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Resumen.

La curcumina ha sido ampliamente estudiada debido a sus propiedades
medicinales y su sintesis quimica ha sido un paso importante para la preparacion de
derivados (curcuminoides) y compuestos analogos. En este trabajo se sintetizaron
diferentes familias de compuestos partiendo de sus productos de degradacién
(vainillina, deshidrozingerona, acido ferulico) en condiciones in vitro. Un total de 71
compuestos sintéticos y clasificados en ocho familias (retro-curcuminoides, derivados
del acido ferulico (éteres o ésteres), bencilidenos, pirazolinas, chalconas (C3), di-
chalconas (C5), curcuminoides (C7) y complejos de curcuminoides) proporcionan una
vision general de sus estructuras y propiedades biologicas. Algunos de esos aspectos

son:

1) La actividad citotoxica optima en los ésteres del acido cinamico se
debe principalmente a la ausencia de metoxilos en la posicion orto de
los anillos aromaticos.

2) La ausencia de fenoles en las familias de compuestos mencionados
conlleva una disminucion de la actividad antioxidante.

3) Las moléculas que presentan el sistema carbonilico o,p-insaturado
(aceptores tipo Michael) pueden tener una actividad citotoxica
selectiva como ocurre con los retro-curcuminoides, o no selectiva
(promiscuidad enzimatica) como es el caso de los bencilidenos,
chalconas y di-chalconas.

4) Aunque se obtuvieron derivados bioloégicamente inactivos mediante la
sustitucion de los fenoles de curcumina con grupos voluminosos
(ésteres cinamicos o éteres bencilicos), algunos curcuminoides

mostraron una importante actividad como fluoréforos no citotoxicos.



Abstract.

Curcumin has been widely studied due to its medicinal properties. Its chemical
synthesis has been an important step for the preparation of curcuminoids and
analogous compounds. Herein, several families of compounds were synthesized
starting from the degradation products (vanillin, dehydrozingerone and ferulic acid) of
the curcumin molecule. A total of 71 compounds synthesized and classified into eight
families (retro-curcuminoids, derivatives of ferulic acid (ethers or esters), benzylidenes,
pyrazolines, chalcones (C3), di-chalcones (C5), curcuminoids (C7) and complexes of
curcuminoids) allowed to obtain general characteristics of their behavior towards

cytotoxicity and antioxidant activity, where the following findings outstand:

1) The optimal cytotoxic activity in cinnamic acid esters is mainly due to the

absence of methoxyls in ortho positions of the aromatic rings.

2) The absence of phenols in these families of compounds leads to a decrease in

antioxidant activity.

3) Molecules with the a,B-unsaturated carbonyl system (Michael acceptors) may
have selective cytotoxic activity as observed with retro-curcuminoids, or non-
selective (enzymatic promiscuity) as seen with bencilidene, chalcone and di-

chalcone type of compunds.

4) Although biologically inactive derivatives were obtained by replacing the phenols
of curcumin with bulky groups (cinnamic esters or benzyl ethers), some

curcuminoids resulted into useful non-cytotoxic fluorophores.



Introduccion.

Los productos naturales sirven como una fuente clave para el disefo,
descubrimiento y desarrollo de farmacos candidatos para enfrentar diferentes
enfermedades. La curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-
dicetona, Figura 1) comunmente llamada diferuloilmetano [1] es el principal ingrediente
activo de la especia asiatica Curcuma longa. Esta molécula bioactiva recibe en la
actualidad una gran atencién debido a sus amplios atributos farmacolégicos para tratar

enfermedades humanas de los tiempos modernos [2].

Un amplio numero de investigaciones han descrito las propiedades medicinales
beneficiosas de la curcumina desde diferentes puntos de vista [3,4]. La curcumina se
ha utilizado como un producto de origen natural para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias y los estudios han confirmado que posee una actividad antiproliferativa
contra varias células tumorales in vitro [5]. Otras investigaciones han descrito que la
curcumina es un potente compuesto antioxidante ya que posee una gran capacidad de
captura de radicales libres [6]. Ademas, varios analogos quimicos como sus
metabolitos o sus precursores han demostrado ser activos contra enfermedades
inflamatorias [1,7]. Estas propiedades benéficas explican el interés cientifico mundial de

esta molécula que incluye a sus derivados y analogos.

1. Antecedentes.

1.1 La degradacién de curcumina.

En el estudio realizado por Peter y Donald en 1973 [8] se encontr6 que cuando
la curcumina es sometida a una solucion de NaOH al 5% se degrada principalmente en
dos compuestos: acido ferulico y deshidozingerona (DHZ). En estudios posteriores,
Sardjiman y colaboradores [9] coinciden en que la curcumina es inestable en un pH
superior de 6.5 (causado por el metileno activo). Adicionalmente, en los trabajos de

Ying-Jdang [10] se establecié que las estructuras en las que se degrada esta molécula

10



en solucién de buffer de fosfatos a pH de 7.2 son principalmente tres: acido ferulico,

DHZ y vainillina, como se muestra en la Figura 1.

Tautomeria
ceto-enol

CURCUMINA

o~ OH (o}
s Ao —_— /@Ao 0PN N
M HO
HO S OH HO
o N o o)
/ AN

(E)-6-(4-HIDROXI-3-METOXIFENIL)-2 4-DIOXO 5-HEXENAL) VAINILLINA ACIDO FERULICO DESHIDROZINGERONA

Solucion buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.2, 37°C, 2 horas

Figura 1. Curcumina y sus principales productos de degradacién en pH basico. [10]

El acido ferulico es un metabolito presente en la biosintesis y degradacién de
curcumina (Figura 1). Muchos alimentos basicos como el salvado de trigo, los
alimentos integrales, las frutas citricas, el platano, el café, el jugo de naranja, la
berenjena, los brotes de bambu, la remolacha, la col, la espinaca y el brocoli se
encuentran entre las fuentes mas ricas del acido ferulico [11]. Este compuesto esta
presente en semillas y hojas tanto en su forma libre como en su forma conjugada. El
acido ferulico confiere rigidez a la pared celular vegetal y algunos de sus efectos

bioldgicos reportados son: antioxidante y antiinflamatorio [12].

La DHZ es un compuesto fendlico que se relaciona con la degradacion de la
curcumina y en la literatura se denomina hemi-curcuminoide [13] (Figura 1). Ademas,
se encuentra como un componente principal en los rizomas del Zingiber officinale
Roscoe (jengibre). La DHZ ha sido ampliamente estudiada ya que posee numerosas

actividades biolégicas v.gr.: antimicrobiana, antioxidante, anti-enfermedad de
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Parkinson, anti-enfermedad de Alzheimer, antitumoral, antidepresivo y antidiarreico
[14-17].

La DHZ puede sintetizarse en el laboratorio por medio de la condensacion
alddlica entre la vainillina con acetona (lo cual es una ventaja para diferentes propdsitos
experimentales) y es muy estudiado por ser una chalcona natural. Los derivados
semisintéticos de DHZ tienen efectos diversos en su actividad bioldgica y los estudios
de sus modificaciones estructurales se dirigen principalmente a la propiedad

antioxidante [18].

Quimicamente la DHZ y el acido ferulico estan constituidos por un fenilo
sustituidos con un grupo metoxilo (-OCHz3) en posicion orto al fenol (Ph-OH) y un
sistema carbonilico o,B-insaturado, un grupo metilo terminal o un acido carboxilico (en
el caso del acido ferulico). La DHZ y el acido ferulico (considerados como andamios
moleculares) son intermediarios quimicos versatiles en sintesis organica con
posibilidades de formar nuevos enlaces. Un andamio molecular [19] se aplica
ampliamente en quimica medicinal para producir compuestos bioactivos con una

estructura central comun, asociadas con actividades biolégicas especificas.

Las comparaciones biologicas hechas entre curcumina y sus productos de
degradacion son las siguientes: a) la curcumina presenta mayor actividad antioxidante
que la DHZ, b) el sistema de la pB-dicetona presente en la curcumina no es necesario
para inhibir la lipoperoxidacion, debido a que la DHZ esta desprovista de este sistema y
aun asi es capaz de inhibir la peroxidacion de lipidos [20], c) los grupos fendlicos en
ambos compuestos favorecen considerablemente las propiedades antioxidantes [5] ya
qgue reaccionan con radicales libres para formar radicales fenoxi estables, d) el acido
ferulico también tiene la capacidad para inhibir la peroxidacion de los acidos grasos
[21].
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1.2 Biosintesis de curcumina y curcuminoides.

La biosintesis de curcuminoides (ver Figura 2) inicia con la L-fenilalanina [22] e
involucra dos unidades de p-coumaroil-CoA y un carbono central del acido maloénico. La
posterior adicion de grupos funcionales en los anillos aromaticos produce la curcumina.
Estos datos fueron importantes en el desarrollo del trabajo experimental tomando como

punto de partida algunas moléculas de esta ruta biosintética, p. €j., el acido cinamico.

w FENILALANINA
¢ PAL

X Acipo
CINAMICO
¢ C4H

(0]

ACIDO
/@/\)LOH p-COUMARICO
HO 4CL
CoAS
CoAS CoAS
CSVH O CCOMT
OH — >
ACIDO
SIQUIMICO
HO OH
COUMAROIL-CoA p- COUMA,ROIL CAFEOIL CAFEOIL-CoA FERULOIL-CoA
5-0-SIQUIMATO 5-0-SIQUIMATO
MALONIL-CoAl POLICETIDO MALONIL-CoA | POLICETIDO MALONIL-CoA | POLICETIDO
SINTASA SINTASA SINTASA
o0 HIDROXILA v oY ]
S _ OXILASA 0 S _ HIDROXILASA 0 S P o
® Ol 10 O 10 @
HO OH HO OH HO OH
BIS-DESMETOXI CURCUMINA DESMETOXI CURCUMINA CURCUMINA

PAL = Fenilalanina amonia liasa; C4H = Cinamato 4-hidroxilasa, 4CL = 4-coumarato:CoA ligasa; CST = p-Coumaroil
siquimato transferasa; CS3'H = p-Coumaroil 5-O-siquimato 3’hidroxilasa; OMT = o-Metiltransferasa; CCOMT =

Cafeoil-CoA O-metiltransferasa.

Figura 2. Ruta para la biosintesis de curcumina [23].
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1.3 Desventajas de la curcumina.

A pesar de las multiples actividades biologicas benéficas descritas para la
curcumina, ésta posee una baja biodisponibilidad y un rapido metabolismo en la
administracién oral, hecho que contribuye a que aun no se apruebe su uso clinico como

un agente terapéutico regular.

Las desventajas farmacocinéticas [6] y farmacodinamicas de la curcumina que
limitan su biodisponibilidad provienen de: 1) la insolubilidad en agua, 2) su pobre
absorcioén, 3) su metabolismo rapido, y 4) la rapida eliminacién sistémica. Las razones
que se han encontrado detras de estas limitaciones son los siguientes; (A) la presencia
de la B-dicetona en la estructura de la curcumina hace que reaccione como sustrato
metabdlico, (B) hay una alta disociacién enzimatica en la posicion bencilica, (C) la
inestabilidad de la B-dicetona propicia que la molécula reaccione facilmente en pH

basico.
1.4 Metabolismo de la curcumina.

Los compuestos identificados en el metabolismo de la curcumina cuando es
administrada por distintas vias son presentados en la Figura 3, y se resalta que un
metabolito terminal detectado por via intravenosa e intraperitoneal, es el acido ferulico
[24].
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Figura 3. Metabolitos de la curcumina obtenidos por distintas vias de administracion [25].

Las vias de degradacion in vivo de la curcumina son esencialmente cuatro [26]
i.e. reduccion, conjugacion, oxidacion y ruptura. Los metabolitos mostrados en la Figura
4 coinciden con los observados en la fase | (reduccién, productos obtenidos por la
accion de reductasas hepaticas) y la fase Il (conjugacion) del metabolismo en roedores

y humanos [4], pudiendo algunos de ellos ser obtenidos mediante sintesis organica.
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Figura 4. Metabolitos secundarios de curcumina.

1.5 Interaccién de curcumina con dianas moleculares que inducen apoptosis.

La curcumina es una molécula que interacciona con multiples objetivos (o dianas
moleculares), y se ha descrito amplia efectividad apoptética contra diferentes lineas
celulares de cancer en ensayos in vitro. Las multiples dianas moleculares [27] que son
afectadas y reguladas mediante la interaccion [25] con curcumina se ilustran en la
Tabla 1 encontrandose desde citocinas inflamatorias hasta factores de transcripcion.
Adicionalmente en la Figura 5 se ilustran las vias de sefalizacion celular donde

participa la curcumina.
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Tabla 1. Objetivos moleculares que regula la curcumina [25].

Citocinas Moléculas de | Proteinas cinasas Enzimas

inflamatorias adhesion

TNFa, IL-1b, IL-2, IL- | ICAM-1, VCAM-1, | ERK, JNK, p38, Akt i-NOS, COX-2, 5-

18, IL-6, MCP-1, MIP- | ELAM-1 LOX, HO-1, MMP2,

1a, IL-12 MMP9

Proteinas de | Marcadores de | Receptores y | Factores de

apoptosis estrés del reticulo | factores de | transcripcion
endoplasmatico crecimiento

Caspasa-3,8,9, BAX, | GRP78, ATF6, IRE1, | PDGF, EFGR, VEGF, | NF-«xf, Nr-f2, FOXO-

BCI-2, BCL-xL, AIF CHOP, XBP-1, | TGFb 3a, STAT-1, p53, p21
GADD153

TNFa, factor de necrosis tumoral o; IL-1b, interleucina-1b; IL-2, interleucina 2, IL-18, interleucina 18; IL-6,
interleucina 6; MCP-1, proteina atrayente de quimio monocitos 1; MIP-1a, proteina inflamatoria de
macrofagos 1 «; IL-12, interleucina 12; ICAM-1, molécula de adhesién intracelular 1; VCAM-1, moléculas
de adhesion celular vascular 1; ELAM-1, molécula de adhesion de leucocitos endoteliales?; iNOS, dxido
nitrico sintasa inducible; 5-LOX, lipooxigenasa 5; COX-2, ciclooxigenasa 2; HO-1, hemo oxigenasa 1;
MMP2, metaloproteasa de matriz 2; MMP9, metaloproteasa de matriz 9; GRP78, proteina regulada por
glucosa 78; ATF6, activador del factor de transcripcion 6; CHOP, proteina homoéloga C/EBP; XBP-1,
proteina de union a la caja X 1; GADD153, gen 153 de detencion del crecimiento y dafio inducible por
ADN; PDGEF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; EFGR, receptor del factor de crecimiento
epidérmico; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; TGFp, factor de crecimiento transformante
B; ERK, cinasa extracelular regulada por sefales; JNK, c-jun cinasas N-terminales; p38, proteina cinasa
activada por mitdégenos, Akt, proteina cinasa B (proteina serina-treonina cinasa); BAX, proteina X
asociada a BCL2; BCL-2, linfoma de células B 2; BCL-xL, linfoma de células B extragrande; AlF,
factor inductor de apoptosis; NF-kp, factor nuclear kappa-beta; Nrf2, factor nuclear eritroide 2; FOXO3a,
caja de orquilla 3a; STAT1, transductor de sefial y activador de transcripcién; p53, proteina supresora de

tumores; p21, inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 1A.

La curcumina controla diversas vias de transduccién de sefiales. La uniéon a
ligantes (factores de crecimiento y citocinas) induce la activacion de rutas de

sefializacion posteriores como las rutas PI3K/Akt. Estas vias juegan un papel
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importante en la supervivencia celular, proliferacion, apoptosis, angiogénesis, invasion
y metastasis.

La activacion de ruta PI3K/Akt restringe la sefalizacion de p53 y la via de
apoptosis mediada por Bad que contribuye a la supervivencia de las células
cancerosas [28]. Akt también inicia la ruta de senalizacion del factor nuclear xf (NF-xf3)
que favorece la expresion de las proteinas anti-apoptosis Bcl-2 y Bcl-xL. Ademas el NF-
k[ protege a las células cancerigenas contra la muerte celular y aumenta la actividad

de crecimiento y reproduccion.

Debido a lo anterior es importante remarcar que la curcumina actia como un
inhibidor del NF-xf y produce la activacion de la cascada de caspasas 3 y 9 para

producir la apoptosis de las células cancerigenas como se muestra en la Figura 5.

CURCUMINA

Factores de
crecimiento

TGF B R
FasL.

MEMBRANA
BI-LIPIDICA
Caspasa-8

-a

Apoptosis
pop Caspasa-9

Autofagia

CITOPLASMA  (jtocromo ¢

NUCLEO M

Transcripcién de genes objetivos
Proliferacion, Apoptosis, Angiogenesis, EMT, Invasion y Metdstasis
Figura 5. Mecanismo de sefializacion celular donde interviene la curcumina en la induccién de

apoptosis [27,28].
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1.6 Regulacién del factor nuclear kappa beta (NF-kp) por curcumina.

El factor nuclear kp (NF-«f), es un factor de transcripcion de células eucariontes
que se expresa de forma ubicua y es responsable de la regulacion de numerosos
genes. Se han descrito cinco subunidades para el NF-kf3: p50 (NF-«xf1), p52 (NF-«k[32),
p55 (RelB), p65 (RelA) y c-Rel (Rel). Cuando el NF-x3 es activado por estimulos tales
como los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) o las citosinas pro-inflamatorias se
transloca al nucleo celular e inicia la expresién del factor de necrosis tumoral o (TNFa)

e interleucina 1B (IL1p).

La ruta de sefalizacion clasica para la sintesis del NF-xf3 (Figura 6) cuando se
activa por los LPS [4] es la siguiente: Primero, las proteinas adaptadoras TRAF2 y
TRAF6 se activan e inician la ruta de IKK que consiste de dos subunidades cataliticas
(IKKa e IKKB) asi como la subunidad reguladora (IKKy/NEMO). Segundo, la IKK
fosforila la proteina IkBa que retiene el heterodimero p50/p65 en el citoplasma.
Tercero, se libera el heterodimero NF-x (p50/p65) y la proteina IkBa. fosforilada se
poli-ubitina en K48, desencadenando la degradacion proteosomal. Finalmente el
heterodimero NF-kp (p50/p65) se transloca al nucleo y junto al cofactor CBP/p300 se

unen al sitio ¥p en el ADN e induce la expresion de los genes TNFa e IL1p.

Se ha encontrado que el factor nuclear kB (NF-kB) es una proteina comun que
tanto la curcumina y un compuesto analogo nombrado CAPE la regulan mediante su
inhibicion, por lo tanto es necesario investigar si compuestos analogos participan en los

mecanismos de senalizacion celular por las vias del Akt y del NF-kp.

19



LPS

Citosol

€0S0ma;

Expresion de ™.
: - enes diana
NF-«f @ p65 pud genes ¢ fan,

TSsitio kB Niicleo_..~"

Figura 6. Ruta de senalizacion clasica para el factor nuclear «f8 (NF-«xf) [4].

El éster fenetilico del acido cafeico ((CAPE), Figura 7) se ha seleccionado como
un compuesto analogo ya que actua de manera semejante a la curcumina mediante la
inhibicién del NF-xB y es importante debido a que se inicia la sefalizaciéon de la
proteina pro-apoptosis BAX. Ademas se ha encontrado que CAPE participa en la
activacion de la cascada de las caspasas por lo que se conduce a la muerte celular por
apoptosis. EI CAPE también es un compuesto antioxidante e inhibe la produccién de

las especies reactivas de oxigeno (ROS), que conduce a la proteccion del ADN.
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1.7 Induccioén de la apoptosis por la curcumina mediante fenoles y los dobles
enlaces conjugados.

La curcumina es considerada un polifenol que puede generar especies reactivas
de oxigeno (ROS) in situ debido al metabolismo celular y podria transformarse en una
molécula pro-oxidante en presencia de iones de cobre en conjunto con el citocromo
P450 (CYP), lo cual produce dafo al ADN y subsecuentemente la muerte celular por
apoptosis [30,31] como se ilustra en la Figura 8.
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Figura 8. Un posible mecanismo para el dano del ADN mediado por Cu (ll) inducido por la

curcumina en presencia del CYP2D6 (gen del citocromo P450) [31].

Las glicoxalasas (Glo1 y Glo2) estan involucradas por la via glucolitica
modificando el reactivo téxico metilglioxal (MGO) en D-lactato mediante dos pasos de
reaccion usando glutation (GSH) como cofactor. Los inhibidores de las glicoxalasas se

consideran agentes antiinflamatorios y antitumorales.

La curcumina inhibe Glo1 por lo que al interior de la célula el MGO y el GSH

pueden aumentar hasta niveles intolerables resultando en la alteracion de las vias
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metabdlicas alterando el contenido celular de ATP y GSH que se agotan disminuyendo

la supervivencia celular [32].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) ejercen efectos positivos y negativos
sobre la supervivencia celular y los niveles de ROS intracelulares son reguladas por el
GSH que junto con la tiorredoxina reductasa afectan de manera positiva el inicio y la
progresion del cancer. La curcumina (aceptor tipo Michael) aumenta los niveles
intracelulares de ROS al reaccionar con el GSH [33] formando aductos mediante un

enlace de azufre-carbono [34] como se ilustra en la Figura 9.
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Figura 9. Interaccion de la curcumina con glutatiéon (GSH) [35].

1.8 Modificacion sintética de la curcumina.

Para hacer frente a la problematica farmacocinética de la curcumina se han
propuesto diferentes estrategias de modificacion tomando en cuenta sus grupos
funcionales (Figura 10) dando origen a nuevos compuestos llamados curcuminoides
(conservando la cadena del heptanoide con los grupos carbonilos y dos anillos
aromaticos). La sintesis de nuevos compuestos relacionados se centra principalmente

en la mejora sus actividades biologicas.
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A) Modificacién de los grupos metoxilo (<OCHs) u oxhidrilo (-OH) con posibilidad de introduccion de
diferentes sustituyentes en las posiciones meta y para.

B) Introduccién de nuevos grupos en los anillos aromaticos para las posiciones orto y meta.

C) Modificacion de los dobles enlaces de la cadena del heptanoide introduciendo grupos o
realizando la reduccion de los dobles enlace.

D) Modificacién del sistema 1,3-dicetona (equilibrio ceto-enol) asi como la introducciéon de

sustituyentes en el metileno.

Figura 10. Sitios de modificacion sintética de la curcumina.

Para mejorar la biodisponibilidad de la curcumina se han utilizado varias
estrategias como son: la sintesis de complejos metalicos [36—38], la creacién de nano-
particulas [39], la formacion de co-cristales [40] y la preparacion de nuevos derivados y

compuestos analogos [1].

Las diferentes familias provenientes de la modificacion sintética de la curcumina
se nombran tomando en cuenta la longitud de la cadena carbonada principal (p.ej.
difenil-heptanoides, curcuminoides de 7 atomos de carbono con dos grupos fenilo) y los

derivados se centran principalmente en la preparacion de éteres y ésteres [41].

1.9 Compuestos curcuminoides.

Los ingredientes farmacolégicamente activos e identificados en las especias de
curcuma son tres [42] (Figura 11): Curcumina, desmetoxicurcumina (DMC) y bis-
desmetoxicurcumina (BDMC) y son responsables del color amarillo que presenta el

rizoma. Estos compuestos son dificiles de separar y forman un complejo que co-
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cristaliza conocido como curcumin C-3 y ha sido registrado comercialmente como C-3

complex® [43].

El complejo de curcumina (C3 complex®/ Bioperine®) es un extracto
comercialmente estandarizado que contiene una mezcla de tres curcuminoides con
piperina que aumentan en gran medida su biodisponibilidad [43]. Por lo tanto algunos
compuestos analogos deben abordarse durante el desarrollo experimental ya que la
BDMC (Figura 11) inhibe la proliferacion y la supervivencia de varios tipos de células

cancerosas [42] (mama, colon, glioma y leucemia), ademas de suprimir la metastasis.
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Figura 11. Curcuminoides tipo éteres y tipo éster.

Otros curcuminoides se pueden preparar de manera sintética sustituyendo los

fenoles por grupos alquilo (tetrametoxicurcumina) o acilo (diacetilcurcumina), o
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reduciendo los dobles enlaces de la cadena del heptanoide (curcumina tetra

hidrogenada) como se muestran en la Figura 11.

La eterificacion de fenoles se puede realizar utilizando condiciones suaves de
reaccion (Figura 12) para evitar productos secundarios debido a la presencia de un
carbono B reactivo. El uso de acetona con carbonato de potasio es un medio de
reaccion adecuado y ha proporcionado las condiciones Optimas (reaccidén limpia vy

rapida) para aislar éteres importantes (éteres bencilicos) [44].
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Figura 12. Eterificacién de fenoles utilizando condiciones suaves de reaccion.

Los derivados esterificados se pueden sintetizar utilizando un cloruro de acilo en
disolventes aproticos (tetrahidrofurano 6 cloroformo) y anhidros (Figura 13). Aunque
hay distintas maneras de esterificar (p.ej. reaccion de Steglich [45], tiempos de reaccion
> 240 minutos, temperatura estandar 40-60 "C) en algunos casos se prefiere el uso del
cloruro de acilo ya que la reaccién es rapida (tiempos de reaccién < 60 minutos, 0 °C) y
se evita el uso de calentamiento.
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Figura 13. Esterificacion de fenoles mediante el uso de un cloruro de acilo.
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1.10 Otros compuestos analogos de curcumina.

Tomando en cuenta la estructura de curcumina, sus compuestos de degradacion
in vitro, su ruta biosintética y sus rutas metabdlicas, se han elegido cuatro moléculas
claves (deshidrozingerona, acido ferulico, acido cinamico y vainillina) para generar

diferentes familias de compuestos.

Los retro-curcuminoides son compuestos que guardan una relacién estructural
con curcumina y la principal caracteristica de estos compuestos es la uniéon de dos
subunidades aromaticas mediante un enlace tipo éster obtenidos sintéticamente,
haciendo reaccionar un cloruro de acido y un fenol (Ph-OH) conservando la

funcionalidad de una cetona «, B insaturada .

Los mono carbonilos de curcumina (hemi-curcuminoides), chalconas y di-
chalconas se preparan tipicamente empleando una condensacion alddlica tipo Claisen-
Schmidt catalizando con una base fuerte [46]. El producto resultante en estas
condiciones es una cetona a,B-insaturada [47]. Sin embargo, la obtenciéon de un solo
producto es variable debido reacciones secundarias y de polimerizacion. El producto
secundario comun en la reaccion Claisen-Schmidt es el di-condensado (Figura 14, Ruta
I, reaccion tandem). El fragmento prop-2-en-1-ona también proporciona una funcién
quimicamente reactiva (carbono B) para las adiciones tipo Michael [48] que conducen a

la formacién de estructuras ciclicas debido a una nueva condensacioén (Figura 14, Ruta

).
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Figura 14. Reaccion Claisen-Schmidt.

La manera de evitar la formacién de subproductos por la reaccién Claisen-
Schmidt, se logra cuando la sintesis se realiza de manera dirigida [49]. La
condensaciéon alddlica dirigida permite obtener reacciones limpias debido a que un
reactivo actua exclusivamente como nucledfilo y otro como electréfilo, por lo tanto este
tipo de condensaciones permite la obtenciéon del enlace C-C de manera especifica

entre un carbono-a al grupo carbonilo y otro equivalente carbonilico como se muestra

en la Figura 15.

(0]

O-Li*+ )L
Rs

(0]
R Rq
R» . E— - = o Em—
3 3
H Ry
Li+ H
VRN RN
(0] (o] (o] O
H,0
H
R4 R4
Ra Rs
Rs Rs
Ry Ra Ry Ra

Figura 15. Condensacion alddlica dirigida.
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En la literatura [50] se consideran analogos de curcumina las chalconas (cadena
de tres carbonos) y las di-chalconas (cadena de cinco carbonos) debido a que
presentan el sistema carbonilico a,B-insaturado ademas de encontrarse flanqueadas
por dos anillos aromaticos. Las diferentes familias analogas se representan en la Figura
16 e incluye a los bencilidenos y los pirazoles.

DERIVADOS
CURCUMINOIDES

o] OH
I sertones O
~ HEPTA’NOIDES _
0 TIPO ETERES 0

NaOH ’ (CH;),804

[o]

(o) H
N CH,COOH NANAA PIPERIDINA/CH,COOH o o
- .
O NNANF O HIDRAZINA O O VAINILLINA
HO’ OH
HO OH o O
N O H, | pd-C

HO

PIRAZOL CURCUMINA \ BN

g OH BENCILIDENOS
OO0
HO OH
0\ /0

HEPTANOIDES HIDROGENADOS
o] OH

[0} [0}
7 A
) O, 79
HO' OH HO oH / Q O N

0. 0
~N e N O HO' OH

ANALOGOS C3 ANALOGOS C5

Figura 16. Productos derivados de la modificacién sintética de curcumina y compuestos

analogos.

En la sintesis de la familia de bencilidenos se optd por utilizar un compuesto tipo
-carbonilico (2,4-pentanodiona) y un aldehido aromatico que reaccionan mediante una
condensacion tipo Knoevenagel [51] y la modificacion a las condiciones clasicas de
reaccion utiliza un catalizador organico (piperidina) [52]. Bajo estas condiciones la
reaccion de Knoevenagel inicia con la formacion de una carbinolamida (aldehido con
piperidina), seguido del intercambio de un protdn para generar el ion iminio que es
atacado nucleofilicamente con un metileno activado (ion enolato de la 2,4-

pentanodiona). La reaccion concluye con la isomerizacién y la regeneracion del
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catalizador, generando como producto final un bencilideno el cual es estable en estas

condiciones de reaccion (ver Figura 17).

R, - . R H
-
H

OH

(] 5
—>R2 |

R, R;

R, N + CH;COOH ¢~ H + CH,COO- * H,0
R, H
OH R;
Ry Ton iminium
0} (0]
i — i - Q)
)j\/”\ + N C- 'N:r
H . . H H
Metileno activado
— ®
CH;COO- + N CH,COOH + N
H

Ry
Bencilideno

Figura 17. Sintesis de bencilidenos, reaccion catalizada con piperidina.
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La reaccién de Knoevenagel es ventajosa para introducir un nuevo sistema o, -
insaturado en moléculas analogas a curcumina y el introducir una nueva funcién entre
el sistema o,a—di-carbonilo (posicion C1) permite preparar familias completas de

bencilidenos de curcumina [53].

La obtencion de productos ciclicos de curcumina mediante una reaccion de
anillacién con hidracina base genera los pirazoles de curcumina, pero en el caso de
hacer reaccionar compuestos mono carbonilicos a,p-insaturados con hidracina produce

heterociclos tipo pirazolinas.

Los derivados de pirazolinas son ricos en electrones y desempefian un papel
importante en las diversas actividades biologicas. Estos compuestos heterociclicos se
producen ampliamente en la naturaleza en forma de alcaloides, vitaminas, pigmentos y
se presentan como componentes de las células vegetal y animal [54]. Se ha prestado
considerable atenciéon a las pirazolinas simples y sustituidas debido a sus amplias

actividades bioldgicas.

En la sintesis de pirazolinas, se parte convencionalmente de materias primas
que conservan la funcionalidad de carbonilos ao,B-insaturados (chalconas) con una
hidracina sustituida [55] en reflujo y presencia de base. Hay reportes [54] que utilizan
metodologias donde se irradia con ultrasonido o realizan la sintesis mediante el uso de
materias primas mas complejas a las referidas, por ejemplo las reacciones de
cicloadicion 1,3-dipolares empleado silil estanil acetilenos con trimetilsilil diazometano

(ver Figura 18).

Si(CHs)3

PN /¢N Tolueno N

Si(CHz); T (H5C)sSi N+ — //
N

AN

(H3C)sSi

Figura 18. Cicloadiciones 1,3-dipolares para la obtencién de pirazolinas.
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Con una metodologia convencional, las materias primas son relativamente
simples de obtener en el laboratorio aunque se puede requerir tiempos prolongados de
reflujo. Un mecanismo de reaccion plausible se presenta en la Figura 19, donde el
acido aceético es el reactivo acido-base capaz de protonar y desprotonar los
intermediarios de reaccion para obtener el heterociclo deseado.

HN .. R

N H HoN R H
. H . 2!
0: o ’\ \O+ \NH - :oj
/\)J\ " )k /\J\ * )\)\
CH,CHOO o "~
R> \ Ry OH R2 }_/ R Rz / Ry

1

CH;COO- H*

T
\ : : R (NH
_~————————
RZ/Q)\FH R> \H
R R

Figura 19. Mecanismo de reaccién para la sintesis de pirazolinas.

Los curcuminoides hidrogenados (por ejemplo curcumina tetrahidrogenada [56],
Figura 11) tienen una cadena carbonada de 7 atomos y las posiciones del alqueno o,
pueden ser reducidas con hidrogeno (H2) y paladio sobre carbono (Pd-C) al 5% 6 10%.
La zingerona se considera un analogo estructural de la curcumina hidrogenada ya que
contiene la mitad simétrica y se puede sintetizar mediante la hidrogenacion [57] de la
DHZ (Figura 20).

Pd/C 10%
+ Hz > o
HO AcOEt HO
o) o)

~ ~

Deshidrozingerona (DHZ) Zingerona

Figura 20. Obtencion de Zingerona
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Algunas de las materias primas con posibilidad de formacion de nuevos enlaces
se ilustran en la Tabla 2. Aunque los ésteres del acido cinamico se han nombrado
como retro-curcuminoides debido a que son compuestos nuevos y guardan una
relacion con la curcumina el resto de los nombres se han elegido de acuerdo con la

literatura.
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Tabla 2. Materias primas con posibilidad de enlace.

Materia Prima

Origen

Familia Objetivo

Ejemplo en referencias

0
N
HO
_O

Deshidrozingerona (DHZ)

Degradacién de curcumina

en pH basico

0
o S
T
O\

Retro-curcuminoides

Bacarin

ésteres del acido cindmico [29]

O
X OH
HO
_0

Acido Ferulico

+

o

Acido cinamico

Biosintesis y degradacion de

curcumina

0
0 XNo”
X0

O\

Retro-curcuminoides

(ésteres metilicos del acido ferulico)

)\/\/k/\ "
NS NS o

Acido 3- (4-geraniloxi-3-metoxifenil) -2-
trans propenoico

(0]
HO/Q/\)J\
/O

Zingerona

Andlogo de la tetra hidro

curcumina

(0]
(0]
St
O\

Retro-curcuminoides hidrogenados

Bacarin
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0]
X OH
HO
_0

Acido Ferulico

Biosintesis y degradacion de

curcumina

e

Eteres y ésteres del acido fertlico

HO

Hexil ferulato
[58]

(0}
/O:©)LH
HO

Degradacién de curcumina

O O
)‘\%O
~
OH

Vainillina . Bencilidenos
Bencilidenos
[59]
Anéalogo del acido p-hidroxi @ @
(0] -
o o . N—N N—N
\ cinamico en la biosintesis de | |
curcumina y de sus /@A)\
HO .
productos de degradacion HO Cl
Pirazolinas Pirazolinas [16,60,61]
(0]
Q Z
0 4 L, ©
N - 7
_0 Compuesto que conserva el ~o o (0] (0} (0]
anillo de la tetra-metoxi (Metochalcona)
~o . (O O,
curcumina . Analogos de Chalconas
3,4-Dimetoxi benzofenona Analogos C-3

(Chalconas)

[62]
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(o]

(0}
(0 ~ _
~ Analogo del acido p-hidroxi O NN O 0) O @ O
cinamico en la biosintesis de HO o CN\/\O 0’\,»40
HO . .
curcumina. Anélogos C-5 Difenil pentanoides
(Di-Chalconas) [42] 0 mono carbonil curcuminoides [63]
o OH
0O OH . NXANANF OH O
o <A o_ | Proviene del extracto de o 0 _0 LN _ 0.
HO O Q on | cUrcuma en mayor © CN ON (j - O O _
(0] (0
; roporcion Curcuminoides .
Curcumina Prop . ] Eteres de curcumina [53,64]
(Eteres de 7 atomos de carbono)
F‘ F F\ IF
o « o] /01-[/ o OI.B.O O‘B’O
¢ J Eter bencilico d i Lo SNAA A0 .
©A0 0@ er bencilico de curcumina O O _0 & P> o
(derivado sintético) ©/\° 0/\© O O
Curcumina di-bencilada HO OH

Complejos de curcumina

Complejos [65,66]
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2. Hipétesis.

La sintesis de analogos a los productos de degradacion de curcumina que
contienen el sistema carbonilico a,p-insaturado con sustituyentes variables en sus
sistemas aromaticos, conducira a la obtenciéon de moléculas con propiedades

antioxidantes o citotéxicas similares o superiores a las de su precursor.
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3. Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar una serie de derivados de vainillina, acido ferulico,
curcuminoides y analogos de curcumina para estudiar sus actividades biologicas

abarcando las siguientes familias estructurales de compuestos:

1) Retro—curcuminoides,
2) Derivados del acido ferulico,
3) Bencilidenos,
4) Pirazolinas,
5) Analogos de Curcumina, chalconas (C-3)
6) Di-chalconas (C-5),
7) Curcuminoides y

8) Complejos Metalicos.

4. Objetivos particulares.

1. Realizar la sintesis de retro-curcuminoides enlazando el fenol de la DHZ,
zingerona y de los compuestos relacionados en posiciones orto, meta y para,
con el acido ferulico acetilado y el acido cinamico. (ver Esquema 1)

2. Sintetizar una familia de derivados del acido ferulico, bencilidenos y pirazolinas
asi como de analogos de curcumina. (ver Esquema 1)

3. Sintetizar una familia de derivados de curcumina asi como de nuevos complejos.

4. Caracterizar estructuralmente los compuestos obtenidos mediante el analisis
espectroscopico.

5. Caracterizar los compuestos por difraccion de rayos-X de monocristal cuando
sea posible.

6. Estudiar la inhibicion de la lipoperoxidacion (TBARS) y la captura del radical

DPPH, asi como la actividad citotoxica de los compuestos sintetizados.
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Esquema 1. Familias sintéticas.
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Para el cumplimiento de los objetivos y corroboracion de la hipétesis se propone

el siguiente diagrama de flujo.

SINTESIS DE LOS
COMPUESTOS

|

CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA DE
LOS COMPUESTOS

!

CRIBADO PRIMARIO DE LOS

COMPUESTOS
] - OBTENCION DE LA ICq,
CITOTOXICIDAD)

|

ANALISIS Y PUBLICACION DIFUSION DE
DE RESULTADOS b RESULTADOS.

Diagrama de flujo para el desarrollo del tema de tesis.

5. Metodologia sintética.

5.1 Sintesis de precursores (productos de condensacion aldélica; hemi-
curcuminoides, chalconas, di-chalconas).

Los precursores condensados con el sistema carbonilico a,B-insaturado 1, 3-5
(Figura 21) y 50-52 se obtuvieron mediante una reaccion tipo Claisen-Schmidt. En un
matraz redondo de 250 ml de disolvié 1 meq de aldehido correspondiente en 50 ml de
acetona, posteriormente se adicion6 2 ml de hidréxido de potasio 6N en etanol y se
dejo en agitacion constante en temperatura ambiente. Las reacciones se siguieron con
C.C.F. hasta observar la desaparicion de las materias primas, una vez concluido el
tiempo de reaccién se adiciond hielo y una solucién de acido clorhidrico al 5% hasta
obtener un pH = 6; se evaporo¢ el disolvente residual y se extrajo con 45 ml de AcOEt (3

x 15 ml). Los extractos se combinan y se secan sobre Na>SO4, una vez filtrado el
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residuo solido, el disolvente se elimina en presion reducida. El producto resultante se

trata con disolventes adecuados para su recristalizacion.

El procedimiento experimental para la obtencidon de chalconas (compuestos 56-
58, Figura 26) y di-chalconas (compuestos 59-62, Figura 27) y los aldehidos y cetonas

qgue se hicieron reaccionar se indican en los esquemas de reaccién correspondientes.

5.2 Sintesis de cloruros de acido.

Los compuestos 2 y 12 (Figura 21) se prepararon a partir del acido cinamico o
acido ferulico acetilado (11), adicionando a un matraz redondo 1 meq del acido
correspondiente disuelto en THF anhidro; posteriormente se agregé una cantidad
catalitica de dimetilformamida (DMF) y finalmente 1.1 meq de cloruro de tionilo disuelto
en THF dejando la reaccion en reflujo durante 3 h. Una vez concluida la reaccién se
evapordé el THF, posteriormente el crudo se seco a presion reducida e inmediatamente

se utilizé para las reacciones de esterificacion correspondientes.

5.3 Sintesis de los retro-curcuminoides.

Procedimiento experimental general. En un matraz redondo de tres bocas se
afadioé una solucion de DHZ o su analogo (1.0 eq disuelto en cloroformo o THF) y se
dejé enfriar a 0°C en un bafo de hielo. Posteriormente se agregd gota a gota una
solucion del cloruro del acido correspondiente (2 6 12, 1.0 eq, en cloroformo o THF) y
una solucién de trietilamina (TEA, 1.2 eq en cloroformo o THF). La mezcla de reaccion
se retird del bano de hielo y se agité a temperatura ambiente dando seguimiento por

C.C.F. hasta observar el consumo de las materias primas.

La reaccidon se concluyé mediante la adicion de hielo, evaporando el disolvente
organico y extrayendo con 45 ml de AcOEt (3 x 15 ml). Los extractos se mezclaron y se
secaron con NazSO4, una vez filtrado el residuo soélido el disolvente se elimind a

presion reducida. Con este procedimiento se obtuvieron los retro-curcuminoides 6-10,
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13-16 (Figura 21), 18-19, 24-27 (Figura 22) y el éster cinamico de curcumina (69)

(Figura 30) obtenido a partir del cloruro de cinamoilo y curcumina.
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Figura 21. Sintesis de precursores y familia de retro-curcuminoides.



5.4 Sintesis de compuestos hidrogenados (zingerona y analogos).

Los intermediarios hidrogenados (20-23, Figura 22) se obtuvieron mediante una
reaccion de hidrogenacién catalitica en dos fases: En un matraz redondo de 100 ml de
tres bocas se disolvieron 150 mg de los materias primas condensadas (1, 3-5) en 60 ml
de AcOEt, la mezcla de reaccion se purgd con una atmoésfera de argon y
posteriormente se hicieron reaccionar en una atmosfera de hidrogeno agregando el
10% de Pd/C-10% como catalizador.

La reaccion se dejo agitar a temperatura ambiente aproximadamente durante 6 h
con seguimiento por C.C.F. usando hexano: acetato de etilo (Hex:AcOEt)::7:3 como
eluyente hasta observar la desaparicion de las materias primas. Finalizada la reaccién
se filtré con un embudo de vidrio sinterizado y cama de celita. El disolvente se evaporé
a presion reducida proporcionando el producto crudo, que se purifico por medio de

cromatografia en columna utilizando como medio de elucion Hex:AcOEt::7:3.
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Figura 22. Retro-curcuminoides hidrogenados.

5.5 Sintesis de éteres y ésteres derivados del acido fertlico.

En las reacciones de eterificacion y esterificacion se utilizaron materias primas
distintas (haluros de alquilo o haluros de bencilo), mismas que se indican en el
esquema de reaccién de la Figura 23 y empleando como base para la extraccion del

protén acido del fenol o del acido carboxilico carbonato de potasio (K2CO3) o TEA
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((CH3-CH2)3N). El procedimiento experimental para la obtencion individual de cada

compuesto se indica en la seccion de caracterizacién espectroscépica.

i EtOH i
X o — X OH
NaOH,
©/\o 28 Reflujo ©/\ o 29 o
SN o~ TEA, CH,Cl, NN 0"
Br | K2CO3, Acetona HO
oL 30

ACIDOFERULICO

(o}
(o} I/\o/

C
A e A
° MeOH /@A)L OH
HO 17 H,S0,, HO Q
o< Reflujo N "o
ar \0/\0 31
TEA, CH,Cl, o

K,CO3;, Acetona

L. O :
A A
"o W O/\© K,CO;, Acetona o /Q/\)k 0/\©
R Ol
Figura 23. Derivados éteres y ésteres del acido ferulico.

5.6 Sintesis de los bencilidenos.

Se ensayaron dos métodos sintéticos para la obtencién de este tipo de
compuestos. En el método 1, se empled 2,4-pentanodiona (1 meq) y el aldehido
correspondiente (1 meq en THF) empleando como catalizador 10% de cloruro cuprico
(CuCl2) y adicionando 1 g de Na>SOs como agente desecante con agitaciéon en
temperatura ambiente durante una semana. ElI resultado es el bencilideno
correspondiente aunque con rendimientos menores al 20%, razén por la que no se

considerd una ruta adecuada.

El método sintético numero 2 condujo a mejores rendimientos y consistid en lo
siguiente: en un matraz redondo de 250 ml se disolvié 1.2 meq de 2,4-pentanodiona en
30 ml de CH2Cl> y se anadié 1 meq del aldehido correspondiente; posteriormente se
adiciono6 5% de piperidina, 5% de acido acético glacial y 1 gramo de amberlita en perlas

de 4 Angstroms (malla 8-12, como agente desecante) dejando la reaccion en agitacion
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constante en temperatura ambiente con seguimiento por C.C.F. empleando

Hex:AcOEt::7:3 como eluyente.

