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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo forma parte de un estudio sistematico para descubrir
productos fitotéxicos de utilidad para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas e
inhibidores de la calmodulina (CaM) potencialmente utiles para el desarrollo de nuevos
farmacos. Para su desarrollo se sintetizaron 23 analogos (54-76) de los bibencilos
batatasina III (1) y gigantol (5). Tras el estudio de varias orquideas mexicanas se
comprobé que estos productos son inhibidores naturales de la CaM y agentes herbicidas
potenciales.

De los 23 analogos sintetizados, doce son bibencilos (54-65), tres difenilmetanos
(67-69), cuatro chalconas (70-73) y tres homobibencilos (74-76). El disefio de los
productos no fue racional, y para su sintesis se utilizo la reaccion de Wittig. Los
homobibencilos se prepararon por hidrogenacion catalitica de la correspondiente
chalcona, la cual fue sintetizada por catalisis basica. Una vez sintetizados se purificaron y
caracterizaron mediante métodos espectroscopicos y espectromeétricos.

Para evaluar el potencial fitotoxico se utilizaron ensayos simples como la
determinacion del crecimiento radicular y germinacion de distintas semillas de prueba
incluyendo Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli y Medicago sativa
utilizando el método de la caja de Petri. De manera adicional, se determind el efecto de
los compuestos de prueba sobre el crecimiento de la planta acuatica Lemna pausicostata.

El estudio permitio detectar productos mas activos que las moléculas prototipo.
Los productos mas activos incluyeron a los bibencilos 55 y 56 y la chalcona 70. Los
bibencilos presentan como comin denominador sustituyentes oxigenados en la posicion
para en uno de los anillos y en posicién meta en el segundo anillo. También se descubrio
un difenilmetano con un efecto selectivo sobre amaranto. En el grupo de las chalconas,
aunque la 70 fue la mas activa, tres mas presentaron un efecto fitotoxico importante.

Para detectar los inhibidores de la CaM se utilizé un ensayo enzimatico funcional
utilizando la enzima PDE1 como monitora y un método basado en la fluorescencia de
energia de resonancia. El analisis de los productos 54-76 sobre el complejo PDE1-CaM

indicé varios productos activos con valores de ICso comprendidos entre 9.38 y 36.33 uM.

VII



Resumen

Los mas activos fueron 56, 60 y 67 cuyo efecto fue mayor o comparable al de la
clorpromazina, un inhibidor de la CaM empleado como control positivo. Ademas, el
bibencilo 56 presentd una mayor actividad inhibitoria que las moléculas prototipo,
batatasina III (1) y gigantol (5).

Los bibencilos 60 (ICso = 0.571+0.0170 uM) y 62 (ICs0 = 0.022+0.000 puM), las
chalconas 71 (ICso = 0.155+0.059 uM), 72 (ICso = 0.682+0.059 uM) y 73 (ICso =
0.369+0.042 pM), asi como el homobibencilos 76 (ICso = 4.402+0.443 pM) provocan un
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la CaM de manera dependiente de la
concentracion por lo tanto su efecto es directo sobre la CaM. Los bibencilos 64 y 65 y el
difenilmetano 67, fueron activos en el ensayo funcional, afectando al complejo CaM-
PDE1 o directamente a la PDE1. En el caso del homobibencilo 74, se observé un
importante aumento de la fluorescencia, resultado que permite suponer que 74
interacciona con la CaM por un sitio distinto al de los inhibidores clasicos como la
clorpromazina.

Las actividades de los bibencilos resultaron mucho mejores que las
correspondientes a los analogos homobibencilos y difenilmetanos. Por lo tanto, al
incrementar o disminuir el nimero de metilenos de dos a tres, o de dos a uno, disminuye
la actividad fitotoxica o anti-CaM. Las implicaciones moleculares de esta diferencia de
actividad se desconocen adn. En general, los compuestos mas activos fueron aquellos que
presentan sustituyentes metoxilos y/o hidroxilos en ambos anillos aromaticos. En uno de
los anillos el sustituyente se encuentra en la posicion para, en tanto que en el segundo en
posicion meta, con excepcién del producto 70, que presenta una actividad fitotéxica
importante.

Los resultados obtenidos demostraron que no hay ninguna correlacion entre la
actividad fitotdxica de los bibencilos y su actividad como inhibidores de la CaM por lo
que el mecanismo de la accion fitotéxica de estos compuestos debe involucrar otros
blancos de accion a nivel molecular, como la maquinaria fotosintética, por indicar algin

ejemplo.
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Antecedentes

1. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades de los bibencilos de origen natural

Los bibencilos son estilbenoides, es decir metabolitos secundarios de tipo Cs-C2-
Ce de biogénesis mixta; la unidad Ce-C2 se genera a partir de un derivado del acido
cindmico, y el otro anillo aromatico a partir de tres unidades de malonil-CoA. Los
estilbenoides mas comunes incluyen ademas de los bibencilos como la batatasina III (1)
(Estrada et al., 1999) a los estilbenos como el oxiresveratrol (2) (Likhitwitayawuid et
al, 2006), los fenantrenos como el nudol (3) (Valencia, 2002) y los 9, 10-

dihidrofenantrenos como la eriantridina (4) (Valencia, 2002) (Figura 1).

9
Ho ) e \/‘\OH HO
\;)/ ‘
1 2

OCHj OH

(
)

\

" 0.0 > - 0.0 ”
HaCO OCH; HaCO OCHg
3 4

Figura 1. Tipos mas comunes de estilbenoides.

Los bibencilos se encuentran principalmente en especies de orquideas y briofitas,
aunque también se han descrito en familias como las moraceas, canabinaceas y
poligonaceas, dioscoréaceas y fabaceas, por tan solo mencionar las mas importantes

(Gorham, 1995). Los bibencilos son quizas los estilbenoides mas abundantes.
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En la literatura cientifica se ha descrito que los bibencilos poseen varias
propiedades bioldgicas. Las mas importantes son como relajantes de la musculatura lisa
(Estrada et al, 1999, 2000), antisépticos (Takagi et al, 1983), antimutagénicos
(Miyazawa et al., 1997, 1999), antiinflamatorios (Shimizu et al., 1998) y fitotoxicos
(Hernandez-Romero et al, 2005). Algunos ejemplos de bibencilos biodinamicos se
presentan en el Cuadro 1. Por otro lado, los fenantrenos y los 9,10-dihidrofenantrenos
poseen propiedades espasmoliticas (Sachdev y Kulshreshtha, 1986, Estrada et al,
1999a), antifungicas (Baxter, 1994), fitotoxicas (Valencia-Islas et al, 2002) y
antitumorales (Lee et al., 1995, Gorham, 1995).

De las propiedades descritas para estos estilbenoides quizas las estudiadas con
mayor detalle son la espasmolitica y la fitotdxica. Asi, la batatasina, el gigantol y una serie
de analogos sintéticos provocaron la relajacién de la contraccion espontanea del ileon
aislado de cobayo; el efecto fue dependiente de la concentracion. Las concentraciones
inhibitorias media oscilaron entre 0.14 y 2.36 uM (Estrada et al, 1999; Hernandez-
Romero et al., 2004). De acuerdo a una serie de experimentos funcionales el efecto
relajante del gigantol, ademas de involucrar la via nitrérgica, podria estar relacionado
con la proteina calmodulina (CaM) ya que tanto el gigantol como la batatasina se
comportan como agonistas de la clorpromazina (Hernandez-Romero et al., 2004).

Con respecto a las propiedades fitotoxicas, en otro estudio se determino el efecto
fitotoxico de los productos naturales gigantol y batatasina III y varios analogos sintéticos,
mediante la evaluacion de sus efectos sobre la integridad celular (perdida de electrolitos
al medio de cultivo) y la inhibicién del crecimiento de la arvense acuatica Lemna
pausicostata. Los resultados se resumen en la Tabla 1 y de los mismos se desprende que
los productos 15 y 18 presentaron los mejores efectos como inhibidores del crecimiento

vegetal.
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de bibencilos bioactivos aislados de diferentes especies.

Fuente natural
Selecta

Compuesto

Actividad Biologica

Heo ‘ o Espasmolitico
Nidema boothii
(Hernandez-Romero et
Orchidaceae
al., 2004)
OH
Batatasina III (1)
Antiinflamatorio

Catasetum barbatum
Lusia volucris

Orchideaceae

OoH
HeCO ‘
O OCH,
OH

Gigantol (5)

(Shimizu et al., 1988)
Antimutagénico
(Miyazawa et al., 1997)
Inhibidor de la
agregacion plaquetaria
(Fanetal, 2001)
Espasmolitico

(Estrada et al,, 1999)

Coelogyne ovalis

Orchidaceae

HsCO O
O OCH,

OH

3’-0-Metilbatatasina III (6)

Antibacterial contra
Streptococcus mutans'y
Staphylococcus aureus

(Yamaki et al., 1989)

Dendrobium nobile

Orchidaceae

OH
HaCO O
HO I

OCHg
OCHg

Aloifol IT (7)

Inhibidor de la
agregacion plaquetaria
(Kong et al, 2003)
Antimutagénico

(Miyazawa et al., 1999)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de bibencilos bioactivos aislados de diferentes especies

(continuacion)

Fuente natural

Selecta Compuesto Actividad Bioldgica
OCH,
Antibacterial contra
Mycobacterium
Amorpha fruticosa
OH smegmatis 'y
Fabaceae

O COOH

Amorfrutina A (8)

Staphylococcus aureu

(Mitscher et al.,, 1981)

Empetrum nigrum

Empetraceae

)
HsCO \ Vﬁ)
HsCO
OH

1-(2-Hidroxifenil)-2-(3-hidroxi-

4,5-dimetoxifenil)-etano (9)

Inhibe la germinacion
de Scots pine (aspen)
(Jarevang et al., 1997)

Stemona cf. Pierrei

Stemonaceae

HaCO. ‘
OH
OCH;

HaC

OH

Estilbostemina G (10)

Antifingico contra
Cladosporium
herbarum

(Kostecki et al., 2004)

Dioscorea opposita

Dioscoreaceae

HO ‘
OH
OCHj

OH
3,3’,5-Trihidroxi-2’-

metoxibibencilo (11)

Inhibidor de COX-2
(Hye etal., 2009)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuesto bioactivos aislados de diferentes especies

(continuacidn).

Fuente natural

Stemona tuberosa

Stemonaceae

Compuesto Actividad Bioldgica
Selecta p 8
= OCHj
HyCO AN Antibacterial contra

OCHj

OH

Estilbostemina U (12)

Bacillus pumilus

(Li-Gen et al.,, 2007)

Bletilla striata

Orchidaceae

HO

OH

OH
3,3’-Dihidroxi-5-metoxi-2,6-bis-
(p-hidroxibencil) bibencilo (13)

Antibacterial contra
Bacillus subtilis, B.
Cereus, Nocardia
gardneriy S. Aureus

(Takagi et al.,, 1983)
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Tabla 1. Fitotoxicidad in vitro de la batatasina III (1), el gigantol (5) y algunos analogos
sintéticos sobre cultivos de Lemna pausicostata a las 72 horas.

Rs
R4
Ry
Ro
ICs0 (uM)
Compuestos R, R, Rs Rs Liberacién de Inhib.icifﬁn del

electrolitos crecimiento
14 OCHz OH OCHsz OH 166 180
15 OCHs  OH OH H 145 159
16 OCHs OCHs OCHs OH 116 89.9
17 OCHs OCHs OCHs OCH3 148 117
18 OCHs  OH H OH 144 169
19 OCHs OH  OCHs H 89.9 94.7
20 H OH OH H 725 985
21 OCHs; OCH3 OCHs3 H >1000 >1000
22 H OH OH OH >1000 >1000

*Los resultados son el promedio de tres repeticiones * 1 desviaciéon estandar. Los compuestos
exhibieron una fitotoxicidad significativamente mayor (P<0.005, prueba t-stundent no pareada)
que el control (medio de cultivo; incremento de la conductividad, 0.00 * 15.7 umho/cm; inhibicién
del crecimiento, 0.00 * 4.3%).

Los bibencilos en general provocaron una inhibicién del crecimiento de la planta
acuatica de manera dependiente de la concentracion y aunque fue dificil establecer una
relacidn estructura actividad contundente, los analogos sintéticos 3, 5 sustituidos con

grupos metoxilos e hidroxilos en el anillo A (14-19) y al menos un sustituyente
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oxigenado en la posicion C-3 del anillo B presentaron una fitotoxicidad significativa

(Hernandez-Romero et al.,, 2005).
1.1.2 Sintesis de los analogos de la Batatasina IIl y el Gigantol

Usualmente los bibencilos se sintetizan mediante la aplicacion de la reaccién de
Wittig. Desde su descubrimiento a principios de los afios 50’s (Wittig y Schollkopf, 1954),
esta reaccion se usa ampliamente por su facil desarrollo experimental y buenos
rendimientos (Jiann-Jyh et al.,, 1999).

En la reaccion de Wittig, un iluro de fosforo (reactivo de Wittig) se une a una
cetona o un aldehido para producir un intermediario bipolar llamado betaina; esta
ultima usualmente no se aisla si no que se descompone para producir un alqueno y un
oxido de trifenilfosfina. El resultado neto es el reemplazo del oxigeno del carbono por el
fragmento organico que esencialmente estaba unido al fésforo. Los iluros de fosforo
necesarios para la reaccion de Wittig se producen facilmente por una reaccion tipo Sn2
de halogenuros de alquilo con trifenilfosfina, R3P (Crombie y Jamieson, 1982) (Esquema

1).

R’ R' R'

| ;
R—CHX + PhsP —> Ph3P—%—R X ———— > PhyP—C—R

Trifenilfosfina Sal de Fosfonio Iluro

Esquema 1. Preparacion del iluro de fésforo

Para la obtencion de compuestos bibencilicos mediante la reaccién de Wittig,
inicialmente se condensa un iluro de bencil trifenilfosfonio con un derivado del aldehido
benzoico apropiado en presencia de una base fuerte. La mezcla de estilbenos resultantes
(isomeros Z y E) se somete a una reaccién de hidrogenacion catalitica. Los grupos

hidroxilos fenoélicos pueden ser protegidos durante la reaccion mediante la formacion de
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éteres o ésteres (Crombie y Jamieson, 1980; Reinmann, 1971). Posteriormente, la
reaccion de desproteccion (hidrogendlisis) de los grupos hidroxilo se realiza durante el
proceso de hidrogenacion catalitica que conlleva a la formacion de los bibencilos a partir
de la mezcla de estilbenos. A manera de ejemplo, en el Esquema 2, se presenta la sintesis

aplicada a la obtencion del gigantol (5).

