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| Resumen |

En el presente documento de tesis se muestra el trabajo relacionado al aislamiento, purificaciéon y
caracterizacién estructural de metabolitos obtenidos de la raiz de Salvia brandegeei, asi como el
potencial antioxidante de los extractos de ésta especie; ademads, se presenta la sintesis de
moléculas de tipo chalcona y flavonoide y su evaluacidn como antioxidantes e inhibidores

enzimaticos.

En la introduccidn se muestran aspectos histdricos importantes de las plantas como fuentes
medicinales y su evolucién a través del tiempo, hasta llegar al contexto actual, en donde la alta
demanda de medicamentos por la poblacion ha llevado a los cientificos a la busqueda sistematica

de nuevas moléculas bioactivas a partir de fuentes naturales.

El capitulo 1 describe el proceso para el aislamiento, purificacién y elucidacién de metabolitos
secundarios a partir de la raiz de Salvia brandegeei, asi como las técnicas experimentales y

resultados de la evaluacidn antioxidante de los extractos vegetales.

El capitulo 2 muestra la ruta sintética para la generacién de una familia de flavonas y su precursor
de tipo chalcona, la caracterizacién espectroscdpica y los resultados obtenidos de los ensayos in

vitro como antioxidantes e inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa.

Finalmente, en las conclusiones se hace una recapitulacion de los resultados mas importantes

obtenidos en los capitulos uno y dos.
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| Abreviaturas y acrénimos |
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| Introduccion |

La curacidn o el alivio de las enfermedades en el hombre mediante las plantas
medicinales, ha sido a través de la historia la principal herramienta terapéutica a su
alcance, si bien estos efectos curativos en las plantas eran atribuidos a la intervencién de
los dioses, hoy en dia la ciencia a permitido el descubrimiento y desarrollo de fdrmacos a
partir de compuestos aislados de fuentes vegetales. Las plantas medicinales son un
importante patrimonio de la humanidad, ya que ademads de ser un recurso renovable y no

contaminante, son asequibles incluso a la poblacién de los paises mas pobres.
Contexto historico

Como una breve resefia histdrica, existen evidencias arqueoldgicas del uso de ciertas
plantas medicinales como el yezgo (Sambucus ebuus L.), fumaria (Fumaria officinalis),
verbena (Verbena officinalis), la saponaria (Saponaria officinalis) o el trébol de agua
(Menyanthes trifoliata L.) en la era neolitica. Tanto la recogida de las plantas como su
aplicacion terapéutica estaban regidas por rituales mdagicos, y no es hasta la época de los
egipcios cuando se empieza a hablar de una fitoterapia con base racional. [1] El término
fitoterapia deriva del griego "Phuton", planta, y de "Therapeia", tratamiento, e incluye
también otras terapias especiales como la aromaterapia (con aceites esenciales) y la

gemoterapia (con yemas de tejidos vegetales). [2]

El primer texto escrito conocido sobre terapia

mediante la aplicacion de plantas estd en unas
tabletas de arcilla grabada en escritura cuneiforme,
de Ila época de los sumerios, datadas
aproximadamente en el afio 3000 a.C., donde se
citan las propiedades calmantes de la adormidera

(Papaver somniferum).

Figura 1. Escritura cuneiforme de los sumerios
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Con la cultura egipcia se inicia la fitoterapia mas "racional" que conlleva una
sistematizacién de los diferentes remedios vegetales. El papiro de Ebbers (1500 a.C.) y el
de Edwin Smith (1600 a.C.), son quizas los mds conocidos que hacen referencia al uso de
las plantas medicinales. El mas antiguo conocido es el papiro Kahun (1900 a.C.) y relata

remedios en relacién con las enfermedades femeninas y como asistir un parto.

Figura 2. Pliego del papiro de Ebbers escrito por médicos egipcios en el afio 1500 a.C.

Se considera que el griego Cratevas (o Krateus) fue la primera persona en escribir un
herbario ilustrado de plantas medicinales, influenciando el trabajo de otros médicos en la
historia. El médico griego Hipdcrates en el siglo IV a.C., redactd gran niumero de escritos,
que comprenden 72 libros y 59 tratados que integran la Coleccidon Hipocratica o Corpus
Hippocraticum, en donde se atribuye el desarrollo de los medicamentos a la "observacién,
molienda, mezcla, coccién, etc., combinando los remedios débiles para adaptarlos a la
constitucién y fuerza del individuo", mencionando mas de 257 plantas utilizadas aun en su
mayoria hoy en dia. Por otro lado, Dioscérides, médico griego de las legiones romanas de
Neron, es el autor del primer libro completo referente a plantas medicinales en el que se
hace una recopilacién de mas de 600 especies vegetales, animales y minerales. Los
trabajos de Dioscdrides supusieron la base tedrica de la farmacologia europea hasta bien

entrado el siglo XVII. Contemporaneo a Dioscérides, el procurador imperial romano Plinio,
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escribid su obra titulada Naturalis Historia, 37 volimenes dedicados al estudio de las
plantas, siendo ésta la recopilacion de plantas mas exhaustiva que nos queda de esta

época de la antigliedad.

La llegada de la imprenta en la época del renacimiento, marca el inicio en el desarrollo de
textos de Fitoterapia, muchos de ellos compilaciones exhaustivas de manuscritos mas
antiguos; en ésta época también se produce un desarrollo importante del estudio y
tratamiento con plantas medicinales, por ejemplo, Hyeronimus Brunschwig (1450-1512)
se dedicé especialmente a la preparacidon de formulaciones empiricas a base de plantas,
fue uno de los primeros en explicar la destilaciéon de los liquidos y hace una primera

aproximacion a la fitoquimica y a los aceites esenciales.

(a) (b)

Figura 3. Pagina de “De materia Médica” escrito por Dioscorides en el siglo VII (izquierda) e Historia

Naturalis, cédice de mediados del XII (derecha).

Muchos autores contribuyeron al inicio de la botanica sistematica, intrinsecamente ligada
a la sistematizacion de todas las especies de seres vivos. Karl von Linneus (1707-1778) fue
autor de una nueva y clara clasificacion de todos los seres vivos conocidos e introductor
de una nomenclatura binaria que constituyé la base de toda nomenclatura botanica

durante dos siglos. [3]

Laura J. Diaz Rubio 3



| Introduccion |

Sin duda alguna los tiempos van cambiando y el hombre debia adaptarse a ello, la
sociedad evoluciond y el conocimiento adquirido también, llevando a la mejora de todos
los elementos que involucra la salud, como las medicinas que utilizaban; se didé un gran
salto al comenzar con la utilizacion de formas farmacéuticas mas elaboradas de las
medicinas vegetales que se consumian. Al llegar al siglo XIX, no solamente se consumia el
extracto de una planta, sino que, la curiosidad llevé al hombre a realizar las primeras
extracciones de sustancias puras provenientes de plantas, por mencionar un ejemplo
importante, el aislamiento de la morfina por el Aleman Freidrich Wilhelm Adam Sertirner
a partir de la resina secretada por Papaver Somniferum, la amapola del opio; éste
descubrimiento marcaria al mundo ya que por primera vez se logro aislar una sustancia
pura de su fuente natural, lo que supuso el nacimiento de la quimica de los alcaloides
(poco después se descubrieron la quinina, la cafeina, la nicotina, y asi hasta llegar a los
miles de alcaloides conocidos en la actualidad) y, dadas sus propiedades analgésicas,
supuso un gran estimulo para el nacimiento de la industria farmacéutica moderna,
permitiendo el disefio a conciencia y el uso particular de moléculas para tratar algun

padecimiento.

Figura 4. Latex extraido de Papaver somniferum (izquierda) para el aislamiento del farmaco morfina

(derecha)
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Contexto actual

De acuerdo con estadisticas de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), las plantas son
utilizadas por 80% de la poblacion mundial para satisfacer o complementar sus
necesidades médicas y la demanda va en aumento. La industria de los PN tiene un alto
valor econdmico, en 2005 las ventas de medicinas tradicionales en China ascendieron a
$14 mil millones de dodlares, mientras que en el 2007 Brasil generd ingresos de $160
millones de ddlares por concepto de terapias tradicionales, y en 2008 los estadounidenses
pagaron $14.800 millones para adquirir productos naturales, todo esto como parte de un
mercado mundial avaluado en mas de $ 60 mil millones de délares [4]. Sin lugar a dudas el
sector de la medicina herbolaria desempefia actualmente un papel importante en el

desarrollo econémico de muchos paises [5].

El éxito de las plantas como una fuente para el aislamiento de principios activos para su
aplicacion directa o como modelos en la sintesis y semisintesis de nuevas moléculas
bioactivas mejoradas (con mayor actividad y/o menor toxicidad), ha llevado a que en la
actualidad casi el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno o mas principios

activos derivados de alguna planta [6].

Los productos naturales (PN) y sus derivados representan mas del 30% de las nuevas
moléculas pequefias aprobadas en los ultimos 30 afios como farmacos, ya que al ser el
resultado de anos de evolucidn, poseen estructuras quimicas privilegiadas y optimizadas,
con un gran numero de farmacéforos que pueden interaccionar con proteinas, por ello,
los PN constituyen una de las quimiotecas de compuestos quimicos de mayor diversidad

estructural y bioactividad de las que se conocen en la actualidad, mas que las sintéticas

[7].

La creciente resistencia a los medicamentos de primera linea para el tratamiento de

enfermedades, ha vuelto ineficaces a varios antibidticos y muchos otros farmacos, por lo
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que cientificos y laboratorios farmacéuticos estan en la blsqueda urgente de nuevas

fuentes de farmacos, volteando sus ojos cada vez mds a la medicina tradicional.

Una gran parte de las moléculas bioactivas aisladas de una fuente natural, son obtenidas
en bajas concentraciones, debido a esto, la sintesis de productos naturales es
fundamental para el escalamiento de estos compuestos, sin embargo, las moléculas de
origen natural no sélo poseen una importancia farmacéutica per se, sino que van mas alla,
siendo precursores en la elaboracidon de farmacos semisintéticos, gracias a ésto el ser
humano ha podido disponer en cantidades practicamente ilimitadas de principios activos
con actividad farmacoldgica semejantes a los encontrados de manera natural en el reino
vegetal; hoy en dia la sintesis organica, de la mano con la quimica médica, representan la

principal herramienta para llevar a cabo ésta tarea.

La quimica medicinal se define como una ciencia que combina a otras ciencias basicas
(quimica) y aplicadas (medicina); abarca diversos aspectos como la invencidn,
descubrimiento, disefio, desarrollo, identificacién y preparacion de compuestos con
actividad bioldgica, el estudio de su mecanismo de accién, y la interpretacion de este
mecanismo a nivel molecular para poder determinar una relacién estructura-actividad

(SAR) de la molécula. [8]

En México, alrededor de 4000 especies de plantas con flores (aproximadamente 15% de la
flora total) tienen atributos medicinales, sin embargo, se estima que la validacién quimica,
farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a cabo
sélo en 5% de estas especies, es por eso que la investigacidon fitoquimica y los estudios
sobre la biosintesis y la estructura molecular de los fdrmacos naturales, representa un
recurso viable en la busqueda de nuevos compuestos bioactivos aplicables en Ia
resoluciéon de problematicas nacionales de salud o que permitan sintetizar compuestos

analogos con una mayor actividad bioldgica y potencial terapéutica.
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La gran riqueza y diversidad fitoquimica, aunada a la abundancia de especies del género
Salvia en nuestro pais, ha alentado la busqueda de moléculas biolégicamente activas en
especies de Salvias mexicanas, sin embargo, son pocos los reportes existentes sobre la
identificacion quimica de metabolitos de la familia de las tanshinonas y flavonoides en
plantas del género Salvia nativas y/o endémicas del estado de Baja California, en base a lo

anterior descrito, la hipdtesis propuesta para este trabajo es:

Los extractos de la raiz de Salvia brandegeei y los analogos sintéticos de tipo
chalcona y flavonoide, presentan un perfil bioactivo antioxidante e inhibitorio

de acetilcolinesterasa
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OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar estructuralmente los metabolitos aislados de los extractos de la raiz de
Salvia brandegeei y evaluar biolégicamente los analogos sintéticos de tipo chalcona y

flavonoide.

Para el desarrollo de eta tesis doctoral se han propuesto lo siguientes objetivos

especificos:

1. Recolectar y autentificar taxondmicamente la raiz de Salvia brandegeei.
2. Obtener extractos de diferente polaridad mediante métodos de maceracién y
particion.

3. Aislar y caracterizar metabolitos secundarios de tipo tanshinona presentes en
algunos de los extractos obtenidos.

4. Llevar a cabo la sintesis quimica de andlogos de productos naturales de tipo
flavonoide mediante la ciclacion oxidativa de 2-hidroxichalconas.

5. Evaluacién antioxidante de los extractos y metabolitos secundarios aislados de la
raiz de Salvia brandegeei, asi como de los productos e intermedios obtenidos.

6. Evaluar la actividad como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa de los

productos e intermedios obtenidos.
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Caracterizacion fitoquimica y evaluacidon antioxidante de
metabolitos de tipo terpeno y flavonoide de la raiz de
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I CAPITULO 1. Antecedentes I

Género Salvia

Lamiaceae es una familia que comprende 220 géneros y 4000 especies distribuidas en la
mayor parte del mundo como plantas anuales y perennes. Salvia, uno de los géneros mas
grandes de esta familia (Lamiaceae), esta conformada por mas de 1000 especies

clasificadas en cinco subgéneros: Sclarea, Audibertia, Jungia, Leonia y Salvia. [9]

El nombre Salvia se deriva del latin "salvare" que significa "sanar o estar a sano y salvo",
esto se resume en la creencia folklérica de sus propiedades terapéuticas "madgicas" para
muchos tipos de dolencias y su popularidad en la medicina tradicional [10]. El género
Salvia se distribuye ampliamente en diversas regiones del mundo, incluidas las zonas
templadas y cdlidas del planeta como el Mediterrdneo, Asia Central, las Islas del Pacifico,

Africa tropical y América. [11-12]

El género Salvia tiene una distribucién subcosmopolita ya que se encuentra ausente en
gran parte del norte y la mayoria de las zonas tropicales bajas del mundo, como la cuenca
del Amazonas, Africa central y occidental. México es unos de los paises con mayor
cantidad de Salvias en el mundo, Turquia con alrededor de 90 especies que crecen
naturalmente y la mitad de las cuales son endémicas [13], en Irdn se encuentran 60 de las
cuales 17 son endémicas [14] y en Africa, el mayor nimero de especies (alrededor de 30)

se encuentra en el noroeste y en el sur [15].

México es considerado como una de las areas con mayor diversidad del género en el
mundo, con aproximadamente 300 especies, de las cuales un porcentaje importante (85-
88%) son endémicas [16]. Villasefior (2004) [17] indica que Salvia es el segundo género
mas diverso en la RepuUblica Mexicana con 292 especies, superado Unicamente por

Mammillaria (Cactaceae) que tiene 306.

La mayor diversidad de especies del género Salvia se presenta en las zonas montafiosas de
México, principalmente en las del centro-sur del pais. En consecuencia, los bosques

templados y en particular los de coniferas y encinares, son los tipos de vegetacion que
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albergan la mayor proporcién de especies de Salvia [18]. No obstante, también se
encuentran en los bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios, zonas aridas y

desérticas [19].

Baja California es una de las 5 regiones del mundo que presenta inviernos frios y himedos
mientras que los veranos son secos y calientes, este condiciones climatoldgicas son
correspondientes a un clima Mediterraneo. Predomina una vegetacion de tipo chaparral,

favoreciendo en gran parte a dominancia del género Salvia L.

De las 1000 especies de Salvias conocidas, 19 son consideradas nativas y/o endémicas del
oeste de América del Norte, eso incluye las del estado de Baja california. Estas salvias
pertenecen sect. Audibertia (alrededor de 15 especies) y sect. Echinosphace (cuatro
especies, Figura 8). Aunque las distribuciones de las sects. de salvias Audibertia y
Echinosphace estan claramente centradas en la provincia floristica de California, las
especies van desde Baja California y los desiertos adyacentes que rodean el norte de de
esta zona floristica hasta Washington, y desde el Océano Pacifico hacia el éste y el centro
de Utah. Estas salvias se encuentran principalmente en dos formaciones de arbustos: la
formacién Larrea-Franseria del desierto de Colorado y la formacién de Artemisia
californica-Salvia relacionada a la planicie costera. Doce especies de Salvia son elementos
importantes o dominantes en una o ambas de las formaciones anteriores, mientras que
las siete restantes estan mdas ampliamente distribuidas o asociadas con otras formaciones

[20].
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Figura 5. Composicién de especies y diversidad floral de Salvias californianas dentro de las sects. Audibertia

y Echinosphace.

Salvia brandegeei

Salvia brandegeei es un arbusto herbaceo de hoja perenne; durante muchos anos se
penso que era nativa solo de la isla de Santa Rosa (una de las Islas del Canal de California),

sin embargo en las décadas de 1960 y 1970, se encontraron seis colonias en Baja

11
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California México. Lleva el nombre de Kate Brandegee, una botanica de campo pionera en

las regiones de California y Baja California. Tiene hojas festoneadas de color verde oscuro,

de aproximadamente 3-4 pulgadas de largo y 0.5 pulgadas de ancho. Las flores de color
azul pdlido o lavanda miden aproximadamente 0.5 pulgadas de largo, en espirales bien
espaciadas. El cdliz de color violeta gris, combinado con los labios abiertos de flores, lo

convierten en una flor muy vistosa [21].

Figura 6. Salvia brandegeei

Estudios fitoquimicos del género salvia

De las 1000 especies de Salvias conocidas, solo 134 han sido estudiadas a mayor
profundidad, un ejemplo de ésto es la raiz seca de S. miltiorrhiza (Danshen o Tanshen),
una de las hierbas de la medicina tradicional mas populares en paises asidticos, esta raiz
ha sido utilizada ampliamente para el tratamiento de enfermedades coronarias, angina de
pecho, infarto al miocardio, enfermedades cerebrovasculares y varios tipos de hepatitis,
falla renal crénica y dismenorrea; son mas de 700 las empresas farmacéuticas que

producen alguna preparacién a base de Danshen en China, mientras que en Estados

12
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Unidos y Europa han sido usados para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares, de hecho Fufang Danshen se ha convertido en la primera medicina

herbal china aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para estudios clinicos

en EUA [22].

La composicidn quimica de Danshen ha sido estudiada extensamente durante los ultimos
50 aiios; el extracto alcohdlico es particularmente rico en diterpenos de tipo abietano y
diterpenoquinonas. Tanshinona IIA es uno de los mayores componentes activos de esta
medicina tradicional china, ha demostrado ser efectiva contra calcificaciones
aterosclerdticas, dilatacidon de las arterias coronarias e incremento del lujo coronario [23],
antiinflamatorio [24], citotéxico [25]. Hasta la fecha, han sido identificado mas de 40
tanshinonas o compuestos estructuralmente relacionados a partir de las raices de S.
miltiorrhiza: criptotanshinona, tanshinona |1, tanshinona 1IB, dehidrotanshinona |,

tanshinolactona, solo por mencionar las mas conocidas [26].
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Figura 7. A: Tanshinona IIA, B: Criptotanshinona, C: Tanshinona |, D: Tanshinona IIB, E:

Tanshinolactona y F: Dehidrotanshinona
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Figura 8. Parte aérea de Salvia miltiorrhiza (izquierda) y raiz (derecha)

S. officinalis es una de las especies mas distribuidas a través del globo y desde tiempos
antiguos ha sido utilizada en el tratamiento de varios padecimientos como: tuberculosis,
psoriasis y eczemas seborreicos, es también utilizada como antimicrobiana y antifungico
[27]. La composicion quimica de esta planta ha sido estudiada, reportando: aceite esencial
(0,8-2,5%), taninos condensados (3-7%, salviatanino), acidos fendlicos (rosmarinico,
cafeico, clorogénico, ferulico, etc.), flavonoides (1-3%, luteolina, apigenina, genkwanina,
hispidulina, cirsimaritina, 5,6,7-4'-tetrametoxiflavona [5-O-metilsalvigenina], nepetina,
cirsiliol y sus heterdsidos), a-D-glucésidos de timol, mentol y tuyol, diterpenos (carnosol,
acido carndsico y rosmanol), triterpenos (a-amirina y B-amirina, betulina y acidos ursélico

y oleandlico y sus derivados hidroxilados), fitosteroles (3-sitosterol, estigmasterol) [28].
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Figura 9. A: Carnosol, B: Acido carnésico, C: Rosmanol, D: Acido rosmarinico, E: Genkwanina

Salvia grandifolia, endémica de China; ha sido utilizada como sustituto de Dan-Shen en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares durante muchos afos, fue hasta el afio
2004 cuando Kang y col. reportaron el aislamiento de 8 diterpenoides ya conocidos:
castanolida (G), epi-castanolida (H), isograndifoliol (), sugiol (J), castanol A (K), miltipolona
(L), hidroximetilenetanshinquinona (M) y metiltanshinonato (N); y 6 nuevos nombrados:

grandifolia A-F [29].
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En 2017, un grupo de investigacion de la Universidad de Ciencias Medicas de Polonia,
realizé la determinacion de compuestos polifendlicos y diterpenoides en extractos de raiz
de S. miltiorrhiza y S. przewalskii; esta ultima es utilizada para el tratamiento de falla renal
crénica cirrosis hepdtica y enfermedades coronarias. La cuantificacion fue realizada
mediante HPLC-MS, los resultados obtenidos arrojaron un total de 39 metabolitos
secundarios identificados en una proporcion 60/40 polifenoles respecto a diterpenoides
para S. przewalskii mientras que para S.miltiorrhiza una alta predominancia de
compuestos polifendlicos, 80/20 respecto a los diterpenoides. Tetramero de acido caféico
y acido litospermico B fueron los polifenoles predominantes en S.miltiorrhiza, acido
salvianolico en S. przewalskii; criptotanshinona y 1,2-dihidrotanshinona I los diterpenoides
mas abundantes en S.miltiorrhiza y S. przewalskii respectivamente. 23 metabolitos fueron
identificados en ambas especies y solo 7 compuestos fueron especificos para S.

przewalskii:  acido  przewalskinico, przewaquinonato A, przewaquinona C,

metiltanshinonato [30].

HC OH

Figura 10. A: dcido przewalskinico, B: przewaquinona C, C: metiltanshinonato

Gonzdlez Antonio y colaboradores en el afno 1989 reportaron los resultados de su
investigacion con la raiz de Salvia texana, planta nativa del estado de Texas E.U.A, Nuevo

México y el norte de México; sus estudios fitoquimicos llevaron al aislamiento de 3 nuevos
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diterpenos (A-C) y el ya conocido 2 a-hidroxisurgiol (D) a partir del extracto metandlico de

las raices de esta salvia [31].

CH, CH,

Figura 11. Metabolitos aislados de Salvia texana

El compuesto A, correspondiente a la estructura 2a,11-dihidroxi-5,7,9(11),13-
abietatetraen- 12-ona fue identificado mediante la comparacion de su espectro de UV con
el del diterpeno ya conocido “fuerstiona”, esto estableciéd la presencia del mismo

cromoéforo en ambas moléculas, asi también las resonancia magnética nuclear.

2 o-hidroxisurgiol (D) fue obtenido de fracciones mas polares; los mismos autores
anteriormente han reportado al sintesis quimica del compuesto D a partir de la oxidacion

con DDQ en dioxano y medio andhidro del producto natural salviol (E) [31].

OH CHs

CHj CHj

DDQ
Dioxano/ H,0

Figura 12. Sintesis de 2 a-hidroxisurgiol

Salvia yunnanensis es una especie distribuida en las provincias de Yunnan y Guizhou en
China; sus raices han sido utilizadas también como alternativa a Danshen en la medicina

tradicional china. Muchos diterpenoides han sido aislados de esta planta, especialmente
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una serie de diterpeno alcaloide de tipo abietano. Gracias al trabajo de investigacién
realizado por el Dr. Chun-Yan Wu y su equipo de colaboradores en la busqueda de
diterpenoides de salvias, se han logrado aislar 6 nuevos abietanos nombrados Salyunnanin
A-F y 40 andlogos a estos ya conocidos previamente. De las 46 moléculas aisladas, es
notable la presencia de 9 sistemas de anillos diferentes, esto solo es indicativo de amplia

variedad estructural presente en los metabolitos secundarios de estas plantas.

Figura 13. Variacion estructural en los 9 esqueletos de diterpenos aislados de la raiz de S.

yunnanensiz

Entre los metabolitos aislados se encuentran: trijuganona B, danshenspirocetalactona,

epi-danshenspirocetalactona, 5,6-dehidrosurgiol,  ferruginol,  6,12-dihidroziabieta-
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5,8,11,13-tetraen-7-ona, saliunnanin D, saliunnanin E, danshenol, tanshinona IlIA, 6a-
hidroxisurgiol,  dihidroneotanshinolactona, castanol C, brussonol, rosmadial,
criptoacetalida, danshenol A, danshenol C, criptotanshinona, tanshinona |,

dihidrotanshinona |, isotanshinona Il, metilenetanshinquinona, salvidorol, entre otros.

40 de los metabolitos aislados fueron evaluados como agentes citotoxicos frente a lineas
celulares humanas: Hela, NCI-H460, PC3, KB-3-1, MCF-7, and K562, siendo saliunnanin D,
saliunnanin E, danshenol A, tanshinone IIA, 6a- hydroxysugiol, dihydroneotanshinlactone

y castanol C altamente citotdxicos a concentraciones entre 11 - 0.7 uM [32].
Estudios fitoquimicos en Salvias de Baja California

Es poca la investigacion fitoquimica llevada a cabo en salvias de la regién de Baja
California, gran parte de esta informacién (o toda) ha sido reportada por e grupo de
investigacion a cargo de Dr. Antonio Gonzalez en el Instituto Universitario de Bio-Organica
“Antonio Gonzdlez”; han trabajado con el aislamiento de metabolitos bioactivos a partir
de extractos de raiz y parte aérea de Salvia apiana, S. mellifera y S. munzii, dichas especies

endémicas de Baja California y California EUA.

Salvia apiana, coloquialmente conocida como “salvia blanca” es un arbusto de hojas
grisaceas aterciopeladas que se encuentran en las cordilleras costeras y los valles del sur
de California. Las tribus indigenas de la regién han tomado por largos afios infusién de las
hojas de esta planta como diurético y diaforético. Estudios sobre la composicién quimica
de la parte aérea de S. apiana han llevado al aislamiento de triterpenos como: a-amirina,
acido oleandlico, acido ursélico y acido 16-hidroxicarnosico, la composicidn quimica del

aceite esencial de esta salvia también ha sido caracterizado [33].

En el ano 1992 Gonzdlez y colaboradores [33] reportaron el aislamiento de 6 nuevos
diterpenos y diterpenoquinonas a partir del extracto aceténico de la raiz de S. apiana asi
como 5 compuestos ya conocidos: 6,7-dihidroferruginol (A), 6,7-didehidrosempervirol (B),

16-hidroxi-6,7-didehidroferruginol (C), 11,12,16-trihidroxi-20(10—5)abeo-abieta-
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1(10),6,8,11,13-pentaeno (D), 16- hidroxiroyleanona (E) y 6-deoxo-5,6-didehidrolanugon
Q (F), respecto a los compuestos aislados previamente reportados por la literatura se

encuentran: ferruginol, miltiodiol, cryptotanshinona, lanugon Q y salvicanol.