Una vez concluida la reaccion (24 horas en promedio ) se filtré el exceso de
amberlita en un embudo de vidrio sinterizado utilizando cama de celita, se evaporé el
disolvente y se extrajo con 45 ml de acetato de etilo (3 x 15 ml). Los extractos se
mezclaron y se secaron sobre Na>SO4 anhidro; una vez filtrado, el disolvente se elimind
a presion reducida. El producto crudo resultante se purificé por medio de cromatografia
en columna utilizando como medio de elucion Hex:AcOEt::7:3. Con esta metodologia

se obtuvieron los compuestos 34-45 (Figura 24) y el bencilideno 68 (Figura 30)
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o-hidroxi benzaldehido) R; = OH,R, =H,R; =H 35)R; =OH,R,=H,R;=H
m-hidroxi benzaldehido) R; =H, R,=0OH,R; =H 36)R, =H, R,=0OH,R;=H
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Figura 24. Familia de bencilidenos.
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5.7 Sintesis de pirazolinas.

La familia de pirazolinas (Figura 25) se sintetizé con el siguiente procedimiento;
en un matraz redondo de 100 ml se disolvi6 1 meq del producto proveniente de la
condensacion aldolica (p.ej. compuestos 1, 3-5) en 20 ml de acido acético;
posteriormente se adicion6 1 meq de clorhidrato de fenilhidrazina y la mezcla de
reaccion se llevo a reflujo (tiempos de reaccion promedio de 6 horas) con seguimiento
mediante C.C.F. usando Hex:AcOEt::7:3 como eluyente hasta observar la desaparicion

de las materias primas.

La reaccion se concluy6 retirando el matraz del calentamiento, agregando hielo y
neutralizando con NaHCOg3; finalmente se extrajo el producto con 45 ml de AcOEt (3 x
15 ml). Los extractos se mezclaron y se secaron sobre Na>xSO4 anhidro; una vez filtrado
el residuo sodlido, el disolvente se elimind a presion reducida. El producto crudo
resultante se purificd por medio de cromatografia en columna utilizando como medio de
elucion Hex:AcOEt::7:3. Con esta metodologia se sintetizaron los compuestos 46-49 y
53-55 (Figura 25).

R, o . H 1) CH;COOH, reflujo N N\
Rz X "NH,, HCI >
jij/\)g ©/ 3 2 NaHCO,
Ra Rs Ry
Rz

1) R, = H, R,= OCH;, Ry= OH (DHZ
3)) R, = OH,R,= H,R; = H (PHZ) 46) R, = H, Ry= OCH,, Ry= OH (DHZ)
4)R,=H, R,=OH,Ry;=H 47)R; =OH,R, =H,Ry=H
5)R; =H, R, =H,R; = OH 48)R; =H, R, =OH,R; =H
50) R; = H, R, = H, Ry = OCH; ‘5*23 l;l :E, §2:§’§3:83H
51)R; = H, R, = OCH3, Ry = OCH, DR =fh R =M Ry 2 OCHs
52)R, =H, R, =H,R; = NO, R, =H, R, = »Ry= 3

55)R, =H, R, =H,R; = NO,

Figura 25. Familia de pirazolinas derivadas de hemi-curcuminoides.
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5.8 Sintesis de chalconas (C-3) y di-chalconas (C-5).

Las chalconas 56-58 (Figura 26) y di-chalconas compuestos 59-62 (Figura 27)
se obtuvieron siguiendo la metodologia de la condensacion tipo Claisen-Schmidt, como

se indico anteriormente.

0 KOH 6N/EtOH
+ R )LH B — e A Ry
~o ~o

o} (o}

~ ~

TR % Y L %

3 4-dimetoxi benzaldehido ~ 2-naftaldehido  2-metoxi-1-naftaldehido

Figura 26. Chalconas, analogos de curcumina (C-3).
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2-naftaldehido  2-metoxi-1-naftaldehido piperonaldehido
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(0]

0
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g

62

Figura 27. Di-Chalconas analogos de curcumina (C-5).

5.9 Sintesis de curcuminoides bencilados.

En un matraz redondo de 250 ml, se disolvid 1 g de curcumina en acetona
anhidra y posteriormente se afadié gota a gota un exceso de bromuro de bencilo (6 eq.
1.9 ml) y un exceso de carbonato de potasio anhidro (6 eq. 1.12 g) previamente

suspendido en acetona. La mezcla de reaccion se dejoé 48 h en agitacion constante a
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temperatura ambiente y monitoreando con C.C.F. utilizando como medio de elucion
Hex:AcOEt::7:3. La mono y di-bencilacién de los fenoles procedié primero,
posteriormente se observaron los compuestos tri y tetra bencilados. Una vez concluida
la reaccidn, se filtro el residuo sdélido y se evapor6 el disolvente a presion reducida. El
crudo solido resultante se disolvio en acetato de etilo y se sometié a extraccion liquido-
liquido con agua. Finalmente, los cuatro curcuminoides bencilados resultantes (Figura

28) se separaron mediante cromatografia en columna eluyendo con Hex:AcOEt::7:3.

[0} (0} O O

H;CO ™ = OCH;  Br-Bn (6eq), K,CO(6eq) H;CO A = OCHj,
%
‘ R, R O O Ry Ry ‘

R;0 2 OR, Acetona R,0 OR,

Ry, Ry, R;, Ry=H=C i
1» Ry Ry, Ry urcumina 63) Ry, Ry, Ry, = H, Ry=Bn

Bn= R 64)R;, Ry, = H,R;, R4=Bn
65)R; =H, Ry, Ry, R, = Bn

66) Ry, Ry, R3, R4=Bn

Figura 28. Curcuminoides bencilados (heptanoides)

5.10 Sintesis de heptanoides (difenil-curcuminoides).

El compuesto 67 (Figura 29) es heptanoide que se obtuvo mediante la sintesis
de Pabon [4]. En un matraz redondo de 250 ml se agregaron 2 meq de la 2,4-
pentanodiona y 1 meq de trioxido de boro, posteriormente se adicionaron 50 ml de
acetato de etilo y la mezcla de reaccidon se dejo en reflujo por 24 h. A este complejo
formado, posteriormente se adicionaron 4 meq de benzaldehido seguido de 4 meq de
n-tributil-borano y 5% de n-tributil-amina dejando la mezcla de reaccién en reflujo por
otras 24 h.

La reaccion se concluy6 adicionando acido acético al 5% hasta un pH = 5y se
dejo en reflujo por 4 h, luego la reaccion se dejo enfriar y se le realizaron 3 lavados con
90 ml de agua (3 x 30 ml), la fase organica se seco sobre Na>SO4 anhidro y se filtro el
residuo solido y el disolvente se eliminé a presién reducida. Finalmente el crudo de
reaccion se purifico por cromatografia en columna eluyendo con Hex:AcOEt::7:3
obteniendo un sélido amarillo con un rendimiento del 60%.
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Figura 29. Sintesis del curcuminoide 67 (heptanoide).

Los compuesto 68 y 69 son considerados derivados tipo heptanoides (Figura 30)
y se obtuvieron con los procedimientos experimentales indicados anteriormente para la

sintesis de ésteres del acido cinamico o bencilidenos.

5%
NH CH;COOH

(0} OH
A NS +
SaReee
Amberlita
67

(0] OH O NG
O X OF O + ©/ch 6
CHCl, R,0 OR,
HO OH OCH;4 OCH,4
OCH,4 OCH,4
@/\)LR =R, Ry

Figura 30. Sintesis de derivados heptanoides 68 (bencilideno) y 69 (éster cinamico de

curcumina).
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5.11 Sintesis de complejos Zn y B de curcuminoides.

Sintesis del complejo 70. En un matraz redondo de 100 ml se adicioné 1 meq del
curcuminoide 69 (disuelto en 30 ml acetato de etilo), posteriormente se adiciond 0.5
meq de acetato de zinc disueltos en 5 ml de metanol. La reaccion se dejo en agitacion

constante en temperatura ambiente durante 24 h.

Transcurrido el tiempo de reaccidn se observo un precipitado que se filtré y se
aplicaron 5 lavados continuos con agua destilada; el producto se secd al alto vacio

obteniéndose el complejo 70 (Figura 31).

Sintesis del complejo 71. En un matraz redondo de 250 ml se disolvieron 150 mg
(0.27 meq) del curcuminoide di-bencilado (64) en 30 ml de éter etilico bajo atmdsfera
inerte, posteriormente la mezcla de reaccion se colocd en un ultra-enfriador a 0°C y se
adiciond gota a gota (tener precaucién extrema) una solucion de eterato de trifluoruro
de boro (Et2O.BF3, 0.4 meq). La reaccidn se dejo en agitacion constante durante 12 h a

0°C y seguimiento con C.C.F. utilizando como medio de elucion Hex:AcOEt::7:3.

Una vez concluida la reaccién, se evapor6 el éter etilico al vacio y el crudo
resultante se disolvio en acetato de etilo (50 ml) sometiéndose a una extraccion liquido-
liquido usando agua destilada (3 x 20 ml) con la adicion de NaHCOs3 sdlido hasta un pH
= 7. La fase organica se separd y se seco sobre Na>SO4 anhidro, y una vez filtrado el
residuo solido, el disolvente se elimind a presion reducida. El complejo 71 se pudo
cristalizar utilizando la mezcla de disolventes AcOEt/Hex, lograndose un monocristal

adecuado empleando acetonitrilo en baja temperatura.
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Figura 31. Complejos derivados de curcuminoides.

6. Metodologia de los ensayos biolégicos.

Todos los ensayos bioldgicos de citotoxicidad fueron realizados por la Maestra
en Ciencias Maria Teresa Obdulia Ramirez Apan. Los ensayos de TBARS y captura de
radicales DPPH fueron realizados por el Maestro en Ciencias Antonio Nieto Camacho
en el Instituto de Quimica de la UNAM.

Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon células en donde se habian
ensayado anteriormente [42,67] compuestos curcuminoides y fueron proporcionadas
por el laboratorio de pruebas biologicas, por lo que se utilizaron las siguientes lineas

celulares:

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico,
K562: Leucemia mielégena cronica humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-
7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU-1: Adenocarcinoma pulmonar, COS-7:

Célula no tumoral de rinén de mono.

Las lineas celulares fueron suministradas por el Instituto Nacional del Cancer

(CNI de E.E. U.U.) y se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, 10000 ul/ml de penicilina G sddica, 10000 ug/ml de
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sulfato de estreptomicina y 25 pg/ml de amfotericina B (Gibco) y 1% aminoacidos no
esenciales (Gibco). Se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2 y una humedad relativa al
95%.

Las células se extrajeron de los matraces de cultivo tisular mediante el
tratamiento con tripsina y se diluyeron con el medio de cultivo antes mencionado. De
estas suspensiones celulares, se pipetearon 100 ul/pozo que contenian de 5 x 10* a
10 x 10*células por ml de suspension celular y se sembraron en placas de
microtitulacién de 96 pozos (Costar) y se incub6 a 37°C durante 24 h en una atmadsfera
de CO2 al 5% y con una humedad relativa al 95%. La viabilidad de las células utilizadas
en los experimentos superd el 95% segun la determinacion con el reactivo azul de

tripano.

6.1 Ensayo de citotoxicidad.

Todos los compuestos sintetizados se ensayaron en distintas concentraciones
(25, 50 6 100 uM) sometiéndose a un cribado primario durante 48 h in vitro contra seis

lineas celulares cancerosas humanas y una no tumoral.

Después del periodo de incubacion, las células se fijaron al substrato de plastico
mediante la adicion de 50 pl de &cido tricloroacético frio al 50%. Las placas se
incubaron a 4°C durante 1 h, se lavaron con agua corriente del grifo y se secaron al

aire.

Después de la exposicion de las lineas celulares con los compuestos en ensayo,
se determind la citotoxicidad utilizando el colorante de afinidad a proteinas
sulforodamina B (SRB) midiendo el crecimiento celular como se describe en la

referencia [68].

Las células fijadas con acido tricloroacético se tiferon mediante la adicidon de
0,4% de SRB. La soluciéon de SRB libre se elimind mediante lavado con acido acético al

1%. Las placas se secaron al aire, y el colorante se solubilizé mediante la adicion de
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100 ul de una solucién de base tris (hidroximetil) aminometano a 10 mM . Las placas se
colocaron en agitacion durante 10 min, y se determind la absorcion a 515 nm usando
un lector de placas ELISA (Synergy / HT, BIO-TEK Instrument, Inc., Winooski, VT, EE.
uu.).

Los valores de ICsp se calcularon por triplicado siguiendo los protocolos
estandares donde se traz6 una curva de concentracion-respuesta para cada
compuesto y se estimé la concentracion (ICso) que resultd en una inhibicion del 50%
mediante un analisis de regresion no lineal. La citotoxicidad se determiné utilizando el
colorante de unién a proteinas sulforodamina B (SRB) en el ensayo de microcultivo

para medir el crecimiento celular.

6.2 Induccién de la peroxidacién lipidica y la cuantificacién de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).

El Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM) es el proveedor de las ratas Wistar macho adultas (200-250 g). Los
procedimientos y el cuidado de los animales se llevaron a cabo de conformidad con la
Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales NOM-062-ZO0-1999.
Las ratas se mantuvieron a 23 £ 2°C en un ciclo de 12 h/12 h luz-oscuridad con acceso

libre a comida y agua.

Las ratas fueron sacrificadas con CO: y el tejido cerebral (cerebro completo) se
diseccion6 rapidamente y se homogeneizé en solucién salina tamponada con fosfatos
[69,70] (PBS) (0,2 g de KClI, 0,2 g de KH2PO4, 8 g de NaCl y 2,16 g de NaHPO4-7H20,
el pH se ajusté a 7.4) para producir un homogeneizado 1/10 (p/v). Posteriormente, el
homogeneizado se centrifugd durante 10 min a 800 rcf (campo centrifugo relativo) para
producir un sedimento que se descartd. El contenido de proteina sobrenadante se
midi6 utilizando el reactivo de fenol Folin y Ciocalteu [71] y se ajustdé con PBS a 2,666

mg de proteina/ml.
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Como un indice de lipoperoxidacion se midieron los niveles de TBARS usando
homogeneizados de cerebro de rata de acuerdo con el método descrito por T.B. Ng y

colaboradores [72].

Las muestras se prepararon en DMSO en distintas concentraciones (50 uM vy
100 uM) y se mezclaron con 50 pL de EDTA al 20 uM, posteriormente se afadieron a
375 uL del homogeneizado de cerebro y se incubd a 37°C durante 30 min. Para el

control se utiliz6 como blanco 50 uL de DMSO.

La lipoperoxidacion se inicié afadiendo 50 uL de una solucién de sulfato ferroso
(FeSO4) al 100 uM y se incubé a 37°C durante 1 h. El contenido de TBARS se
determind segun lo descrito por Ohkawa y colaboradores [73] con algunas

modificaciones.

Se afiadieron 500 pL de acido tiobarbiturico TBA (1% de acido 2-tiobarbiturico en
NaOH 0,05 N y &acido tricloroacético al 30%, en proporcién 1:1) en cada tubo y la
suspension final se enfrié con hielo durante 10 min, se centrifugé a 13,400 rfc por 5 min
y se calent6 a 80°C en un bafio de agua durante 30 min. Después se enfrid a
temperatura ambiente y se midié la absorbancia de 200 pL de sobrenadante a una

longitud de onda de 540 nm en el equipo Bio-Tek Microplate Reader Synergy HT.

La concentracién de TBARS se calculé por interpolacién en una curva estandar
de tetra-metoxipropano (TMP) como un precursor de malondialdehido (MDA) [74]. Los
resultados se expresaron como nmoles de TBARS por mg de proteina. La relacién de
inhibicion (IR [%]) se calculé usando la siguiente formula: IR = (C-E) * 100 / C, donde C

es la absorbancia del control y E es la absorbancia de la muestra de prueba.

Finalmente los datos se analizaron mediante ANOVA seguida de la prueba de
Dunnett para compararlos con el control. Los valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos y la concentraciéon inhibitoria al 50% (ICs0) se estimé
mediante una regresion lineal.
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6.3 Actividad antioxidante por captura del radical libre 2, 2-difenil-1-Picrilhidrazilo
(DPPH).

La actividad de captura del radical DPPH se midio6 utilizando el método adaptado
de Mellors y Tappel [75] ya el analisis se llevé a cabo en microplacas de 96 pozos. Una
alicuota de 50 pL del compuesto de prueba (10 uM 6 100uM) se mezcld con 150 pL de
una solucién etandlica de DPPH. Esta mezcla se incub6 a 37°C durante 30 min y se
midi6é la absorbancia a 515 nm usando el lector ultra-microplate (Bio-Tek Microplate
Reader Synergy HT, Inc., Winooski, VT, E.E.U.U.). El porcentaje de inhibicion de cada
compuesto se determind por comparacion con una solucién blanco en etanol de DPPH
a 100 M.

7. Resumen de resultados.

Se obtuvo un total de 71 compuestos empleando la ruta sintética descrita en el

Esquema 1.

Se sintetizaron 15 retro-curcuminoides; 5 retro-curcuminoides derivados del
acido cinamico, 4 retro-curcuminoides derivados del acido ferulico acetilado, 2 retro-
curcuminoides derivados del éster metilico del acido ferulico y 4 retro-curcuminoides

hidrogenados derivados del acido cinamico.

Los retro-curcuminoides se generaron a partir las combinaciones individuales de
los productos de degradacion de la curcumina (DHZ, vainillina o el éster metilico del
acido ferulico) con los cloruro de acilo correspondientes. Por otro lado, esta familia de
compuestos se obtuvo con rendimientos de hasta un 90% como se muestra en la tabla
3.

Se sintetizaron 7 derivados del acido ferulico (éteres o ésteres) y los
sustituyentes (metilo, bencilo, metil metil éter (MOM)) se eligieron por considerarse
favorables para mejorar la liposolubilidad [76]. Los productos obtenidos fueron de facil

purificacion y con rendimientos de hasta un 90%.
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El grupo de bencilidenos resultdé de gran interés aportando una de las familias
mas amplias (12 compuestos con diferentes sustituyentes en los anillos aromaticos) por
el hecho de que la actividad biolégica de las 1,3-dicetonas (analogos de la curcumina)
se vio aumentada [59] por la introduccidén de un grupo bencilideno en la posicién alfa

central del sistema.

Los rendimientos en las reacciones para producir los bencilidenos alcanz6 hasta
un 70%, presentandose menores rendimientos (ca. 30%) en los derivados que poseen
un fenol como sustituyente, lo que fue indicativo de que parte del catalizador utilizado

(piperidina) se consume con la desprotonacion del fenol.

Se sintetizaron 7 compuestos de la familia de pirazolinas, dando prioridad a
tener derivados con y sin grupos fendlicos debido a la importancia biolégica [54]. Fue
importante para el trabajo experimental preparar este grupo de compuestos
heterociclicos ya que tienen una analogia estructural con los pirazoles de curcumina
[59]. Los rendimientos alcanzaron hasta un 60% debido a la dificultad de separar el
producto deseado del acido acético (ver Figura 19) y los rendimientos menores (ca.

40%) se presentaron en los compuestos que poseen un grupo fendlico libre.

Las razén por la que solo se sintetizaron 3 chalconas (C3) y 4 di-chalconas (C5),
se debe a que se subray6 conocer el comportamiento biolégico de nuevos compuestos
analogos de curcumina [77]. Otra razon considerada en este trabajo, fue la desventaja
descrita [78] para la reaccion de Claisen-Schmidt ya que hubo una variacion notable en
el rendimiento [47] que va desde el 15% para las di-chalconas hasta un 55% para las
chalconas (en la literatura [79] se justifica reportandose subproductos de

polimerizacion).

Los 7 curcuminoides (C7) sintetizados son importantes para la busqueda de las
propiedades biolégicas del derivado esterificado (éster cinamico) y del derivado
eterificado (éter bencilico) de curcumina [50], mientras que los 2 complejos derivados

de curcuminoides se exploraron como posibles compuestos que potencian la actividad
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biologica respecto de sus respectivos ligantes (complejo con zinc [51,65] y con boro

[80]). Los rendimientos obtenidos en estos heptanoides alcanzé el 75%.

Para la sintesis de todos los grupos estructurales fue necesario preparar 14
precursores (8 compuestos condensados con el sistema carbonilico o,p-insaturado, 2

cloruros de acido y 4 derivados hidrogenados).

Tabla 3. Rendimientos por familia.

Familia Rendimiento
1) Retro—curcuminoides 75%-90%
2) Derivados del 4cido ferulico 70%- 90%
3) Bencilidenos 30%-70%
4) Pirazolinas 45% 60%
5) Chalconas (C-3) 50% 55%
6) Di-chalconas (C-5) 15-20%
7) Curcuminoides 60%
8) Complejos 70-75%

Tanto con la curcumina como con los 69 productos sintéticos se realizaron
bioensayos primarios que incluyen; captura del radical libre DPPH, las pruebas TBARS
y pruebas de citotoxicidad en lineas celulares. Todos los compuestos se caracterizaron

mediante técnicas espectroscopicas.

Se caracterizaron 23 nuevas estructuras cristalinas mediante la técnica de

rayos-X y se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Nuevas estructuras cristalinas reportadas en esta tesis.

Familia de Compuestos Numero del Compuesto Total

Retro-curcuminoides 6-9 4
(acido cinamico)

Retro-curcuminoides 1316 4
(acido ferulico acetilado)

Retro-curcuminoides (ésteres metilicos 18-19 2

del &cido ferulico)

Derivados del acido ferulico 28,29-31, 33 5
Bencilidenos 37,39, 44, 3
Pirazolinas 54 1
Curcuminoides, 7 atomos de carbono 64-66 3
Complejos de curcuminoides 71 1

8. Discusion de resultados.

8.1 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de los retro-curcuminoides.

Los retro-curcuminoides producen cuatro sefales dobles en RMN de hidrégeno
como caracteristica principal, originadas por la presencia de dos sistemas de alquenos
o,pB-insaturados que se diferencian claramente uno del otro mediante sus
desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento (aproximadamente 16 Hz); se
asignan dos sefiales dobles caracteristicas que corresponden a las posiciones o, de
un carboxilo tipo éster (R-COO-R) y dos dobles caracteristicos de las posiciones o,
que corresponden al carbonilo de la cetona (C=0); las constantes de acoplamiento

para ambos grupos corresponden a los alquenos con geometria frans.

Todos los espectros presentan una sefal caracteristica entre 2.3 ppm y 2.4 ppm
que corresponde al metilo alfa (o) al grupo cetona, y para aquellos compuestos que
tienen un metoxilo en los anillos aromaticos se observa una sefial cerca de 3.8 ppm. Se
observan varias sefiales multiples en la regidon aromatica que corresponden
adecuadamente a dos anillos aromaticos. Estas senales estan presentes en los

espectros de las Figuras 32-34 de los retro-curcuminoides provenientes del acido
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cinamico (retro-curcuminoides 6 y 9). Las Figuras 35 y 36 corresponden al espectro de
hidrogeno del compuesto 16, un retro-curcuminoide derivado del acido ferulico

acetilado.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H del compuesto 6 (500 MHz, CDCls).
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Figura 33. Expansion del espectro de RMN de 'H del compuesto 6 (500 MHz, CDCls).
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H del compuesto 9 (500 MHz, CDCls).
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8.2 Analisis de IR de los retro-curcuminoides.

Los espectros de IR de los retro-curcuminoides derivados del acido cinamico
(compuestos 6-9) mostraron bandas caracteristicas de absorcion que corresponden al
grupo carbonilo del éster, en los compuestos 6 (en 1733 cm™") 7 (en 1728 cm™), 8 (en
1717 cm™), y 9 (en 1726 cm™) originados por los estiramientos del grupo carbonilo del
éster. Adicionalmente, se observan dos bandas intensas para los compuestos 6 (en
1122 cm™'y 1254 cm™), 7 (en 1133 cm™y 1220 cm™), 8 (en 1150 cm™y 1257 cm™) y
9 (1140 cm™'y 1214 cm™) originadas por los estiramientos simétricos y asimétricos del

éster.

En los espectros de IR de esta familia se observan bandas caracteristicas de
absorcién correspondientes al carbonilo de la cetona, en los compuestos 6 (en 1680
cm™) 7 (en 1634 cm™), 8 (en 1631 cm™) y 9 (en 1662 cm™) originadas por los
estiramientos fuertes del grupo carbonilo de la cetona (C=0) conjugada [81],
adicionalmente presentan una banda intensa para 6 (en 1306 cm™), 7 (en 1309 cm™),

8 (en 1310 cm™), 9 (en 1309 cm™") debido a la torsién de la cetona.

Finalmente se observaron absorciones de baja intensidad para los retro-
curcuminoides derivados del acido cinamico correspondiente a los estiramientos -C-H
que se presentan en los anillos aromaticos, para los compuestos 6 (en 3069 cm™), 7
(en 3060 cm™), 8 (en 3052 cm™) y 9 (en 3062 cm™). El espectro de infrarrojo del

compuesto 9 (Figura 37) muestra estas sefiales caracteristicas .
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Figura 37. Espectro de IR del compuesto 9.

Los retro-curcuminoides derivados del acido ferulico acetilado (compuestos 13-
16) mostraron bandas caracteristicas de absorcién debido a la presencia del carbonilo
del éster, para los compuestos 13 (en 1758 cm™), 14 (en 1759 cm™'), 15 (en 1762
cm™) y 16 (en 1757 cm™") originadas por sus estiramientos, adicionalmente se
observan dos bandas intensas para los compuestos 13 (en 1120 cm™'y 1152 cm™), 14
(en 1120 cm~ 'y 1201 cm™ "), 15 (en 1117 cm "y 1150 cm™ ") y 16 (en 1119 cm™ y

1166 cm™ ') debido a los estiramientos simétricos y asimétricos del éster.

Estos retro-curcuminoides presentaron bandas caracteristicas de absorcidn
fuerte por la presencia del carbonilo de la cetona, para los compuestos 13 (en 1664 cm’
), 14 (en 1632 cm™), 15 (en 1665 cm™'y 16 (en 1632 cm™") las cuales son originadas
por los estiramientos de la cetona (C=0, cetona conjugada), adicionalmente presentan
una banda intensa de absorcion para 13 (en 1196 cm™), 14 (en 1258 cm™), 15 (en

1191 cm™) y 16 (en 1256 cm™") debido a la torsién de la cetona.
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Los retro-curcuminoides derivados del acido ferulico acetilado mostraron bandas
de absorcion de baja intensidad correspondiente a los anillos aromaticos, para los
compuestos 13 (en 3010 cm™), 14 (en 3011 cm™), 15 (en 3070 cm™) y 16 (en 3066 cm"
). En el espectro de infrarrojo del compuesto 16 (Figura 38) se observan este tipo de

senales caracteristicas.
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Figura 38. Espectro de IR del compuesto 16.

8.3 Espectrometria de masas (EM) de los retro-curcuminoides.

Los retro-curcuminoides derivados del acido cinamico se caracterizaron por
espectrometria de masas, los que mostraron un pico base con m/z para 7, 8 y 9 en
[2937]. Los retro-curcuminoides derivados del acido ferulico acetilado mostraron un pico
base con m/z para 13 en [411*] y para los compuestos 14, 15 y 16 en [3817], los
espectros de masas corresponden adecuadamente al ion molecular protonado [M*H]

de cada uno de los compuestos.
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La fragmentacion principal de los retro-curcuminoides se llevd mediante el
rompimiento del enlace del éster, y uno de los picos principales persistente en los
espectros es el que corresponde al ion oxonio de la (E)-(3-fenilalilidina) con una
relacion m/z en [1317] (Figura 39). El espectro de masas correspondiente al compuesto

9 se encuentra en la Figura 40.
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Figura 39. Patron de fragmentacién del retro-curcuminoide 9.
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Figura 40. Espectro de Masas del compuesto 9.
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8.4 Rayos-X de los retro-curcuminoides.

Las estructuras cristalinas de todos los retro-curcuminoides confirman que se
encuentran formados por dos anillos aromaticos a través de un enlace tipo éster y la
unidad comun es un cinamato. Por otro lado, se confirma que los hidrégenos de los
sistemas a,pB-insaturados se encuentran en posicion frans para las dos secciones
moleculares. Los dobles enlaces y los grupos carbonilos (éster o cetona) son

coplanares y estan de acuerdo con estructuras reportadas anteriormente [82].

Las estructuras cristalinas se encuentran estabilizadas por interacciones de van
der Waals y por enlaces intermoleculares de hidrégeno tipo C-Hee+O, las moléculas
adyacentes estan interconectadas por interacciones débiles tipo C-Heeen que
contribuyen a la estabilizacion de la celda cristalina [83]. Las estructuras cristalinas de
los retro-curcuminoides derivados del acido cinamico se encuentran en la Figura 41y

las del acido ferulico acetilado en la Figura 42.

70



Compuesto 7

. \cu

7

Compuesto 8 Compuesto 9

Figura 41. Retro-curcuminoides derivados del acido cinamico y analogos de la DHZ.
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Compuesto 16

Figura 42. Retro-curcuminoides derivados del acido ferulico acetilado.
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8.5 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de los retro-curcuminoides del
éster metilico del acido ferulico.

Los retro-cucuminoides derivados del éster metilico del acido ferulico, presentan
cuatro dobletes caracteristicos para los alquenos correspondientes a las posiciones
alfa, beta (a,B) de los carboxilos con constantes de acoplamiento aproximadas de 16
Hz (geometria frans). El singulete en 2.32 ppm corresponde al acetilo del segundo
anillo aromatico y el de 3.81 ppm al metilo del éster. Adicionalmente, hay dos senales
en 3.87 ppm asignadas para los metoxilos de los anillos aromaticos y los multiples
entre 7.0-7.2 ppm integran adecuadamente para los dos fenilos sustituidos. El espectro

del compuesto 19 que se presenta en la Figura 43.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H del compuesto 19 (500 MHz, CDCls).
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8.6 Analisis de IR de los retro-curcuminoides derivados del éster metilico del
acido ferulico.

Los retro-curcuminoides 18 y 19 se encuentran constituidos principalmente por
el grupo funcional éster y sus espectros de IR presentan dos bandas de absorcidn
intensas i.e. 18 (en 1692 cm™ y 1733 cm™), y 19 (en 1716 cm™ y 1719 cm™)
originadas por los estiramientos fuertes del grupo carbonilo. Adicionalmente se
observan dos bandas intensas para 18 (en 1118 cm™ y 1244 cm™, para 19 (en 1119
cm™'y 1258 cm™") originadas por los estiramientos simétricos y asimétricos del éster.
Las bandas de absorcién de baja intensidad corresponden a los anillos aromaticos: 18

(en 3007 cm™) y 19 (en 3008 cm™). En el espectro de infrarrojo del compuesto 19
(Figura 44) se observan claramente estas sefales caracteristicas.
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Figura 44. Espectro de IR del compuesto 19.
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8.7 Espectrometria de masas (EM) de los retro-curcuminoides derivados del éster
metilico del acido ferulico.

Los retro-curcuminoides derivados del éster metilico del acido ferdlico mostraron
un pico base con relacion m/z [3397] para 18 y en [4277] para 19, lo que corresponde

adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] de cada uno de ellos.

La fragmentacién principal de los compuestos ocurre mediante el rompimiento
del enlace del éster, y uno de los picos caracteristicos para estos compuestos es el que
corresponde al ion oxonio del (E)-(3-(4-acetoxi-3-metoxifenil) alilidina) con una relacién
m/z de [219*]. Posteriormente, al perderse el acetilo del anillo aromatico se forma un
segundo ion oxonio con relacién m/z en [177*]. El patron de fragmentacion de estos

compuestos se muestra en la Figura 45 y su espectro en la Figura 46.
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Ion oxonio del (E)-(3-(4-acetoxi-3-metoxifenil) alilidina) Ton oxonio del (E) - (3- (4-hidroxi-3-metoxifenil) alilidina)

m/z: 276

Ion no observado
Figura 45. Patrén de fragmentacion del refro-curcuminoide 19 (derivado del éster

metilico del acido ferulico).
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Figura 46. Espectro de Masas del compuesto 19.

8.8 Rayos-X de los retro-curcuminoides derivados del éster metilico del acido
ferulico.

Las estructuras cristalinas de los retro-curcuminoides 18 y 19 confirman que se
encuentran unidos a través de un enlace tipo éster en las posiciones para, y poseen
como unidad comun el éster metilico del acido ferulico. Las estructuras cristalinas
confirman que los protones de los sistemas a,B-insaturados se encuentran en posicion
frans y los dobles enlaces son coplanares con los grupos carbonilos de los ésteres

como se muestra en la Figura 47.
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Figura 47. Retro-curcuminoides derivados del éster metilico del acido ferdlico.

8.9 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de retro-curcuminoides
hidrogenados (zingerona y analogos).

En los retro-curcuminoides hidrogenados se observan dos grupos de sefiales
caracteristicas; el primer grupo se conforma por dos multiples (sistema AB vy triples de
dobles (td)) causados por los dos metilenos en las posiciones (a,p) al carbonilo de la
cetona. El segundo grupo comprende dos sefales dobles correspondientes al sistema
a,pB-insaturado del éster, con constantes de acoplamiento de aproximadamente 16 Hz

(trans).

Los espectros los retro-curcuminoides hidrogenados contienen un singulete que
corresponde a la sefal del metilo de la posicion a a la cetona, ademas en la region de
los protones aromaticos se observan dos multipletes correspondientes al fenilo del

cinamato que integra para cinco hidrégenos (2 y 3) bien diferenciados del sistema
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aromatico del anillo de la zingerona. Los ejemplos de este grupo de sefales se
presentan en los espectros de RMN-"H las Figuras 48-50 correspondientes a los retro-

curcuminoides hidrogenados 24 y 27.

78



0
7.41
o]
7.41
352
C (m) E(d) 741 J (td)
7.41 6.83 2.78
A(d) B(m) D(d) G(d) H|(s) I (td) K|(s)
7.87 7.58 7.01 6.66 3|82 2.90 2|16
F (dd)
6.78
S W aN G i
o <t O OD— O AN o o N~ [c0}
S o 9 2000 S S o ©
- ST} oO+~o~ ™ NN N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 5.2f1 E‘S.O )4.8 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 2|
ppm

o
N
IS

EiO | 718 | 7.
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Figura 49. Expansién del espectro de RMN de 'H del compuesto 24 (500 MHz, CDCls).
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8.10 Analisis de IR de los retro-curcuminoides derivados de zingerona y
analogos.

Los retro-curcuminoides de la zingerona y compuestos analogos obtenidos con
el cloruro del acido cinamico (compuestos 24-27) mostraron bandas caracteristicas de
absorcion para el grupo carbonilo del éster (-COO-), para 24 en 1730 cm™, 25 en 1712
cm™', 26 en 1714 cm™" y 27 en 1708 cm™" y son originadas por los estiramientos fuertes
del grupo carbonilo, adicionalmente se observan dos bandas intensas de absorcidon
para 24 en 1140 cm™y 1198 cm™, 25 en 1099 cm™' y 1133 cm™, 26 en 1137 cm™' y
1255 cm™ y 27 en 1136 cm™ y 1198 cm™ debido a los estiramientos simétricos y

asimétricos del éster.

Los retro-curcuminoides de la zingerona y compuestos analogos tienen bandas
caracteristicas de absorcion intensas para el grupo carbonilo de la cetona (C=0), para
24 (en 1631 cm™), 25 (en 1632 cm™'), 26 (en 1633 cm™ ') y 27 (en 1632 cm™)
originadas por los estiramientos fuertes del grupo carbonilo, adicionalmente se
presenta una banda intensa para 24 (en 1302 cm™), 25 (en 1308 cm™), 26 (en 1308

cm™ ")y 27 (en 1312 cm™") debido a la torsidn de la cetona.

Esta familia de compuestos muestra bandas caracteristicas de absorcién de baja
intensidad correspondientes a los anillos aromaticos para los compuestos 24 (en 3009
cm™), 25 (en 3030 cm™), 26 (en 3064 cm™') y 27 (en 3066 cm™) y son originadas por los
estiramientos C-H. En el espectro de infrarrojo del compuesto 27 se observan las

sefales caracteristicas (Figura 51).
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Figura 51. Espectro de IR del compuesto 27.

8.11 Espectrometria de masas (EM) delos retro-curcuminoides derivados de la
zingerona y analogos.

Los refro-curcuminoides de zingerona asi como sus analogos muestran un pico
caracteristico con relacién m/z para el compuesto 24 en [3247] y 25, 26 y 27 en [294"].
La fragmentacion principal de estos compuesto ocurre mediante el rompimiento del
enlace del éster por lo que se observa el pico base caracteristico en [131] que
corresponde al ion oxonio de la (E)-(3-fenilalilidina). El patron de fragmentacion de

compuesto 27 se muestra en la Figura 52 y su espectro en la Figura 53.
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Figura 52. Patron de fragmentacion del compuesto 27.
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Figura 53. Espectro de Masas del compuesto 27.

8.12 Caracteristicas espectroscopicas (RMN 'H) de los derivados del acido
ferulico.

Todos los derivados del acido ferulico producen dos sefales dobles
correspondientes al alquenos del sistema a,B-insaturado (éster o acido carboxilico) con
una constante de acoplamiento de aproximadamente 16 Hz (trans). Se observan tres
tipos de dobles en la region aromatica que se asignan para el anillo perteneciente al
acido ferulico y estan bien diferenciados de los multiples originados por otros anillos

aromaticos.

Una caracteristica espectral comun es la sefal correspondiente al fenol presente
en los derivados tipo éster (compuestos 17, 30 y 32). El protdn correspondiente al acido
carboxilico (compuestos 29 y 31) desaparece por intercambio con el deuterio del

disolvente.
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Las sefiales de RMN de los compuestos 29 y 32 producen casi el mismo patron
de multiplicidad en la seccion aromatica, pero la presencia del fenol (5.90 ppm) en el
derivado 32 induce una diferencia significativa de patrones con respecto al compuesto
29 (acido carboxilico). Los espectros de las Figura 54 y 55 ilustran estas

comparaciones.
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H del compuesto 29 (500 MHz, CDCls).
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Figura 55. Espectro de RMN de "H del compuesto 32, nétese la sefial de un fenol en 5.90 ppm (500 MHz, CDCls).
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8.13 Analisis de IR de los derivados del acido fertlico.

Los derivados del acido ferulico se encuentran constituidos por los grupos
funcionales éter y éster, y esta familia de compuestos tiene las sefales caracteristicas
de un acido carboxilico libre o un fenol libre. La diferencia en sus espectros de IR sera
una sefial ancha de 3000 cm™" a 2800 cm™ originada por el puente de hidrogeno de un
acido carboxilico, comparada con respecto a una sefial muy ancha de 3500 cm™ a
3400 cm™" que corresponde a un fenol y se originada por los estiramientos del enlace
Ph-O-H.

El compuesto 29 (éter bencilico de acido ferulico) posee una senal de absorcién
intensa que corresponde al acido carboxilico en 1669 cm™ y es originada por el
estiramiento del carbonilo, se observan ademas dos bandas de absorcién en 1265 cm™
y 1312 cm™ originadas por la torsién y estiramiento del grupo carbonilo (-COO-). El
espectro de IR muestra un ligero ensanchamiento de las sefales a partir de 2847 cm™
originado por el estiramiento del enlace O-H del acido carboxilico. Las bandas de
absorcion de baja intensidad observadas en 3004 cm™ corresponden a los anillos
aromaticos y son originadas por el estiramiento del enlace C-H de los anillos

aromaticos. El espectro de infrarrojo del compuesto 29 se muestra en la Figura 56.

88



; 7
a f“f
] : T Y IE
E | éclnﬂ | ||f|”]|“|| l]ll n ﬁih|‘[|]|umljhg
1 g/l E38 8 ‘ ‘ . I|
: £ (e LI
PN i
i | IR M
: g L1 e |
) Wle il = =«
ER o ||§i %%l ’ N
o HEB
RN 8 c',,:
- n. - - - - i~

Wavenumber cm-1

Figura 56. Espectro de IR del compuesto 29.

El compuesto 32 tiene una banda de absorcion intensa en 1703 cm™' originada
por los fuertes estiramientos del éster; adicionalmente se observan dos bandas
intensas de absorcién en 1157 cm™ y 1268 cm™ debido a los estiramientos simétricos
y asimétricos del grupo carbonilo. El compuesto 32 cuenta con un fenol libre y presenta
una banda muy ancha e intensa en 3404 cm™', originada por el estiramiento del enlace
O-H. Finalmente se observan bandas de absorcién de baja intensidad a partir de 3009
cm™ que corresponden a los estiramientos del enlace C-H de los anillos aromaticos. En

el espectro de la Figura 57 se muestran las sefales caracteristicas para el compuesto
32.
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Figura 57. Espectro de IR de compuesto 32.

8.14 Espectrometria de masas (EM) de los derivados del acido ferulico.

El espectro de masas de compuesto 30 (Figura 58) que corresponde al éster-
MOM del acido ferulico muestra un pico con relacién m/z = [239"] correspondiente a su
ion molecular. La fragmentacién de este compuesto se lleva mediante el rompimiento
del enlace del éster, dando un pico base en m/z = [177"] que corresponde al ion oxonio

del (E)-(3-(4-Hidroxi-3-metoxifenil) alilidina.

En esta familia de compuestos se identifico que la fragmentacion se lleva
mediante el rompimiento de los enlaces en las posiciones oxigenadas (Figura 59), ya
que el compuesto 31 (m/z en [2387], Figura 60 ) presenta un pico base con relacion m/z
en [44* + 1] y un pico caracteristico con relacion m/z en [193* + 1]. Las relaciones de
m/z para los compuestos 30 y 31 corresponden adecuadamente a sus iones

moleculares protonados [M*H*].
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Figura 58. Espectro de Masas del compuesto 30.
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Figura 59. Patron de fragmentacion de derivados MOM del &cido ferulico.
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Figura 60. Espectro de Masas del compuesto 31.

8.15 Rayos-X de los derivados del acido ferulico.

Se confirma por difraccién de rayos-X que la unidad comun en la familia de
éteres y ésteres del acido ferulico es el acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoico
(acido ferulico), donde se observa que los protones del sistema a,B-insaturado posee la

geometria trans lo cual esta en acuerdo con la RMN de hidrégeno.

Las moléculas que conservan la funcion del acido carboxilico (compuestos 29 y
31) muestran interacciones intermoleculares tipo O-He++O y se estabilizan en forma de
dimeros (Figura 61). Ademas, hay varias interacciones tipo C-He+O que estabilizan el
resto de las moléculas dentro de las celdas cristalinas a distancias normales de los

radios de van der Waals.
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Figura 61. Rayos X de los derivados éteres y ésteres del acido ferulico.
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8.16 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de los bencilidenos.

La familia de bencilidenos posee una particularidad en la RMN de hidrégeno ya
que los metilos (-CH3) en la posiciones o a las cetonas (C=0) no son equivalentes,
observandose como singuletes diferentes y es debido al efecto anisotropico producido

por el anillo aromatico presente en la parte central de cada derivado.

El ejemplo de este tipo de senales se puede observar en la Figura 62 vy
corresponde al bencilideno obtenido a partir del p-hidroxibenzaldehido y 2,4-
pentanodiona. Para asignar adecuadamente el desplazamiento quimico de cada metilo
(-CH3) fue necesario realizar experimentos del efecto nuclear Overhauser de manera
diferencial (nOe diferencial), irradiando la senal del protéon ubicado en la posicion

bencilica (Figura 63).

Con el experimento anterior fue posible determinar que el metilo (-CHs3) con
menor desplazamiento quimico es el que no se encuentra en el plano de desproteccion
del anillo aromatico . Por otro lado, el protdn que se desplaza a frecuencias mayores de
7 ppm es el que recibe la desproteccion del anillo aromatico (protén bencilico) sumada

a la desproteccidon de conjugacion del doble enlace (posicion ) con el grupo carbonilo.
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Figura 62. Espectro de RMN de hidrogeno del compuesto 37 (500MHz, CDCls).
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Figura 63. Espectro de nOe diferencial del compuesto 37 irradiando selectivamente la senal de
7.45 ppm (500MHz, CDCl5).

8.17 Analisis de IR de los bencilidenos.

La familia de bencilidenos presenta dos isémeros geométricos (E y Z) con
respecto a la cetona a,B-insaturada, y se espera obtener en sus espectros de IR en
solucién (CHCI3 o CCls) cuatro bandas de absorcion caracteristicas [84], para cuatro
diferentes carbonilos de cetona etiquetados como A, B, C y D. El ejemplo de la Figura
64 indica los tipos de carbonilos del compuesto 44 (derivado de la 2,4-pentanodiona

con el 2-metoxi-1-naftaldehido).
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A = (C=0) E-s-trans B = (C=0) E-s-cis

D = (C=0) Z-s-cis C = (C=0) Z-s-trans

Isémero | Isomero 11

Figura 64. Isdmeros geométricos del compuesto 44.

En el espectro experimental de IR del compuesto 44 solo se encontraron dos
bandas de absorcién intensas (1646 cm™ y en 1695 cm") para los estiramientos del
grupo carbonilo de cetona (C=0) ya que el espectro se realizd en pastilla y en la

muestra se encuentra solo uno de los dos isémeros.

En trabajos anteriores [84] se ha demostrado que las diferencias en los valores
de las frecuencias de absorcion para los carbonilos etiquetados como Ay D (Isdémero 1)

son mas altas con respecto a los carbonilos By C (Isémero Il, Avcs <8 cm™).