PPhs B
CHO .
1. LIAIH,/EL,O ¢Ho
2. BriCqHs
3. PPhyDMF
+
%
HCO OH HsCO OH OCH;
OH
MeON&/EtOH
HaCO OH
X
H4CO N
OCH;
N
OH
OCHs
OH OH
H,/Pd-C/EtOH
OH
HaCO N O
OCHs

OH

Esquema 2. Sintesis del gigantol (5) mediante la reaccion de Wittig.
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1.2. Productos naturales vegetales como fuente de compuestos fitotoxicos

La agricultura actualmente enfrenta una serie de problemas que han aumentado
con el paso del tiempo. El uso de los suelos para producir una mayor cantidad de
alimentos para satisfacer las necesidades de la creciente poblaciéon mundial, y el excesivo
pastoreo han provocado el desgaste de la tierra y a la postre, falta de agua, erosion de
suelos, destruccién de los ecosistemas y alteracion de la vegetacidn natural.

El problema de la explotacion exagerada de los suelos provoca la falta de
condiciones adecuadas de temperatura, humedad y nutrientes para el desarrollo 6ptimo
de los cultivos. Por lo tanto, la capacidad de crecimiento y reproduccién de las plantas
disminuye y aumenta la competencia entre especies. Aquellas plantas que se adapten
mejor a las condiciones extremas como es el caso de las malezas o arvenses persisten y
se propagan. Las malezas son indeseables por los dafios que ocasionan a los cultivos al
competir por luz, nutrientes, agua y espacio, o por ser hospederas de insectos y
patégenos dafiinos. Como algunas arvenses tienen uso culinario o medicinal, sélo se
consideran malezas aquellas que bajo ciertas circunstancias afectan el desarrollo de
otros cultivos de interés econémico (Vibrans, 2001: Espinosa-Garcia et al., 2004).

Para el control de las malezas se han utilizado diversas estrategias las cuales se
incluyen en el reporte “Manejo de Malezas en los Paises en Vias de Desarrollo” emitido
por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion)

(Labrada, 1997). Las mas importantes son:

1. Métodos preventivos para prevenir la entrada de una maleza en un
territorio en particular.

2. Métodos fisicos como el arranque manual, escarda con azada, corte con
machete u otra herramienta y labores de cultivo.

3. Métodos culturales incluyendo la rotacion de cultivos, preparacion del
terreno, distancia de siembra o plantacion, cultivos intercalados, acolchado

y manejo de aguas.
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4. Control quimico a través del uso de herbicidas.
Control bioldgico a través del uso de enemigos naturales especificos para el
control de especies de malezas.

6. Otros métodos no convencionales como la solarizacion del suelo.

Figura 2. Compuestos de origen sintético que son empleados como herbicidas.

De los métodos antes mencionados, los herbicidas han tenido un mayor impacto
en las practicas agricolas, principalmente en la agricultura convencional ejercida en los
paises desarrollados en donde la necesidad de reducir costos y aumentar la produccion
han sido los objetivos principales. De tal manera que en épocas recientes se han
descubierto y comercializado alrededor de 270 herbicidas, la mayoria de estos de origen
sintético (Figura 2) como el paraquat (23), el trialato (24), el bialafos (25), el dicamba
(26) y el diuron (27). Sin embargo, durante los afios 80°s el control quimico de malezas
empez0 a perder interés debido al aumento en los costos de cultivo y a los riesgos
ambientales y de salud asociados al uso de dichos herbicidas. El costo para erradicar las
malezas aumenta considerablemente cada afio debido a las complicaciones cada vez

mayores para su control (Kohli et al, 2006; Singh et al,, 2003); la aparicidn de biotipos

10



Antecedentes

resistentes a los herbicidas comunes es una de las mas importantes. La resistencia se

genera en primera instancia por la aplicacion recurrente de herbicidas eficaces con un

mecanismo de accion idéntico.

Tabla 2. Principales malezas encontradas en los cultivos de México.

Especie Familia Origen Distribucion Impor,t ancia
Econdmica
Malezas de hoja angosta

Cyperus esculentus Cyperaceae Europa Mayor parte del territorio  Algodén, papay
maiz

Avena fatua* Poaceae Europa Norte del pais, Oaxaca Avena y trigo

Cenchrus incertus* Poaceae América Norte del pais Varios cultivos

Cynodon dactylon* Poaceae Africa Mayor parte del territorio  Cafia de aztcar,
maiz

Echinochloa crus- Poaceae Europa-Asia  Norte del pais Arroz, maiz, papa

galli*

Sorghum alepense* Poaceae Europa-Asia  Todala Republica Varios cultivos

Malezas de hoja ancha

Amaranthus hybridus* Amaranthaceae = Norteamérica Mayor parte del territorio  Varios cultivos

Helianthus annuus Asteraceae Norteamérica Norte del pais, Oaxaca Varios cultivos

Taraxacum officinale ~ Asteraceae Europa Norte y Centro del pais Varios cultivos

Xanthium stramarium  Asteraceae México Varios estados Varios cultivos

Convolvulus arvensis*  Convolvulaceae  Europa Varios estados Varios cultivos

Chenopodium album*  Chenopodiaceae Europa-Asia  Varios estados Varios cultivos

Salsola kali Chenopodiaceae Rusia Norte y Centro del pais Varios cultivos

Argemone echinata Papaveraceae México Norte del pais Ganado

Argemone mexicana Papaveraceae América Norte y Centro del pafs, Cafia de azucar

Oaxaca

Rumex crispus Poligonanceae Europa-Asia  Varios estados Alfalfa, papa,
cereales

Datura quersifolia Solanaceae México Norte del pais Ganado

Solanum rostratun Solanaceae México Varios estados Algodén

*Especies mas agresivas del mundo.

A la fecha se han identificado 324 biotipos de malezas resistentes pertenecientes

a 183 especies vegetales (Heap, 2009). Las principales especies de malezas registradas

en el mundo pertenecen a la familia Poaceae (Espinosa-Garcia et al, 2004; Randall,

2002). Sin embargo, cada pais tiene sus listas oficiales. En el caso de México, aunque no

hay una lista oficial, los diversos reportes y publicaciones de investigacién permiten

inferir que las mas importantes son las que se mencionan en la Tabla 2. Muchas de las

11
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cuales son agresivas a nivel internacional (Espinosa-Garcia et al, 2004; Villasefor y
Espinosa-Garcia, 2004).

Los herbicidas sintéticos también han ocasionado graves problemas ambientales
ya que sus indices de bioacumulacién son grandes y son toxicos para el hombre y

animales.

Las plantas biosintetizan y acumulan una gran cantidad de metabolitos
secundarios que le sirven como defensa contra el ataque de insectos, microorganismos y
plantas nocivas. Asi, muchas de estas sustancias tienen un papel importante en las
interacciones alelopaticas de tipo planta-planta, planta-microorganismo y planta-insecto
en los distintos ecosistemas. Dichas interacciones regulan la densidad y distribucion de
plantas, insectos y microorganismos. Por lo tanto, no es de sorprender que el reino
vegetal constituya una fuente potencial invaluable de agentes herbicidas, ya que

numerosos compuestos de origen vegetal presentan actividad fitotéxica. Estos

12
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compuestos pueden actuar especificamente como inhibidores de proteinas involucradas
en los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal, ya sea biomimetizando sustratos
naturales 6 intermediarios (Jeschke et al., 2006; Duke et al, 2002; Weir et al., 2004;
Vyvyan, 2002; Dayan et al., 2000) (Tabla 3).

Entre los metabolitos vegetales que son importantes por su potencia fitotoxica
y/o mecanismo de acciéon novedoso se encuentran: el 1,4-cineol (28) y su isomero 1,8-
cineol (29), la artemisinina (30), la partenina (31), la sorgoleona (32), la tricolorina A
(33), la juglona (34), la leptospermona (35) y la hipericina (36). Todos estos
compuestos se han aislado a partir de plantas medicinales, lo que siguiere que estas
especies constituyen puntos de partida para la obtencidn de agentes herbicidas (Cutler y
Cutler, 1998). A partir de los productos 28, 29 y 35 se han desarrollado derivados de uso

comercial.

Tabla 3. Ejemplos selectos de compuesto naturales con actividad fitotdéxica aislados de
diferentes especies vegetales.

Metabolito Blanco de Accidon Referencia

Fotosintesis: IRH y DF Macias et al., 2000
3-(1’,1’-Dimetilalil)-xantiletina
(37)

Fotosintesis: DF;

estimulante de la ATPasa; Mata et al., 1998
IRH
Imperatorina (38)
IRH = Inhibicién de la Reaccién de Hill DF = Desacoplamiento de la Fotofosforilacion

DFO = Desacoplamiento de la Fosforilacién Oxidativa.

13
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Tabla 3. Ejemplos selectos de compuesto naturales con actividad fitotdéxica aislados de

diferentes especies vegetales (continuacién).

Metabolito Blanco de Accion Referencia
COOH
Respiracion Mitocondrial:
ooH, DFO Duke, 1993
OH
Acido vainilico (39)
. COOH
Respiracion Mitocondrial: Moreland y Novitzky,
HO
DFO 1987

OCHy
Acido ferulico (40)

HOy,,

Fotosintesis: IRH

Ivalina (41)

OH

/ Fotosintesis: IRH

Cacalol (42)

Inhibe el Citocromo C de la

cadena de transporte de

electrones

Canferol (43)

Lotina-Hennsen et al.,

1998

Aguilar-Martinez et al,,

1996

Valencia-Islas, 2000

IRH = Inhibicién de la Reaccion de Hill
DFO = Desacoplamiento de la Fosforilacién Oxidativa.

DF = Desacoplamiento de la Fotofosforilacion

14
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Tabla 3. Ejemplos selectos de compuesto naturales con actividad fitotdéxica aislados de
diferentes especies vegetales (continuacién).

Metabolito Blanco de Accion Referencia

HSCOJC[\/
HaCO OCHs

don, Fotosintesis: IRH Jiménez et al., 1998
1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-
propenil)benceno (44)
cHy  ©
© CHls Fotosintesis: IRH del
HO OH complejo enzimatico que Rojas et al.,, 2000

fotolisa el agua
OH

Lecanorina (45)

IRH = Inhibicién de la Reaccién de Hill DF = Desacoplamiento de la Fotofosforilacion
DFO = Desacoplamiento de la Fosforilacién Oxidativa.

El monoterpenoide 1,4-cineol (28) y el 1,8-cineol (29), principales componentes
del aceite esencial de varias especies del género Eucalyptus, son potentes inhibidores de
la asparagino sintetasa, enzima involucrada en la sintesis de asparagina y que juega un
papel importante en la movilidad del nitrégeno en plantas (Vyvyan, 2002). También
inhiben la division celular en la etapa de la mitosis; en el caso de 28, el efecto es durante
la profase, y en el caso del 1,8-cineol (29) durante todas las etapas de este proceso (Duke
2003; Romagni et al, 2000). Asimismo, aunque los dos compuestos inhiben el
crecimiento radicular y la germinacion, el 1,4-cineol (28) tiene una potencia mayor y
causa distorsiones morfolégicas. La presencia del éter ciclico en las estructuras
moleculares de ambos terpenoides es esencial para el efecto fitototoxico (Duke et al,
2000). A partir del 1,4-cineol se desarrolld la cinmetilina (Cinch®), un herbicida

ampliamente comercializado en Europa.
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La leptospermona (35), tricetona de diferentes especies de la familia Myrtaceae,
es un inhibidor de la dioxigenasa del acido hidroxifenilpirivico, una enzima de
primordial importancia en la biosintesis de pigmentos y que participa en los procesos de
respiracion y fotosintesis (Moran 2005; Wu et al., 2002; Meazza et al, 2002; Lee et al,
1997). Actualmente esta enzima es un blanco molecular atractivo para el desarrollo de
una nueva clase de herbicidas de tipo f-tricetona, como la sulcotriona y la mesotriona
(Vyvyan 2002; Dayan et al., 2007; Meazza et al., 2002).

Asi como los ejemplos sefalados, los bibencilos de las orquideas podrian, tras

modificaciones estructurales, generar productos mas efectivos.

1.3 Calmodulina

La calmodulina (CaM) es una proteina pequefia modulada por Ca?* de 148
aminodacidos, arreglados en dos dominios globulares (a-hélices) conectadas por una
larga hélice flexible (Figura 3). Cada dominio globular contiene dos sitios funcionales que
se unen al i6n calcio. Al enlazarse el calcio a la CaM expone dos superficies hidrofobicas
rodeadas por una carga negativa, una en cada dominio globular. Entonces el complejo
Ca?+-CaM puede enlazarse a sus enzimas blanco principalmente mediante interacciones
hidrofébicas con las largas cadenas de las enzima blanco (Chin y Means, 2000; Bouché et
al, 2005). La CaM se considera el primer transductor de sefiales en células eucariontes y
es un regulador de eventos celulares por interaccion con grupos heterogéneos de
proteinas blanco en células tanto animales como vegetales. Cabe mencionar que la
secuencia de aminoacidos en la CaM esta conservada tanto en animales como en plantas.

La CaM y sus enzimas blanco constituyen una red compleja que participa en casi
todos los proceso celulares: regulacion del metabolismo, citoesqueleto, transporte de
iones, proliferacion celular, divisiéon celular, transcripcion, metabolismo de fosfolipidos,
fosforilacion y desfosforilacion, entre otros. Por lo tanto, esta proteina juega un papel
muy importante en la regulacion de varios procesos fisiolégicos en las plantas,
incluyendo los relacionados con el crecimiento y la defensa (Black et al., 2004; Kortvely y

Gulya, 2004).
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Calmodulina

ion calcio

Figura 3. Estructura tridimensional de la calmodulina CaM con calcio.