Figura 14. Compuestos aislados por Gonzalez y col. de S.apiana

Salvia mellifera es un arbusto que crece abundantemente en California, EUA y Baja
California, México, a alturas menores de 2000 pies, se caracteriza por experimentar
hibridaciones con otras especies del mismo género, mas comunmente S. apiana, S.

columbariae y S. leucophylla. [34]

En el afio 1990, Antonio G. Gonzalez y colaboradores [35] estudiaron el extracto aceténico
de la parte aérea de S. mellifera, llevando al aislamiento de los compuestos ya conocidos:
acido carndsico, salvicanol, lupeol, acetato de acido oleandlico, 3B-hidroxi-Al2-olean- 28-al
y 3B-hidroxi-A!? -ursan-28-al, y 2 nuevos triterpenos 3-ceto-13(28)-epoxi-ursan-11-eno (A)

y 3,11-dioxo-ursan-12-eno (B).
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Figura 15. Compuestos aislados por Gonzdlez y col. de S.mellifera

El mismo grupo de investigacion, en el afo 1991, llevaron a cabo el aislamiento de 2
nuevos diterpenos aromaticos (11,12,20-trihidroxi-abieta-8,11,13- trieno (A) y 11,12,16-
trihidroxi-abieta-8,11,13-trien-20-al (B)) y 7 diterpenos ya conocidos (acido carnosico,
carnosol, rosmanol, isorosmanol, galdosol, rosmadial, demetilsalvicanol y salvicanol) a
partir del extracto acetdnico de S. mellifera; [36] en el afio de 1992, a partir del mismo
extracto lograron el aislamiento de 2 nuevos diterpenos 11,12-dihidroxi-20-nor-abieta-
5(10),8,11,13-tetraen-1-ona (C) y isogaldosol (D), ademds de los ya conocidos acido

carndsico, carnosol, rosmanol, rosmadial, galdosol e isorosmanol. [37]

CH,OH

Figura 16. Diterpenos aislados de S.mellifera

Javier G. Luis y col. (1999), llevaron a cabo un estudio fitoquimico del extracto aceténico
de la raiz de S. mellifera, llevando al aislamiento de 5 compuestos ya conocidos: salvicanol,

pisiferanol, B-sitosterol, 5a,6-dihidro-salviasperanol y 8(14),15-isopimaradien-7a-ol,
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ademas de un nuevo sesquiterpeno de tipo eremofilano llamado salvimelliferol (A). [38]

OCH; O

Figura 17. Estructura quimica de salvimelliferol aislado de S.mellifera

S. munzii Eplig es una especie nativa de la regidon de Baja California México, que crece
como arbustos dispersos expuestos a una alta irradiacién solar en zonas rocosas y
desérticas. En el afio de 1993, Javier G. Luis y col., como parte de un estudios sistematico
de diferentes especies de Salvias, reportaron el aislamiento de un nuevo diterpeno de tipo
abietatrieno: 16-hidroxi-7-metoxi-rosma- nol (A), y once compuestos ya reportados: acido
carnésico, carnosol, 16-hidroxi-carnosol, isorosmanol, epirosmanol, rosmanol, 7-metoxi-
rosmanol, 16-hidroxi-rosmanol, 16-hidroxi-isorosmanol, acido 16-hidroxi-carnosoico y

16-hidroxi-epirosmanol, a partir del extracto acetdnico de la parte aérea de S. munzii. [39]

OH CH,OH

Figura 18. Diterpeno aislado de S.munzii

Por otro lado, ese mismo afo Javier G. Luis y col., trabajaron con el extracto de la raiz de S.
munzii, logrando el aislamiento de 3 nuevos diterpenos: 5,6-didehidroxi-7-hidroxi-
taxodona (A), 17-hidroxicriptotanshinona (B) y salvicanaraldehido (C), ademds de 11
compuestos ya conocidos: taxodiona, taxodona, criptotanshinona, 7a-hidroxiroileanona,

ferruginol, 6,7-didehidroferruginol, 6,7-didehidrorosempervirol, demeilsalvicanol, acido
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salvicanarico y una mezcla de 6-epimeric 11,12-dihidroxi-6,7-secoabieta-8,11,13- trien-

6,7-dial-11,6-hemiacetal. [40]

Figura 19. Estructura quimica de diterpenos aislados de S.munzii
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I CAPITULO 1. Metodologia fitoquimica I
Recoleccidn e identificacion de la planta

La recolecta de la raiz de Salvia brandegeei se realizo en el Ejido Punta Colonet, municipio
de Ensenada, B.C., a una altitud de 20 metros sobre el nivel del mar (msnm) con
coordenadas de 31° 06” 60" N y 116° 16” 09’ O. La autentificacion taxondémica fue

realizada por el Botanico, Dr. José Delgadillo Rodriguez.

100N

Figura 20. Sitio de recoleccién del material vegetal
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Generacion de extractos

El material vegetal fue secado a temperatura ambiente y posteriormente triturado,
obteniendo al final un peso total de 1.9 kg de material vegetal seco; este procedimiento se

llevo a cabo en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Productos Naturales de nuestra

Facultad.

La generaciéon del extracto inicial se realizé mediante un proceso de maceracion
metandlica, obteniendo una total de 258 g, a partir de éste crudo se continudé con
sistemas de particién siguiendo los procedimientos de solubilidad diferencial, resultando

en un total de 4 extractos: n-hexano (17 g), cloruro de metileno (45 g), butanol (15 g) y

acuoso (22 g).

I CAPITULO 1. Metodologia fitoquimica I

Extracto crudo (RSB-EC)

1) MeOH/H209:1

2) n-hexano 2 x 600 mL

!

Fraccion hexanica
17 gramos

1

Fraccion hidroalcohdlica

1) Concentrar a presion reducida

2) DCM 2 x 600 mL

l

Fraccion DCM
45 gramos

l

Fraccién hidroalcohdlica

1) Butanol 2 x 600 mL

l

Fraccion Butanolica
15 gramos

Fraccion acuosa
22 gramos

Diagrama 1. Proceso de particion del extracto crudo
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I CAPITULO 1. Metodologia fitoquimica I
Fraccionamiento cromatografico

Se comenzd con el rastreo de metabolitos de tipo tanshinona en el extracto de polaridad
media (cloruro de metileno); 5 gramos del extracto se disolvieron en 15 mL de cloruro de
metileno (DCM), y se introdujeron sobre una columna de silica gel 60 (40-63 um)
previamente compactada, la elucién se inicio con n-hexano 100%, aumentando
gradualmente la polaridad con mezclas de n-hexano/ AcOEt hasta llegar a AcOEt 100%,
finalmente se lavd con metanol. Un total de 67 fracciones fueron recolectadas,
monitoreadas por cromatografia de capa fina (CCF) y finalmente agrupadas en 14

reuniones.

Se realizdé una segunda columna a mayor escala con 21 gramos del extracto de polaridad
media (DCM), siguiendo las mismas condiciones experimentales de la primera columna,

fueron recolectadas 154 fracciones agrupadas en 16 reuniones.

El aislamiento y purificacion de los productos se realizd6 mediante técnicas de

cromatografia en columna (flash) y cromatografia planar preparativa.

Tabla 1. Reuniones obtenidas del primer fraccionamiento cromatografico del extracto crudo

Columna no. 1 Columna no. 2
Reunidn | Peso (g) | Reunidn | Peso (g) | Reunion | Peso (g) | Reunion | Peso (g)

1 0.021 9 0.306 1 0.127 9 1

2 0.016 10 0.342 2 0.504 10 1.31
3 0.065 11 0.216 3 0.250 11 3.8

4 0.039 12 0.671 4 0.086 12 3.12

5 0.031 13 1.02 5 0.142 13 1.2

6 0.144 14 2.01 6 0.366 14 0.845
7 0.395 7 0.212 15 1.53
8 0.120 8 1.1 16 9
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Extracto crudo

(RSB-EC)

Extracto n-hexano
(RSB-EH)

Extracto cloruro de
metileno
(RSB-ED)

Cl

Extracto acuoso
(RSB-EA)

Extracto butandlico
(RSB-EB)

123G 4)s 6 7(8)9 10 1 12 13 14 |

C5

C2

1 21(3 )4 5

l1®3456?l

ce

1

)

Prep1

3

‘1(2)3 4 5|

‘ Tanshinona IIA

e

c4

Criptotanshinona

Diagrama 2. Fraccionamiento cromatografico para el aislamiento de los metabolitos Tanshinona IIA

y Criptotanshinona

Laura J. Diaz Rubio

28




I CAPITULO 1. Metodologia fitoquimica I

Extracto crudo
(RSB-EC)

Extracto n-hexano

Extracto cloruro de

Extracto acuoso

Extracto butandlico

Tanshinona IlA ‘ | Criptotanshinona ‘

123)456?‘

17-hidroxicriptotanshinona

(RSB-EH) metileno (RSB-EA) (RSB-EB)
(RSB-ED)
c1
1 2 3 4 5(6)7 8 9 10 (11 )12 13 14 (15 )16
c2

Diagrama 3. Fraccionamiento cromatografico para el aislamiento del metabolito 17-hidroxicriptotanshinona
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Datos fisicos y espectroscopicos de los metabolitos aislados de Salvia brandegeei

1,6,6-trimetill-1,2,6,7,8,9-hexahidrofenantro[1,2-b]furan-10,11-diona (M1)

Nombre: Criptotanshinona

Formula molecular: C19H2003

Aspecto fisico: cristales naranjas (64 mg)

EM M/Z (%)=

RMN H (400 MHz, CDCls) 6

RMN 3C (100 MHz, CDCls) 6:

296.27 [M*] (13), 253.23 (26), 165.15 (17), 152.13 (18),
128.15 (32), 115.11 (43), 77.08 (24), 43.09 (41), 29.07
(100).

1.31 (6H, s, Me-18, Me-19), 1.35 (d, 3H, Me-17), 1.66
(m, 2H, H-3), 1.79 (m, 2H, H-2), 3.23 (m, 2H, J1= 6.36 Hz,
H-1), 3.59 (m, 1H, J1= 6.76 Hz; Jo= 9.32, H-15), 4.36 (1H,
dd, J1= 9.32 Hz; J,= 6.04 Hz, H-16b), 4.88 (1H, t, J1=9.44
Hz; J,= 6.04 Hz, H-16a), 7.48 (d, 1H, J = 8.08 Hz, H-7),
7.62 (d, 1H, J = 8.08 Hz, H-6)

18.83 (g, C-17), 19.09 (t, C-2), 29.67 (t, C-1), 31.89 (q, C-
18), 31.94 (q, C-19), 34.64 (d, C-15), 34.87 (s, C-4), 37.84
(t, C-3), 81.47 (t, C-16), 118.32 (s, C-13), 122.52 (d, C-7),
126.30 (s, C-8), 132.57 (d, C-6), 142.44 (s, C-5), 143.70
(s, C-10), 152.40 (s, C-9), 170.77 (s, C-14), 175.73 (s, C-
12), 184.28 (s, C-11)
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1,6,6-trimetil-6,7,8,9-tetrahidrofenantro[1,2-b]furan-10,11-diona (M2)

Nombre: Tanshinona IIA

Formula molecular: C19H1503

Aspecto fisico: cristales naranjas (8 mg)

EM M/Z (%)=

RMN *H (400 MHz, CDCls) &

RMN 3C (100 MHz, CDCls) 6:

0 CHs

294.23 [M*] (6), 261.20 (5), 165.15 (8), 115.15 (8), 76.08
(4), 52.07 (12), 43.08 (24), 39.07 (19), 29.08 (100)

1.31 (3H, s, H-18, H-19), 1.65 (m, 2H, H-3), 1.79 (m, 2H,
H-2), 2.26 (s, 3H, H-17), 3.19 (t, 2H, J1= 6.4 Hz, H-1), 7.25
(s, 1H, H-16), 7.54 (d, 1H, J= 8.16 Hz, H-7), 7.62 (d, 1H, J=
8.16 Hz, H-6)

18.78 (q, C-17), 19.14 (t, C-2), 29.89 (t, C-1), 31.85 (q, C-
18, C-19), 34.68 (s, C-4), 37.89 (t, C-3), 119.93 (d, C-7),
120.25 (s, C-15), 121.18 (s, C-13), 126.56 (s, C-8), 127.51
(s, C-5), 133.43 (d, C-6), 141.29 (d, C-16), 144.749 (s, C-
10), 150.16 (s, C-9), 161.74 (s, C-14), 175.83 (s, C-12),
183.69 (s, C-11)
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1-(hidroximetil)-6,6-dimetil-1,2,6,7,8,9-hexahidrofenantro[1,2-b]furan-10,11-diona (M3)

Nombre: 17-hidroxicriptotanshinona

Formula molecular: C19H1503

Aspecto fisico: cristales naranjas (8 mg)

EM M/Z (%)= 312.21 [M*] (1), 295.20 (0.93), 282.22 (3), 267.21 (0.98),
239.18 (2), 223.14 (1), 195.18 (1), 165.12 (2), 115.14 (4),
39.09 (9), 31.04 (100)

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) §  1.30 (3H, s, H-19), 1.31 (3H, s, H-18), 1.65 (m, 2H, H-3),
1.78 (m, 2H, H-2), 3.19 (m, 2H, Ji= 6.4 Hz, H-1), 3.72 (m,
1H, J1= 9.76 Hz; Jo= 9.96, H-15), 3.76 (d, 2H, H-17), 4.51
(1H, dd, J1= 10.08 Hz; J,= 7.12 Hz, H-16b), 4.93 (1H, dd,
J1= 9.96 Hz; Jo= 7.12 Hz, H-16a), 7.48 (d, 1H, J= 8.08 Hz,
H-7), 7.63 (d, 1H, J= 8.08 Hz, H-6)

RMN 13C (100 MHz, CDCls) 6:  19.13 (t, C-2), 29.80 (t, C-1), 31.99 (q, C-18), 32.03 (q, C-
19), 35.08 (s, C-4), 37.86 (t, C-3), 43.53 (d, C-15), 64.22
(t, C-17), 76.84 (t, C-16), 115.64 (s, C-13), 122.99 (d, C-7),
125.86 (s, C-9), 128.32 (s, C-8), 132.87 (d, C-6), 144.14
(s, C-5), 153.39 (s, C-10), 173.30 (s, C-14), 176.55 (s, C-
12), 183.87 (s, C-11)
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I CAPITULO 1. Discusién de resultados fitoquimica |
Criptotanshinona (M1)

La informacién obtenida del analisis por espectrometria de masas indica la presencia de
un ién molecular a m/z 296, con fragmentos caracteristicos a 281 m/z correspondiente a
la perdida de un radical metilo, el pico base observado de m/z 253 se relaciona a la
perdida de [COJ]**, seguido de la eliminacién de [CH3]** como puede observarse en el

esquema 1, esta informacién sugiere a un compuesto de férmula molecular de C1gH200s.

T T
Q CHs 0 CH,
(@) (0]
L]
‘ oH;
O o > (0]
HsC  CHs CHs
m/zER296 m/zE@81
&co
_ . 1.
0 CHy |° Q cHy |°
L]
O o > O
HsC  CHs HC  CHj
m/zZ268
m/zZR253
Esquema 1. Patron de fragmentacion para la formacion de pico base en M1
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El andlisis por resonancia magnética nuclear de *H mostrd la presencia de 2 singuletes a
campo alto con desplazamiento de 1.31 §, ambos con integracidon para tres protones,
estas sefales corresponden a la presencia de los metilos anulares H-18 y H-19,
caracteristicos de los esqueletos diterpénicos de tipo abietano; en la regidon aromatica a
7.48 y 7.62 5 se observan dobletes que integran para un protdn, con una constante de
acoplamiento J = 8.08 Hz para ambos casos, correspondientes a protones vecinales H-6 y
H-7. A mayor campo se encuentra el multiplete que integra para dos correspondiente a
los protones H-1, con un desplazamiento de 3.23 ¢ y una constante de acoplamiento de J;
= 6.36 Hz, otros dos multipletes se muestran a 1.79 y 1.66 8 (m, 2H), correspondientes a

H-2 y H-3 respectivamente.

Respecto al sistema furano, se observa un doble a 1.35 & que integra para tres protones,
correspondiente al metilo H-17; a 3.59 0 se encuentra el protéon del metino H-15,
observado como un multiplete que integra para uno, presenta constantes de
acoplamiento de J; = 6.76 Hz y J, = 9.32 Hz; finalmente, con los dos dobles de dobles
observados a un desplazamiento de 4.88 y 4.36 0 y que integran para un protén, se
confirmo la presencia de los protones diasterotépicos H-16a y H-16b (J1 = 9.44 Hz, J; =
6.04 Hz y J; = 9.32 Hz, J; = 6.04 Hz respectivamente). Todas las asignaciones pueden

observarse resumidas en la siguiente tabla:

Tabla 2. Datos de RMN *H del compuesto (M1) realizados en CDCI3.

PROTON Su? PROTON o
H-1 3.23 (m, 2H, J1 = 6.36 Hz) H-16 a 4.88 (1H,t, )1 =9.44 Hz; J2 = 6.04 Hz)
H-2 1.79 (m, 2H) H-16b | 4.36 (1H,dd,J1=9.32 Hz; )= 6.04 Hz)
H-3 1.66 (m, 2H) H-17 1.35 (d, 3H)
H-6 7.62 (d, 1H, ) = 8.08 Hz) H-18 1.31(3H, s)
H-7 7.48 (d, 1H, ) = 8.08 Hz) H-19 1.31(3H, s)
H-15 3.59 (m, 1H, J1 = 6.76 Hz; ) = 9.32)

Laura J. Diaz Rubio 34



| CAPITULO 1. Discusién de resultados fitoquimica |

El espectro de RMN 13C se observan 19 atomos de carbono (9 singuletes, 3 dobletes, 4
tripletes y 3 cuartetos), destaca la presencia a campo bajo de 2 singuletes a 184.28 y
175.73 9§, correspondientes a los carbonilos ceténicos C-11 y C-12, los carbonos
aromaticos C-6 y C-7 a 132.57 y 122.52 o respectivamente y los tres metilos C-17, C-18 y
C-19 a mayor campo (18.83, 31.89 Y 31.94 J respectivamente). Todas las sefiales fueron

confirmadas con experimentos DEPT y de correlacidon heteronuclear HSQC.

Tabla 3. Datos de RMN 3C del compuesto (M1) realizados en CDCI3.

Carbono &c Carbono Sc

c-1 29.67 (t) c-11 184.28 (s)
c-2 19.09 (t) c-12 175.73 (s)
c-3 37.84 (t) c-13 118.32 (s)
c-4 34.87 (s) C-14 170.77 (s)
c-5 142.44 (s) c-15 34.64 (d)
c-6 132.57 (d) c-16 81.47 (t)
c7 122.52 (d) c-17 18.83 (q)
c-8 126.30 (s) c-18 31.89 (q)
c-9 152.40 (s) c-19 31.94 (q)
C-10 143.70 (s)

El experimento bidimensional COSY
corrobora la existencia de los dos protones
aromaticos vecinales H-6 y H-7 a tres
enlaces, ademas de la correlacion a dos
enlaces de los protones geminales H-16a y
H-16b; el protén H-15 del sistema furano
mostré acoplamiento a tres enlaces con los

protones diasterotdpicos H-16 y los

protones del metilo Me-17.

Figura 21. Acoplamientos COSY de M1
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Tabla 4. Datos de RMN H y correlaciones COSY del compuesto (M1) realizados en CDCI3.

PROTON o? cosy
H-1 3.23 (m, 2H, J1= 6.36 Hz) 2
H-2 1.79 (m, 2H) 1
H-3 1.66 (m, 2H)
H-6 7.62 (d, 1H, J= 8.08 Hz) 7
H-7 7.48 (d, 1H, J = 8.08 Hz) 6

H-15 3.59 (m, 1H, J1= 6.76 Hz; J>= 9.32) 17
H16 a:4.88 (1H,t,/1=9.44 Hz; J,=6.04 Hz) | 15, 16b
b: 4.36 (1H, dd, J1=9.32 Hz; /-=6.04 Hz) | 15, 16a
H-17 1.35 (d, 3H)
H18 1.31(3H, s)
H19 1.31(3H, s)

El experimento bidimensional heteronuclear HMBC muestra correlaciones a 3 enlaces de
los protones H-1 con C-5 y a dos enlaces con C-10, también se observa la correlacidn de H-

2 atres enlaces con C-4 y la de H-3 con los carbonos metilicos C-18 y C-19 ( a tres enlaces),

esto confirma la presencia se un sistema aliciclico.

)

Figura 22. Acoplamientos HMBC de M1
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Respecto a los protones aromaticos, H-6 mostré correlacién con C-8 y C-10 a tres enlaces,
mientras que H-7 con C-5, C-9 y C-14 también a tres enlaces, estas asignaciones
corroboran la presencia de un sistema aromdatico conectado a otro anillo insaturado; por
otro lado, en el sistema furano se observd la correlacién de H-15 con C-13 y C-14 a dos y
tres enlaces respectivamente, H-17 a dos enlaces con C-15 y los protones H-16 con C-15y
C-17 a dos vy tres enlaces, esta conectividad confirma en la posicién 16 un metileno con

protdnes diasteroméricos adyacente a un grupo éter.

17¢CH,

%
Z
~

C

19 18 HsC H,

Figura 23. Acoplamientos HMBC de M1

o)

CH3

;’/
Z
Z

C

Hs

Criptotanshinona (M1)

Figura 24. Criptotanshinona (M1
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Tabla 5. Datos de RMN !H, 3C y correlaciones COSY, HSQC y HMBC del compuesto (M1) realizados en CDCI3.

1H RMN Bidimencionales
Posicion [ Multiplicidad | Integracion J (Hz) HSQC COSY HMBC
1 3.23 m 2H 6.36 29.67 (t) H-2 C-2, C-18, C-19, C-5, C-10, C-9
2 1.79 m 2H 19.09 (t) H-1 C-1,C-4,C-10
3 1.66 m 2H --- 37.84 (t) --- C-2,C-1, C-18,C-19
4 34.87 (s)
5 1428.44 (s)
6 7.62 d 1H 8.08 132.57 (d) H-7 C-8, C-10
7 7.48 d 1H 8.08 122.52 (d) H-6 C-5,C-9,C-14
8 126.30 (s)
9 152.40 (s)
10 143.70 (s)
11 184.28 (s)
12 175.73 (s)
13 118.32 (s)
14 170.77 (s)
15 3.59 m 1H J1=6.76; J2=9.32 34.64 (d) H-17 C-13,C-14
o | ik | a m | aemneeos | S0 | eine | cmcucycs
17 1.35 d 3H - 18.83 (q) H-17 C-15
18 1.31 s 3H 31.89 (q) c-9, C-1,C-3
19 1.31 s 3H 31.94 (q) c-9, C-1,C-3
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Tanshinona lIA (M2)

El analisis de espectrometria de masas del compuesto M2, indica la presencia de un idn

molecular a m/z 294, con fragmentos caracteristicos a 261, 165, 152, 115y 29 m/z.

La informacién arrojada por RMN 'H y 3C mostré evidencias de las presencia de un
esqueleto muy similar al de criptotanshinona (M1), con dos singuletes que integran para
tres protones, los metilos Me-18 y Me-19 a 1.31 9, confirmando la presencia nuevamente
de un diterpeno de tipo abietano; a 7.54 y 7.62 0 los protones aromaticos H-6 y H-7 con
una constante de acoplamiento de J = 8.16 Hz. El H-16 se observa como un singulete que
integra para un protén a un desplazamiento de 7.25 §, aunado a esto, se identificéd la
presencia de una olefina entre las posiciones 15 y 16. Finalmente, a 2.26 & un singulete

con integracién para tres protones correspondiente al metilo Me-17.

Tabla 6. Datos de RMN 'H del compuesto (M2) realizados en CDCI3.

PROTON Su? PROTON o
H-1 3.19 (t, 2H, J1= 6.4 Hz) H-16 7.25 (s, 1H)
H-2 1.79 (m, 2H) H-17 2.26 (s, 3H)
H-3 1.65 (m, 2H) H-18 1.31(3H, s)
H-6 7.62 (d, 1H, J= 8.16 Hz) H-19 1.31(3H, s)
H-7 7.54 (d, 1H, J= 8.16 Hz)

En 13C, se observd la presencia de 19 4dtomos de carbono donde C-17, C-18 y C-19
corresponden a metilos, C-1, C-2 y C-3 a metilenos, C-6, C-7 y C-16 a metinos, C-4, C-5, C-8
a C-15 a carbonos cuaternarios. El sistema dicarbonilico de tipo o-benzoquinona a campo
bajo de 183.69 y 175.83 5 respectivamente, corroboran la presencia de un esqueleto de
tipo tanshinona; a un desplazamiento de 133.43 & y 119.93 9§, se identificaron carbonos
pertenecientes a un sistema aromatico propios del anillo B de los esqueletos de tipo

tanshinona. Respecto al sistema furano, el carbono C-16 se observd con un
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desplazamiento quimico a menor campo de 141.29 & (en comparacién con

criptotanshinona) debido al efecto de su hibridacién Sp2.

Tabla 7. Datos de RMN 3C del compuesto (M2) realizados en CDCI3.

Carbono &c Carbono &c
C-1 29.89 (t) C-11 183.69 (s)
C-2 19.14 (t) C-12 175.83 (s)
c3 37.89 (t) c-13 121.18 (s)
c-4 34.68 (s) c-14 161.74 (s)
c-5 127.51 (s) c-15 120.25 (s)
c6 133.43 (d) C-16 141.29 (d)
c7 119.93 (d) c-17 8.78 (q)
c-8 126.56 (s) c-18 31.85(q)
c-9 150.16 (s) c-19 31.85(q)
C-10 144.749 (s)

En el experimento COSY se observd la correlacién a largo alcance del protén 16 con los

protones de C-17 y de C-1 a tres enlaces con C-2.

@)

Z
Z
C

HsC Hs

Figura 25. Acoplamientos COSY de M2
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Por otro lado, dentro de las correlaciones mas importantes observadas en el experimento HMBC
se destaca la de H-1 con C-10, C-9, C-2 y C-3 a dos y tres enlaces, de los metilos H-18 y C-19 con C-
3 a tres enlaces. Para los protones aromaticos se observod la correlacion de H-6 con C-5 (2 enlaces)
y C-10 (3 enlaces), mientras que H-7 a tres enlaces con C-5, C-9 y C-14. En el sistema furano D, se
observé relacién de los protones del metilo H-17 con C-15 (2 enlaces), C-16 (3 enlaces) y a largo

alcance con C-16 (4 enlaces).

(0]

CHs

Figura 26. Acoplamientos HMBC de M2

Q CH,

Tanshinona IIA (M2)

Figura 27. Criptotanshinona (M2)
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Tabla 8. Datos de RMN 'H, 3C y correlaciones COSY, HSQC y HMBC del compuesto (M2) realizados en CDCI3.

1H RMN Bidimencionales

Posicion &n® Multiplicidad Integracion J (Hz) HSQC COoSsY HMBC
1 3.19 t 2H 6.4 29.89 (t) H-2 C-2,C-3,C-9, C-10
2 1.79 m 2H 9.44 19.14 (t) H-1 C-1,C-4
3 1.65 m 2H --- 37.89 (t) C-1,C-4
4 34.68 (s)
5 127.51 (s)
6 7.62 d 1H 8.16 133.43 (d) --- C-5, C-10
7 7.54 d 1H 8.16 119.93 (d) --- C-5,C-9, C-14
8 --- 126.56 (s)
9 --- 150.16 (s)
10 - --- --- - 144.749 (s) - -
11 183.69 (s)
12 175.83 (s)
13 121.18 (s)
14 161.74 (s)
15 - --- --- - 120.25 (s) - -
16 7.25 s 1H - 141.29 (d) H-17 C-17
17 2.26 s 3H - 8.78 (q) H-16 C-15, C-16
18 1.31 s 3H 31.85(q) C-3,C-9
19 1.31 s 3H 31.85(q) C-3,C-9
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17-hidroxicriptotanshinona (M3)

La espectrometria de masas mostré un ién molecular de 312.21 m/z, un fragmento de
295.20 m/z correspondiente a la pérdida de un radical hidroxilo de la posicion 17, y un

pico base de 31.04 m/z que corresponde a la perdida de [CH30]**

HsC  CHs

3

m/z=312

0]

O,
O‘ 0
H3C CH

m/z =282

OH

CH,0 m/z=31

ot

.
OH

ot

CHs

m/z =295

Esquema 2. Patrén de fragmentacion para la formacion de pico base en M3
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El andlisis por RMN de 'H mostré la presencia de singuletes a campo alto asignables a la
posicion C-18 y C-19 (1.31 y 1.30 4 respectivamente); los protones aromaticos H-6 y H-7 se
observan como dobletes con integracién para un protén a un desplazamiento de 7.63 y
7.48 d y una constante de acoplamiento de J = 8.08 Hz ; con un desplazamiento de 4.51y
4.93 5 se detectd la presencia de un par de protones diasteroméricos H-16a y H-16b,
mientras que la presencia de un metileno en la posicidon C-17 se observé como un doblete
con integracién para dos protones, las constantes de acoplamiento fueron calculadas y

todas las asignaciones pueden observarse en la siguiente tabla:

Tabla 9. Datos de RMN H del compuesto (M3) realizados en CDCI3.