El compuesto 44 muestra una diferencia de frecuencias de absorcion Ava.1 = 49
cm™, y corresponde al isémero |. La sefial en 1646 cm™ se asigna para el carbonilo A'y
la de 1695 cm para el carbonilo D, la frecuencia del carbonilo D es mas alta ya que se

rompe la conjugacion entre el alqueno y la cetona [84].
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En el espectro de IR del compuesto 44 se presenta una banda de absorcidn
intensa en 1252 cm™' originada por la torsion del carbonilo. Las bandas de absorcion
originadas por los estiramientos del enlace -C=C- en el bencilideno se presentan en
1605 cm™ y los sobretonos en 3005 cm™ corresponden a los estiramientos del enlace
C-H del anillo del naftaleno. En la Figura 65 se encuentra el espectro de IR del

compuesto 44.
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Figura 65. Espectro de IR del compuesto 44.

8.18 Espectrometria de masas (EM) de los bencilidenos.

El bencilideno 39 (obtenido de 2,4-pentanodiona y vainillina) mostré un pico
caracteristico del ion molecular con relacion m/z en [2347] y la fragmentacion del enlace
C-C en la posicion alfa de la cetona origina la formacion de un pico base caracteristico
con relacion m/z en [43*], correspondiente a los iones oxonio de etilidino y 2-oxoeten-1-
ilio (Figura 66). La relacion m/z del compuesto 39 corresponde adecuadamente al ion

molecular protonado [M*H*] y su espectro se muestra en la Figura 67.
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Figura 66. Patron de fragmentacion del compuesto 39.
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Figura 67. Espectro de masas del compuesto 39.

El bencilideno 44 (obtenido de la 2,4-pentanodiona con 2-metoxi-1-naftaldehido)
mostré un pico del ion molecular caracteristico con relacion m/z en [2687]; inicialmente
se forma un pico base con m/z en [237*] originado por la fragmentacién del metoxilo del
anillo de naftaleno, posteriormente se fragmenta mediante el rompimiento del enlace C-
C en la posicion alfa a la cetona y el espectro de masas muestra un pico caracteristico
con relacion m/z en [43*] que corresponde a la formacion del ion oxonio de etilidino y al

ion 2-oxoeten-1-ilio (Figura 68). La relacion m/z del bencilideno 44 corresponde
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adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] y su espectro se muestra en la
Figura 69.
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Figura 68. Patron de fragmentacion del compuesto 44.
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Figura 69. Espectro de Masas del compuesto 44.
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8.19 Rayos-X de bencilidenos.

Los bencilidenos obtenidos del p-hidroxibenzaldehido, la vainillina y el 2-metoxi-
1-naftaldehido con la 2,4-pentanodiona se lograron cristalizar (ver Figura 70 A,B,C) y
los rayos-X revelaron una caracteristica comun muy importante; los carbonilos de las
cetonas no son coplanares y se encuentran en posicion anti, lo cual estd de acuerdo
con la RMN de hidrégeno e IR. Las interacciones débiles tipo C-He++O [85] (Figura 70
D, E) son las responsables de que los carbonilos se encuentren en posicién anti (Figura

70 F), contribuyendo a la estabilizacion de las estructuras cristalinas [86].

En los rayos-X de los compuestos 37, 39 y 44 se observa una coplanaridad
entre la porcion del bencilideno del O1-C2-C3-C6-C7, por lo que se obtiene el isémero
cristalizado numero |, donde la configuracién del carbonilo conjugado se encuentra con

la geometria E-s-frans y correlaciona adecuadamente con sus espectros de IR.
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Compuesto 37

Figura 70. Rayos X de los bencilidenos derivados de p-OH benzaldehido, vainillina y 2-metoxi-1-naftaldehido con la 2,4-

pentanodiona.
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8.20 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de las pirazolinas,

La familia de pirazolinas presentan un espectro de segundo orden para los
protones correspondientes al anillo del heterociclo, los protones del metileno (H-C-H)
en la pirazolinas son diastereotopicos. Por lo tanto las sefales seran magnéticamente
diferentes y las proyecciones de Newman proporcionan el método adecuado para

ilustrar como los de hidrégeno se pueden diferenciar.

A medida que se rotan los atomos en la molécula alrededor del enlace quimico
el entorno quimico exacto de los dos atomos diastereotdpicos siempre es distinto. La
Figura 71 muestra las proyecciones de Newman de dos isémeros rotacionales
(rotdameros) de una pirazolina que resulta al realizar la rotacion cuando se observa el
enlace Ca-Cp. La posicidn alfa se encuentra a un enlace de distancia de la amina y la

posicidon beta se encuentra a dos enlaces de distancia.

gauche

gauche

Rotamero | Rotamero |l

Figura 71. Rotameros de una pirazolina en proyecciéon de Newman.

El protén en el carbono alfa (Ca) esta etiquetado como Ha, y los dos protones en

el carbono beta (CB) estan etiquetados como HB1 y HB2. Aunque HB1 y HB2 pueden
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parecer idénticos (dibujando la molécula en dos dimensiones), las dos proyecciones de
Newman resultantes de la rotacion sobre el enlace Ca-Cf revelan que los protones
beta (B) no experimentan el mismo entorno quimico. Los angulos diedros entre los
planos definidos en el rotamero | por Ha-Ca-CB y por Ca-CB-HB1 pueden ser de 60°,
por lo tanto la relacion que guardan entre si es gauche, mientras que para el proton
etiquetado como HB2 en relacion con Ha el angulo diedro es de 180° por lo que se
encuentran en una posicidon trans uno del otro. Lo mismo ocurre con el rotamero |l

aunque los angulos diedros son menores de 60° y 180°.

La curva de Karplus es una funcion matematica que se basa en la superposiciéon
orbital [87,88], donde se relaciona el valor de la constante de acoplamiento (J) en
funcién del angulo diedro gemelo o vecino (Figuras 72 y 73). El angulo diedro generado
por tres enlaces modula la 3J observada. La 3J maxima con un angulo diedro a 0° tiene
valores tipicos que van de 8 Hz a 10 Hz, y la 3J maxima con un angulo diedro a 180° se

alcanza entre 10 Hz a 17 Hz.

0 60° a0° 120° 180
Angulo diédro . @

Figura 72. Curva de Karplus para protones vecinales (Temperatura ambiente).

La magnitud de la constante de acoplamiento geminal (?J) también varia en
funcién del angulo de enlace. Para carbonos sp® con un angulo de enlace de

aproximadamente 109.5° la 2J es 12 Hz, como se ilustra en la Figura 73.
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Figura 73. Curva de Karplus para protones geminales (Temperatura ambiente).

El espectro de hidrogeno experimental de una pirazolina presenta la senal del
proton Ha del heterociclo multiplicada como doble de dobles (dd) y muestra
acoplamientos independientes con cada proton del metileno (HB1 y HB2). Los protones
del metileno se multiplican individualmente (sistema ABX) como una sefal doble de
doble de cuartetos (ddq), presentando un acoplamiento geminal fuerte (17 Hz) y dos
acoplamientos vecinales (uno con el protén Ha y otro con el metilo de la imina). El
metilo de la imina se acopla independientemente con cada proton diasterotopico del
heterociclo (HB1 y HB2) por lo que deberia mostrar una sefial en forma de doble de
dobles (dd), aunque en algunos espectros experimentales la sefal colapsa

obteniéndose una multiplicidad que se parece a un triplete (t).

La asignacion de los protones diasterdtopicos HB1 y HB2 se realiza basandose
en la curva de Karplus, ya que hay dos constantes de acoplamiento diferentes con
respecto al protdon Ha (una de aproximadamente 8 Hz y otra de aproximadamente 12
Hz). Se ha asignado HB2 para la sefal con la constante de acoplamiento mayor (12 Hz
y en posicion frans con respecto a Ha). Los espectros de RMN de hidréogeno para los

compuestos 49 y 54 son ilustrados en las Figuras 74-76.
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Figura 74. Expansion del espectro de RMN de hidrogeno del compuesto 49 (500 MHz, CDCls).
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Figura 75. Espectro de RMN de hidrogeno del compuesto 54 (500MHz, CDCls).
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Figura 76. Expansion del espectro de RMN de hidrogeno del compuesto 54 (500 MHz, CDCls).
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8.21 Analisis de IR de las pirazolinas.

La pirazolina 46 (obtenida de DHZ con la fenil hidracina) presenta una banda de
absorcion ensanchada en 3382 cm™ originada por los estiramientos del fenol (Ph-O-H),
ademas de una banda de absorcion de fuerte intensidad en 1596 cm™ que
corresponde al grupo imina del ciclo originadas por los estiramientos del enlace -C=N
[89]. La banda de absorcion intensa que se presenta en 1500 cm™ corresponde a los
estiramientos originados de los enlaces -C=C- de los anillos aromaticos.
Adicionalmente se presentan dos absorciones en 1206 cm™' y 1268 cm™ originadas por
los estiramiento del enlace C-N. Se presentan sobretonos en 3006 cm™ y son
originados por los estiramientos del enlace C-H de los anillo aromaticos. El espectro de

infrarrojo del compuesto 46 (Figura 77) presenta las sefales caracteristicas de una

pirazolina.
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Figura 77. Espectro de IR del compuesto 46.
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La pirazolina 49 presenta una banda de absorcién ensanchada en 3426 cm™'y
una banda de absorcién de fuerte intensidad en 1595 cm™' que corresponden al grupo
imina del ciclo originadas por los estiramientos del enlace -C=N-. La banda de
absorcion intensa en 1502 cm™' es originada por los estiramientos del enlace —C=C- de
los anillos aromaticos, adicionalmente se observan dos bandas de mediana intensidad
ligeramente ensanchadas en 1230 cm™' y 1254 cm™" originadas por los estiramiento del

enlace -C-N-.

Este compuesto presenta un fenol en la posicion para y se observa una banda
de absorcion intensa y ensanchada en 3068 cm™' debido a los estiramientos del enlace
Ph-O-H. Los sobretonos en 3034 cm™' corresponden a los estiramientos del enlace C-H
de los anillo aromaticos. El espectro de infrarrojo del compuesto 49 se ilustra en la
Figura 78.
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Figura 78. Espectro de IR del compuesto 49.
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8.22 Espectrometria de masas (EM) de pirazolinas.

La familia de pirazolinas se caracterizd por espectrometria de masas y se
fragmenta con la pérdida del fenilo del heterociclo, observandose el ion caracteristico
con m/z en [159%]. La subsecuente fragmentacién donde se identifica la pérdida de
acido cianhidrico [90] con m/z en [277], finaliza con la obtencidn del ion tropilio (Figura
79) con relacion m/z = [917]. La m/z del compuesto 49 mostré un pico base con relacion
m/z en [252*] correspondiendo adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] y su

espectro se muestra en la Figura 80.
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Figura 79. Patrén de fragmentacion de la pirazolina 49.
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Figura 80. Espectro de masas del compuesto 49.

111



La pirazolina numero 54 muestra un pico base con m/z en [296"] y en su
espectro de masas se observa un pico con m/z en [1597], correspondiente al ion del
heterociclo originado por la perdida de un fenilo y dos metoxilos. Se observa el pico
caracteristico del ion tropilio con relaciéon m/z en [917], formado por la pérdida de acido
cianhidrico (Figura 81). La m/z de este compuestos corresponde adecuadamente al ion

molecular protonado [M*H*] y su espectro se muestra en la Figura 82.
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Figura 81. Patron de fragmentacién de la pirazolina 54.
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Figura 82. Espectro de masas del compuesto 54.
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8.23 Rayos-X de la pirazolina 54.

La estructura de rayos-X de la pirazolina 54 confirma la formacién de un
heterociclo con dos atomos de nitrégeno (Figura 83) formando un anillo, en el cual
estan conectados dos sustituyentes aromaticos. El anillo aromatico que se une al C-5
se encuentra sustituido con dos metoxilos en las posiciones C-15 y C-16. Por otro lado
se confirman las caracteristicas de este tipo de ciclos presentandose un doble enlace
en la posicién N2-C3, asi como un metileno en la posicion C4 y esta de acuerdo con la
RMN de hidrogeno. El carbono de la posicion C5 que se encuentra tetrasustituido y es
un centro quiral, encontrandose en la estructura cristalina el par enantiomérico de la

pirazolina ya que la sintesis no se realizé de manera asimétrica.

Figura 83. Rayos —X del compuesto 54.
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8.24 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de chalconas (C-3) y di-
chalconas (C-5)

En el analisis realizado por RMN de hidrégeno se puede comprobar que bajo las
condiciones experimentales utilizadas la obtencién del isobmero geométrico favorecido
para el doble enlace es el trans, por lo que las magnitudes de las constantes de
acoplamiento de los alquenos a y B formados en estas series de compuestos estan en

el promedio de 15 Hz a 16 Hz.

Los protones vinilicos se encuentran muy desplazados debido a la conjugacién
del enlace © que se presenta entre el alqueno y el grupo carbonilo, por lo que es normal

encontrar dos sefiales dobles en la regidon aromatica (6.5 ppmy 8.5 ppm).

El espectro de la Figura 84 corresponde a la chalcona 57, obtenida mediante la
reaccion de condensacién entre 3,4-dimetoxi benzofenona y 2-naftaldehido. Sus
sefales se encuentran mayoritariamente en la region entre 6.9 ppm y 8.1 ppm, dando
dos dobles que corresponden al enlace vinilico con constantes de acoplamiento de

15.5 Hz (lo que es indicativo de la obtencion de una E-chalcona).
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8.25 Analisis de IR de chalconas y di-chalconas.

Los espectros de IR de las chalconas (compuestos 57 y 58) muestran bandas
caracteristicas de absorcién para el grupo carbonilo de la cetona; en el compuesto 57
se encuentra en 1654 cm™' (C=0, cetona conjugada) y en el 58, en 1655 cm™ (C=0,
cetona conjugada) originadas por los estiramientos fuertes del grupo carbonilo [91,92].
Adicionalmente, se observan dos bandas intensas para 57 en 15787 'y 1595 cm™', para
58 en 1579 cm™'y 1599 cm™' originadas por los estiramientos del enlace -C=C- de los
anillos aromaticos [81]. La presencia de una banda intensa del 57 en 1151 cm™y del
58 en 1142 cm™' se atribuyen a los estiramientos del enlace C-O debido a la presencia
de los metoxilos. Finalmente se observan sobretonos para el compuesto 57 en 3080
cm™ y para el compuesto 58 en 3067 cm', originados por los estiramientos del enlace

C-H de los anillos aromaticos. Los espectros de IR que muestra estas caracteristicas
corresponden a las Figuras 85 y 86.
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Figura 85. Espectro de IR del compuesto 57.
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Figura 86. Espectro de IR del compuesto 58.

Los espectros de IR de las di-chalconas (compuestos 60 y 61) muestran bandas
caracteristicas de absorcion para el grupo carbonilo de la cetona, para 60 en 1617 cm™
y 61 en 1584 cm™' originadas por los estiramientos fuertes del grupo carbonilo (C=0,
cetona conjugada). Adicionalmente, se observan dos bandas intensas para 60 en 1599
cm™ y 1594 cm™ | y 61 en 1562 cm™ y 1508 originadas por los estiramientos del
enlace -C=C-. Las dos bandas intensas para 60 en 1112 cm ™'y 1166 cm™,y 61 en
1151 cm™ y 1255 cm™ que se deben a las torsiones del enlace C-O originadas por la
presencia de los carbonilos. Las sefiales anchas observadas para 60 en 3227 cm™ y 61
en 3135 cm™ se deben a los estiramientos originados por los enlaces de los fenoles
(Ph-O-H). Los sobretonos observados para 60 en 3059 cm™ y 61 en 3015 cm™ son
originadas por los estiramientos del enlace C-H de los anillos aromaticos. Los

espectros de IR de estos compuestos se muestran en las Figuras 87 y 88.
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8.26 Espectrometria de masas de chalconas y di-chalconas.

Las chalconas y di-chalconas presentan patrones de fragmentacion normales
[93], como es el rompimiento en las dos posiciones alfas al carbonilo [94]. Los
fragmentos principales del compuesto 57, corresponden a los iones originados por el
rompimiento del enlace -C-C=0-C- como se muestra en la Figura 89. Un pico con m/z =
[287"] es observado debido a la pérdida de un metoxilo y los picos con relaciones m/z
en [1817] y [1527] corresponden a los iones producidos por el rompimiento del carbonilo
de la cetona en las posiciones antes mencionadas. El pico base de este compuesto con
relacion m/z = [318*] corresponde adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] y

su espectro de masas se muestra en la Figura 90.
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Figura 89. Patrén de fragmentacion de la chalcona 57.
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Figura 90. Espectro de masas de la chalcona 57.

En la chalcona 58 se observa un pico base con relacion m/z en [3177] debido a
la pérdida de un metoxilo y los picos observados con relaciones m/z = [165"] y [1377]
corresponden a los iones producidos por el rompimiento del carbonilo de la cetona en
las dos posiciones alfas (Figura 91). El pico con relacion m/z = [348*] corresponde
adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] y su espectro de masas se muestra

en la Figura 92.
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Figura 91. Patron de fragmentacion de la chalcona 58.
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Figura 92. Espectro de Masas del compuesto 58.

La di-chalcona 60 presenta un pico base con relacion m/z en [300*] que
corresponde al ion molecular protonado. Se observan picos caracteristicos con
relaciones m/z en [152*] y [147%] que corresponden a los iones encontrados por el
rompimiento del carbonilo de la cetona en las dos posiciones «, el pico con m/z en

[118*+1] corresponde a una segunda fragmentacion del carbonilo de la posicién o
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(Figura 93). La relacion m/z de este compuesto corresponde adecuadamente al ion

molecular protonado [M*H"*] y su espectro de masas se muestra en la Figura 94.

o
HO m/z: 300
N / \ N
@A@ F ‘ ‘ /@/\) +C
HO HO
m/z: 118 m/z: 181 m/z: 147 m/z: 152
=0" =0+
m/z: 28 m/z: 28
HO

m/z: 152 m/z: 118

Figura 93. Patrén de fragmentacion de la di-chalcona 60.
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Figura 94. Espectro de Masas de la di-chalcona 60.
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El espectro de masas de la di-chalcona 61 presenta un pico con relacion m/z =
[299"] que corresponde a la fragmentaciéon de un metoxilo del anillo del naftaleno,
posteriormente se observa un pico base con relacion m/z = [147"] y un pico con
relacion m/z = [119%] que corresponden a las fragmentaciones del carbonilo de la
cetona en las posiciones o (Figura 95). El compuesto 61 presenta el pico caracteristico
con m/z = [330*] que corresponde adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] y

su espectro de masas se muestra en la Figura 96.
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Figura 95. Patrén de fragmentacion de la di-chalcona 61.
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Figura 96. Espectro de Masas de la di-chalcona 61.

8.27 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de curcuminoides bencilados.

Los compuestos tipo heptanoides derivados del nucleo principal de curcumina,
pueden presentar en la RMN de hidrogeno las sefales caracteristicas de un
curcuminoide enolizado ya que la cadena carbonada del heptanoide generalmente esta
en equilibrio ceto-enol, por lo que se esperan dos sefales; una sefal para el metino
central y una sefal que corresponde al protdn enolizado (muy desplazada, entre 16
ppm a 18 ppm). Los compuestos 63 (curcuminoide mono-bencilado, Figuras 97 y 98),
64 (di-bencilado, Figuras 99 y 100) y 65 (tri-bencilado, Figuras 101 y 102) presentan las
sefales que corresponden al isomero enolizado, por otro lado el compuesto 66
(curcuminoide tetra-benciliado, Figuras 103 y 104) presenta el isbmero di-ceto. La
diferencia entre los cuatro curcuminoides bencilados sera la presencia gradual de dos
protones correspondientes al metileno, de cada grupo bencilo adicionado a la

curcumina.
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La asignacion total de los protones para los compuestos mono (compuesto 63) y
tri-bencilado (compuesto 65) se complica en la region aromatica debido a la no
equivalencia que presentan los protones de los anillos, mientras que para los
curcuminoides di (compuesto 64) y tetra-bencilados (compuesto 66) los anillos
aromaticos se presentan de forma equivalentes y sus espectros son de asignacion mas

simple.
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Figura 97. Espectro de RMN de 'H del compuesto 63 (500 MHz, CDCls).
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Figura 98. Expansion del espectro de RMN de 'H del compuesto 63 (500 MHz, CDCls).
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Figura 99. Espectro de RMN de 'H del compuesto 64 (500 MHz, CDCls).
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Figura 100. Expansion del espectro de RMN de 'H del compuesto 64 (500 MHz, CDCls).
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Figura 101. Espectro de RMN de 'H del compuesto 65 (500 MHz, CDCls).
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Figura 102. Expansion del espectro de RMN de 'H del compuesto 65 (500 MHz, CDCls).
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Figura 103. Espectro de RMN de 'H del compuesto 66 (500 MHz, CDCls).

132



(H 8.39 HW 15.39

1.99
A(d) B(m) C(m) D(m) E (m) F (m) G (dd) H (d) I (d) J (d)
7.66 739 735 729 7.19 7.09 6.99 6.88 6.81 6.52
' é | ' é é é é é | ' é | ' é | ' é | g‘ |
~— < [sp] N © < N -~ N N
7.70 7.65 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.90 6.85 6.80
1 (ppm)
Figura 104.

6.55 6.50

Expansién del espectro de RMN de 'H del compuesto 66 (500 MHz, CDClIs).
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8.28 Analisis de IR de curcuminoides bencilados.

El espectro de IR del compuesto 63 (curcuminoide mono-bencilado) muestra la
presencia de una banda ancha en 3513 cm™ que es originada por el estiramiento del
enlace O-H debido a la presencia de un fenol. Los sobretonos en 3013 cm™ son
originados por los estiramientos del enlace C-H debido a la presencia de los anillos
aromaticos. Se observa una banda de intensidad media en 1624 cm™' correspondiente
a las vibraciones de estiramiento de los anillos aromaticos [95]. El espectro de IR posee
dos bandas en 1583 cm originadas por los estiramientos del enlace —C=C- y en 1507
cm™ originada por los estiramientos de la cetona. El grupo bencilo se identifica por la
sefal de alta intensidad en 1127 cm™ que corresponde a la vibracién del enlace -C-O-

C- [96]. El espectro de IR del curcuminoide 63 se encuentra en la Figura 105.
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Figura 105. Espectro de IR del compuesto 63.

El espectro de IR del compuesto 64 (curcuminoide di-bencilado) muestra
sobretonos en 3042 cm' que corresponden a los estiramientos del enlace -C-H
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originados por los anillos aromaticos. La presencia de dos bandas en 1733 cm™ y 1625
cm™' se origina por los estiramientos de los anillos aromaticos. Se observan dos bandas
intensas en 1579 cm™ (originadas por los estiramientos del enlace —C=C-) y en 1508
cm™ originada por los estiramientos de los carbonilos (C=0). Finalmente los grupos
bencilo se identifican por la presencia de dos sefiales en 1248 cm' y 1129 cm"’
originadas por las vibraciones de estiramientos del enlace C-O-C. El espectro de IR del

curcuminoide 64 se encuentra en la Figura 106.
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Figura 106. Espectro de IR del compuesto 64.

El espectro IR del compuesto 65 (curcuminoide tribencilado) muestra la
presencia de sobretonos en 3025 cm™' y se debe a los estiramientos del enlace C-H
originados por la presencia de los anillos aromaticos. Este curcuminoide presenta una
sefial ancha en 3424 cm™ originada por los estiramientos del enlace O-H, indicando la
enolizacion y coincide con su espectro de hidrogeno de RMN. Se observan dos bandas
en 1735 cm™ y 1617 cm™ debido a los estiramientos de los anillos aromaticos. Las

sefiales intensas que se presentan en 1589 cm™ y 1509 cm™ se originan por los
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estiramientos del enlace -C=C- y el estiramiento del carbonilo (C=0, cetona
conjugada) respectivamente. Los grupos bencilo se identifican por la presencia de dos
bandas en 1260 cm™ y 1134 cm™ que corresponden a las vibraciones del enlace C-O-

C. El espectro de IR del curcuminoide 65 se encuentra en la Figura 107.
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Figura 107. Espectro de IR del compuesto 65.

El espectro de IR del compuesto 66 (curcuminoide tetra-bencilado) muestra la
presencia de sobretonos en 3029 cm debido a los estiramientos del enlace C-H
originados por la presencia de los anillos aromaticos. Se observa una banda de
mediana intensidad en 1664 cm™' debido los estiramientos de los anillos aromaticos. Se
observan sefales caracteristicas en 1583 cm™' (originadas por los estiramientos del
enlace -C=C-) y en 1505 cm™, por los estiramientos de los carbonilos de las cetonas
(C=0). Los grupos bencilo se identifican por la presencia de dos bandas en 1253 cm™y
1132 cm™ que corresponden a las vibraciones del enlace C-O-C. El espectro de IR del

curcuminoide 66 se encuentra en la Figura 108.
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Figura 108 . Espectro de IR del compuesto 66.

8.29 Espectrometria de masas de los curcuminoides bencilados.

El curcuminoide 63 presenta un pico base con m/z en [459*] que corresponde
adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*], posteriormente se observa la
fragmentacién de las posiciones aal carbonilo de la cetona en (Figura 109)
observandose picos con relaciones m/z correspondientes a [3117], [2837], [2677], [1917],

[1777] y [1507]. El espectro de masas del compuesto 63 se muestra en la Figura 110.
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Figura 109. Patron de fragmentacion del curcuminoide 63.
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Figura 110. Espectro de masas del curcuminoide 63.

El curcuminoide 64 presenta un pico base con relacion m/z = [548"] que
corresponde adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*], ademas se observan
dos picos caracteristicos correspondientes a la fragmentacion del carbonilo de las
cetonas en las posiciones o (Figura 111) con relaciones m/z = [283"] y [243"]. El

espectro de masas del compuesto 64 se muestra en la Figura 112.
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Figura 111. Patron de fragmentacion del curcuminoide 64.
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Figura 112. Espectro de masas del curcuminoide 64.

El curcuminoide 65 (compuesto tri-bencilado) presenta un pico base con relacién

m/z en [917], por lo que experimenta una fragmentacion con pérdidas constantes del
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ion tropilio (Figura 113) mostrando el pico del resto molecular resultante con relacion
m/z en [547"]. Posteriormente se forman dos iones caracteristicos que corresponden a
las fragmentaciones de los carbonilos en las posiciones o con relaciones m/z = [267"] y
[1777]. El pico con relacién m/z en [6387] corresponde adecuadamente al ion molecular
protonado [M*H*] del compuesto 65 y su espectro de masas se muestra en la Figura
114.
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Figura 113. Patrén de fragmentacion del curcuminoide 65.
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Figura 114. Espectro de masas del curcuminoide 65.

El curcuminoide 66 (compuesto tetra-bencilado) presenta un pico base con
relacion m/z = [91*] correspondiente a la fragmentacion del ion tropilio (Figura 115),
ademas se encuentran los picos correspondientes de dicha pérdida con relaciones m/z
= [6377] y [547"]. Se observa un pico caracteristicos que corresponde a la
fragmentacién del carbonilo de la cetona en la posicion o con m/z = [2677]. El pico del
compuesto 66 se muestra con la relacibn m/z = [728'] correspondiendo
adecuadamente al ion molecular protonado [M*H*] y su espectro de masas se

encuentra en la Figura 116.
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8.30 Rayos-X de curcuminoides bencilados.

El resultado de los experimentos de rayos-X presentados en la Figura 117 revela
que las estructuras moleculares de los compuestos di-bencilado (64) y tri (65)-
bencilado estan formadas por dos anillos laterales sustituidos con benciloxi-metoxifenilo
interconectados por un resto hepta-1,6-dieno-3,5-diona. El compuesto 65 presenta un
bencilo adicional y estd conectado al resto de la molécula en el atomo central de la
cadena del heptanoide (entre el equilibrio ceto-enol). Lo anterior confirma la obtencién

de los derivados di y tri bencilados por rayos-X.

Los compuestos 64 y 65 mantienen enlaces de hidrogeno intramoleculares (O-
He++O) que estabilizan el equilibrio ceto-enol formando anillos de seis miembros. Ambas
estructuras moleculares estan en acuerdo con lo experimentos de RMN de hidrogeno
ya que los compuestos se encuentran como tautdmeros enolizados y son estabilizados

por un enlace de hidrégeno asistido por resonancia (RAHB) [97].
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Figura 117. Rayos-X de los curcuminoides di y tri -bencilados.
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La estructura del curcuminoide tetra-bencilado fue determinada usando un
patron de difraccién con baja resolucion. Sin embargo, la calidad de los cristales fue
suficiente para determinar su estructura tridimensional con un valor de refinamiento =
12 (Figura 118). Por otro lado, este compuesto se caracterizd exitosamente mediante
técnicas espectroscépicas de RMN, IR y EM. Los resultados obtenidos en difraccién de
rayos-X indican que los grupos carbonilos estan en posiciones anti y la caracteristica
del compuesto tetra-bencilado es la ausencia de coplanaridad, lo que esta en acuerdo
con los hallazgos informados previamente [98,99] donde se reportan estructuras

semejantes y en forma de tijeras.

Compuesto 66

Figura 118. Rayos-X del curcuminoide tetra-bencilado.
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8.31 Caracteristicas espectroscépicas (RMN 'H) de bencilidenos de
curcuminoides.

Los bencilidenos derivados de un curcuminoide (Compuesto 68) produce
diferencias espectroscopicas en los protones en las posiciones a, B de la cadena del
heptanoide, ya que al adicionar un nuevo sustituyente voluminoso en la parte central de
la molécula se produce la no equivalencia magnética, por lo que se obtendran cuatro
sefales dobles (Figura 119), dos dobles para los protones a, a y dos dobles para los

protones j3, 3.

Los desplazamientos quimicos y las correlaciones de las sefiales del heptanoide
se pueden comprobar recurriendo al experimento nOe diferencial. Por ejemplo, cuando
se irradian secciones adecuadas de la molécula (Figura 120), con la sefal de 7.14 ppm
(protén vinilico en posicion o) se obtienen las correlaciones de los protones en 7.82

ppm (posicion beta B) y 7.90 ppm (singulete, posicion bencilica central de un

bencilideno).
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Figura 119. Espectro de RMN de 'H del compuesto 68 (500 MHz, CDCls).
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Figura 120. Experimento nOe diferencial del compuesto 68 irradiando 7.12-7.15 (500 MHz,
CDCls).

8.32 Caracteristicas espectroscopicas (RMN 'H) de complejos de Zn y B de
curcuminoides.

La formacion de complejos metalicos (zinc) y no metalicos (boro) con
curcuminoides afecta el desplazamiento quimico de los protones ubicados en la cadena
del heptanoide (sistemas a, B-insaturados), asi como el desplazamiento quimico del

metino central.

Los desplazamientos quimicos de la materia prima (69) y su complejo de Zn (70)
muestran las siguientes diferencias: en el compuesto 69 los hidrogenos o, o’ se
encuentran en 7.02 ppm y los B, B’ se encuentran en 7.68 ppm, mientras que el metino
produce su sefal en 6.23 ppm (ver Figura 121). El complejo de zinc (Compuesto 70,
Figura 122) muestra un efecto de proteccion hacia todos los hidrégenos cercanos al
metal y los desplazamientos quimicos de los protones a, o’ se encuentran en 6.95 ppm
y los protones B, B’ en 7.57 ppm; el metino es observado en 5.88 ppm debido al

caracter electro-positivo del zinc.
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El complejo de boro (BF2) obtenido del curcuminoide di-bencilado con Et2O.BF3
(compuesto 71, Figura 123) de manera opuesta al complejo de Zn, imparte un efecto
de desproteccion a los hidrogenos a, o’ con desplazamientos en 7.11 ppmy B, B’ en
7.97 ppm, apareciendo el metino central en 6.51 ppm. La materia prima (curcuminoide
di-bencilado) tiene los hidrégenos a, o’ en frecuencias menores (protegidos) en 6.48
ppm y los B, B’ en 7.58 ppm, estando el metino central en 5.80 (compuesto 64, Figura
99) ppm. Después de hacer estas comparaciones se confirma el caracter

electroatractor dentro del ciclo generado por el BF2 en el compuesto 71.
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Figura 121. Espectro de RMN de 'H del compuesto 69 (500 MHz, DMSO-d6).
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Figura 122. Espectro de RMN de 'H del compuesto 70 (500 MHz, DMSO-d6).
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Figura 123. Espectro de RMN de 'H del compuesto 71 (500 MHz, DMSO-d6).
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8.33 Analisis de IR del complejo con boro (compuesto 71).

El espectro IR del compuesto 71 (complejo de BF> curcuminoide di-bencilado,
Figura 124) muestra la presencia de una sefial intensa en 1526 cm™ que corresponde a
los estiramientos del enlace -C=C-, un carbonilo de cetona se indica con la presencia
de una sefial de alta intensidad en 1493 cm™ y es originada por los estiramientos del
enlace C=0. Ademas se observa la presencia de dos bandas en 1258 cm™ y 1131 cm’’
que corresponden a las vibraciones del enlace C-O-C originadas por la presencia de los
grupos bencilo. La presencia de dos bandas de absorcién intensas en 1058 cm™' y
1131 cm™ son originadas por los enlaces BF y BO en el anillo del difluoroboronato
[100].
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Figura 124. Espectro de IR del compuesto 71.
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8.34 Espectrometria de masas del complejo de curcumina di-bencilada con BF
(compuesto 71).

El curcuminoide 71 presenta un pico base con relacion m/z = [457]
correspondiente al fluoruro metaborénico que se origina de la fragmentacion del
complejo, ademas se observa un pico con relacién m/z en [917] correspondiente a las
pérdidas del ion tropilio (Figura 125). El espectro de masas del compuesto 71 (Figura
126) mostré un pico con relacion m/z en [596*] que estd de acuerdo con el ion

molecular.

F—B=0"

m/z: 45

Fluoruro
metaboronico

O+
0] X | | + = SO
e
-
©/\O O
miz: 267 m/z: 149

2-Metoxy-4-vinilfenéxido

Figura 125. Patrén de fragmentacion del compuesto 71.
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8.35 Rayos-X del complejo de curcumina di-bencilada con BF, (compuesto 71).

La estructura determinada por difraccion de rayos-X del compuesto 71 confirma
la formacién de un complejo con boro (BF2) en la parte central (sistema ceto-enol) de la
molécula (Figura 127 A). Las distancias entre B-O son 1.307 A y 1.313A y son casi
simétricas a los atomos de oxigeno. Es importante resaltar que se conserva la
coplanaridad en la cadena del heptanoide (C1-C7, Figura 127 B). Ademas cada
molécula forma dos interacciones tipo H-F a 2.508 A y 2.369 A con dos moléculas
adyacentes (Figura 127 C) como se reporté [101] en otros aductos de curcumina-BFo.
Una molécula de acetonitrilo esta presente en la unidad asimétrica ya que es el

disolvente con el que se crecio el monocristal.
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Figura 127. Rayos-X del compuesto 71 y su celda unitaria.
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9. Discusion de los ensayos biolégicos.

9.1 Analisis de los ensayos biolégicos de los retro-curcuminoides.

La actividad citotoxica de los retro-curcuminoides 6-10 (Tabla 5), 13-16 (Tabla

6), 18-19 (Tabla 8) y 24-27 (Tabla 9) se mididé en las lineas celulares cancerosas

indicadas anteriormente mediante un bioensayo primario. Solo el compuesto 19 resulté

ser toxico para las células sanas (COS-7); sin embargo, los compuestos 7-9 y 14-16

mostraron actividad citotoxica potencial contra las lineas celulares K562, HCT-15,
MCF-7 y SKLU-1.

Tabla 5. Bioensayo primario retro-curcuminoides derivados del acido cinamico.

COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL )
% DE INHIBICION A 25 pM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)
10uM 100uM 10uM 100uM U251 PC-3 K562  HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
VAINILLINA -2.48 0.67 2.25 2.54 NC NC NC NC NC NC NC
1 (DHZ) 0.24 15.29 10.89 59.84 NC NC NC NC NC NC NC
3 1.65 6.30 4.41 7.89 2653 NC 10.16 NC 4334 4534 ND
4 0.00 1.54 1.75 2.10 1263 NC 2.56 NC 322 1914  ND
5 1.02 5.04 -0.19 7.04 55.11  14.46 26.74 57.7 7.1 31.4 ND
6 5.13 14.16 242 -1.18 429 NC 21.67 NC 446 2154  NC
7 1.97° 4.33° 16 13 100 100 100 100 100 100 NC
8 0.27° 1.77° -1.0 0.3 100  86.65 100 100 100 100 NC
9 3.192 3.30° 0.9 0.00 35.18 NC 7323 7823 8991 7533  NC
10 -4.67 1.63 2.26 2.41 NC NC 34.9 NC NC 14.7 NC

a3Se ensayaron en 5 y 50ug/ml respectivamente. U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma

prostatico,

K562:

Leucemia mielégena cronica humana,

HCT-15: Adenocarcinoma de colon,

MCEF-7:

Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifién de

mono, NC = No citotdxica, ND = No determinado.
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Algunas de las materias primas se utilizaron como control para monitorear los
cambios en las actividades biologicas de los retro-curcuminoides y los derivados
sintéticos, por lo que también se les realizé el bioensayo primario a vainillina, la DHZ
(Tabla 5), acido ferulico (Tabla 6) y zingerona (Tabla 9), para obtener los datos de las

actividades citotoxicas.

Los resultados experimentales muestran la importancia del nuevo enlace
quimico formado en forma de éster ya que las materias primas fueron totalmente

inactivas para las lineas celulares ensayadas.

Tabla 6. Bioensayo primario de retro-curcuminodes derivados del acido ferulico acetilado.

COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL )
% DE INHIBICION 50uM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)
10uM 100pM 5uM 50pM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
AciDo -4.07 4.06 19.90 7681 NC NC NC NC NC NC NC
FERULICO
11 1.78 6.66 -3.99 219 NC 053 3103 NC NC 15.08 NC
13 10.37 24.31 -3.09 000 9155 NC 3675 NC 2446 6251 NC
14 14.85° 96.18° 2.0 0.00 100 100 100 100 100 100 NC
15 3.81 7.88 -3.00 15 100 100 72.4 77.02 100 100 NC
16 3.0 6.2 -3.20 275 7286 837 6413 4059 6469 775 NC

3Se ensayaron en 5 y 50ug/ml respectivamente. U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma
prostatico, K562: Leucemia mielégena cronica humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7:
Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifién de

mono, NC = No citotdxica.

Los compuestos 7, 8 y 14 (sustituidos con el éster cinamico en posiciones orto,y
meta,) mostraron valores de ICsp comparable a la curcumina (Tabla 7) con mejor
actividad citotoxica que el compuesto 9, donde el enlace tipo éster se encuentra en la

posicién para.
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Tabla 7. ICso de retro-curminoides deshidrogenados derivados del acido cinamico y del acido

ferulico acetilado.

ICs0 (M) Linea celular

Compuesto K562 MCF-7 SKLU-1
Curcumina 9.75+0.6 10.43+1.8 7.78+0.64
0
|
Q 10.74+0.5 13.19+1.4 11.59+1.2
X
@/\)‘\O
7
@\/\n/ i
~__O N
! O/\)‘\ 12.8+1.9 18.68+2.5 12.85+0.9
8
0
o N
@/\)J\ 28.15+2.5 63.46+10.8 63.81+2.7
0
9
0
0 N0 0
X @/\)‘\ 8.60+0.44  12.01+0.62  8.07+0.55
O\
14

K562: Leucemia mieldgena cronica humana, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma

pulmonar

El retro-curcuminoide derivado del éster metilico del acido ferulico (compuesto
18, ver Tabla 8) y los retro-curcuminoides hidrogenados (compuestos 24-27, ver Tabla
9) mostraron una selectividad citotoxica potencial contra las lineas celulares K562. Sin
embargo, la familia mas activa es la de retro-curcuminoides que presentan el enlace
vinilico ( compuestos 7-9 y 14-16) y esto se atribuye al sistema de cetona q,f3-
insaturada que se ha descrito anteriormente [102] como un potenciador de la actividad

citotoxica (aceptor tipo Michael).
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Lo anterior también puede explicar el efecto biolégico de todos los retro-
curcuminoides ya que aumenta un nuevo sistema (carbonilo a,B-insaturado)
proveniente del nuevo enlace tipo éster. Es importante resaltar que la presencia de la
cetona q,B-insaturada, a diferencia de otros grupos funcionales, suele aumentar la
citotoxicidad [102].

Tabla 8. Bioensayo primario de refro-curcuminoides derivados del éster metilico del acido

ferulico.
COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL )
% DE INHIBICION A 25 M
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)
10pM 100uM 10pM 100pM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
*ACIDO -4.07 4.06 19.90 76.81 NC NC NC NC NC NC NC
FERULICO
11 2.7 5.69 2.31 3.05 NC 0.53 31.03 NC NC 15.08 0.6
17 10.51 34.52 1.7 60.39 NC 4.8 26.6 NC NC 18.6 1.2
18 14.72 26.56 2.31 3.66 17.7 584 744 2.6 222 418 9.3
19 13.55 17.55 1.08 6.46 75.1 79.2 100 765 457 779 6252

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mielégena crénica
humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma
pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de riidn de mono, NC = No citotdxica.? Notar alta toxicidad para la linea

celular no tumoral, * analizado a 50 uM para la actividad citotoxica.

Los valores de ICs (linea celular K562) de los retro-curcuminoides derivados del
éster metilico del acido ferulico (compuesto 18), contra los retro-curcuminoides
hidrogenados (compuestos 24-27) son mayores o iguales a 100 uM. Este valor resultd
ser equiparable y no permite hacer una diferencia entre la potencia biolégica de grupos
funcionales (éster metilico del acido ferulico y cetona para analogos de zingerona). Sin
embargo, el éster metilico resultd ser superior en forma de retro-curcuminoide

(compuesto 18) al comparar su porcentaje de inhibicion (Figura 128).
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Compuesto 17 Compuesto 20

0 Compuesto 18
26.6 % 7': \y 26.6 %
ICs0 = No determinado |C -100" y (Zingerona)
>
(N.D.) 50 M ICs0 = N.D.

Compuesto 24 Compuesto 27

62.3 % Compuesto 25 Compuesto 26 48.8 %
ICs0 = 100 pM ICs0 2 100 pM
62 % 66.6 %

ICs0 = 100 pM ICs0 2 100 M

Figura 128. Comparacion en el % de inhibicién e ICso de retro-curcuminodes y sus

materias primas con linea celular de leucemia K562 (Notese que el éster 18 es mas activos).

En el bioensayo primario la zingerona y los analogos hidrogenados (compuesto
21-23) resultaron practicamente no toxicos para las lineas celulares ensayadas, pero al
formar los derivados en forma de ésteres cinamicos (compuesto 24-27) se observo el
aumento de la citotoxicidad para la linea celular K562 (Tabla 9). Este resultado indica
que los nuevos derivados en forma de retro-curcuminoides son mas potentes que sus
materias primas.
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Tabla 9. Bioensayo primario de retro-curcuminoides hidrogenados.

COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL )
% DE INHIBICION A 25 pM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)
10uM 100uM 10uM 100uM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
DHzZ 0.24 15.29 10.89 59.84 NC NC NC NC NC NC ND
(ZINGERONA)
21 2.90 7.54 0.75 2.36 NC NC 39.0 8.7 NC 10.2 NC
22 2.99 7.62 1.36 1.81 NC 32 234 7.0 NC 6.8 3.1
23 3.70 13.43 1.61 3.42 NC 10.8 28.6 0.5 NC 0.8 NC
24 2.32 9.89 -0.52 7.79 1.3 1.2 623 3.0 NC 94 NC
25 3.70 5.33 3.62 3.72 NC 74 620 15.2 1.9 10.3 3.0
26 -3.53 -0.79 2.51 2.16 NC 19 66.6 NC 71.7 7.4 NC
27 -2.52 1.48 2.81 3.16 3.0 NC 488 37.0 40.0 12.3 NC

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mieldgena cronica
humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma
pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifion de mono, NC = No citotdxica, ND = No determinado.

La comparacion de la citotoxicidad para todos los retfro-curcuminoides con
respecto a sus precursores sintéticos, nos permite postular que el grupo funcional éster

juega un papel importante en la actividad citotdxica in vitro.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren, que los derivados basados
en compuestos analogos de deshidrozingerona (DHZ) y sustituidos con un éster
(cinamico) en la posicion orto muestran una actividad citotoxica mayor que sus

precursores condensados. Ademas es importante indicar que los analogos sustituidos
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con el éster cinamico en la posicion orto (compuestos 9, 14 y 25) son mas citotoxicos

con respecto a los de posicion para (compuestos 9, 16 y 27).

Los retro-curcuminoides 6,13 y 24 (derivados de la DHZ y zingerona) que
poseen un metoxilo en posicidon orto al enlace del éster cinamico (Figura 129)
resultaron menos activos, que los retro-curcuminoides analogos (7-9, 14-16 y 25-27)

donde no existe este grupo.

Los resultados anteriores estan de acuerdo con un estudio previo [1], donde se
sugiere que los curcuminoides deben contar con un fenol en la posicion orfo a un
metoxilo para exhibir actividad citotdéxica, lo cual es indicativo de un menor
impedimento estérico en el anillo aromatico, aunque en este caso, la derivacion del
fenol en un grupo éster resulté con menor actividad. El ejemplo se presenta en la

Figura 129 mostrando la actividad citotoxica (% de inhibicién) de la linea celular MCF-7.