La mayoria de los sitios de uniéon de la CaM hasta ahora conocidos, estan
constituidos de una secuencia de 12 a 30 aminoacidos contiguos que de manera
caracteristica contiene una carga positiva. El tipo de interacciones que contribuyen
principalmente a la estabilidad del complejo CaM-enzima blanco son de tipo
electrostaticas. Las primeras estructuras resueltas en tres dimensiones de los complejos
CaM-enzima blanco sugieren que ambos dominios globulares de la CaM se enrollan
alrededor de la enzima, formando asi una estructura globular (Chin y Means, 2000;
Bouché et al,, 2005).

Mas de 100 proteinas son reguladas por la CaM en plantas y vertebrados. Esas
proteinas incluyen varias enzimas cinasas (CaM cinasa II), proteinas fosfatasas,
fosfodiesterasas, las adenilato ciclasas 1 y 8, la oxido nitrico sintasa, y varios canales
ionicos y receptores como rianodina e IP3, por mencionar algunos ejemplos. Ciertas

enzimas blanco de la CaM se encuentran solo en plantas y entre ellas se pueden citar la
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Ca?+-ATPasa (ACA9), de importancia particular en el crecimiento normal del tubo de
polen y en la fertilizacion y la proteina especifica del polen NPG1, importante para el
desarrollo de la planta (Chin y Means, 2000; Black et al., 2004; Bouché et al, 2005;
Martinez-Luis et al, 2007). Por lo anterior, podemos decir que la calmodulina es un
receptor multifuncional que regula muchas funciones fisiolégicas importantes (Daye et
al, 2001).

Muchos compuestos, naturales y sintéticos tanto farmacos como pesticidas,
interaccionan con la CaM e inhiben sus propiedades moduladoras. Estos productos
pueden ejercer su efecto a través de su union directa a la proteina o al complejo Ca?*-
CaM-enzima. Muchos de los productos que se unen a la proteina han contribuido al
conocimiento de sus funciones, regulacion y caracteristicas estructurales, asi mismo han
permitido el descubrimiento de nuevos blancos enzimaticos e isoformas, y su papel en la
regulacion del crecimiento de las plantas y su defensa (Bouché et al, 2005), la
contraccién y relajacion del musculo liso (Somlyo y Somlyo, 2003), el aprendizaje y la
memoria (Horikawa et al., 2005), la inflamaciéon (Horikawa et al., 2005), y la ansiedad
fisiologica (Du et al., 2004), por mencionar algunos.

Entre los farmacos mas importantes que inhiben a la CaM se encuentran los
antipsicéticos derivados de la fenotiazina [clorpromazina (46) y trifluoperazina (47)] y
la vincristina(48), alcaloide anticancerigeno del cataranto (Catharanthus roseus). El
calmidozolio (49) y el compuesto W7 (50) son otros inhibidores de la proteina
ampliamente utilizados como herramientas de investigacion en procesos en los que
participa la CaM. Dentro de los productos fitotoxicos mas importantes que inhiben la
CaM se encuentran la ofiobolina A (51) (sesterpenoide aislado de hongos del género
Bipolaris), la malbranqueamida (52) (alcaloide biosintetizado por el hongo Malbranchea
aurantiaca) y el hidrato de tajixantona (53) (xantona prenilada del hongo Emericella sp.),
por mencionar algunos ejemplos (Figura 4) (Martinez-Luis et al, 2007; Figueroa et al,
2008; Gonzalez-Andrade et al, 2009). Recientemente se public6é una revisidon detallada

de inhibidores de la CaM de origen natural (Martinez-Luis et al.,, 2007).
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OH

Cl

Figura 4. Farmacos y metabolitos secundarios que inhiben la actividad de la CaM.

Los inhibidores de la CaM pueden ser detectados por varios métodos, la mayoria
de ellos in vitro. Estos métodos incluyen cromatografiaa de afinidad (Molnar et al., 1995;
Ovadi, 1989), protedlisis limitada (Ovadi, 1989), espectroscopia UV, dicroismo circular
(Molnar et al, 1995; Harmat et al, 2000; Vertessy et al, 1998), electroforesis en gel
(Leung et al, 1985), resonancia magnética nuclear (Zhou et al, 1994; Craven et al,
1996), difraccion de rayos X (Vertessy et al, 1998; Harmat et al, 2000), mutagénesis
dirigida que sirve para identificar sitios de union e inhibicién en la CaM (Odom et al,

1997), ensayos enzimaticos funcionales utilizando enzimas sensibles a la CaM (Ovadi,
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1989, Molnar et al., 1995; Sharma et al., 1997) y tecnologias basadas en la fluorescencia
de energia de resonancia (Au et al,, 2000; Sharma et al., 2005).

Los ensayos mas ampliamente usados son los que miden la inhibicion de la
actividad enzimatica de una enzima modulada por CaM (ensayos funcionales
enzimaticos), como por ejemplo la fosfodiesterasa del AMPc (PDE1). La PDE1 cataliza la
hidroélisis de nucleétidos ciclicos a nucledtidos monofosfato (Leung et al., 1984; Sharma,
1997). La actividad de la PDE1 se puede correlacionar con la cantidad de AMPc liberado
durante la reaccién enzimatica usando un radioinmunoensayo. Alternativamente, la
cantidad de fosfato inorganico (Pi) liberado por la hidrolisis del AMPc en presencia de
CaM y una nucleotidasa se puede cuantificar por métodos espectrofotométricos o
radiométricos (Sharma y Wang, 1979). Sin embargo, la transferencia de energia con
fluorescencia esta captando un mayor interés debido a que es altamente especifico,
selectivo, de bajo costo y por que el tiempo de reaccion es rapido, aunque muchas veces
la preparacion de los elementos de deteccion puede ser muy laboriosa (Allen et al., 2004;
Sharma et al, 2005; Gangopadhyay et al, 2004; Douglass et al, 2002). Uno de los
procedimientos mas ampliamente usados involucra la unién covalente a la calmodulina
de un fluoroforo estratégicamente localizado mediante el método de mutagénesis
dirigida. Con tal molécula de prueba, es posible correlacionar un cambio conformacional
por la union del ligando, con el cambio en las propiedades de emision de la proteina

marcada (Gonzalez-Andrade et al., 2009).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Las hipotesis en que se sustenta el presente trabajo son las siguientes:
a) Con base en la similitud estructural, los analogos sintéticos de la batatasina III (1)
y gigantol (5) pueden presentar un efecto fitotoxico contra las arvenses Amaranthus

hypochondriacus, Echinochloa crus-galli, Medicago sativa y Lemna pausicostata.

b) El mecanismo de accion a nivel molecular del efecto fitotéxico de la batatasina III
(1) y el gigantol (5) asi como de sus analogos sintéticos podria involucrar a la proteina
moduladora calmodulina ya que estos compuestos modifican la movilidad electroforética

de la CaM.

2.2 Objetivos generales

Evaluar el potencial fitotéxico e inhibidor de la proteina CaM de una serie de
analogos sintéticos de la batatasina III (1) y el gigantol (5) con la finalidad de encontrar
compuestos con una actividad mejor a la de las moléculas prototipo y asi contribuir al

desarrollo de nuevos agentes herbicidas y medicinales potenciales.

2.3 Objetivos especificos

Para el cumplimiento de los objetivos generales propuestos, se plantearon los
siguientes objetivos especificos.

2.3.1 Sintetizar, purificar y caracterizar por métodos espectroscopicos y
espectrométricos una serie de bibencilos analogos de la batatasina III (1) y el gigantol

(5) disefiados de manera no racional aplicando la reaccion de Wittig.
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2.3.2 Purificar y caracterizar por métodos espectroscopicos y espectrométricos
tres series de analogos sintéticos de la batatasina III (1) y el gigantol (5) disefiados de
manera no racional y que incluyen, tres difenilmetanos, cinco homobibencilos y cuatro

chalconas.

2.3.3 Determinar el potencial fitotéxico de los analogos sintéticos mediante la
evaluacion del efecto fitotéxico sobre la germinacion y el crecimiento radicular de
Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli Echinochloa crus-galli y Medicago

sativa.

2.3.4 Determinar el potencial fitotéxico de los analogos sintéticos sobre la

reduccion del crecimiento y la perdida de electrolitos de Lemna pausicostata.

2.3.5 Evaluar el efecto de la batatasina III (1), gigantol (5) y analogos sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc (PDE1) in vitro en presencia de CaM de
humano. Esta actividad permitira conocer si los bibencilos modifican la actividad

reguladora enzimatica de la proteina CaM.
2.3.6 Determinar si los compuestos que inhiben la actividad de la PDE1 acttian

directamente sobre la CaM o sobre el complejo CaM-PDE1 mediante la aplicacion de

experimentos de apagamiento de fluorescencia de la proteina.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedimientos generales

3.1.1 Sintesis de los analogos 54-65

La sintesis de los analogos 54-65 se realiz6 utilizando la reaccion de Wittig.
Las estructuras de los productos finales e intermediarios sintetizados se muestran a
detalle en el Cuadro 2.

La sintesis en general de los analogos se realizo de la siguiente manera: en un
matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, septum y embudo de adiciéon bajo una atmosfera de Nz, se coloco una
determinada cantidad del aldehido correspondiente en15 mL de THF anhidro y NaH
al 10% en aceite y se adiciond a dicha mezcla de reaccion la sal de Wittig. La mezcla
de reaccion se dejo en agitacion por 2.5 horas a temperatura ambiente.

A la mezcla de reaccion se le adicion6 4.5 mL de HCI al 5%, se concentro casi a
sequedad en un rotaevaporador y el residuo se lavo con 20 mL de salmuera y se
extrajo con 2 x 15 mL de AcOEt. Las fases organicas se juntaron, se lavaron con 10 mL
de agua y se secaron con NazSO4 anhidro, se filtr6 y nuevamente se concentro en el
rotaevaporador.

Para retirar las impurezas de la reaccidn, se purificd por medio de columna
cromatografica utilizando un medio de elucion adecuado para cada compuesto.

En un frasco para hidrogenacion se disolvié la mezcla de estilbenos obtenida en 25
mL de AcOEt, a continuacidon se adicionaron 27 mg de Pd/C al 10% como catalizador
y se hidrogeno la mezcla por 3 horas a 59 psi de presion y 49 °C de temperatura. Al
cabo de este tiempo a la mezcla se adicionaron 25 mg mas de catalizador y se
hidrogeno por 3 horas mas a la misma presién y a 55 °C de temperatura.
Posteriormente, la mezcla se filtré para eliminar el catalizador y se concentro en el
rotaevaporador. Finalmente cada uno de los compuestos fue purificado por métodos

convencionales, como se indica mas adelante.
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Cuadro 2. Resumen de los reactivos empleados para la obtencion de los intermediarios y analogos sintéticos 54-65.

ALDEHIDO SAL DE FOSFONIO ESTILBENOS BIBENCILOS
CcHO PricataEr " H 7 7
5 S Q0 W @AIJ
X X N
(54a) (54b) (54c) (54d) (54)
P*(CgHe)sBr"

CHO H P OH H O ‘
(; N OH C OH
(55a) (55b) (55d) (55)

P*(CgHg)3Br OCHs OCH;
2 O o o
(56a) (56b) (56¢) (56)

oo P*(CsHe)aBr" OCH, OCHj
© /(5\ OCH3 OCHS
(57a) (57b) (57d) (57)
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Cuadro 2. Resumen de los reactivos empleados para la obtencion de los intermediarios y analogos sintéticos 54-65

(continuacidn).
ALDEHIDO SAL DE FOSFONIO ESTILBENOS BIBENCILOS
cHo PH(CoHe)sBr O
O OH
OCHs H3CH,CO
OCH,CHg " OCHg
(58a) (58b) (58)
P*(CgHg)sBr OCHg
CHO
OCH; HaCO OH O ‘ oH
OCH,CHg H3CH,CO
OCHs
(59a) (59b) (59)
OCH,
P*(CgHg)Br"
CcHO O
O OCH,
OCHs HsCO OCHj HaCHoCO
OCH,CHs OCH;CH, OCH, OCH;q
(60a) (60b) (60c) (60c) (60)
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Cuadro 2. Resumen de los reactivos empleados para la obtencion de los intermediarios y analogos sintéticos 54-65

(continuacidn).
ALDEHIDO SAL DE FOSFONIO ESTILBENOS BIBENCILOS
. P*(GaHg)Br
L/ o O
s
(61a) (61b) (61)
P*(CgHg)3Br OCHjz
L/ ) O
o
(62a) (62b) (62)
oo P*(CgHg)sBr ocH,
’ \_d
(63a) (63b) (63)
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Cuadro 2. Resumen de los reactivos empleados para la obtencion de los intermediarios y analogos sintéticos 54-65

(continuacidn).
ALDEHIDO SAL DE FOSFONIO ESTILBENOS BIBENCILOS

CHO dhnianl OCH,3
N(CHa), (H3C)2N O

(64a) (64b) (64)
CHO P*(CgHg)sBr

OCHy
N(CHa), o0 oo O O OCHg
(H3C)2N
(65a) (65b) (65)
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3.1.2 Sintesis del benciloxibenceno (66).

El producto 66 se sintetiz6 de acuerdo a la reaccidén que se indica en el Esquema

Esquema 3. Esquema de la sintesis del compuesto benciloxibenceno (66).

El procedimiento se llevo a cabo como se describe a continuacién: en un matraz
bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética, termdémetro, septum,
embudo de adicién y una trampa anhidra, se disolvieron 5 g (0.053mol) de fenol, 6.8 g
(0.049 mol) de KzCO3 y cantidades cataliticas de KI en 150 mL de acetona.
Posteriormente se adicion6 a la mezcla de reaccion 3.77 mL de cloruro de bencilo gota a
gota y se agité vigorosamente. Una vez que se termino la adicidn de cloruro de bencilo, se
retiré el embudo de adicion y se coloco sobre el matraz de reaccion un condensador de
agua. La mezcla se mantuvo a reflujo durante 21 horas. Al cabo de ese tiempo, la mezcla
de reaccion se filtro y el filtrado se extrajo con AcOEt 3 x 15 mL. Las fases organicas se
juntaron, se lavaron con 20 mL de salmuera, se secaron con Na;S04 anhidro, y el filtrado
se concentro in vacuo. El producto obtenido fue el benciloxibenceno que finalmente fue

purificado por cromatografia en columna abierta.
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3.1.3 Sintesis de los analogos 67-76

El resto de los compuestos se sintetizaron por medio de otros métodos, con el
objetivo de obtener analogos con un nimero menor y mayor de carbonos en la cadena
que une los dos anillos aromaticos (Esquema 4). Estos analogos fueron sintetizados por
el Dr. Adelfo Reyes Ramirez de la FES Zaragoza, UNAM y solo fueron purificados y
caracterizados en nuestro laboratorio. Sin embargo, para que el trabajo se presente de
forma integral se indicara de manera breve el proceso experimental de sintesis de estos

productos.