PROTON o PROTON dw?
H-1 3.19 (m, 2H, /1= 6.4 Hz) H-16 a 4.93 (1H, dd, 1= 9.96 Hz; J,= 7.12 Hz)
H-2 1.78 (m, 2H) H-16 b 4.51 (1H, dd, /1= 10.08 Hz; J>= 7.12 Hz)
H-3 1.65 (m, 2H) H-17 3.76 (d, 2H)
H-6 7.63 (d, 1H, J= 8.08 Hz) H-18 1.31(3H, s)
H-7 7.48 (d, 1H, J= 8.08 Hz) H-19 1.30 (3H, s)
Ho1s 3.72 (m,hl:Hé.J;;)9.76 Hz;

En el espectro de 3C se detecto la presencia de 19 atomos de carbono, de los cuales
destacan a campo bajo dos carbonos carbonilicos de tipo cetona a 176.55y 183.87 6 (C-11
y C-12 respectivamente), los carbonos C-6 y C-7 en la zona aromdtica (132.87 y 122.99 o
respectivamente) y los carbonos C-16 (76.84 o) y C-17 (64.22 d) desplazados a menor
campo debido a la desproteccién generada por el oxigeno. El resto de las asignaciones
fueron realizadas con experimentos DEPT y HSQC, pueden verse resumidas en la siguiente

tabla:
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Tabla 10. Datos de RMN *3C del compuesto (M3) realizados en CDCI3.

CARBONO Sc CARBONO 8c
c-1 29.80 (t) c-11 183.87 (s)
c-2 19.13 (t) c-12 176.55 (s)
c3 37.86 (t) c-13 115.64 (s)
c4 35.08 (s) c-14 173.30 (s)
c-5 144.14 (s) c-15 43.53 (d)
C6 132.87 (d) c-16 76.84 (t)
c-7 122.99 (d) c-17 64.22 (t)
c-8 128.32 (s) c-18 31.99 (q)
c9 125.86 (s) c-19 32.03 (q)
Cc-10 153.39 (s)

En el analisis de COSY se observé el acoplamiento de los protones aromaticos vecinales H-
6 con H-7, y la conexidn a tres enlaces de los protones H-16a Y H-16b con el protén H-15y

un acoplamiento geminal entre los protones diasterotépicos.

Figura 28. Acoplamientos COSY de M3
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En HMBC es observable la conexidon heteronuclear a tres enlaces entre H-6 con C-4, H-15
con C-16 (2 enlaces), H-17 con C-15 (2 enlaces) y C-16, C-13 (3 enlaces), ademas, protones

H-16 con C-17 a tres enlaces.

OH
0 Ho—

“
2
Z
C

Figura 29. Acoplamientos HMBC de M3
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17-hidroxicriptotanshinona (M3)

Figura 30. 17-Hidroxicriptotanshinona (M3)
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Tabla 11. Datos de RMN *H, 13C y correlaciones COSY, HSQC y HMBC del compuesto (M3) realizados en CDCI3.

1H RMN Bidimencionales
Posicion 6w?  |Multiplicidad|Integracion| J (Hz) HsSQC Cosy HMBC

1 3.19 t 2H 6.4 29.80 (t) H-2, H1 C-2,C-3,C-5, C-10

2 1.78 m 2H --- 19.13 (t) H-3 C-1,C-3,C-4,C5

3 1.65 m 2H --- 37.86 (t) H-2 C-1,C-2,C-4,C-10, C-18, C-19

4 35.08 (s)

5 --- --- - - 144.14 (s) --- ---

6 7.63 d 1H 8.08 132.87 (d) H-7 C-4,C-5,C-9

7 7.48 d 1H 8.08 122.99 (d) H-6 Cc-9, C-10, C-14

8 128.32 (s)

9 125.86 (s)

10 153.39 (s)

11 183.87 (s)

12 176.55 (s)

13 115.64 (s)

14 173.30 (s)

15 3.72 m 1H $=9.76 43.53 (d) H-16a, H16b C-13, C-16
J2=9.96
J1=9.96

16 g jgi gg 1: JJ12==170.f1028 76.84 (t) H-17, H-15 C-13, C-14, C-17
J2=7.12

17 3.76 d 2H --- 64.22 (t) H-16a, H16b C-15

18 1.31 s 3H --- 31.99 (q) - C-3, C-4, C-10, C-19

19 1.30 S 3H --- 32.03e (q) - C-3, C-4, C-10, C-18
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| CAPITULO 1. Metodologia evaluacién antioxidante |

Decoloracion oxidativa del B-caroteno

Esta técnica se basa en la medicidn espectrofotométrica de la decoloracién de
carotenoides (B-caroteno) causada por su interaccién con radicales peroxilo producidos
durante la oxidacion del acido linoléico. La reaccién que tiene lugar es una adicion del
radical peroxilo al sistema poliénico de los carotenoides, produciendo un radical
estabilizado por resonancia capaz de reaccionar con otros radicales, generando moléculas
estables (etapa de terminacion); de no ocurrir esto, el nuevo radical estabilizado afadira
oxigeno molecular en una etapa de propagacién de una reaccién en cadena, produciendo
un radical caroteno-peroxilo. Si existen antioxidantes en la muestra a evaluar, los radicales
reaccionaran con dichos compuestos en lugar de atacar al B-caroteno, evitando su
decoloracién; en consecuencia cuanto mayor sea la actividad antioxidante en la sustancia
de interés, menor sera la decoloracién; éste ensayo se realizé siguiendo la técnica

propuesta por Burda (2011) con algunas modificaciones. [41]

o o
HOM\/V\(\M\ HOM/\/\/\/\/\/\
H
*OH H,0 N o
2
Acido linoleico Radical Hidroxilo
o
A X ~ ~ x X A X ~ + HOM/Y\/\M
O,
\O .
B-caroteno Radical Peroxilo

0, ROO*

Radicales peroxilo Productos neutros

Figura 31. Mecanismo antioxidante de la técnica B-caroteno.
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Procedimiento

1. Poner a burbujeo constante agua destilada durante un periodo no menor a 1 hora.

2. Preparar una disolucién de carotenoides, para ello: disolver 0.2 mg de B- caroteno
en 1-2 mL de cloroformo y adicionar 20 L de acido linoléico y 200 uL de Tween 20,
mezclar y guardar en oscuridad hasta la evaporacion del disolvente.

3. Preparar una solucién de la muestra a evaluar a una concentracién de 1 mg/ mL
(variable seglin la muestra).

4. Disolver la solucién de B-caroteno (ya sin cloroformo) en 50 mL de agua destilada
previamente en burbujeo para generar la emulsién.

5. Tomar 350 pL de la solucién de la muestra y adicionar 2.5 mL de la emulsién de B-
caroteno.

6. Inmediatamente realizar una primera lectura de la muestra a tiempo cero (Am°) a
una longitud de onda de 470 nm. Medir la absorbancia de la emulsién sin muestra
a tiempo cero (Ac?).

7. Mantener las muestras en bafio maria a una temperatura de 50 °C durante 120
minutos.

8. Realizar una segunda lectura a las muestras (Am*?°) y la emulsiéon (Ac'??) a las 2

horas.

Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los calculos correspondientes del

porcentaje de actividad antioxidante mediante la siguiente ecuacién:

% Actividad antioxidante = [ 1- (Am®- Am2°) / (Ac®- Ac??°) ] x 100
Dénde:
Am°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo cero.

Am*?°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo 120 min.
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Ac’= Promedio de las absorbancias de la emulsién tiempo cero.
Ac'?°= Promedio de las absorbancias de la emulsién a tiempo 120 min.

* El ensayo es realizado por triplicado utilizando a- tocoferol como control positivo.

Reduccion del radical libre DPPH

Este es un método espectrofotométrico en el que se utiliza el radical libre difenil picril
hidrazilo (DPPH), el cual presenta una coloracién violeta en solucién y al ponerse en
contacto con una sustancia que puede donar atomos de hidrogeno, capaz de estabilizarlo,
el color violeta intenso decae a un color residual amarillo palido, con la consecuente

disminucion de la absorbancia.

Este ensayo se realizd siguiendo la técnica propuesta por Salazar (2015) con algunas

modificaciones. [42]

AH A
N N
- _ A
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (OX) DPPH (RED)
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Figura 32. Mecanismo antioxidante de la técnica DPPH.
Procedimiento

1. Preparar una solucidén patréon de la muestra a evaluar a una concentracion de 1mg/
mL (variable segun la muestra).

2. A partir de la solucién patrén, realizar 10 disoluciones seriadas de la muestra por
triplicado.

3. Preparar una solucién del radical DPPH en metanol (7.5 mg/ 250 mL).

4. Anadir 500 pL de solucion de DPPH a todas las disoluciones seriadas preparadas
anteriormente.

5. Incubar durante 30 minutos en oscuridad.

6. Realizar la lectura de las muestras en un espectrofotémetro a una longitud de

onda de 517 nm.

Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los calculos correspondientes del %

de reduccion del DPPH mediante la siguiente ecuacién:
% Reduccion de DPPH = [ 1- (Am / Ac) ] x 100
Dénde:
Am = Absorbancia promedio de la muestra
Ac = Absorbancia de la muestra control (soluciéon de DPPH + solvente)

Graficar los % de reduccion del DPPH calculados contra la concentracién para la obtencién

de la concentracién efectiva media (CEso).

* El ensayo es realizado por triplicado utilizando quercetina como control positivo.
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Reduccion del cation-radical ABTS

La generacién del radical ABTSe* (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfénico)
constituye la base de uno de los métodos espectrométricos que han sido aplicados para
medir la actividad antioxidante, tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles
eligiendo el disolvente apropiado en cada caso, esta técnica implica la produccién directa
del croméforo ABTSe* verde- azul a través de la reaccidon entre ABTS y persulfato de
potasio (K;S5,0s). La adicion de antioxidantes al radical pre-formado conduce a la
reduccidn, disminuyendo la coloracién de esta manera el grado decoloracién como
porcentaje de inhibicion del radical catidnico esta determinado en funcién de la

concentraciéon y el tiempo.

Este ensayo se realizé siguiendo la técnica propuesta por Kuskoski (2005) y Re (1999) con

algunas modificaciones. [43-44]

Persulfato de potasio

. v

Antioxidante

Figura 33. Mecanismo antioxidante de la técnica ABTS.
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Procedimiento

1. Pesar 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g de ABTS, disolverlos en 5 mL de
agua destilada, dejar reposar en oscuridad durante 18 horas (Solucién A).

2. Unos minutos antes de cumplirse las 18 horas de incubacién del radical, preparar
la solucion patrén de la muestra a evaluar a una concentracién de 1 mg/ mL (esta
concentracion puede variar dependiendo la muestra a analizar), y a partir de ésta
realizar 10 disoluciones seriadas.

3. Preparar la solucidn del radical ABTS (solucién B), para ello se toman 150 uL de la
solucion A de ABTS y se diluyen en 15 ml de metanol (preparar el volumen
necesario); cubrir de la luz.

4. Tomar 980 pL la solucidn B de ABTS y medir la absorbancia a una longitud de onda
de 734 nm, inmediatamente después adicionar 20 uL de la solucién de la muestra

correspondiente, incubar durante 7 minutos en oscuridad y realizar la lectura final.

Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los calculos correspondientes del %

de reduccion del catién—-radical ABTS mediante la siguiente ecuacion:
% Actividad antioxidante = [ (Ac—Am / Ac) ] x 100

Donde:

Am = Absorbancia promedio de la muestra

Ac = Absorbancia de la muestra control (solucién de ABTS B)

Graficar los % de reduccién del cation- radical ABTS calculados contra la concentracion

para la obtencidn de la concentracién efectiva media (CEso).

* El ensayo es realizado por triplicado utilizando quercetina como control positivo.
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Cuantificacion de polifenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes, ya que el reactivo contiene molibdato y tungstato de sodio, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotlungstico en dxidos cromégenos de color azul intenso, de tungsteno
(Ws023) y molibdeno (MosQOz3), siendo proporcional este color al nimero de grupos
hidroxilo de la molécula. Este ensayo se realizé siguiendo la técnica propuesta por Pérez

(2016) con algunas modificaciones. [45]

OH
Reactivo de Folin (W®, Mo®)
[VaVaVaVy)
o
Reactivo de Folin (W®, Mo®)
[VaVavaval

Figura 34. Mecanismo de la técnica de cuantificacion de polifenoles por la técnica de Folin
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Procedimiento

1. Preparar una solucion patrén de la muestra a evaluar a una concentracién de 1mg/
mL (variable dependiendo la muestra).

2. En un tubo de ensaye adicionar 3 mL de agua destilada, 0.1 mL de solucion de la
muestra a evaluar y 0.5 mL de reactivo Folin, dejar reposar durante 3 minutos.

3. Adicionar 2 mL de carbonato de sodio al 20%, agitar para homogenizar e incubar
durante 1 hora en condiciones ambientales de luz y temperatura.

4. Leer absorbancias de las muestras en un espectrofotémetro a una longitud de

onda de 650 nm.

Determinar el contenido de polifenoles totales expresados como mg EAG/100 g
(miligramos equivalentes de Acido Gélico por cada 100 gramos de extracto seco) mediante

una curva de calibracién con acido galico. El ensayo se realiza por triplicado.
Screening fitoquimico

Los metabolitos secundarios son subproductos de rutas metabdlicas normales que
ocurren en ciertas especies, siendo particulares dentro de un grupo taxondémico, estado
de vida o tejido, presentando una distribucion restringida dentro del reino vegetal y dando
origen a la quimiotaxonomia. Su ocurrencia depende de condiciones externas tales como
ataques de patdogenos, predadores, cambios térmicos o luminicos, deficiencias
nutricionales o presencia de otros organismos intra o interespecificos. El metabolismo
secundario es una caracteristica fundamental de la especializacidn, es decir, que el
compuesto resultante puede no ser importante para la célula pero si para el organismo
como un todo. Los metabolitos secundarios pueden ser bioactivos pero no jugar un papel
esencial en los procesos fisiolégicos del organismo. Algunos de estos compuestos son

“residuos bioquimicos”, es decir, productos de actividad enzimatica de substratos no
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apropiados o productos de destoxificacién o desecho de importancia para la supervivencia

y la buena condicién de los organismos.

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales
metabolitos secundarios presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion

y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés.

El reconocimiento de metabolitos secundarios se realiza por medio de ensayos
fitoquimicos preliminares, los cuales son pruebas quimicas de caracterizacion que
consisten en una reaccién quimica que produce alteracion rapida en la estructura
molecular de un compuesto, por ejemplo, la modificacion de un grupo funcional, la
apertura de un sistema anular, la formaciéon de un complejo, dando esto por resultado
una manifestacién sensible como puede ser el cambio de un color, la formacién de un
precipitado o el desprendimiento de un gas, ddndonos indicios de la presencia o ausencia

de un metabolito secundario en particular.

Procedimiento

1. Preparar una disolucién del extracto vegetal a concentracién de 2 mg/mL en etanol
para la realizacién de los ensayos de taninos, esteroides y triterpenosdes,
flavonoides, carbohidratos, glucésidos antraquindnicos y cumarinas.

2. Para la identificacion de alcaloides, preparar una solucién patréon del extracto

vegetal (2 mg/mL) en HCI 5%.
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Prueba Método (s)
Mayer
Alcaloides Wagner
Dragendorff
FeCls
Taninos
Gelatina

Esteroides y triterpenoides

Lieberman — Burchard

Flavonoides Shinoda
Carbohidratos Benedict
Saponinas Espuma
Glucdsidos antraquinénicos Borntrager
Cumarinas Erlich
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DISCUSION DE RESULTADOS EVALUACION
ANTIOXIDANTE



El estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de muchas condiciones
patoldgicas como enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, cancer, diabetes,
etc.; la ingesta diaria de antioxidantes naturales protege a la células contra el dano
producido por el exceso de especies reactivas del oxigeno (ROS). Se realizé la evaluacién
antioxidante de los extractos y reuniones obtenidos a partir de la raiz de Salvia brandegeei
utilizando 2 técnicas, blanqueamiento de B-caroteno para lo cual se utiliza como modelo
de prueba la oxidacion inducida mediante calor de un sistema de emulsién acuosa de -
caroteno/acido linoléico; y el método de decoloracién del radical libre difenilpicrilhidracilo
(DPPH) el cual se basa en la reduccidén del radical DPPH por los antioxidantes que se
encuentren presentes en los extractos vegetales, por otro lado, los compuestos
polifendlicos totales también fueron cuantificados; los resultados se observan en la tabla

13.

Tabla 13. Actividad antioxidante de extractos de la raiz de Salvia brandegeei

Extracto B-Caroteno DPPH Fenoles totales
(%) CEso (mg/mL) mgEAG/ 100 g ES
RSB-EC 47 £1.69 2.65+0.166 3.04+£0.010
RSB-EH 89+2.53 2.07 £0.042 2.36+£0.042
RSB-ED 51+0.52 0.21 +0.016 2.57+0.014
RSB-EA 67 £0.85 1.44 £ 0.050 2.06 £ 0.007
RSB-EB 99 +0.82 0.0018 +9x10°° 5.91+0.010
a-tocoferol 60 +7.09 --- ---
Quercetina -- 0.003 +2.2x10* -

RSB-EC: extracto crudo (metanol) raiz de Salvia brandegeei, RSB-EH: extracto hexanico de la raiz de Salvia
brandegeei, RSB-ED: extracto de diclorometano de la raiz de Salvia brandegeei, RSB-EA: extracto acuoso raiz

de Salvia brandegeei, RSB-EB: extracto butandlico de la raiz de Salvia brandegeei. Resultados + DE.
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Como puede observarse, para la técnica de B-Caroteno, el extracto crudo presenté menor
actividad antioxidante con un 47%, seguido del de polaridad media (diclorometano) con
51%, en ambos casos los valores no se acercaron al control positivo a-tocoferol (60%);
caso contrario, los mejores resultados se observaron para los extractos acuoso, hexanico y
butandlico, con una inhibicidon oxidativa del 67, 89 y 99% respectivamente, superando el

compuesto antioxidante de referencia.

Para la técnica de reduccion del radical DPPH, nuevamente el extracto crudo presentd una
menor actividad, con una concentracidn necesaria para reducir al radical en un 50% (CEso)
de 2.65 mg/mL, seguido del extracto hexanico y acuoso con 2.07 y 1.44 mg/mL; para esta
técnica, los mejores resultados se observaron para el extracto de diclorometano con 0.21
mg/mL pero, con una CEsp de 0.0018 mg/mL, el extracto butandlico mostré un excelente
resultado superando nuevamente al control positivo utilizado, el flavonoide quercetina

que presenta una concentracion de 0.003 mg/mL.
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Grafica 1. Actividad antioxidante por la técnica de B-Caroteno de extractos de la raiz de Salvia brandegeei.
RSB-EC: extracto crudo (metanol) raiz de Salvia brandegeei, RSB-EH: extracto hexanico de la raiz de Salvia
brandegeei, RSB-ED: extracto de diclorometano de la raiz de Salvia brandegeei, RSB-EA: extracto acuoso raiz

de Salvia brandegeei, RSB-EB: extracto butandlico de la raiz de Salvia brandegeei. Barras representan + DE.
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Grafica 2. Actividad antioxidante por la técnica de DPPH de extractos de la raiz de Salvia brandegeei. RSB-
EC: extracto crudo (metanol) raiz de Salvia brandegeei, RSB-EH: extracto hexanico de la raiz de Salvia
brandegeei, RSB-ED: extracto de diclorometano de la raiz de Salvia brandegeei, RSB-EA: extracto acuoso raiz

de Salvia brandegeei, RSB-EB: extracto butandlico de la raiz de Salvia brandegeei. Barras representan * DE.

Como técnica complementaria para la identificacion de componentes de naturaleza
antioxidante, la cuantificacion de fenoles totales arrojé un mayor contenido de estos
compuestos en el extracto de butanol, por lo que su potencial antioxidante podria
deberse a la presencia de este tipo de compuestos como los flavonoides, los cuales
pueden ser extraidos mediante disolventes polares como acetona y alcoholes cuando se
trata de agliconas polihidroxiladas (flavonoles y chalconas) (Harborne, 1975; 1998). El
extracto crudo (RSB-EC) y de diclorometano (RSB-ED) también mostraron un alto

contenido de compuestos polifenolicos con 3.04 y 2.57 mg equivales de acido galico.
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Grafica 3. Cuantificacion de polifenoles totales en los extractos de la raiz de Salvia brandegeei. RSB-EC:
extracto crudo (metanol) raiz de Salvia brandegeei, RSB-EH: extracto hexanico de la raiz de Salvia
brandegeei, RSB-ED: extracto de diclorometano de la raiz de Salvia brandegeei, RSB-EA: extracto acuoso raiz

de Salvia brandegeei, RSB-EB: extracto butandlico de la raiz de Salvia brandegeei. Barras representan + DE.

Se llevd a cabo la evaluacidn antioxidante de las reuniones generadas a partir del primer
fraccionamiento cromatografico (ver diagrama 4), de las cuales fueron aislados los

compuestos M1y M2. Los resultados pueden observarse en la tabla 14.

Extracto crudo
(RSB-EC)
Extracto n-hexano Extracto cloruro de Extracto agua Extracto butanol
(RSB-EH) metileno (RSB-EA) (RSB-EB)
(RSB-ED)

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Diagrama 4. Extractos y reuniones generados de la raiz de Salvia brandegeei.
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Tabla 14. Actividad antioxidante de reuniones de la raiz de Salvia brandegeei

Reunién B-Caroteno DPPH Fenoles totales
(%) CEso (mg/mL) mgEAG/ 100 g ES

R1 26 £0.92 0.011 £ 0.008 2.73£0.008
R2 86+3.2 0.0062 £+ 0.00058 2.42 £0.001
R3 N/E N/E N/E
R4 N/E N/E N/E
R5 15+0.87 1.54 +0.002 2.18 £ 0.007
R6 55+4.2 0.0043 + 0.0006 2.33+£0.004
R7 19+2.1 0.57 +0.017 3.47 £0.011
R8 N/E 0.091 + 2.3x10°® 1.75 +0.003
R9 52+1.5 1.7x10° + 1.6x1077 2.37 £ 0.006
R10 95+2.9 0.69 + 6x10°3 2.31+£0.006
R11 84+5.2 0.009 + 1.4x10* 2.29 +0.003
R12 80+3.8 0.065 + 3.5x10°3 2.71+0.031
R13 55+ 3.8 0.0.046 + 4.9x10°3 3.30 £ 0.009
R14 48+1.3 0.026 + 1.5x1073 2.63+0.016

a-tocoferol 60 + 7.09 --- -

Quercetina - 0.003 £2.2x10* -

N/E= no ensayado; Resultados * DE.

Respecto al contenido de polifenoles totales, no se aprecian cambios muy drasticos entre
cada reunion, las que arrojaron un menor contenido fueron R8 y R5 con 1.75 y 2.18 mg EAG/ 100g
respectivamente, por el contrario, las reuniones mas abundantes en polifenoles fueron R7, R13,

R1yR12 con concentraciones entre 3.47-2.71 mg.

Analizando los resultados mediante la técnica de DPPH, tres reuniones mostraron
resultados muy similares al control quercetina (0.003 mg/mL), con valores de 0.009, 0.006
y 0.004 mg/mL para las reuniones R11, R2 y R6 respectivamente; de entre todas las
muestra analizadas, la reunién R9 fue la que arrojé excelentes resultados con una

concentracién efectiva media (CEso) de 1.7 x10> mg/mL, superando a quercetina.

En la técnica de B-Caroteno, fueron cuatro las reuniones que mostraron un alto

porcentaje de actividad antioxidante respecto al control positivo (60%), con valores de 80,
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84, 86 y 95% para las reuniones R12, R11, R2 y R10 respectivamente.

Las reuniones R2 y R11, fueron las que mostraron un mejor perfil antioxidante con ambas
técnicas ensayadas, sin embargo, ninguna de las dos mostraron un alto contenido de
polifenoles, esto permite inferir que las propiedades antioxidantes observadas no estan

estrechamente ligadas a la presencia de este tipo de metabolitos bioactivos.

Si bien, el extracto de polaridad media (diclorometano) no fue el que presenté un mejor
perfil antioxidante, diversos estudios llevados a cabo con Salvias alrededor del mundo
sugieren que el buen potencial antioxidante de estas plantas es debido a la presencia de
diterpenos abietanicos como carnosol (A), rosmano (B) e isorosmanol (C) (Figura 63), los
cuales pueden ser encontrados en extractos de polaridad intermedia. Estos compuestos
han sido aislados de extractos de Salvias, incluyendo S.pachuphylla, también nativa de

Baja california. [46]

OH

HO

(A) (B) (@

Figura 35. Estructura quimica de los compuestos (A) carnosol, (B) rosmanol y (C) isorosmanol.

Cuvelier et al. (1994) [47] realizd una evaluacién antioxidante de diterpenos ailados de
Salvia officinalis como carnosol y rosmano, estableciendo que la actividad de estos
componentes es debido a su estructura fendlica. Por otra parte, Miura et al. (2002) [48]
realizaron el andlisis antioxidante de diterpenos aislados del extracto de diclorometano de
S. officinalis, encontrando una potente actividad; estos autores mencionan que diterpenos

abietanicos como los anteriormente mencionados, muestran alta actividad antioxidante
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debido a los grupos orto-dihidroxi presentes en la estructura.

Por otro lado, el tamiz fitoquimico realizado a los diferentes extractos para la
identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios arrojé resultados
negativos para la mayoria de los compuestos (ver tabla 15); al ser un analisis cualitativo,
un resultado negativo no es garantia de la ausencia total de ese grupo de metabolitos, las
pruebas colorimétricas carecen de alta sensibilidad, por lo que la deteccién es Unicamente

de los compuestos mayoritarios.

A excepcién del acuoso, todos los extractos fueron positivos a la presencia de taninos,
este grupo de metabolitos secundarios al ser una familia estructuralmente diversa, es
posible su identificacién en extractos de diferentes polaridades; los extractos de DCM,
acuoso y butanol fueron positivos para carbohidratos, los cuales, debido a su naturaleza

hidrofilica, es esperado detectarlos en extractos acuosos o de alta polaridad.

La identificacién de esteroides y triterpenoides fue positiva en los extractos crudo y de
polaridad media (DCM), lo cual es congruente ya que este tipo de metabolitos secundarios
presentan esqueletos hidrocarbonados de 30 o mds carbonos, lo que les confiere un

caracter apolar o de polaridad media.

Tabla 15. Resultados del tamiz fitoquimico

Determinacidon RSB-EC | RSB-EH | RSB-ED | RSB-EA | RSB-EB
Alcaloides - - - - -

Taninos Positivo | Positivo | Positivo - Positivo
Esteroides y triterpenoides | Positivo - Positivo - -

Carbohidratos - - Positivo | Positivo | Positivo
Cumarinas - - - - -
Flavonoides - - - - -
Saponinas - - - - -
Glucésidos antraquinonicos - - - - -

Resultados negativos son expresados como (-)
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Chalconas
Propiedades quimico-bioldgicas

En la actualidad, los productos naturales son una fuente importante para la obtencién de
nuevos productos medicinales y cada vez es mas importante el desarrollo de nuevos

farmacos sintéticos a partir de materias primas naturales y renovables.

Uno de los tipos de compuestos de origen natural que mds ampliamente han sido
estudiados son las chalconas, [49] siendo estas intermediarios en la biosintesis de otras
moléculas. Las chalconas son compuestos naturales que presentan una estructura quimica
simple y tienen una amplia distribucidn en verduras, frutas, tés y otras plantas. La palabra
"Chalcona" viene de la palabra griega "chalcos", que significa "bronce", debido a los
colores de la mayoria de las chalconas naturales. Estos compuestos tienen una estructura
quimica comun la 1,3-diarilprop-2-en-1-ona, también conocido como chalconoide, que
existen como isdmeros cis y trans, siendo el isdmero trans termodinamicamente mas

estable. [50]

Figura 36. Isomeros trans (A) y cis (B) de chalcona

Las chalconas al estar un paso antes de los flavonoides en la biosintesis, se las puede ver
como flavonoides de cadena abierta con una estructura de 15 carbonos dispuestos en una
configuracion C6-C3-C6, consisten en dos anillos fenilicos (anillos A y B) conectados por un
puente de 3C, con un doble enlace, lo que les confiere una estructura particularmente

singular. [51]

Estos compuestos presentan un gran espectro de actividad biologica como: antibacterial,
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antifingica, antitumoral, antimalarica, antiviral, antiinflamatoria, antitubercular,
analgésica, antioxidante y antipsicética [52-54]; estas propiedades farmacoldgicas estan
estrechamente ligadas a la estructura quimica y juega un papel importante de acuerdo a

los sustituyentes presentes en los anillos aromaticos. [55]
Sintesis quimica

La sintesis de chalconas se realiza habitualmente mediante una condensacién de Claisen-
Schmidt entre una acetofenona con diferentes grados de sustitucion y un aldehido
correspondiente, usando como disolvente un alcohol (metanol o etanol) y con una base
como lo puede ser KOH o NaOH [56-58]. El mecanismo implicado es el de una reaccion
aldol, donde el empleo de la acetofenona y benzaldehidos sustituidos permite que no se
generen diferentes subproductos de reacciones aldol cruzadas, con la obtencidn final del

carbonilo a,B insaturado que constituye parte fundamental de la chalcona (Figura 31).

o) o o)
H = KOH 7 =
* , EtOH |
OH N X OH \ \
R R

Figura 37. Sintesis de chalconas mediante condensaciéon de Claisen-Schmidt.