SR aaly QA*QA* IXVsne

Compuesto 6 Compuesto 13 Compuesto 24
4.46 % 24.46 % No citotdxico
0 0 0
@/\)Lo )LO/Q/\)L @/\)Lo
o
Compuesto 9 Compuesto 16 Compuesto 27
89.91 % 64.69 % 40 %

Figura 129. Comparacion en la inhibicién de la linea celular cancerigena MCF-7 con distintos
retro-curcuminoide (Nétese un metoxilo extra en color rojo para los compuestos con menor

actividad).
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En general ninguno de los retro-curcuminoides resultaron activos para la captura
del radical DPPH y para la prueba de inhibicién de peroxidacion de lipidos (TBARS).
Estos resultados estan de acuerdo con la estructura molecular que presentan y con
reportes anteriores [103], donde se indica que la curcumina es un compuesto
antioxidante que dona atomos de hidrégeno provenientes de los fenoles. Por lo tanto, al
cambiar un fenol de los precursores por un éster cinamico (ausencia de fenoles), se

disminuye la actividad antioxidante.

9.1.1 Analisis estadistico de los valores de ICso de los retro-curcuminoides, mediante la
prueba t de Student.

Para evidenciar las diferencias significativas de la actividad citotoxica se calculd
la prueba t de Student de manera desapareada contrastando cada ICsp de la curcumina
con respecto a los retfro-curcuminoides, lo que permitid tener una comparacion
estadistica entre de los compuestos mas activos. Los valores se consideraron
significativos con un valor de p < 0.05 y los resultados del estadistico de prueba se

encuentran en las tablas 10-12.

Tabla 10. Prueba t para la linea celular K562 (Leucemia mielégena crénica humana)

Compuesto Valor de ICsp SEM* N Valor de p Significancia
estadistica

Curcumina 9.75 0.6 3 -
7 10.74 0.5 3 0.2737 No es
estadisticamente
significativa
8 12.8 1.9 3 0.2006 No es
estadisticamente
significativa
9 28.15 25 3 0.0020 Es
estadisticamente
significativa
14 8.60 0.44 3 0.1971 No es
estadisticamente
significativa

*SEM = Error estandar de la media.

Los resultados obtenidos en la prueba t de Student para la ICso de la actividad
citotoxica, los compuestos 7, 8 y 14 no mostraron significancia estadistica en las lineas

celulares K562 y MCF-7, mientras que los compuestos 7 y 8 mostraron significancia

163



estadistica para la linea celular SKLU-1 y tienen menor actividad citotéxica (mayor valor

de ICsp) con respecto a la curcumina.

Tabla 11. Prueba t para la linea celular MCF-7 (Adenocarcinoma mamario humano)

Compuesto Valor de ICso SEM* N Valor de p Significancia
estadistica
Curcumina 10.43 1.8 3 - -
7 13.19 14 3 0.2928 No es
estadisticamente
significativa
8 18.68 25 3 0.0553 No es

estadisticamente
muy significativa
9 63.46 10.8 3 0.0084 Es
estadisticamente
muy significativa
14 12.01 0.62 3 0.4532 No es
estadisticamente
significativa

*SEM = Error estandar de la media.

El retro-curcuminoide 9 mostré mucho menor actividad citotéxica con respecto a
la curcumina, entonces su valor de ICsp es estadisticamente muy significativa para las
tres lineas celulares ensayadas (K562, MCF-7, SKLU).

Tabla 12. Prueba t para la linea celular SKLU (Adenocarcinoma pulmonar)

Compuesto Valor de ICsp SEM* N Valor de p Significancia
estadistica
Curcumina 7.78 0.64 3 - -
7 11.59 1.2 3 0.0487 Es
estadisticamente
significativa
8 12.85 0.9 3 0.0101 Es
estadisticamente
significativa
9 63.81 2.7 3 0.0001 Es

estadisticamente
muy significativa
14 8.07 0.55 3 0.7484 No es
estadisticamente
significativa

*SEM = Error estandar de la media.

Del analisis estadistico se puede afirmar que los retro-curcuminoides deben
contener dos sistemas carbonilicos a,p-insaturados para una actividad citotéxica de

consideraciéon y no es necesario que contengan el grupo metoxilo en los anillos
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aromaticos. Con respecto al éster cinamico es necesario que se enlace en la posicidon
orto y meta, pero no en la posicion para ya que ello disminuye significativamente la
actividad citotéxica. De esta forma se obtienen compuestos citotoxicos para las lineas
celulares K562 y MCF-7, sin significancia estadistica respecto al valor de ICso de

curcumina.

9.1.2 Mecanismos de accioén de los retro-curcuminoides en nivel celular e interaccion
con dianas moleculares.

De los posibles mecanismos de accion analizados para los retro-curcuminoides
se deduce que estos dificiimente podrian ser moléculas pro-oxidantes como ocurre con

curcumina con grupos fendlicos libres cuando interactua con Cu (Il).

Por otro lado los retro-curcuminoides poseen dos subunidades de carbonilos
o,pB-insaturados por lo que se pueden considerar como aceptores tipo Michael, la
unidad correspondiente al acido cinamico a menudo se emplea para el disefio de
farmacos [29]. Las cetonas a,p-insaturadas se consideran activas para enlazarse a los
tioles (i.e. glutatiéon (GSH) intracelular), por lo tanto, la via del GSH es un mecanismo

de accién plausible para que los refro-curcuminoides produzcan la muerte celular.

9.1.3 Acoplamiento molecular de curcumina y los retro-curcuminoides con las proteinas
Akt-2 y el factor nuclear kappa-beta (NF-«f3).

Para poder explicar los mecanismos de sefalizacion al interior de la célula con
dianas u objetivos moleculares que producen la apoptosis, se han elegido dos rutas de
sefalizacion muy concretas; la ruta Akt y la del factor nuclear kappa-beta (NF-xp) que
se seleccionaron debido al mecanismo de accion de curcumina y del éster fenetilico del
acido cafeico (CAPE)), debido a que comparten semejanzas estructurales con las

familias de retro-curcuminoides bajo estudio.

El modelado molecular es la base para analizar las interacciones moleculares. El

objetivo de este modelado es predecir la morfologia de un ligando. El software ocupado
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para este proposito es: "SwissDock", y se utilizoé para calcular la energia libre de union
[104] de los retro-curcuminoides cuando se acoplaron con las proteinas.

La curcumina y los retro-curcuminoides mas activos (7-9 y 14), fueron acoplados
computacionalmente contra dos receptores; Akt-2 y el NF-xf (subunidad p65) para

determinar un posible potencial citotoxico comparando estas vias de sefializacion.

A partir del analisis de acoplamiento molecular (AG unisn, Kcal/mol, Tabla 13), se
puede observar que en las energias libres de unién con la proteina Akt-2 y la
curcumina (AG unisn = -7.0 kcal/ mol) presenta valores semejantes de acoplamiento,

comparado con los retro-curcuminoides 7 y 14.

En el compuesto 14 (AG unisn = -6.84 kcal/mol) el resultado del acoplamiento
probablemente esta relacionado con la obtencion de valores semejantes de la 1Cs
experimental (linea celular K562) con respecto a la curcumina, donde su valor (ICs =
8.60+0.44) no presento diferencia estadistica significativa con la curcumina (ICsq =
9.75+0.6).

El analisis del acoplamiento molecular con el receptor NF-xf (A), demostré que
tres retro-curcuminoides (7, 8 y 14) se acoplan a la proteina con valores cercanos a los
encontrados en la curcumina (AG ynisn = -6.90 Kcal/mol), por lo que es plausible explicar

que los compuestos actuan de manera semejante a la curcumina.

Para el NF-xf (B), los retro-curcuminoides 7, 8 y 14 presentaron los mejores
valores de afinidad de union con respecto a las otras proteinas, ya que las energias de
unidn bajas y negativas muestran que las interacciones son favorables entre el ligante y
el receptor [105]. Por lo que estos compuestos se dirigen mas a la interaccion con el

NF-xf que con el receptor Akt-2
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El orden de clasificacion basado en los valores de acoplamiento con los
receptores Akt-2 y NF-kf3 (B) es el siguiente: curcumina > retro-curcuminoides 14 > 7 >
8 > 9. Los mejores valores de acoplamiento son para los retro-curcuminoides que
presentan el enlace del éster cinamico en la posicién orto (compuestos 14 y 7) y el
valor menos favorable es para el retro-curcuminoide con el enlace del éster en la
posicion para (compuesto 9), lo cual puede correlacionar con los resultados de
citotoxicidad (ICsp) encontrados de manera experimental.

Tabla 13. Resultados de acoplamiento molecular de curcumina y los retro-curcuminoides con

las proteinas Akt-2 y NF-kf.

AG ynisn. = Energias libre de union estimadas (Kcal/mol)

Compuesto Akt-2 NF-kp p65 (A) NF-kp p65 (B)
AGunisn. AGunisn. AGuynisn.

Curcumina -7.0 -6.91 -7.06

0

|

0
@/\)LO 6.68 -7.08 7.02

7

)
_~_O g

0 -6.59 -6.77 -6.81

8

0 w
@A)Lo 6.11 6.02 -5.47

o /Q/\)Lo o
o @A/K -6.84 -6.82 7.2
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El acoplamiento molecular es usado ampliamente tanto para la prediccion de
interacciones ligante-receptor y para obtener una mejor comprension de la actividad
bioldgica [106]. A partir de los resultados obtenidos, los retro-curcuminoides analizados
en alguna medida responden a un efecto citotoxico mediante vias de sefalizacion
semejantes a la curcumina, ya que sus valores de acoplamiento permiten suponer

alguna interaccion con los receptores Akt-2 y NF-kf.

Las imagenes del acoplamiento molecular estimado con las proteinas, se
presentan en la Figura 130 (Akt-2) y Figura 131 (NF-xf3) para curcumina y el compuesto
7. Para los compuestos 8 y 9 se muestran en las Figuras 132 (Akt-2) y 133 (NF-xp),
finalmente las Figuras 134 (Akt-2) y 135 (NF-xf) muestran las imagenes de los

acoplamientos para el compuesto 14.
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Compuesto Proteina AKt-2

Curcumina

AGunisn = -6.68 kcal/mol

Figura 130. Comparacion de los resultados de acoplamiento molecular entre curcumina y el retro-curcuminoide 7 para la

proteina Akt-2.
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Compuesto NF-xp p65 subunidad A NF-«xp p65 subunidad B

Curcumina

AGunic’)n =-7.08 AGunic')n =-7.02 kcal/mol

Figura 131. Comparacion de los resultados de acoplamiento molecular entre curcumina y el retro-curcuminoide 7 para el NF-«f3.
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Compuesto Proteina Akt-2

8
(0]
O/@/\)k
@/\)J\O
9

AGunion = -6.11 kcal/mol

Figura 132. Comparacion de los resultados de acoplamiento molecular entre los refro-curcuminoides 8 y 9 para la proteina
Akt-2.
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Compuesto NF-kp p65 subunidad A NF-kB p65 subunidad B

AGunisn = -6.02 kcal/mol AGuynisn = -5.47 kcal/mol

Figura 133. Comparacion de los resultados de acoplamiento molecular entre los retro-curcuminoide 8 y 9 para el NF-«f3.
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Compuesto Proteina Akt-2

Curcumina

AGunisn = -6.84 kcal/mol

Figura 134. Comparacion de los resultados de acoplamiento molecular entre curcumina y el retro-curcuminoide 14 para la

proteina Akt-2.
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Compuesto NF-«xp p65 subunidad A NF-xp p65 subunidad B

Curcumina

AGunisn = -6.82 kcal/mol AGuynisn = -7.20 kcal/mol

Figura 135. Comparacion de los resultados de acoplamiento molecular entre curcumina y el retro-curcuminoide 14 para el
NF-«f.
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9.2 Analisis de los ensayos biolégicos de los derivados del acido ferulico.

Los derivados del acido ferulico (17, 28-33) mostraron una baja actividad
citotoxica (Tabla 14) en todas las lineas celulares cancerigenas (los compuestos se
ensayaron a 50 uM). Solo el compuesto 32 inhibié las lineas celulares cancerigenas
PC-3 y K562 en un 59% y 48% respectivamente, pero resultd tdéxico para la linea
celular no tumoral (COS-7) inhibiéndola en un 53%. Los compuestos 28 y 33, también

inhibieron el crecimiento de la linea celular K562 en un 72% y 32% respectivamente.

Esta familia de compuestos no presentd actividades citotoxicas relevantes,
aunque es notable que la adicion del grupo bencilo al acido ferulico (compuestos 28, 32
y 33) mejora la actividad citotoxica in vitro, posiblemente debido al incremento de la
lipofilia de los compuestos como se ha informado anteriormente [107]. Estos hallazgos
no coinciden con Jayaprakasam y colaboradores [108], quienes reportaron una
actividad anticancerigena y antioxidante de los ésteres del acido ferulico en bajas

concentraciones.
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Tabla 14. Bioensayo primario para derivados del acido ferulico.

COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL ,
% DE INHIBICION A 50 uM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)
10puM 100puM 10uM 100puM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
AciDO -4.07 4.06 19.90 76.81 NC NC NC NC NC NC NC
FERULICO
17 10.5 34.52 11.76 60.39 NC 48 266 NC NC 18.6 1.2
28 4.31 7.48 0.49 0.39 NC 248 725 16.3 NC 209 177
29 7.46 13.8 1.27 3.19 58 16.6 17 5.7 7.8 18.1 22.2
30 12.24 30.19 9.95 56.76 NC NC 7.7 NC NC NC NC
31 2.02 1.45 5.39 30.10 NC 8 203 NC 6.5 12 7.0
32 40.61 96.68 12.84 59.95 255 594 480 269 254 202 526
33 6.08 9.16 1.03 0.83 NC 153 324 155 146 274 313

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mielégena crénica
humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma
pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifion de mono, NC = No citotoxica.

Los compuestos 17, 30 y 32 inhibieron la lipoperoxidacién inducida por sulfato
ferroso en el cerebro de la rata, y se debe a que preservan el fenol actuando mediante

la estabilizacion de algun radical fenoxi formado in vivo.

Sorprendentemente, el compuesto 32 mostré una inhibicion del 96.68 % para la
lipoperoxidacion y dado que es el compuesto mas activo, se subraya que su actividad
se debe a una mejor lipofilia por la presencia del éster bencilico y puede ayudar a

penetrar las membranas celulares donde se lleva a cabo la peroxidacién lipidica [109].

Los compuestos 17, 30 y 32 que presentan un fenol (Figura 136), resultaron ser

medianamente activos para el atrapamiento de radicales libres DPPH in vitro con una
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inhibicion de hasta un 60%. Estos resultados son consistentes con la estructura
molecular ya que la propiedad antioxidante del acido ferulico y sus derivados esta
asociada con el fenol que forma un enlace de hidrégeno intramolecular en la posicion
orto con un grupo metoxilo, debido a esto hay una estabilizacion del radical fenoxi que

se forma [110].

O 0 0
NS
O/ NS O/\O/ X O/\©
HO HO HO

Compuesto 17 Compuesto 30 Compuesto 32
60.39% 56.76% 59.95%

Figura 136. Esteres del 4cido fertlico que presentan un fenol y actividad de inhibicién del
radical libre DPPH a 100 uM.
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9.3 Analisis de los ensayos biolégicos de bencilidenos.

La familia de bencilidenos (34-45, Tabla 15), las chalconas (56-58) y las di
chalconas (59-62) asi como el bencilideno 68 derivado de un heptanoide (ver Tabla 19)
presentaron la misma propiedad de actividad citotéxica in vitro, debido a que muestran
altos porcentajes de inhibicidén hacia células cancerigenas (los resultados podrian

considerarse excelentes).

En la familia de los bencilidenos se observa una inhibicidon no selectiva parecida
a lo reportado anteriormente [62] en analogos de chalconas, ya que conforme se
inhiben las células cancerigenas se inhiben también las células no tumorales COS-7

(excepto en el caso del compuesto 42).

Los resultados de las citotoxicidades son acordes al aumento de la actividad
biolégica, que puede asociarse a la familia de compuestos con propiedades de
aceptores tipo Michael. Se sugiere que el reemplazo de los metilenos activos (2,4-
pentanodiona) con los sistemas a,B-insaturados (bencilidenos) suelen potenciar las

actividades bioldgicas [59].
El unico compuesto de la familia de bencilidenos con una actividad antioxidante

importante fue el 38 (ICso Lipoperoxidacion = 30.74+1.26) y se atribuye a la presencia

de dos fenoles en su estructura molecular.
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Tabla 15. Bioensayo primario para la familia de bencilidenos.

COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL .
% DE INHIBICION A 25 uM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)

50uM 100uM 50uM 100uM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
34 -2.10 ND -1.13 ND 944 32.2 89.1 9448 63.42 100 73.81
35 3.0 ND 2.0 ND 30.0 26.5 35.3 33.0 33.0 28.0 23.0
36 1.32 ND 0.93 ND 38.0 27.5 954 84.5 NC 46.0 49.4
37 2.94 ND 1.91 ND NC  49.08 23.14 27.58 NC 34.6 10.08
38 90.95 ND 92.68 ND 20.0 31.0 47.8 25.0 15.7 32.8 22.7
39 10.51 ND 17.88 ND 38.48 48.62 56.99 31.69 2260 51.2 20.13
40 1.04 ND 2.83 ND 51.96 48.62 60.17 59.55 38.36 70.3 33.98
41 3.17 ND 2.22 ND 90.06 87.86 82.29 85.81 55.89 75.3 53.40
42 7.60 1.06 0.93 1.06 95.35 88.97 93.38 64.39 67.53 100 24.57
43 0.49 ND 1.70 ND 94.71 99.75 85.69 93.73 93.29 100 76.13
44 -0.14 ND 0.57 ND 53.22 84.41 68.22 60.79 26.44 60.5 23.71
45 -0.40 ND 0.7 ND 90.0 80.22 85.20 75.00 90.30 78.3 78.4

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mielégena crénica

humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma

pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifion de mono, NC = No citotdxica, ND = No determinado.

9.4 Analisis de los ensayos bioldgicos de pirazolinas.

Aunque las pirazolinas (46-48) y (54-55), presentaron actividades citotéxicas

mejores (ver Tabla 16) con respecto a sus precursores condensados (grupo carbonilo

o,B-insaturado, hemi-curcuminoides 1, 3, 4, 51 y 52), esta familia de compuestos

resulto ser muy toxica para las células no tumorales COS-7. EI compuesto 55 y el

compuesto 46 induce una inhibicion del 53.9% y 100% respectivamente, demostrando
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su falta de selectividad. Estos compuestos se describen como promiscuos, y su posible

uso terapéutico esta limitado por su alto grado de toxicidad.

Tabla 16. Bioensayo primario para la familia de pirazolinas.

COMPUESTO

% DE INHIBICION DE

LA

LIPOPEROXIDACION

% DE INHIBICION
DEL RADICAL

ACTIVIDAD CITOTOXICA

% DE INHIBICION A 25 uM

(TBARS)

50uM 100puM 50uM 100uM U251 PC-3 K562  HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
46 96.48 ND 39.72 ND 100 56.92 86.68 9495 574 100 100
47 97.03 ND 23.29 ND 81.50 80.37 82.80 86.33 46.16 86.9 61.86
48 30.76 ND 3.50 ND 81.66 62.0 94.53 72.38 35.21 934 54.29
49 95.27 ND 9.53 ND NC NC 20.4 19.7 NC NC NC
50 2.04 ND 2.01 ND 12 NC NC 64.8 8.2 2.8 8.1
51 4.26 ND 1.49 ND 16.6 40.7 NC 56.5 NC 28.6 NC
52 9.79 ND 2.58 ND 734 323 62.8 100 42.8 100 77.7
53 97.03 ND 1.75 ND NC 28.1 NC 46.4 NC 20.3 NC
54 96.86 ND 2.73 ND 100 43.04 77.37 94.38 73.9 100 924
55 96.92 ND 7.11 ND 26.91 23.14 41.92 34.13 14.5 28.83 53.9

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mieldégena cronica

humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma

pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifiodn de mono, NC = No citotdéxica, ND = No determinado. 1Csg
Lipoperoxidacion de los compuestos (46)= 6.02+0.10, (47)= 3.23+£1.86, (49)= 34.23+-0.23,
(53)= 2.79+0.14, (54)= 7.12+0.18, (55)= 2.79+0.15

La literatura [54] indica que las pirazolinas poseen actividades antifungicas,

antiinflamatorias [111], antibacterianas y antitumorales debido a que los heterociclos de

nitrdgeno son ricos en electrones, pero en los reportes no hay estudios detallados

sobre la toxicidad en células no tumorales. Los resultados experimentales obtenidos
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resaltan, ya que por primera vez se estan ensayando estos compuestos nitrogenados
en distintas lineas celulares (tumorales) que ademas incluye una linea celular sana
(COS-7, no tumoral).

Tanto las pirazolinas con fragmentos moleculares fendlicos y no fendlicos
(Figura 137) resultaron ser activas para la prueba de TBARS, sugiriendo que las
funciones nitrogenadas son las que participan mayormente inhibiendo la peroxidacién
de lipidos. Los compuestos mas activos para estas pruebas son el 563 y el 55 (ausencia

de fenoles).

@ Q. Q.

Compuesto 47 Compuesto 49
3.231£1.86 uM 34.2340.23 uM

Compuesto 46
6.02+0.10 uM

R L

Compuesto 53
2.79+0.14 uM

Compuesto 54 Compuesto 55
7.12+0.18 uM 2.79+0.15 uM

Figura 137. Pirazolinas activas para la prueba de TBARS (ICso).
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9.5 Analisis de los ensayos biolégicos de chalconas (C-3) y di-chalconas (C-5).

En el caso de las chalconas (Tabla 17) y di-chalconas (Tabla 18) se observo
citotoxicidad del 100% para las células no tumorales COS-7 y resalta que los
compuestos 56 y 59-62 resultaron sumamente activos (100% de inhibicion) en una

concentracion de 25 uM para la mayoria de la lineas cancerigenas ensayadas.

Estas familias de compuestos poseen un sistema carbonilico a,B-insaturado que
se conjuga mediante resonancia, generando especies para una reaccion de adicion tipo
Michael [112,113] en la posicion 3 al carbonilo; esta propiedad quimica tiene un papel

importante en la citotoxicidad ya que no se presenta una selectividad adecuada.

Las chalconas y di-chalconas sintetizadas en este trabajo dificimente se
propondrian utilizar como compuestos exitosos para aplicaciones terapéuticas dada su
alta toxicidad. Estos resultados coinciden con reportes anteriores [114] en donde se
describen como compuestos multi-objetivos (multi-target) teniendo una alta
promiscuidad de inhibicién enzimatica, que repercute mostrando una alta inhibicion de

células tanto cancerigenas como no tumorales in vitro.

Tabla 17. Bioensayo primario para las chalconas (C-3).

COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL .
% DE INHIBICION A 25 yM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)

50uM 100puM 50uM 100uM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
56 7.79 ND 1.96 ND 97.7 100 100 100 88.7 100 100
57 91.70 ND 4.28 ND 20.8 451 NC 455 12.8 40.9 10.8
58 12.35 ND -8.29 ND 453 63.0 993 825 16.1 83.5 56.3

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mielégena crénica
humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma

pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifion de mono, NC = No citotoxica, ND = No determinado.
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Por lo anterior, las chalconas se consideran como un arma de doble filo [62]. Por
un lado, brindan oportunidades (sintesis simple) para explorar estas sustancias con
diversas dianas moleculares, lo que las convierte en estructuras privilegiadas para el
disefio de farmacos. Por otro lado sin embargo, presentan una alta promiscuidad

enzimatica o poca selectividad como se ha encontrado experimentalmente en este

trabajo.
Tabla 18. Cribado primario para di-chalconas (C-5).
COMPUESTO % DE INHIBICION DE % DE INHIBICION ACTIVIDAD CITOTOXICA
LA DEL RADICAL .
% DE INHIBICION A 25 yM
LIPOPEROXIDACION DPPH
(TBARS)
50uM 100uM 50pM 100pM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
59 7.51 ND -1.72 ND 100 100 100 100 100 100 100
60 32.22 ND -2.37 ND 100 100 100 100 417 100 100
61 39.62 ND 6.14 ND 100 100 100 100 86.1 100 100
62 21.22 ND 4.04 ND 195 443 0.0 100 248 653 100

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mielégena crénica
humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma
pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifion de mono, NC = No citotdxica, ND = No determinado.

183



9.6 Analisis de los ensayos biolégicos de curcuminoides tipo heptanoides (63-66
y 67-69) y complejos de curcurminoides (70-71).

Los cuatro compuestos bencilados (63-66), el curcuminoide (67) y el éster
cinamico de curcumina (69), presentan una actividad citotoxica baja con respecto a

curcumina (ver Tabla 19).

Es importante resaltar que el porcentaje en la inhibicion celular en los
compuestos 63-66 siguen un patrén: A medida que se agrega un grupo bencilo al
nucleo principal de curcumina, se observa una disminucién progresiva de la actividad

citotoxica, efecto que es muy marcado en las lineas celulares MCF-7 y SKLU-1.

Estos resultados se vuelven muy relevantes destacando que la presencia de los
dos fenoles incluyendo el sistema en equilibrio ceto-enol son muy importantes para
reflejar el efecto citotdxico conocido para la curcumina, y al verse sustituidos con

grupos bencilos disminuye su actividad.

La inhibiciobn de células cancerigenas por la curcumina mono-bencilada
(compuesto 63), concuerda con lo reportado anteriormente [115] en donde se indica
que los fenoles son claves para la exhibicion de actividad antioxidante vy

anticancerigena.

Por otro lado, los compuestos 64 y 65 (di y tri-bencilados) y el compuesto 69
(éster cinamico) no mostraron un efecto citotdxico relevante, aunque cuentan con el
sistema conjugado de una bis-enona y tengan un sitio razonable para una union

selectiva a receptores tipo Michael de una molécula diana [113].

El compuesto 66 sin fenoles y sin la conjugacion en los sistemas de 1,3-dicetona
mostrod la actividad citotoxica mas baja contra tres (HCT-15, MCF-7 y SKLU-1) de las
seis lineas celulares tumorales probadas. Se enfatiza que los compuestos bencilados
64-66 y los complejos 70-71 no mostraron actividad citotéxica contra las células no
tumorales COS-7.
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Tabla 19. Bioensayo primario para curcuminoides y complejos de curcumina.

% DE INHIBICION DE % DE
LA INHIBICION DEL ACTIVIDAD CITOTOXICA
) RADICAL .
LIPOPEROXIDACION % DE INHIBICION A 25 pM
COMPUESTO (TBARS) DPPH
10uM 100uM 10uM  100pM U251 PC-3 K562 HCT-15  MCF-7  SKLU-1 COS-7
CURCUMINA 9455 9664 2549 9421 96.55 669 7857 917 100 100 71.6
63 56.26 96.37 11.72 77.51 85.4 88.8 96.1 90.7 93.0 71.9 66.4
64 10.78 36.74 115 8o 160 129 NC 174 648 206 NC
65 6.29 13.83 958 26.53 8.5 12.7 10.9 18.3 58.3 15.5 NC
66 6.89 9.13 -0.65 224 94 12.8 7.8 12.5 374 9.3 NC
67 8.92 79 41 198 173 475 312 547 250 487  53.0 70.0
68 43.25 ND 1.62 ND 91.5 100 92.2 934 100 82.4 100
69 6.97 21.65 077 851 NC 221 673 NC  NC 6.2 NC
70 -3.56 6.36 165 459 NC NC 386 NC  NC 3.5 NC
71 8.19 21.0 071 113 24 NC NC 67 196 138 NC

U251: Glia de Sistema Nervioso Central, PC-3: Adenocarcinoma prostatico, K562: Leucemia mieldégena cronica

humana, HCT-15: Adenocarcinoma de colon, MCF-7: Adenocarcinoma mamario humano, SKLU: Adenocarcinoma

pulmonar, COS7: Célula no cancerosa de rifidn de mono, NC = No citotéxico, ND = No determinado. 1Csg

Curcumina = 1.30 uM (DPPH y TBARS)

La prueba de (TBARS).

Los resultados reflejan claramente una disminucion notable en el porcentaje de

inhibicion de TBARS vy se correlaciona directamente con el grado de sustitucion que va

desde el curcuminoide monobencilado (compuesto 63) al curcuminoide tetrabencilado

(compuesto 66). Estos resultados destacan porque la sustitucion de los fenoles con

grupos bencilos inhibe la actividad antioxidante.
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Actividad de captura del radical (DPPH).

Es notable la disminucion de esta actividad en todos los compuestos bencilados
(63-66 y 71) y los esterificados (69-70) en comparacion con curcumina. La relacién
entre los sustituyentes anadidos a la curcumina y la reduccion progresiva de la
eliminacién de radicales libres DPPH se confirma por la hipétesis de que el resto de
fenol y la di-cetona libre en la curcumina es necesario para exhibir los efectos

antioxidantes conocidos [103].

9.7 Propiedades fluorescentes de curcuminoides bencilados y tincién celular.

Los compuestos derivados de heptanoides (63-66 y 71) no son citotdxicos vy
pueden ser descartados como productos exitosos, después de que el propdsito con el

que fueron sintetizados se abatid.

Sin embargo, al estudiarse las propiedades espectroscépicas de los derivados
bencilados 63-66 y el compuesto 71 resaltaron sus importantes propiedades
fluorescentes lo que indujo a la busqueda de aplicaciones bioldégicas tomando como
ventaja su baja citotoxicidad. Dadas propiedades fluorescentes de algunos productos
con respecto a la curcumina, se convirtieron en candidatos para explorar su utilidad

para la tincion celular.

Un fluoréforo ideal debe tener las caracteristicas siguientes: una fluorescencia
fuerte [116], un sistema pi (n) de electrones altamente conjugado con una estructura
simétrica [117], una emision de fluorescencia preferentemente mayor de 600 nm, un
gran desplazamiento de Stokes y un alto rendimiento cuantico [118], ademas de una
baja citotoxicidad [116,117] como lo que precisamente fue encontrado en los derivados

bencilados principalmente los compuestos 64 y 71 que cumplen con estos requisitos.
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El disefio estructural del compuesto 71 esta implicado con la sustitucién de los
fenoles terminales por un donador débil (D) como el grupo bencilo, unido a la cadena r,
donde el BF2 es un aceptor (A) fuerte que mantiene una simetria para llegar a una

arquitectura D-n-A-n-D.

El uso de BF3-Et2O para la obtencién del compuesto 71 fue ventajoso debido al
desplazamiento de la emision de fluorescencia del boro hacia el rojo [119], encontrando
que emite en 662 nm (ver Tabla 20) y cae dentro de la regién del infrarrojo cercano
(NIR, 650-900 nm).

En el caso de la curcumina que es un colorante natural y emite una fuerte
fluorescencia [120] se descarta su uso como un compuesto para el monitoreo de
sistemas bioldgicos, debido a su bajo rendimiento cuantico (® = 0.01) [121] y su

considerable actividad citotdxica contra varias lineas celulares de cancer humano.

Los compuestos derivados bencilados 63-66 y el compuesto 71 se disolvieron en
dimetilformamida (DMF) y posteriormente fueron expuestos a la luz visible y ultra-
violeta observando que los compuestos 64 y 71 emiten luz brillante que se compara
con respecto a la curcumina (ver Figura 138). Los espectros de absorbancia (ver
Anexo) fueron medidos en una concentracion de 1 x10-° mol/L encontrando un maximo
de absorcion en 428 nm (compuesto 63), 425 nm (compuesto 64), 442 nm (compuesto
65), 350 nm (compuesto 66) y 510 nm (compuesto 71) debido a las transiciones n-r*
[99,122].
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Figura 138. Emision observada para curcumina y los derivados bencilados bajo luz visible
(arriba) y luz ultravioleta (abajo). C: curcumina.

Los compuestos 64 y 71 cumplieron con los siguientes criterios: i) sintesis en un
solo paso de reaccion y en condiciones suaves [119], ii) se presenta la mejora de las
propiedades fluorescentes debido a que se preserva el sistema conjugado D-n-D
[123,124] sin modificar la coplanaridad de la cadena heptanoide, iii) Se mejoran las

propiedades lipofilicas [125,126] con una reduccion de la actividad citotoxica.

En el caso de los compuestos 63, 64 y 65, su emision maxima de fluorescencia
se mejord con respecto a la curcumina (Figura 139) desplazandose hacia la regién del
NIR, mostrando un desplazamiento batocrémico de 556 nm, 560 nm y 534 nm

respectivamente.
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Figura 139. Espectro de fluorescencia de los curcuminoides bencilados.

El compuesto 63 mostré un rendimiento cuantico bajo (® = 0.0016) y la
fluorescencia de emisién maxima para el compuesto 65 se observé a 534 nm cayendo
fuera de la region NIR. En el caso del compuesto 66, el derivado tetra-bencilado no
mostré ninguna mejora en sus propiedades de fluorescencia (Tabla 20). Por lo tanto, el
compuesto 64 mostré las mejores propiedades de fluorescencia entre toda la familia de

derivados de curcumina bencilada.

Tabla 20. Propiedades fluorescentes de los compuestos 63-66, 71 y curcumina.

Compuesto A2bs /nm g(M'ecm™)a AL /nm o

Curcumina 420* - 520 * 0.01*
63 428 76,900 556 0.0016
64 425 28,200 560 0.023
65 442 29,500 534 0.025
66 350 37,900 450 0.01
71 510 76,500 662 0.021

A2bs /am y ALL /nm representan la longitud de onda maxima de absorcion lineal y fluorescencia de foton
unico, respectivamente. 2Coeficiente de extincion molar (), PRendimiento cuantico (®) se determin6 a
temperatura ambiente, en DMF diluido con buffer tris (50 mM, pH = 7.5) y utilizando sulfato de quinina
como referencia (®r = 0.55 en H2SO4 1N)[127], *[121].
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Estos resultados indican que existe una fuerte correlacién entre las propiedades
fluorescentes y el grado de sustitucién de cada derivado de curcumina bencilada. La
introduccion de grupos bencilo terminales en los compuestos 64 y 65 se refleja en
cambios significativos de desplazamientos de Stokes (mas de 90 nm) y un aumento al

doble del rendimiento cuantico en comparacién con curcumina.

Los compuestos de fluorescencia a base de curcumina deben preservar la
simetria y la coplanaridad molecular de la cadena heptanoide como se muestra en la
estructura de rayos X del compuesto 71 (ver Figura 127), ya que esta propiedad
permite una alta conjugacién de sistema de electrones pi (), que se traduce en la
mejora de propiedades fluorescentes (aumento de desplazamiento de Stokes,

intensidad de fluorescencia y rendimiento cuantico).

Los compuestos 64 y 71 presentan una emisién de fluorescencia de ALf,, /nm =
560 nmy AL /nm = 662 respectivamente cerca de la region del infrarrojo (NIR) . Con un
rendimiento cuantico de ® =0.023 y ® =0.021 (dos veces mayor que curcumina [121]).
Por lo tanto se pueden utilizar como compuestos para tincion celular ya que la adicién
de grupos bencilos permite una lipofilicidad mayor y la penetracion de membranas

celulares.

La linea celular de astrocitos humanos SVG (no tumoral) y las lineas celulares
de astrocitomas humanos (tumorales) U-87 y U-251 se seleccionaron con base en los
criterios siguientes: a) los astrocitos son células que desempenan diferentes funciones
vitales para mantener funcion cerebral adecuada y b) los astrocitos junto con otras
células cerebrales a menudo se usan para comprender la base de las enfermedades
neurologicas que junto con el cancer, representan uno de los principales problemas de

salud humana.

Después de estas consideraciones, los derivados de curcumina 64 y 71 fueron
expuestos a astrocitos y astrocitomas durante 24 h. La microscopia de fluorescencia

confocal mostré que tanto el compuesto 64 como el compuesto 71 son fluoréforos que
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tinen el nucleo o el citoplasma respectivamente (ver Imagen 1) y la penetracion de las
membranas celulares se debe al buen coeficiente de reparto que presentan ambos

compuestos con valores de log P =2.16 £ 0.069 y 1.82 + 0.222, respectivamente.
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G H I
El compuesto 64 cruzo tanto la membrana citoplasmatica y la del nucleo ya que tifie solo el

nucleo de las células sanas SVG (A = campo claro, B = fluorescencia, C = transposicion) y las células
cancerigenas U-87/MG (D = campo claro, E = fluorescencia, F = transposicion). Mientras que el
compuesto 71 también cruzé la membrana citoplasmatica pero no la del nucleo, tifiendo solo el

citoplasma de células sanas SVG (G = campo claro, H = fluorescencia, | = transposicion).
Imagen 1. Tincién de células en nucleo y citoplasma con el compuesto 64 y 71.
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El compuesto 64 resultd ser un fluoréforo versatil, ya que puede excitarse con
una luz laser de 405 nm y la deteccion se puede realizar en un rango de 420 a 480 nm,
presentando un pico maximo de deteccion a 460 nm, claramente dentro de la longitud
de onda azul (420-490 nm).

El compuesto 71 se excitd con una luz laser de 560 nm y de 647 nm y la
deteccion cayd dentro del rango de la region del infrarrojo cercano (NIR) 657-750 nm,
por lo que se puede considerar como un fluoroforo ideal para la tincion de células y

tejidos vivos.

10. Conclusiones.

Los resultados obtenidos demuestran que el sistema carbonilo a-B-insaturado
(retro-curcuminoides) se relaciona ampliamente con la actividad citotoxica, sin embargo
algunas familias de compuestos (bencilidenos, chalconas y di-chalconas) resultaron
muy toxicas para las células no tumorales COS-7. Por ello, que se debe evaluar
cuidadosamente el uso de los aceptores tipo Michael como farmacos terapéuticos

exitosos.

La mayoria de las moléculas no mostraron actividades antioxidantes
importantes, lo que es indicativo de que las familias de compuestos no siguen los
mismos mecanismos de sefalizacion para producir de la muerte celular con respecto a

la curcumina.

La sustitucion de una cetona o,p-insaturada por un anillo de pirazolina induce
aumento de la actividad citotdéxicas aunque la actividad antioxidante se relaciona mas

con la presencia de los nitrdgenos en el heterociclo que con los fenoles.

Para hacer frente al problema de la selectividad en los compuestos muy
promiscuos (v. gr., chalconas, bencilidenos, di-chalconas, pirazolinas) se propone

sintetizar ésteres cinamicos o éteres bencilicos con un metoxilo en la posicion orto de
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los anillos aromaticos, ya que los hallazgos experimentales apoyan que la presencia de

dichos grupos disminuyen las actividades citotdxicas.

Aunque la mayoria de familias sintetizadas resultaron mas activas que sus
precursores, solo los retro-curcuminoides fueron comparables en la actividad citotoxica
(valores de ICso sin diferencia estadistica significativa) con respecto a curcumina. Los
resultados indican que para obtener actividades biolégicas favorables en los
curcuminoides (heptanoides), es importante conservar el sistema de la cetona o,p-

insaturada asi como grupos fendlicos.

Por lo antes expuesto se concluye que la hipotesis planteada se cumple
parcialmente, ya que los resultados obtenidos en este estudio demuestran que las
modificaciones sintéticas hechas a cada materia prima resulté con el aumento de la

actividad citotéxica, exceptuando a los curcuminoides.

Los resultados experimentales apoyan que ninguna familia de compuestos
mimetiza todos los efectos biolégicos de la curcumina (antioxidante y citotoxica),
incluso cuando se sintetizd la familia de curcuminoides (bencilados, éster cinamico)
donde se abatieron las actividades propias de la molécula. La ausencia de citotoxicidad
y el hallazgo simultaneo de propiedades de fluorescencia extraordinarias permitié que
varios de estos compuestos pudieran ser considerados como excelentes fluoréforos
para la tincion de células vivas. Por ello, se llevo a cabo el registro preliminar de una
patente ante el IMPI (# MX/a/2020/011181 folio MX/E/2020/064096).

Se cumplié mayoritariamente con los objetivos del presente trabajo y se

sintetizaron 71 compuestos como se describe en el esquema de reaccion, haciendo su

caracterizacidn espectroscopica, citotoxica y antioxidante.
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11. Equipos utilizados.

Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato digital Electrothermal
Engineering IA9100 en tubos capilares abiertos y no estan corregidos.

Los espectros de IR se realizaron en pastillas de KBr o pelicula, usando un
espectrofotémetro FT-IR Bruker Tensor 27 en el rango de 4000-400 cm™ (los espectros

se muestran en el material anexo).

Los espectros de RMN de 'H y *C se analizaron con distintos espectrémetros
Bruker Fourier de 400 MHz, 500 MHz 6 700 MHz, algunos espectros de RMN de 'H se
realizaron en equipos Varian de 300 MHz 6 600 MHz, se utilizé el TMS como referencia
interna y como disolventes el CDCl; o DMSO-d6, para el espectro de RMN YF del
compuesto 71 se realizé con un espectrometro Varian 300MHz.

La espectrometria de masas se realizé utilizando los equipos JEOL SX 102A o
JMS-T100LC, mediante el modo de ionizacion de impacto electronico (IE), bombardeo
con atomos rapidos (FAB®), o con la técnica de andlisis directo en tiempo real (DART"),

y los espectros se muestran en el material anexo.

La difracciéon de rayos X de monocristal (DXR) se llevdé a cabo utilizando un
difractometro Bruker, modelo Smart Apex, equipado con radiacion de Cu Ka (A =
1.54178 A) o Mo Ka (A = 0.71073 A) y detector CCD bidimensional y dispositivo de baja
temperatura. La recopilacion y reduccion de datos se realiz6 utilizando los programas
APEX y SAINT-Plus [128] y fueron resueltos usando SHELX-2014 [129] por medio de
meétodos directos. Los datos se refinaron mediante el procedimiento de minimos
cuadrados de matriz completa en F, con factores de temperatura anisotropicos para los
atomos que no son de hidrogeno. Las posiciones de todos los atomos de H se
calcularon geomeétricamente, y se utilizé un modelo de conduccién en el refinamiento,
con distancias C-H en el rango de 0.93-0.97 A y Ui, (H) = 1.2Ueq (C). El software
utilizado para presentacion del material fue PARST97 [130] y Mercury 3.7 [131].
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Las mediciones de absorcion maxima de ultravioleta se registraron con un
espectrofotometro Shimadzu U160 UV-Visible (los espectros se muestran en el material
anexo). Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo utilizando un espectro-
fluorémetro ISS-PC1 (ISS, Champaign, IL, EE. UU.) a 20 °C, en una cubeta de cuarzo
de 1 cm de longitud. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia () de los
compuestos 63-66 y 71 se midieron en comparacion con sulfato de quinina como
estandar de fluorescencia (®st = 0.55 en H,SO4 1N).

Se utilizo el servicio web “QuickCalcs” para calcular la t de Student de manera
desapareada. Se utilizd el servicio web SwissDock [132—-134]
(http://www.swissdock.ch/) para acoplar (tipo de acoplamiento [135]: preciso, flexibilidad
de la proteina a 5 A, mismo sitio de union) la curcumina y los retro-curcuminoides con

las proteinas Akt-2 y el NF-kf (subunidad p65 cadenas A y B).

Se utilizaron como ligantes la curcumina (CCDC-676884) y los retro-
curcuminoides cristalizados. Como dianas moleculares se utilizaron las proteinas
cristalizadas que se encuentran en la base de datos del Protein Data Bank (PDB) con
los cddigos: 3E88 (Akt-2) 1LES (NF-kp, subunidad p65), la energia de union de cada
proteina con el ligante se analizé de acuerdo a los procesos establecidos [136]. Con el
programa COACH [137] (Universidad de Michigan) se establecio la secuencia del sitio
de union y se encuentra en el material anexo. Las imagenes graficas estimadas asi
como la minimizacion de energia para los compuestos se produjeron utilizando el
software UCSF Chimera 1.15.

Tincion de inmunofluorescencia y microscopia. La linea de células gliales fetales
humanas SVG vy las lineas celulares de glioblastoma humano U-251 y U-87 se
obtuvieron de cultivos con confluencia del 90%, se separaron y se cultivaron 2 x 10*
células en 1 ml de medio fetal bovino DMEM-10% sobre poli-I-lisina. Las células se
expusieron durante 24 h al compuesto 64 6 71 a una concentracion de 20 uM, disuelto
en DMF y diluido con medio PBS haciendo una concentracién apropiada inferior a 0.1%
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de DMF [138]. Después de la exposicién, las células se lavaron con 1 ml de PBS y se
fijaron con metanol absoluto a -20 °C durante 5 min. Luego, las células se lavaron dos
veces con PBS y se incubaron durante 5 min. Finalmente, las células se fijaron, se
montaron y se observaron en un microscopio confocal laser Leica TCS SP8x (Wetzlar,
Alemania). Las imagenes se analizaron con el software Leica LAS X (Wetzlar,

Alemania).

El coeficiente de particién se midié de acuerdo con el método del matraz agitado
[139,140]. Una solucion 100 pM del compuesto 64 6 71 en 1-octanol (600 pL)
previamente saturado con agua (600 pL). se someti6é a agitacién con vortex durante 3
min y luego se centrifugdé a 2000 rpm durante 5 min. La fase del 1-octanol se separo y
se uso6 una alicuota (100 yL) de cada fase para la cuantificacion por espectrofotometria
ultravioleta (UV).

12. Pruebas fisicas y caracterizacion espectroscépica de los compuestos
sintetizados.

A continuacién se reporta la espectroscopia con la que se caracterizaron los
productos sintéticos, inicialmente se realizé la RMN '"H como medio de control para
todos los compuestos, posteriormente se realizaron las pruebas de IR y EM

principalmente para los compuestos nuevos y se muestran en el material anexo.