Esquema 4.Analogos sintéticos con un nimero mayor y menor de carbonos de carbonos
que une a los dos anillos aromaticos.

La sintesis para obtener los difenilmetanos 67-69 (Esquema 5) se realiz6 de la
siguiente forma: 0.04 moles de bromuro de 3,5-dimetoxibencilo y 5 g de guayacol se
disolvieron en 65 mL de acetona; a la solucion resultante se adicion6 5.51 g de K2CO3 y se
calenté a reflujo por 7.5 horas. Al cabo de este tiempo se adiciond a la mezcla 1.02 g de KI

y se calentd a reflujo 2.5 hora mas. Al finalizar el segundo periodo de reflujo, se adicion6
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a la mezcla 30 ml de agua y se concentro al vacio hasta eliminar la acetona.
Posteriormente, la mezcla se extrajo con AcOEt (2 x 15 mL). Las fases organicas se
combinaron y se trataron con 20 mL de una solucién de NaOH 1N durante cinco minutos.
Una vez separadas las fases, la organica se lavo con 15 mL de agua y se seco con NazS04
anhidro, se filtro y se concentro al vacio. El guayacol remanente se elimino a través de
una cromatografia en columna de gel de silice de la mezcla de reaccion resultante usando

hexano-AcOEt (9:1) como eluyente.

Esquema 5. Esquema general de la sintesis de difenilmetanos (68-69).

El producto obtenido, 1.5 g se disolvio en 18 mL de tolueno y a la soluciéon
resultante se adicionaron 1.7 mL de H3POg4; la mezcla se calent6 a reflujo por 6.5 horas.
La solucién obtenida se neutralizé con Na;CO3 y después se extrajo sucesivamente con
15 mL de agua y AcOEt (2 x 15 mL). Las fases organicas se combinaron y lavaron con 10
mL de agua. Por ultimo, la fase organica combinada se secé con NaSO4 anhidro, se filtro y

se concentro en un rotaevaporador al vacio.
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Los homobibencilos 74-76 se prepararon por hidrogenacion catalitica de la
correspondiente chalcona, la cual fue sintetizada por catalisis basica. Asi de esta manera
se obtuvieron los dos ultimos subgrupos de analogos (Esquema 6).

De manera general, el procedimiento para la obtenciéon de ambos subgrupos fue el
siguiente: el benzaldehido (0.1 mol) y la acetofenona (0.1 mol) correspondientes fueron
disueltos en 200 mL etanol caliente; posteriormente se adicionaron lentamente 2 mL de
una soluciéon acuosa de NaOH 1N; la mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 1.5
horas a temperatura ambiente. Durante este tiempo las chalconas 70-73 cristalizaron del

medio de reaccidon y se separo por filtracion.

Esquema 6. Esquema general de la sintesis de los homobibencilos y chalconas (70-76).

Para obtener los homobibencilos 74-76, las chalconas 70-73 se disolvieron en 25
mL de AcOEt; a la mezcla se adicionaron 27 mg de Pd/C al 10% como catalizador; la
reaccidon de hidrogenacion transcurrié durante 3 horas a 59 psi de presion y 49 °C de
temperatura. Al cabo de este tiempo, se adicionaron 25 mg mas de Pd/C y la reaccion se

continu6 durante tres horas mas a la misma presiéon y a una temperatura de 55 °C.

31



Parte Experimental

Finalmente, la mezcla se filtr6 para eliminar el catalizador y se concentro al vacio en un

rotaevaporador.

3.1.4 Purificacion de los analogos bibencilos.

Para los analisis de cromatografia en capa fina tipo analitico (CCF) se utilizaron
placas de aluminio de distintas dimensiones recubiertas con una capa de gel de silice de
0.25 mm de espesor (silica gel 60 Fz54 Merck). La visualizacién de las placas se realizd
con una lampara de luz UV (onda corta 254 nm; onda larga 356 nm) y como agente
cromdgeno se utilizo una solucién reactiva a base de sulfato cérico (sulfato cérico
amoniacal en H2S04)

La purificacion de los compuestos se llevo a cabo mediante las técnicas
cromatograficas de columna abierta o en capa fina utilizando gel de silice como fase
estacionaria (silica gel 60 o F254 Merck, respectivamente) y diversas mezclas de
disolventes como fase movil. Para la eleccion del método se considero la cantidad de
compuesto. Los andlisis se realizaron de acuerdo a las técnicas convencionales. La
técnica utilizada para la purificacion y las caracteristicas fisicas de cada compuesto se

muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicas y método de purificacion empleado.

Compuesto Método de Rendimiento Caracteristicas Punto de
Purificacion (%) Fisicas Fusion (°C)
Solido cristalino
(54) blanco
Cromatografia Liquido viscoso
(55) en Columna 68.4 9 .
. amarillo
Abierta
Cromatografia Liquido viscoso
(56) en Columna 82.6 qu
. ambar
Abierta
Cromatografia Liquido viscoso
(57) en Columna 57.4 qui
. ambar
Abierta
(58) Solido cristalino )

amarillo
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Tabla 4. Caracteristicas fisicas y método de purificacion empleado (continuacidon).

Compuesto Método de Rendimiento Caracteristicas Punto de
Purificacion (%) Fisicas Fusion (°C)
Cromatografia Liquido viscoso
(59) en Columna 60.4 qui
. ambar
Abierta
(60) Cromatogr.afla 518 Sélido crl.stahno 82
en Capa Fina amarillo
(61) Cromatogr.afla 40.5 Sélido crl.stahno g5
en Capa Fina amarillo
(62) Cromatogr.aﬁa 471 Sélido crllstahno 115
en Capa Fina amarillo
Solido cristalino en
(63) forma de agujas 85
blanco traslucido
(64) Sélidos a.morfo 146
amarillo
(65) Sélido amorfo blanco 41
Cromatografia
(66) en Columna 85 Sélido amorfo blanco
Abierta
Cromatografia P
(67) en Columna 76.6 Liquido incoloro olor
. dulce
Abierta
(68) Solido amorfo 30
amarillo
Liquido viscoso
(69) amarillo
Cromatografia P .
(70) en Capa Fina 49.1 Liquido amarillo
(71) Solido arporfo 190
amarillo
(72) Cromatogr.aﬁa 54.3 Solido amorfo 161
en Capa Fina amarillo
Cromatografia -
(73) en Columna 76.9 Solido amorfo 162
. amarillo
Abierta
(74) Cromatogr.aﬁa 88.5 Liquido }ncoloro olor
en Capa Fina picante
(75) Cromatogr.afla 61.1 Sdlido ar.norfo 48
en Capa Fina amarillo
(76) Solido arporfo 84
amarillo
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3.1.5 Determinacion de las constantes fisicas y caracterizacion de los

compuestos sintéticos: métodos espectroscopicos y espectrométricos

Los puntos de fusion se midieron con un aparato Fisher-Johns y se reportan sin
corregir. Los espectros en el IR se obtuvieron en pastilla de KBr o pelicula y se midieron
en un espectrometro Perkin-Elmer FT 1650. Los espectros al UV se registraron
utilizando un espectrometro Lambda II UV en MeOH.

Los espectros de RMN H (400 y 300 MHz) y 13C (100 MHz) se obtuvieron en un
espectrometro Varian UNITY PLUS 500 utilizando CDCl3 6 DMSOds como disolvente y
TMS como referencia interna. Los espectros de masas por impacto electronico se
obtuvieron utilizando un espectrometro JEOL SX 102 mediante inyeccion directa con una

energia de ionizacién de 70 eV.

3.2 Ensayos biologicos

3.2.1 Evaluacion cuantitativa del potencial fitotéxico de los analogos
puros sobre la germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus

hypochondriacus, Echinochloa crus-galli y Medicago sativa

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los analogos sintéticos se
realizé mediante el bioensayo de germinacion y crecimiento radicular de las semillas
Amaranthus hypochondriacus L. (Amaranthaceae), Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.
(Poaceae) y Medicago saltiva L. (Fabaceae), utilizando el método en caja de Petri
previamente descrito por Anaya y colaboradores (1990 y 1995).

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 10 cm de diametro que
contenian un disco de papel filtro del mismo diametro (Whatman No 1). Cada una de los
analogos a evaluar se disolvio en CH2Cl; o en una mezcla CH2Cl;-MeOH (1:1). Se
prepararon disoluciones de diferentes concentraciones: 10, 50, 100 y 500 ug/mL.
Posteriormente, 3 mL de las disoluciones se vertieron en las cajas de Petri y se permitio

la evaporacion del disolvente mediante una corriente de aire. A continuacidn, se inicio la
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germinacion de 15 semillas de cada una de las especies de prueba, humedeciendo el
papel filtro con 3 mL de agua destilada.

Las cajas de Petri se incubaron en la oscuridad a 29 °C y la actividad fitotoxica se
registr6 midiendo la longitud de las radiculas y contando el nimero de semillas
germinadas después de 24 horas para el caso de A. hypochondriacus y 72 horas para el
caso de E. crus-galli y M. sativa. Paralelamente se evaluaron controles positivo y blanco.
Como control positivo se utilizé la Tricolorina A (Pereda-Miranda et al, 1993). Como
blancos se utilizaron CH:Cl; y agua. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado y los resultados obtenidos se expresaron como concentraciones inhibitorias
medias (Clso), las cuales fueron calculadas por regresion lineal a partir de los porcentajes
del crecimiento radicular. Ademas los resultados fueron analizados mediante la prueba

estadistica ANOVA (P <0.5)

3.2.2 Determinacion de la actividad fitotoxica sobre Lemna

pausicostata.

Este ensayo se llevd a cabo de acuerdo al procedimiento descrito por Tanaka y
colaboradores (1993). Para ello, disoluciones en DMSO de los compuestos a evaluar, a
concentraciones de 31, 62, 125, 250, 500 y 1000 uM, en 3 mL de medio Hunter de fuerza
mediana (Becerril, et al., 1992) se adicionaron a 10 colonias de L. pausicostata cada una
contenidas en los pozos de placas de Elisa. Posteriormente, las placas se incubaron
durante 72 horas en una camara de crecimiento. El control fue tratado con DMSO. Al
cabo del tiempo establecido, se procedié a medir la inhibicién del crecimiento de las
plantas y la pérdida de electrolitos, los resultados fueron expresados en términos del
tratamiento menos el valor del control. La pérdida celular de electrolitos se determind
por el incremento en la conductividad eléctrica del medio de cultivo y se midid

empleando un conductimetro, al inicio y al final de cada experimento.
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3.2.3 Efecto de los analogos bibencilos sobre la actividad de la enzima

fosfodiesterasa dependiente de calmodulina (PDE1).

La actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina (PDE1) en
presencia de calmodulina (CaM) se determind a través de la cuantificacion de la cantidad
de fosfato producido, como resultado de la reaccién de hidrolisis de AMPc de acuerdo al
procedimiento descrito por Sharma y Wang (1979) y con modificaciones de Rivero Cruz
etal. (2007) y Figueroa et al. (2009).

El ensayo se inici6 mediante la preparacion de la mezcla de reaccién [0.015
unidades de fosfodiesterasa de cerebro de bovino (PDE1, Sigma), 0.08 ug de calmodulina
(CaM Humana), 0.063 unidades de 5’-nucleotidasa de veneno de Crotalus atrox (Sigma) y
10 puM de la proteina albumina sérica bovina (ASB, Boehringer Mannheim), en 1 mL de
buffer TRIS-HCI constituido por TRIS-HCI 45 mM, acetato de magnesio 5.6 mM, imidazol
45 mM y CaCl; 2.5 mM, a pH de 7]. Una vez preparada se incub6 durante 30 min a 30 °C.
En una placa de ELISA de 96 pozos (cada uno con una capacidad de 250 uL) se
adicionaron 10 uL del compuesto a evaluar [disuelto en una mezcla binaria de
acetonitrilo-agua (1:1)] para obtener concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 3, 4, 7, 13, 20,
32,50y 60 uM y 40 uL de la mezcla de reaccion. La placa se incubd durante 30 min a 30
°C. Al término de este periodo de incubacion, se adicion6 cada 10 segundos, a
temperatura ambiente y durante 15 minutos a cada pozo 10 uL de AMP ciclico 10.8 mM.
Por ultimo, se adicioné a cada pozo 190 uL de una solucidon de verde de malaquita y
molibdato de amonio, con el fin de estimar el contenido de fosforo inorganico
espectrofotocolorimétricamente. Como control positivo se utilizé a la clorpromazina, un
inhibidor de la CaM. Cada muestra se ensayo por sextuplicado.

Los valores de absorbancia obtenidos fueron interpolados a una curva estandar
de fosfato monobasico de potasio (Sigma); que fue preparada tomando las alicuotas
necesarias para obtener once concentraciones diferentes en un intervalo de 0.1 a 3 nM.
La absorbancia de las muestras se determin6 a 700 nm utilizando un lector de placa

ELISA, marca BIO-RAD modelo 680.
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3.2.4 Apagamiento de la fluorescencia de la CaM inducida por los

analogos 56, 60, 62, 64, 65, 67-76.

El efecto de los productos 56, 60, 62, 64, 65, 67-76 sobre la actividad de la
calmodulina (CaM) se determiné también mediante un método espectrofluorométrico de
acuerdo al procedimiento descrito por Gonzalez-Andrade y colaboradores (2009).