El esquema general como ya se mencioné seria el uso de una base y un alcohol como
disolvente. La base empleada puede usarse directamente o como disolucidn (por ejemplo,
KOH 50%). Incluso se reporta esta reaccion sin el uso de solvente, con resultados muy
similares. Shah y Patel (2017) [59] logran la sintesis de chalconas mediante 1.2
equivalentes de un aril aldehido, 1 equivalente de 2-hidroxiacetofenona y NaOH en polvo,

que tras triturarse en un mortero genera el producto esperado.

Existen variaciones sobre esta reaccién, manteniendo el esquema de condensacién

Claisen-Schmidt. Hasan et al 2012 [60] mantiene el etanol como disolvente, sin embargo,
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cambia el uso de hidroxido como base por cloruro de tionilo (SOCI;), obteniendo como

producto a las chalconas tras 3-4 horas en agitacion a temperatura ambiente.

Estas condiciones “clasicas” para la condensacion Claisen-Schmidt han sido aplicadas para
obtener una serie de esqueletos relacionados a las chalconas, a manera de estructuras
andlogas. Ceylan y Findik (2009) [61] por medio de estas condiciones (NaOH/EtOH)
reportan una serie de compuestos andlogos a chalconas, a partir de cis-biciclo[3.2.0]hept-
2-en-6-ona. La diferencia con las chalconas se da en el numero de miembros en los anillos;
mientras que en la chalcona originada de acetofenona se tiene un anillo de 6 miembros
adyacente al carbonilo, en este caso se observa un biciclo de 5 y 4 miembros (Figura 32).
Incluso el benzaldehido puede ser sustituido por otro arilaldehido, para incorporar anillos

con diferente tamafio e incluso con heteroatomos.

Otro ejemplo de modificaciones sobre la metodologia sintética de chalconas es
presentado por Ahmad et al (2016) [62]. De forma similar al grupo de investigacion
anterior, se pretende originar nuevas variaciones estructurales en el esqueleto basico de
las chalconas. En esta ocasion se parte de 1-(5-metilfuran-2-il)etanona, para la sintesis de
analogos de chalconas donde el anillo adyacente al carbonilo sea de tipo furano (Figura
32). Se mantienen las condiciones de etanol y KOH acuoso para la reaccion, sin embargo,
el empleo de un material de partida diferente a la acetofenona en esta ocasién requiere

de 12-24 h para la obtencién del producto, ademas de la aplicacidn de microondas.

/O
<:|: * H 7 | KOH
—_—————
EtOH
N \
R
0 (0]
= Lo F KOH ac.
\ fe) | EtOH, Microondas
N \

Figura 38. Modificaciones sintéticas para la obtencién de analogos de chalconas.
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En el caso del presente trabajo, se selecciond trabajar con 2-hidroxiacetofenona como
material de partida, para la obtencién de 2’-hidroxichalconas. Este grupo hidroxilo es
importante porque nos permite aprovecharlo para realizar una ciclacién entre él y el
enlace o,B insaturado al carbonilo, para la posterior obtencién de las correspondiente
flavonas (Figura 33). Si ademds empleamos benzaldehidos con diferentes grupos
sustituyentes, podemos generar una familia de chalconas y otra de flavonas con
variaciones estructurales en su anillo B que permitan realizar un estudio relacién
estructura-actividad, para poder identificar compuestos lideres en la evaluacidon
antioxidante y anti-acetilcolinesterasa y continuar con la busqueda de nuevos farmacos

con dichas actividades.
0 o o
H = KOH 7 = DMSO-l,
* ~ EtOH ’ A |
OH ~ \ oH X \
R R

Figura 39. Esquema sintético de chalconas y flavonas a partir de 2-hidroxiacetofenona.

Flavonoides
Propiedades quimico-bioldgicas

Los flavonoides son un grupo de mas de 4000 compuestos polifendlicos, que se
encuentran en diversas plantas. Poseen una estructura comun de fenilbenzopirona (C6-
C3-C6) y dependiendo de su nivel de saturacion y apertura del anillo central de pirano
pueden categorizarse como flavonas, flavanoles, isoflavonas, flavonoles, flavanonas y

flavanonoles [63].

Se ha reportado una diversa cantidad de propiedades biolégicas que poseen los

flavonoides, como la antioxidante [64-66], anticancerigena [67-68], antiinflamatoria [69],
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anti-VIH [70], e incluso ansiolitica [71], dentro de muchas otras, lo cual muestra la amplia
versatilidad que estas estructuras poseen y que las convierte en una fuente para la

busqueda de nuevos principios activos de interés farmacolégico.

Gran parte de los flavonoides que aportan a nuestra salud son consumidos a través de los
alimentos, por ejemplo a través de frutas y especias que contienen estos compuestos. Se
ha reportado que gran parte del poder antioxidante de los flavonoides se relaciona con
sus fragmentos polifendlicos, que pueden actuar de esta manera al retardar o prevenir la
oxidacion mediada por radicales libres, esto debido a la estabilidad de los radicales

atrapados por los flavonoides a través de puentes de hidrégeno intramoleculares [66].

Uriarte-Pueyo y Calvo (2011) [72] precisamente relacionan gran parte de los efectos
biolégicos de los flavonoides con su capacidad antioxidante. Algunas enfermedades
causadas por estrés oxidativo, como las neurodegenerativas donde destaca la enfermedad
de Alzheimer, han buscado en los flavonoides nuevos agentes terapéuticos. Estos autores
han reportado entre varias estructuras flavondlicas algunas que poseen actividad anti-
colinesterasa, propiedad farmacolégica que se ha empleado como tratamiento del

Alzheimer.
Sintesis quimica

En cuanto a la sintesis de flavonas, la metodologia de DMSO-I; es ampliamente usada [57,
73, 63]. La literatura muestra coémo para sintetizar flavonas se ha trabajado
tradicionamente a partir de 2’-hidroxichalconas. El mecanismo involucraria una reaccién

intramolecular de tipo adicién oxo-Michael, como se muestra en la Figura 34:

Figura 40. Mecanismo de la adicidon oxo-Michael para la sintesis de flavonas.
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En este mecanismo, el yodo actia como el catalizador. La funcién del DMSO
corresponderia a la de un oxidante que regeneraria a |2 [74]. Una version alterna pero

similar seria el uso de SiO»-l5.

Patonay et al (1997) [75] reportan este uso tradicional de 2’-hidroxichalconas con
cantidades cataliticas de yodo en DMSO caliente, con rendimientos muchas veces
mayores al 80% y donde se puede tener en el anillo de la chalcona tanto sustituyentes
electroatractores como electrodonadores. Ademas, reportan que las mismas condiciones
funcionaron a su vez cuando el material de partida fue una flavanona (Figura 35). Bano et
al 2013 reportan que para 2’-hidroxichalconas y flavanonas, también se puede emplear

SeQ; y alcohol isoamilico en reflujo para la obtencién de flavonas.

Ry

Figura 41. Sintesis de flavonas a partir de flavanonas empleando DMSO-l,.

No solamente de 2-hidroxichalconas es que esta metodologia nos permite la obtencién de
flavonas. En caso de que los hidroxilos fendlicos de las chalconas precursoras requieran
ser protegidos previamente, el complejo DMSO-I, es capaz de seguir permitiendo la
ciclacion del atomo de oxigeno con el enlace a,B al carbonilo para la generacion del nuevo
anillo, asi como lo reporta Lokhande et al (2005). [76] Esto puede observarse en la Figura
36, donde el uso de DMSO-I; permitid la obtencidon de flavonas en reacciones de 30
minutos a partir de 2-aliloxichalconas con bencil y metoxi proteccién en el resto de sus

grupos hidroxilo.
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Rz
Rs 0 R, —— Rs o ]
> 1
130 °C
Ry N Ry R/
(o] (0]

Figura 42. Sintesis de flavonas a partir de 2-aliloxichalconas.

A pesar del alto uso del sistema DMSO-I; y de las hidroxichalconas como material de
partida para la sintesis de flavonas, se han llegado a desarrollar otras metodologias que
permiten variaciones en el proceso. Zhao, Zhao y Fu (2012) [77] reportan una metodologia
para la escision selectiva de enlaces C-O aromaticos. Esto permite que de compuestos 1,3-
dicetdnicos en condiciones basicas, se puedan sintetizar compuestos de tipo cromona y

flavona (Figura 37).

o} o)
o
| X K,COs, DMF, N, | N
F
R/ = OA R/
o}

A= Et, Me, Ph
Figura 43. Esqueletos de flavona y cromona sintetizados en condiciones bdsicas.

Por otra parte, es comun que se propongan las llamadas alternativas de “quimica verde”,
gue procuran ser ambientalmente responsables, mediante la minimizacién de uso de
solventes o procesos que generen un minimo de residuos contaminantes. Dentro de esta
tendencia sintética, el uso de radiacién de microondas se encuentra en auge. Kabalka y
Mereddy (2005) [78] proponen una sintesis de flavonas mediante el uso de microondas, si
bien se requiere de etanol como solvente y de un catalizador de cobre, CuCl,.
Interesantemente, esta sintesis genera los productos con rendimientos entre 86-98%, con
tiempos de reaccion de solamente 5 minutos. Seijas y col (2004) [79] también logran

sintetizar flavonas mediante microondas, si bien su metodologia es en mayor proporcién
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ecolégicamente amigable, ya que es libre de solvente y catalizadores quimicos (Figura 38).
Los rendimientos se obtienen de 66% hasta 96%, con tiempo de reaccién también cortos
(2-12 minutos). Estas dos metodologias, asi como la mencionada anteriormente, parten

de compuestos de tipo 1,3-dicetdnicos.

R Cucl,

EtOH, Microondas
Ry OH Ry ) R

R Ra

HO OH

Rz
B
OEt

+ Microondas

R3
OH

Figura 44. Sintesis de flavonas mediante uso de microondas.
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La generacién de los derivados sintéticos fue dividida en dos etapas sintéticas, la Etapa 1
donde se realizd la sintesis de precursores de tipo chalconas a partir de una arilcetona y

diversos aldehidos, y una Etapa 2, con la cual se llevd a cabo la sintesis del nucleo

flavonico.

(o] (o] (0]

Ry / Ry

CHs H
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH Rs Ry 2) HCI 10% OH Ry Rs
R, h,
1,-DMSO

Esquema 3. Ruta sintética general

para la sintesis de los andlogos de Y

tipo chalcona y flavona.

Ry

Etapa 1. Sintesis de chalconas

De manera general, esta etapa sintética consistié en una condensacién Claisen-Schmidt en
medio bdsico a partir de una mezcla de 2-hidroxiacetofenona (1Eq) y los correspondientes
aldehidos correspondiente (1a-1k) (1Eq) en una mezcla de etanol / agua (8: 2). La reaccién
se llevd a cabo a temperatura ambiente; el proceso de purificacion fue variable segun el

producto obtenido, siendo utilizadas la cromatografia en columna y la recristalizacién.
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(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (2a)

/
CHa H
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH OH

2) HCI 10%

Se disolvio 0.893 mL (0.93 g, 8.7 mmol) de benzaldehido en 20 mL de una mezcla
EtOH/H,0 (8:2) con agitacidén magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond
0.884 mL (1 g, 7.3 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en
agitacion a 0 °C para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso);
una vez adicionada la base, la reaccion de mantuvo a temperatura ambiente. La reaccion
se monitoreé mediante CCF. Tras observar la completa transformacion del material de
partida, se llevd a pH 3 con HCI 10%. El precipitado formado se filtré y lavo con agua fria.

El producto se purificé mediante recristalizacion con MeOH/H0.

Nombre: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Sélido blanco (rendimiento 46%)

Férmula molecular: Ci5sH1,02

Punto de fusidn: 58-60 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3358 (O-H), 3031 (C-H), 1683 (C=0)

224.15 [M]* (11), 223.16 (12), 147.08 (17), 120.06

CG-EM (m/2): (49), 104.11 (54), 92.05 (100), 77.08 (54).

12.79 (s, 1H, OH), 7.93 (d, J= 15.3 Hz, 1H), 7.92 (d, J= 8.1
H RMN (400 MHz, CDCls) &: Hz, 1H), 7.67 (d, J= 15.2 Hz, 1H), 7.50-7.37 (m, 6H), 7.06 (d,

J= 8.6 Hz, 1H), 6.95 (d, J= 7.3 Hz, 1H)

193.8 (s), 163.7 (s), 145.5 (d), 136.5 (d), 134.7 (s), 131.0
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: (d), 129.7 (2 x d), 129.1 (2 x d), 128.7 (d), 126.2 (d), 120.3

(s), 118.9 (d), 118.7 (d)
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(E)-1,3-bis(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2b)

CHy H Z
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH OH HO

OH 2) HCI 10%

Se disolvié 0.934 mL (1.07 g, 8.7 mmol) de salicilaldehido en 20 mL de una mezcla
EtOH/H,0 (8:2) bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond
0.884 mL (1 g, 7.3 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en
agitacion a 0 °Cy se adiciond lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez adicionada
la base, la reaccion de mantuvo en agitaciéon a temperatura ambiente. La reaccién se
monitoreé mediante CCF. Tras observar la completa transformacidon del material de
partida, se llevé a pH 3 con HCl 10%. Se realizaron extracciones con AcOEt y la fase
organica se concentré a presién reducida para finalmente purificar por columna

cromatografica de gel de silice con una fase mévil de n-hexano/AcOEt 5%.

Nombre: (E)-1,3-bis(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales amarillos (rendimiento 41%)

Férmula molecular: Ci5H1203

Punto de fusidn: 137 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3267 (0-H), 3033 (C-H), 1683 (C=0), 1150 (C-0)

240.18 [M]* (1), 222.18 (8), 147.11 (2), 121.09 (28),

CG-EM (m/2): 92.1 (100), 63.07 (73), 39.06 (56)

12.63 (s, 1H, OH), 10.36 (s, 1H, OH), 8.21 (d, J= 15.3 Hz,

1H), 8.00 (d, J= 15.6 Hz, 1H), 7.92 (dd, J1= 7.8 Hz, J,= 1.0
1H RMN (400 MHz, CDCls) &: Hz, 1H), 7.58 (ddd, Ji= 8.2 Hz, Jo= 8.6 Hz, Js= 1.4 Hz, 1H),

7.33 (ddd, J1= 8.2 Hz, J,= 8.4 Hz, Js= 1.3 Hz, 1H), 6.99 (dd,

J= 8.3 Hz, 1H)

193.8 (s), 157.4 (s), 140.3 (d), 136.0 (d), 132.4 (d), 130.5
13C NMR (100 MHz, CDCls) 5: (d), 128.9 (d), 121.1 (s), 120.7 (d), 120.2 (s), 119.4 (d),

119.0 (d), 117.7 (d), 116.2 (d)
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(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(2-hidroxfenil)prop-2-en-1-ona (2c)

CHs H 7
, 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH HO OH OH

2) HCI 10%

Y

OCH, OCHg

Se disolvié 1 g (6.57 mmol) de vainillina en 20 mL de una mezcla EtOH/H,0 (8:2) bajo
agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adicioné 0.79 mL (0.895 g,
6.57 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en agitacion a 0 °C
para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez
adicionada la base, la reaccion se mantuvo a temperatura ambiente. La reaccion se
monitoreé mediante CCF. Tras observar la completa transformacidon del material de
partida, se llevd a pH 3 con HCl 10%. Se realizaron extracciones con AcOEt, la fase organica
se concentré a presién reducida y el producto se purificd por columna cromatografica de

gel de silice con una fase movil de n-hexano/AcOEt 7%.

(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(2-hidroxfenil)prop-2-en-1-

Nombre:
ona
Aspecto fisico: Cristales anaranjados (rendimiento 42%)
Férmula molecular: Ci6H1404
Punto de fusidn: 120 °C
IR (ATR diamante, cm™): 3377 (O-H), 3009 (C-H), 2965 (C-H), 1682 (C=0)
270.25 [M]* (4), 150.19 (28), 135.16 (29), 121.15 (16),
CG-EM (m/z): 120.15 (26), 107.16 (33), 92.11 (100), 77.15 (68), 64.12
(68)

12.90 (s, 1H, OH), 7.94 (dd, /1= 8.1 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 7.93 (d,
H RMN (400 MHz, CDCls) 5: J=15.2 Hz, 1H), 7.52 (d, J= 15.6 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J:= 8.4 Hz,

J,= 8.4 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H), 7.14-6.93 (m, 5H), 3.97 (s, 3H)

193.6 (s), 163.5 (s), 148.7 (s), 146.9 (s), 145.8 (d), 136.1 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 129.5 (d), 127.4 (s), 123.7 (d), 121.6 (d), 120.9 (s), 118.7 (d),

118.1 (d), 117.6 (d), 110.3 (d), 56.1 (q)
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(E)-3-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2d)

[0} o o}

O,N = NO,
CHj H
, 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH OH OH HO

2) HCI 10%

Se disolvid 3 g (18 mmol) de 2-hidroxi-5-nitrobenzaldehido en 50 mL de una mezcla EtOH/H,0
(8:2) bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adicion6 2.17 mL (2.45 g, 18
mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en agitacion a 0 °C para
posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez adicionada la base, la
reaccién de mantuvo a temperatura ambiente. Despues de observar | completa transformacion
del material de partida por CCF, se llevé a pH 3 con HCI 10%. Se realizaron extracciones con AcOEt,
la fase orgdnica se concentrd a presion reducida y el producto se purificd por columna

cromatografica de gel de silice con una fase mévil de DCM/AcOEt 20%.

Nombre: (E)-3-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona

Aspecto fisico: Polvo amarillo (rendimiento 46%)

Férmula molecular: Ci5H11NOs

Punto de fusidn: 120 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3565 (O-H), 3068 (C-H), 1656 (C=0), 1578 (N-0), 1337 (N-0O)
285.15 [M]* (1), 253.64 (1), 220.22 (4), 191.54 (3), 171.27 (6),

CG-EM (m/z2): 149.28 (6), 137.01 (16), 117.17 (18), 84.18 (51), 73.10 (32),

69.20 (41), 63.11 (49), 61.14 (41), 30.16 (100)

12.44 (s, 1H, OH), 8.81 (d, J= 2.7 Hz, 1H), 8.28 (dd, J1= 8.4 Hz, Jo=

1.3 Hz, 1H), 8.19 (d, J= 15.5 Hz, 1H), 8.19 (dd, Ji= 9.2 Hz, J,= 2.8
1H RMN (400 MHz, CDCl;) 5: Hz, 1H), 8.10 (d, J= 15.7 Hz, 1H), 7.60 (dd, J1= 7.4 Hz, J,= 1.4 Hz,

1H), 7.13 (d, J= 9.1 Hz, 1H), 7.04 (dd, J:= 7.8 Hz, Jo= 1.0 Hz, 1H),

7.03 (d, J= 7.8 Hz, 1H)

193.5 (s), 162.8 (s), 161.8 (s), 140.0 (s), 137.4 (d), 136.2 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6:  130.9 (d), 127.3 (2 x d), 124.5 (d), 123.2 (s), 121.7 (d), 119.0 (d),

117.6 (s), 116.6 (d)
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(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2e)

(¢} o (¢}

CH, H 7
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH OH OCHg

HoCO 2) HCI 10%

Se disolvié 1.45 mL (1.62 g, 11.9 mmol) de p-anisaldehido en 20 mL de una mezcla
EtOH/H,0 (8:2) bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond
1.436 mL (1.62 g, 11.9 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en
agitacion a 0 °C para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso);
una vez adicionada la base, la reaccién de mantuvo a temperatura ambiente. Después de
observar la completa transformacion del material de partida por CCF, se llevé a pH 3 con
HCl 10%. Se realizaron extracciones con AcOEt, la fase organica se concentré a presién
reducida y el producto se purificd por columna cromatografica de gel de silice con una

fase moévil de n-hexano/AcOEt 3%.

Nombre: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales amarillos (rendimiento 40%)

Férmula molecular: Ci6H1403

Punto de fusidn: 76-78 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3082 (C-H), 2963 (C-H), 1685 (C=0), 1255 (C-0)

254.19 [M]* (17), 253.20 (12), 134.12 (100), 121.11 (34),
119.12 (40), 92.07 (79), 65.08 (84), 63.07 (90)

12.91 (s, 1H, OH), 7.91 (dd, J1= 8.0 Hz, J>= 1.7 Hz, 1H), 7.91 (d,
J=15.0 Hz, 1H), 7.62 (dd, J;= 8.8 Hz, Jo= 1.7 Hz, 1H), 7.60 (dd,
J1= 8.5 Hz, Jo= 1.7 Hz, 1H), 7.54 (d, J= 15.0 Hz, 1H), 7.49 (ddd,
J1= 8.6 Hz, J,= 8.5 Hz, J3= 1.5 Hz, 1H), 7.02 (dd, J1= 8.4 Hz, J»=
1.0 Hz, 1H), 6.95 (dd, J1= 8.8 Hz, Jo= 2.0 Hz, 2H), 6.94 (ddd, Ji=
9.6 Hz, Jo= 10.9 Hz, Js= 1.2 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H)

193.8 (s), 163.7 (s), 162.1 (s), 145.4 (d), 136. 2 (s),130.6 (2 x
13C NMR (100 MHz, CDCl;) 5: d), 129.6 (d), 127.5 (s), 120.2 (s), 118.8 (d), 118.7 (d), 117.7
(d), 114.6 (2 x d), 55.5 (q)

CG-EM (m/z2):

H RMN (400 MHz, CDCls) 5:
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(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2f)

OH

/
H
1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH

2) HCI 10%

OCH, OCH,@

Se disolvié 2.69 mL (3 g, 22 mmol) de m-anisaldehido en 50 mL de una mezcla EtOH/H,0

(8:2) bajo agitacién magnética a temperatura ambiente; enseguida se adicioné 2.69 mL (3

g, 22 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en agitacion a 0 °C

para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez

adicionada la base, la reaccion de mantuvo a temperatura ambiente. Después de observar

la completa transformacion del material de partida por CCF, se llevé a pH 3 con HCl 10%.

Se realizaron extracciones con AcOEt, la fase organica se concentrd a presion reducida vy el

producto se purific6 mediante un percolado con n-hexano 100%.

Nombre:

Aspecto fisico:

Férmula molecular:
Punto de fusién:

IR (ATR diamante, cm™):

CG-EM (m/z2):

1H RMN (400 MHz, CDCls) &:

13C NMR (100 MHz, CDCls) &:

(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
Cristales amarillos-anaranjados (rendimiento 40%)

C16H1403

86-90 °C

3081 (C-H), 2918 (C-H), 1636 (C=0), 1253 (C-0)

254.15 [M]* (11), 253.18 (8), 165.12 (3), 147.08 (27), 134.10
(17), 121.05 (52), 102.06 (18), 92.05 (36), 89.06 (41), 65.04
(100)

12.77 (s, 1H, OH), 7.91 (dd, J1= 8.0 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 7.89 (d,
J=15.8 Hz, 1H), 7.63 (d, J= 15.4 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J1= 8.5 Hz,
J,= 8.6 Hz, J3= 1.6 Hz, 1H), 7.36 (dd, J1= 7.8 Hz, 1H), 7.26 (dd,
J1= 7.6 Hz, 1H), 7.16 (dd, J1= 2.2 Hz, Jo= 1.8 Hz, 1H), 7.03 (dd,
J1= 8.4 Hz, J,= 1.0 Hz, 1H), 6.99 (ddd, J1= 8.1 Hz, J>= 8.2 Hz, J3=
1.0 Hz, 1H), 6.96 (ddd, J1= 8.1 Hz, Jo= 8.2 Hz, J3= 1.1 Hz, 1H),
3.85 (s, 3H)

193.85 (s), 163.7 (s), 160.1 (s), 145.5 (d), 136.5 (d), 136.13
(s), 130.1 (d), 129.8 (d), 121.4 (d), 120.6 (s), 120.1 (d), 118.9
(d), 118.7 (d), 116.7 (d), 113.9 (d), 55.5 (q)
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(E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2g)

o o

=
CHs H
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH OH OCHg

HyCO 2) HCI 10%

OCHg OCHg

Se disolvié 1.16 g (7 mmol) de m,p-dimetoxibezaldehido en 20 mL de una mezcla
EtOH/H,0 (8:2) bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond
0.88 mL (1 g, 7 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en
agitacion a 0 °C para posteriormente adicionar lentamente 1.4 mL de NaOH 50% (acuoso);
una vez adicionada la base, la reaccion de mantuvo a temperatura ambiente. Después de
observar la completa transformacién del material de partida por CCF, se llevo a pH 3 con
HCl 10%. Se realizaron extracciones con AcOEt, la fase organica se concentrd a presioén
reducida y el producto se purificé por columna cromatogréfica de gel de silice con una

fase mévil de n-hexano/AcOEt 2%.

Nombre: (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales amarillos (rendimiento 57%)

Férmula molecular: C17H1604

Punto de fusion: 88-90 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3079 (C-H), 1694 (C=0), 1142 (C-0)

)= 284.20 [M]* (8), 165.16 (4), 164.16 (33), 151.15 (25),

CG-EM (m/2): 121.13 (24), 103.11 (27), 92.06 (69), 77.08 (100)

12.90 (s, 1H, OH), 7.94 (dd, J1= 8.1 Hz, Jo= 1.8 Hz, 1H), 7.89 (d,
J=15.4 Hz, 1H), 7.53 (d, J= 15.3 Hz, 1H), 7.50 (ddd, J1= 8.4 Hz,
J>= 8.5 Hz, J3= 1.3 Hz, 1H), 7.27 (dd, J1= 8.3 Hz, Jo= 2.0 Hz, 1H),
7.17 (d, 1H), 7.03 (ddd, J1= 8.3 Hz, J,= 8.3 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H),
6.95 (dd, J1= 8.1 Hz, Jo= 1.0 Hz, 1H), 6.91 (d, 1H), 3.96 (s, 2H),
3.93 (s, 3H)

193.7 (s), 163.6 (s), 151.9 (s), 149.4 (s), 145.7 (d), 136.2 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6:  129.6 (d), 127.7 (s), 123.6 (d), 121.6 (d), 120.2 (s), 118.8 (d),

117.9 (d), 111.3 (d), 110.5 (d), 56.1 (2 x q)

H RMN (400 MHz, CDCls) &:
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(E)-3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2h)

CHs H F
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH cl OH cl

2) HCI 10%

Se disolvié 1.30 g (9.3 mmol) de 4-clorobenzaldehido en 50 mL de una mezcla EtOH/H,0
(8:2) bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond 1.12 mL
(1.27 g, 9.3 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en agitacién a
0 °C para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez
adicionada la base, la reaccion de mantuvo a temperatura ambiente. Después de observar
la completa transformacion del material de partida por CCF, se llevd a pH 3 con HCl 10%.
Se realizaron extracciones con AcOEt, la fase orgdnica se concentrd a presion reducida vy el
producto se purificd por columna cromatografica de gel de silice con una fase moévil de n-

hexano/AcOEt 1%.