Numero de compuesto

1,2,3,4,5,11,12,17, 20, 21, 22, 23, 50,
51, 52, 67. (Materias Primas).
Compuestos ya reportados en la literatura 10, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 49, 53,
54, 55, 56, 57, 59, 63, 64, 65, 66, 68, 69.

6,7,8,9 13,14, 15,16, 18, 19, 24, 25,

Nuevos compuestos sintetizados
26, 27, 30, 44, 58, 60, 61, 62, 70, 71.
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(E)-4-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-but-3-en-2-ona (1) (Deshidrozingerona, DHZ). Polvo
amarillo cristalizado en AcOEt/Hex. 75% de rendimiento, p.f. 126 °C. RMN 'H (500
MHz, CDCl3) & 7.45 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.11-7.05 (m, 2H), 6.93 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
6.59 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 2.37 (s, 3H).

Cloruro de cinamoilo (2). Agujas blancas cristalinas con olor irritante caracteristico.
RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7.84 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.61-7.55 (m, 2H), 7.51-7.38
(m, 3H), 6.65 (d, J = 15.6 Hz, 1H).

(E)-4-(2-Hidroxifenil)-but-3-en-2-ona (3). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex, 65%
de rendimiento, p.f. 138.5 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 7.86 (d, J = 16.4 Hz, 1H),
7.48 (dd, J=7.7,1.7 Hz, 1H), 7.26 (td, J=7.7, 7.3, 1.7 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.02 (d, J
=16.4 Hz, 1H), 6.95 - 6.90 (m, 2H), 2.43 (s, 3H).

(E)-4-(3-Hidroxifenil)-but-3-en-2-ona (4). Polvo amarillo, cristalizado en AcOEt/Hex.,
70% de rendimiento, p.f. 95 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCIs) & 7.48 (d, J = 16.3 Hz, 1H),
7.28-7.23 (m, 1H), 7.12-7.06 (m, 3H), 6.95 (ddd, J = 8.1, 2.3, 1.1 Hz, 1H), 6.68 (d, J =
16.2 Hz, 1H), 2.39 (s, 3H).

(E)-4-(4-Hidroxifenil)-but-3-en-2-ona (5). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex. 75%
de rendimiento, p.f. 112 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 7.59 (s, 1H), 7.52 (d, J = 16.2
Hz, 1H), 7.47-7.42 (m, 2H), 6.95-6.89 (m, 2H), 6.61 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 2.39 (s, 3H).

2-Metoxi-4-((E)-3-oxobut-1-en-1-il) fenil cinamato (6). Polvo amarillo cristalizado en
AcOEt/Hex., 80% de rendimiento, p.f. 132 °C. RMN 'H (600 MHz, CDCIs) & (ppm) 7.88
(d, J=16.0 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 6.6, 2.9 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.42 (dd, J
=4.9,1.9 Hz, 3H), 7.16 (d, J = 3.7 Hz, 3H), 6.67 (dd, J = 16.1, 9.1 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H),
2.39 (s, 3H). RMN ™3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 198.10, 164.59, 151.59, 146.95,
145.68, 143.71, 142.67, 141.69, 134.06, 133.29, 130.71, 128.92, 128.29, 127.23,
123.40, 121.49, 116.57, 111.30, 55.92, 27.46. IR (cm™); 3069, 3012, 2933, 1733, 1254,
1122, 1030, 971. m/z [M+H]*: 322 (calculado) ion molecular no observado.
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2-((E)-3-Oxobut-1-en-1-il) fenil cinamato (7). Polvo verde cristalizado en éter
etilico/Hex., 90%. de rendimiento p.f. 138.9 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm)
7.93 (dd, J = 16.1, 0.5 Hz, 1H), 7.72 -7.58 (m, 4H), 7.49-7.41 (m, 4H), 7.30 (dddd, J =
7.9,7.4,1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.22 (ddd, J = 8.2, 1.3, 0.4 Hz, 1H), 6.72 (dd, J = 18.8, 16.2
Hz, 2H), 2.34 (s, 3H). RMN '3C (125 MHz, CDCIs) & (ppm) 198.03, 165.02, 151.61,
149.65, 147.59, 136.58, 133.92, 131.31, 130.99, 129.04, 128.87, 128.45, 127.53,
127.34, 126.35, 123.19, 116.38, 27.62. IR (cm™); 3060, 3030, 1728, 1634, 1600, 1133,
984. m/z [M+H]*: 293.

3-((E)-3-Oxobut-1-en-1-il) fenil cinamato (8). Agujas amarillas cristalizado en
CH2Cl2/Hex, 90% de rendimiento. p.f. 100 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm) 7.89
(d, J=16.0 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 16.0, 3.0 Hz, 2H), 7.53-7.35 (m, 7H), 7.22 (dt, J= 6.9,
2.3 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H). RMN '3C
(125 MHz, CDCI3) & (ppm) 198.10, 165.16, 151.25, 147.04, 142.25, 136.05, 134.02,
130.84, 130.59, 129.95, 129.06, 129.02, 128.34, 128.26, 127.92, 125.75, 123.66,
121.06, 116.90, 27.67. IR (cm™); 3052, 2923, 1717, 1663, 1631, 1310, 1257, 1150, 977.
m/z [M+H]*: 293.

4-((E)-3-Oxobut-1-en-1-il) fenil cinamato (9). Polvo blanco cristalizado en AcOEt/Hex.
con un rendimiento del 90%. p.f. 139.15 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.87
(dd, J = 16.0, 15.9 Hz, 2H), 7.63-7.47 (m, 4H), 7.48-7.37 (m, 3H), 7.29-7.20 (m, 2H),
6.66 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H). RMN 3C (125 MHz,
CDClz) & (ppm) 198.17, 164.96, 162.43, 152.44, 148.60, 147.08, 142.29, 133.98,
133.69, 132.03, 131.23, 130.84, 129.37, 129.03, 128.99, 128.54, 128.31, 127.13,
122.25, 116.84, 116.73, 27.56. IR (cm™); 3062, 3027, 2926, 1726, 1662, 1629, 1214,
1140, 978. m/z [M+H]*: 293.

4-Formil-2-metoxifenil cinamato (10). Polvo blanco cristalizado en AcOEt/Hex. con un
rendimiento del 85%., RMN 'H (500 MHz, CDClIs) & (ppm) 9.97 (s, 1H), 7.90 (d, J = 16.0
Hz, 1H), 7.60 (m, 2H), 7.56—7.48 (m, 2H), 7.43 (m, 3H), 7.31 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.67
(d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 191.06, 164.29,
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152.14, 147.37, 145.06, 135.19, 134.03, 130.89, 129.02, 128.39, 124.79, 123.55,
116.35, 110.86, 56.14. IR (cm™): 1727, 1701, 1632, 1595, 1500, 1268, 1136. m/z
[M+H]* : 282:

Acido (E)-3-(4-acetoxi-3-metoxifenil) acrilico (11). En un matraz de 250 mL se agregd 1
meq de acido ferulico suspendido en 30 mL de agua destilada y se le agrego 5% de
acido fosférico, y 2 meq de anhidrido acético; la reaccion se dejé en agitacion
constante a temperatura ambiente y el curso de la reaccidén se siguié mediante C.C.F.
(CH2Cl2:MeOH:: 95:5); una vez concluida la reaccién se agregd hielo, y NaHCO3 hasta
pH = 7, el producto precipito, se filtré y finalmente se recristalizé en MeOH, 80% de
rendimiento, producto blanco cristalino con un p.f. 205 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) d
(ppm) 7.62 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.13-7.10 (m, 2H), 7.06—-7.03 (m, 1H), 6.38 (d, J = 15.9
Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 2.31 (s, 3H).

Acetato del (E)-4-(3-cloro-3-oxoprop-1-enil)-2-metoxifenilo (12). Polvo blanco con olor
irritante caracteristico. RMN "H (300 MHz, CDCIs) & (ppm) 7.80 (d, J = 15.5 Hz, 1H),
7.28-6.98 (m, 3H), 6.60 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.33 (s, 3H).

2-Metoxi-4-((E)-3-oxobut-1-en-1-il)-fenil-(E)-3-(4-acetoxi-3-metoxifenil)  acrilato  (13).
Polvo cristalino incoloro, recristalizado Eter/Hex., con un rendimiento del (80%), p.f. 181
°C. RMN 'H (600 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.84 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 16.3 Hz,
1H), 7.17 (d, J = 7.3 Hz, 5H), 7.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 6.61 (d,
J =15.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 6H), 2.40 (s, 3H), 2.34 (s, 3H); RMN "3C (150 MHz, CDCls) &
(ppm) 20.63, 27.30, 27.60, 55.90, 111.35, 116.70, 121.50, 123.40, 133.4, 141.70,
142.76, 146.29, 151.56, 164.60, 168.6, 198.3. IR (cm™); 3079, 3010, 1758, 1722, 1196,
1152, 1120, 1027, 978. m/z [M+H]*: 411.

2-((E)-3-Oxobut-1-en-1-il)-fenil-(E)-3-(4-acetoxi-3-metoxifenil) acrilato (14). Agujas
verdes cristalizadas en Eter /Hex., con un rendimiento del 90%. p.f. 160 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCI3) & (ppm) 7.88 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.66 (dd, 2H), 7.49-7.41 (m, 1H),
7.33-7.17 (m, 4H), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 16 Hz,
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1H), 3.90 (s, 3H), 2.34 (s, 6H). RMN 3C (125 MHz, CDCls) 5 (ppm) 198.02, 168.65,
164.89, 151.54, 149.58, 146.81, 142.04, 136.49, 132.80, 131.32, 128.82, 127.52,
127.30, 126.39, 123.41, 123.15, 121.69, 116.55, 111.53, 55.97, 27.69, 20.61. IR (cm™);
3072, 3011, 2956, 1759, 1733, 1604, 1258, 1201, 1120, 984. m/z [M+H]* : 381.

3-((E)-3-Oxobut-1-en-1-il)-fenil-(E)-3-(4-acetoxi-3-metoxifenil) acrilato (15). Agujas
incoloras cristalizado en CH2Cly/ Eter/Hex., con un rendimiento del 90%. p.f. 101.6 °C.
RMN 'H (500 MHz, CDCIs3) & (ppm) 7.84 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 16.3 Hz, 1H),
7.47-7.36 (m, 3H), 7.25 -7.15 (m, 3H), 7.10 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 16.3 Hz,
1H), 6.58 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 2.34 (s, 3H). RMN *C (125
MHz, CDCl3) & (ppm) 198.07, 168.67, 164.98, 151.50, 151.17, 146.24, 142.18, 141.89,
136.06, 132.93, 129.94, 127.91, 125.77, 123.60, 123.38, 121.50, 121.00, 117.07,
111.48, 55.92, 27.64, 20.60. IR (cm™); 3070, 2945, 1762, 1720, 1611, 1237, 1191,
1150, 975. m/z [M+H]*: 381.

4-((E)-3-Oxobut-1-en-1-il)-fenil-(E)-3-(4-acetoxi-3-metoxifenil) acrilato (16). Agujas
incoloras cristalizado en AcOEt/Hex., con un rendimiento del 88%. p.f. 172 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCI3) & (ppm) 7.84 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.52 (d, J
= 16.3 Hz, 1H), 7.26-7.15 (m, 4H), 7.10 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 16.2 Hz, 1H),
6.58 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.34 (s, 3H). RMN "*C (125 MHz,
CDCI3) & (ppm) 198.11, 168.64, 164.78, 152.34, 151.47, 146.29, 142.21, 141.89,
132.89, 132.08, 129.37, 127.16, 123.38, 122.21, 121.50, 117.02, 111.46, 55.93, 27.58,
20.61. IR (cm™); 3066, 2982, 1757, 1725, 1632, 1585, 1256, 1203, 1166, 1119, 1012,
974. m/z [M+H]*: 381.

(E)-3-(4-Hidroxi-3-metoxifenil) acrilato de metilo (17). En un matraz de 100 mL
conteniendo 5 meq de acido ferulico en 20 mL de metanol anhidro se agregaron 0.2 mL
de acido sulfurico y la solucion se calenté a reflujo durante 6 h. Una vez concluida la
reaccion, se agregdé NaHCOs por partes hasta pH = 6 y la mezcla de reaccion se
extrajo con 60 mL de AcOEt (3 x 20 mL). Los extractos organicos se mezclaron y se

secaron con Na>SOg, el residuo sélido se filtr6 y el disolvente se evapord a presion
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reducida; se obtuvo un liquido amarillento con 82% de rendimiento. RMN 'H (500 MHz,
CDCl3) & (ppm) 7.62 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.07 (ddd, J = 8.2, 2.0, 0.5 Hz, 1H), 7.02 (d, J
= 2.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 5.96 (s, 1H), 3.92 (s,
3H), 3.80 (s, 3H) RMN ™3C (125 MHz, CDCl3) d (ppm) 167.70, 147.98, 146.76, 144.93,
126.92, 122.99, 115.12, 114.72, 109.38, 55.90, 51.56. IR (cm™); 3379, 2942, 1705,
1510, 1429, 1236. m/z [M+H]": 208.

2-Metoxi-4-((E)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)-fenil cinamato (18). Polvo blanco
cristalizado en AcOEt/Hex., con un rendimiento del 90%. p.f. de 148 °C. RMN 'H (500
MHz, CDClI3) & (ppm) 7.88 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.63-7.56 (m,
2H), 7.45-7.39 (m, 3H), 7.19-7.11 (m, 3H), 6.66 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 16.0
Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.81 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 167.24, 164.66,
151.54, 146.95, 144.18, 141.53, 134.13, 133.29, 130.72, 128.96, 128.32, 123.37,
121.22, 117.97, 116.65, 111.34, 55.95, 51.71. IR (cm™): 3007, 1733, 1692, 1631, 1244,
1118, 1032. m/z [M+H]*: 339.

(E)-2-Metoxi-4-((E)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)-fenil-3-(4-acetoxi-3-metoxifenil)
acrilato (19). Agujas blancas cristalizadas de MeOH con un rendimiento del 75%. p.f.
218 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) d (ppm) 7.83 (d, J = 16 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 16.0
Hz, 1H), 7.22—-7.00 (m, 6H), 6.60 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.87 (s,
3H), 3.86 (s, 3H), 3.81 (s, 3H) 2.32 (s, 3H). RMN '3C (125 MHz, CDCIs3) & (ppm) 168.67,
167.23, 164.50, 151.50, 151.47, 146.18, 144.15, 141.82, 141.46, 133.33, 133.06,
123.34, 121.56, 121.21, 118.01, 116.85, 111.41, 111.33, 55.95, 55.92, 51.72, 20.62. IR
(cm): 3008, 1755, 1716, 1637, 1598, 1506, 119, 1026. m/z [M+H]*: 427.

4-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-butan-2-ona (20). Zingerona, liquido amarillo claro con un
rendimiento del 94%. RMN 'H (500 MHz, CDCIs) & (ppm) 6.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.70
- 6.63 (m, 2H), 5.81 (s, 1H), 3.84 (s, 3H), 2.84 — 2.79 (m, 2H), 2.74 — 2.70 (m, 2H), 2.12
(s, 3H).
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4-(2-Hidroxifenil)-butan-2-ona (21). Liquido color ambar con un rendimiento del 85%.
RMN 'H (500 MHz, ) & (ppm) 7.64 (s, 1H), 7.13-7.05 (m, 2H), 6.90-6.82 (m, 2H), 2.88
(td, J=5.9, 1.2 Hz, 2H), 2.82 (td, J = 5.9, 1.2 Hz, 2H), 2.15 (s, 3H).

4-(3-Hidroxifenil)-butan-2-ona (22). Polvo blanco amorfo cristalizado en AcOEt/Hex.,
con un rendimiento del 90%. p.f. 83 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7.16 — 7.11
(m, 1H), 6.72 (dd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 6.68 (dt, J = 6.7, 1.6 Hz, 2H), 5.77 (s, 1H), 2.87
—2.82 (m, 2H), 2.79 — 2.73 (m, 2H), 2.15 (s, 3H).

4-(4-Hidroxifenil) butan-2-ona (23). Polvo amarillo claro cristalizado en AcOEt/Hex., con
un rendimiento del 90%. p.f. 78.5 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.04—7.00 (m,
2H), 6.77-6.73 (m, 2H), 2.85-2.80 (m, 2H), 2.75-2.71 (m, 2H), 2.14 (s, 3H).

Cinamato de 2-metoxi-4-(3-oxobutil)-fenilo (24). Polvo blanco cristalizado en
AcOEt/Hex., con un rendimiento del 90%. p.f. 77 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCIs) &
(ppm) 7.87 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.66—7.51 (m, 2H), 7.48-7.36 (m, 3H), 7.01 (d, J=8.0
Hz, 1H), 6.87—6.73 (m, 2H), 6.66 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 2.90 (td, J = 7.5 Hz,
2H), 2.78 (td, J = 8.0, 6.6 Hz, 2H), 2.16 (s, 1H). RMN "3C (125 MHz, CDCI3) d (ppm)
207.73, 165.10, 151.02, 146.49, 140.02, 138.00, 134.26, 130.58, 128.94, 128.28,
122.74, 120.36, 117.04, 112.73, 55.89, 45.16, 30.12, 29.61. IR (cm™): 3009, 2950,
1730, 1707, 1631,1602, 1507, 1419, 1302, 1265,1198, 1140. m/z [M+H]": 324.

Cinamato de 2-(3-oxobutil)-fenilo (25). Liquido amarillo claro con un rendimiento del
90%. RMN'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7.89 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.72-7.51 (m, 2H),
7.43 (m, 3H), 7.32-7.23 (m, 2H), 7.23-7.14 (m, 1H), 7.14-6.97 (m, 1H), 6.65 (d, J =
16.0 Hz, 1H), 2.92-2.79 (m, 2H), 2.79-2.66 (m, 2H), 2.12 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz,
CDCI3) & (ppm) 207.70, 165.46, 148.96, 146.90, 134.06, 133.00, 130.81, 130.24,
128.36, 127.46, 126.22, 122.47, 116.90, 43.73, 30.01, 24.19. IR (cm™): 2931, 1712,
1632, 1489, 1449, 1133. m/z [M+H]*: 295.
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Cinamato de 3-(3-oxobutil)-fenilo (26). Liquido claro con un rendimiento del 90%. RMN
'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.91-7.80 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.62-7.54 (m, 2H), 7.46—
7.38 (m, 3H), 7.35-7.27 (m, 1H), 7.10-7.04 (m, 1H), 7.04-6.96 (m, 2H), 6.62 (d, J =
16.0 Hz, 1H), 3.26-2.88 (m, 2H), 2.78 (m, 2H), 2.15 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCls3)
o (ppm) 207.58, 165.41, 150.88, 146.57, 142.74, 134.16, 130.70, 129.44, 128.99,
128.29, 125.83, 121.48, 119.36, 117.29, 44.84, 30.10, 29.43. IR (cm™): 3060, 2924,
1714, 1633, 1486, 1446, 1225, 1137. m/z [M+H]*: 294.

Cinamato de 4-(3-oxobutil)-fenilo (27). Polvo blanco cristalizado en AcOEt/Hex., 90%
de rendimiento. p.f. 70 °C. RMN "H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.86 (d, J = 16.0 Hz, 1H),
7.63-7.55 (m, 2H), 7.42 (m, 3H), 7.26-7.17 (m, 2H), 7.12-7.04 (m, 2H), 6.62 (d, J =
16.0 Hz, 1H), 2.91 (m, 2H), 2.77 (m, 2H), 2.15 (s,3H). RMN "3C (125 MHz, CDCl3) &
(ppm) 207.72, 165.51, 149.06, 146.52, 138.53, 134.17, 130.69, 129.29, 128.99, 128.29,
121.58, 117.31, 45.12, 30.10, 29.08. IR (cm™): 3064, 2928, 1708, 1632, 1503, 1312,
1198, 1136. m/z [M+H]*: 294.

(E)-3-(4-(Benciloxi)-3-metoxifenil) acrilato de metilo (28). En un matraz redondo de 100
mL, 1 meq del compuesto 17 se disolvié en 30 mL de acetona anhidra y posteriormente
se afiadié 1.1 meq of K2CO3 seguido de 1.1 meq de bromuro de bencilo y se dej6 en
agitacion constante a temperatura ambiente. El transcurso de la reaccion se siguid por
C.C.F. (Hex:AcEtO::70:30). Una vez concluida la reaccién se filtré en celita para la
eliminacién de impurezas solidas y la acetona se evapord, finalmente el exceso de
disolvente se elimind en presion reducida, se obtuvo un polvo café con un rendimiento
del 78%, p.f. 97.1 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3): & (ppm) 7.61 (d, J = 15.9 Hz, 1H),
7.42 (ddt, J=7.6, 1.4, 0.7 Hz, 2H), 7.36 (it, J = 6.6, 0.8 Hz, 2H), 7.30(m, 1H), 7.06 (d, J
= 2.0 Hz, 1H), 7.02 (ddd, J = 8.2, 2.1, 0.5 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.30 (d, J =
15.9 Hz, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.79 (s, 3H). RMN 3C (125 MHz, CDCls3) &
(ppm) 167.58, 150.24, 149.74, 145.12, 144.69, 143.62, 136.55, 128.58, 127.96, 127.71,
127.16, 122.30, 115.59, 113.44, 110.27, 70.82, 55.95, 51.54. IR (cm™); 2942, 1700,
1627, 1592, 1508, 1255. m/z [M+H]*: 300.
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Acido (E)-3-(4-(benciloxi)-3-metoxifenil) acrilico (29). En un matraz redondo de 100 mL,
1 meq del compuesto 28 se disolvidé en 20 mL de etanol y posteriormente se agrego6 10
mL de una solucion 1M de NaOH, la mezcla de reaccion se calento a reflujo por 30 min.
La reaccion se concluyé agregando HCI 1N hasta un pH = 6 y se extrajo con 60 mL de
AcOEt (3 /20 mL). Las fracciones organicas se concentraron y se secaron con Na>SOg,
se filtro el sélido y se evapor6 el disolvente en presion reducida; se obtuvo un polvo
blanco, cristalizado en AcOEt/Hex., con un rendimiento del 74%. p.f. 192.9 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCI3); & (ppm) 7.58 (d, J = 15.9 Hz,1H), 7.43 (m, 2H), 7.37 (m, 2H), 7.31
(m, 1H), 7.08 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.03 (m,1H), 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.29 (d, J =
15.9 Hz, 1H), 5.17 (s, 2H), 3.91 (s, 3H). RMN C (125 MHz, CDCl3) & (ppm)
168.86,150.03, 149.70, 144.38, 136.58, 128.56, 127.96, 127.92, 127.24, 122.23,
116.74,113.50, 110.30, 70.78, 55.95. IR (cm™); 2968, 1669, 1592, 1423, 1265. m/z
[M+H]": 285.

Metoximetil (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato (30). En un matraz de tres bocas de
100 mL se agregd 1.0 meq de acido ferulico (0.1940 g) y se disolvié en 30 mL of
CH2Cly, posteriormente se agregé por separado 1.1 meq of trietilamina y 1.1 meq de
clorometil metil eter (CI-MOM), la mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante a
temperatura ambiente y se siguié con C.C.F. (Hex:AcOEt::70:30). La reaccién se
concluyé evaporando los disolventes y realizando una extracciéon con 60 mL de AcOEt
(83 x 20 mL c/u) y agua, la fase organica se concentrd y se secd con Na>SO4 finalmente
se evapord en presion reducida, obteniéndose un polvo café con un rendimiento del
68%, p.f. 80 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls); & (ppm) 7.68 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.08 (m,
1H), 7.04 (d, J = 2.0 Hz, 1H),6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.00 (s,
1H), 5.37 (s, 2H), 3.93(s, 3H), 3.52 (s, 3H). RMN '*C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 166.59,
148.18, 146.80, 145.78, 126.76, 123.19, 114.86, 114.76,109.44, 90.35, 57.55, 55.90. IR
(cm™); 3266, 2944, 1716, 1627, 1508. m/z [M+H]*: 239.

Acido (E)-3-(3-metoxi-4-(metoximetoxi) fenil) acrilico (31). En un matraz de tres bocas
de 100 mL se agregé 1.0 meq de acido ferulico (0.1940 g) y se disolvio en 10 mL de

acetona anhidra, posteriormente se agregoé por separado 1.0 meq de K2COs y 1.1 meq
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de clorometil metil éter (CI-MOM). La mezcla de reaccidn se dejo en agitacion
constante a temperatura ambiente y se monitoreo con C.C.F. (Hex:AcOEt::70:30). La
reaccion se concluyo filtrando los residuo sdélidos y evaporando el disolvente en presion
reducida, se obtuvo un polvo blanco con un rendimiento del 92%, p.f. 134.8 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCl3); & (ppm) 7.74 (d, J = 15.99 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.28 Hz, 1H), 7.10
(m, 2H), 6.34 (d, J = 15.99 Hz, 1H), 5.28 (s, 2H), 3.93 (s, 3H), 3.52 (s, 3H). RMN 3C
(125 MHz, CDCI3) & (ppm) 172.56, 149.89, 148.97, 146.86, 128.43, 122.74, 115.82,
115.54, 110.57, 95.19, 56.37, 55.97. IR (cm™); 3438, 1688, 1622, 1506. m/z [M+H]* :
239.

Acrilato de bencilo del (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenilo) (32). En un matraz de tres bocas
de 100 mL se agreg6 1.0 meq de acido ferulico (0.1940 g) y se disolvio en 30 mL de
CH2Cly, posteriormente se agregd por separado 1.1 meq de trietilamina y 1.1 meq de
bromuro de bencilo, la mezcla de reaccion se dejé en agitacion constante a
temperatura ambiente y se monitoreo con C.C.F. (Hex:AcOEt::70:30). La reaccion se
concluy6 evaporando los disolventes y realizando una extraccion con 60 mL de AcOEt
(83 x 20 mL cl/u) y agua, Las fracciones extraidas se mezclaron y se secaron con
Na>SOs4, posteriormente se filtr6 el residuo solido y el disolvente se elimind en presion
reducida, se obtuvo un polvo amarillo claro con un rendimiento del 73%, pf. 57.3 °C.
RMN 'H (500 MHz, CDCIs) & (ppm) 7.65 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.38 (m, 5H), 7.06(ddd, J
=8.1,2.0,0.5Hz, 1H), 7.02 (d, J =2 Hz, 1H) 6.91 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 15.9
Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.24 (s, 2H), 3.90 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCl3) d (ppm)
167.05, 148.03, 146.75, 145.23, 136.17, 128.56, 128.24, 128.19, 126.93, 123.13,
115.22, 114.71, 109.33, 66.22, 55.91. IR (cm™'); 3404, 2941, 1703, 1632, 1593, 1514.
m/z [M+H]*: 286.

Acrilato de bencilo del (E)-3-(4-(benciloxi)-3-metoxifenilo) (33). En un matraz de tres
bocas de 100 mL se agregé 1 meq del compuesto 32 y se disolvi6 en 30 mL de
acetona anhidra, posteriormente se agrego por separado 1 meq de K2CO3y 1.1 meq de
bromuro de bencilo. La mezcla de reaccion se dejd en agitacion constante a

temperatura ambiente y se monitoreé con C.C.F. (Hex:AcOEt::70:30). La reaccion se
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concluyd filtrando los residuos sdlidos y eliminando el disolvente en presion reducida,
se obtuvo un polvo blanco con un rendimiento del 84%, p.f. 86.3 °C. RMN 'H (500 MHz,
CDCl3); & (ppm) 7.65 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.45 - 7.27 (m, 10H), 7.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H),
7.02 (ddd, J = 8.3, 2.1, 0.5 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 15.9 Hz, 1H),
5.24 (s, 2H), 5.18 (s, 2H), 3.90 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 166.97,
150.32, 149.76, 145.62, 145.03, 136.56, 136.16, 128.61, 128.57, 128.24, 128.19,
128.00, 127.70, 127.18, 122.44, 115.67, 113.43, 110.22, 70.85, 66.23, 55.96. IR (cm™);
2937, 1697, 1628, 1505, 1255, 1157, 1135. m/z [M+H]": 284 (374*- 927).

3-Benciliden-pentan-2,4-diona (34). Liquido amarillo claro con un rendimiento del 55%.
RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7.49 (s, 1H), 7.42-7.38 (m, 5H), 2.43 (s, 3H), 2.29
(s, 3H). RMN ™3C (125 MHz, CDCIs3) & (ppm) 205.49, 196.37, 139.74, 132.91, 130.61,
129.66, 129.01, 31.62, 26.52. m/z [M+H]*: 188.

3-(2-Hidroxibenciliden)pentan-2,4-diona (35). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex.,
50% de rendimiento, p.f. 95 °C. RMN 'H (500 MHz, CDClIs) & (ppm) 7.46 (s, 1H), 7.28 —
7.23 (m, 2H), 6.89 — 6.86 (m, 2H), 6.70 (s, 1H), 2.43 (s, 3H), 2.36 (s, 3H). RMN "3C (125
MHz, CDCls) & (ppm) 205.88, 197.60, 156.30, 141.59, 140.08, 133.06, 130.34, 123.38,
118.32, 115.81, 31.77, 26.44.

3-(3-Hidroxibenciliden)pentan-2,4-diona (36). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex.,
45% de rendimiento, p.f. 128 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) d (ppm) 7.44 (s, 1H), 7.28-
7.23 (m, 1H), 6.94-6.87 (m, 3H), 6.38 (s, 1H), 2.43 (s, 3H), 2.33 (s, 3H). RMN "3C (125
MHz, CDCl3) & (ppm) 206.88, 196.91, 156.44, 142.59, 140.08, 134.06, 130.34, 122.38,
118.21, 115.81, 31.78, 26.48.

3-(4-Hidroxibenciliden)pentan-2,4-diona (37). Polvo amarillo obscuro cristalizado en
AcOEt/Hex., 30% de rendimiento, p.f. 120 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.45
(s, 1H), 7.29-7.23 (m, 2H), 6.88-6.83 (m, 2H), 2.42 (s, 3H), 2.37 (s, 3H). RMN 3C (125
MHz, CDCl3) & (ppm) 207.73, 197.61, 159.24, 141.20, 139.73, 132.17, 124.43, 116.32,
31.68, 26.15. IR (cm™"): 3320, 1702, 1630, 1600, 1574, 1510, 1281, 1225, 1170.
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3-(3,4-Dihidroxibenciliden)pentan-2,4-diona (38). Polvo amarillo cristalizado en AcOEY/
Hex., 45% de rendimiento. p.f. 133 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6-CDCl3) & (ppm)
8.81 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 6.94 (m, 1H), 6.83 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.32 (s,
3H). RMN '*C (125 MHz, DMSO-d6-CDCI3) d (ppm) 206.23, 196.52, 148.45, 145.30,
140.59, 139.40, 124.24, 123.80, 116.31, 115.74, 31.46, 26.05.

3-(4-Hidroxi-3-metoxibenciliden)pentan-2,4-diona  (39). Polvo amarillo obscuro
cristalizado en AcOEt/Hex., 50% de rendimiento, p.f. 127 °C. RMN "H (500 MHz, CDCls)
o (ppm) 7.41 (s, 1H), 7.00-6.96 (m, 1H), 6.95-6.90 (m, 2H), 6.18 (s, 1H), 3.88 (s, 3H),
2.41 (s, 3H), 2.33 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 206.41, 196.48, 148.40,
146.75, 140.57, 140.12, 125.07, 124.98, 114.98, 111.56, 55.91, 31.65, 26.26. IR (cm™):
3371, 1695, 1647, 1579, 1516, 1267, 1203, 1173.

3-(3,4-Dimetoxibenciliden)pentan-2,4-diona (40). Polvo amarillo oscuro cristalizado en
AcOEt/Hex., 65% de rendimiento, p.f. 98 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) d (ppm) 7.42
(s, 1H), 7.03 (ddd, J = 8.4, 2.2, 0.6 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.87
(s, 3H), 2.41 (s, 3H), 2.33 (s, 3H). RMN '3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 206.18, 196.31,
151.34, 149.08, 140.91, 139.82, 125.55, 124.22, 112.03, 111.15, 55.94, 55.85, 31.68,
26.32. IR (cm™): 3011, 1693, 1652, 1597, 1514, 1462, 1393, 1275, 1234, 1154. m/z
[M+H]*:248.

3-(Benzo-[d]-[1,3]-dioxol-5-ilmetilen)pentan-2,4-diona  (41). Polvo amarillo claro
cristalizado en AcOEt/Hex., 15% de rendimiento. p.f. 76 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls)
o (ppm) 7.37 (s, 1H), 6.95 (ddd, J = 8.1, 1.9, 0.6 Hz, 1H), 6.87 (dt, J = 1.9, 0.4 Hz, 1H),
6.83 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.02 (s, 2H), 2.39 (s, 3H), 2.33 (s, 3H). RMN '3C (125 MHz,
CDClz) & (ppm) 205.92, 196.31, 149.96, 148.40, 141.06, 139.60, 126.91, 126.00,
108.85, 108.78, 101.79, 31.67, 26.37. IR (cm™): 2908, 1706, 1653, 1596, 1503, 1490,
1449, 1357, 1264, 1236, 1178.
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3-(4-Nitrobenciliden)pentan-2,4-diona (42). Polvo amarillo claro cristalizado en
AcOEt/Hex., 60% de rendimiento, p.f. de 88 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm)
8.27-8.23 (m, 2H), 7.59-7.55 (m, 2H), 7.51 (s, 1H), 2.47 (s, 3H), 2.29 (s, 3H). RMN 3C
(125 MHz, CDCl3) & (ppm) 204.21, 195.99, 148.49, 145.65, 139.30, 136.48, 130.25,
124.11, 31.73, 26.67. IR (cm™): 3106, 1707, 1664, 1594, 1519, 1345, 1236, 1172. m/z
[M+H]*:233.

3-(Naftalen-2-ilmetilen)pentan-2,4-diona (43). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex.
70% de rendimiento, p.f. 72 °C. RMN 'H (500 MHz, CDClIs) & (ppm) 7.91 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 7.84 (td, J = 9.0, 8.4, 1.8 Hz, 3H), 7.65 (s, 1H), 7.57—7.50 (m, 2H), 7.45 (dd, J =
8.6, 1.9 Hz, 1H), 2.46 (s, 3H), 2.32 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCIs) & (ppm) 205.63,
196.37, 142.82, 139.88, 133.97, 133.01, 130.82, 130.36, 128.80, 128.67, 127.81,
127.70, 126.94, 125.61, 31.72, 26.51. IR (cm"): 3058, 1703, 1658, 1609, 1360, 1240.

3-((2-Metoxinaftalen-1-il)-metilen)pentan-2,4-diona  (44). Polvo amarillo claro
cristalizado en AcOEt/Hex. 73% de rendimiento, p.f. 130 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls3)
o (ppm) 8.01 (s, 1H), 7.92—-7.88 (m, 1H), 7.83—-7.77 (m, 2H), 7.55-7.50 (m, 1H), 7.42—
7.38 (m, 1H), 7.25 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 2.51 (s, 3H), 2.11 (s, 3H). RMN *C
(125 MHz, CDCI3) & (ppm) 202.09, 196.78, 154.23, 144.68, 136.54, 132.21, 132.11,
128.75, 128.58, 127.66, 124.31, 123.48, 116.15, 112.63, 55.64, 29.99, 27.68. IR (cm™):
3005, 1695, 1646, 1605, 1252. m/z [M]*: 268.

3-(Furan-2-ilmetilen)pentan-2,4-diona (45). Liquido amarillo con un rendimiento del
70%. RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7.56 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.79 (d, J = 3.2 Hz,
1H), 6.53-6.51 (m, 1H), 2.44 (s, 3H), 2.37 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCls) & (ppm)
204.30, 195.81, 148.68, 146.45, 138.17, 124.88, 118.27, 112.87, 31.36, 25.98.

2-Metoxi-4-(3-metil-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-fenol ~ (46). Polvo  amairillo
cristalizado en AcOEt/Hex., 56% de rendimiento, p.f. 127 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl5)
o (ppm) 7.21-7.09 (m, 2H), 6.99 — 6.68 (m, 6H), 5.58 (s, 1H), 4.90 (dd, J = 11.8, 8.5 Hz,
1H), 3.81 (s, 3H), 3.36 (ddq, J = 17.7, 11.8, 1.2 Hz, 1H), 2.78-2.60 (ddq, J = 17.7, 8.5,

209



1.2 Hz), 2.06 (t, J = 1.3 Hz 3H). IR (cm™): 3382, 2937, 1596, 1500, 1428, 1268, 1031.
miz [M+H]* : 282.

2-(3-Metil-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-fenol (47). Polvo amarillo cristalizado en
AcOEt/Hex. 60% de rendimiento, p.f. 132 °C. RMN "H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7.22—
7.17 (m, 3H), 7.14-7.09 (m, 3H), 6.95-6.90 (m, 1H), 6.90-6.84 (m, 2H), 4.80 (t, J=11.4
Hz, 1H), 3.26 (ddq, J = 17.5, 11.0, 0.9 Hz, 1H), 2.97-2.88 (m, 1H), 2.10 (t, J = 1.1 Hz,
3H). RMN '3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 155.28, 155.11, 147.69, 130.75, 129.07,
128.93, 127.88, 125.70, 124.29, 121.94, 120.38, 117.48, 116.26, 67.78, 46.35, 16.09.
IR (cm): 3066, 1567, 1504, 1456, 1369, 1262, 1094. m/z [M+H]*: 252.

3-(3-Metil-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-fenol (48). Polvo verde obscuro, cristalizado
en AcOEt/Hex. 50% de rendimiento, p.f. 195 °C. RMN 'H (700 MHz, CDCI3) & (ppm)
7.27-7.24 (m, 1H), 7.21 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.10 (tt, J = 7.6, 2.2 Hz, 2H), 6.91-6.89 (m,
2H), 6.82— 6.78 (m, 3H), 6.75-6.73 (m, 1H), 4.87 (dd, J = 12.1, 8.5 Hz, 1H), 3.36-3.29
(m, 1H), 2.59-2.53 (m, 1H), 1.95 (d, J = 1.3 Hz, 3H). RMN ¥C (175 MHz, CDCl3) &
(ppm) 157.32, 150.56, 146.24, 144.75, 130.24, 129.09, 128.94, 125.38, 119.21, 117.75,
114.95, 113.24, 112.20, 65.19, 47.64, 15.48. IR (cm™): 3066, 1595, 1502, 1453, 1368,
1238, 1032, 1158. m/z [M+H]*: 250.

4-(3-Metil-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-fenol (49). Polvo café cristalizado en
AcOEt/Hex. con un rendimiento del 50%. p.f. 157 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCIs) d
(ppm) 7.18-7.10 (m, 4H), 6.94—6.90 (m, 2H), 6.79-6.71 (m, 3H), 5.16 (s, 1H), 4.94 (dd,
J=11.8, 8.0 Hz, 1H), 3.37 (ddq, J = 17.6, 11.9, 1.2 Hz, 1H), 2.68 (ddq, J = 17.6, 8.1,
1.2 Hz, 1H), 2.06 (t, J = 1.2 Hz, 3H). RMN *C (125 MHz, CDCl3s) & (ppm) 154.88,
148.83, 146.10, 135.15, 128.84, 127.25, 118.68, 115.86, 113.20, 64.36, 47.90, 15.90.
IR (cm'): 3068, 1595, 1502, 1355, 1318, 1254, 1230. m/z [M+H]*: 252.

(E)-4-(4-Metoxifenil)-but-3-en-2-ona (50). Polvo amarillo palido cristalizado en
AcOEt/Hex. 75% de rendimiento p.f. 76.5 °C. RMN "H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.52—
7.45 (m, 4H), 6.95-6.89 (m, 2H), 6.61 (d, J = 16.2 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 2.36 (s, 3H).
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RMN ™3C (125 MHz, CDCls) & (ppm) 198.36, 161.65, 143.24, 129.98, 127.11, 125.07,
114.47, 55.40, 27.41. IR (cm™): 2943, 1681, 1662, 1601, 1512, 1423, 1360, 1252, 1174,
1023, 989. m/z [M+H]*: 176.

(E)-4-(3,4-Dimetoxifenil)-but-3-en-2-ona (51). Polvo blanco cristalizado en AcOEt/Hex.
70% de rendimiento, p.f. 84 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.46 (d, J = 16.2
Hz, 1H), 7.13 (ddd, J = 8.3, 2.1, 0.5 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 6.61 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 3.92 (s, 6H), 2.37 (s, 3H). RMN 3C (125 MHz,
CDCI3) & (ppm) 198.28, 151.40, 149.33, 143.73, 127.37, 125.28, 123.00, 111.14,
109.70, 56.00, 55.92, 27.35. IR (cm™): 3012, 2917, 1664, 1617, 1592, 1509, 1420,
1222, 1159,1136, 1016, 975. m/z [M+H]*: 206.

5-(3,4-Dimetoxifenil)-3-metilciclohex-2-enona (51a), polvo amarillo cristalizado en
AcOEt/Hex, rendimiento 25 %, p.f. 89°C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) d (ppm) 6.86 —
6.83 (m, 1H), 6.79 (ddd, J = 8.2, 2.1, 0.6 Hz, 1H), 6.76 — 6.75 (m, 1H), 5.97 (m, 1H),
3.88 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.32 — 3.23 (m, 1H), 2.64 (ddt, J = 16.2, 3.7, 0.7 Hz, 1H), 2.56
— 2.49 (m, 3H), 2.01 (dt, J = 1.4, 0.8 Hz, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm)
199.09, 161.57, 149.08, 147.97, 136.05, 126.53, 118.45, 111.43, 110.18, 55.97, 55.92,
44.19, 40.40, 39.23, 24.34. IR (cm™): 2916, 2836, 1657, 1590, 1512, 1590, 1512, 1245,
1139, 1021. m/z [M+H]*: 246.

(E)-4-(4-Nitrofenil)-but-3-en-2-ona (52), polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex. 40%
de rendimiento, p.f. 106 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 8.31-8.21 (m, 2H),
7.75-7.66 (m, 2H), 7.54 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 2.43 (s, 3H).
RMN 3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 197.5, 148.6, 140.7, 140.1, 130.4, 128.8, 124.2,
28.06. IR 3456.35, 3112.33, 2926.22, 1665.44, 1594.95, 1517.16, 1345.61, 1259.71,
1108.52, 977.24 cm™'. m/z [M+H]*: 191.

3-Metil-5-(4-nitrofenil)-ciclohex-2-enona  (52a), polvo amarillo cristalizado en
AcOEt/Hex, rendimiento 20 %, p.f. 120°C. RMN 'H (500 MHz, CDCIs3) & (ppm) 8.28—
8.17 (m, 2H), 7.50-7.39 (m, 2H), 6.08 — 5.96 (m, 1H), 3.64-3.39 (m, 1H), 2.73 — 2.63
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(m, 1H), 2.63 — 2.52 (m, 3H), 2.04 (dd, J = 1.4, 0.8 Hz, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCls)
o (ppm) 197.61, 160.81, 150.52, 147.00, 127.70, 126.74, 124.09, 43.20, 40.55, 38.25,
24.32. IR (cm™): 3425, 2939, 1660, 1600, 1518, 1344, 1107. m/z [M+H]*: 231.

Durante reaccién de Claisen-Schmidt en condiciones basicas fuertes (KOH),
para la obtencion de los compuesto 51 y 52 se pudo aislar un producto terminal de
anillacidon en cada reaccién individual, proveniente de un ataque tipo Michael por una
molécula adicional de acetona al producto condensado, seguido de una reaccion de
anillacion de Robinson (Figura 140). Los aldehidos con los dos diferentes sustituyentes
en la posicion 4, electro-donador (-OCHs) o electro-atractor (-NO2) produjeron
diferentes rendimientos; se obtuvo un mejor rendimiento 51, 51a (70%, 25%) usando
3,4-dimetoxibenzaldehido y un rendimiento bajo 52 y 52a (40%, 20%) utilizando 4-nitro
benzaldehido. Después de cada reaccion, se aislaron con éxito dos productos

(producto de condensacion y producto de anillacidn) evitando la polimerizacion.

(0]

O (0]
KOH (6N)
X )I\
+
S
R, R

1

R, R,
51) R, = OCH;, R, = OCH,4 5la) R, = OCH;, R, = OCH;
52)R1=N02,R2=H Sza)Rl:NOZ,Rz:H

Figura 140. Reaccion de adicion tipo Michael a los compuestos 51 y 52.

5-(4-Metoxifenil)-3-metil-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol (53), liquido amarillo, rendimiento
53%. RMN 'H (400 MHz, CDCl3 ) & (ppm) 7.23-7.18 (m, 2H), 7.16—7.09 (m, 2H), 6.95—
6.90 (m, 2H), 6.88-6.82 (m, 2H), 6.72 (tt, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H), 5.02-4.90 (m, 1H), 3.77
(s, 3H), 3.36 (ddq, J = 17.5, 11.9, 1.2 Hz, 1H), 2.67 (ddq, J = 17.5, 8.0, 1.2 Hz, 1H),
2.05 (t, J = 1.2 Hz, 3H). RMN '3C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 158.82, 148.51, 146.11,
135.04, 128.80, 127.02, 118.55, 114.35, 113.11, 64.29, 55.25, 47.90, 15.94. IR (cm™):
2908, 1597, 1496, 1338, 1292, 1253, 1170, 1036.
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5-(3,4-Dimetoxifenil)-3-metil-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol (54), polvo amarillo brillante,
45% de rendimiento, cristalizado en AcOEt/Hex. p.f. 127 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls)
o (ppm) 7.17-7.11 (m, 2H), 6.96-6.92 (m, 2H), 6.89-6.79 (m, 3H), 6.75 (tt, J = 7.3, 1.2
Hz, 1H), 4.95-4.88 (m, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.37 (ddq, J = 17.6, 11.9, 1.1 Hz,
1H), 2.71 (ddq, J = 17.6, 8.4, 1.2 Hz, 1H), 2.07 (t, J = 1.2 Hz, 3H). RMN "3C (125 MHz,
CDCl3) & (ppm) 149.52, 148.71, 146.37, 135.64, 128.79, 118.74, 117.98, 113.23,
111.42, 108.68, 64.93, 55.90, 47.96, 15.95. IR (cm™'): 3446, 2934, 1596, 1509, 1459,
1411, 1363, 1252, 1131, 1028. m/z [M+H]": 296.