Para efectuar este ensayo se utilizo una CaM humana recombinante marcada con
un agente fluoroforo (hCaM M124C-mBBr) disefiada en la Facultad de Medicina, UNAM
(Gonzalez-Andrade et al, 2009). El apagamiento de la fluorescencia se midi6 en un
espectrofluorometro ISS-PC1 (ISS, Champaign, IL, USA). En todos los casos se midio la
fluorescencia emitida por la proteina en presencia de los compuestos de prueba a una
temperatura de 37 °C. La proteina hCaM M124C-mBBr (5uM) se incub6 en un buffer de
fosfatos (100 mM de fosfatos [pH 5.1] y 10 mM de CaClz) con los distintos tratamientos
(10-810 puM) El espectro de emision de fluorescencia fue adquirido con ranuras de
excitacion y emision de 0.5 y 2 nm, respectivamente. La longitud de onda de excitacion
fue de 381 nm, mientras que la longitud de onda de emision para las medidas fue de 400
a 550 nm. El grado fraccional de saturacion de hCaM M124C-mBBr con el ligando (y) fue
calculado por los cambios en la fluorescencia ocasionados por la unién del ligando. Todos

los datos fueron analizados usando el programa Origin 7.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos 54-66 se sintetizaron con el objetivo de continuar con la busqueda
de compuestos con mejores propiedades fitotdxicas e inhibidoras de la proteina
calmodulina (CaM) que los bibencilos prototipo batatasina III (1) y gigantol (5). Los
analogos sintetizados incluyeron moléculas con esqueletos bibencilo, difenilmetano,
homobibencilo y chalcona. En el primer caso se pretendia evidenciar el efecto de la
posicion y naturaleza de los sustituyentes en los anillos A y B en las propiedades
bioldgicas antes sefaladas; en los otros casos se analizaria el efecto del tamafio y
naturaleza de la cadena que une los dos fenilos. El disefio de los productos no fue
racional y el criterio primordial para su sintesis fue la disponibilidad de las materias

primas necesarias para su preparacion.

P*{CeHs)sBr

=
N NaH/THF AN =

Ry Ry

AcOEt

Ry

\
J Pd/C 10%

2

Esquema 7. Esquema general de la sintesis de los compuestos 1 y 5 (batatasina III y
gigantol) y de sus analogos 54-66.
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Para la sintesis del primer grupo de analogos (54-66) se utiliz6 la reaccion de
Wittig, altamente valorado para la preparacién de bibencilos (Esquema 7) (Wittig y
Schollkopf, 1954). Los compuestos sintéticos difieren de las moléculas tipo en la posicion
de los sustituyentes en los anillos aromaticos (caso de los productos 54-63) o en su
naturaleza como en el caso de los compuestos 64 y 65 que contienen nitrogeno. Aunque
las estructuras se incluyeron en la parte experimental, se indican en el esquema 7 de
nueva cuenta para facilitar la discusidén de los resultados. De este primer grupo, los
bibencilos 58-61 y 63-65 son entidades quimicas novedosas, en tanto que 55 y 62 se
aislaron de las especies Plagiochila standleyi (Rycroft y Cole, 2001) y Dendrobium sp.
(Majumder y Guha, 1999), respectivamente. Asi mismo, los compuestos 54-57 fueron
sintetizados previamente (Hastings, et al., 2008, Orsini, et al., 2004).

Los difenilmetanos, homobibencilos y chalconas fueron preparados por el Dr.
Adelfo Reyes Ramirez de la FES Zaragoza, UNAM. En los primeros, los dos fenilos estan
unidos por un solo metileno, en tanto que los segundos por tres metilenos. Por ultimo,
las chalconas presentan un puente de tres carbonos que incluye al carbonilo conjugado
de este tipo de productos. Del conjunto de los difenilmetanos, los compuestos 68 y 69
son novedosos, mientras que el compuesto 67 ya fue sintetizado en 2003 (Dong-Sun y
Wha-Seung, 2003). Dentro del subgrupo de los homobibencilos, el compuesto 74 ya ha
sido reportado (Chandrasekhar et al, 2002), sin embargo, los compuestos 75 y 76, son
novedosos. Por ultimo, dentro de las chalconas todos los compuestos (69, 71-73) son
inéditos con excepcion del 70 aceptado como producto natural (Nunes et al, 2000;

Schlangen et al., 2009).
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4.1 Caracterizacion estructural de los analogos de los bibencilos 54-65

De manera general los compuestos sintéticos se caracterizaron mediante
técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Las formulas moleculares se determinaron
mediante espectrometria de masas y los espectros presentaron los fragmentos de las
rupturas bencilicas diagnosticas de este tipo de producto (Figura 5). Como comun
denominador los productos 56, 59, 62 y 64 presentaron uno de los fragmentos
resultantes de esta ruptura en una m/z de 137 uma; los compuestos 57, 60, 63 y 65 en
una m/z de 151 uma; en tanto que los productos 55, 58 y 61 en una m/z de 107 uma. Por
ultimo el bibencilo 54 que carece de sustituyentes presenta el unico fragmento de la
ruptura bencilica en una m/z de 91 uma. En todos los casos los iones moleculares
presentes en los espectros se observaron en una m/z par, con la excepcion de los
productos 64 y 65 que contienen un nitrégeno y por lo tanto sus iones moleculares son
impares (Tabla 5). Los espectros en el UV e IR presentan bandas asociadas a su caracter
aromatico (Amax ~276 nm; Vmax ~3000 y ~1600 cm1); en el caso de los productos 56, 59
y 62 se aprecian, ademas bandas caracteristicas para grupos hidroxilos fendlicos (Umax
~3200 cm1); por ultimo, los bibencilos 64 y 65 presentan bandas congruentes con la
presencia de una amina terciaria (Umax ~3200 cm1). El ntcleo bibencilo asi como la
disposicion de los sustituyentes se confirmaron mediante RMN. En los siguientes incisos

se discutiran las principales caracteristicas de los espectros.
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Figura 5. Fragmentos derivados de la ruptura bencilica del bibencilo 56.

Tabla 5. Constantes espectroscépicas (UV e IR) y espectrométricas (EM-IE m/z) de los
bibencilos 54-65.

Analogos UVAmax (MeOH) nm | IRvmax (KBr) cm -1 EM-IE m/z

54 258 3299,2917,1598, | 182 [M* (44)], 91 (100),
210 1450, 697 77 (5), 65 (27)

55 275 3452,2935,1598, | 228 [M* (100)], 165
29t 1452,1236,1017 | (13),152 (8.5)

S6 276 3401,2933,1597, | 258 [M* (65)], 137 (10),
208 1453, 1244, 1148 121 (100), 77 (13)
277 2998,2935,1596, | 2/2. M' (24)], 151

57 1463 1246, 1153 (6.5), 121 (100), 91
208 ’ ’ (14.5), 77 (20.5)

58 279 3536,2944, 1599, 65625)[%;7((31732{) 18?
207 1516, 1362, 1229 D0 ’

(15), 77 (10)
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Tabla 5. Constantes espectroscépicas (UV e IR) y espectrométricas (EM-IE m/z) de los
bibencilos 54-65 (continuacion).

Analogos UVAmax (MeOH) nm IR vmax (KBr) cm -1 EM-IE m/z
280 302 [M* (37.7)], 165
5o 3451,2935,1600, | (89.5), 137 (100), 122
208 1456, 1145 (19), 94 (316), 77
(30.5)
279 3072,2935,1598, | >0 M _(36)] 165
60 208 1469 1136 (100), 137 (70), 122
' (6), 77 (3)
w | | om0
209 1244, 1041 (22.5) )
62 281 3306,2927,1592, |272 [M* (44)], 135
212 1484, 1243 (100)
o || umomun |eropse
208 1484,1311,1159 | .7 ) ‘ '
64 253 3081,2933,1599, | 271 [M* (27.5)], 134
208 1454, 1149 (100), 118 (6.5)
65 254 3430,2927 1596,1522, | 285 [M* (69)], 134
207 1346, 1159 (100), 118 (21)

4.1.1 RMN de los productos 56, 57,59, 60y 62-65

En los cuadros 3 y 4 se incluyen los datos de RMN-1H y RMN-13C de los analogos

56,57,59, 60y 62-65. Las caracteristicas mas importantes observadas en sus espectros

de RMN se resumen a continuacion:

-En la regidon alifatica de los espectros de RMN-!H, los ocho productos presentan un

singulete ancho, que integra para cuatro hidrogenos, alrededor de 6u 2.8 atribuible a los

dos metilenos del bibencilo. En el espectro de RMN-13C la sefial correspondiente se
observa en ~6¢ 36-38.
-En la region aromatica del espectro de RMN-1H de los bibencilos 56, 57, 59, 60 y 62-65,

las sefiales de los hidrogenos del anillo A forman un sistema AB; caracteristico de un

benceno trisustituido con los hidrogenos meta-relacionados. Las sefiales se observan
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como dobles de dobles con valores de constante de acoplamiento (/) de 1 a 3 Hz y sus
desplazamientos quimicos en el intervalo de ~8u 6.2-6.6. En los compuestos 56, 57, 64 y
65, los hidrégenos del anillo B forman un sistema AA'BB’ tipico de un anillo aromatico p-
disustituido y las principales diferencias entre sus espectros fueron los desplazamientos
quimicos de la porcibn BB’ que en el caso de 64 y 65 estan desplazados
diamagnéticamente con respecto a los de los productos 56 y 57 en los que los
hidrégenos se encuentran orto a los carbonos aromaticos que soportan una funcion
metoxilo. Sin embargo, en los productos 59, 60, 62 y 63 los tres hidrégenos del anillo B
constituyen un sistema A2B tipico de un anillo 1, 3,4 trisustituido.

-Los espectros de RMN-13C de los ocho productos presentaron sefiales para doce
carbonos aromaticos entre 8¢ 97 y 161. Los desplazamientos quimicos de las sefiales
entre d¢c 146 y 161 son caracteristicos de los carbonos aromaticos unidos a las distintas
funciones oxigenadas presentes en cada molécula. Asi en todos los casos los espectros
contienen una o mas sefales atribuibles a grupos metoxilos y/o hidroxilos unidos a
carbonos aromaticos (du/d¢ ~3.8/55 y 0Ou ~5.0 que desaparece con D20,
respectivamente). En el caso de los productos 62 y 63, se observan ademas las sefiales
tipicas del metileno de un grupo metilendioxi (0u/dc ~5.9/99). Por ultimo, los productos
59y 60 contienen las absorciones diagnosticas de un grupo etoxilo (du /dc~4.0, m; ~1.45
(t,J=7 Hz)/64; 15).

-En la region ~dc 36-38 en el espectro de RMN-13C se aprecian sefiales para los dos

grupos metilenos de los bibencilo.
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Cuadro 3. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-1H de 56, 57, 59, 60 y 62-65.

Posicién 56 57 59 60 62 63 64 65
OH (m, / en Hz)
9 6.32 6.33 6.41 6.34 6.63 6.33 6.32 6.64
(dd, 2.4) (dd, 2.1) (dd, 3.0) (dd, 2.4) (dd, 1.8) (dd, 2.0) (dd, 1.8) (dd, 2.1)
6.31 6.25 6.31 6.31 6.20 6.28
4 6.16 (dd) (dd, 2.1) (dd, 1.8) (dd, 2.0) 6.32 (dd) (dd, 2.0) (dd, 1.8) (dd, 2.1)
6 6.25 6.33 6.32 6.34 6.60 6.33 6.26 6.64
(dd, 2.4) (dd, 2.1) (dd, 3.0) (dd, 2.4) (dd, 1.8) (dd, 2.0) (dd, 2.1) (dd, 2.1)
7 2.82 (m) 2.84 (m) 2.82 (m) 2.84 (m) 2.79 (m) 2.82 (s) 2.77 (s) 2.29 (s)
> 7.09 7.10 6.67 6.69 6.65 6.64 7.09 7.12
(d, 8.8) (d, 8.7) (dd, 2.1) (dd, 2.0) (d, 1.8) (d, 1.6) (d, 8.4) (d, 8.4)
3 6.83 6.82 6.79 6.79 6.72 6.73 6.82 6.73
(d, 8.4) (d, 8.7) (d, 8.1) (d, 8.0) (d, 7.8) (d, 8.0) (d, 8.4) (d, 8.1)
5 6.83 6.82 6.82 6.73
(d, 8.4) (d, 8.7) (d, 8.4) (d, 8.1)
, 7.09 7.10 6.71 6.67 6.65 7.09 7.12
6 (d, 8.8) (d, 8.7) (d, 2.1) 6.72(d,2.0) (d, 1.5) (d, 1.6) (d, 8.4) (d, 8.4)
7’ 2.82 (s) 2.84 (s) 2.82 (s) 2.84 (s) 2.79 (s) 2.82 (s) 2.77 (s) 2.29 (s)
8’ 5.92 (s) 5.92 (s)
OCHs-3 3.79 (s) 3.76 (s) 3.83 (s) 3.76 (s) 3.75 (s) 3.77 (s) 3.75 (s) 3.76 (s)
OH-5 5.07 (s) 5.00 (s) 5.02 (s)
OCHs-5 3.76 (s) 3.76 (s) 3.77 (s) 3.76 (s)
OCH3-4 3.79 (s) 3.76 (s)
, 4.07 (m)/ 4.07 (m)/
OCH:CHs-4 1.45 (1) 1.45 (1)
OCH3s-5’ 3.83 (s) 3.83 (s)
N(CHs) 2.93 (s) 2.98 (s)

a Espectros registrados en CDCI3 (1H, 400 y 300 MHz); 6 en ppm
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Cuadro 4. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-13C de 56, 57, 59, 60 y 62-65.