Nombre: (E)-3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales amarillos (rendimiento 97%)
Férmula molecular: Ci5H11ClO;
Punto de fusidn: 70-73 °C
IR (ATR diamante, cm™): 3065 (C-H), 1641 (C=0), 748 (C-Cl)
258.21 [M]* (4), 224.12 (5), 223.18 (26), 165.18 (7),
CG-EM (m/z2): 147.11 (20), 121.13 (32), 101.10 (39), 93.13 (26),
65.12 (100)

12.72 (s, 1H, OH), 7.90 (dd, J1= 8.0 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 7.86

(d, J= 15.4 Hz, 1H), 7.86 (d, J= 15.4 Hz, 1H), 7.59 (d, 2H),
1H RMN (400 MHz, CDCl;) 5: 7.51 (ddd, Ji= 8.8 Hz, Jo= 8.6 Hz, Js= 1.5 Hz, 1H), 7.41 (d,

2H), 7.03 (dd, J1= 8.4 Hz, Jo= 1.0 Hz, 1H), 6.95 (ddd, /= 8.1

Hz, J,= 8.0 Hz, Js= 1.1 Hz, 1H)

193.5 (s), 163.7 (s), 144.0 (d), 137.0 (d), 136.6 (s), 133.2 (s),
13C NMR (100 MHz, CDCls) 5: 129.9 (2 x d), 129.7 (d), 129.4 (2 x d), 120.7 (d), 120, O (s),

119.0 (d), 118.8 (d)
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(E)-3-(4-(dimetilaminofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2i)

[0} o (o}

CHs H 7
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH HSC—Il\l OH n—"Chs

2) HCI 10% |

CHs CHs

Se disolvio 3 g (20 mmol) de p-dimetilaminobenzaldehido en 50 mL de una mezcla
EtOH/H,0 (8:2) bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond
2.42 mL (2.74 g, 20 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en
agitacién a 0 °C para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso);
una vez adicionada la base, la reaccion de mantuvo a temperatura ambiente. Después de
observar la completa transformacién del material de partida por CCF, se llevo a pH 3 con
HCl 10%. Se realizaron extracciones con AcOEt, la fase organica se concentrd a presioén

reducida y el producto se purific6 mediante un percolado con DCM 100%.

Nombre: (E)-3-(4-(dimetilaminofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales rojo-morado (rendimiento 51%)

Férmula molecular: Ci7H17NO2

Punto de fusidn: 163-165 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3064 (C-H), 1661 (C=0), 1276 (C-N)

267.11 [M]* (6), 266.11 (3), 220.13 (9), 165.16 (8), 152.16 (3),
104.05 (11), 92.09 (21), 89.06 (39), 76.07 (100)

13.18 (s, 1H, OH), 7.91 (d, J= 14.9 Hz, 1H), 7.91 (dd, J:= 8.3 Hz,
J,= 1.8 Hz, 1H), 7.56 (dd, J:= 8.8 Hz, J,= 1.8 Hz, 2H), 7.46 (ddd,
J1= 8.5 Hz, Jo= 8.2 Hz, J3= 1.6 Hz, 1H), 7.45 (d, J= 145.1 Hz, 1H),
7.00 (dd, J1= 8.3 Hz, J,= 1.0 Hz, 1H), 6.92 (ddd, J:= 8.2 Hz, J,=8.0
Hz, Js= 1.2 Hz, 1H), 6.68 (dd, /1= 8.9 Hz, J,= 2.8 Hz, 2H), 3.03 (s,
6H)

193.6 (s), 163.6 (s), 152.4 (s), 146.6 (d), 135.7 (d), 130.9 (2 x d),
3C NMR (100 MHz, CDCl5) 6:  129.4 (d), 122.4 (s), 120.5 (d), 118.6 (s), 118.5 (d), 114.4 (d),
111.9(2xd), 40.1 (q)

CG-EM (m/z2):

H RMN (400 MHz, CDCls) 5:
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(E)-3-(antracen-9-il)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2j)

1) NaOH 50% / EtOH-H,0 O
2) HCI 10% OH O

Se disolvié 3 g (14.6 mmol) de 9-antraldehido en 50 mL de una mezcla EtOH/H,0 (8:2)

CHs

OH

bajo agitacion magnética a temperatura ambiente; enseguida se adiciond 1.76 mL (1.99 g,
14.6 mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en agitacién a 0 °C
para posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez
adicionada la base, la reaccion de mantuvo a temperatura ambiente. Después de observar
la completa transformacion del material de partida por CCF, se llevd a pH 3 con HCl 10%.
El precipitado formado se filtré y lavé con agua fria. El producto se purific6 mediante

sucesivas recristalizaciones con MeOH/H,0.

Nombre: (E)-3-(antracen-9-il)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales anaranjados (rendimiento 45%)
Férmula molecular: Ca3H1602
Punto de fusidn: 148-150°C
IR (ATR diamante, cm™): 3046 (C-H), 1633 (C=0), 1157 (C-0)

324.22 [M]*(27), 281.96 (5), 268.48 (5), 203.17 (17), 202.14
CG-EM (m/2): (35), 200.18 (11), 178.27 (12), 124.79 (15), 121.01 (90), 93.12

(36), 65.05 (100)

12.85 (s, 1H, OH), 8.89 (d, J= 15.6 Hz, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.27

(dd, J1= 9.4 Hz, J,= 2.9 Hz, 2H), 8.02 (dd, J1= 9.6 Hz, Jo= 2.9 Hz,
1H RMN (400 MHz, CDCl;) 5: 2H), 7.81 (dd, /1= 9.6 Hz, J»= 1.4 Hz, 1H), 7.65 (d, J= 15.6 Hz,

1H), 7.53 (m,5H), 7.08 (dd, Ji= 8.4 Hz, J»= 1.0 Hz, 1H), 6.89

(ddd, Ji= 8.1 Hz, Jo= 8.1 Hz, Js= 1.1 Hz, 1H)

193.3 (s), 163.9 (s), 142.7 (d), 136.7 (d), 131.4 (s), 130.0 (2 x s),
13C NMR (100 MHz, CDCl;) 5: 129.8 (3 x d), 129.5 (2 x d), 129.1 (2 x 5), 128.9 (2 x d), 126.7

(2 xd), 125.6 (s), 120.1 (2 x d), 119.1 (d), 118.8 (d)
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(E)-3-(furan-2-il)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2k)

1) NaOH 50% / EtOH-H,0

+ \ / _

OH 2) HCI 10%

Se disolvid 0.78 g (8.1 mmol) de furfuraldehido en 20 mL de una mezcla EtOH/H,0 (8:2)
bajo agitacidon magnética a temperatura ambiente; enseguida se adicion6 0.88 mL (1 g, 7.4
mmol) de 2-hidroxiacetofenona. La mezcla anterior se mantuvo en agitacion a 0 °C para
posteriormente adicionar lentamente 4 mL de NaOH 50% (acuoso); una vez adicionada la
base, la reaccidon de mantuvo a temperatura ambiente. Después de observar la completa
transformacion del material de partida por CCF, se llevd a pH 3 con HCl 10%. El precipitado
formado se filtré y lavo con agua fria. El producto se purific6 mediante sucesivas

recristalizaciones con MeOH/H-0.

Nombre: (E)-3-(furan-2-il)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Aspecto fisico: Cristales amarillos (rendimiento 84%)
Férmula molecular: Ci3H1003
Punto de fusidn: 90-92°C
IR (ATR diamante, cm™): 3128-3150 (C-H), 1669 (C=C), 1636 (C=0), 1158 (C-0)
214.20 [M]* (6), 157.12 (3), 131.17 (3), 128.16 (3), 121.12
CG-EM (m/z2):
(23),94.13 (18), 92.11 (13), 77.10 (9), 65.11 (74), 39.09 (100)
12.86 (s, 1H, OH), 7.91 (dd, J1= 8.0 Hz, J,= 1.4 Hz, 1H), 7.69
(d, J= 15.1 Hz, 1H), 7.56 (d, J= 15.1 Hz, 1H), 7.5 (dd, J:= 3.4
1H RMN (400 MHz, CDCls) 6: Hz, Jo= 1.3 Hz, 1H), 7.49 (ddd, J;= 8.5 Hz, J,= 8.5 Hz, Js= 1.5
Hz, 1H), 6.94 (ddd, J1= 8.1 Hz, J,= 8.1 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H), 6.76
(d, 1H)
193.4 (s), 163.7 (s), 151.6 (s), 145.5 (d), 136.4 (d), 131.2 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6: 129.7 (d), 120.2 (d), 118.9 (s), 118.6 (d), 117.8 (d), 117.1 (d),
113.0 (d)
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Etapa 2. Sintesis de flavonas

De manera general, esta etapa sintética consistié en una ciclacidon oxidativa del precursor
de tipo chalcona (2a-2k) mediante la utilizaciéon el sistema 1,-DMSO a 130 °C hasta
completar la reaccién; después de enfriar, la mezcla de reaccién se diluyd con agua vy el
yodo se eliminé lavando con una solucién saturada de tiosulfato de sodio. Los productos
(3a-3k) se extrajeron con acetato de etilo y se purificaron por cromatografia en columna o

recristalizacion.
R1

I,-DMSO

OH Ry Rs

R2 (0]

Esquema 4. Ruta sintética general para la sintesis de los analogos de tipo flavona.
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2-fenil-4H-cromen-4-ona (3a)

l,-DMSO

OH

Se disolvié 0.15 g (0.68 mmol) del producto (2a) y 0.087 g (0.34 mmol) de I, en 2 mL de
DMSO. La reaccidon se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 6 horas. El monitoreo de la
reaccidn se realizé mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material
de partida, se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato
de sodio, el precipitado obtenido se lavd con agua fria. El producto se purificé mediante

un percolado utilizando n-hexano 100% como solvente.

Nombre: 2-fenil-4H-cromen-4-ona

Aspecto fisico: Cristales blancos (rendimiento 61%)

Férmula molecular: CisH1002

Punto de fusidn: 85-87°C

IR (ATR diamante, cm™): 3072 (C-H), 1639 (C=0), 1030 (C-0)

CG-EM (m/a): 222.12 [M]* (19), 221.13 (5), 194.11 (14), 165.11 (7), 120.04

(48), 102.06 (28), 97.07 (15), 92.05 (100)

8.25 (dd, J1= 7.9 Hz, Jo= 1.5 Hz, 1H), 7.94 (dd, J1= 9.6 Hz, J,= 1.7
Hz, 2H), 7.72 (ddd, J1= 8.5 Hz, Jo= 8.6 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H), 7.58-
7.50 (m, 4H), 7.44 (ddd, J1= 8.0 Hz, J>= 8.0 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H),
6.82 (s, 1H)

178.5 (s), 163.5 (s), 156.4 (s), 133.8 (d), 131.9 (s), 131.7 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 129.1 (d), 126.4 (d), 125.8 (3 x d), 125.3 (s), 124.1 (d), 118.2

(d), 107.7 (d)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) &:
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2-(2-hidroxifenil)-4H-cromen-4-ona (3b)

HO

I,-DMSO

OH HO

Se disolvié 0.15 g (0.62 mmol) del producto (2b) y 0.16 g (0.62 mmol) de I, en 5 mL de
DMSO. La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 3 horas. El monitoreo de la
reaccion se realizd mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material
de partida, se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato
de sodio, el precipitado obtenido se lavé con agua fria. El producto se purific6 mediante

cromatografia en columna utilizando DCM/AcOEt 10% como fase movil.

Nombre: 2-(2-hidroxifenil)-4H-cromen-4-ona
Aspecto fisico: Cristales amarillo claro (rendimiento 60%)
Férmula molecular: Ci5sH1003
Punto de fusidn: 254-256
IR (ATR diamante, cm™): 3141 (O-H), 3098 (C-H), 1638 (C=0), 1051 (C-0)
238.23 [M]* (10), 210.20 (2), 152.27 (3), 121.15 (17), 120.14
CG-EM (m/z): (10), 118.16 (12), 92.14 (61), 90.16 (30), 76.15 (21), 64.14

(59), 63.13 (100)

11.02 (s, 1H), 8.17 (dd, 1H), 8.05 (ddd, J:= 8.6 Hz, J,= 8.6 Hz,
Js= 1.1 Hz, 1H), 7.84 (ddd, J:= 7.8 Hz, J,= 8.0 Hz, Js= 1.0 Hz,
1H), 7.84 (dd, J;= 8.4 Hz, J,= 1.4 Hz, 1H), 7.80 (ddd, J:= 8.0 Hz,
J,= 8.0 Hz, Js= 1.4 Hz, 1H), 7.70 (dd, J1= 8.6 Hz, Jo= 2.3 Hz, 1H),
7.51 (ddd, J1= 7.9 Hz, Jo= 8.0 Hz, Js= 1.9 Hz, 1H), 7.12 (s, 1H),
6.92 (dd, 1H)

177.0 (s), 159.1 (s), 156.7 (s), 156.3 (s), 140.6 (d), 136.2 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 134.1 (d), 125.2 (d), 124.64 (s), 124.61 (d), 123.0 (d), 120.3 (s),

119.5 (d), 118.5 (d), 111.4 (s)

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6:

Laura J. Diaz Rubio 88



| CAPITULO 2. Metodologia sintesis quimica |

2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (3c)

OH

OCH,

I,-DMSO

Y

OH OCHj

OH 0

Se disolvié 0.501 g (0.186 mmol) del producto (2c) y 0.235 g (0.093 mmol) de I en 3 mL de
DMSO. La reaccidon se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 4 horas. El monitoreo de la
reaccion se realizé mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material
de partida, se adiciond lentamente en bafo de hielo una solucidn saturada de tiosulfato
de sodio, el precipitado obtenido se lavé con agua fria. El producto se purificd por

columna cromatografica de gel de silice con una fase mévil de AcOEt/MeOH 2%.

Nombre: 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona
Aspecto fisico: Polvo amarillo (rendimiento 40%)

Férmula molecular: Ci6H1204

Punto de fusidn: 198-200 °C

IR (ATR diamante, cm™): 3295 (0-H), 3092 (C-H), 2935 (C-H), 1624 (C=0)

268.24 [M]* (20), 197.16 (8), 148.18 (16), 121.13 (27),
105.14 (47), 92.12 (95), 63.13 (100)
8.12 (dd, J1= 8.0 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 8.03 (dd, Jo= 2 Hz, 1H),
7.82 (ddd, /1= 8.8 Hz, J,= 8.4 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H), 7.74 (ddd,
H RMN (400 MHz, CDCls) 5: Ji= 8.4 Hz, Jr= 8.4 Hz, Js= 1 Hz, 1H), 7.59 (dd, Jo= 2 Hz, 1H),
7.50 (dd, Ji= 8.8 Hz, J,= 1.2 Hz, 1H), 6.98 (d, 1H), 6.84 (s,
1H), 4.01 (s, 3H)
179.5 (s), 163.9 (s), 157.4 (s), 151.5 (s), 148.3 (s), 135.3 (d),
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 130.4 (d), 126.5 (s), 126.0 (d), 125.4 (s), 124.6 (d), 119.4
(d), 110.4 (d), 106.8 (d), 83.7 (d), 57.0 (q)

CG-EM (m/z2):
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2-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-4H-cromen-4-ona (3d)

| CAPITULO 2. Metodologia sintesis quimica I

HO

I,-DMSO NO,

OH HO

Y

Se disolvié 1 g (3.51 mmol) del producto (2d) y 0.445 g (1.75 mmol) de I, en 5 mL de

DMSO. La reaccidon se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 4 horas. El monitoreo de la

reaccidn se realizé mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material

de partida, se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato

de sodio, se mantuvo en refrigeracién toda la noche, el precipitado obtenido se filtro y

lavd con agua fria, el producto se purificé mediante un percolado utilizando AcOEt para la

eliminacidn de las impurezas y MeOH para la obtencion del producto.

Nombre:

Aspecto fisico:

Férmula molecular:
Punto de fusidn:

IR (ATR diamante, cm™):

CG-EM (m/z2):

H RMN (400 MHz, CDCls) &:
13C NMR (100 MHz, CDCls) &:

2-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-4H-cromen-4-ona
Polvo amarillo claro (rendimiento 58%)
CisHsNOs

268-270 °C

3298 (0O-H), 3024 (C-H), 1652 (C=0), 1342 (N-0)
282.23 [M]* (3), 281.20 (10), 235.18 (3),
179.25 (7), 150.19 (10), 104.12 (9), 92.15
(8), 30.09 (100)

No analizado por solubilidad
No analizado por solubilidad
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2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (3e)

OCH,

1,-DMSO

OH OCHj

Se disolvié 0.3 g (1.2 mmol) del producto (2e) y 0.305 g (1.2 mmol) de I,en 5 mL de DMSO.
La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 4 horas. El monitoreo de la reaccién se
realiz6 mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material de partida,
se adiciond lentamente en bano de hielo una solucién saturada de tiosulfato de sodio, se
mantuvo en refrigeracién toda la noche, el precipitado obtenido se filtro y lavé con agua

fria, el producto se purificé por recristalizacion MeOH/H,0.

Nombre: 2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona

Aspecto fisico: Polvo blanco (rendimiento 50%)

Férmula molecular: C16H1203

Punto de fusidn: 158-160°C

IR (ATR diamante, cm™): 3051 (C-H), 2920 (C-H), 1644 (C=0), 1024 (C-0)
252.18 [M]* (6), 209.14 (4), 181.09 (2), 132.11

CG-EM (m/z): (13), 117.09 (11), 92.05 (64), 89.07 (51), 76.05

(24), 63.07 (100)

8.22 (dd, J1= 7.9 Hz, J,= 1.5 Hz, 1H), 7.87 (dd, J:=

9 Hz, 2H), 7.69 (ddd, J:= 8.5 Hz, J,= 8.7 Hz, J3=
'H RMN (400 MHz, CDCls) &: 1.7 Hz, 1H), 7.54 (dd, J:= 8.4 Hz, 1H), 7.41 (ddd,
J1= 8.0 Hz, J,= 8.0 Hz, J5= 1.0 Hz, 1H), 7.02 (dd,
J1= 9 Hz, 2H), 6.73 (s, 1H), 3.87 (s, 3H)
178.4 (s), 163.5 (s), 162.5 (s), 156.3 (s), 133.6
(d), 128.1 (2 x d), 125.7 (d), 125.1 (d), 124.1 (s),
124.0 (s), 118.0 (d), 114.5 (2 x d), 106.3 (d),
55.6 (q)

13C NMR (100 MHz, CDCls) &:
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2-(3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (3f)

OCH,

I,-DMSO

Y

OH

OCHj o}

Se disolvié 1 g (3.94 mmol) del producto (2f) y 0.5 g (1.97 mmol) de I, en 5 mL de DMSO.
La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 2.5 horas. El monitoreo de la reaccion
se realiz6 mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material de
partida, se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato de
sodio, se mantuvo en refrigeracidén toda la noche, el precipitado obtenido se filtro y lavo

con agua fria, el producto se purificé recristalizacion MeOH/H-0.

Nombre: 2-(3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona

Aspecto fisico: Polvo blanco (rendimiento 49%)

Férmula molecular: C16H1203

Punto de fusidn: 118-120°C

IR (ATR diamante, cm™): 3036 (C-H), 2844 (C-H), 1639 (C=0), 1130 (C-0)

252.25 [M]* (32), 251.23 (6), 224.24 (13), 152.19 (12), 132.18
(81), 120.14 (44), 102.17 (63), 92.13 (100)

8.24 (dd, Ji= 8.0 Hz, J,= 1.2 Hz, 1H), 7.71 (ddd, /1= 8.4 Hz, J»=
8.8 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H), 7.57 (dd, J1= 8.8 Hz, 1H), 7.52 (ddd, J1=
8.8 Hz, J,= 8.8 Hz, J3= 1.2 Hz, 1H), 7.44 (ddd, J:;= 8.0 Hz, /,= 2.8
Hz, J5= 2.0 Hz, 2H), 7.42 (dd, J:= 8.0 Hz, J,= 2.8 Hz, 1H), 7.08
(ddd, J1= 8.4 Hz, Jo= 8.0 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 3.89
(s, 3H)

178.6 (s), 163.3 (s), 160.1 (s), 156.3 (s), 133.9 (d), 133.2 (s),
13C NMR (100 MHz, CDCl;) &: 130.2 (d), 125.8 (d), 125.3 (s), 124.1 (d), 118.8 (d), 118.2 (d),
117.3 (d), 111.9 (d), 107.9 (d), 55.6 (q)

CG-EM (m/z2):

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6:
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2-(3,4-dimetoxifenil)-4H-cromen-4-ona (3g)

OCH,

OCHj

I,-DMSO

OH OCHj

OCHj o}

Se disolvié 0.2 g (0.7 mmol) del producto (2g) y 0.18 g (0.7 mmol) de I, en 6 mL de DMSO.
La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 3 horas. El monitoreo de la reaccién se
realizé6 mediante CCF. Tras observar la completa transformaciéon del material de partida,
se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucidn saturada de tiosulfato de sodio, se
dejo en refrigeracién toda la noche y el precipitado obtenido se filtré y lavd con agua fria.
El producto se purific6 mediante cromatografia de gel de silice con una fase moévil de

AcOEt 100%.

Nombre: 2-(3,4-dimetoxifenil)-4H-cromen-4-ona

Aspecto fisico: Polvo blanco (rendimiento 85%)

Férmula molecular: C17H1404

Punto de fusidn: 128-130°C

IR (ATR diamante, cm™): 3062 (C-H), 2929 (C-H), 1651 (C=0), 1144 (C-O)
282.18 [M]* (35), 168.13 (12), 147.11 (16), 127.18

CG-EM (m/2): (25), 121.08 (100), 119.05 (32), 92.07 (86), 91.09 (99),
76.08 (91)

8.23 (dd, J1= 7.9 Hz, J,= 1.5 Hz, 1H), 7.70 (ddd, J:= 8.5

Hz, J,= 8.6 Hz, J5= 1.7 Hz, 1H), 7.57 (dd, J:= 8.4 Hz, J>=
'H RMN (400 MHz, CDCls) &: 1.9 Hz, 2H), 7.42 (ddd, J1= 8.0 Hz, J,= 7.6 Hz, /3= 1.0 Hz,
1H), 7.39 (ddd, 1H), 6.99 (d, 1H), 6.77 (s, 1H), 3.98 (s,
3H), 3.96 (s, 3H)
193.7 (s), 163.6 (s), 151.9 (s), 149.4 (s), 145.7 (s),
136.2 (d), 129.6 (d), 127.7 (s), 123.6 (d), 121.6 (s),
120.2 (d), 118.8 (d), 117.9 (d), 111.3 (d), 110.5 (d),
56.1(2xq)

13C NMR (100 MHz, CDCls) &:
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2-(4-clorofenil)-4H-cromen-4-ona (3h)

Cl

I,-DMSO

OH Cl

Se disolvié 0.3 g (1.16 mmol) del producto (2h) y 0.29 g (1.16 mmol) de I, en 5 mL de
DMSO. La reaccidon se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 3 horas. El monitoreo de la
reaccion se realizd mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material
de partida, se adicioné lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato
de sodio, se dejo en refrigeracién toda la noche y el precipitado obtenido se filtré y lavd

con agua fria. El producto se purificé mediante recristalizacién con MeOH/H-0.

Nombre: 2-(4-clorofenil)-4H-cromen-4-ona

Aspecto fisico: Polvo blanco (rendimiento 82%)

Férmula molecular: CisHoCIO,

Punto de fusidn: 188-190°C

IR (ATR diamante, cm™): 3071 (C-H), 1647 (C=0), 756 (C-Cl)

CG-EM (m/2): 258.18 [M]* (3), 256.18 (10), 228.16 (6), 165.18
(3), 136.13 (13), 120.12 (29), 101.13 (28), 92.11
(100)

H RMN (400 MHz, CDCls) &: 8.23 (dd, J1= 7.9 Hz, Jo= 1.4 Hz, 1H), 7.86 (dd, J:=

8.8 Hz, 2H), 7.71 (ddd, /1= 8.5 Hz, J,= 8.7 Hz, Js=
1.7 Hz, 1H), 7.55 (dd, J1= 8.4 Hz, J,= 1.0 Hz, 1H),
7.50 (dd, J1= 8.8 Hz, 2H), 7.43 (ddd, J:= 8.0 Hz,
J,= 7.8 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H), 6.77 (s, 1H)

13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 178.2 (s), 162.3 (s), 156.2 (s), 138.0 (d), 134.0
(s), 130.3 (2 x d), 129.4 (2 x d), 127.6 (s), 125.8
(d), 125.4 (s), 124.0 (d), 118.1 (d), 107.8 (d)
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2-(4-(dimetilamino)fenil)-4H-cromen-4-ona (3i)

Se disolvid 1 g (3.77 mmol) del producto (2i) y 0.48 g (1.89 mmol) de I, en 5 mL de DMSO.
La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 3.5 horas. El monitoreo de la reaccién
se realiz6 mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material de
partida, se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato de
sodio, se dejo en refrigeracion toda la noche y el precipitado obtenido se lavd con agua
fria. El producto se purific6 mediante un percolado utilizando DCM para la eliminacién de
las impurezas y MeOH para la obtencién del producto, el cual fue sometido a un segundo
proceso de purificacién por cromatografia preparativa utilizando como fase eluyente

AcOEt/MeoH 25%.

Nombre: 2-(4-(dimetilamino)fenil)-4H-cromen-4-ona
Aspecto fisico: Polvo blanco (67%)
Férmula molecular: Ci7H15NO>
Punto de fusidn: 193-195°C
IR (ATR diamante, cm™): 3057 (C-H), 1659 (C=0), 1277 (C-N)
CG-EM (m/2): 265.26 [M]* (10), 261.68 (1), 195.10 (2), 104.19
(10), 90.71 (9), 74.87 (11), 73.05 (100)
8.17 (dd, J1= 8.8 Hz, J,= 2 Hz, 1H), 8.04-7.78 (m,
H RMN (400 MHz, CDCls) &: 3H), 7.77 (dd, 2H), 6.94 (dd, 2H), 6.84 (s, 1H),

2.99 (s, 6H)

176.63 (s), 162.4 (s), 155.4 (s), 152.5 (s), 135.7
(d), 133.8 (d), 133.5 (d), 133.1 (d), 125.2 (s),
124.6 (d), 118.2 (s), 117.9 (d), 116.7 (2 x d),
103.9 (d)

13C NMR (100 MHz, CDCls) &:
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2-(antracen-9-il)-4H-cromen-4-ona (3j)

I,-DMSO

OH

Se disolvié 0.3 g (0.93 mmol) del producto (2j) y 0.24 g (0.93 mmol) de I, en 5 mL de
DMSO. La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 3 horas. El monitoreo de la
reaccion se realizd mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material
de partida, se adiciond lentamente en bafio de hielo una solucién saturada de tiosulfato
de sodio, se dejo en refrigeracién toda la noche y el precipitado obtenido se filtré y lavd
con agua fria. El producto se purific6 mediante un percolado utilizando n-hexano 100%

como solvente.

Nombre: 2-(antracen-9-il)-4H-cromen-4-ona
Aspecto fisico: Polvo amarillo (rendimiento 84%)
Férmula molecular: C23H140;

Punto de fusidn: 193-195°C

IR (ATR diamante, cm™): 3063 (C-H), 1643 (C=0), 1122 (C-0)

322.27 [MJ* (7), 321.25 (4), 305.25 (9), 202.15 (19), 200.16
(9), 189.11 (2), 120.06 (15), 92.08 (100)

8.62 (s, 1H), 8.40 (dd, Ji= 7.96 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 8.08 (dd,
Ji= 6.7 Hz, J»= 1.5 Hz, 2H), 7.97 (dd, J:= 7.9 Hz, J,= 1.9 Hz,
2H), 7.73 (ddd, J1= 8.5 Hz, J,= 8.6 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H), 7.53-
7.47 (m, 6H), 6.69 (s, 1H)

178.1 (s), 163.8 (s), 157.4 (s), 144.0 (d), 134.0 (s), 131.1 (2 x
s), 130.2 (2 x d), 130.0 (d), 128.8 (2 x s), 127.3 (2 x d), 126.1
(2 x d), 125.7 (2 x d), 125.6 (s), 125.0 (d), 124.3 (d), 118.5
(d), 116.3 (d)

CG-EM (m/z2):

H RMN (400 MHz, CDCls) 5:

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6:
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2-(furan-2-il)-4H-cromen-4-ona (3k)

I,-DMSO

Y

Se disolvié 0.6 g (2.8 mmol) del producto (2k) y 0.71 g (2.8 mmol) de I, en 9 mL de DMSO.
La reaccién se mantuvo en reflujo a 130 °C durante 2 horas. El monitoreo de la reaccién se
realiz6 mediante CCF. Tras observar la completa transformacién del material de partida,
se adiciond lentamente en bano de hielo una solucién saturada de tiosulfato de sodio, se
dejo en refrigeracion toda la noche y el precipitado obtenido se filtré y lavé con agua fria.