3-Metil-5-(4-nitrofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol (55) polvo amarillo oscuro con un
rendimiento del 55%, cristalizado en AcOEt/Hex. p.f. 107 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCls)
o (ppm) 8.21-8.16 (m, 2H), 7.50-7.45 (m, 2H), 7.38-7.32 (m, 2H), 7.18-7.12 (m, 2H),
6.77 (tt, J=7.3, 1.1 Hz, 1H), 5.10 (dd, J = 12.0, 8.5 Hz, 1H), 3.47 (ddq, J = 17.6, 12.1,
1.2 Hz, 1H), 2.69 (ddq, J = 17.5, 8.1, 1.2 Hz, 1H), 2.08 (t, J = 1.2 Hz, 3H).

(E)-1,3-bis-(3,4-Dimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (56). Polvo amarillo cristalizado en EtOH
rendimiento 50%. p.f 102 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) d (ppm) 7.76 (d, J = 15.7 Hz,
1H), 7.71- 7.66 (m, 1H), 7.64-7.61 (m, 1H), 7.42 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.24 (ddd, J =
8.3, 2.0, 0.5 Hz, 1H), 7.17—-7.16 (m, 1H), 6.94-6.89 (m, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.96 (s, 3H),
3.96-3.95 (m, 3H), 3.93 (s, 3H). RMN 3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm) 188.56, 153.07,
151.23, 149.19, 144.05, 131.51, 128.02, 122.82, 122.80, 119.61, 111.10, 110.81,
110.21, 109.89, 56.01, 55.93.

(E)-1-(3,4-Dimetoxifenil)-3-(naftalen-2-il)-prop-2-en-1-ona (57). Polvo amarillo
cristalizado en MeOH con un rendimiento del 48%, p.f. 200.7 °C. RMN 'H (500 MHz, ) &
(ppm) 8.06-8.04 (m, 1H), 7.98 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.91-7.84 (m, 3H), 7.83—-7.79 (m,
1H), 7.76-7.73 (m, 1H), 7.67 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.65 (m, 1H), 7.55-7.51 (m, 2H), 6.96
(d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.99 (s, 3H), 3.99 (s, 3H). RMN ™3C (125 MHz, ) d (ppm) 187.50,
152.25, 148.25, 143.01, 133.25, 132.35, 131.53, 130.37, 129.37, 127.62, 127.55,
126.73, 126.21, 125.68, 122.65, 121.98, 120.78, 109.81, 108.95, 55.06, 55.03.
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(E)-1-(3,4-Dimetoxifenil)-3-(2-metoxinaftalen-1-il)-prop-2-en-1-ona (58). Polvo amarillo
palido cristalizado en MeOH, con un rendimiento del 55%, p.f. 140.5°C. RMN 'H (500
MHz, CDCl3) & (ppm) 8.47 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 8.27 (dd, J = 8.7, 1.0 Hz, 1H), 7.92 —
7.85 (m, 2H), 7.83 — 7.78 (m, 1H), 7.73 — 7.67 (m, 2H), 7.53 (ddd, J = 8.5, 6.8, 1.4 Hz,
1H), 7.39 (ddd, J=7.9, 6.8, 1.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 4.04 (s, 3H), 3.98 (s, 3H), 3.96 (s, 3H). RMN "3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm)
192.14, 144.52, 137.07, 133.15, 131.60, 130.08, 129.51, 128.62, 128.36, 127.46,
127.25, 126.82, 123.59, 123.14, 112.88, 112.62, 110.92, 109.68, 56.40, 56.09, 56.05.
IR (cm™): 2936, 2837, 1655, 1599, 1579, 1518, 1462,1419, 1266. 1142, 1020. m/z [M]*:
348.

(1E,4E)-1,5-Difenilpenta-1,4-dien-3-ona (59). Polvo amarillo cristalizado en EtOH/H20,
con un rendimiento del 80%, p.f. 107 °C. RMN "H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7.74 (d, J =
15.9 Hz, 2H), 7.62-7.60 (m, 4H), 7.41-7.39 (m, 6H), 7.08 (d, J = 15.9 Hz, 2H). RMN '3C
(125 MHz, CDCl3) & (ppm) 188.87, 143.27, 134.78, 130.46, 128.92, 128.35, 125.40,
77.26, 77.00, 76.75. m/z [M+H]*: 234.

(1E,4E)-1-(4-Hidroxifenil)-5-(naftalen-2-il)-penta-1,4-dien-3-ona (60). Polvo amarillo
cristalizado en MeOH, rendimiento 20%, p.f. 231 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &
(ppm) 10.08 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.99-7.92 (m, 4H), 7.89 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.77 (d,
J=16.0 Hz, 1H), 7.68-7.63 (m, 2H), 7.59-7.54 (m, 2H), 7.47 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.15
(d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.88-6.84 (m, 2H). RMN '*C (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 188.18,
160.05, 143.25, 141.91, 133.77, 132.96, 132.49, 130.58, 130.12, 128.49, 128.43,
127.69, 127.27, 126.75, 126.07, 125.76, 124.03, 122.69, 115.90. IR (cm™): 3277, 1617,
1599, 1554, 1512, 1437, 1363, 1279, 1166, 1112. m/z [M]*: 300.

(1E,4E)-1-(4-Hidroxifenil)-5-(2-metoxinaftalen-1-il)-penta-1,4-dien-3-ona  (61). Polvo
café cristalizado en AcOEt/Hex. rendimiento del 15%, p.f. 92°C (descomposicion). RMN
H (500 MHz, DMSO-d6 ) & (ppm) 8.26 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 8.22 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz,
1H), 8.05 (dd, J = 9.1, 0.7 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 1H), 7.70 — 7.66 (m, 3H),
7.60 (ddd, J = 8.5, 6.8, 1.4 Hz, 1H), 7.57 — 7.54 (m, 2H), 7.44 (ddd, J = 8.0, 6.8, 1.1 Hz,
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1H), 7.40 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.87 — 6.82 (m, 2H), 4.04 (s,
3H). RMN "3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 189.06, 160.45, 144.06, 143.44, 135.31,
132.60, 132.38, 131.21, 130.86, 129.21, 129.04, 128.16, 126.23, 124.52, 124.33,
123.45, 123.36, 116.32, 113.93, 56.86. IR (CM"): 3015, 1584, 1562, 1508, 1435, 1245.
m/z [M+]*: 330.

(1E,4E)-1-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(4-hidroxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona (62). Polvo
amarillo cristalizado en MeOH con un rendimiento del 18%, p.f. 172 °C. RMN 'H (500
MHz, DMSO-d6) & (ppm) 9.63 (br, 1H), 7.66 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 15.8 Hz,
1H), 7.52 — 7.47 (m, 2H), 7.18 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H), 6.96
(d, J =15.8 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.89-6.85 (m, 2H), 6.84 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 6.03 (s, 2H). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 187.57, 159.24, 148.75,
147.43, 142.34, 141.31, 129.37, 128.34, 125.02, 124.00, 122.84, 121.64, 115.21,
107.63, 105.59, 100.65. m/z [M+H]*: 294 (calculado), ion molecular no observado.

(1E,6E)-1-(4-(Benciloxi)-3-metoxifenil)-7-(4-hidroxi-3-metoxifenil )-hepta-1,6-dien-3,5-
diona (63). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex., rendimiento 10% p.f. 91.6°C.
RMN 'H (500 MHz, CDCIs) & (ppm) 16.02 (s, 1H), 7.59 (dd, J = 15.8, 2.8 Hz, 2H), 7.44
(m, 2H), 7.38 (ddd, J = 7.54 Hz, 6.83Hz, 1.28Hz, 2H), 7.32 (m, 1H), 6.93 (d, J = 8.17Hz,
2H), 6.89 (d, J = 8.25 Hz, 2H), 6.48 (dd, J = 15.8, 2.8 Hz, 2H), 5.86 (s, 1H), 5.80 (s, 1H),
5.20 (s, 2H), 3.95 (s, 3H) 3.94 (s, 3H). RMN '3C (125 MHz, CDCls) & (ppm) 183.42,
183.04, 146.79, 145.70, 144.59, 143.71, 140.57, 140.27, 128.61, 128.44, 127.99,
127.66, 127.20, 122.86, 122.33, 122.14, 121.77, 114.82, 113.55, 110.46, 109.64,
101.21, 70.87, 56.02, 55.93. m/z [M+H]*: 459.

(1E,4Z,6E)-1,7-bis-(4-(Benciloxi)-3-metoxifenil)-5-hidroxihepta-1,4,6-trien-3-ona  (64).
Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex., 64% de rendimiento, p.f. 160 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCI3) & (ppm) 16.01 (s, 1H), 7.58 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.43 (m, 4H),
7.37(m, 4H), 7.31(ddt, J = 8.30 Hz, 6.28 Hz, 1.47 Hz, 2H), 7.08 (m, 4H), 6.88 (d, J =
8.29 Hz, 2H), 6.48 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 5.80 (s, 1H), 5.20 (s, 4H), 3.94 (s, 6H). RMN *C
(125 MHz, CDCl3) & (ppm) 183.20, 150.17, 149.78, 140.31, 136.58, 128.60, 128.42,

215



127.98, 127.19, 122.33, 122.15, 113.54, 110.44, 101.27, 70.85, 55.99. m/z [M+H]" :
549.

(1E, 4Z, 6E)-4-Bencil-1,7-bis-(4-(benciloxi)-3-metoxifenil)-5-hidroxihepta-1,4,6-trien-3-
ona (65). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex., 7% de rendimiento, p.f. 152 °C.
RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 17.67 (s, 1H), 7.68 (d, J = 15.4 Hz, 2H), 7.40 (m,
5H), 7.34 (m, 5H), 7.30 (m, 5H), 6.98 (dd, J = 8.93Hz, 1.48Hz 2H ), 6.93(d, J = 2.02Hz,
2H), 6.83(d, J = 15.4Hz, 2H), 6.82(d, J = 8.32 Hz, 2H) 5.15 (s, 4H), 3.95 (s, 2H), 3.85
(s, 6H). RMN *C (125 MHz, CDCIs) d (ppm) 194.50, 183.50, 150.12, 149.76, 149.67,
144.82, 141.62, 141.06, 136.57, 136.38, 128.89, 128.77, 128.58, 128.02, 127.96,
127.84, 127.42, 126.50, 123.41, 122.31, 121.97, 118.95, 113.49, 113.33, 110.62,
108.98, 70.81, 55.95, 31.80. m/z [M+H]*: 638.

(1E, 6E)-4,4-Dibencil-1,7-bis-(4-(benciloxi)-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona (66).
Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex., 15% de rendimiento, p.f. 147.4 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCl3) & (ppm) 17.67 (s, 1H), 7.66 (d, J = 15.4 Hz, 2H), 7.39 (m, 4H), 7.35
(m, 4H), 7.29 (m, 2H), 7.18 (m, 6H), 6.99(dd, J =8.38Hz, 2.03Hz ,2H), 6.88(d, J =2Hz
,2H), 6.81(d, J = 8.37Hz ,2H), 6.52 (d, J = 15.4Hz, 2H), 5.16 (s, 4H), 3.86 (s, 6H), 3.37
(s, 4H). RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 196.74, 150.81, 149.68, 143.72, 136.59,
136.40, 130.42, 128.61, 128.10, 128.01, 127.51, 127.12, 126.62, 123.50, 121.18,
113.26, 110.68, 70.77, 70.08, 56.11, 37.67. m/z [M+H]": 728.

(1E,4Z,6E) -5-Hidroxi-1,7-difenilhepta-1,4,6-trien-3-ona (67). Polvo amarillo cristalizado
en AcOEt/Hex. 55% de rendimiento, p.f. 140 °C. RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm)
16.10 (s, 1H), 7.75 - 7.69 (m, 4H), 7.66 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 7.47-7.40 (m, 6H), 6.95 (d,
J = 16.0 Hz, 2H), 6.20 (s, 1H). RMN "3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 182.69, 139.84,
134.15,129.77, 128.46, 127.82, 123.79, 101.33.

(1E,6E)-4-Benciliden-1,7-difenilhepta-1,6-dien-3,5-diona (68). Polvo amarillo
cristalizado en AcOEt/Hex., 20% de rendimiento, p.f. 106 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl5)
o (ppm) 7.90 (s, 1H), 7.82 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.60 — 7.57 (m, 2H), 7.53 (d, J = 16.2
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Hz, 1H), 7.50 — 7.47 (m, 2H), 7.46 — 7.43 (m, 2H), 7.41 — 7.38 (m, 3H), 7.37-7.31 (m,
6H), 7.14 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 16.2 Hz, 1H). RMN 3C (125 MHz, CDCls) &
(ppm) 197.94, 187.04, 147.03, 145.26, 141.27, 140.48, 134.59, 134.07, 133.33, 131.07,
130.77, 130.51, 130.31, 128.92, 128.87, 128.67, 127.38, 121.96.

(2E,2'E)-((1E,3Z,6E)-3-Hidroxi-5-oxohepta-1,3,6-trien-1,7-diil)-bis-(2-metoxi-4,1-fenilen)-
bis-(3-fenilacrilato) (69). Polvo amarillo cristalizado en CHCIs/Hex, con un rendimiento
del 75%, p.f. 206 °C. RMN "H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.86 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 7.84
—7.79 (m, 5H), 7.68 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 1.9 Hz, 2H), 7.51 — 7.43 (m, 7H),
7.37 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 6.90
(d, J = 16.0 Hz, 2H), 6.23 (s, 1H), 3.85 (s, 6H). RMN 3C (125 MHz, CDCl3) d (ppm)
183.22, 164.23, 151.32, 146.78, 140.93, 139.88, 133.79, 130.98, 129.03, 128.73,
128.68, 124.65, 123.45, 121.51, 116.70, 112.09, 101.78, 56.02, 45.68.

bis-((1E,3Z,6E)-1,7-bis(4-(Cinamoiloxi)-3-metoxifenill)-5-oxohepta-1,3,6-trien-3-iloxi)

complejo de zinc (70). Polvo amarillo cristalizado en AcOEt/Hex, rendimiento 75%. p.f.
215 °C. RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7.86 (d, J = 16.0 Hz, 4H), 7.83 — 7.78
(m, 8H), 7.57 (d, J = 15.6 Hz, 4H), 7.53 — 7.43 (m, 16H), 7.31 (d, J = 8.3 Hz, 3H), 7.20
(d, J = 8.1 Hz, 4H), 6.95 (d, J = 15.7 Hz, 3H), 6.89 (d, J = 16.1 Hz, 4H). RMN "3C (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm) 184.07, 164.83, 151.75, 147.19, 140.68, 137.66, 135.07,
134.34, 131.48, 130.47, 129.55, 129.22, 123.82, 121.30, 117.31, 112.15, 103.66, 56.44,
31.21. IR (cm™): 3055, 2933, 2836, 1726, 1630, 1503, 1403, 1297, 1246, 1134. m/z

[M+H]": 1321 (calculado) ibn molecular no observado.

Complejo BF> del (1E,4Z,6E)-1,7-bis-(4-(Benciloxi)-3-metoxifenil)-5-hidroxihepta-1,4,6-
trien-3-ona (71). Polvo rojo, rendimiento 70%, cristalizado en AcOEt/Hex, el mono
cristal se obtuvo en acetonitrilo, p.f. 180 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm)
7.97 (d, J = 15.6 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 7.47 — 7.43 (m, 6H), 7.43 — 7.39 (m,
4H), 7.37 — 7.33 (m, 2H), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.12 (d, J = 15.6 Hz, 2H), 6.51 (s,
1H), 5.19 (s, 4H), 3.85 (s, 6H). RMN "3C (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 179.06, 151.52,
149.34, 146.75, 136.48, 128.49, 128.06, 127.95, 127.33, 124.91, 119.00, 113.18,
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111.57, 101.44, 69.92, 55.73. '°F NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) -138.14 (s, '°B-
F), -138.20 (s,"'B-F). IR (cm™): 1725, 1526, 1493, 1258, 1131, 1058, 990. m/z [M]" :

596.
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14. Anexos (Espectros de Resonancia Magnética Nuclear, Infrarrojo y
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Figura A50. Espectro de RMN de "H del compuesto 26.
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Figura A53. Espectro de Masas del compuesto 26 (IE™).
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Figura A62. Espectro de RMN de 'H del compuesto 44.
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Figura A66. Espectro de RMN de "H del compuesto 58.
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Figura A70. Espectro de RMN de "H del compuesto 60.
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Figura A74. Espectro de RMN de "H del compuesto 61.
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Figura A80. Espectro de RMN de "*C del compuesto 62.
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Figura A91. Curva estandar del compuesto 64.
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Figura A92. Curva estandar del compuesto 71.
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Aminoacidos del sitio de union.

LEUCINA; n=13, GLICNA; n=14, LISINA; n=15, VALINA; n=21, ALANINA; n=34, LISINA; n=36, TREONINA; n=68, METIONINA; n=84, ACIDO
GLUTAMICO; n=85, TIROSINA; n=86, ALANINA; n=87, ASPARAGINA; n=88, GLICINA; n=90, GLUTAMINA; n=91, GLUTAMINA; n=134,
ASPARAGINA; n=135, METIONINA; n=137, TREONINA; n=147, ACIDO ASPARTICO; n=148.

Figura A98. Sitio de union de la proteina Akt-2.
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Aminoacidos del sitio de union.

ISOLEUCINA; n=72, VALINA; n=98, ALANINA; n=99, GLICINA; n=100, FENILALANINA; n=173, LEUCINA; n=192, ACIDO GLUTAMICO; n=193,
METIONINA; n=194, ACIDO GLUTAMICO; n=195, SERINA; n=217, ACIDO ASPARTICO; n=218, ALANINA; n=219.

Figura A99. Sitio de union de la proteina NF-kf (A).
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Aminoacidos del sitio de union.

ARGININA; n=17, TIROSINA; n=20, CISTEINA; n=22, ACIDO GLUTAMICO; n=23, TREONINA; n=100, LISINA; n=101, LISINA; n=197, PROLINA; n=199,
LISINA; n=228, GLUTAMINA; n=230, LISINA; n=231, FENILALANINA; n=262.

Figura A100. Sitio de union de la proteina NF-xf (B).
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Abstract: Curcumin and its derivatives have been extensively studied for their remarkable
medicinal properties, and their chemical synthesis has been an important step in the optimization
of well-controlled laboratory production. A family of new compounds that mimic the structure
of curcumin and curcuminoids, here named retro-curcuminoids (7-14), was synthesized and
characterized using 1D 'H- and '*C-NMR, IR, and mass spectrometry; the X-ray structure of 7,
8,9, 10, 12, 13, and 14 are reported here for the first time. The main structural feature of these
compounds is the reverse linkage of the two aromatic moieties, where the acid chloride moiety is
linked to the phenolic group while preserving «, 3-unsaturated ketone functionality. The cytotoxic
screening of 7, 8,9, and 10 at 50 and 10 ng/mL was carried out with human cancer cell lines K562,
MCF-7, and SKLU-1. Lipid peroxidation on rat brain was also tested for compounds 7 and 10.
Compounds 7, 8, and 10 showed relevant cytotoxic activity against these cancer cell lines, and 10
showed a protective effect against lipid peroxidation. The molecular resemblance to curcuminoids
and analogs with ortho substituents suggests a potential source of useful bioactive compounds.

Keywords: retro-curcuminoids; curcuminoid; curcumin; «,3-unsaturated-ketone; dehydrozingerone

1. Introduction

Curcumin (diferuloylmethane), a natural product used in traditional medicine, has been
extensively studied for its multiple pharmacological effects on biological systems, to understand
its chemical properties, and to improve its poor bioavailability [1]. A large number of studies have
described the multiple beneficial medicinal properties from different points of view [2]. Curcumin
has been used as a naturally-occurring resource for the treatment of numerous inflammatory diseases,
and studies have confirmed that it possesses antiproliferative activity against several tumor cells
in vitro [3]. Previous reports have described curcumin as a potent antioxidant with free radical
scavenging activity [4] and a well-described therapeutic agent against Alzheimer disease [5,6] or
recently as a molecular probe in the diagnostic imaging technique near-infrared fluorescence (NIRF),
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which is useful in the monitoring of amyloid beta species on Alzheimer patients [7]. Moreover, several
chemical analogs, derivatives, and precursors of curcumin, both natural and synthetic, have shown
such activity and also action against inflammatory diseases [8,9].

In 1973, Roughley and Whiting [10] reported the instability of curcumin in alkaline medium
and explained its alkaline degradation. Later, Sardjiman and co-workers [11] reported that at pH
higher than 6.5, curcumin decomposes into several molecular fragments, mainly ferulic acid and
dehydrozingerone (DHZ), as shown in Scheme 1.

Scheme 1. Degradation products of curcumin.

Ferulic acid, a precursor of the biosynthesis of curcumin, has been described as a compound with
antitumoral, chemo-preventive, and photo-protective biological properties [12]. DHZ is a phenolic compound
structurally related to biosynthesis or degradation of curcumin and is present as a minor component
in the rhizomes of Zingiber officinale Roscoe (ginger). In numerous studies, DHZ has been shown to
have radioprotective, antimicrobial, pro-healing, antioxidant, anti-Parkinson, anti-Alzheimer, antimutagenic,
antitumor, anti-cancer, anti-depressant, anti-platelet, and antidiarrheal pharmacological activities [13-16].

Ferulic acid and DHZ are versatile chemical intermediates in organic synthesis with several
bonding possibilities. We, therefore, decided to explore a modified linkage of such moieties involving
the bond of the phenolic group of DHZ and related compounds, for example, acetylated ferulic acid
[(E)-4-(3-chloro-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-methoxyphenyl acetate)], via the acid chloride derivative of the
carboxylic functionalities and the corresponding phenolic group of the second moiety. The synthesis
of what we call retro-curcuminoids was achieved by reaction of the corresponding acid chlorides with
the appropriate phenolic moieties. We also explored the inhibition of lipoperoxidation and cytotoxic
activity of the new compounds.

2. Results and Discussion

2.1. Structural Features

Retro-curcuminoids 7-14 were prepared by esterification of cinnamoyl chloride (1) or (E)-4-(3-
chloro-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-methoxyphenyl acetate (2) with DHZ [(E)-4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)
but-3-en-2-one] (6), and DHZ analogs (E)-4-(2-hydroxyphenyl)but-3-en-2-one, (E)-4-(3-hydroxypheny]l)
but-3-en-2-one, and (E)-4-(4-hydroxyphenyl)but-3-en-2-one (3, 4, and 5), with ortho, meta and para
hydroxyl substituents, respectively, as shown in Scheme 2.

Ry R

TR =H.R,=H,R;=H.Rs=H
10) R, = OCHy, R, = OAc, R, = H, Ry = H

Re.
R
R o
o Ry o N
R‘WCI + mrj/\)‘\ THE °:©/\)\
_— >

Ry Rs (CHy-CHp)3N Rs
8)R;=H,R,=H,R;=H.Rs=H
)R, =H,R,=H 3)Ry=OH,R;=H.Rs=H 1DR| = OCH3, R, = OAc,R;=H,Rs =H
2)R;=OCH;R,=0Ac 4)Ry=H, R;=OH,Rs=H R o
S)Ry=H. Ry=H.

Rs = OH oft ~
6) Ry = H, R, = OCHy, Ry= OH (DHZ) N D/\)\
1 S
o
R

9R,=H,R,=H.R;=H.R,=H
12)R, = OCH;. R, = OAc. Ry =H,R, = H
13R, = H, R, = H, Ry = H, Ry= OCHj

14) R, = OCHy, R, = OAc, Ry = H, Ry= OCH;

Scheme 2. General synthesis.



Molecules 2017, 22, 33 3of 14
Molecules 2017, 22, 33 3of 14

3.3. Erystallography

The molectiar strictyres of all seveR refio-curcHmingids are formed By twg aromatic rings

(Bhenyl-E:; phenyl-8-) connected By a MRl €A e - c(ep3)-Eep3)-B(ep3)-Elsp?) chain of
atoms (Fighte b:

Compound 10

Figure 1. Cont.



Molecules 2017, 22, 33 4 of 14

Compound 12

Compound 13

Compound 14
Figure 1. View of the molecular structure of compounds 7, 8, 9, 10, 12, 13, and 14.

The distance between the centers of gravity of phenyl Cg rings in structures 7, 8, 9, 10, 12, 13, and
14 remain constant independent of the type and location of ring substituents. These values are 8.795 A,
8.807 A, 8.795 A, 8.794 A, 8.830 A, 8.747 A, and 8.400 A. Table 1 shows the crystal data, collection
parameters and refinements for compounds 7, 8, 9, 10, 12, 13 and 14.

The crystal packing of the molecules in the crystal structures is stabilized by van der Waals
interactions and linked by intermolecular C-HeeeO hydrogen interactions. The adjacent molecules are
interconnected by intermolecular weak C-Hee e interactions (from different Cg centers of gravity),
which give additional support to molecular packing stability. Table 2 shows the intermolecular
C-HeeeO interactions in all seven crystal structures.
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Table 1. Crystal data, collection parameters, and refinements for compounds 7-10 and 12-14.
Compound 7 8 9 10 12 13 14
CCDC deposit No. 1452007 1451557 1451621 1451555 1451617 1451556 1056387
Crystal size (mm) 0.37 x 0.05 x 0.03 0.30 x 0.20 x 0.09 0.39 x 0.19 x 0.13 0.37 x 0.11 x 0.11 0.31 x 0.12 x 0.05 0.35 x 0.21 x 0.15 Not determined
Color/shape Light green/needles Light yellow /needles Colorless/prism Light green/needles Colorless/prism Light yellow /needles Colorless/prism
Empirical formula C19H1603 Cy9H1603 C19H1603 CaoHppOg CaoHzoOg CpH1504 Cp3H207
Formula weight 292.32 292.32 292.32 380.38 380.38 322.34 410.40
Crystal system Orthorhombic Monoclinic Monoclinic Monoclinic Monoclinic Triclinic Monoclinic
Space group P 212124 P2y/c P2y/c P2/c P2y/c P-1 P2y/c
Unit cell dimensions
a, A 5.7012(2) 33.3788(14) 19.2677(6) 6.07840(10) 22.6222(13) 7.9343(10) 5.9945(4)
b, A 15.1134 5.7488(2) 4.10240(10) 17.3377(4) 7.6843(4) 10.0440(14) 36.2260(19)
¢, A 18.1035 8.0128(4) 21.2526(6) 18.3150(5) 10.9077(7) 11.9990(16) 9.6239(8)
«, deg 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00 70.652(4) 90.00
B, deg 90.00 95.736(2) 115.0910(10) 90.5980(10) 95.314(2) 71.023(4) 91.083(6)
v, deg 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00 89.865(5) 90.00
Volume, A3 1559.88(10) 1529.86(11) 1521.36 1930.03(8) 1888.00(19) 847.2(2) 2089.5(2)
z 4 4 4 4 4 2 4
Density (calculated), Mg/m? 1.245 1.269 1.276 1.309 1.338 1.264 1.305
Absorption coefficient, mm~?! 0.084 0.085 0.086 0.095 0.098 0.088 0.806
F(000) 616 616 616 800 800 340 864
O range for data collection (°) 22510 25.39 2.45t025.31 1.94 to 25.40 2.22 to 25.50 2.71 t0 25.32 2.16 t025.33 Not determined
Index ranges —6<1n<6,-17<k<17, —-39<n<39, -5<k<5 -23<n<23-4<k<4, -7<h<7,-20<k<20, —-27<h<27,-9<k<9, —-9<h<9 -12<k<12, —-7<h<6,—44<k<44,
—21<A<21 —-9<A<9 —25 <A <25 —22<1<22 —-13<1<13 -14<1<14 -11<1<11
Reflections collected 13,670 20,778 16,473 26,381 22,547 12,126 20,379
Independent reflections 2857 (Rint = 0.1503) 2764 (Rint = 0.1323) 2781 (Rint = 0.0559) 3585 (Rint = 0.0925) 3433 (Rint = 0.1724) 3065 (Rint = 0.0631) 4128
Data/restraints/parameters 2857/154/246 2764/0/200 2781/162/246 3585/0/257 3433/0/256 3065/0/219 4128/0/275
Goodness-offit on F? 0.749 1.028 1.052 0.963 1.010 1.046 1.020
Final R indices R1=0.0472, R1 =0.0494, R1 =0.0489, R1=0.0461, R1 =0.0606, R1=0.0632, R1 =0.0620,
[(D) > 20(I)] wR2 = 0.0486 wR2 =0.1162 wR2 =0.1271 wR2 =0.1072 wR2 =0.1255 wR2 =0.1629 wR2 =0.1162
R indices (all data) R1=0.2148, R1=0.0816, R1 =10.0676, R1=0.0851, R1=0.1493, R1 =0.0888, R1=0.1574,
wR2 = 0.0749 wR2 =0.1361 wR2 =0.1422 wR2 = 0.1267 wR2 =0.11618 wR2 =0.1831 wR2 =0.1945
0.279 and —0.258 0.195 and —0.185 0.435 and —0.190 0.305 and —0.160
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Table 2. Geometry of the hydrogen bonding interactions (A,

6 of 14

°) for compounds 7, 8, 9, 10, 12, 13, and 14.

Compound D-H---A D-H H---A D---A D-H---A Symmetry Code
C3-H3eee03 0.930(5) 2.790(2) 3.486(2) 132.5(4) —x+1 +y+1/2, —z+1/2
” C9-H9eee0O3 0.930(5) 2.749(1) 3.463(2) 134.3(4) —x+1 +y+1/2 —z+1/2
C14-H14eee02 0.930(5) 2.902(3) 3.571(6) 130.03) x—-1/2 —y+1/2+1 -z
C17-H17eeeO01  0931(11)  2.740(3)  3.356(12)  124.5(7) x+1 +y +z
C2-H2e0002 0.930(2) 2.735(2) 3.665(2) 179.9(1) x +y—1 +z
8 C9-H9eee02 0.929(2) 2.957(2) 3.590(3) 126.7(2) x —y+1/2 +z+1/2
C15-H1500002 0.931(2) 2.761(2) 3.543(2) 142.1(1) x -y+1/2+1  +z-1/2
C5-H5e0003 0.930(2) 2.672(5) 3.539(5) 155.3(2) —x +y—1/2 —-z+1/2
9 C3-H3eee03 0.930(2) 2.719(4) 3.588(4) 155.8(1) —x +y—1/2 —-z+1/2
C12-H12e0e02 0.930(2) 2.634(2) 3.554(3) 169.9(1) —x +y—1/2 —-z+1/2
C17-H17e0002 0.930(3) 2.605(1) 3.534(3) 177.2(2) —x +y—1/2 —z+1/2
C10-H10AeeeO2  0981(2)  2597(1)  3.124(2)  113.8(1) —x+2 —y+2 —z
10 C12-H12Aeee06  0.980(2) 2.661(2) 3.414(3) 133.9(2) x—1 —y+1/2+1 z—-1/2
C17-H17e0006 0.951(2) 2.410(2) 3.183(3) 138.2(1) —x+2 +y+1/2 —-z+1/2
C20-H20e0eO5 0.951(2) 2.484(2) 3.246(3) 137.1(2) —x+2 +y+1/2 —-z+1/2
C18-H18eeeO1 0.930(3) 2.358(2) 2.846(4) 112.5(2) x y z
C5-H5e0006 0931(3)  2376(2)  3267(4)  1602(2) —x+1 —y —z+1
12 C20-H20eeeO1 0.929(3) 2.714(3) 3.431(4) 134.7(2) —x+1 -y —z+1
C12-H12AeeeO3  0.961(3) 2.680(2) 3.531(4) 147.9(2) —x+2 +y+1/2 z+1/2+2
C12-H12BeeeO5 0.959(3) 2.429(2) 3.372(4) 167.6(2) —x+2 +y+1/2 z+1/2+2
C6-HeeeeO1 0.930(3)  2417(2)  3.328(4)  166.0(2) —x —y+1 —z
13 C11-H11BeeeO4  0.960(3)  2.825(2)  3.475(4)  125.8(2) x—1 +y +z
C18-H18eee02 0929(2) 2.718(2)  3.332(3)  124.3(1) —x —y —z+1
C19-H19eee02 0.930(4) 2.846(2) 3.397(4) 119.1(2) —x -y —z+1
C13-H13eeeO11  0.929(3)  2496(3)  3.413(4) 1692(2)1 —x+1 —y+1 —z
C5-H5e00020 0.930(3) 2.581(3) 3.504(4) 17202)2 —x+1 -y+1 —z+1
14 C25-H25000020 0.931(3) 2.600(2) 3.499(4) 1626(2)2 —x+1 —-y+1 —z+1
C2-H2ee0e(022 0.930(3) 2.672(2) 3.485(4)  146.3(2) 4 —x -y+1 -z
C23-H23Ceee018  0.960(4) 2.550(2) 3.475(4) 1619(2)5 —x+1 +y +z

In the molecular structures of 7, 8, 9, 10, 12, 13, and 14, the least-squares plane calculation shows

that the dihedral angles between the two benzene rings are 80.7(1)

°,11.9(7)°

,61.6(5)°, 79.7(6)°, 38.7(1)°,

87.2(1)°, and 75.2(2)°, respectively. The dihedral angles between the C-phenyl-ring and —O-phenyl
ring and the central moiety for structures 7, 8,9, 10, 12, 13, and 14 are 3.2(1)° and 77.6(1)°, 37.8(1)° and
48.4(1)°,2.2(1)° and 63.3(1)°, 2.9(1)° and 81.0(1)°, 13.2(1)° and 25.8(2)°, 3.2(1)° and 88.2(1)°, and 6.4(1)°,
and 77.5(1)°, respectively. This clearly shows that in structures 7, 9, 10, 13, and 14, the -C-phenyl is
coplanar with the central moiety.

This result agrees with the dihedral angle of 8.2° between the two benzene rings in the structure
of 1,7-bis(4-ethyloxy-3-methoxy-phenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione [17]. In contrast, the dihedral angle
between the -O-phenyl ring and the central moiety varies from 63.3° to 88.2°. These features are shown
in previous reports with «,(3-unsaturated aromatic ester compounds [18-22], where aromatic, double
bond, and ester groups are in a planar configuration and the substituents bonded to ester groups show
some deviation. For structures 8 and 12 the dihedral angles show no significant difference.

2.3. Cytotoxicity and Antioxidant Activity

Cytotoxic activity of all synthesized compounds was first measured in healthy and cancerous
cell lines. None of the compounds injured healthy cells; however, only compounds 7, 8, 9, and 10
showed potential cytotoxic activity. Compounds 7, 8, and 10 (ortho, meta, and ortho substituents,
respectively) had ICs values similar to curcumin and displayed better anticancer activity against
K562, MCF-7, and SKLU-1 cells than compound 9 (Table 3). These results agree with a previous
study of the cytotoxicity of dehydrozingerone derivatives, which reported that compounds with
hydroxyl at the ortho position, and ketone and phenyl at the C-3 and C-4 positions, respectively, are
necessary for optimal cytotoxic activity [8]. The presence of a3 unsaturated systems, which has
previously been described as an enhancer of cytotoxic activity, may also account for the biological
effect of retro-curcuminoids. The ketone form in particular enhances toxicity [23], and the molecules we



Molecules 2017, 22, 33 7 of 14

synthesized have double ,(3 unsaturated systems. The cytotoxic specificity of these new derivatives
of curcumin and dehydrozingerone is related to precise differences in chemical structure, which could
form the basis of future studies of the anticancer properties of retro-curcuminoids.

Table 3. Cytotoxicity screening of retro-curcuminoids 7, 8, 9, and 10.

ICs5¢ (uM) on Cell Line

Retro-Curcuminoid K562 MCEF-7 SKLU-1
Curcumin 9.75 + 0.6 10.43 + 1.8 7.78 £ 0.64
7 10.74 + 0.5 1319+ 14 11.59 £ 1.2
8 12.8 +1.9 18.68 £ 2.5 12.85 +£ 0.9
9 28.15+25*% 63.46 +=10.8 * 63.81 £2.7*
10 8.60 + 0.44 12.01 £ 0.62 8.07 £ 0.55

Data are represented as mean =+ standard error of mean (SEM). * p < 0.01 compared to curcumin. K562: leukemia
adenocarcinoma cells, HCT-15: human colon cancer cells, MCF-7: human mammary adenocarcinoma cells, and
SKLU-1: human lung adenocarcinoma cells.

The effect on lipid peroxidation by compounds 7, 8, 9, and 10 was tested on rat brain, but
only retro-curcuminoid 7 showed a high degree of inhibition. The unique retro-curcuminoid with
antioxidant activity in vitro was compound 10, as shown in Table 4. In contrast with the reported high
antioxidant activity of curcumin and derivatives [1], the retro-curcuminoids described here had no
important prophylactic effect on the oxidative process, probably because of the structural occupation
of phenyl groups and the loss of free hydroxyls, chemical groups related to activity against free
radicals. Preliminary analysis of antioxidant activity in vitro by DPPH assay did not show antioxidant
properties of any of the retro-curcuminoids. These data suggest that changes in the chemical structure
of these compounds decrease antioxidant activity, but enhance their anticancer properties.

Table 4. Inhibition of lipid peroxidation of retro-curcuminoids 7, 8, 9, and 10 in rat brain.

Retro-Curcuminoid Concentration (ug/mlL) % Inhibition
" 50 433 +£1.06*

5 1.97 £0.77 %

8 50 177 £0.22*

5 0.27 +0.06 *

9 50 3.30+0.78 *

5 3.194+0.53*

10 50 96.18 & 6.53

5 14.81 +2.33

Data are represented as mean =+ standard error of mean (SEM). * p < 0.01 compared to x-tocopherol.

3. Experimental Section

3.1. General Information

All chemicals were reagent grade and were used as received. Solvents were purified by standard
methods [24].

3.2. Physical Measurements

Melting points were determined on an Electrothermal IA9100 digital melting point apparatus (Bibby
Scientific Limited, Staffordshire, UK) and are uncorrected. IR absorption spectra were recorded in the
4000-400 cm ! range as KBr pellets on a Perkin Elmer 283-B spectrophotometer (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA). 'H- and 3C-NMR spectra were recorded in CDCl3 on a Bruker 500 MHz (Billerica, MA,
USA) or a 600 MHz NMR Agilent technologies spectrometer equipped with a DD2 Oneprobe (Agilent
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Technology, Santa Clara, CA, USA), using tetramethylasilane (TMS) as internal reference. NMR spectra
were processed with MESTRENOVA version 10.0.2 and can be found in the Supplementary Materials.

3.3. Synthetic Procedures

Compounds 1 and 2 were prepared in high yield from acetylated ferulic or cinnamic acid with
thionyl chloride in CHCI3 containing a catalytic amount of dimethylformamide (DMF), and refluxed
for 4 h according to the synthetic route reported [25,26]. The precursors 3, 4, 5, and 6 were obtained
using a Claisen-Schmidt reaction with acetone and corresponding aldehyde in equimolar amounts,
and sodium hydroxide as a powdered base, in accordance with a published synthetic method [27].

Retro-Curcuminoids 7-14

A solution of the corresponding acid chloride (1 or 2) (1.0 eq in anhydrous THF) was added to a
solution of DHZ analog (3-5) or DHZ (6) (1.0 eq in anhydrous THF) at 0 °C containing triethylamine
(1.2 eq). The reaction mixture was stirred at 30 °C until the disappearance of the starting material was
observed by TLC. The reaction was quenched by the addition of aqueous NH,4Cl, and the mixture was
extracted with EtOAc (3 x 15 mL). The combined extracts were dried over anhydrous NaySOy4 and
filtered, and the solvent was removed in vacuo. The resulting precipitate was treated with adequate
solvents to give the corresponding crystalline product.

2-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl cinnamate (7). Obtained as light green needles From ethyl ether/n-hexane
(90%), m.p. 138.9 °C. TH-NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm) 7.93 (dd, ] = 16.1, 0.5 Hz, 1H), 7.72-7.58
(m, 4H), 7.49-7 .41 (m, 4H), 7.30 (dddd, ] =7.9,7.4, 1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.22 (ddd, | = 8.2, 1.3, 0.4 Hz, 1H), 6.72
(dd, J = 18.8,16.2 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 198.03, 165.02, 151.61, 149.65,
147.59, 136.58, 133.92, 131.31, 130.99, 129.04, 128.87, 128.45, 127.53, 127.34, 126.35, 123.19, 116.38, 27.62.
IR; 3060.72 cm ™!, 3030.22 cm !, 1728.16 cm 1, 1634.69 cm !, 1600.59 cm !, 1133.75 cm !, 984.56 cm ™.
m/z [293%].

3-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl cinnamate (8). Light yellow needless from CH,Cl, /n-hexane (90%), m.p.
100 °C. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.89 (d, ] = 16.0 Hz, 1H), 7.60 (dd, | = 16.0, 3.0 Hz,
2H), 7.53-7.35 (m, 7H), 7.22 (dt, ] = 6.9, 2.3 Hz, 1H), 6.72 (d, ] = 16.0 Hz, 1H), 6.64 (d, ] = 16.0 Hz, 1H),
2.38 (s, 3H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 198.10, 165.16, 151.25, 147.04, 142.25, 136.05, 134.02,
130.84, 130.59, 129.95, 129.06, 129.02, 128.34, 128.26, 127.92, 125.75, 123.66, 121.06, 116.90, 27.67. IR;
3052.19 cm 1, 2923.64 cm !, 1717.09 cm !, 1663.80 cm !, 1631.63 cm !, 1310.01 cm ™1, 1257.60 cm ™1,
1150.97 cm?, 977.46 cm 1. m/z [2937].

4-((E)-3-oxobut-1-en-1-y)phenyl cinnamate (9). Colorless needles from EtOAc/n-hexane (90%), m.p.
139.15 °C. '"H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.87 (dd, ] =16.0, 15.9 Hz, 2H), 7.63-7.47 (m, 4H),
7.48-7.37 (m, 3H), 7.29-7.20 (m, 2H), 6.66 (d, ] = 16.0 Hz, 1H), 6.53 (d, ] = 15.9 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H).
13C-NMR (CDClg). I3C-NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 198.17, 164.96, 162.43, 152.44, 148.60, 147.08,
142.29,133.98, 133.69, 132.03, 131.23, 130.84, 129.37, 129.03, 128.99, 128.54, 128.31, 127.13, 122.25, 116.84,
116.73, 27.56. IR; 3062.07 cm 1, 3027.85 cm !, 2926.10 cm !, 1726.81 cm 1, 1662.5 cm !, 1629.55 cm 1,
1214.85 cm ™1, 1140.63 cm ™1, 978.60 cm . m/z [293].

2~((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl) acrylate (10). Light green needles from ethyl
ether/n-hexane (90%), m.p. 160 °C. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm) 7.88 (d, ] = 16.0 Hz, 1H),
7.66 (dd, 2H), 7.49-7.41 (m, 1H), 7.33-7.17 (m, 4H), 7.10 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 6.74 (d, ] = 16.3 Hz, 1H), 6.64
(d,] =16 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 2.34 (s, 6H). 3C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) § (ppm) 198.02, 168.65,
164.89, 151.54, 149.58, 146.81, 142.04, 136.49, 132.80, 131.32, 128.82, 127.52, 127.30, 126.39, 123.41, 123.15,
121.69, 116.55, 111.53, 55.97, 27.69, 20.61. IR; 3072.19 cm~!, 3011.55 cm !, 2956.45 cm~!, 1759.78 cm ™1,
1733.54 cm ™1, 1604.83 cm ™1, 1258.74 cm ™1, 1201.97 em ™1, 1120.02 cm ™!, 984.99 cm 1. m/z [3817].

3-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl) acrylate (11). Colorless needles from
CH,Cl,/ethyl ether/n-hexane (90%), m.p. 101.6 °C. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 7.84
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(d, ] =16.0 Hz, 1H), 7.50 (d, ] = 16.3 Hz, 1H), 7.47-7.36 (m, 3H), 7.25-7.15 (m, 3H), 7.10 (d, ] = 8.1 Hz, 1H),
6.72 (d, ] = 16.3 Hz, 1H), 6.58 (d, ] = 15.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 2.34 (s, 3H). 13C-NMR
(126 MHz, CDCl3) & (ppm) 198.07, 168.67, 164.98, 151.50, 151.17, 146.24, 142.18, 141.89, 136.06, 132.93,
129.94, 127.91, 125.77, 123.60, 123.38, 121.50, 121.00, 117.07, 111.48, 55.92, 27.64, 20.60. IR; 3070.16 cm !,
2945.64 cm™!, 1762.35 cm™!, 1720.60 cm ™!, 1611.18 cm ™!, 1237.04 cm ™!, 1191.03 cm ™, 1150.22 cm !,
97591 ecm 1. m/z [3817].