Posicién 56 57 59 60 y 62 63 64 65
C
1 144.8 144.2 144.8 144.2 144.4 144.0 144.6 145.1
2 107.0 106.5 107.1 106.5 106.8 106.5 106.6 106.5
3 161.1 160.7 161.2 160.7 160.9 160.7 160.8 161.5
4 99.2 97.9 99.3 97.8 100.7 97.9 98.9 97.6
5 158.1 160.7 156.8 160.7 156.5 160.7 156.8 161.5
6 108.2 106.5 108.2 106.5 107.9 106.5 107.9 106.5
7 38.4 38.4 38.4 38.4 38.2 38.5 38.1 38.0
1 133.9 133.8 134.6 134.3 135.5 135.5 131.9 131.6
2’ 129.5 1293 120.6 120.2 121.2 121.2 129.1 128.6
3’ 113.9 113.7 1133 112.7 108.1 108.1 114.2 112.8
4 156.8 157.8 146.8 146.4 145.7 145.6 1483 1483
5 113.9 113.7 149.4 149.0 147.5 1475 144.2 112.8
6 129.5 1293 112.6 112.7 108.9 108.9 129.1 128.6
7 36.8 36.7 37.4 37.3 37.2 37.4 36.6 37.4
g’ 99.0 100.7
OCH3-3 55.5 55.2 56.2 55.2 55.2 55.2 55.2 55.8
OCH3-5 55.2 55.2 55.2 55.2 55.8
OCH3-4' 55.5 55.2
OCH2CH3-4’ 64.7/ 64.3/
15.1 14.8
OCH3-5' 55.5 55.8
N(CHs): 416 413

a Espectros registrados en CDCl; (13C 100 MHz); 0 en ppm
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4.1.2 RMN de los productos 54, 55,58y 61

En los cuadros 5 y 6 se presentan los datos de RMN-1H y RMN-13C de los
analogos 54, 55, 58 y 61. Las caracteristicas mas importantes observadas en los
espectros de RMN se resumen a continuacion:

-Al igual que en el caso de los compuestos 54, 55, 58 y 61, en du/dc ~38/2.8 se
aprecian las sefiales caracteristicas de los dos metilenos de la estructura base.

-En la region aromatica del espectro de RMN-1H de los compuestos 55, 58 y 61, las
sefiales de los hidrogenos del anillo A forman un sistema ABCX caracteristico de un
benceno meta disustituido. Las sefiales se observan como dobles de dobles con
distintos valores de constante de acoplamiento y sus desplazamientos quimicos en el
intervalo de ~0n 6.6-7.4. En el compuesto 55, los hidrdgenos del anillo B forman un
sistema AA'BB’ tipico de un anillo aromatico p-disustituido, en tanto que para los
productos 58 y 61, los tres hidrogenos del anillo B constituyen un sistema A2B tipico
de un anillo 1, 3,4 trisustituido.

-El compuesto 54 muestra en su espectro de RMN-1H en el intervalo du 7.20-7.27
sefiales correspondientes a los hidrégenos aromaticos de dos anillos bencénicos
monosustituidos, mismos que forman un sistema AB2X;. Estas sefales
correlacionaron en el espectro HSQC con las de '3C ubicadas en el rango d¢ 125-128.
-Los espectros de RMN-13C de los productos 55, 58 y 61 presentaron sefales para
doce carbonos aromaticos entre dc 108 y 160. Ademas, contienen una o mas sefiales
atribuibles a grupos metoxilos y/o hidroxilos unidos a carbonos aromaticos (du/8c
~3.7/55 y 6u ~5.0, respectivamente). En el caso del producto 58 se observan las
sefales de un grupo etoxilo (du /8c~4.0, m; ~1.45 (t, ]= 7 Hz)/64; 15). Por ultimo, los
espectros del producto 61 muestran las sefiales diagnosticas del metileno del anillo

metilendioxi (0x /0c~6.0/100).
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Cuadro 5. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-1H de 54, 55,58 y 61.

Posicion >4 55 >8 61
On (m, J/ en Hz)
) 7.20 6.67 6.79 6.74
(d, 7.5) (dd, 3.6) (dd, 8.1) (dd, 8.4)
7.27
3 (dd, 8.2) 7.14 (t) 7.14 (t) 7.42 (t)
4 7.18 6.65 6.69 6.66
(1) (dd, 4.2) (dd, 2.1) (dd, 5.6)
5 7.27
(dd, 8.2)
6 7.20(d, 7.5) 6.75 (t) 7.03 (t) 7.14 (t)
7 2.92 (s) 2.84 (s) 2.84 (s) 2.82 (s)
> 7.20 7.09 6.66 6.61
(d, 7.5) (d, 8.7) (dd, 9.0) (dd, 7.2)
3 7.27 6.82 6.75 6.72
(dd, 8.2) (d, 8.7) (d, 8.0) (d, 8.0)
4’ 7.18(t)
5 7.27 6.82
(dd, 8.2) (d, 8.7)
6 7.20 7.09 6.69 6.66
(d, 7.5) (d, 8.7) (dd, 2.1) (dd, 5.6)
7’ 2.92 (s) 2.84 (s) 2.84 (s) 2.82 (s)
8’ 6.07 (s)
OH-5 4.82 (s) 5.03
OCH3-4’ 3.79 (s)
OCH2CH3-4’ 4,07 (m)/1.45 (t)
OCH3-5’ 3.84 (s)

a Espectros registrados en CDCl; (1H, 400 y 300 MHz); 0 en ppm
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Cuadro 6. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-13C de 54, 55, 58 y 61.

. ., 54 55 58 61
Posicion
Oc
1 141.8 143.8 143.7 143.5
2 128.3 1209 120.2 1209
3 128.4 129.4 129.4 129.5
4 125.9 112.7 112.8 112.8
5 128.4 155.5 155.5 155.5
6 128.3 115.4 115.4 115.3
7 37.9 37.9 37.9 37.9
1’ 141.7 133.8 134.3 135.5
2’ 128.3 129.3 120.9 121.2
3’ 128.4 113.7 115.4 108.1
4 125.9 157.8 146.4 145.6
5 128.4 113.7 148.9 147.5
6’ 128.3 129.3 112.0 108.9
7’ 37.9 36.7 37.3 37.4
8 100.7
OCH3-4’ 55.2
OCH2CH3-4’ 64.3/14.84
OCH3-5’ 55.8

a Espectros registrados en CDCl3 (13C 100 MHz); 0 en ppm
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4.2 Caracterizacion estructural de los analogos de los productos 67-76

Los compuestos del tipo difenilmetanos, homobibencilos y chalconas
sintéticos se caracterizaron también mediante técnicas espectroscdpicas y
espectrométricas. Las formulas moleculares se determinaron mediante
espectrometria de masas. Como comin denominador los productos 67-69 y 74-76
presentaron picos resultantes de una ruptura bencilica. Para el difenilmetano 67, el
fragmento correspondiente se aprecia en una m/z 91 uma; también se aprecia un pico
prominente en una m/z de 167(M-1) debido a una ruptura bencilica. El
homobibencilo 74 presenta dos fragmentos resultantes de esta ruptura, uno en m/z
91 uma y el otro en 105 uma; el pico base, sin embargo se aprecia en una m/z de 92
debido a la migracién de hidrogeno con eliminacion de una molécula neutra (Figura
6). En los compuestos 68 y 69 el pico correspondiente a la ruptura bencilica se
observa en una m/z de 151 uma; en 75 y 76 en una m/z de 107 uma; y, en los
productos 71-73 en una m/z de 177 uma. En todos los casos los iones moleculares
presentes en los espectros se observaron en una m/z par. Los espectros en el UV e [R
(Tabla 6) presentan bandas asociadas a su caracter aromatico (Amax ~276 Nm; Vmax
~3000y ~1600 cm1); en el caso de los productos 68, 69, 71-73, 75 Y 76 se aprecian,
ademas bandas caracteristicas para grupos hidroxilos fenélicos (Vmax ~3200 cm1);
por ultimo, los productos 70-73 presentan bandas congruentes con la presencia de
un grupo carbonilo o,B-insaturado (Vmax ~1680 cm-1). Los nucleos base de los
analogos de los bibencilos de tipo difenilmetanos, homobibencilos y chalconas asi
como la disposicién de los sustituyentes se confirmaron mediante RMN. En los

siguientes incisos se discutiran las principales caracteristicas de los espectros.
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Figura 6. Fragmentos resultantes de la ruptura en los homobibencilos.

Tabla 6. Constantes espectroscopicas (UV e IR) y espectrométricas (EM-IE m/z) de
los difenilmetanos 67-69, chalconas 70-73 y homobibencilos 74-76.

CH,

Analogos | UVAnax (MeOH) nm | IRvymax (KBr) cm -1 EM-IE m/z
o 258 3027, 2842, 1599, 2165) [1;’[{5 (?gésc))]é) 18;
223 1494, 1451, 735, 697 ‘ ok
(63.7)
68 273 3406,2957,1590, |274 [M* (100)], 151
226 1468,1208,1159 | (72.5), 115 (41)
69 280 3437,2935,1594, |274 [M* (29)], 151
219 1511, 1460,1152 | (100), 115 (20.5)
308 3059,1663, 1605, | 208 [M* (69)], 207
70 204 1336,1215,747 | (100), 131 (19), 105
’ ’ (10), 103 (11), 77 (14)
344 3123,2839, 1645, | 2o+ M’ (100)], 239
71 236 1563, 1429, 1166 8(1)% 161 (18), 121
- 356 3476, 3263, 2840, é?f) [?;7(1(0305))]' izg
207 1646, 1562, 1266 ’ ’
(41)
73 360 3407,2943,1648, |300 [M* (100)], 177
207 1565,1428,1149 | (28), 145 (23)
258 3026,2934,1603, | 00 IM* (488)], 105
74 219 1495, 1453, 744, 698 | (20-7), 104 (100), 77
’ i (30.06), 65 (40.02)
- 277 3418, 2941, 1608, ﬁfg) [11\;1 gé)o]) 18?
226 1512,1353,1216 | ),
. | TSI e e ool 19
209 ’ ’ | (100),119 (16)

1244

4.2.1 RMN de los productos 67-69y 74-76
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En los cuadros 7 y 8 se incluyen los datos de RMN-1H y RMN-13C de los productos
67-69 y 74-76. Las caracteristicas mas importantes observadas en sus espectros de
RMN se resumen a continuacidn:

-En la region alifatica de los espectros de RMN-1H, los compuestos 68 y 69 presentan
alrededor de 81 3.9 un singulete, que integra para los dos hidrogenos del metileno del
nucleo difenilmetano. Para los productos 74-76 se observan dos multipletes en &y
~1.8 y ~3.2, que integran para cuatro y dos hidrégenos, respectivamente y que son
atribuibles a los tres metilenos del nticleo homobibencilo. En el espectro de RMN-13C
las senales correspondientes se observan en el intervalo entre 6¢ 33 y 40.

-En la region aromatica del espectro de RMN-1H de los compuestos 68 y 69, las
sefiales de los hidrogenos del anillo A forman un sistema AB: caracteristico de un
benceno simétricamente trisustituido y los hidrégenos del anillo B forman un sistema
A>B tipico de un anillo 1, 3,4 trisustituido similar a los descritos para los bibencilos
57 y 60. En el caso de 75 las sefiales de los hidrégenos tanto del anillo A como del B
forman un sistema AA'BB’ tipico de un anillo aromatico p-sustituido como los
descritos para el anillo B los bibencilos 55-58, 64 y 65. En el espectro del compuesto
76 se aprecia un sistema ABCX caracteristico de un benceno m-disustituido similar a
la de los productos 55, 58 y 61. También presenta un sistema AB2 como el del
producto 61. Por ultimo, los compuestos 67 y 74 son simétricos y los hidrégenos de
cada anillo forman un sistema AB2X> caracteristico de un benceno monosustituido.
-Los espectros de RMN-13C de todos estos productos presentaron sefiales para doce
carbonos aromaticos que se observaron entre 0c 97 y 161 y se asignaron con base en
sus desplazamientos quimicos y el analisis del espectro HSQC. Con la excepcion de los
productos 74 y 75, todos los espectros contienen una o mas sefiales atribuibles a
grupos metoxilos y/o hidroxilos unidos a carbonos aromaticos (6u /8¢ ~3.7/55 y &n
~4.4, esta ultima sefial desaparece al tratar la muestra con D20 desaparece) y en el

caso de 76 se observa un singulete atribuible al metilendioxi (8n /8¢c~5.9/100).
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-1H de 67-69 y 74-76.

Do cicion 67 68 69 74 75 76
Ou (m, / en Hz)
2 723(4,72)  636(dd,22)  634(dd, 20)  722(d,74)  7.02(d4,88)  675(d,7.6)
7.33 7.29 6.74
3 (dd, 8.4) (dd, 8.7) (d, 8.8) 714 (1)
4 7.26 (1) 631(dd, 2.4) 631 (dd, 2.8) 7.18 (1) 6.66(d, 8.0)
] 7.33 7.29 6.74
(dd, 8.4) (dd, 8.7) (d, 8.8)
7.23 6.36 6.34 7.22 7.02
6 (d,7.2) (dd, 2.2) (dd, 2.0) (d, 7.4) (d, 8.8) 726 (s)
7 3.98 (s) 3.95 (s) 3.86 (s) 2,63 (1) 255 (1) 2.82 (1)
8 1.98 (m) 1.86 (1) 1.26 (1)
2 723(d,72)  693(d,36)  683(d,40)  722(d74)  7.08(d,88) 666 (d, 2.0)
3 733 (dd, 8.4) 729(dd,87)  6.83(d, 838)
& 7.26 (1) 7.18 (1)
o 7.33 6.84 6.70 7.29 6.83 6.72
(dd, 8.4) (d, 8.0) (d, 8.0) (dd, 8.7) (d, 8.8) (d, 8.0)
6 723(d,72)  666(d,7.6)  667(4,82)  722(d,74)  7.08(d,88)  661(d8.0)
7 2,63 (1) 255 (1) 2.82 (1)
8 5.92 (1)
OCH;-3 3.75 (s) 3.75 (s)
OCHs-5 3.75 (s) 3.75 (s)
OH-3" 5.53 (s)
OH-4 4.41 (s)
OH-4 5.52 (s)
OH-5 4.62 (s)
OCH-3 3.75 (s)
OCH;-4’ 3.75 (s) 3.78 (s)

a Espectros registrados en CDClz (1H, 400 y 300 MHz); § en ppm
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Cuadro 8. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-13C de 67-69 y 74-76.