El producto se purificé mediante recristalizacion con MeOH/H-0.

Nombre: 2-(furan-2-il)-4H-cromen-4-ona
Aspecto fisico: Polvo café amarillo (rendimiento 45%)
Férmula molecular: Ci13Hs03

Punto de fusidn: 118-120°C

IR (ATR diamante, cm™): 3105 (C-H), 1651 (C=0), 1054 (C-0)

322.27 [M]* 212.12 (11), 184.12 (7),156.12 (2),
128.12 (9), 120.07 (24), 92.07 (100), 63.07 (94)
8.21 (dd, 1= 7.9 Hz, J;= 1.5 Hz, 1H), 7.68 (ddd,
J1= 8.5 Hz, Jo= 8.7 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H), 7.62 (dd,
Ji= 2.3 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 7.49 (dd, J1= 8.4 Hz,
J,= 1.0 Hz, 1H), 7.41 (ddd, /1= 8.0 Hz, Jo= 8.0 Hz,
Js= 1.0 Hz, 1H), 7.13 (d, 1H), 6.72 (s, 1H), 6.60
(dd, J1= 3.5 Hz, J,= 1.7 Hz, 1H)

177.8 (s), 155.9 (s), 155.2 (s), 146.5 (s), 145.9
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: (d), 133.8 (d), 125.8 (d), 125.2 (s), 124.3 (d),
117.9 (d), 113.1 (d), 112.6 (d), 105.6 (d)

CG-EM (m/z2):

H RMN (400 MHz, CDCls) 5:
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Se llevé a cabo la sintesis de una serie de compuestos carbonilicos a,B-instaurados
(chalconas) mediante una condensacion de Claisen-Schdmidt de la 2-hidroxiacetofenona 'y
derivados de benzaldehido con diferente grado de sustituciéon, para finalmente mediante
una ciclacion oxidativa con el sistema 1,/DMSO formar el respectivo nucleo flavénico. Los
aldehidos utilizados para la generacidon de estas moléculas fueron seleccionados debido a
la naturaleza quimica del sustituyente presente en el anillo aromatico, encontrando

funcionalizaciones con caracter electrodonador y electroatractor.

o] o) o]
R4 R4
CH; H F
+ 1) NaOH 50% / EtOH-H,0
OH Rs Ry 2) HCI 5% OH Ry Rg
R, Rz
1,-DMSO
Y
R
Ry Rs
o
R4
o

Esquema 5. Ruta sintética general para la sintesis de los analogos de tipo chalcona y flavona.

Para los analogos de chalconas los rendimientos de reaccidn oscilaron entre 40-97%; cabe
mencionar que la formacién de productos secundarios de reaccién y los obtenidos por la
autocondensacién de la acetona y la desprotonacion del aldehido aromatico (reaccion de
Cannizzaro) fué uno de los factores responsables de los bajos rendimientos de la reaccién
de condensacidon Claisen-Schdmidt, sin embargo, se observd un aumento en el
rendimiento de los compuestos 2h y 2k con sustituyentes p-cl y furano respectivamente.

Para los compuestos de esqueleto flavénico, los rendimientos de reaccion oscilaron entre
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40-85% (ver Tabla 16).

Tabla 16. Porcentajes de rendimiento de las moléculas sintetizadas

COMPUESTO % RENDIMIENTO COMPUESTO % RENDIMIENTO
2a 46 3a 61
2b 41 3b 60
2c 42 3c 40
2d 46 3d 58
2e 40 3e 50
2f 40 3f 49
2 57 3g 85
2h 97 3h 82
2 51 3 67
2j 45 3j 84
2k 84 3k 45

Los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante IR, CG-EM, 'H RMN y 3C
RMN; tomando como base la estructura del compuesto 2e con sustituyente p-OCHs, el
analisis por infrarrojo mostré bandas de estiramientos de C-H aromético a 3082 cm™,
estiramiento C-H alifatico correspondiente al metoxilo a 2963 cm™, a 1255 cm™ banda
tipica a C-O y a 1685 cm™® una banda intensa desplazada correspondiente al carbonilo
cetodnico; esto confirma la presencia de un fragmento molecular de tipo af-insaturado. La
espectrometria de masas indicé la presencia de un ion molecular de m/z 254.19 que
corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado (Ci6H1403). Por otro lado, el
analisis por resonancia magnética nuclear de protdn permitié confirmar la estructura del
compuesto debido a la presencia de dos sefiales a 7.91 y 7.54 ppm observadas como
dobletes con integracidén para un hidrégeno, el calculo de las contantes de acoplamiento
mostro valores de J= 15 Hz, tipicas de acoplamientos vecinales de tipo trans en el sistema
op-insaturado (H-7 y H-8); a campo bajo (12.91 ppm) se detecto la sefial correspondiente
al hidroxilo, los protones del sistema aromatico A se observaron en un intervalo de 7.91-
6.94 ppm como doble doblete y doble doble doblete, de igual forma en la zona aromatica
fue posible identificar las sefiales de los hidrégenos del anillo B a 7.62 y 7.60 ppm los

desplazamiento de los protones H-2 y H-6 (J= 8.68 Hz) y a 7.95 un doblete que integra
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para dos protones asignado a H-3 y H-5, la sefial caracteristica de este compuesto fue
observada a 3.85 ppm como un singulete que integra para los tres hidrégenos del
metoxilo en la posicion 4. Por otro lado, el experimento de carbono 13 mostro a campo
bajo la sefial del carbonilo cetdnico a 193.8 ppm, 145.4 y 117.7 ppm los desplazamientos
correspondientes a los carbonos C-7 y C-8 del sistema vinilico, los carbonos unidos a
oxigeno C-6" y C-4 a 163.7 y 162.1 ppm. Las asignaciones de todos los carbonos aromaticos

fueron corroboradas mediante experimentos DEPT y HSQC (ver tabla 17).

Apoydandose de experimentos bidimensionales homo y heteronucleares, se confirmod la

estructura del compuesto 2e.

Figura 45. Compuesto 2e y numeracion estructural

El experimento homonuclear COSY mostro para el anillo A de la chalcona correlacién
vecinal de protdn H-2’ con H-3’; H-4’ con H-3’ y H-5’ a tres enlaces, en el sistema vinilico
los protones H-7 y H-8 mostraron acoplamiento vecinal; en el anillo B el hidrégeno H-2
con H-3 y H-6 a tres y cuatro enlaces respectivamente y del hidrégeno H-5 con H-6 y H-3 (3

y 4 enlaces respectivamente).

Figura 46. Correlaciones observadas en COSY del compuesto 2e
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Tabla 17. Datos de RMN 'Hy RMN *3C, COSY y HMBC en CDCl3 para el compuesto 2e.

Posicion 5H HSQC cosy HMBC
T 127.526 (s) E —
2 7.62 (dd, 1H, J1= 8.8 Hz; J>= 1.8 Hz) 130.671 (d) H-6, H-3 C3,C6,C7,C4
3 6.95 (dd, 1H, J1= 8.8 Hz; J>= 2.6 Hz) 114.674 (d) H-2, H-5 C4,C1
4 | 162.192 (s) -
5 6.95 (dd, 1H, J1= 8.6 Hz; J>= 2.1 Hz) 114.674 (d) H-3, H-6 C4,C1
6 7.60 (dd, 1H, J1= 8.6 Hz; J>= 1.2 Hz) 130.671 (d) H-2, H-5 C5,C2,C7,C4
7 7.91 (d, 1H, J=15.4 Hz) 145.476 (d) H-8 C9,C2,Cp6,C1,C8
8 7.54 (d, 1H, J= 15.36 Hz) 117.790 (d) H-7 C9,C1,C7
°O |\ 193.815 (s) -
10 3.85 (s, 3H) 55.570 (q) - C10,C4
ro 120.291 (s) -
2’ 7.91 (dd, 1H, J1=8.1 Hz; J;=1.7 Hz) 129.664 (d) H-3’ C9, Ce’,C4’
3 6.94 (ddd, 1H, J1= 8.6 Hz; J.=8.6 Hz; J3=1.5 118.722 (d) H-Z': H- 1, cs
Hz) 4
o 6.49 (ddd, 1H, J1= 8.6 Hz; J,=8.6 Hz; J3=1.5 136.247 (d) H—3’: H- c6, 2
Hz) 5
5’ 7.02 (dd, 1H, J1= 8.4 Hz; J>=1.04 Hz) 118.872 (d) H-3’ ce’,C1’, C3’
& | 163.712 (s)  —
OH 12.91 (s, 1H) - - ce’, C4(’:§1 /€5

Por otro lado, el experimento heteronuclear HMBC presentd correlaciones del protén
vinilico H-8 a tres enlaces con C-1 y a dos enlaces con C-7 y C-9; el protén H-7 con los
carbonos C-8, C-1, C-6, C-2 y C-9 (Figura 41); nuevamente se confirma la generaciéon del

enlace a,B-insaturado.

OMe OMe
10 10

Figura 47. Correlaciones observadas en HMBC del compuesto 2e
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En el analisis espectroscépico por infrarrojo del compuesto 2a, el cual presenta el
esqueleto mads basico sintetizado al no tener presente sustituyente, se observd la banda
correspondiente al estiramiento C=0 de carbonilo cetdnico del sistema af-insaturado a
1683 cm™, estiramientos de enlaces C-H Sp? a 3031 cm™ y una banda ancha a 3358 cm™

correspondiente al estiramiento O-H del hidroxilo en la posicién 6.

La espectrometria de masas mostré un ién molecular de m/z 224.15 correspondiente a la
formula molecular CisH12,02 de la chalcona propuesta, un patrén de fragmentacion de m/z
120.06 y 104.11, ambos correspondientes a los fragmentos generados de la ruptura o al
carbonilo entre los carbonos C-8 y C-9, y un pico base de m/z 92.05 formado por la

fragmentacion del enlace C9-C1’.

Figura 48. Compuesto 2a y numeracion estructural

En resonancia magnética nuclear de 'H, para el anillo A se observa a campo bajo el
protdn del hidroxilo a un desplazamiento de 12.79 ppm debido al puente de hidrégeno
intramolecular del protén con el dtomo de oxigeno del carbonilo; a 7.92 ppm un
doblete que integra para un protdn correspondiente a H-2” y una constante de
acoplamiento de J= 8, tipica de acoplamientos vecinales. Los protones vinilicos del
sistema af3- insaturado se observan como dobletes a Ha= 7.67 ppm y H=7.93 ppm, las
constantes de acoplamiento JHa-JHB= 15.28-15.36 Hz, indicando una configuracion
trans para estos protones. Todos los protones aromaticos fueron observados en la
region esperada al igual que las constantes de acoplamiento. En los espectros de 3C-
NMR, el carbono carbonilico se observa a 193.8 ppm, los carbonos a- y - aparecen a

118.9 ppm y 145.5 ppm respectivamente; a un desplazamiento de 163.7, la presencia
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del carbono C-6’, el cual se puede observar a campo bajo debido a su conexion directa
con el heterodtomo de oxigeno (-OH), el resto de las asignaciones de carbono fueron

realizadas mediante experimentos DEPT y HSQC (ver tabla 18).

Tabla 18. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2a.

Posicién S'H S13C
1 134.7 (s)
2 7.509-7.377 (m,6H) | 129.1(d)
3 7.509-7.377 (m,6H) | 129.7 (d)
4 7.509-7.377 (m,6H) | 128.7 (d)
5 7.509-7.377 (m,6H) 129.7 (d)
6 7.509-7.377 (m,6H) 129.1 (d)
7 7.93 (d, J=15.3 Hz, 1H) | 145.5 (d)
8 7.67 (d, J=15.2 Hz, 1H) | 118.9 (d)
9 -—- 193.8 (s)
v 120.3 (s)
2’ 7.92 (d, J= 8.1 Hz, 1H) 131.0 (d)
3 6.95 (d, J=7.3 Hz, 1H) | 126.2 (d)
q 7.509-7.377 (m,6H) 136.5 (d)
5 7.06 (d, J= 8.6 Hz, 1H) | 118.7 (d)
6 163.7 (s)
OH 12.79 (s, 1H)

Para el compuesto 2b, espectrometria de masas mostré un ién molecular de m/z
240.18 que corresponde a la formula molecular CisH1203. Espectroscopia de infrarrojo
presento bandas a 1150 cm™? de estiramiento C-O, 1683 cm™ carbono carbonilico de
cetona af-insaturada, 3033 cm (estiramiento C-H aromdtico ) y a 3267 cm™ la banda
ancha caracteristica de O-H. El espectro de RMN *H mostré a campo bajo 2 sefiales a
12.635 y 10.361 ppm correspondientes a los protones de los hidroxilos de la posicidén 6’
y 2 respectivamente. Los protones aromaticos fueron identificados en dicha zona, a un
desplazamiento entre 8.21-6.02 ppm con constantes de acoplamiento vecinales de J'=
7.16-8.6 Hz y J?= 1-1.36 Hz. Los protones H-7 (J= 15.8 Hz) y H-8 (J= 15.6 Hz) del sistema
vinilico se observaron como dobletes a un desplazamiento de 8.21 y 8.00 ppm
respectivamente. Para RMN '3C a menor campo la sefial del carbono C-9 (carbonilo) a

193.8 ppm, C-8 y C-7 a 119.4 ppm y 140.3 ppm respectivamente y el carbono C-2 a
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157.4 ppm; todos los carbonos aromaticos fueron asignados y se pueden observar en la

Tabla 19.

Figura 49. Compuesto 2b y numeracién estructural

Tabla 19. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2b.

Posicion S'H 813c
1 121.1 (s)
2 157.4 (s)
3 7.02 (ddd, J1= 8.3 Hz, 1H) 116.2 (d)
4 7.33 (ddd, J1= 8.2, J,=8.4, J3= 1.3 Hz, 1H) | 130.5 (d)
5 7.03 (ddd, J1= 7.1 Hz, 1H) 119.0 (d)
6 7.92 (dd, J1= 7.8, Jo=1.0 Hz, 1H) 128.9 (d)
7 8.21 (d, J= 15.3 Hz, 1H) 140.3 (d)
8 8.00 (d, J= 15.6 Hz, 1H) 119.4 (d)
9 193.8 (s)
1 120.2 (s)
2 8.21 (dd, Ji= 7.9, J>= 1.4 Hz, 1H) 132.4 (d)
3 6.92 (dd, J1= 7.56, Jo= 1.4 Hz, 1H) 120.7 (d)
& 7.58 (ddd, Ji= 8.6, J»= 8.2, Js= 1.4 Hz, 1H) | 136.0 (d)
5 6.99 (dd, J= 8.3 Hz, 1H) 117.7 (d)
6 163.2 (s)
OH 12.63 (s, 1H) ---
OH 10.36 (s, 1H)

Para el compuesto 2c, espectrometria de masas arrojé un ién molecular de m/z 270.25,
acorde a la formular del compuesto sintetizado (CisH1404). Infrarrojo mostré bandas a
3377 cm™® (0-H), 3009 cm™ (C-H), 2965 cm™ (C-H) y 1682 cm™ (C=0). RMN *H mostré las

sefales siguientes: 12.90 ppm para el hidroxilo del la posicién 6’, un desplazamiento
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quimico de 7.93 ppm para el protén H-7 y 7.52 ppm para H-8, ambos con constantes
correspondientes a acoplamientos vecinales de tipo trans (/= 15.2 Hz y J= 15.6 Hz
respectivamente), los protones de la zona aromatica fueron identificados con su
respectivo desplazamiento y la sefial caracteristica de un metoxilo a 3.97 ppm como un
singulete con integracion para tres protones (H-10). Por otro lado, los espectros de 13C
permitieron identificar las sefiales del carbono carbonilico a 193.6 ppm y a campo alto la

del metoxilo C-10 (56.1 ppm).

Figura 50. Compuesto 2c y numeracién estructural

Tabla 20. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2c.

Posicion S'H 3¢
1 127.4 (s)
2 7.14-6.93 (m,5H) 110.3 (d)
3 --- 148.7 (s)
4 --- 146.9 (s)
5 7.14-6.93 (m,5H) 117.6 (d)
6 7.14-6.93 (m,5H) 123.7 (d)
7 7.93 (d, J=15.2 Hz, 1H) 145.8 (d)
8 7.52 (d, J= 15.6 Hz, 1H) 118.7 (d)
9 193.6 (s)
10 3.97 (s, 3H) 56.1(q)
g 120.9 (s)
2’ 7.94 (dd, 1= 8.1 Hz, Jo=1.6 Hz, 1H) | 129.5 (d)
3 7.14-6.93 (m,5H) 121.6 (d)
& 7.51 (ddd, Ji= J= 8.4 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H) | 136.1 (d)
5 7.14-6.93 (m,5H) 118.1 (d)
6 163.5 (s)
OH 12.90 (s, 1H)
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La molécula 2d, con sustituyentes 0-OH, m-NO; en el anillo B, mostrd un ién molecular
de m/z 285.15, correspondiente a la formula molecular del producto esperado
(C15sH11NOs), ademas de un patrén de fragmentacidn caracteristico. En espectroscopia de
infrarrojo la presencia de la banda ancha de estiramiento O-H a 3565 cm™, estiramiento C-
H aromatico en 3068 cm™, a 1656 cm™ la banda correspondiente al carbonilo; a 1578 y
1337 cm™ se presentan bandas caracteristicas de estiramiento N-O sustentando la
formacidn del producto. En el espectro de 'H de resonancia magnética nuclear se observé
como sefiales caracteristicas las del hidroxilo a 12.44 ppm, protones vinilicos H7 y H-8 a
8.19 y 8.10 ppm respectivamente, ambos con constantes de acoplamiento tipicas de un
sistema trans (J= 15.56 H-7, J= 15.72 H-8); para los protones aromaticos de anillo A, se
observaron desplazamientos y constantes de acoplamiento similares al resto de las
compuestos antes descritos (ver tabla 21), sin embargo, en el anillo B, la presencia de los 2
sustituyentes mostré a campo bajo los protones H-4 y H-6, ambos en posicidon orto al
grupo nitro, con desplazamientos de 8.28 y 8.81 ppm respectivamente, ademas de valores
de constantes de acoplamiento Ji= 8.4 Hz, J,= 1.36 Hz para H-4 y J,= 2.7 para H-6. En los
espectros de carbono 13 fue posible identificar claramente la presencia de carbono C-9
correspondiente al carbonilo a 193.5 ppm, los carbonos C-7 y C-8 vinilicos a 137.4 y 121.7
ppm respectivamente, ademds de C-2, C-5 C-6' a 162.8, 140.0, 161.8 ppm

respectivamente.

Figura 51. Compuesto 2d y numeracion estructural
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Tabla 21. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2d.

Posicion S'H 513C
1 117.6 (s)
2 162.8 (s)
3 7.03 (d, /1= 7.8 Hz, 1H) 116.6 (d)
4 8.28 (dd, Ji= 8.4 Hz, Jo= 1.3 Hz, 1H) | 127.3 (d)
5 140.0 (s)
6 8.81 (d, J1= 2.7 Hz, 1H) 127.3 (d)
7 8.19 (d, Ji= 15.5 Hz, 1H) 137.4 (d)
8 8.10 (d, J1= 15.7 Hz, 1H 121.7 (d)
9 193.5 (s)
g 123.2 (s)
2 8.19 (dd, J1= 9.2 Hz, J»= 2.8 Hz, 1H) | 130.9 (d)
3 7.13 (d, /1= 9.1 Hz, 1H) 124.5 (d)
& 7.60 (dd, J1= 7.4 Hz, Jo=1.4 Hz, 1H) | 136.2 (d)
5’ 7.04 (dd, /1=7.8 Hz, J,=1.0 Hz, 1H) | 119.0 (d)
6’ --- 161.8 (s)
OH 12.44 (s, 1H)

Los productos 2f-2g, con grupos metoxilo sobre el anillo B, mostraron un ién molecular
de m/z 254.15 y 284.20, correspondiente al peso molecular esperado para ambos; en
infrarrojo se detectaron las bandas tipicas de estiramiento C=0 a 1636-1694 cm™, C-O a
1253-1142 cm? y estiramiento C-H aromético a 3081-3079 cm™. En H RMN, para
ambos compuestos se observaron los protones aromaticos del anillo A en un
desplazamiento entre 6.95-7.94 ppm, los protones H-7 y H-8 como dobletes con
integracién para un protén a 7.53-7.89 ppm y constantes de acoplamiento trans J= 15-
36-15.84 Hz. Sobre el anillo B, la presencia de un singulete con integracién para tres
protones a campo alto de 3.85 ppm (H-10) para el compuesto 2f y dos singuletes que
integran para tres protones cada uno a 3.96 y 3.93 ppm (H-10, H-11) correspondientes
a los dos metoxilos caracteristicos del andlogo 2g. En 3C RMN se detectaron los
carbonos cuaternarios del carbonilo ceténico a 193.8 y 193.7 (2f y 2g respectivamente),
ademads de C-7 a 145.5- 145.7 ppm y C-8 2 118.8-118.9 ppm. El resto de las asignaciones

para ambos productos fueron realizadas y se muestran en la tabla 22.
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Figura 52. Compuesto 2f (A) y 2g (B) con numeracién estructural

Tabla 22. Datos de RMN 'Hy RMN 3C en CDCl3 para los compuestos 2fy 2g.

Compuesto 2f

Compuesto 2g

Posicién S8H 513C Posicién 6tH 513C
1 136.1 (s) 1 127.7 (s)
2 7.16 (dd, /1= zﬁ_l)HZ' J=18Hz, 1 113 9(q) 2 7.17 (dd, Jo= 1.9 Hz, 1H) 1105 (d)
3 160.1 (s) 3 151.9 (s)
4 7.26 (dd, J1= 7.6 Hz, 1H) 116.7 (d) 4 149.4 (s)
6.99 (ddd, J1= 8.1 Hz, Jo=8.2 Hz, 6.91 (d, J1= 8.3 Hz, 1H) 11.3 (d)
5 Jo= 1.0 Hz, 1H) 129.8 (d) 5
6 7.36 (dd, J1= 7.8 Hz, 1H) 1201 (d) . 7.27 (dd, Ji= fH?; Hz, J,= 2 Hz, 123.6 (d)
7 7.89 (d, J= 15.8, 1H) 145.5 (d) 7 7.89 (d, J= 15.5 Hz, 1H) 145.7 (d)
8 7.63 (d, J= 15.4 Hz, 1H) 118.9 (d) 8 7.53 (d, J= 15.3 Hz, 1H) 118.8 (d)
9 193.85 (s) 9 193.7 (s)
1’ 120.6 (s) 1 120.2 (s)
> 7.91 (dd, J1= 8.0 Hz, Jo=1.6 Hz, 130.1 (d) > 7.94 (dd, J1=8.1 Hz, J,=1.8 Hz, 129.6 (d)
1H) 1H)
] 6.96 (ddd, J1= 8.1 Hz, Jo= 8.2 Hz, ] 7.03 (ddd, Ji= J,= 8.3 Hz, Js=1 121.6 (d)
3 J3=1.1Hz, 1H) 121.4(d) 3 Hz, 1H)
, 7.51 (ddd, J1= 8.5 Hz, Jo= 8.6 Hz, , 7.50 (ddd, J1= 8.4 Hz, /,=8.6 Hz, | 136.2(d)
4 J5= 1.6 Hz, 1H) 136.1(d) 4 Js= 1.3 Hz, 1H)
5 7.03 (dd, J1= 8.4 Hz, Jo.=1.0 Hz, 118.7 (d) 5 6.95 (dd, J1= 8.1 Hz, J,=1.0 Hz, 117.9 (d)
1H) 1H)
6 163.7 (s) 6 163.6 (s)
10 3.85 (s, 3H) 55.5 (q) 10 3.96 (s, 3H) 56.1(q)
11 3.93 (s, 3H) 56.1(q)
OH 12.77 (s, 1H) OH 12.90 (s, 1H)

El andlisis del producto 2h por espectrometria de masas mostré un id6n molecular de

m/z 258.21 correspondiente a la férmula molecular Ci15H11ClO2, bandas de estiramiento a
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3065 (C-H), 1641 (C=0) y 748 (C-Cl) cm™; en 'H-RMN como sefial caracteristica el singulete

del OH a 12.72 ppm, los protones vinilicos H-7 y H-8 a 7.82 y 7.62 ppm respectivamente

con constantes de acoplamiento tipicas de J= 15.4 Hz, el resto de las asignaciones

correspondientes a los protones aromaticos fueron realizadas y se pueden observar en la

tabla X. Por otro lado, en 3C-RMN se observaron a campo bajo los carbonos C-9

(carbonilo) y C-8/C-7 (vinilicos) con desplazamiento de 193.5, 144.0 y 119.0 ppm

respectivamente; a un desplazamiento de 133.2 se observé C-4, el cual se encuentra

enlazado directamente al halégeno.

Figura 53. Compuesto 2h con numeracidn estructural

Tabla 23. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2h.

Posicion SH 53¢
1 136.6 (s)
2 7.59 (d, 1= 8.3 Hz, 2H) 129.9 (d)
3 7.41 (d, J1= 8.4 Hz, 2H) 129.4 (d)
4 133.2 (s)
5 7.41 (d, J1= 8.4 Hz, 2H) 129.4 (d)
6 7.59 (d, J1=8.3 Hz, 2H) 129.9 (d)
7 7.86 (d, J=15.4 Hz, 1H) 144.0 (d)
8 7.86 (d, J=15.4 Hz, 1H) 119.0 (d)
9 --- 193.5 (s)
1 120, 0 (s)
2’ 7.90 (dd, J1= 8.0 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H), 129.7 (d)
3’ 6.95 (ddd, J1=8.1 Hz, /= 8.0 Hz, J>=1.1 Hz, 1H) | 120.7 (d)
4 7.51 (ddd, J1= 8.8 Hz, J>= 8.6 Hz, /3= 1.5 Hz, 1H) | 137.0(d)
5 7.03 (dd, J1= 8.4 Hz, J= 1.0 Hz, 1H) 118.8 (d)
6 163.7 (s)

OH 12.72 (s, 1H)
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El andlogo 2i presentd un idon molecular de m/z 267.11 que corresponde a la formula
molecular esperada de C17H17NO3; en IR las bandas de estiramiento a 1661 (C=0 cetona),
1276 (C-N) y 3064 (C-H aromatico); en 'H-RMN los dobletes con integracién para un
protén correspondientes a H-7 y H-8 vinilicos a 7.91 y 7.45 ppm respectivamente y
constantes de acoplamiento J= 14.9 y 15.1 Hz; a campo alto 6 3.03, un singulete intenso
que integra para los 6 protones correspondientes de los metoxilos del grupo p-
dimetilamino (tabla 24). En 13C-RMN se observa el carbonilo cetdnico C-9 a 193.6 ppm, los
carbonos C-8 () y C-7 (B) a 6 118.5 y 146.6 respectivamente, asi como los carbonos C-10,

observados a campo alto 6 40.1 que corresponden a los metilos del sustituyente.

CH,

Figura 54. Compuesto 2i con numeracion estructural

Tabla 24. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2i.

Posicién SH d13C

1 122.4 (s)
2 7.56 (dd, J1= 8.8 Hz, J= 1.8 Hz, 2H) 130.9 (d)
3 6.68 (dd, J1= 8.9 Hz, J= 2.8 Hz, 2H) 111.9 (d)
4 152.4 (s)
5 6.68 (dd, J1= 8.9 Hz, J= 2.8 Hz, 2H) 111.9 (d)
6 7.56 (dd, J1= 8.8 Hz, /= 1.8 Hz, 2H) 130.9 (d)
7 7.91 (d, J=14.9 Hz, 1H), 146.6 (d)
8 7.45 (d, J= 145.1 Hz, 1H) 118.5 (d)
9 --- 193.6 (s)
10 3.03 (s, 6H) 118.6 (s)
1 129.4 (d)
2’ 7.91 (dd, J1= 8.3 Hz, /= 1.8 Hz, 1H) 120.5 (d)
3’ 6.92 (ddd, J1= 8.2 Hz, /= 8.0 Hz, Js>=1.2 Hz, 1H) | 135.7 (d)
4’ 7.46 (ddd, J1= 8.5 Hz, /= 8.2 Hz, J>=1.6 Hz, 1H) | 114.4 (d)
5 7.00 (dd, J1= 8.3 Hz, J= 1.0 Hz, 1H) 163.6 (s)
6 40.1(q)
OH 13.18 (s, 1H)
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El anadlogo 2j con un peso molecular de m/z 324.22 observado en espectrometria de
masas como idn molecular; en infrarrojo se detectaron bandas de estiramiento C-H
aromatico a 3046 y la banda intensa de carbonilo ceténico a 1633; en el espectro de 'H-
RMN se observaron las sefiales correspondientes a los protones H-16 (a) y C-15 (B) a 6
7.65 y 8.89 respectivamente, con constantes de acoplamiento J= 15.6 Hz en ambos casos,
confirmando la formacién del sistema af-insaturado; las asignaciones de toda la zona
aromatica fueron realizadas (tabla 25). Por otro lado, con el espectro de *C-RMN mostré
la presencia de 23 carbonos, de los cuales es importante mencionar al carbono carbonilico

a 193.3 ppm, C-15 y C-16 (vinilicos) a 142.7 y 119.1 ppm respectivamente.