4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl) acrylate (12). Colorless needles from
EtOAc/n-hexane (88%), m.p. 172 °C. 'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.84 (d, ] = 15.9 Hz, 1H),
7.60 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.52 (d, ] = 16.3 Hz, 1H), 7.26-7.15 (m, 4H), 7.10 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 6.70
(d, ] =16.2 Hz, 1H), 6.58 (d, ] = 15.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.34 (s, 3H). 13C-NMR (125 MHz,
CDCl3) § (ppm) 198.11, 168.64, 164.78, 152.34, 151.47, 146.29, 142.21, 141.89, 132.89, 132.08, 129.37, 127.16,
123.38,122.21, 121.50, 117.02, 111.46, 55.93, 27.58, 20.61. IR; 3066.07 cm~!,2982.16 cm ™!, 1757.33 cm ™!,
1725.80 cm™1, 1632.44 cm™?, 1585.39 cm™?, 1256.04 cm™!, 1203.46 cm™!, 1166.33 cm™!, 1119.10 cm ™!,
1012.64 cm ™1, 974.26 cm 1. m/z [381*].

2-Methoxy-4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl cinnamate (13). Obtained as yellow needles from EtOAc/n-
hexane (80%), m.p. 132 °C. ITH-NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.88 (d, ] = 16.0 Hz, 1H), 7.59 (dd,
] = 6.6,2.9 Hz, 2H), 7.49 (d, ] = 16.2 Hz, 1H), 7.42 (dd, | = 4.9, 1.9 Hz, 3H), 7.16 (d, ] = 3.7 Hz, 3H), 6.67
(dd, J = 16.1, 9.1 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 2.39 (s, 3H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3) § (ppm) 198.10, 164.59,
151.59, 146.95, 145.68, 143.71, 142.67, 141.69, 134.06, 133.29, 130.71, 128.92, 128.29, 127.23, 123.40, 121.49,
116.57, 111.30, 55.92, 27.46. IR; 3069.35 cm !, 3012.15 cm !, 2933.29 cm !, 1733.69 cm !, 1254.52 cm ™},
1122.37 em™~1,1030.06 cm 1, 971.39 ecm™~!. Calculated mass 322 (not observed).

2-Methoxy-4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl) acrylate (14). Colorless
needles from ethyl ether/n-hexane (80%), m.p. 181 °C. H-NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm)
7.84 (d,]=159Hz, 1H),7.50 (d,] = 16.3 Hz, 1H), 7.17 (d, ] = 7.3 Hz, 5H), 7.09 (d, | = 8.0 Hz, 1H), 6.68
(d,] =16.3 Hz, 1H), 6.61 (d, ] = 15.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 6H), 2.40 (s, 3H), 2.34 (s, 3H); 3C-NMR (CDCl3)
5 =20.63, 27.30, 27.60, 55.90, 111.35, 116.70, 121.50, 123.40, 133.4, 141.70, 142.76, 146.29, 151.56, 164.60,
168.6, 198.3. IR; 3079.23 cm !, 3010.78 cm !, 1758.89 cm !, 1722.39 cm ™!, 1196.83 cm !, 1152.87 cm !,
1120.88 cm ™1, 1027.43 cm 1 978.07 cm 1. m/z [411%].

3.4. Crystallography

The X-ray data for 14 was collected by using an Agilent-Gemini-Atlas area-detector diffractometer
with CuK« (1.54184 A) radiation at room temperature (293 K). The data reduction was carried out using
CrysAlisPro (v38.43), and the absorption corrections were applied using the CrysAlisPro analytical
method [28]. Crystallographic data, together with refinement details for compound 14, are deposited at
the Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC) (No. 1056387). The X-ray data for compounds 7,
8,9, 10, 12, and 13 were collected using a Bruker Smart APEX AXS CCD area detector with a graphite
monochromator and Mo Ka radiation (A = 0.71073 A) at room temperature in scan mode. Collected data
were reduced using SAINT [29] and empirical absorption corrections were performed using SADABS
software [29,30]. Crystallographic data together with refinement details are summarized in Table 1.

All reflections were defined based on F2. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based
on F2, and conventional R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F2. The threshold
expression of F2 > ¢ (F?) is used only for calculating R-factors (gt), etc., and is not relevant to the choice
of reflections for refinement. R-factors based on F? are statistically about twice as large as those based
on F, and R-factors based on all data will be even larger. The crystallographic formulas for Rint, Ry,
wR, and S were used for refinement of structures.

LI — ()]
YE

k= ZLEI IR

Rint =
int E|Fo|
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The hydrogen atoms attached to the carbon atoms were placed in their calculated positions and
included in the isotropic refinement using the riding model with C-H = 0.93 A (—=CH) or 0.96 A (—CH,)
A with Ugo (H) = 1.2 Ueq (C-H) and 1.5 Ueq (C-Hs).

Figure 1 shows the molecular structures and atom-labeling scheme for compounds 7, 8, 9, 10,
12, 13, and 14. All structures were drawn with 50% displacements using Mercury 3.7 software for
Windows [31]. The geometry of the molecules was calculated using PARST software [32].

Atomic coordinates and displacement parameters, and bond distances and bond angles for all
seven retro-curcuminoids are given as Supplementary Materials.

ZUR2 =

3.5. Cell Lines, Culture Medium, and Cytotoxicity Assay

All synthetized compounds and precursors DHZ and ferulic acid, were initially screened in vitro
at doses of 10 pg/mL and 50 ng/mL against human polymorphonuclear and cancer cell lines: K562
(human chronic myelogenous leukemia), MCF-7 (human mammary adenocarcinoma), and SKLU-1
(human lung adenocarcinoma). No cytotoxic activity was detected for DHZ and ferulic acid, although
some activity has been reported for these compounds with other cell lines. [12-16]. After selection
by preliminary screening, the ICsy values of compounds 7, 8, 9, and 10 were calculated in triplicate
following standard protocols. Clearly, the ester groups in the retro-curcuminoids play an important role
in the exertion of cytotoxic activity in vitro. Cell lines were supplied by U.S. National Cancer Institute
(NCI). The human tumor cytotoxicity was determined using the protein-binding dye sulforhodamine
B (SRB) in microculture assay to measure cell growth, as described in the protocols established by the
NCI [33]. The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum, 2 mM L-glutamine, 10,000 units/mL penicillin G sodium, 10,000 pug/mL streptomycin sulfate,
25 ug/mL amphotericin B (Invitrogen/Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and
1% non-essential amino acids (Gibco). They were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere
with 5% CO,. The viability of the cells used in the experiments exceeded 95% as determined with
trypan blue.

Cytotoxicity after treatment with the test compounds of the normal and tumor cells was
determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure
cell growth, as described in a previous study [34]. The cells were removed from the tissue culture flasks
by treatment with trypsin and diluted with fresh media. From these cell suspensions, 100 pL, containing
5000-10,000 cells per well, was pipetted into 96-well microtiter plates (Costar, Cambridge, MA, USA)
and the material was incubated at 37 °C for 24 h in a 5% CO, atmosphere. Subsequently, 100 uL of
a solution of the compound obtained by diluting the stocks was added to each well. The cultures
were exposed for 48 h to the compound at concentrations of 50 pg/mL and 10 pg/mL. After the
incubation period, cells were fixed to the plastic substratum by the addition of 50 uL of cold 50%
aqueous trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4 °C for 1 h, washed with tap H,O, and
air-dried. The trichloroacetic-acid-fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free SRB
solution was removed by washing with 1% aqueous acetic acid. The plates were air-dried, and the
bound dye was solubilized by the addition of 10 mM unbuffered Tris base (100 pL). The plates were
placed on a shaker for 10 min, and the absorption was determined at 515 nm using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) plate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

3.6. Inhibition of Lipid Peroxidation on Rat Brain

Animals. Adult male Wistar rats (200-250 g) were provided by the Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Procedures and care of animals were conducted
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in conformity with the Mexican Official Norm for Animal Care and Handling NOM-062-ZO0-1999.
They were maintained at 23 4 2 °C on a 12/12 h light-dark cycle with free access to food and water.

Rat Brain Homogenate Preparation. Animal sacrifice was carried out avoiding unnecessary
pain. Rats were sacrificed with CO,. The cerebral tissue (whole brain), was rapidly dissected and
homogenized in phosphate-buffered saline (PBS) solution (0.2 g of KCl, 0.2 g of KH,POy, 8 g of
NaCl, and 2.16 g of NaHPO,-7H,O/L, pH adjusted to 7.4) as described elsewhere [35,36] to produce
a 1/10 (w/v) homogenate. The homogenate was then centrifuged for 10 min at 800 rcf (relative
centrifugal field) to yield a pellet that was discarded. The supernatant protein content was measured
using Folin and Ciocalteu’s phenol reagent [37] and adjusted with PBS at 2.666 mg of protein/mL.

Induction of lipid peroxidation and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) quantification.
As an index of lipid peroxidation, TBARS levels were measured using rat brain homogenates according
to the method described by Ng and co-workers [38], with some modifications. Supernatant (375 uL)
was added with 50 uL of 20 uM EDTA and 50 pL of each sample concentration dissolved in DMSO
(50 puL of DMSO for control group) and incubated at 37 °C for 30 min. Lipid peroxidation was started
adding 50 puL of freshly prepared 100 uM FeSO; solution (final concentration 10 M), and incubated
at 37 °C for 1 h. The TBARS content was determined as described by Ohkawa and co-workers [39],
with some modifications. 500 pL. of TBA reagent (1% 2-thiobarbituric acid in 0.05 N NaOH and 30%
trichloroacetic acid, in 1:1 proportion) was added to each tube and the final suspension was cooled
on ice for 10 min, centrifuged at 13,400 rcf for 5 min and heated at 80 °C in a water bath for 30 min.
After cooling at room temperature, the absorbance of 200 uL of supernatant was measured at A = 540 nm
in a UltraMicroplate (Synergy /HT BIOTEK Instrument, Inc., Winooski, VT, USA). The concentration
of TBARS was calculated by interpolation on a standard curve of tetra-methoxypropane (TMP) as a
precursor of MDA [40]. Results were expressed as nmoles of TBARS per mg of protein. The inhibition
ratio (IR [%]) was calculated using the formula IR = (C — E) x 100/C, where C is the control absorbance
and E is the sample absorbance. Butylated hydroxytoluene (BHT) and «-tocopherol were used as
positive standards. All data were represented as mean =+ standard error (SEM). Data were analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test for comparison against control.
Values of p < 0.05 (*) and p < 0.01 (**) were considered statistically significant.

4. Conclusions

Seven new retro-curcuminoids were synthesized with a chemical modification strategy in good
yield, and NMR data confirmed the formation of the ester in ortho, meta, and para phenol positions.
The crystalline descriptions indicate that the compounds are formed by two aromatic rings (phenyl-C—;
phenyl-O-) connected by a moiety C(sp2)-C(sp2)-C(sp2)-C(sp2)-O(sp3)-C(sp2) chain of atoms, and
—C-phenyl is coplanar with the central moiety. Retro-curcuminoids with ortho substituents had the
highest cytotoxic activity. Only 2-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)
acrylate showed relevant antioxidant activity. Comparison of the cytotoxicity of retro-curcuminoids
with their synthetic precursors allows us to postulate that the ester function plays an important role
in biological activity in vitro. The results of this study suggest DHZ-based derivatives in the ortho
position as a new template for future anticancer and antioxidant studies of this family of compounds.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be accessed at: http:/ /www.mdpi.com/1420-3049/22/
1/33/sl.
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Abbreviations

The following abbreviations are used in this manuscript:

DHZ Dehydrozingerone

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
ICsp Inhibitory Concentration 50
Appendix A

CCDC 1451617, 1451555, 1451556, 1451621, 1451557, and 1452007 contain the supplementary crystallographic

data for C19H1403 (7), C19H1603 (8), C19H1603 (9), CooHo0Og (10), CooHpgOg (12), and CpgH1gO4 (13). These data
can be obtained free of charge via http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif or from the Cambridge
Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK; Fax: +44-1223-336-033; or E-Mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk.
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Table S1. Bond distances (A) and angles (deg) for 4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-
3-methoxyphenyl)acrylate. Compound 4.

01-C1
02-C13
03-C10
04-C7
06-C21
C2-C3
C4-C9
C5-Co
C7-C8
C11-C12
C13-C18
C15-C16
C16-C19
C19-C20
C21-C22
C1-02-C13
C11-04-C7
01-C1-C2
C3-C2-C1
C9-C4-C5
C5-C4-C3
03-C6-C5
C5-Co6-C7
C8-C7-04
C7-C8-C9
05-C11-04
04-C11-C12
C14-C13-02
C13-C14-C15
C15-C16-C17
C17-C16-C19
C13-C18-C17
C19-C20-C21
06-C21-C22

1.187(4)
1.405(3)
1.426(4)
1.405(3)
1.214(4)
1.323(4)
1.385(4)
1.377(4)
1.367(4)
1.482(4)
1.372(4)
1.371(4)
1.480(4)
1.310(4)
1.489(5)
123.7(2)
117.1(2)
126.9(3)
121.03)
118.6(3)
118.2(3)
125.5(3)
118.3(3)
118.4(3)
120.3(3)
122.0(3)
111.1(3)
113.6(3)
119.9(3)
117.93)
122.5(3)
118.8(3)
126.1(3)
120.7(3)

02-C1
03-C6
04-C11
05-C11
C1-C2
C3-C4
C4-C5
C6-C7
C8-C9
C13-C14
C14-C15
Cle-C17
C17-C18
C20-C21

C6-03-C10
01-C1-02
02-C1-C2
C2-C3-C4
C9-C4-C3
C6-C5-C4
03-C6—-C7
C8-C7-Cé6
C6-C7-04
C8-C9—C4

05-C11-C12
C14-C13-C18
C18-C13-02
Cl6-C15-C14
C15-C16-C19
C18-C17-C16
C20-C19-C16
06-C21-C20
C20-C21-C22

1.363(4)
1.370(3)
1.353(4)
1.195(4)
1.446(4)
1.463(4)
1.399(4)
1.387(4)
1.382(4)
1.368(4)
1.379(4)
1.390(4)
1.387(4)
1.476(4)

117.6(2)
123.3(3)
109.8(3)
128.03)
123.2(3)
121.5(3)
116.1(2)
121.1(3)
120.4(3)
120.1(3)
126.9(3)
120.7(3)
125.6(3)
121.3(3)
119.5(3)
121.4(3)
127.1(3)
118.6(3)
120.7(3)




Molecules 2017, 22, 33; doi:10.3390/molecules22010033 S87 of 594

Table S2. Bond distances (A) and angles (deg) for 2-((E)-3-oxobut-1-en—1-yl)phenyl(E)-3-(4-acetoxy-
3-methoxyphenyl)acrylate. Compound 6.

01-C1 1.370(2) 01-C13 1.412(2)
02-C1 1.200(2) 03-C6 1.359(2)
03-C10 1.427(2) 04-C11 1.361(3)
04-C7 1.400(2) 05-C11 1.194(2)
06-C21 1.219(3) C1-C2 1.458(3)
C2-C3 1.320(3) C3-C4 1.472(2)
C4-C9 1.394(3) C4-C5 1.400(3)
C5-Cé6 1.386(3) C6-C7 1.388(3)
C7-C8 1.371(3) C8-C9 1.383(3)
C11-C12 1.488(3) C13-C18 1.371(3)
C13-Cl14 1.392(3) Cl14-C15 1.412(3)
C14-C19 1.455(3) C15-C16 1.372(3)
C16-C17 1.387(3) C17-C18 1.389(3)
C19-C20 1.325(3) C20-C21 1.460(3)
C21-C22 1.473(3)
C1-01-C13 117.08(15) C6-03-C10 116.79(15)
C11-04-C7 116.86(15) 02-C1-01 122.41(18)
02-C1-C2 126.9(2) 01-C1-C2 110.67(18)
C3-C2-C1 120.54(19) C2-C3-C4 127.39(19)
C9-C4-C5 119.47(17) C9-C4-C3 122.02(18)
C5-C4-C3 118.51(17) C6-C5-C4 120.51(18)
03-C6-C5 125.87(18) 03-C6-C7 115.51(17)
C5-C6-C7 118.62(19) C8-C7-C6 121.54(18)
C8-C7-04 119.13(17) C6-C7-04 119.12(18)
C7-C8-C9 120.06(19) C8-C9-C4 119.74(19)
05-C11-04 122.75(19) 05-C11-C12 126.6(2)
04-C11-C12 110.63(18) C18-C13-Cl14 122.88(19)
C18-C13-01 117.89(18) C14-C13-01 119.15(19)
C13-C14-C15 116.9(2) C13-C14-C19 120.83(18)
C15-C14-C19 122.2(2) C16-C15-C14 120.8(2)
C15-C16-C17 120.4(2) C16-C17-C18 120.1(2)
C13-C18-C17 118.8(2) C20-C19-C14 126.8(2)
C19-C20-C21 122.5(2) 06-C21-C20 121.7(2)
06-C21-C22 119.6(3) C20-C21-C22 118.6(2)
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Table S3. Bond distances (A) and angles (deg) for 2-methoxy-4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl
cinnamate. Compound 7.

01-C2 1.227(3) 02-C7 1.361(3)
02-C11 1.424(4) 03-C12 1.348(3)
03-C8 1.402(3) 04-C12 1.185(3)
C1-C2 1.498(4) C2-C3 1.457(4)
C3-C4 1.319(4) C4-C5 1.484(4)
C5-C10 1.389(4) C5-Cé6 1.390(3)
C6-C7 1.388(3) C7-C8 1.381(4)
C8-C9 1.371(4) C9-C10 1.393(4)
C12-C13 1.474(3) C13-C14 1.310(3)
C14-C15 1.467(3) C15-C16 1.378(3)
C15-C20 1.385(3) C16-C17 1.383(4)
C17-C18 1.366(4) C18-C19 1.363(4)
C19-C20 1.375(4)
C7-02-Cl11 117.3(2) C12-03-C8 118.5(2)
01-C2-C3 122.2(3) 01-C2-C1 120.9(2)
C3-C2-C1 116.8(3) C4-C3-C2 120.7(3)
C3-C4-C5 127.9(3) C10-C5-C6 118.5(2)
C10-C5-C4 124.2(2) C6-C5-C4 117.3(2)
C7-C6-C5 121.2(2) 02-C7-C8 116.2(2)
02-C7-C6 124.6(2) C8-C7-C6 119.2(2)
C9-C8-C7 120.7(2) C9-C8-03 120.0(2)
C7-C8-03 119.1(2) C8-C9-C10 120.0(3)
C5-C10-C9 120.5(2) 04-C12-03 122.7(2)
04-C12-C13 127.6(2) 03-C12-C13 109.7(2)
C14-C13-C12 122.2(3) C13-C14-C15 127.1(2)
C16-C15-C20 117.8(2) C16-C15-C14 122.8(2)
C20-C15-C14 119.3(2) C15-C16-C17 120.8(2)
C18-C17-C16 120.3(3) C19-C18-C17 119.6(2)

C18-C19-C20 120.4(2) C19-C20-C15 121.0(2)
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Table S4. Bond distances (A) and angles (deg) for 4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl cinnamate. Compound 8.

01-C1 1.3587(19) 01-C10 1.3988(18)
02-C1 1.1963(19) C1-C2 1.460(2)
C2-C3 1.319(2) C3-C4 1.460(2)
C4-C5 1.386(2) C4-C9 1.387(2)
C5-Cé6 1.370(2) C6-C7 1.360(3)
C7-C8 1.377(3) C8-C9 1.371(2)
C10-C15 1.366(2) C10-C11 1.374(2)
C11-C12 1.378(3) C12-C13 1.388(3)
C13-Cl4 1.383(3) C13-C16A 1.446(6)
C13-C16 1.519(4) C14-C15 1.371(2)
C16-C17 1.326(4) C17-C18 1.456(4)
C18-03 1.209(4) C18-C19 1.455(7)
C16A-C17A 1.338(6) C17A-C18A 1.443(6)
C18A-O3A 1.245(7) C18A-C19A 1.428(8)
C1-01-C10 118.87(12) 02-C1-01 122.75(15)
02-C1-C2 126.98(15) 01-C1-C2 110.25(14)
C3-C2-C1 121.47(16) C2-C3-C4 127.83(16)
C5-C4-C9 117.78(16) C5-C4-C3 119.48(15)
C9-C4-C3 122.73(15) C6-C5-C4 121.23(18)
C7-C6-C5 120.34(18) C6-C7-C8 119.61(17)
C9-C8-C7 120.41(18) C8-C9-C4 120.64(17)
C15-C10-C11 121.17(15) C15-C10-01 117.20(14)
C11-C10-01 121.51(15) C10-C11-C12 118.72(18)
C11-C12-C13 121.46(16) C14-C13-C12 117.77(16)
C14-C13-C16A 137.7(3) C12-C13-C16A 104.5(3)
C14-C13-C16 111.4(2) C12-C13-C16 130.8(2)
C15-C14-C13 121.37(17) C10-C15-C14 119.49(15)
C17-C16-C13 123.3(4) C16-C17-C18 124.8(3)
03-C18-C19 119.3(4) 03-C18-C17 118.3(4)
C19-C18-C17 122.2(4) C17A-C16A-C13 117.7(6)
C16A-C17A-C18A 125.4(5) O3A-C18A-C19A 120.0(6)

O3A-C18A-C17A 118.4(6) C19A-C18A-C17A 121.5(6)
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Table S5. Bond distances (A) and angles (deg) for 3-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl cinnamate. Compound 9.

01-C1 1.360(2) 01-C10 1.415(2)
02-C1 1.195(2) 03-C18 1.209(3)
C1-C2 1.461(3) C2-C3 1.323(3)
C3-C4 1.465(3) C4-C9 1.385(3)
C4-C5 1.388(3) C5-C6 1.381(3)
C6-C7 1.368(3) C7-C8 1.377(3)
C8-C9 1.377(3) C10-C15 1.368(3)
C10-C11 1.377(3) C11-C12 1.399(3)
C12-C13 1.386(3) C12-C16 1.466(3)
C13-Cl4 1.378(3) C14-C15 1.380(3)
C16-C17 1.310(3) C17-C18 1.475(3)
C18-C19 1.486(3)
C1-01-C10 118.89(15) 02-C1-01 123.75(18)
02-C1-C2 125.65(19) 01-C1-C2 110.60(17)
C3-C2-C1 119.79(19) C2-C3-C4 127.37(19)
C9-C4-C5 118.36(19) C9-C4-C3 121.85(18)
C5-C4-C3 119.78(18) C6-C5-C4 120.7(2)
C7-C6-C5 120.0(2) C6-C7-C8 120.1(2)
C9-C8-C7 120.0(2) C8-C9-C4 120.8(2)
C15-C10-C11 122.46(18) C15-C10-O1 122.05(17)
C11-C10-O1 115.45(17) C10-C11-C12 119.37(18)
C13-C12-C11 118.19(18) C13-C12-C16 119.58(18)
C11-C12-C16 122.21(18) C14-C13-C12 121.08(19)
C13-C14-C15 120.7(2) C10-C15-C14 118.15(19)
C17-C16-C12 126.32(19) C16-C17-C18 126.1(2)
03-C18-C17 118.3(2) 03-C18-C19 121.2(2)

C17-C18-C19 119.9(2)
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Table S6. Bond distances (A) and angles (deg) for 2-((E)-3 -oxobut-1-en-1-yl)phenyl cinnamate. Compound 10.

01-C1
02-C1
C2-C3
C4-C9
C5-Co6
C7-C8
C10-C15
C11-C12
C11-C16
C13-C14
Cl6-C17
C18-03
Cl6A-C17A
C18A-0O3A
C1-01-C10
02-C1-C2
Cc3—C2-C1
C9-C4-C5
C5-C4-C3
C7-C6-C5
C9-C8-C7
C15-C10-C11
C11-C10-01
C10-C11-C16A
C10-C11-C16
C16A-C11-C16
C14-C13-C12
C10-C15-C14
C16-C17-C18
03-C18-C19
C17A-Cl16A-C11
O3A-C18A-C17A
C17A-C18A-C19A

1.352(6)
1.188(5)
1.252(5)
1.372(5)
1.381(5)
1.372(6)
1.361(5)
1.385(6)
1.535(15)
1.356(5)
1.32(2)
1.209(11)
1.27(3)
1.196(12)
117.3(4)
126.9(6)
122.8(5)
118.3(5)
123.0(5)
119.7(5)
119.8(5)
123.8(5)
119.4(5)
138.5(8)
112.0(7)
27.6(6)
120.0(6)
118.4(5)
126.1(13)
122.7(13)
121.8(16)
122.6(13)
115.1(12)

01-C10
C1-C2
C3-C4
C4-C5
C6-C7
c8-C9
C10-C11
C11-Cl16A
C12-C13
C14-C15
C17-C18
C18-C19
C17A-C18A
C18A-C19A
02-C1-01
0O1-C1-C2
C2-C3-C4
C9-C4-C3
C6-C5-C4
C8-C7-Cé6
C8-C9-C4
C15-C10-01
C10-C11-C12

C12-C11-C16A

C12-C11-C16
C13-C12-C11
C13-C14-C15
C17-C16-C11
03-C18-C17
C17-C18-C19

Cl6A-C17A-C18A
O3A-C18A-C19A

1.394(4)
1.528(6)
1.481(6)
1.384(6)
1.372(6)
1.363(6)
1.386(6)
1.467(19)
1.380(6)
1.378(5)
1.495(12)
1.510(13)
1.496(13)
1.517(13)
124.8(6)
108.2(5)
127.1(5)
118.6(5)
120.6(5)
120.1(5)
121.6(5)
116.7(5)
115.5(5)
105.8(8)
132.2(8)
121.8(5)
120.4(5)
121.6(12)
117.7(11)
119.5(11)
118.1(16)
122.2(15)
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Table S7. Atomic coordinates and displacement parameters (A?) for 4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-
3-(4-acetoxy-3-methoxy phenyl)acrylate. Compound 4.

X y z U11 U22 U33 U23 U13 U12

O1  0.60250(10)  0.0651(4) 0.7022(2) 0.0479(15) 0.153(3) 0.0590(18)  -0.0314(17)  -0.0074(13)  0.0223(15)
o2 0.54118(9) 0.1386(3)  0.84428(18) 0.0337(13) 0.0884(19) 0.0492(14) -0.0062(12) -0.0045(11)  0.0003(11)
O3 0.90397(9)  -0.0559(3) 1.0289(2) 0.0420(14)  0.0757(19)  0.0542(15) -0.0079(12) -0.0037(11)  0.0159(11)
O4 0.89138(9) 0.0710(3)  1.25598(18)  0.0456(13) 0.0682(17)  0.0440(13)  0.0090(11)  -0.0112(10) -0.0084(11)
O5 0.93925(10)  0.2830(3) 1.1666(2) 0.0607(16) 0.076(2) 0.0738(18)  0.0109(15)  -0.0091(13) -0.0173(13)

) )

)

)

)

O6  0.22473(10)  0.1608(4) 0.3101(2) 0.0649(16) 0.102(2) 0.0498(16)  -0.0077(14) -0.0082(12 0.0068(14)
Cl  0.59558(14)  0.1080(4) 0.8044(3) 0.036(2) 0.066(3) 0.052(2) -0.0026(18)  -0.0053(17 0.0054(16)
C2  0.64131(13)  0.1338(4) 0.9045(3) 0.041(2) 0.058(2) 0.0424(19)  0.0001(16)  -0.0008(15)  -0.0013(16)
C3  0.69624(13)  0.0790(4) 0.8962(3) 0.0388(19) 0.051(2) 0.0446(19)  0.0009(15)  —-0.0004(15) -0.0041(15)
C4  0.74681(12)  0.0876(4) 0.9899(3) 0.0381(18) 0.041(2) 0.0406(19)  0.0065(15) 0.0006(14)  —-0.0014(14)
C5 0.80078(12)  0.0156(4) 0.9622(3) 0.0432(19) 0.044(2) 0.0393(18)  0.0007(15)  —0.0015(15) -0.0009(15)
C6  0.84973(13)  0.0136(4) 1.0472(3) 0.0377(19) 0.048(2) 0.044(2 0.0000(15)  -0.0022(15)  0.0011(15)
C7  0.84424(13)  0.0832(4) 1.1630(3) 0.0383(19) 0.045(2) 0.044(2 0.0065(15)  —0.0104(15)  -0.0044(15)
C8  0.79223(13)  0.1570(4) 1.1913(3) 0.047(2) 0.050(2) 0.0402(18)  -0.0036(15)  -0.0002(16)  -0.0046(16)
C9  0.74338(13)  0.1598(4) 1.1054(3 0.0377(18) 0.047(2) 0.050(2 -0.0016(16)  0.0032(15)  -0.0018(15)

(

(

(

C10 0.91421(14) -0.1036(5) 0.9062(3 0.052(2) 0.082(3 0.064(3 0.007(2) 0.0133(18) 0.0093(19)

18)
2

Cl1 093775(14) 0.1805(5)  1.2486(3 (

Cl2  098328(14) 0.1552(5)  1.3538(3 @

C13 048748(13) 0.1179(4)  0.7701(3 0.045(2)  -0.0011(16) -0.0095(15)  0.0000(15)
(

)
)
8
)
) )
0.044(2)  0.053(3) )
) )
) )
Cl4 0.44018(13)  0.0811(4)  0.8353(3 0.041(2)  0.078(3)  0.0442)  0.0011(17)  0.0028(16)  0.0015(17)
) )
) )
) )
) )
)
)
)
)

0.055(2 -0.0092(19) -0.0040(17)  0.0018

0.059(2) 0.087(3 0.062(2 -0.017(2) -0.0236(19) 0.009

0.0314(18)  0.057(2

)
)
)
)
)
)
C15 0.38385(14) 0.0719()  0.77543)  0.041(2)  0.078(3 0.052(2)  0.0018(18)  0.0060(17)  —-0.0024(17)
Cl6 037415(13) 0.0955(4)  0.6506(3)  0.0352(18)  0.047(2 0.053(2)  -0.0024(16) —0.0029(16)  0.0004(14)
C17 042307(14) 0.1266(5)  0.5855(3)  0.048(2)  0.087(3 0.042(2)  0.0055(18) -0.0021(17) -0.0009(18)
CI8 047984(14) 0.1398(5)  0.6448(3)  0.036(2)  0.099(3 0.052(2
C19 031273(13) 0.09154)  05908(3)  0.042(2)  0.0542)  0.055@2
C20 029584(14) 0.1175(4)  047413)  0.0452)  0.065(3)  0.052(2
C21  023411(13)  0.1164(4)  041703)  0.044(22)  0.056(2)  0.048(2
C22  0.18461(14) 0.0576(5)  04879(3)  0.046(2)  0.067(3)  0.074(3

0011(2)  -0.0007(17)  —0.0079(18)
-0.0037(17)  0.0010(16)  -0.0029(16)
-0.0024(17)  0.0021(17)  0.0035(16)
-0.0095(17) -0.0057(17)  0.0085(16)
-0.0063(19) —0.0012(19)  0.0053(17)

Table S8. Atomic coordinates and displacement parameters (A?) for 2-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl(E)-
3-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)acrylate Compound 6.

x y z U11 U22 U33 U23 U13 U12
O1  0.8087(2)  1.14704(8)  0.215648)  0.0337(8)  0.0428(9)  0.0381(9) -0.0123(7)  —0.0022(7)  -0.0081(6)
02  1.01792)  1.10146(8)  0.1243809)  0.0414(9) 0.0458(10) 0.0548(11) -0.0166(8)  0.00998)  -0.0136(7)
03 04285(2)  0.76878(8)  -0.04855(8)  0.0396(8)  0.0480(9)  0.0365(9)  -0.0138(8)  0.0064(7) )
04 0.0599(2) 0.75979(8)  0.02750(8)  0.0302(7)  0.0364(9)  0.0405(9)  0.0019(7)  -0.0048(7)  —0.0099(6)

)

2

05  027113)  0.66795(9)  0.07869(10 0.0440(10) 0.0697(13)  0.0152(9)  -0.0306(10)  -0.0112(8
06  1.1927(3)  0.95602(12)  0.36514(13
Cl  08521(3) 1.09764(12)  0.15923(12
C2  06731(3) 1.04253(11)  0.14947(11
C3  05117(3) 0.93235(11)  0.07856(11

)

) 0.0686(14)  0.122(2)  0.0332(13) -0.0379(14) -0.0169(12)
)

)

)

C4  05117(3) 093235(11)  0.07856(11)  0.0269(10

)

)

)

)

)

0.0332(12) 0.0317(13) -0.0009(10) -0.0054(10)  -0.0011(9)
0.0346(12) 0.0311(13)  0.0019(10)  -0.0017(9) )
0.0306(11)  0.0334(13)  0.0054(10)  -0.0029(9) )
0.0282(11)  0.0277(12)  0.0045(9)  -0.0048(9) ®)
C5  05553(3) 0.87992(11)  0.02240(11 0.0350(12) 0.0280(12)  0.0027(10)  -0.0008(9)  —-0.0030(8)
C6  04067(3) 0.82178(11)  0.00555(11 ) ©)
C7  02159(3) 0.81603(11)  0.04618(11 ) ®)
C8  0.1687(3) 0.86785(12)  0.10033(12 )
C9  03152(3) 0.92658(11)  0.11677(12
C10  06137(3) 077711(13) -0.09509(12)  0.0341
Cl1  0.1124(3) 0.68530(13)  0.04338(12)
Cl2  -0.0514(4) 0.63159(13)  0.01024(14)
CI3  09700(3) 1.20315(12)  0.23232(11)
Cl4  1.15003) 1.18261(13)  0.27571(12)
C15  1.3007(3) 1.24172(14)  0.29390(12)
Cl6  12691(4) 1.31562(13) 0.26917(12)  0.0456(13
)
)
)
)
)

)
)
)
)
)
)
)
) 0.0334(12) 0.0242(12) -0.0009(10)  —0.0026(9
) 0.0328(12) 0.0304(12)  0.0025(10)  —0.0056(9
) 0.0421(13) 0.0374(13) -0.0006(11)  0.0038(9)  —0.0013(9
) 0.0359(12) 0.0354(13) -0.0041(10)  0.0005(9)  —-0.0002(9)
11)  0.0506(14) 0.0364(13) -0.0112(11)  0.0022(10)  -0.0011(10)
) 0.0418(14) 0.0331(13)  0.0068(11) -0.0036(11) —0.0104(11)
) 0.0463(15) 0.0495(16)  0.0039(12) -0.0105(13) —0.0222(12)
) 0.0387(13) 0.0310(13 (10)  0.0023(9)  -0.0074(9)
) 0.0456(14)  0.0285(12) (11)  0.0008(10)  -0.0069(10)
) 0.0546(15)  0.0292(13) (12)  -0.0021(10)  -0.0068(11)
) 0.0457(15)  0.0390(14) (12)  0.0025(11)  -0.0108(11)
C17  1.0865(3) 1.33378(13)  0.22653(13 ) 0.0384(13)  0.0450(15) (11)  0.0068(12)  -0.0041(11)
) 0.0435(14) 0.0401(14) -0.0096(12) )
) (14) (12) )
) (15) (12) )
) (18) (14)
( (

C18 0.9357(3) 1.27684(12)  0.20760(13 0.0008(10)  -0.0011(10

C19  1.1749(3)  1.10422(13)  0.30289(12 0.0423(12)  0.0520(15)  0.0352(14) -0.0034(12) -0.0046(11) -0.0101(11
C20 1.3557(4) 1.07276(14)  0.33088(13 0.0405(12)  0.0527(15)  0.0467(15) -0.0085(12) —0.0050(11) -0.0014(11
C21  1.3586(4) 0.99539(15)  0.36229(15 0.0619(16)  0.0517(16)  0.0623(18) —0.0091(14) -0.0154(14) 0.0012(14)
C22  1.5648(5)  0.96676(18) 0.3955(2) 0.083(2) 0.070(2) 0.130(3) -0.007(2) -0.036(2) 0.0279(17)
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Table S9. Atomic coordinates and displacement parameters (A2) for 2-methoxy-4-((E)-3-oxobut-1-en-

1-yl)phenyl cinnamate. Compound 7.

X y z U11 U22 U33 U23 U13 U12
Ol  02323(3)  05569(2) -0.17913(18)  0.0728(13)  0.1141(16) 0.0735(13) -0.0331(11) -0.0242(10)  0.0197(12)
02 -00736(3) 020352)  050660(15)  0.0700(12)  0.1016(14) 0.0464(10) -0.0216(9)  -0.0124(8)  0.0164(10)
03 0.1935(3) 0.05867(18)  0.55160(15)  0.0945(14)  0.0678(11) 0.0549(10)  -0.0132(8)  -0.0341(10)  0.0060(9)
04  03093(3)  02342(2)  058885(18)  0.1180(18)  0.0912(15) 0.0639(12) —0.0161(10) -0.0306(12) —-0.0233(13)
Cl  04913(4)  04753(3)  -0.2915(3) 0.087(2) 0.095(2)  0.0656(17) —0.0306(15) -0.0171(15)  0.0176(17)
C2  03551(4)  048323)  -0.1741(2)  0.0703(18)  0.0622(15) 0.0617(15) -0.0192(12) -0.0245(13) —0.0006(13)
C3  03750(4)  0.3988(3)  -0.0553(2)  0.0716(18)  0.0733(17) 0.0649(16) -0.0244(13) -0.0200(14)  0.0115(13)
C4  02467(4)  0.3818(3) 0.0526(2) 0.0630(16)  0.0687(15)  0.0630(15) -0.0270(12) -0.0188(12)  0.0023(12)
C5  0.2440(4)  0.2996(3) 0.1813(2) 0.0699(17)  0.0596(14) 0.0511(13) -0.0182(11) -0.0162(12)  0.0070(12)
C6  0.0893(4)  0.2927(3) 0.2810(2) 0.0676(16)  0.0638(14)  0.0516(14) -0.0202(11) -0.0178(12)  0.0143(12)
C7  0.07413)  0.2166(3) 0.4044(2) 0.0640(15)  0.0629(14)  0.0457(13) -0.0186(11) -0.0131(11)  0.0060(12)
C8  02153(4)  0.1461(3) 0.4282(2) 0.0709(17)  0.0592(14) 0.0484(13) -0.0154(11) -0.0220(12)  0.0060(12)
Co  03696(4)  0.1521(3) 0.3316(2) 0.0705(17)  0.0731(16) 0.0688(17) -0.0258(13) -0.0242(14)  0.0170(13)
C10  03849(4)  0.2293(3) 02079(2)  00.0670(17) 0.0755(17) 0.0571(15) -0.0255(13) -0.0083(12)  0.0086(13)
Cll  -02245(4)  0.2692(4) 0.4842(3) 0.076(2) 0.1403)  0.0686(18) -0.0384(19) -0.0179(15)  0.036(2)
Cl2  02436(3)  0.1150(3) 0.6251(2) 0.0535(15)  0.0755(17)  0.0576(15) —-0.0227(13) -0.0173(12)  0.0092(13)
CI3  02046(3)  0.0069(3) 0.7512(2) 0.0600(16)  0.0700(16)  0.0577(15) -0.0191(12) -0.0215(12)  0.0104(12)
Cl4  02474(3)  0.0320(3) 0.8396(2) 0.0566(15)  0.0699(16)  0.0588(15) -0.0196(12) -0.0183(12)  0.0069(12)
Cl15  02126(3)  -0.0657(3) 0.9686(2) 0.0475(13)  0.0631(14) 0.0552(14) -0.0198(11) -0.0150(10)  0.0114(11)
Cl6  0.1307(4)  -0.2030(3) 1.0122(2) 0.0760(18)  0.0673(16)  0.0644(16) —0.0274(13) -0.0273(13)  0.0091(13)
C17  0.0947(4)  -0.2897(3) 1.1360(3) 0.086(2)  0.0576(15) 0.0698(17) -0.0142(13) -0.0263(15)  0.0081(13)
CI8  0.1407(4)  -0.2406(3) 1.2169(2) 0.0781(19)  0.0759(18)  0.0568(15) —0.0179(13) -0.0265(13)  0.0190(14)
C19  02228(4)  -0.1056(3) 1.1750(3) 0.084(2) 0.086(2)  0.0639(17) -0.0300(15) -0.0348(15)  0.0114(15)
C20  02588(4)  -0.0186(3) 1.0522(2) 0.0680(17)  0.0693(16) 0.0659(16) —-0.0244(13) -0.0253(13)  0.0021(13)

Table S10. Atomic coordinates and displacement parameters (A?) for 4-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl

cinnamate. Compound 8.

x y z U11 U22 U33 U23 U13 U12
Ol  005200(6) 0.8672(3)  0.09397(5)  0.0483(6)  0.0916(9)  0.0582(7)  0.0147(6)  0.0230(5)  0.0029(6)
02  0.12666(7) 05815(4)  0.18862(7)  0.0635(8) 0.1317(12)  0.0810(8)  0.0430(9)  0.0344(7)  0.0164(7)
Cl  0120229) 07433(4)  0.13961(9)  0.05299)  0.0744(11)  0.0535(©9)  0.0016(8)  0.0212(8)  —0.0012(8)
C2  018077(9)  0.8307(4)  0.11857(8)  0.0534(9) 0.0679(11)  0.0580(9)  0.0038(8)  0.0231(8)  —0.0024(8)
C3  025127(9)  07194(4)  0.15217(9) 0.0552(10) 0.0682(10)  0.0578(9)  0.0020(8)  0.0216(8)  —0.0018(8)
C4  03170409) 07787(4)  0.13661(8)  0.0515(9)  0.0569(9)  0.0592(9)  0.0075(8)  0.0214(8)  —0.0047(7)
C5  0.38830(9) 0.6579(5)  0.18087(9)  0.0556(10) 0.0825(12) 0.0689(11)  0.0020(9)  0.0228(8)  0.0020(9)
C6  045123(10) 0.7052(5) 0.16764(11)  0.0520(10)  0.0909(14)  0.0900(13)  0.0074(11)  0.0256(10)  0.0018(9)
C7  0.44483(11) 0.8719(5 0.11012(11) 0.0633(12) 0.0863(14) 0.1055(15) 0.0110(12) 0.0484(11)  —0.0095(10)
C8  0.37465(12) 0.9943(5)  0.06524(11) 0.0814(13) 0.0872(14) 0.0880(13) 0.0055(11) 0.0472(11) —0.0064(11)
C9  031144(10) 0.9488(4)  0.07823(9)  0.0562(9) 0.0688(11) 0.0726(11  0.0032(9)  0.0257(8)  —0.0007(8)
CI0  001369(9)  0.8028(4)  0.10433(8)  0.05109) 0.0654(10)  0.0527(9)  0.0095(8)  0.0260(7)  0.0077(7)
CI1  0.02211(10)  0.9222(4)  0.1611009)  0.0701(11) 0.0770(12) 0.0579(10)  0.0024(9)  0.0264(8)  0.0076(9)
Cl2  0.09008(12) 0.8665(5) 0.16624(10) 0.0882(13) 0.0876(13) 0.0670(11) 0.0154(10)  0.0492(11)  0.0317(11)
C13  0.14920(10) 0.6911(5)  0.11594(10) 0.0605(11) 0.0764(12) 0.0804(12) 0.0245(10) 0.0401(10)  0.0213(9)
Cl4  0.13847(10) 05790(5)  0.05933(9)  0.0520(9) 0.0800(12) 0.0754(11)  0.00359)  0.0276(8)  0.0025(3)
C15 00713009  0.6337(4)  0.05342(8)  0.0540(9) 0.0762(11)  0.0551(9)  0.0004(8)  0.0248(8)  0.0057(8)
Cl6  02277(2)  05980(11)  0.1108(2)  0.057(2)  0.074@2)  0.064(2)  0.0050(19)  0.028(2)  0.0077(18)
C17  025181(17) 0.6739(8) 0.15888(16) 0.0595(16)  0.094(2)  0.0694(18) 0.0042(15) 0.0322(14)  0.0081(14)
C18  032752) 05985(12)  0.1546(2)  0.0650(18)  0.102(3)  0076(3)  0011(2)  0.043(2)  0.0050(17)
C19  03852(4)  04283)  0.0955(4)  00793)  0.125(4)  0.127(5)  0.030(4)  0.063(3)  -0.021(3)
03 0.3440(2)  0.6979(11) 0.20009(18) 0.0830(19)  0.162(4)  0.102(2)  0.0204(19) 0.0562(15)  —0.002(2)

CI6A  02078(3)  0.6756(19)  0.14153)  0.059(3)  0.084(4)  0.0593)  0010@3)  0.031(3) 0.013(2)
C17  027353)  05249(14  0.1018(3)  0.0653)  0.092(3)  0077(3)  0.006(2)  0.036(2) 0.006(2)

CI8A  033823)  04873(19  0.1185(3)  0.064(3)  0.105(4)  0.088(4)  0.008(3)  0.040(3) 0.002(3)

CI9A  03335(5)  0572(3)  0.1854(4)  0.087(4)  0.115(6)  0.089(4)  0.008(4)  0.048(3) 0.026(4)

O3A  03981(5)  0366(4)  00741(5)  0.098(4)  0.171(7)  0.115(5)  00204)  0.047(3) 0.039(4)
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Table S11. Atomic coordinates and displacement parameters (A2) for 3-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl

cinnamate. Compound 9.