. . 67 68 69 74 75 76

Posicion 5
1 141.1 142.9 143.8 142.3 134.4 143.6
2 128.4 107.0 106.9 128.3 129.4 120.9
3 128.9 160.8 160.8 128.4 115.1 129.5
4 126.0 97.9 97.8 125.7 153.5 112.8
5 128.9 160.8 160.9 128.4 115.1 155.4
6 128.4 107.0 106.9 128.3 129.4 115.3
7 419 35.7 41.5 35.4 34.8 37.9
8 32.4 33.4 37.4
1’ 141.1 133.5 133.9 142.3 134.5 135.5
2’ 128.4 113.9 115.1 128.3 129.3 112.8
3’ 128.9 148.9 145.4 128.4 113.7 147.5
4 126.0 145.4 145.4 125.7 157.5 145.6
5’ 128.9 122.4 114.2 128.4 113.7 108.1
6’ 128.4 124.9 121.6 128.3 129.3 121.1
7’ 35.4 34.8 37.9
8’ 100.7

OCH3-3 55.2 55.3

OCH3-5 55.2 55.3

OCH3-3’ 61.3

OCH3-4’ 55.9 55.3

a Espectros registrados en CDClz (13C 100 MHz); 6 en ppm
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4.2.2 RMN de los productos 70-73

En el Cuadro 9 y 10 se incluyen los datos de RMN-1H y RMN-13C de los productos 70-
73. Los espectros de estos productos presentaron el perfil tipico de una chalcona. Asi,
en los espectros de RMN-13C de los tres compuestos, también se puede observar una
sefial ~d¢c 190 ppm correspondiente al carbonilo o,3-insaturado de estos compuestos.
En la region 8¢ ~118 y ~140 se aprecian sefales para los dos metinos olefinicos de las
chalconas; estas dos sefiales correlacionan con las absorciones de dos hidrégenos
vinilicos en 6y ~7.4 y 7.8; las sefiales aparecen como dobletes con una constante de
acoplamiento (/) de ~15.6 Hz, sugiriendo la disposicion trans de estos hidrégenos.
-Las senales de los hidrégenos y carbonos aromaticos del producto 71 fueron
practicamente iguales al del homobibencilo 75. En el caso de los productos 72y 73,
estas sefiales fueron casi idénticas a la de los productos 68 y 69, respectivamente.
Por ultimo, las senales aromaticas de la chalcona 70 fueron similares a las del
producto 64, sin embargo los desplazamiento quimicos de los hidrégenos se aprecian
a campos mas bajos debido a la conjugacion extendida.

-Como en los casos anteriores se observaron en los espectros las sefiales
correspondientes a las distintas funciones oxigenadas presentes en cada molécula.
Asi en los productos 71-73 los espectros contienen una o mas sefiales atribuibles a
grupos metoxilos y/o hidroxilos unidos a carbonos aromaticos (6u /8¢ ~3.8/55 y &n

~4.8, esta ultima sefial desaparece al tratar la muestra con D0).
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Cuadro 9. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-1H de 70-

73.
Posicion 70 71 72 73
Ou (m, / en Hz)
, 7.82 8.03 7.04 7.06
(d, 7.5) (dd, 8.7) (dd, 2.0) (dd, 1.6)
3 764(dd,82)  7.45(dd,7.8)
4 7.73 (1) 6.60 (dd, 2.4)  6.60 (dd, 2.0)
5 764(dd,82)  7.45(dd,7.8)
) 7.82 8.03 7.03 7.04
(d, 7.5) (dd, 8.7) (dd, 2.0) (dd, 1.6)
8 759(d, 154) 7.81(d,15.9) 7.41(d,15.6)  7.46 (d, 15.6)
N 7.60 7.63 721 7.33
(d, 7.5) (dd, 8.7) (d, 2.0) (d, 2.0)
3 740 (dd,8.0)  7.47 (dd, 8.7)
, 7.47 6.98 6.85
4 7:33 (Y (dd, 8.7) (d, 8.4) (d, 8.0)
5 7.40 (dd, 8.0)
o 7.60 7.63 7.18 7.22
(d, 7.5) (dd, 8.7) (dd, 8.0) (dd, 8.4)
7 8.01(d,154) 8.06(d, 159) 7.66(d, 15.6) 7.71(d, 15.6)
OCH;3-3 3.91 (s) 3.93 (s)
OH-5 4.89 (s)
OCH;-4 3.89 (s) 3.82 (s) 3.83 (s)

a Espectros registrados en CDClz (1H, 400 y 300 MHz); § en ppm
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Cuadro 10. Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN-13C
de 70-73.

Posicion 70 71 72 73
8¢

1 138.5 130.7 140.2 140.3
2 128.9 131.0 104.6 104.7
3 129.2 115.4 161.2 161.1
4 130.8 161.6 105.5 105.4
5 129.2 115.4 158.7 158.6
6 128.9 131.0 107.6 107.6
7 190.8 188.9 191.0 191.2
8 122.5 119.5 119.4 118.8
1 133.0 127.7 127.9 126.8
2’ 128.9 130.1 113.7 110.8
3 128.9 114.4 146.6 149.7
4 128.8 159.7 150.8 148.0
5 128.9 114.4 111.1 115.2
6’ 128.9 130.1 122.1 123.5
7’ 145.1 144.1 140.7 145.9

OCHs-3 54.5 54.5

OCH3-3’ 55.1

OCH;-4’ 55.4 54.9

a Espectros registrados en CDClz (13C 100 MHz); 6 en ppm
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4.3 Caracterizacion estructural del producto 66

La formula molecular del compuesto 66 se determin6 mediante
espectrometria de masas. Los espectros de UV e IR presentaron bandas asociadas a
su caracter aromatico (Amax ~276 nm; vmax ~3000 y ~1600 cm-1, respectivamente).
El cuadro 11 resume las constantes espectroscopicas y espectrométricas del
producto 66. Las caracteristicas mas importantes observadas en sus espectros de
RMN -1H y RMN-13C se resumen a continuacion:

-En el espectro de RMN-1H se observa un singulete en 61 5.0 que integra para dos
hidrégenos atribuibles al metileno del ntcleo benciloxibenceno. En el espectro de
RMN-13C la sefial de este metileno se encuentra ~ 6¢ 69.

-En la region aromatica del espectro de RMN -1, las sefiales de los hidrogenos para
ambos anillos forman un sistema AB2X: caracteristico de un benceno
monosustituido. En el espectro de RMN-13C se observan sefiales para los 12

carbonos aromaticos presentes en la molécula entre ¢ 114 y 129.

Cuadro 11. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del benciloxibenceno
(66).

EM-IE m/z 184 [M* (41)], 91 (100)

7.47 (d, H-2’ y H-6’, ] = 7.2 Hz), 7.41 (t, H-4"), 7.38 (dd,
H-3’y H-5’, ] = 8.0 Hz), 7.34 (dd, H-3 y H-5, ] = 8.2 Hz),

RMN-1H
7.01 (t, H-4), 6.99 (d, H-2 y H-6, ] = 8.0 Hz), 5.02 (s, H-
7’)
158.7 (C-1), 137.0 (C-1"), 129.4 (C-3 y C-5), 128.5 (C-3’
RMN-13C y C-5"), 127.9 (C-4), 127.4 (C-2' y C-6), 120.9 (C-4),

114.8 (C-2 y C-6), 69.8 (C-7")
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4.4 Efecto de los compuestos sobre la germinacion y crecimiento
radicular de las semillas de Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-

galliy Medicago sativa y sobre el crecimiento de Lemna pausicostata

Se evalud la actividad fitotoxica de los analogos mediante la determinacion de
su efecto sobre la germinacion y el crecimiento radicular de las semillas de
Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli y Medicago sativa, especies
selectas de arvenses monocotileddneas y dicotileddneas. En la Tabla 7 se indican los
resultados y sélo se incluyen aquellos de los compuestos con un efecto significativo.

De los compuestos ensayados, 55, 56 y 70 fueron los mas activos ya que
inhibieron de manera importante el crecimiento radicular de las semillas de A.
hipochondriacus y E. crus-galli. Sin embargo, el compuesto 69 mostr6 una actividad
selectiva sobre A. hipochondriacus. Ninguno de los compuestos afecto la germinacion
o crecimiento radicular de M. sativa. Es importante mencionar que el efecto de 69 y

70 fue comparable al del control positivo, tricolorina.

Tabla 7. Efecto de los productos 55, 56, 68-70, 75 y 76 sobre el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crus-galli.

ICso ICso
Compuesto A. hypochondriacus E. crus-galli
(ng/mL) moles/L (ng/mL) moles/L
Tricolorina* 21 2.08E-05 17 1.68E-05
55 39 1.72E-04 55 2.41E-04
56 29 1.14E-04 71 2.74E-04
68 85 3.46E-04 289 1.05E-03
69 18 7.29E-05 >1000
70 15 7.28E-05 114 5.49E-04
75 89 3.70E-04 287 1.18E-03
76 116 4.54E-04 >1000

* Control positivo.
En el caso de L. pausicostata, solo algunos de los productos mostraron
actividad fitotoxica significativa a concentraciones entre 80 y 242 pg/mL. De nueva

cuenta se indican en esta apartado los que mostraron una actividad importante. Los
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productos mas activos fueron los bibencilos 55 y 56 (Tabla 8), seguidos del
homobibencilo 76 (Tabla 9) y la chalcona 70 (Tabla 10). Estos analogos causaron
inhibicion del crecimiento y pérdida de electrolitos de la célula de manera
dependiente de la concentracion.

Analizando los resultados globales es evidente que los compuestos mas
activos de las tres series homologas (difenilmetanos, bibencilos y homobibencilos)
son aquellos que presentan sustituyentes en ambos anillos aromaticos. En uno de los
anillos el sustituyente debe ser para, en tanto que en el segundo debe estar meta
orientado con respecto al metileno. Los sustituyentes en cuestion son metoxilos y/o
hidroxilos. Las moléculas sin sustituyentes no presentan actividad fitotéxica en
contra de las arvenses de prueba. El largo de la cadena entre los dos anillos
aromaticos parece no afectar de manera importante la actividad fitotoxica. En el caso
de las chalconas la presencia de sustituyentes oxigenados no es requisito importante
para la actividad ya que el producto 80 que carece de sustituyentes en los anillos

aromaticos fue uno de los mas fitotéxicos.
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Tabla 8. Efecto de los bibencilos 55, 56, 61 y 65 sobre el crecimiento y pérdida de
electrolitos de L. pausicostata.

Incremento Inhibicion
dela del
Compuesto R1 R R3 R4 Rs Conductividad crecimiento
Conc pumho
GM)  cm ICs0 (uM)
31 14
62 49
55 OCH+ H OH H H 120 124 46
250 144
500 149
1000 149
31 24
62 66
56 OCH H OCH; H oH 125 101 87
250 229
500 159
1000 151
31 90
62 60
61 H OH H CHoCH, 125 139 85
250 175
500 175
1000 145
31 10
62 35
65 N(CH:)» H OCH; H OCH; 125 65 149
250 130
500 135
1000 120

Los resultados son el promedio de dos replicas * la desviacién estandar. Las ICso del gigantol y
la batatasina III, prototipos de las moléculas sintéticas, fueron 180 y 159 pM respectivamente.
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Ry Ry

Ra Rs

Tabla 9. Efecto de los homobibencilos 75 y 76 sobre el crecimiento y pérdida
de electrolitos de L. pausicostata.

Incr(fgznto Inhibicién del
Compuesto Ry Rz R3 R4 Rs  Conductividad crecimiento
Conc mho
() em . 1Cso(uM)
31 65
62 45
75 H OH H H OCH; 125 100 108
250 150
500 115
1000 140
31 69
62 36
76 H H OH CHOCH, 125 151 94
250 219
500 196
1000 216

Los resultados son el promedio de dos replicas * la desviacion estandar. Las 1Cso del
gigantol y la batatasina IlI, prototipos de las moléculas sintéticas, fueron 180 y 159 uM
respectivamente.
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Tabla 10. Efecto de las chalconas 70, 72 y 76 sobre el crecimiento y pérdida de
electrolitos de L. pausicostata.

NS Inhibicion del
Compuesto  Ri R R3 R4 Conductividad crecimiento
Conc  pmho
uM)  cm ICs0 (UM)
31 35
62 55
70 H H H H 125 108 80
250 180
500 155
1000 185
31 0
62 0
72 OCH; OH OH OCH; 125 15 242
250 135
500 130
1000 1115
31 55
62 35
76 OCH; OH OCHs OH 125 55 172
250 100
500 135
1000 135

Los resultados son el promedio de dos replicas + la desviacion estandar. Las 1Cso del
gigantol y la batatasina IlI, prototipos de las moléculas sintéticas, fueron 180 y 159 uM
respectivamente.

62



Parte Experimental

4.5 Efecto de los analogos sintéticos sobre la actividad moduladora de la

calmodulina

Con base en investigaciones previas acerca del efecto de bibencilos sintéticos
se examino el efecto de los productos 54-76 sobre la actividad moduladora de la CaM
utilizando primero un método enzimatico funcional en el que la PDE1 fue la enzima
monitora. El método es espectrofotocolorimétrio y se basa en la cuantificacion del
fésforo inorganico generado a partir de la hidrélisis de AMPc por la accién de la PDE1
en presencia de una 5’-nucleotidasa (Figura 7). La cantidad de fésforo cuantificado

correlaciona directamente con la actividad de la PDE1 dependiente de CaM.

Figura 7. Hidrdlisis enzimatica del AMPc.

Los resultados de la determinaciones muestran que algunos de los compuestos

inhibieron la actividad del complejo PDE1-CaM con valores de 1Cso comprendidos
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entre 9.38 y 36.33 uM, en el Cuadro 12 se muestran los compuestos con mayor

actividad en contra del complejo PDE1-CaM.

Cuadro 12. Efecto de los analogos sintéticos sobre la actividad de la PDE1.

Compuesto [Cs0 (ULM)
Clorpromazina* 17.66
1 22.80
5 12.01
56 9.38
60 18.44
64 30.10
65 36.33
67 15.02
71 22.53
74 20.07

* Control positivo.