Figura 55. Compuesto 2i con numeracion estructural
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Tabla 25. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2j.

Posicion S8H 813C Posicién 6tH 813C
1 131.4 (s) 13 8.27 (dd, J1= 9.4 Hz, J>= 2.9 Hz, 2H) 129.5 (d)
2 129.1 (s) 14 129.1 (s)
3 8.27 (dd, h=9.4Hz, h=2.9 | . ) - 8.89 (d, J= 15.6 Hz, 1H) 142.7 (d)
Hz, 2H)
4 7.53-7.46 (m, 4H) 128.9 (d) 16 7.65 (d, J= 15.6 Hz, 1H) 119.1 (d)
5 7.53-7.46 (m, 4H) 126.7 (d) 17 193.3 (s)
8.02 (dd, J1= 9.6 Hz, J,=2.9 , 136.7 (d)
6 Hz, 2H) 129.8 (d) 1
7 130.0 (s) 2 7.81 (dd, J1= 9.6 Hz, J,= 1.4 Hz, 1H) 129.8 (d)
, 6.89 (ddd, J1= 8.1 Hz, J,=8.1Hz, J= | 125.6(s)
8 8.45 (s, 1H), 120.1 (d) 3 1.1 Hz, 1H)
5 1300 (s) v 7.53 (ddd, J;= JZ;I-EI;)S Hz, Js=1.7Hz, | 120.1(d)
10 8.02(dd, 1=9.6 Hz, 1,=2.9 | ¢ . 5 7.08 (dd, J1= 8.4 Hz, J,= 1.0 Hz, 1H) | 118.8(d)
Hz, 2H)
11 7.53-7.46 (m, 4H) 126.7 (d) 6 163.9 (s)
12 7.53-7.46 (m, 4H) 128.9 (d) OH 12.85 (s, 1H)

El dltimo compuesto de la serie de chalconas, 2k, mostré un idén molecular esperado de

m/z 214.20 correspondiente a la formula molecular Ci3H1003; la espectroscopia de

infrarrojo presentd bandas de estiramiento C-H aromaticos a 3128-3150 cm™ y carbonilo

cetdénico a 1636 cm™ por destacar algunas significativas. En resonancia magnética de H,

las sefiales aromaticas de los protones del anillo A se observaron a desplazamientos entre

7.91-6.94 ppm y el préton del hidroxilo a 6 12.86; los protones vinilicos H-5y H-6 a 7.69 y

7.56 ppm respectivamente (J= 15.1 Hz), para el anillo furano los protones H-2, H-3 y H-4 a

desplazamiento entre & 7.55-6.53, las constantes de acoplamiento fueron calculas

corroborando las asignaciones realizadas (tabla 26). Para 3C-RMN las sefiales de los

carbonos C-5, C-6 y C-7 que conforman el sistema a,[3- insaturado se observan a 118.6,

129.7 y 193.4 ppm respectivamente.
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Figura 56. Compuesto 2k con numeracién estructural

Tabla 26. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 2k.

Posicién H 3¢
1 151.6 (s)
2 6.76 (d, 1H) 117.1(d)
R 6.53 (dd, J1= 3.4 Hz, J= 1.8 Hz, 1H) 113.0 (d)
4 7.55 (dd, J1= 3.4 Hz, J= 1.3 Hz, 1H) 145.5 (d)
5 7.69 (d, J= 15.1 Hz, 1H) 118.6 (d)
6 7.56 (d, J= 15.1 Hz, 1H) 129.7 (d)
7 193.4 (s
g 118.9 (s
2’ 7.91 (dd, J1= 8.0 Hz, J»= 1.4 Hz, 1H) 131.2 (d

4’ 7.49 (ddd, J1= 8.5 Hz, J»= 8.5 Hz, Js= 1.5 Hz, 1H) | 136.4 (d
5’ 7.02 (dd, J*= 8.3 Hz, />= 1 Hz, 1H) 117.8 (d
6 163.7 (s
OH 12.86 (s, 1H)

)
)
)
3 6.94 (ddd, J1= 8.1 Hz, Jo= 8.1 Hz, J3= 1.0 Hz, 1H) | 120.2 (d)
)
)
)

De manera general, para los compuestos de tipo flavona 3a—-k, el protén H-3 o al
carbonilo se observdé como un singulete que integra para un protdn a desplazamientos
quimicos entre 6.69-7.12 ppm, los protones aromaticos del anillo A se encontraron a los
desplazamientos y constantes de acoplamiento esperados, mientras que en el anillo B
se observaron las sefiales tipicas de cada sustituyente. Respecto al 3C-NMR, a menor
campo se identificé el carbono carbonilico con desplazamientos entre 177.0-193.7 ppm,

los carbonos C-2 y C-3 a 155.9-163.9 ppm y 104.5-116.3 ppm respectivamente.
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Tomando como base el producto sintético 3e, en el andlisis de espectrometria de masas
se observo el idbn molecular m/z 252.18 que corresponde a la férmula molecular esperada
del compuesto (CisH1002). En espectroscopia de Infrarrojo se observaron las bandas
tipicas de estiramiento C-H aromdticos a 3051 cm, estiramiento C-O a 1024 cm™y se
conserva la banda desplazada a menor frecuencia del estiramiento de carbonilo cetdnico
o,B-insaturado. Analizando el espectro de resonancia magnética nuclear de H del
compuesto, la presencia de un singulete con integracién a un protén correspondiente al
hidrégeno de la posicién H-3 a al carbonilo a 6 6.73, aunado a esto, la falta de hidrégenos
en posicion 2, confirma la ciclacion del material de partida para la formacién del anillo C;
los protones aromaticos H-5 y H-8 se observaron a 6 8.22 y 8 7.54 respectivamente como
un doble doblete con constantes de acoplamiento entre J1= 8.4-7.9 Hz y Jo= 1.5 Hz; en el
anillo B, un singulete que integra para los tres protones del metoxilo H-11; el resto de las
asignaciones aromaticas se pueden observar en la tabla 27. En los espectros de 3C-RMN,
a menor campo se observé el carbono carbonilico C-4 a 178.4 ppm, los carbonos C-2 y C-3
que conforman el sistema a,B-insaturado a 6 163.5 y 106.3, estando a mayor
desprotecciéon C-2 por su conexién directa al heterodtomo, de la misma forma, los
carbonos C-9 y C4’ se ven afectados por el oxigeno (156.3 y 162.5 ppm respectivamente),

y @ mayor campo el carbono C-11 correspondiente al metoxilo (55.60 ppm).

Figura 57. Compuesto 3e con numeracion estructural
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Posicién S'H 513C
2 -—- 163.5 (s)
3 6.73 (s, 1H) 106.3 (d)
4 178.4 (s)
5 8.22 (dd, J1= 7.9 Hz, J,= 1.5 Hz, 1H) 125.7 (d)
6 7.41 (ddd, J1= 8.0 Hz, J»= 8.0 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H) | 125.1 (d)
7 7.69 (ddd, J1= 8.5 Hz, Jo= 8.7 Hz, Js= 1.7 Hz, 1H) | 133.6 (d)
8 7.54 (dd, J1= 8.4 Hz, 1H) 118.0 (d)
9 156.3 (s)
10 124.1 (s)
11 3.87 (s, 3H). 55.6 (q)
1 124.0 (s)
2 7.87 (dd, Ji= 9 Hz, 2H) 128.1 (d)
3’ 7.02 (dd, J1=9 Hz, 2H) 114.5 (d)
& 162.5 (s)
5’ 7.02 (dd, J1=9 Hz, 2H) 114.5 (d)
6 7.87 (dd, J1= 9 Hz, 2H) 128.1(d)

Los andlogos 3f y 3g, también con sustituyentes de tipo metoxilo, mediante

espectrometria de masas se observd el ion molecular esperado de m/z 225.25 (3f) y

282.18 (3g); en infrarrojo, para ambas moléculas se identificd la banda del carbonilo

cetdnico a 1639-1651 cm, estiramientos C-H aromatico a 3036-3062 cm™ y estiramientos

C-0 a1130-1144 cm™ (3f y 3g respectivamente). En 'H-RMN se observé a § 6.83 (3f) y 6.77

(3g) el protén H-3 como un singulete, los protones aromaticos a un desplazamiento entre

8.24-7.08 ppm para 3f y a 8.23-6.99 ppm para 3g, las constantes de acoplamiento en

ambos casos se calcularon y se resumen en la tabla 28; el metoxilo en el caso del

compuesto 3f se observo a 3.89 ppm como un singulete que integra para 3 hidrégenos,

mientras que para 3g a & 3.98 y 3.96. Las asignaciones de 3C-RMN corroboraron el

esqueleto de los productos sintetizados.

Laura J. Diaz Rubio

115



| CAPITULO 2. Discusién de resultados sintesis quimica |

Figura 58. Compuesto 3f (A) y 3g (B) con numeracion estructural

Tabla 28. Datos de RMN 'Hy RMN 3C en CDCl3 para el compuesto 3fy 3g.

Compuesto 3f

Compuesto 3g

Posicion 81H 813C Posicién OH 813C
2 163.3 (s) 2 163.6 (s)
3 6.83 (s, 1H) 107.9 (d) 3 6.77 (s, 1H) 110.5 (d)
4 178.6 (s) 4 193.7 (s)
5 8.24(dd, h=8.0Hz fp=12Hz, | oo : 8.23(dd, h=7.9 Mz =15 e, | o0
1H) 1H)

7.08 (ddd, J1= 8.4 Hz, J,= 8.0 Hz, 7.42 (ddd, J:= 8.0 Hz, J,= 7.6 Hz,
6 J= 1.0 Hz, 1H) 124.1(d) 6 J3= 1.0 Hz, 1H) 123.6(d)

7.52 (ddd, J1= 8.8 Hz, J,= 8.8 Hz, 7.70 (ddd, J1= 8.5 Hz, J,= 8.6 Hz,
/ Jy= 1.2 Hz, 1H) 133.9 (d) / J3= 1.7 Hz, 1H) 136.2 (d)
8 7.57 (dd, J1= 8.8 Hz, 1H) 118.2 (d) 8 7:57 (dd, Ju= 82“:””1' J=19Hz, 118 8(q)
9 156.3 (s) 9 151.9 (s)
10 125.3 (s) 10 127.7 (s)
v 133.2 (s) v 121.6 (s)

) 7.44 (ddd, J1= 8.0 Hz, J= 2.8 Hz, ) 7.57 (dd, 1= 8.4 Hz, J»= 1.9 Hz,
2 = 2.0 Hz, 2H) 111.9 (d) 2 2H) 120.2(d)
3 160.1 (s) 3 6.99 (d, 1H), 6.77 (s, 1H) 117.9 (d)
4 7.42 {dd, = Sia)Hz' h=28Hn 1 447309) Y 145.7 (s)

) 7.71 (ddd, J1= 8.4 Hz, J,= 8.8 Hz, )
5 e LeHz 1) 130.2 (d) 5 149.4 (s)
) 7.44 (ddd, J1= 8.0 Hz, J= 2.8 Hz, )

6 he2.0Hz 3 118.8 (s) 6 7.39 (ddd, 1H), 6.9 (d, 1H) 111.3 (d)
11 3.89 (s, 3H) 55.6 (q) 11 3.98 (s, 3H) 56.14 (q)
12 3.96 (s, 3H) 56.14 (q)

Para la estructura 3a, la cual no presenta ningun sustituyente, se detecto el idn molecular

de m/z 222.12 correspondiente a la fdrmula molecular CisH1002; el andlisis por IR permitio

Laura J. Diaz Rubio

116




I CAPITULO 2. Discusién de resultados sintesis quimica |

observar los estiramientos detectados de enlaces C-H aromatico (3072 cm™) y carbonilo

de cetona (1639 cm™). En el espectro de *H-RMN como sefial caracteristica se observé a 8

6.82 el singulete H-3 que integra para un protén, todas las asignaciones de los protones

aromaticos de los anillos A y B de la flavona se muestran en la tabla 29. Respecto a los

carbonos, la presencia de un carbonilo (C-4) a 6 178.5, los carbonos a (C-3) a 107.7 y B (C-

2) a campo bajo a 163.5 ppm debido a su unién directa con el heteroatomo de la posicién

1, confirman la ciclacién del respectivo material de partida.

Figura 59. Compuesto 3a con numeracién estructural

Tabla 29. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 3a.

Posicién S'H 53¢
2 --- 163.5 (s)
3 6.82 (s, 1H) 107.7 (d)
4 --- 178.5 (s)
5 8.25 (dd, J1= 7.9 Hz, J>= 1.5 Hz, 1H) 125.8 (d)
6 7.58-7.50 (m, 4H) 124.1 (d)
7 7.72 (ddd, J1= 8.5 Hz, Jo= 8.6 Hz, Js= 1.6 Hz, 1H) | 133.8 (d)
8 7.58-7.50 (m, 4H) 118.2 (d)
9 156.4 (s)
10 125.3 (s)
1 131.9 (s)
2 7.94 (dd, J1= 9.6 Hz, J,= 1.7 Hz, 2H) 125.8 (d)
3 7.58-7.50 (m, 4H) 131.7 (d)
& 7.44 (ddd, J1= 8.0 Hz, J»= 8.0 Hz, Js= 1.0 Hz, 1H) | 126.4 (d)
5 7.58-7.50 (m, 4H) 129.1 (d)
6’ 7.94 (dd, J1=9.6 Hz, Jo= 1.7 Hz, 2H) 125.8 (d)
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Para el compuesto 3b con hidroxilo en posicidn orto, la espectrometria de masas mostré
el idn molecular m/z 238.23; en IR se observd a 3141 cm™ una banda ancha
correspondiente al estiramiento O-H, 3098 cm™ estiramiento C-H aromaticoy a 1638 cm
el carbono de una cetona a,fB-insaturada; en los espectro de protdn de RMN, se detect6
un singulete a 11.02 correspondiente al hidroxilo y el singulete del protén H-3 a un
desplazamiento de 7.12 ppm. En 3C-RMN, a campo bajo se observaron los carbonos C-4
(carbonilo), C-2, C-2’ y C-9 a un desplazamiento de 177.0, 159.1, 156.3 y 156.7 ppm
respectivamente, todo ellos desprotegidos por la cercania al &tomo de oxigeno. El resto de

las sefiales fueron asignadas y se muestran resumidas en la tabla 30.

Figura 60. Compuesto 3b con numeracion estructural

Tabla 30. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 3b.

Posicion SH 53¢

2 159.1 (s)
3 7.12 (s, 1H) 111.4 (s)
4 177.0 (s)
5 8.17 (dd, 1H) 125.2 (d)
6 7.84 (ddd, J1= 7.8 Hz, J,= 8.0 Hz, J3= 1.0 Hz, 1H) | 124.61 (d)
7 8.05 (ddd, J1= 8.6 Hz, /= 8.6 Hz, J3=1.1 Hz, 1H), | 140.6 (d)
8 7.84 (dd, J1= 8.4 Hz, /= 1.4 Hz, 1H) 118.5 (d)
9 --- 156.7 (s)
10 --- 124.64 (s)
1 --- 120.3 (s)
2’ --- 156.3 (s)
3’ 6.92 (dd, 1H) 119.5 (d)
4 7.80 (ddd, J1= 8.0 Hz, J>= 8.0 Hz, J3= 1.4 Hz, 1H) 136.2 (d)
5 7.51 (ddd, J1= 7.9 Hz, J»= 8.0 Hz, Js= 1.9 Hz, 1H) | 123.0 (d)
6 7.70 (dd, 1= 8.6 Hz, J= 2.3 Hz, 1H) 134.1 (d)
OH 11.02 (s, 1H)
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La flavona 3c derivada de vainillina, mostré un ién molecular en espectrometria de masas

de m/z 268.24, esperado para la féormula molecular CigH1204; en espectroscopia de

infrarrojo se observaron las bandas de los estiramientos O-H, C-H aromatico, C=0 cetdnico

a 3295, 3092 y 1624 cm™ respectivamente. En el espectro de protdn se observaron las

sefiales esperadas para el esqueleto flavénico: d 6.84 para el protdn H-3 y un singulete con

integracion para 3 protones a o 4.01 correspondiente al metoxilo H-11; por otro lado, en

el espectro de carbono se detectd la presencia de carbonilo a & 179.5 (C-4), carbonos

vinilicos a 0 163.9 (C-2) y 83.7 (C-3) y a mayor proteccion el carbono del metoxilo C-11.

Figura 61. Compuesto 3c con numeracion estructural

Tabla 31. Datos de RMN 'Hy RMN 3C en CDCl3 para el compuesto 3c.

Posicién S'H d13C

2 163.9 (s)
3 6.84 (s, 1H), 4.01 (s, 3H) 83.7 (d)

4 --- 179.5 (s)
5 8.12 (dd, J1= 8.0 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H) 130.4 (d)
6 7.74 (ddd, J:= 8.4 Hz, J= 8.4 Hz, J3= 1 Hz, 1H) 126.0 (d)
7 7.82 (ddd, J1= 8.8 Hz, J>= 8.4 Hz, Js>=1.6 Hz, 1H) | 135.3 (d)
8 8.03 (dd, /=2 Hz, 1H) 110.4 (d)
9 --- 157.4 (s)
10 -—- 126.5 (s)
11 4.01 (s, 3H) 57.0 (q)
g 125.4 (s)
2 7.50 (dd, J1= 8.8 Hz, J,= 1.2 Hz, 1H) 124.6 (d)
3 6.98 (d, 1H) 119.4 (d)
4 151.5 (s)
5 148.3 (s)
6 7.59 (dd, Jo= 2 Hz, 1H) 106.8 (d)
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La molécula 3d (0-OH, m-NO;) mostrd un ién molecular de m/z 282.23 correspondiente a
fémula molecular C15sH9NOs; en espectroscopia de infrarrojo se observé la banda ancha de
estiramiento O-H a 3298 cm™, C-H aromatico a 3024 cm™, carbonilo cetdnico desplazado a
1652 cm y estiramiento N-O a 1342 cm™. Debido a problemas de solubilidad en solventes

deuterados, no fue posible el analisis por resonancia magnética nuclear.

Figura 62. Compuesto 3d con numeracidn estructural

Los anadlogos 3h y 3i, ambos con una para monosustitucién, fueron analizados por
espectrometria de masas y en ambos casos se detectd el idn molecular esperado (m/z
258.18 y 265.16 respectivamente); en infrarrojo se observaron las bandas esperadas de
estiramientos C=0 a 1647 y 1659 cm™ respectivamente, ademds para el compuesto 3h,
estiramiento C-Cl a 756 cm™ y para 3i a 1277 cm™ estiramiento C-N. En RMN de protdn se
observé el singulete del protdon H-3 a 6.77 y 6.84 ppm; en el compuesto 3h se observd
simetria en el anillo B, con dos doble dobletes a 7.50 y 87.86 ppm correspondientes a los
protones H-2’/H-6" y H-3’/H-5" respectivamente; en el compuesto 3i se observd un

singulete con integracién para seis protones a 2.99 ppm. Todas las sefales de carbono

fueron asignadas y se observan en la tabla 32.

Figura 63. Compuesto 3h (A) y
3i  (B) con numeracion

estructura.
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Tabla 32. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para los compuestos 3h'y 3i.

Compuesto 3h

Compuesto 3i

Posicién S8H d813C Posicion OH 613C
2 162.3 (s) 2 162.4 (s)
3 6.77 (s, 1H) 107.8 (d) 3 6.84 (s, 1H) 103.9 (d)
176.63
4 178.2 (s 4
(s) (s)

5 8.23 (dd, J1= 7.9 Hz, J,= 1.4 Hz, 1H) 125.8 (d) 5 8.17 (dd, 1= i'f) Hz, J2= 2 Hz, 133.1(d)
6 7:43 (ddd, 1= 8'32'"21"_{;: 78H2, =10 | 1500(d) 6 8.04-7.78 (m, 3H) 124.6 (d)
7 7.71 (ddd, J1= S'SZHzl'd;: 87Hz2, Js=17 | 1380(d) 7 8.04-7.78 (m, 3H) 135.7 (d)
8 7.55 (dd, J1= 8.4 Hz, J,= 1.0 Hz, 1H) 118.1(d) 8 8.04-7.78 (m, 3H) 117.9 (d)
9 156.2 (s) 9 155.4 (s)
10 125.4 (s) 10 125.2 (s)
v 127.6 (s) v 1182 (s)
% 7.50 (dd, J,= 8.8 Hz, 2H) 1303 (d) 2 6.94 (dd, 2H) 133.8 (d)
3 7.86 (dd, J,= 8.8 Hz, 2H) 129.4 (d) 3 7.77 (dd, 2H) 116.7 (d)
g 134.0 (s) g 152.5 (s)
5 7.86 (dd, J:= 8.8 Hz, 2H), 129.4 (d) 5 7.77 (dd, 2H) 116.7 (d)
6 7.50 (dd, J,= 8.8 Hz, 2H) 1303 (d) 6 6.94 (dd, 2H) 133.5 (d)
11 11 2.99 (s, 6H)

Las flavonas con un anillo B de tipo antraceno (3j) y

furano (3k) fueron analizadas

mediante espectrometria de masas, detectando el ién molecular esperado para ambos

casos: m/z 322.27 y 212 respectivamente. La presencia de bandas de estiramientos

caracteristicas en las moléculas analizadas se observaron: C-H aromatico a 3063-3105 cm-

1

respectivamente y carbonilo cetdnico a 1643-1651 cm™. En 1H-RMN para el compuesto 3j

se destaca el singulete a 6.69 ppm correspondiente al protdn H-3, toda la zona aromatica

fue asignada y calculadas las constantes de acoplamiento (ver tabla 33); para el andlogo

3k, se observo también un singulete a 6.72 ppm asignado al protodn H-3. En el espectro

de carbono se observo un total de 23 4tomos de carbono para el compuesto 3j (9

cuaternarios y 14 metinos) y 13 para el compuesto 3k (5 cuaternarios y 8 metinos).
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Tabla 33. Datos de RMN 'Hy RMN *3C en CDCl3 para el compuesto 3j.

Posicién S'H 813C Posicion S'H 813C
5 163.8 (5) v 7.53-7.47 (m, 6H) 15:15).1
116.3 ] 7.53-7.47 (m, 6H) 125.7
3 6.69 (s, 1H 5
(s, 1H) (d) (@)
, 8.08 (dd, J1= 6.7 Hz, J,= 1.5 Hz, 130.2
4 178.1 (s) 6 2H) )
5 8.40 (dd, J1= 7.96 Hz, J,= 1.6 Hz, 1H) 13(”3)‘0 7 13(31)'1
7.53-7.47 (m, 6H) 125.0 , 124.3
6 8 8.62 (s, 1H
(@) (s, 1) (@)
, 7.73 (ddd, J1= 8.5 Hz, J,= 8.6 Hz, Js= 1.6 144.0 N 131.1
Hz, 1H) (d) (s)
3 7.53-7.47 (m, 6H) 118.5 100 7.97 (dd, J1= 7.9 Hz, J,= 1.9 Hz, 130.2
(d) 2H) (d)
5 157.4 (5) 1 7.53-7.47 (m, 6H) 1%3).7
10 125.6 (5) 1y 7.53-7.47 (m, 6H) 1%;5).1
, ) 7.97 (dd, J1= 7.9 Hz, J,= 1.9 Hz, 127.3
1 --- 134.0 (s) 13 2H) (d)
128.8
2’ - 128.8 (s 14’ -—-
3 8.08 (dd, J1= 6.7 Hz, J»= 1.5 Hz, 2H) 13)‘3
Tabla 34. Datos de RMN 'Hy RMN 3C en CDCl3 para el compuesto 3k.
Posicién SH §13C
2 155.2 (s)
3 6.72 (s, 1H) 112.6 (d)
4 177.8 (s)
5 8.21 (dd, Ji= 7.9 Hz, Jo= 1.5 Hz, 1H) 125.8 (d)
6 7.41 (ddd, J1= 8.0 Hz, /o= 8.0 Hz, J3=1.0 Hz, 1H) | 124.3 (d)
7 7.68 (ddd, J1= 8.5 Hz, Jo=8.7 Hz, J3=1.6 Hz, 1H) | 133.8 (d)
8 7.49 (dd, /1= 8.4 Hz, Jo= 1.0 Hz, 1H) 117.9 (d)
9 125.2 (s)
10 155.9 (s)
1’ 146.5 (s)
2’ 7.13 (d, 1H) 105.6 (d)
3 6.60 (dd, /1= 3.5 Hz, Jo= 1.7 Hz, 1H) 113.1 (d)
& 7.62 (dd, ;1= 2.3 Hz, Jo= 1.6 Hz, 1H) 145.9 (d)
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El perfil antioxidante de las dos familias de productos sintetizados fueron evaluados

mediante las siguientes técnicas:

1. Decoloracidn oxidativa del sistema p-caroteno/acido linoléico
2. Decoloracién del radical libre DPPH

3. Decoloracidn del cation radical ABTS

Los procedimientos llevados acabo para éstas evaluaciones se muestran detallados en la

seccion Metodologia evaluacién antioxidante del Capitulo 1 (Pag 49-58).

De igual manera, los compuestos sintéticos de tipo chalcona y flavona se evaluaron con

candidatos a inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa.

Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa

El método de Ellman es uno de los métodos mas utilizados para la determinacién de
colinesterasa. Este método detecta la aparicion de tiocolina tras la hidrélisis del sustrato
acetiltiocolina (ATCh) por la colinesterasa. La tiocolina reacciona con el croméforo, el 4ci-
do 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), para producir un compuesto de color amarillo, el
acido 5-tio-2-nitrobenzoico, que puede ser medido espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 412 nm. Este ensayo se realizé seguido la metodologia reportad apor

Adewusi y col (2011) [80] con algunas modificaciones.
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Figura 64. Mecanismo de la técnica de inhibicidn de la enzima cetilcolinesterasa

Procedimiento

1. En una placa de 96 pozos colocar 75 uL de amortiguador Trizma- HCl (50 mM, pH
8).

2. Adicionar en el primer pozo 75 pL de compuesto a evaluar y realizar diluciones
seriadas, obteniendo concentraciones finales entre 150 y 2.4 pg/mL en
amortiguador y DMSO a concentracidn final maxima de 0.15%.

3. Agregar a cada pozo 25 uL de una soluciéon de ATCI (yoduro de acetilcolina) 15 mM
en amortiguador (concentracién final de 1.5 mM) seguido de 125 plL de una
solucién de DTNB (acido-5,5-ditio-2-nitrobenzoico) 3 mM en amortiguador
(concentracion final de 1.5 mM).

4. Se mide la absorbancia en un lector de placas a 405 nm cada 45 segundos por
triplicado.

5. Adicionar a cada pozo 25 uL de una solucidn de enzima acetilcolinesterasa a 2

U/mL en amortiguador adicionado con albimina sérica bovina 0.1 mg/mL
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(concentracion final de la enzima en el pozo 0.2 U/mL).

6. Se mide la absorbancia cada 45 segundos por quintuplicado bajo las mismas
condiciones de la primer lectura

7. Seis pozos de cada placa seran utilizados como control del 100% de la actividad
enzimatica.

8. El incremento de absorbancia debido a hidrdlisis espontanea del sustrato se
corrige restando la absorbancia antes de afadir la enzima de la absorbancia

obtenida después de afiadir la enzima.

El porcentaje de inhibicion se calcula utilizando la siguiente ecuacion:

% inhibicion = [ 1- (A muestra/ A control) ] x 100
Donde:

A muestra = diferencia de absorbancia entre el tiempo 0 y el tiempo 225 segundos en

presencia de cualquier compuesto prueba o inhibidor.

A control = diferencia de absorbancia entre el tiempo 0 y el tiempo 225 segundos del control

del 100% de actividad enzimatica.

Graficar los % de inhibicién enzimdtica calculados contra la concentracion para la

obtencidn de la concentracidén inhibitoria media (ICso).

e El ensayo es realizado por triplicado utilizando galantamina como control positivo.
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El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos polifenodlicos
caracterizados por una estructura benzo-y-pirano, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de forma universal en las plantas
vasculares. Son muy importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas
ya que actlan como atrayentes de animales en la oviposicion, como agentes protectores

contra la luz UV o contra infecciones por organismos fitopatogenos.

Farmacoldgicamente, los flavonoides destacan por su baja toxicidad, presentando en
general actividad sobre el sistema vascular con accién vitaminica P (efecto protector de la
pared vascular, debido a la disminucién de la permeabilidad y al aumento de la resistencia
de los capilares). Asimismo, poseen efectos antimutagénicos, diuréticos,
antiespasmadicos, antiulceros, antiinflamatorios y tienen la capacidad de inhibir diversas
enzimas como algunas relacionadas con la funcionalidad vascular, la catecol O-metil
transferasa (COMT), por lo que gracias a la accién de los flavonoides aumenta la duracién
de la accion de las catecolaminas, etc. Por otro lado, los flavonoides son ampliamente

conocidos por tener efecto antioxidante e inhibir la peroxidacidn lipidica.

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacidn de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres
(RL), ademas a la inhibicion de oxidasas, evitando la generacién de especies reactivas del
oxigeno (ERO) in vivo, asi como de hidroperoxidos organicos. Estructuralmente, la
actividad antioxidante de estos compuestos bioactivos es atribuida a la alta reactividad de

los sustituyentes hidroxilo que participan en la reaccién.

La evaluacion del potencial antioxidante de los productos sintéticos generados de tipo
chalcona (2a-2k) y flavonoide (3a-3k) (ver Figura 64) se evalué mediante las técnicas de:
decoloracién oxidativa de B-Caroteno, reduccién del radical libre DPPH y reduccién del

catién radical ABTS (ver Tabla 35).
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Figura 65. Productos sintéticos evaluados

Los resultados mostraron que la mayoria de los compuestos tienen una alta actividad
antioxidante frente a los ensayos de DPPH y B-caroteno, y una baja actividad en ABTS,
ademas, los derivados de tipo flavona mostraron una mejor actividad antirradicalaria y
antioxidante en comparacién con sus precursores de tipo chalcona (ver Tabla 35). La
relaciéon estructura-actividad antioxidante de las chalconas y las flavonas sugieren que
estd relacionada con una serie de mecanismos como la neutralizacidon de los radicales
libres, la donacién de hidrégeno, neutralizacién del oxigeno singlete y la quelaciéon de

metales. [81]

La alta conjugacién que presentan este tipo de sistemas (chalconas y flavonas), al igual
que la presencia de un doble enlace C2-C3 y un carbonilo en la posiciéon C-4, se ha
reportado como caracteristicas estructurales en la actividad antioxidante, dichas

caracteristicas fueron incluida en todos los productos sintetizados. [82]

En este contexto, las moléculas 2a y 3a no presentan sustituyentes en su estructura y
mostraron la actividad mas baja de todos los productos evaluados, esto permite inferir
gue la adicidn del menos un sustituyente en la estructura para aumentar la reactividad

favorece la actividad.

En las moléculas de tipo chalcona, las propiedades antioxidantes son directamente
influenciadas por los dos grupos aril y sus patrones de sustitucion; es considerado

indispensable la presencia de grupos hidroxilo para mejorar la actividad antioxidante, esto
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debido a su facil conversién a radicales fenoxi mediante el mecanismo de transferencia de

hidrégenos. [83]

L4
0 o o OH
£, -H* *
—_— > s — —
L]
OH

Figura 66. Formacion del radical fenoxi y estructuras resonantes para la formacién de hidroquinona.

Tabla 35. Actividad Antioxidante de los compuestos sintetizados 2a-2k y 3a-3k.

Sustituyente

Actividad Antioxidante (ECso, pg/mL)

Compuesto
R1 R2 R3 R4 ABTS DPPH

2a 1.61x10%+5.73 x 103 260+ 1.17 x 102
2b OH 21+7.07x10° 8+1.24x10*
2c Ome OH 164 +4.95x 10 19+1.18x 103
2d OH NO:2 564 +4.24 x 10 23+9.76x 10*
2e Ome 341+2.83x10* 100 +2.57 x 10’3
2f Ome 487 +6.93 x 103 170+ 4.10x 1073
2g Ome | Ome 1.14x 102+ 7.42 x 107 5x10*+7.76 x 10!
2h cl 5.23x10%+9.90 x 10* 15+7.43x 10*
2i N(CH3): 6.96 x 102+2.12 x 107 9.3+495x10°
2j Antraceno 548 +3.54 x 103 1.7 +6.82x10°
2k Furano 79+6.36x 10 5.4x103+6.50 x 108
3a 2.53x10%+4.24x 103 170+1.94x 10°
3b OH 0.3+3.54x10° 0.1+1.39x10°
3c Ome OH 497 +1.98 x 10* 9+4.60x10°
3d OH NO: 155+1.11x 103 6.2 +1.52x10*
3e Ome 3.00x10°+1.21x 103 30+3.61x10°
3f Ome 112 +2.90x 10* 39+1.58x103
3g Ome Ome 861+2.55x 10* 410+6.85x 103
3h cl 2.6x10°+1.06x 1073 7.4+1.09x10°
3i N(CH3)2 1.9x103+6.51x 108 0.25+2.14x10°
3j Antraceno 1.07 x 10°+3.99 x 10* 1x10%+1.61x107"?
3k Furano 1.26 x 103+ 7.78 x 10* 0.1+7.85x10°

*Quercetina

50+4.1x10*

3+2x10*

Laura J. Diaz Rubio

128




4{ CAPITULO 2. Discusién de resultados evaluacién antioxidante y enzimatica }7

*utilizado como control positivo. Resultados + DE, n=2

La presencia del grupo hidroxilo se evalud en los analogos 2b (0-OH), 2c¢ (p-OH, m-OMe) y
2d (0-OH, m-NO,); a pesar de que los tres presentaron buena actividad en las técnicas
ensayadas, 2b mostré mejores resultados en comparaciéon con los otros analogos en las
técnicas antirradicalarias DPPH y ABTS, con un ECso de 8 pg/mL y 21 pg/mL
respectivamente, superando al control quercetina en ABTS (ECso de 50 ug/mL); esto indica
gue para la reduccién de radicales mediante el mecanismo de donacién de hidrégeno
(como DPPH y ABTS), la adicion de otros sustituyentes diferentes de los grupos hidroxilo
disminuye la actividad, especialmente al usar grupos electroatractores como NO;. [84] En
los resultados de las flavonas 3b, 3c y 3d se aprecia un comportamiento similar,
mostrando buena actividad el compuesto 3b con un ECso de 0.1 pg/mL en DPPH y 0.3
ug/mL en ABTS, en ambas situaciones superando el control positivo; nuevamente es

posible inferir que la presencia de grupos electroatractores disminuye la actividad.

Los analogos 2h y 3h con cloro es posicién para (p-Cl) no mostré actividad significativa

respecto a los controles.

La influencia de sustituyentes electrodonadores como los grupos metoxilo se analizaron
con los andlogos 2e (p-OMe), 2f (m-OMe) y 2g (p,m-OMe); la presencia de estos grupos no
favorecié la actividad, obteniendo concentraciones de 100, 170 y 5 x 10% pg/mL
respectivamente en el ensayo de DPPH, mostrando resultados similares para los
correspondientes analogos flavonicos 3e-3g con CEso DE 30, 39 y 410 pg/mL. Estos
resultados contrastan con los reportado por autores donde los grupos metoxilo son

considerados un factor importante en la actividad antioxidante. [85-86]

Los analogos 2i-3i, ambos con sustituyente p-dimetilamino, mostraron muy buenos
resultados con CEsp de 9.3 y 0.25 pg/mL respectivamente en DPPH, para ABTS las
concentraciones fueron de 6.9 x 103y 1.9 x 10~ ug/mL; los sustituyentes que incrementan

la densidad electronica como grupos dimetilamino, han mostrado potente actividad
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antioxidante atribuida al efecto resonante del par de electrones libres del heteroatomo.
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Grafica 4. Actividad antioxidante por la técnica de B-Caroteno de los compuestos sintetizados 2a-2k y 3a-3k.

a-tocoferol fue utilizado con control positivo. Barras representan + DE, n=2

En B-Caroteno las chalconas 2c y 2d con sustituyentes hidroxilo, mostraron buena
actividad con porcentajes de 84 y 76% respectivamente, mientras que las flavonas con la
misma sustitucién presentaron menos actividad (67 y 77% respectivamente). Sin lugar a
dudas la presencia de grupos metoxilo favorecié la actividad con esta técnica, las
chalconas 2e y 2f tuvieron un 99% de actividad antioxidante, mientras que las flavonas 3e,
3fy 3g 82, 99 y 84 % respectivamente, todos ellos superando al control a-tocoferol (60%).
Esto permitio determinar que la presencia de grupos electrodonadores en el anillo B

favorecio la actividad. [88-89]

De todos los andlogos sintetizados, es importante remarcar los resultados obtenidos de 2j,
2k, 3j y 3k que presentan antraceno y furano como sustituyentes; con CEsp de 1.7 y 5.4 x

103 pg/mL para 2jy 2k, mientras que 1 x 10 y 0.1 pg/mL para 3j y 3k, superando por
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mucho la concentracidn de quercetina utilizado como estandar positivo (3 pug/mL).

0
O g O

i O
2j

2k 3j 3k

Figura 67. Estructura quimica de los analogos 2j-2k y 3j-3k.

Estas mismas cuatro moléculas mostraron una alta actividad antioxidante en la técnica del
B-caroteno, con resultados del 98% y 88% para las chalconas 2j y 2k, mientras que las
flavonas 3j y 3k tuvieron 99% y 85% respectivamente, superando al a-tocoferol (60%). Se
sabe que la oxidacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos, como el antraceno, genera
productos de tipo antraquinona, siendo la 9,10-antraquinona y 9-hidroxiantrona [90] (ver
Figura 67) las mas abundantes, el esqueleto basico de las antraquinonas y antronas
proporciona la capacidad de actuar como aceptadores de electrones (electréfilos);
ademads, su alta conjugacidon les brinda gran estabilidad (mediante resonancia),
potenciando la actividad antioxidante. [91-92] Por otro lado, la oxidacién de furanos da
como resultado oxifuranonas (ver figura 68) en el caso de monosustituciones o dicetonas
en el caso de furanos 2,5 disustituidos, [93] Y. Sugiyama et al (1996) informaron la
importancia de los sistemas dicetdnicos en la actividad antioxidante, ambos en su forma

de ceto o enol. [94]
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Figura 68. Mecanismo propuesto para la oxidacién de antraceno
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Figura 69. Mecanismo propuesto para la oxidacién de furano
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El estrés oxidativo juega un papel crucial en la etiologia y la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. [95] La enfermedad de Alzheimer
(EA) es la causa mas comun de demencia en adultos mayores de 60 afos; [96] el
envejecimiento disminuye la actividad de los sistemas antioxidantes del organismo,
desencadenando mecanismos de peroxidacion de lipidos y dafio estructural a las
proteinas y al ADN, [97] lo que conduce a daiio en el tejido cerebral. Su progresidn estd
asociada a cambios bioquimicos como el déficit colinérgico, el daino metabdlico neuronal
derivado de la excitotoxicidad del glutamato y el estrés oxidativo. [98] Los inhibidores de
la acetilcolinesterasa (AChEI) son actualmente la mejor farmacoterapia disponible para el
tratamiento de los sintomas de la enfermedad de Alzheimer ya que aumentan los niveles

del neurotransmisor acetilcolina durante las sinapsis de la corteza cerebral. [72]

Los productos sintetizados fueron analizados como inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa siguiendo el fundamento del método de Ellman con modificaciones, los
valores de Clsp de estos compuestos se observan en la Tabla 36, galantamina fue utilizado

como compuesto de referencia.

Tabla 36. Actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa de los compuestos sintetizados 2a-2k y 3a-3k.

Compuesto Clso (ng/mL) Compuesto Clso (ng /mL)
2a > 150 3a > 150
2b > 150 3b 61.2+1.39
2c 52.7+£11.98 3c 78.4+1.92
2d 21.5+2.61 3d 26.8+5.91
2e > 150 3e 4351431
2f > 150 3f 60 +9.96
28 > 150 3g 43.5+2.52
2h > 150 3h > 150
2i 80.4 £5.97 3i > 150
2j > 150 3j 77.6 £31.89
2k 66.4 £ 6.15 3k > 150

*Galantamina 0.574 £ 0.07

*utilizado como control positivo. Resultados + DE, n=3
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Los chalconas son sistemas 1,3-difenil-2-propen-1-ona, en los cuales dos anillos
aromaticos estan unidos por un sistema carbonilo a, B-insaturado de tres carbonos. Se ha
reportado que los compuestos con este esqueleto poseen diversas actividades bioldgicas.
[99] Hasan et al. (2005) [100] reportd que los grupos hidroxilo en posicién orto del anillo A
de chalconas, son un elemento estructural importante en la actividad inhibitoria de la
AChE; sin embargo, esta caracteristica esta presente en todas las chalconas sintetizadas y
la mayoria de ellas no mostrd ningun efecto de inhibicién en la escala de concentracién
probada. Los compuestos 2c¢, 2i y 2k mostraron un efecto inhibitorio con valores de Clso de
52.7, 80.4 y 66.4 pug/mL respectivamente, en contraste con el resto de moléculas que

presentaron resultados anteriores a 150 pg/mL.

(a) () o

Figura 70. Estructura basica y posicidn de anillos en esqueletos de tipo (a) chalcona y (b) flavona.

Por otro lado, las flavonas presentan un esqueleto de quince carbonos en donde dos
anillos de benceno (A y B) se encuentran unidos a través de un anillo heterociclico pirano
(C) (ver Figura 69); de manera general, los resultados de la evaluacién indican que las
flavonas presentaron mejor actividad que los precursores de tipo chalcona. Los
compuestos 3a, 3h, 3i y 3k fueron los Unicos que no presentaron inhibicién (>150 pg/mL)
en comparacion con el resto de flavonas, las cuales, en su mayoria tienen grupos hidroxilo
o metoxilo en el anillo B; de todos los analogos destacan 3e, 3g, 3f y 3b con una Clso de
43,5, 43.5, 60 y 61.2 pg/mL respectivamente; sin embargo, el compuesto 3d con
sustituyentes 0-OH, m-NO; en el anillo B mostré la mejor inhibiciéon de las flavonas con

una concentracion de Clso de 26.8 pg/mL.
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Estudios realizados previamente han llegado a la conclusién de que los grupos hidroxilo y
metoxilo en los anillos A y B de las flavonas estdn estrechamente relacionados con la
bioactividad y su capacidad de unién a proteinas, siendo los grupos favorables los
hidroxilos para la interacciéon de los flavonoides con acetilcolinesterasa debido a la
formacién de puentes de hidrégeno en el sitio anidnico periférico (PAS), lo cual explicaria
la actividad mostrada por los compuestos 3b, 3cy 3d (61.2, 78.4 y 26.8 pug/mL). Por otro
lado, la presencia de grupos metoxilo en flavonoides favorece el efecto de inhibitorio
debido a la interaccidn con el residuo Trp279, ubicado en la entrada al sitio activo (en el

PAS) [101], lo que podria explicar los resultados obtenidos para los andlogos 3e-3g.

catalytic triad Asp72
- anionic site

acyl pocket

oxyanion hole

N Pas

Trp84

Tyr70 Phe330

Tyr130
Tyr121

His440

Trp279

Phe230 Glu327

Phe288
Alaz01

Figura 71. Sitio activo de la enzima acetilcolinesterasa.

La chalcona y flavona 2d, ambas con sustituyente o-OH y m-NO;, fueron los compuestos
mds activos con valores de IC50 de 21.5 y 26.8 pug/mL respectivamente, estos resultados
sigieren que la presencia del grupo nitro en ambas moléculas mejora la actividad;
previamente ha sido reportado que la introduccidon de atomos de nitrégeno basicos o

permanentemente cargados y sistemas aromaticos, son caracteristicas estructurales

Laura J. Diaz Rubio 135



4{ CAPITULO 2. Discusién de resultados evaluacién antioxidante y enzimatica }7

comunes en las moléculas para su interaccion con el sitio de unién de la enzima

acetilcolinesterasa. [102]
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Con el andlisis de resultados obtenidos del estudio fitoquimico llevado a cabo en esta

tesis, se establecen las siguientes conclusiones:

Se realizé un estudio fitoquimico parcial de la raiz de Salvia brandegeei, de donde a
partir del extracto de polaridad media se aislaron tres metabolitos secundarios de
la familia de las tanshinonas conocidos como Criptotanshinona, Tanshinona lIA y

17-hidroxicriptotanshinona.

Las moléculas aisladas fueron caracterizadas estructuralmente mediante estudios
de espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear 'H y 3C, asi como

técnicas bidimensionales homo y heteronucleares (COSY, HSQC y HMBC).

En la evaluacién antioxidante realizada a los extractos generados de la raiz de
Salvia brandegeei, el extracto butandlico mostré mejor actividad en ambas
técnicas, con una CEsp de 1.8 x103 mg/mL en DPPH y 99% de actividad en B-

caroteno, en ambos casos superando los controles positivos ensayados.

El extracto butandlico presentd un mayor contenido de polifenoles totales,
permitiendo establecer una relacién entre su potencial antioxidante y la presencia

de este tipo de metabolitos secundarios.

El extracto de polaridad media, aunque no presentd el mejor perfil antioxidante,
arrojo buenos resultados para la técnica de DPPH, con CEsp de 0.21 mg/mL;
pudiendo establecer una conexidn entre éste potencial y el contenido de
moléculas de tipo diterpenoide, ya que la bibliografia sugiere que estas estructuras
poseen una alta actividad antioxidante y en este estudio fueron aislados 3 de ellos

a partir de éste extracto.
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Con el andlisis de resultados obtenidos del estudio sintético llevado a cabo en esta tesis,

se establecen las siguientes conclusiones:

De la ruta sintética propuesta se lograron obtener once andlogos de chalcona (2a-

2k) y sus correspondientes flavonas (3a-3k).

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante técnicas de IR,

CG-EM, RMN *H y RMN *3C, confirmando sus estructuras.

Los compuestos sintetizados fueron evaluados como antioxidantes mediante tres
técnicas, encontrando que los analogos de tipo flavona mostraron un mejor perfil
antioxidante en comparacién con las chalconas, sin embargo, esto no significa que
estos Ultimos no presentaron actividad ya que algunos de ellos resultaron muy

activos.

Los compuestos 2j, 2k, 3j y 3k presentaron un alto potencial como agentes
antioxidantes, esto podria deberse a los productos de tipo quinona y oxifuranona

generados después de su oxidacion.

La presencia de grupos hidroxilo favorece la actividad antirradicalaria mediada por
la donacidén de hidrégeno, ya que se pudo observar que los compuestos 2b y 3b

superaron los controles positivos en los ensayos de DPPH y ABTS.

En la técnica del B-caroteno, las sustituciones electrodonadoras como grupos

metoxilo fueron las mas activas, con porcentajes de actividad hasta del 99%.

En el ensayo de inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, los mejores resultados
de los compuestos analizados fueron 2d y 3d, ambos con la presencia de un grupo

nitro como sustituyente con valores de Clsg DE 21.5y 26.8 ug/mL.
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Instrumentacion
Fusiondmetro.

Los puntos de fusidn fueron determinados en un equipo Mel-Temp (Thermo Scientific), los

grados se expresan en °C (grados Celcius).

Espectroscopia uv-vis

Las mediciones de absorbancia de las pruebas antioxidantes se realizaron en un
espectrofotémetro THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 20, en celdas de cuarzo de 10

mm. Como disolvente se empled metanol, etanol, acetona o agua destilada.

Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de IR fueron realizados en un espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo

Nicolet is5. Los valores de transmitancia (u) estan expresados en cm™.

Espectrometria de Masas

Para la obtencién de los espectros de masas se empled la técnica de ionizacién por
impacto electrénico, utilizando un cromatégrafo de Gases Thermo Scientific modelo
TRACE 1310 acoplado a un espectrédmetro de masas de cuadrupolo sencillo Thermo

Scientific modelo 1SQ LT.

Resonancia Magnética Nuclear

Para la obtencidn de los espectros de resonancia magnética nuclear se utilizé un
espectrometro Bruker Avance Ill de 400 MHz. Se utilizé CDClz y DMSO como disolventes y
TMS como referencia interna. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm y las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las siguientes abreviaciones se
utilizaron para explicar las multiplicidades: s=singulete, d=doblete; t=triplete, g=cuarteto,

dd=doble de doblete, m=multiplete.
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Condiciones de reaccion

Los rendimientos de las reacciones se establecieron una vez purificados los productos de
cada reaccion. Los reactivos y los disolventes empleados fueron comprados de la mas alta
calidad comercial, y usados sin purificaciones posteriores. Todas las reacciones fueron

monitoreadas por cromatografia de capa fina.

Técnicas cromatograficas

Cromatografia de Capa Fina

Se emplearon placas FLUKA Analytical de 0.2 mm con indicador fluorescente de 254 nm.
Se empled como agente visualizador luz ultravioleta a 254 nm y Oleum, vainillina y AlCl3 al

3% como reveladores quimicos.

Cromatografia Preparativa

Se utilizaron placas preparativas Analtech de 20x20 cm, con una fase estacionaria de silica
gel con un poro de 500 um e indicador fluorescente de 254 nm. La deteccién de los

productos en las placas se hizo mediante una lampara de luz ultravioleta a 254 nm.

Cromatografia de columna

Se empled silica gel grado técnico con tamafio de particula de 0.063-0.040 mm de marca
Aldrich Chemistry. La preparacién de las columnas consistidé en el empaquetado con una
mezcla de silica gel y n-hexano, a la que posteriormente se le adicionaba en la parte
superior el crudo de reaccidn por purificar. Los eluyentes habituales fueron mezclas de n-

Hex/AcOEt en distintas proporciones, asi como DCM y MeOH.

Programas informaticos

Se empled el programa ChemDraw Professional 16.0 de Perkin ElImer para otorgarle los

nombres sistematicos a los productos sintetizados y la realizacién de las estructuras.
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CAPITULO 1.

Espectro de EM del compuesto criptotanshinona (M1)
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Espectro de *3C del compuesto criptotanshinona (M1)
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Espectro HSQC del compuesto criptotanshinona (M1)
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Espectro de EM del compuesto tanshinona IIA (M2)
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Espectro de *3C del compuesto tanshinona lIA (M2)
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Espectro HSQC del compuesto tanshinona IIA (M2)
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Espectro de EM del compuesto 17-hidroxicriptotanshinona (M3)
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Espectro de *3C del compuesto 17-hidroxicriptotanshinona (M3)
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Espectro HSQC del compuesto 17-hidroxicriptotanshinona (M3)
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CAPITULO 2.

Espectro IR del compuesto 2a

836.34

%T

|

70 -

111455
98387
85941

65

12034

1407.34

1029.80
906.72

16838
114898

60+

1604.0
157694

1495.22
4.26

1639.2

| 130075

55 -

1226.00
1066.31
922.83
739 47.

1

50 :

3 . . . . ' . . . . ' . . . . ' . . . . ' . .
4000 3500 3000 2500 2000 1 1000

o
3
-
1%
o -
o
—

Espectro EM del compuesto 2a

750000 %2 20
700000
650000
600000
224
550000
500000
450000

. 400000

350000 147

300000

250000 |
|

200000/
150000!

{
100000/ 207

SODDUI I 165

Oerr gt Al rﬁ-ﬂ‘lr 4 T T T T T T T T T T T T T I T e T T T
AR BN BN AAN 430 440 AEN 4 RN AN IO AN FEN FAN ANN AN AN RN AN AON AN 44N ARN ARD BNN AN K4AN KRN KRN AND AN

Laura J. Diaz Rubio 159



Anexos |

Espectro de *H del compuesto 2a
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Espectro IR del compuesto 2b
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Espectro de *H del compuesto 2b
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Espectro IR del compuesto 2c
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Espectro de *H del compuesto 2¢

B SR M N o O T
- - = oan
- o

m

15 14 13 12 11 10 a a8 T [ 1 4 a 2 1 (1] =1 =2 ppm
PRl ! _ - 1 _ ] AL
& f FEEREEE @ ER R
= =4 Rl =rlalt=11=10 =101 =1 =l -

A/

| L‘l_|\

ST .
210 200 190 180 170 160

[
150 140 130 120 110

100 90 80 70 &0

50 40 30 20 10 0

Laura J. Diaz Rubio

164



| Anexos |

Espectro IR del compuesto 2d
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Espectro de *H del compuesto 2d
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Espectro IR del compuesto 2e
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Espectro de 'H del compuesto 2e
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Espectro IR del compuesto 2f
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Espectro de 'H del compuesto 2f
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Espectro IR del compuesto 2g

2359.24

552

2835.07

50 1

%T
30025
292254

45-5
40-5
35
30-5
25-5
20-5
15-5

10 :

K - - v - ' : '
4000 3500 3000 2500

cm-1

. v
2000

©
N
r
©
<
—

- "
1500

1260.98

114218

1066.8

111624

989.83

1024.04

.
1000

8769

808.8™
74228

64441

84721
75952

659.32

72396
617.21

77951

691.80

60195

£9004

Espectro EM del compuesto 2g

Chalconas21 #1547 RT:7.46 AV:1 SB:26.38,6.47 NL: 8.99E7
T. +¢ EI Full ms [20.00-500.00]
77.07

100+
E
e 91.11
] 9207

704
63.07

409 51.08 164.15
3 103.11

Relative Abundance
o
=

12112 14912

s/

Laura J. Diaz Rubio

20
o3 13811 | 1516 o By
o il [ 18114 22314 24118 25818 “REIOB618  mpgo7 34105 35716 37256 40208 41397 46118 47421 48530
a TEAR T O U B A s RS A AT 74 A R A A1 DA YRR AT BAghd R R 10 A0 A AT AR R A i A SO A KT AT B s D
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
mz
171



Anexos

Espectro de 'H del compuesto 2g

oooo” 0—r

ZVE6”
096"
£Zeg”
£868"
Lele”
EWle”
TETE"
PEEs”
L0G6"
LESE”
oLon”
600"
belO”
6LED"
FOED"
6991°
gILT”
z0se”
LG56E"
besz”
60LE"
6GLE"
Ge5Y"
GESE”
6087"
DE6Y”
486b”
TE0S"
PLEST
4658"
£868°
ZETH”
€916”
boze”
GEEG”
£9E6°
d0%6°

Bt e el e ol e i el i e o TR R R R TR R e R TR R

P06 2T —

PEGTE —
096" —

10

r e, <60

Espectro de 13C del compuesto 2g

ppm

10

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

190

172

Laura J. Diaz Rubio



| Anexos |

Espectro IR del compuesto 2h
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Espectro de *H del compuesto 2h
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Espectro IR del compuesto 2i
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Espectro de 'H del compuesto 2i
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Espectro IR del compuesto 2j
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Espectro de *H del compuesto 2j
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Espectro IR del compuesto 2k
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Espectro de 'H del compuesto 2k
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Espectro IR del compuesto 3a
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Espectro de *H del compuesto 3a
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Espectro IR del compuesto 3b
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Espectro de *H del compuesto 3b
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Espectro IR del compuesto 3c
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Espectro de *H del compuesto 3¢
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Espectro IR del compuesto 3d
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Espectro IR del compuesto 3e
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Espectro de 'H del compuesto 3e
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Espectro IR del compuesto 3f
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Espectro de 'H del compuesto 3f
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Espectro IR del compuesto 3g
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Espectro de 'H del compuesto 3g
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Espectro IR del compuesto 3h
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Espectro de *H del compuesto 3h
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Espectro IR del compuesto 3i
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Espectro de 'H del compuesto 3i
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Espectro IR del compuesto 3j
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Espectro de *H del compuesto 3j
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Espectro IR del compuesto 3k
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Anexos

Espectro de 'H del compuesto 3k
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