Cabe mencionar, que el efecto de los compuesto 56, 60 y 67 fue menor o
comparable al de la clorpromazina (Figura 8), un inhibidor de la CaM empleado como
control positivo. Ademas, es importante resaltar que el bibencilo 56 presentd una

mayor actividad inhibitoria que las moléculas prototipo, batatasina III (1) y gigantol

(5)
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Efecto Inhibidor sobre la Proteina CaM
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Figura 8. Propiedades inhibitorias de analogos sintéticos sobre la proteina CaM.

Para determinar si el efecto de los productos activos se debe a su interaccion
con el complejo CaM-PDE1 o directamente con la CaM se realizé también un ensayo
de apagamiento de la fluorescencia de la CaM marcada con un fluoroforo en un
residuo de cisteina en la posiciéon 124, de acuerdo a la metodologia descrita por
Gonzalez-Andrade y colaboradores (2009). Los resultados obtenidos de esta
evaluacion se ilustran en la Tabla 11 y Figura 9. Como se desprende de esta
informacion solo los bibencilos 60 y 62, las chalconas 71, 72 y 73, asi como el
homobibencilo76 provocan un apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la CaM
de manera dependiente de la concentracion, por lo tanto interaccionan directamente
con la proteina. Los valores de Ky (Tabla 11) para estos compuestos son:
0.571+0.0170, 0.022+0.000, 0.155+0.059, 0.682+0.059, 0.361+0.042, y 4.402+0.443
uM, respectivamente, mientras que para la CPZ fue igual a 0.3423 + 0.0324 uM. De tal
forma que de los productos mas activos en el ensayo funcional, s6lo el bibencilo 62 y
la chalcona 71 interaccionan directamente con la CaM. Asimismo, estos resultados
indican también que tres de los productos (72, 73 y 76) que presentaron un efecto
moderado sobre el complejo CaM-PDE1 interaccionan directamente con la CaM. Por
lo tanto, los productos bibencilos 64 y 65 y el difenilmetano 67, muy activos en el
ensayo funcional, afectan al complejo CaM-PDE1 o directamente a la PDE1, mas que a
la CaM. En caso del homobibencilo 74, se observo un importante aumento de la

fluorescencia, a pesar de que afecté6 de manera importante el complejo CaM-PDE1;
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este resultado permite suponer que 74 interacciona con la CaM por un sitio distinto al
sitio activo de la CaM para la activacion de la enzima fosfodiesterasa, provocando
también un cambio conformacional importante de la CaM y por lo tanto de su efecto
activador de la PDE1.

Cabe mencionar que los compuestos 60, 62, y 75 precipitaron durante el

ensayo por lo que sus resultados no son concluyentes.

Tabla 11. Valores de kq de los analogos 56, 60, 62, 68, 71-73,
75 y 76 y clorpromazina* determinadas en el ensayo

fluorométrico.
hCaM M124C-mBBr
Compuesto
ka (uM)

CPZ 0.3423 +0.0324

5 9.925 +1.017

56 10.562 +2.618

60 0.571 +0.170

62 0.022  +0.000

68 10.080 +£1.332

71 0.155 +0.059

72 0.682  +0.059

73 0.369 +0.042

75 2.268 +0.241

76 4402 +0.443

*Control positivo

Debido a que la CaM juega un papel muy importante en la regulacién de varios
procesos fisiologicos en las plantas, incluyendo los relacionados con el crecimiento y
la defensa se postulé que podria existir una correlacion entre el potencial fitotdxico
de los bibencilos y sus propiedades inhibidoras de la CaM. Sin embargo, los
resultados obtenidos demuestran que no existe correlaciéon alguna entre las dos

actividades.
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En general los bibencilos fueron los mas activos en los ensayos de L. pausicosta
y fluorescencia; también afectaron la actividad del complejo CaM-PDE1; en tanto que
las chalconas afectaron el crecimiento radicular, al complejo CaM-PDE1 y a la CaM. El
compuesto que presento un mejor efecto anti-CaM fue la chalcona 71, sin embargo
este compuesto no demostro efecto fitotoxico alguno.

En el experimento enzimatico el mejor efecto fue del bibencilo 56 que si
presento un efecto fitotéxico importante contra L. pausicostata y A. hypochondriacus,
en cambio el bibencilo 55, que afecto también el crecimiento de Lemna no inhibi6 el
complejo CaM-PDE1 ni presento efecto anti-CaM en el ensayo de fluorescencia.
Finalmente los bibencilos, 60 y 62 presentaron un notable efecto anti-CaM sin afectar
el crecimiento vegetal. En general los bibencilos biodinamicos encontrados en el
presente trabajo son aquellos que presentan sustituyentes en ambos anillos
aromaticos. En uno de los anillos el sustituyente debe ser para, en tanto que en el
segundo debe estar meta orientado con respecto al metileno. Los sustituyentes en
cuestion son metoxilos y/o hidroxilos. Cabe mencionar, que en general las actividades
de los bibencilos resultaron mucho mejor que las correspondientes a los analogos
homobibencilos y difenilmetanos. Por lo tanto, al incrementar o disminuir el nimero
de metilenos de dos a tres, o de dos a uno, disminuye la actividad fitotoxica o anti-
CaM. Respecto a esto ultimo, la longitud de la cadena influye en la actividad de las
moléculas, ya que el tamafio y forma del sustrato es importante para que ajuste en el
sitio activo de su enzima, dicha complementariedad es esencial en el establecimiento
de las interacciones electrostaticas y estéricas, en acuerdo con los modelos de la
“llave-cerradura” y “encaje inducido” (Kortagere et al, 2009). Ademas de que la
presencia de aminoacidos en el sitio activo determina la forma de éste y por lo tanto

qué tipo de moléculas pueden interactuar (Graham, 1995).
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Figura 9. Titulacién por fluorescencia de
71(c), 72(d) y 73(e) (grafica izquierda).
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hCaM con los compuestos 5(a), 60(b),
Cambio absoluto de la emision de la
fluorescencia a 470 nm (AAIF) versus la relacion inhibidor/proteina3 (grafica
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Figura 9. Titulacién por fluorescencia de hCaM con los compuestos 5(a), 60(b),
71(c), 72(d) y 73(e) (grafica izquierda). Cambio absoluto de la emision de la
fluorescencia a 470 nm (AAIF) versus la relaciéon inhibidor/proteina3 (grafica

derecha).

Por ultimo, las chalconas fueron activas en el ensayo de crecimiento vegetal.
Asi el producto 70 fue el mejor inhibidor del crecimiento vegetal pero no presento
efecto anti-CaM o inhibidor del complejo CaM-PDE1. Por otro lado, el producto 71,
inhibié la actividad de la PDE1 y apag6 la fluorescencia de la CaM sin afectar el
crecimiento vegetal. La presencia de sustituyentes oxigenados en los dos anillos
aromaticos de 71 le confiere a la molécula una mejor actividad anti-CaM. Es probable
que el mejor efecto de las chalconas se deba a que estos compuestos pueden
reaccionar con las proteinas a través de reacciones de alquilacion, lo cual podria
resultar en efectos no especificos y citotoxicos. Los resultados del apagamiento de la

fluorescencia coinciden con los resultados ya obtenidos en investigaciones previas,
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respecto a la actividad anti-CaM de dos chalconas, ya que la 4-hidroxiderricina y el
xantoangelol, productos naturales aislados de Angelica keiskei (Umbelliferae) a
concentraciones de 1 y 0.5 pg/mlL, respectivamente apagaron la fluorescencia
intrinseca de la proteina (Okuyama et al, 1991). Dicho reporte y los resultados
obtenidos en el presente estudio son los unicos descritos para este grupo de
flavonoides; en el grupo de las chalconas sdlo se habian reportado propiedades
citotoxicas (Shu-Zhen et al., 2009; Yang et al., 2009), antiparasitarias (Montes-Avila et

al, 2009) y antitumorales (Romagnoli et al., 2009).
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5. CONCLUSIONES

5.1

5.2

El estudio del potencial fitotoxico de una serie de analogos de los bibencilos
batatasina III (1) y gigantol (5) que incluyeron los bibencilos 48-59, los
difenilmetanos 61-63, las chalconas 64-67 y los homobibencilos 68-70,
utilizando ensayos de crecimiento radicular de semillas y de la planta acuatica
Lemna pausicostata, permitié detectar productos mas activos que las moléculas
prototipo. Los productos mas activos incluyeron a los bibencilos 49 y 50 y la
chalcona 64. Los bibencilos presentan como comun denominador sustituyentes
oxigenados en la posicion para en uno de los anillos y en posicién meta en el
segundo anillo. También se descubrié un difenilmetano con un efecto selectivo
sobre A. hypochondriacus. Es factible que el mecanismo de acciéon a nivel
molecular mediante el cual este ultimo producto ejerce su efecto sea distinto al de
los bibencilos. En el grupo de las chalconas, aunque la 64 fue la mas activa, tres
mas presentaron un efecto fitotoxico importante. La chalcona 65, sin embargo no
fue fitotoxica. De todas, estd ultima contiene un sustituyente oxigenado en
posicion para en cada uno de los anillos aromaticos. Las implicaciones

moleculares de esta diferencia de actividad se desconocen aun.

Se detectaron productos con un efecto inhibidor del complejo CaM-PDE1 y de la
proteina CaM. Los bibencilos mas activos fueron superiores a las moléculas
prototipos en todas estas actividades que incluyeron a los productos 50, 54, 56,
58 y 59. Los primeros inhibieron al complejo y apagaron la fluorescencia
intrinseca de la CaM por lo tanto constituyen inhibidores de la proteina. En este
caso, los productos mas activos como inhibidores de la CaM son mas hidrofébicos
ya que no poseen grupos fendlicos libres. Los otros productos afectaron al
complejo CaM-PDE1. La chalcona con un efecto anti-CaM mas importante fue la
65, sin embargo el producto afecto también al complejo CaM-PDE1.
Aparentemente la presencia de un sustituyente oxigenado en posicidon para en

cada uno de los anillos aromaticos permite al producto una mejor interacciéon con

71



Conclusiones

5.3

el sitio activo de la CaM e inhibir asi sus propiedades moduladoras sobre la
enzima PDE1. De estos resultados resulta evidente que la mejor actividad anti-
CaM se obtiene con los compuestos de tipo bibencilo y que el incremento o
acortamiento del largo de la cadena de metilenos disminuye la actividad. Estos
resultados constituyen un aporte al conocimiento de las propiedades anti-CaM de

los bibencilos y chalconas.

Los resultados obtenidos demostraron que no hay ninguna correlacion entre la
actividad fitotéxica de los analogos bibencilos y la actividad como inhibidores de
la CaM por lo que el mecanismo de accion debe involucrar otros blancos de accién

a nivel molecular, como la maquinaria fotosintética, por indicar algin ejemplo.
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Espectro 13. Espectro de RMN-1H del 4’-etoxi-3,3’,5-trimetoxibibencilo (60)
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Espectro 14. Espectro de RMN-13C del 4’-etoxi-3,3’,5-trimetoxibibencilo (60)
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Espectro 15. Espectro de RMN-1H del 3’, 4’-dioximetilen-3-hidroxi bibencilo (61)
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Espectro 16. Espectro de RMN-13C del 3’, 4’-dioximetilen-3-hidroxi bibencilo (61)
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Espectro 17. Espectro de RMN-'H del 3',4'-dioximetilen-3-hidroxi-5-metoxibibencilo
(62)
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Espectro 19. Espectro de RMN-1H del 3,5-dimetoxi-3’,4’-dioximetilenbibencilo (63)
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Espectro 20. Espectro de RMN-13C del 3,5-dimetoxi-3",4'-dioximetilenbibencilo (63)

101



Anexo

T
ppm

N(CH3)o
H-
H-
T

L
z -
8 -
— |
-
L
o

N(CHy),»

3
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Espectro 22. Espectro de RMN-!3C del 4’-dimetilamino-3-hidroxi-5-metoxibibencilo
(64)
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Espectro 23. Espectro de RMN-'H del 4’-dimetilamino-3, 5-dimetoxibibencilo (65)
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Espectro 24. Espectro de RMN-13C del 4’-dimetilamino-3, 5-dimetoxibibencilo (65)
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Espectro 25. Espectro de RMN-'H del benciloxibenceno (66)
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Espectro 27. Espectro de RMN-!H del difenilmetano (67)
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Espectro 28. Espectro de RMN-13C del difenilmetano (67)

109



Anexo

B
<4 |—a
L
—
L
I
|
—m
B
L
= L
Q
o — 5 8
N. ]
- 4 -

OCH;
H

OCH,
|
6

2|

o
==
5

- Iz -
g e |
T T
T -y I
- I
T
] |

Espectro 29. Espectro de RMN-!H del 4-(3,5-dimetoxbencil)-2-metoxifenol (68)
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Espectro 30. Espectro de RMN-13C del 4-(3,5-dimetoxbencil)-2-metoxifenol (68)
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Espectro 31. Espectro de RMN-1H del 5-(3,5-dimetoxibencil)-2-metoxifenol (69)
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Espectro 32. Espectro de RMN-13C del 5-(3,5-dimetoxibencil)-2-metoxifenol (69)
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Espectro 33. Espectro de RMN-'H de la chalcona (70)
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Espectro 34. Espectro de RMN-13C de la chalcona (70)
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Espectro 35. Espectro de RMN-1H del (E)-1-(4-hidroxi fenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-
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Espectro 36. Espectro de RMN-13C del (E)-1-(4-hidroxi fenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-

en-1-ona (71)
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Espectro 37. Espectro de RMN-1H del (E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-1-(3-hidroxi-5-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona (72)
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Espectro 38. Espectro de RMN-13C del (E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-1-(3-hidroxi-5-
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Espectro 39. Espectro de RMN-1H del (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(3-hidroxi-5-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona (73)
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Espectro 40. Espectro de RMN-13C del (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(3-hidroxi-5-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona (73)
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Espectro 41. Espectro de RMN-1H del 1,3-difenilpropano (74)
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Espectro 42. Espectro de RMN-13C del 1,3-difenilpropano (74)
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Espectro 43. Espectro de RMN-'H del 4-(3-(4-metoxifenil)propil)fenol (75)
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Espectro 44. Espectro de RMN-13C del 4-(3-(4-metoxifenil)propil)fenol (75)
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Espectro 45. Espectro de RMN-'H del 3-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)propil) fenol (76)
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