X z U11 U22 U33 U23 U13 U12
O1  0240204) 02592(2) 0.12000(18)  0.0432(8)  0.0481(8) 0.0817(10) -0.0014(7)  0.0044(7)  -0.0022(6)
02  020497(5) 05635(3)  02063(2)  0.0684(11) 0.0481(10) 0.1150(14) -0.0111(9)  0.0264(9)  —0.0057(7)
03 044225(5) -0.0922(3)  0.3741(3)  0.0667(11) 0.0723(12) 0.1323(16)  0.0165(11)  -0.0035(10)  0.0103(9)
Cl  020817(6) 0.3590(4)  0.1845(3)  0.0454(12) 0.0499(13) 0.0638(13) -0.0015(10) -0.0012(9)  0.0012(10)
C2  0.17908(6) 0.1821(3)  0.2234(2)  0.0471(12) 0.0452(11) 0.0658(13)  0.0008(10)  —0.0036(10)  -0.0007(9)
C3  0.14329(6) 0.2458(3)  0.2648(2)  0.0531(13) 0.0460(12) 0.0604(13)  0.0005(9)  0.0023(10)  -0.0001(9)
C4  011156(6) 0.0952(3)  0.3183(2)  0.0509(12) 0.0467(11) 0.0489(11) -0.0031(9)  0.0004(9)  -0.0010(9)
C5  0.07164(6) 0.1659(4)  0.2934(3)  0.0534(13) 0.0578(13) 0.0704(14) -0.0033(11)  0.0075(10)  0.0045(10)
C6  0.04126(7) 0.0268(4)  0.3432(3)  0.0519(14) 0.0806(18) 0.0847(17) -0.0098(14)  0.0144(12)  -0.0016(12)
C7  005044(8) -0.1810(5)  0.42103)  0.0707(17) 0.0783(18) 0.0712(15) -0.0070(13)  0.0209(12)  -0.0206(14)
C8  008988(7) -02536(4) 0.4473(3)  0.0794(17) 0.0617(14) 0.0587(14) 0.0065(11)  0.0043(12)  -0.0125(12)
C9  012017(7) -0.1168(4)  0.3958(3)  0.0569(13) 0.0556(13) 0.0590(13)  0.0012(10)  —0.0023(10) -0.0017(10)
C10 027320(6) 04008(3)  0.0875(2)  0.0465(12) 0.0477(12) 0.0532(12) -0.0027(9)  0.0042(9)  -0.0025(9)
Cl1 031041(6) 0.3225(3)  0.1538(2)  0.0484(11) 0.0433(11) 0.0510(11)  0.0014(9)  0.0067(9)  0.0037(9)
Cl2  034479(6) 04513(3)  0.1275(2)  0.0491(12) 0.0492(12) 0.0464(11) -0.0026(9)  0.0087(9)  0.0007(9)
CI3 0.33992(6) 0.6535(4)  0.0335(2)  0.0565(13) 0.0557(13) 0.0569(12)  0.0005(10)  0.0122(10)  -0.0057(10)
Cl4 030235(7) 0.7247(4)  -0.0343(3) 0.0687(15) 0.0576(13) 0.0587(13)  0.0127(10)  0.0081(11)  0.0028(11)
C15 026843(6) 0.5982(4) -0.0077(2) 0.0541(13) 0.0593(14) 0.0567(13)  0.0076(10)  —0.0019(10)  0.0058(10)
Cl6 038518(6) 0.3818(4)  0.1988(2)  0.0452(11) 0.0589(13) 0.0574(12) -0.0006(10)  0.0093(9)  —-0.0042(10)
C17 039593(6) 0.1753(4)  02561(3)  0.0479(12) 0.0607(14) 0.0629(13)  0.0006(11)  0.0054(10)  -0.0038(10)
CI8 043642(6) 0.1074(4)  03308(3)  0.0481(13) 0.0693(16) 0.0638(13)  0.0021(11)  0.0055(10)  0.0062(11)
C19 046898(7) 0.2843(5)  0.3540(3)  0.0524(14) 0.0879(18) 0.0980(19)  0.0023(15)  —0.0030(12) -0.00

Table S12. Atomic coordinates and displacement parameters (A?) for 2-((E)-3-oxobut-1-en-1-yl)phenyl

cinnamate. Compound 10.

x y z U11 U22 U33 U23 U13 U12
O1  0.0677(6)  0.6038(2) 0.08252(19) 0.078(3) 0.084(3) 0.057(2) -0.002(2) 0.0002) -0.020(2)
02  03081(6)  0.6869(2) 0.15277(19) 0.093(3) 0.0953) 0.059(2) -0.018(2) 0.001(2) -0.018(2)
Cl  01339(11) 0.6447(4)  0.1456(3) 0.090(5) 0.060(4) 0.064(4) 0.014(4)  0.014(4)  0.013(4)
C2  -00532(10) 0.6271(3)  02042(3)  0.093(5) 0.080(4) 0.064(4) 0.001(3) -0.017(4) -0.013(4)
C3  -0.042009) 0.6584(3)  0.2682(3) 0.082(4) 0.060(4) 0.070(4) -0.003(3) -0.029(4) 0.005(3)
C4  -02119(9) 0.6451(3)  03291(3) 0.060(4) 0.063(4) 0.0534) 0.0143) 00113)  0.001(3)
C5  -04105(10) 0.5931(3)  0.3222(3)  0.074(4) 0.078(4) 0.060(4) 0.002(3)  0.0033)  0.000(3)
C6  -05619(9) 0.5824(3)  03811(3)  0.074(4) 0.085(4) 0.074(4) 0013(4)  0.003(4) -0.011(4)
C7  -05167(9) 0.6247(3)  0.4466(3) 0.071(5) 0.090(5) 0.078(4) 0.013(4)  0.028(4)  0.003(4)
C8  -0.3214(10) 0.6772(3)  04536(3)  0.101(5) 0.095(5) 0.062(4) -0.0053) 0.019(4) -0.003(4)
C9  -0.1723(9) 0.68693)  0.3952(3)  0.075(4) 0.081(4) 0072(4) -0.003(4) 0.007(4) -0.014(3)
Cl10  02159(9)  0.61193)  0.0217(2) 0.065(4) 0.071(4) 0.034(3) -0.003(3) -0.001(3) -0.018(3)
Cll1  04146(10) 05594(3)  0.0173(3) 0.067(4) 0.058(4) 0.062(4) -0.008(3) -0.014(3) -0.001(3)
Cl2  05458(9)  05686(3) -0.0466(3) 0.064(4) 0.079(4) 0.099(5) -0.030(4) -0.011(4) 0.017(4)
C13  04796(10)  0.6256(4) -0.10243) 0.081(5) 0.086(5) 0.066(4) -0.010(4) 0.011(4) —0.009(4)
Cl4  02826(10)  0.6751(3) -0.0952(3) 0.092(5) 0.067(4) 0.056(3) 0.009(3) -0.013(4) -0.013(4)
C15  0.1474(8)  0.6690(3) -0.0323(3) 0.056(4) 0.066(4) 0.056(3) 0.004(3)  0.002(3) -0.003(3)
Cl6  04353)  04959(10)  0.0832(7) 0.065(6) 0.060(6) 0.052(7) -0.011(5) -0.004(5) 0.005(6)
Cl7  0633(2)  04554(7)  0.0991(6) 0.078(6) 0.065(5) 0.060(5) -0.006(3) -0.009(5) 0.012(5)
C18  0.674(3)  03944(16) 0.1628(11) 0.093(6) 0.075(5) 0.067(5) -0.001(4) -0.013(6) 0.014(6)
C19  0468(3)  03627(16) 0.2081(9) 0.114(6) 0.074(7) 0.057(10) -0.009(7) -0.012(7) —0.006(7)
03 0.872(2)  0.3685(10) 0.1731(7)  0.102(6) 0.126(6) 0.105(8)  0.042(6) -0.020(6)  0.024(6)

Cl6A  0545(3)  04971(12)  0.064009) 0.077(7) 0.066(6) 0.048(6) -0.012(4) -0.006(6) 0.003(7)

CI7A  0449(3)  04577(8)  0.1182(7) 0.078(6) 0.068(6) 0.054(6) -0.005(4) -0.005(5)  0.006(6)

CI8A  0596(3)  03955(17) 0.1628(12) 0.091(6) 0.075(5) 0.064(5) -0.003(4) -0.014(5)  0.010(6)

CI9A  0481(4)  03615(19) 0.2329(11) 0.118(8) 0.086(8) 0.056(10)  0.006(8) -0.024(7)  0.008(7)

O3A  0794(2)  03776(13)  0.1469(9)  0.0958) 0.130(8) 0.091(8) 0.021(7) -0.020(6) 0.027(7)
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1. Introduction

Ferulic acid (FA) is a phenolic derivative of cinnamic acid, which exhibits a wide

spectrum of biomedical activities [1]. Many staple foods such as grain bran,
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whole-grain foods, citrus fruits, banana, coffee, orange juice, eggplant, bamboo
shoots, beetroot, cabbage, spinach and broccoli are among the richest sources of
FA [2]. This compound is present in seeds and leaves, both in its free form and
in its covalent-conjugated form, in plant cell-wall polysaccharides, glycoproteins,
polyamides, lignin and hydroxy fatty acids. FA confers rigidity to the cell-wall
and it is a precursor to other important organic compounds such as diferulic
acid and curcumin [3]. Several reports have described the biological effects of
FA, for example, as an antioxidant [4], anti-inflammatory and anticarcinogen-
ic [5].

The well-known antioxidant activity of FA has been related to its phenolic
nucleus and extensive chain conjugation that forms a resonance-stabilized phe-
noxy radical ion [4]. Since the hydroxyl and phenoxy groups of FA donate elec-
trons to quench free radicals [6], FA can be used as a renewable, aromatic scaf-
fold for conversion into novel, and useful products in the food, pharmaceutical
and cosmetic industries. The ability of FA to inhibit peroxidation of fatty acids
finds uses such as preservative for oranges or to inhibit the autoxidation of lin-
seed oil. It is also employed in the industry of cosmetic skin lotions [4]. FA is
used during oxidative-reductive depolymerization (ORD) of polysaccharides to
protect both guar gum and cassava starch from thermal degradation [7].

The synthesis of new derivatives of FA in general has been aimed to improve
its chemical, physicochemical and biological properties, in particular in its este-
rified form at the acidic moiety, which increases both radical scavenging activity
and partition coefficient [8]. However, it is known that the blockade of the phe-
nolic groups of FA can limit its antioxidant potential.

In the present report, the synthesis, spectroscopic characterization, X-ray
analysis and biological activity of ether and ester derivatives of FA is described
and it is depicted in Scheme 1. We also highlight the importance of the free hy-
droxyl and phenolic group in relation to the antioxidant and cytotoxic activity of
FA and how the protection of these functional groups reduces their biological
activity.

Compounds 1, 3, 4, 5, 6 and 7 have been previously reported while 2 is a new
compound [9] [10] [11] [12] [13].

2. Experimental

2.1. Physical Measurements

All chemicals were reagent grade and were used as purchased. Solvents were pu-
rified by standard methods [14].

Melting points were determined on an Electrothermal IA9100 digital melting
point apparatus and are uncorrected. IR absorption spectra were recorded in the
4000 - 400 cm ™' range as KBr pellets on a Perkin Elmer 283-B spectrophotome-
ter. 'H and *C NMR spectra were recorded in CDCl, on a Bruker 500 MHz
spectrometer using TMS as an internal reference. NMR spectra were processed
with MestReNOV A 12.0.0 software.
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Scheme 1. Synthetic pathway for FA derivatives.

The mass spectrometry spectra were recorded in equipment MStation
JMS-700 or Jeol, SX 102A using electron ionization impact or fast atom bom-
bardment (FAB) mode.

X-ray data were collected on a Bruker APEX2 CCD area detector with a gra-
phite monochromator and Mo Ka radiation (1 = 0.71073 A) at room tempera-
ture with @ scan mode. All collected data were reduced using SAINTVS8.27B
[15]. These data are shown in Table 1.

2.2. Synthesis of Compounds

Methyl (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)acrylate (1). 5 meq of FA were dis-
solved in 20 mL of anhydrous methanol and 0.2 ml of H,SO, were added and the
mixture was refluxed for 6 hours. The reaction was quenched by the addition of
NaHCO; until it reached pH 6 and the mixture was extracted with ethyl acetate
(3 x 20 mL). The combined extracts were dried over anhydrous Na,SO,, then
filtered and the solvent removed in vacuo, 82% yield, yellowish liquid. "H NMR
(500 MHz, chloroform-d); 67.62 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 7.07 (ddd, /= 8.2, 2.0, 0.5
Hz, 1H), 7.02 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.92 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 6.29 (d, /= 15.9 Hz,
1H), 5.96 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.80 (s, 3H) spectrum is shown in Figure 1. °C
NMR (125 MHz, chloroform-d) 6 167.70, 147.98, 146.76, 144.93, 126.92, 122.99,
115.12, 114.72, 109.38, 55.90, 51.56, IR; 3379.82, 2942.22, 1705.06, 1510.97,
1429.46, 1236.41 cm™, MS [208"].

Methoxymethyl (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)acrylate (2). To a solu-
tion of 1.0 meq of FA (0.1940 g) in 30 ml of CH,Cl,, 1.1 meq of triethylamine
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and 1.1 meq of chloromethyl methyl ether (CI-MOM) were added. The reaction
mixture was stirred at room temperature until the disappearance of the starting
material was observed by TLC (Hexane:EtOAc: 70:30). The reaction was
quenched by evaporation of the solvents of reaction and the mixture was ex-
tracted with EtOAc (3 x 20 mL), yield 68%, mp 80°C. "H NMR (500 MHz, chlo-
roform-d); 6 7.68 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 7.08 (m, 1H), 7.04 (d, /= 2.0 Hz, 1H),
6.92 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 6.31 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 6.00 (s, 1H), 5.37 (s, 2H), 3.93
(s, 3H), 3.52 (s, 3H) spectrum is shown in Figure 2. "C NMR (125 MHz, chlo-
roform-d) J 166.59, 148.18, 146.80, 145.78, 126.76, 123.19, 114.86, 114.76,
109.44, 90.35, 57.55, 55.90. IR; 3266.48, 2944.22, 1716.75, 1627.83, 1508.79 cm™".
MS [238"].

(E)-3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)acrylic acid (3). To a solution
of the 1.0 meq of FA (0.1940 g) in 10 ml of acetone 1.0 meq of K,CO; anhydrous
and 1.1 meq of chloromethyl methyl ether (CI-MOM) were added. The reaction
mixture was stirred at room temperature until the disappearance of the starting
material was observed by TLC (Hexane:EtOAc: 70:30). The reaction was
quenched by filtration of the potassium salts and the solvent was removed in
vacuum, yield 92%, mp 134.8°C. '"H NMR (500 MHz, chloroform-d); §7.74 (d, /
=15.99 Hz, 1H), 7.17 (d, /= 8.28 Hz, 1H), 7.10 (m, 2H), 6.34 (d, /= 15.99 Hz, 1H),
5.28 (s, 2H), 3.93 (s, 3H), 3.52 (s, 3H) spectrum is shown in Figure 3. "C NMR
(125 MHz, chloroform-d) & 172.56, 149.89, 148.97, 146.86, 128.43, 122.74, 115.82,
115.54, 110.57, 95.19, 56.37, 55.97, IR; 3438.01, 1688.78, 1622.87, 1506.04 cm™', MS
[239*].

Table 1. Data collection and handling for compounds 2, 3, 4, 6, and 7.

Compound 2 3 4 6 7
Empirical formula C,H,0; C,H,,05 CsH 50, C,,H,,0, C;H,;0,
Formula weight 238.23 238.23 298.32 374.41 284.30

Crystal external appearance Colorless prism Colorless prism Colorless prism Colorless prism Colorless prism

Diffractometer

Scanmode

Theta range
for data collection

Wavelength

Program system

Structure determination

Refinement method

Bruker APEX2 CCD

Omega scans

2.89 t0 25.40 deg

Mo Ka (0.71073 A)
SHELXTL

Direct methods
(SHELXS-2014/7)

Full-matrix
least-squares on F?
(SHELXL-2014/7)

Bruker APEX2 CCD

Omega scans

2.73 t0 25.37 deg

Mo Ka (0.71073 A)
SHELXTL

Direct methods
(SHELXS-2014/7)

Full-matrix
least-squares on F?
(SHELXL-2014/7)
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Figure 1. 'H NMR spectrum of compound 1.

Figure 2. "H NMR spectrum of compound 2.

DOI: 10.4236/ijoc.2018.84028 363 International Journal of Organic Chemistry


https://doi.org/10.4236/ijoc.2018.84028

M. A. Obregdén-Mendoza et al.

Figure 3. "H NMR spectrum of compound 3.

Methyl (E)-3-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)acrylate (4). 1 meq of com-
pound 1 was dissolved in 30 mL of anhydrous acetone and 1 meq of K,CO, and
1.1 meq of benzyl bromide were stirred at room temperature. The reaction was
followed by TLC (Hexane:EtOAc: 70:30). The solvent was removed in vacuo,
yield 78%, mp 97.1°C. '"H NMR (500 MHz, chloroform-d); §7.61 (d, /= 15.9 Hz,
1H), 7.42 (ddt, /= 7.6, 1.4, 0.7 Hz, 2H), 7.36 (tt, / = 6.6, 0.8 Hz, 2H), 7.30 (m,
1H), 7.06 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 7.02 (ddd, /= 8.2, 2.1, 0.5 Hz, 1H), 6.86 (d, /= 8.3
Hz, 1H), 6.30 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.79 (s, 3H) spec-
trum is shown in Figure 4. "C NMR (125 MHz, chloroform-d) &167.58, 150.24,
149.74, 145.12, 144.69, 143.62, 136.55, 128.58, 127.96, 127.71, 127.16, 122.30,
115.59, 113.44, 110.27, 70.82, 55.95, 51.54, IR; 2942.82, 1700.03, 1627.76,
1592.64, 1508.58, 1255.42 cm™, MS [300*].

Benzyl (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)acrylate (5). To a solution of 1.0
meq of FA (0.1940 g) in 30 ml of CH,Cl, 1.1 meq of triethylamine 1.1 meq of
benzyl bromide were added. The reaction mixture was stirred at room tempera-
ture and followed by TLC (Hexane:EtOAc: 70:30). After removal of solvent reac-
tion was partitioned with EtOAc (3 x 20 mL) and H,O, the combined extracts
were dried over anhydrous Na,SO,, filtered, and the solvent was removed in va-
cuum, yield 73%, mp 57.3°C. 'H NMR (500 MHz, chloroform-d) §7.65 (d, /=
15.9 Hz, 1H), 7.38 (m, 5H), 7.06(ddd, /= 8.1, 2.0, 0.5 Hz, 1H), 7.02 (d, /= 2 Hz,
1H) 6.91 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 6.34 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.24 (s, 2H),
3.90 (s, 3H) spectrum is shown in Figure 5. >C NMR (125 MHz, chloroform-d)
J 167.05, 148.03, 146.75, 145.23, 136.17, 128.56, 128.24, 128.19, 126.93, 123.13,
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115.22, 114.71, 109.33, 66.22, 55.91, IR; 3404.3, 2941.23, 1703.49, 1632.44,
1593.13, 1514.53 cm™', MS [286"].

Figure 4. "H NMR spectrum of compound 4.

Figure 5. "H NMR spectrum of compound 5.
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Benzyl (E)-3-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)acrylate (6). 1 meq of com-
pound 5 was solved in 30 mL of acetone anhydrous and was added 1 meq of
K,CO, and finally was added 1.1 meq of benzyl bromide. The reaction mixture
was stirred at room temperature until the disappearance of the starting material
was observed by TLC (Hexane:EtOAc: 70:30). The reaction was quenched by fil-
tration of potassium salts and the solvent was removed in vacuum, yield 84%,
mp 86.3°C. "H NMR (500 MHz, chloroform-d); §7.65 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 7.45
- 7.27 (m, 10H), 7.06 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 7.02 (ddd, /= 8.3, 2.1, 0.5 Hz, 1H), 6.86
(d, /= 8.3 Hz, 1H), 6.35 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 5.24 (s, 2H), 5.18 (s, 2H), 3.90 (s,
3H) spectrum is shown in Figure 6. "C NMR (125 MHz, chloroform-d) &
166.97, 150.32, 149.76, 145.62, 145.03, 136.56, 136.16, 128.61, 128.57, 128.24,
128.19, 128.00, 127.70, 127.18, 122.44, 115.67, 113.43, 110.22, 70.85, 66.23, 55.96,
IR; 2937.39, 1697.95, 1628.78, 1505.19, 1255.53, 1157.91, 1135.79 cm™, MS [mo-
lecular ion not observed].

(E)-3-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)acrylic acid (7). To 1 meq of com-
pound 4 was solved in 20 mL of ethanol and 10 mL of one solution 1M of
NaOH were added the mixture refluxed for 40 minutes. The reaction was ter-
minated by addition of HCI 1IN until pH 6 and the mixture partitioned with
ethyl acetate (3 x 20 mL) and H,O. The combined extracts were dried over
anhydrous Na,SO,, filtered, and the solvent was removed in vacuum; yield
74%. mp 192.9°C. '"H NMR (500 MHz, chloroform-d); §7.58 (d, /= 15.9 Hz,
1H), 7.43 (m, 2H), 7.37 (m, 2H), 7.31 (m, 1H), 7.08 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 7.03 (m,
1H), 6.89 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 6.29 (d, /= 15.9 Hz, 1H), 5.17 (s, 2H), 3.91 (s, 3H)
spectrum is shown in Figure 7. "C NMR (125 MHz, chloroform-d) & 168.86,
150.03, 149.70, 144.38, 136.58, 128.56, 127.96, 127.92, 127.24, 122.23, 116.74,
113.50, 110.30, 70.78, 55.95, IR; 2968.68, 1669.68, 1592.66, 1423.76, 1265.73 cm™,
MS [2857].

2.3. Scavenging Activity of DPPH Free Radicals

The free radical scavenging activity was measured using a modified method
from Mellors and Tappel [16]. The test was carried out on 96-well microplates.
A 50 pL aliquot of the solution of the test compound was mixed with 150 puL of
an ethanol solution of DPPH (final concentration 100 uM). This mixture was
incubated at 37°C for 30 min, and the absorbance was then measured at 515 nm
using a BioTek microplate reader SYNERGY HT. The inhibition percent for
each compound was determined by comparison with a 100 uM DPPH ethanol
blank solution.

2.4. Inhibition of Lipid Peroxidation on Rat Brain

Inhibition of lipid peroxidation of FA derivatives was assayed following previous
described method [17] [18].

2.5. Cytotoxicity Assay

All synthetized compounds were screened in vitro at doses of 50 pg/mL against
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Figure 6. "H NMR spectrum of compound 6.

Figure 7. "H NMR spectrum of compound 7.

monkey kidney cells and cancer cell lines: U251 (central nervous system glia

cancer), PC-3 (prostate adenocarcinoma), K562 (human chronic myelogenous
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leukemia), HCT-15 (colon adenocarcinoma), MCF-7 (human mammary adeno-
carcinoma) and SKLU-1 (human lung adenocarcinoma). Cell lines were sup-
plied by U.S. National Cancer Institute (NCI). The human tumor cytotoxicity
was determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in mi-
croculture assay to measure cell growth, as described in the protocols established
by the NCI [19].

3. Results and Discussion

3.1. Refinement Details

All reflections were defined based on F>. The weighted R-factor wR and good-
ness of fit S are based on F?, conventional R-factors R are based on F, with F set
to zero for negative F°. The threshold expression of F> > ¢ (F?) is used only for
calculating R-factors (gt) etc., and is not relevant to the choice of reflections for
refinement. R-factors based on F are statistically about twice as large as those
based on F, and R-factors based on all data will be even larger.

There is an intramolecular hydrogen bond and one intermolecular hydrogen
bond between the hydroxyl group at C7 and O5 with a symmetry-related mole-
cule forming sheets along the a-axis. In structure 3, the bond lengths and angles
are similar to those found in 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propenoic acid
(ferulic acid). Molecular packing of molecules in the crystal shows an intermo-
lecular O-H...O hydrogen-bonded carboxylic acid dimers that together with
several C-H...O interactions form a sheet-like structure. In structure 4 is a new
benzoyloxy and acrylate derivative of FA. The molecules in the crystal are linked
by one C-H...O intermolecular interaction involving H atom of the phenyl ring
C4-C9 and carbonyl oxygen of the acrylate group. This interaction links crystal
and packed molecules at normal van der Waals distances. In structure 6, there
are two independent molecules in the crystal. Structure 6 contains three substi-
tuents mainly at C4 a methoxyphenylacrylate moiety; at C6 a methoxy group
and C7 a benzoyloxy moiety. The dihedral angle between phenyl rings C4-C9
and C28-C33 is only 4.76 (12)°. There are seven C-H...O interactions that link
two independent molecules in the crystal and packed structures at normal van
der Waals distances. Structure 7 contains three substituents mainly at C4 an
acrylic acid group; at C6 a methoxy group and C7 a benzoyloxy moiety. There is
one intermolecular hydrogen bond O-H...O with a symmetry related molecule
(+2 — x, +2 — y; +2 — 2) forming sheets along the b-axis and two C-H...O inte-
ractions linked the molecules in the crystal and packed at normal van der Waals

distances.

3.2. Geometric Details

All estimation of standard deviation (esd’s) (except the esd in the dihedral angle
between two least square planes) are estimated using the full covariance matrix.
The cell esds are taken into account individually in the estimation of esds in dis-

tances, angles and torsion angles; correlations between esds in cell parameters
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are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate (iso-
tropic) treatment of cell esds was used for estimating esds involving least square

planes.

3.3. Structural X-Ray Data

All structures were solved by direct methods [20], and then refined by
full-matrix least-squares technique; the position and anisotropic parameters of
all non-hydrogen atoms were obtained. Table 1 shows the data collection and
handling for compounds 2, 3, 4, 6, and 7. Table 2 shows the crystal and refine-
ment parameters for compounds 2, 3, 4, 6 and 7. Figure 8 contains the molecu-
lar structures of 2, 3, 4, 6 and 7. This figure was drawn with 50% displacement
ellipsoids using ORTEP-3 for Windows [21]. The geometry of the molecule was
calculated using PARST [22] [23] software. In all structures, the bond distances
and bond angles are in good agreement with the corresponding values and are

within normal ranges.

6

Figure 8. The molecular structures of 2, 3, 4, 6 and 7.
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Table 2. Crystal and refinement parameters for compounds 2, 3,4, 6 and 7.

Compound

Crystal system

Unitcell dimensions

Volume

Z/Calculated density
Absorption Coefficient
Space group/F (000)
Limiting indices
Reflection scollected
unique/R (int)
Completeness to 6= 25.10
Max/min Transmission
Data/restraints/parameters
Final R indices

1>20(I)

R indices (all data)

Goodness-of-fit on F?
Largest diff. peak/hole

CCDC deposition number

2

Monoclinic

a=12.2068 (11) A
a=90.00 deg
b=9.0967 (8) A
B=113.431 (5) deg
c=11.9634 (10) A
y=90.00 deg

1218.89 (19)A*
4/1.298 mg/m’®
0.101 mm™

P2,/d 504

-14<h<14
-10<k <10
-14<1<14

9089/2224/0.0367

99.9%
0.961/0.990
2224/0/160
R1=10.0403
wR2 =0.1182

R1=10.0553
wR2 =0.1260

1.059
0.211/-0.185 e.A?

1,825,526

Triclinic
a=6.8359 (6) A
a=93.459 (3) deg
b=7.8261(6) A
B=101.485 (3) deg
c=11.9252 (10) A
y=106.323 deg

595.40 (9) A?
2/1.329 mg/m’®
0.104 mm™!

P-1/252

-8<h<8
-9<k<9
-14<1<14

9223/2181/0.0622

99.9%
0.958/0.984
2181/1/159
R1=0.0441
wR2 =0.1228

R1=0.0517
wR2 =0.1297

1.070
0.178/-0.162 e.A™?

1,825,528

4

Monoclinic

a=9.5021 3) A
a=90.00 deg
b=20.2456 (6) A
£=93.783 (2) deg
c=8.1203 (2) A
y=90.00 deg

1558.75 (8) A?
4/1.271 mg/m?
0.089 mm™!

P2,/d632

-9<hs<1l
-24<k<20
-9<1<9

8788/2835/0.0528

99.9%
0.965/0.994
2835/0/201
R1=10.0414
wR2 =0.0880

R1=10.0717
wR2 =0.1045

0.998
0.208/-0.241 e.A™?

1,825,527

6

Monoclinic

a=>5.6645 (3) A
a=90.00 deg
b=134.863 (2) A
£=96.742 (2) deg
c=20.7049 (14) A
y=90.00) deg

595.40 (9) A®
8/1.225 mg/m*
0.083 mm™!

Cc/1584

-6<h<6
—42<k<41
-24<1<24

32,474/6927/0.1218

99.8%
0.976/0.995
6927/2/507
R1=10.0484
wR2 =0.1137

R1=10.0773
wR2 =0.1286

1.030
0.150/-0.138 e.A?

1,825,529

Monoclinic

a=5.3864 (2) A
a=90.00 deg
b=28.5106 (3) A
B=94.1040 (10) deg
c=31.6002 (10) A
y=90.00 deg

1444.89 (9) A®
4/1.307 mg/m’®
0.093 mm™!

P2,/d/600

-6<h<é6
-10<k<10
-37<1<37

16172 /2654/0.0702

99.9%
0.970/0.983
2654/1/194
R1=10.0458
wR2 =0.1111

R1=10.0790
wR2 =0.128

1.019
0.189/-0.178 e.A~?

1,825,523

Compound 2 crystallizes in the monoclinic space group £2,/c with unit cell parameters a = 12.2068 (11), b= 9.0967 (8), c = 11.963421 (10) A, f=113.431
(5), Z = 4. Compound 3 crystallizes in the triclinic space group P-1 with unit cell parameters a = 6.8359 (6), b= 7.8261 (6), c= 11.9252 (10) A, a=93.459 (3),
£ =101.485 (3), y=106.323 (2)°, Z = 2. Compound 4 crystallizes in the monoclinic space group P2,/c with unit cell parameters a = 9.5021 (3), b = 20.2456
(6), c=8.1203 (2) A, £ =93.783 (2), Z = 4. Compound 6 crystallizes in the monoclinic space group C ¢ with unit cell parameters a = 5.6645 (3), b = 34.863
(2), c=20.7049 (14) A, £ =96.742 (2), Z = 8. Compound 7 crystallizes in the monoclinic space group £2,/c with unit cell parameters a = 5.3864 (2), b =
8.5106 (3), c= 31.6002 (10) A, #=94.1040 (10), Z = 4.

The molecular structure of 2 is not planar, with a fully extended methoxyme-
thyl group of the acrylate residue as shown in Figure 8. The dihedral angle be-
tween the side chain at C4 and the phenyl ring is 32.7(2)". The hydroxyl group at
C7 has an intramolecular hydrogen with O3 and one intermolecular hydrogen
bond between the hydroxyl group at C7 and O5 with a symmetry related mole-
cule (—x - 1, +y; +2) forming sheets along the a-axis. There are no stacking inte-
ractions between phenyl rings. The crystal packing diagram is shown in Figure
9.
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7

Figure 9. The molecular packing of structures 2, 3, 4, 6 and 7.

Figure 8 shows the molecular structure of 3. Bond lengths and angles are sim-
ilar to those found in 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propenoic acid (FA)
[24]. The dihedral angles between the side chain at C4, the acrylate and the
phenyl ring are 48.31 (5) and 9.32 (5)°, respectively. The molecular packing of 3

in the crystal shows an intermolecular O-H...O hydrogen-bonded carboxylic
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acid dimers that together with several C-H...O interactions form a sheet-like
structure (Figure 9).

The molecular structure of 4 corresponds to a new benzoyloxy and acrylate
derivative of ferulic acid. There are no significant molecular distortions in terms
of bond lengths and angles. The dihedral angles between benzene ring C4 to C9
and the side chains at C4 and C7 are 21.25 (5) and 8.84 (5)°, respectively. How-
ever, the benzene ring C4 to C9 makes and angle of 86.00 (5)° with the benzene
ring C11 to C16. The molecule 4 in the crystal are linked by one C-H...O inter-
molecular interaction involving an H atom of the phenyl ring C4-C9 and car-
bonyl oxygen of the acrylate group. This interaction linked the molecules in the
crystal and packed at normal van der Waals distances (Figure 9).

Figure 8 shows the molecular structure of compound 6. There are two in-
dependent molecules 4 in the crystal. Molecule 6 contains three substituents
mainly at C4 a methoxyphenyl acrylate moiety; at C6 a methoxy group and
C7 a benzoyloxy moiety. The dihedral angles between phenyl rings C11-C16
and C19-C24 with the central phenyl ring C4-C9 are 70.50 (12) and 69.61
(14), respectively. The dihedral angles between phenyl rings C35-C40 and
C43-C48 with the central phenyl ring C28-C33 are 77.00 (14) and 73.92 (16),
respectively. The dihedral angle between the phenyl rings C4-C9 and C28-C33
is only 4.76 (12)°. There are seven C-H...O interactions linked the two inde-
pendent molecules in the crystal packed at normal van der Waals distances
(Figure 9).

The molecular structure of 7 is shown in Figure 8. The molecule contains
three substituents mainly at C4 an acrylic acid group; at C6, a methoxy group
and at C7 a benzoyloxy moiety. The dihedral angles between phenyl ring
C12-C17; the linker C7-04-C11-C12 and acrylic acid group at C4 with the cen-
tral phenyl ring C4-C9 are 74.62 (6), 12.17 (9) and 7.37 (5)°, respectively. There
is one intermolecular hydrogen bond O-H...O with a symmetry related mole-
cule (+2 — x, +2 — y; +2 — 2) forming sheets along the b-axis and two C-H...O
interactions linked the molecules in the crystal and packed at normal van der
Waals distances (Figure 9).

For geometrical details and notations of all of these hydrogen bonds and in-

termolecular interactions are given in Table 3.

3.4. Biological Assay

Interestingly, compounds 1, 2 and 5, with free hydroxyl group, showed to have
DPPH free radicals scavenging activity in vitro in moderate to high level (see
Table 4). These results are consistent with a previous report, where it is post-
ulated that antioxidant property of FA and its derivatives is associated with the
number of free hydroxyl groups on the benzene ring and ortho substitution with
the electron donor methoxy group, due to stabilization of the phenoxy radical
[25]. FA derivatives, especially those with etherified phenolic groups, did not

show effect upon the free radical essay.
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Table 3. Geometry of the hydrogen bonds and hydrogen bonding interactions (A, °) for compounds 2,3,4, 6 and 7.

Compound D-H...A D-H H...A D...A D-H...A Symmetrycode
04-H4...03 0.82 (2) 2.25(3) 2.661 (2) 111 (2) X0z
2 04-H4...05 0.82 (2) 1.97 (2) 2.731 (2) 156 (2) X%z
C8-H8...02 0.930 (2) 2.920 (1) 3.431 (2) 116.1 (1) 2-x%-p2-2
C8-H8...05 0.930 (1) 2.553 (1) 3.081 (2) 116.4 (1) X 0z
O1-H1...02 0.86 (2) 1.77 (2) 2.635 (2) 179 (2) +3-x+1-p+l-z
3 C8-H8...02 0.930 (1) 2.612 (1) 3.294 (2) 130.7 (1) “l+x-1+yz2
C9-H9...02 0.930 (2) 2.889 (1) 3.434 (2) 118.7 (1) “1+x-1+pz
C12-H12...03 0.960 (3) 2.720 (1) 3.348 (3) 123.61 (1) +l-x+l-p+2-2z
4 C9-H9...02 0.950 (2) 2.394 (1) 3.324 (2) 165.8 (1) X, +l-y,+1 -z
C3-H3...06 0.930 (4) 2.516 (3) 3.411 (5) 161.7 (3) X0z
C20-H20...02 0.930 (5) 2.686 (3) 3.294 (5) 123.7 (3) X W%z
C27-H27...02 0.931 (4) 2.526 (3) 3.425 (5) 162.5 (3) X%z
6 C48-H48...06 0.930 (4) 2.612 (3) 3.216 (5) 123.1 (3) X W%z
C3-H3...01 0.930 (4) 2.958 (3) 3.410 (5) 111.5 (3) +l+xp2
C17-H17...03 0.959 (6) 2.685 (3) 3.370 (7) 128.8 (4) +l-x+1-p+2-z
C18-H18A...02 0.970 (5) 2.560 (3) 3.489 (5) 160.6 (3) -l1+x 5z
O1-H1...02 1.01 (3) 1.62 (3) 2.6213 (2) 175 (2) 2-x42-p42-2z
7 C8-H8...02 0.930 (2) 2.509 (2) 3.433 (3) 1723 (1) “1+x-14p2
C9-H9...01 0.930 (2) 2.701 (2) 3.437 (3) 136.7 (1) +l+x+l1-p+2-2z

Table 4. Preliminary antioxidant and cytotoxic activity of FA derivatives.

Scavenging activity Inhibition of lipid Cytotoxic activity
DPPH peroxidation TBARS Percentage of inhibition of cell lines at 50 uM
Compound 10 uM 100 uM 10 uM 100 uM U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7
FA 1990 £0.26  76.81 £0.26* -4.07+3.82 4.06+136 NC NC NC NC NC NC ND
1 11.76 £+ 0.31  60.39 + 0.13* 10.51 +4.03 34.52+3.05* NC 4.8 26.6 NC NC 18.6 1.2
2 9.95+0.38 56.76 +0.29*  12.24+2.37 30.19+2.13* NC NC 7.7 NC NC NC NC
3 5.39 £ 0.32 30.10 £ 0.39* 2.02 £2.20 145+3.14 NC 8 20.3 NC 6.5 12 7.0
4 0.49 + 0.38 0.39 + 0.05 4.31 +£1.45 748 £2.80 NC 24.8 72.5 16.3 NC 20.9 17.7
5 12.84 £0.24  59.95+£0.25* 40.61 + 1.60* 96.68 £ 0.65* 25.5 59.4 48.0 26.9 254 20.2 52.6
6 1.03 £0.31 0.83 £ 0.13 6.08 + 0.98 9.16 £2.71 NC 15.3 324 15.5 14.6 27.4 31.3
7 1.27 £0.19 3.19+£047 7.46 +£12.71 13.8+25.14 5.8 16.6 17 5.7 7.8 18.1 22.2

Data represent media and standard error. *P < 0.05 compared to FeSO, control. *P < 0.05 compared to DPPH control. FA: ferulic acid. Cell lines: U251:
central nervous system glia cancer, PC-3: prostate adenocarcinoma, K562: human chronic myelogenous leukemia, HCT-15: colon adenocarcinoma, MCF-7:

human mammary adenocarcinoma, SKLU: human lung adenocarcinoma, COS7: non-cancerous monkey kidney cell line. NC: non-cytotoxic, ND: non de-

terminated.

Moreover, compounds 1, 2 and 5 also inhibited lipoperoxidation induced by
ferric sulphate in the rat brain, mainly due to preservation of phenolic group and
a similar mechanism of action of antioxidant effect described above. Remarka-
bly, compound 7 showed moderate inhibition of lipid peroxidation, despite the
fact of it has the phenol group blocked probably due to higher lipophilicity,

which aids to penetrate the cell membrane where lipid peroxidation takes place
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[26].

The FA derivatives showed low cytotoxic activity in the preliminary screening
in different cancer cell lines (all compounds were tested at 50 uM). As seen in
Table 4, only compound 5 inhibited cancer cell lines PC-3 and K562 by 59% and
48% respectively, while to healthy cell line COS-7 it did so by 53%. Compounds
4 and 6 also inhibited the growth of K562 cell line by 72% and 32% respectively.
Since there were not relevant cytotoxic agents, it is remarkable that addition of
benzyl groups to the FA improved cytotoxic activity in vitro, possibly by the in-
crement of lipophilicity of compounds and a more efficient molecular action
within the cell, as it has been reported previously [27] [28]. Our findings do not
coincide with Jayaprakasam et al (2006), who reported anti-inflammatory, anti-
cancer and antioxidant activity of FA esters at low concentrations [29]. New re-
fined analyses are required in order to elucidate molecular effects of FA and its

derivatives.

4. Conclusion

The synthesis with moderate to good yields and unambiguous assignment of
chemical structures of methoxymethyl (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)acrylate
(C,H,,05) 2; (E)-3-(3-methoxy-4-(methoxy methoxy)phenyl)acrylic acid (C,,H,,O;)
3; methyl (E)-3-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)acrylate(C,;H,;0,) 4; benzyl
(E)-3-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)acrylate(C,,H,,0;) 6 and (E)-3-(4-(ben-
zyloxy)-3-methoxyphenyl) acrylic acid (C,,H,,0,) 7 was achieved using 'H/"C
NMR and X-ray techniques of compounds 2, 3 4, 6 and 7 were successfully
grown single crystals. Compounds containing free phenolic hydroxyls e.g. 1, 2
and 5 exhibited scavenging free radical and antioxidant activity. Compound 5
induced significant inhibition of cell growth in PC-3, K562 and COS-7 cell lines
by 59.4%, 52.6% and 48% respectively while 4 exhibited the largest cytotoxic ef-
fect upon K562 cell line ze. 72.5%.

Supplementary Materials

CCDC-1825526, CCDC-1825528, CCDC-1825527, CCDC-1825529 and
CCDC-1852523 contain the supplementary crystallographic data for compound
2, 3, 4, 6 and 7, respectively. These data can be obtained free of charge via

https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/ by e-mailing data_request@ccdc.cam.ac.uk,

or by contacting The Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road,
Cambridge CB2 1EZ, UK, fax; +44(0)1223-336033.
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Abstract: Curcumin, the most important secondary metabolite isolated from Curcuma longa, is known
for its numerous purported therapeutic properties and as a natural dye. Herein, based on curcumin’s
intrinsic fluorescence, a search for improved curcumin-based fluorophores was conducted. Within the
set of semi-synthetic curcumin derivatives i.e. mono (1), di (2), tri (3), tetra (4) benzylated and
dibenzyl-fluoroborate (5), the fluorescence properties of 2 and 5 in solution outstood with a two-fold
quantum yield compared to curcumin. Furthermore, all benzylated derivatives showed a favorable
minimal cytotoxic activity upon screening at 25 uM against human cancer and non-tumoral COS-7 cell
lines, with a reduction of its cytotoxic effect related to the degree of substitution. Fluorophores 2 and 5
are versatile bioimaging tools, as revealed by Confocal Fluorescence Microscopy (CFM), and showed
permeation of living cell membranes of astrocytes and astrocytomas. When 2 is excited with a
405- (blue) or 543-nm (green) laser, it is possible to exclusively and intensively visualize the nucleus.
However, the fluorescence emission fades as the laser wavelength moves towards the red region.
In comparison, 5 allows selective visualization of cytoplasm when a 560-nm laser is used, showing
emission in the NIR region, while it is possible to exclusively observe the nucleus at the blue region
with a 405-nm laser.

Keywords: curcumin-based fluorescent probes; fluorescent probes; staining live cells;
curcuminoid fluorophores

1. Introduction

Curcumin (1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) is the main active
ingredient of turmeric, an Asian spice isolated from the plant Curcuma longa. This fascinating bioactive
molecule receives at present a great deal of attention due to its extensive pharmacological attributes for
treating a large variety of human illnesses of modern times [1].
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The purported medicinal benefits of curcumin are concerned with the treatment of conditions
such as Alzheimer’s disease, arthritis, cancer, metabolic and inflammatory diseases [2,3], explaining the
worldwide scientific interest in curcumin derivatives and analogs.

Curcumin has a long historical record as a natural dye due to its beautiful intense yellow-orange
color. Even though it emits strong fluorescence [4], its use as a fluorescent tool is impeded by its low
quantum yield (® = 0.01) [5] and considerable cytotoxic activity against several human cancer cell
lines [1,6-8], as has been widely reported and confirmed herein.

An ideal fluorophore should have some or all of the following features: a strong fluorescence [9],
a highly delocalized m-electron cloud with symmetric structure [10], preferably exhibit emission
at >600 nm, significant Stokes shift, high quantum yield [11] and, ideally, low cytotoxicity [9,10].
Therefore, if the curcuminoid motif is the desired scaffold for this purpose, those derivatives should
meet these mentioned features.

In general, the synthesis of new curcumin derivatives is directed to improve its biological
activity [12-16] through the enhancement of lipophilicity and bioavailability, using strategies such as
the synthesis of metal complexes [14-17], the use of nanoparticles [18], formation of co-crystals [19] and
modification of its chemical structure [20]. In the past, several of these compounds might have been
overlooked as potential fluorophores after their biological activity does not give rise to further interest.

The preliminary examination of the benzylated derivatives (1-5) obtained in our research showed
little or no cytotoxic effects and their strong fluorescence under UV light suggested that a more detailed
study of their fluorescence properties was necessary, which makes the core of the present report.

Compounds 2 and 5 emerged from all derivatives after fulfilling the following criteria: (i) the
improvement of the fluorescent properties preserving the conjugated system D—m—D [21-23] without
modifying the coplanarity of curcumin’s heptanoid chain; (ii) the improvement of lipophilicity [24];
(iii) straightforward synthesis under mild reaction conditions [25]; and (iv) a substantial reduction of
cytotoxicity and good reaction yield. The derivatization of phenolic functions with benzyl bromide
proved to be adequate to add different properties to the curcumin scaffold.

Furthermore, to achieve the synthesis of the whole family of benzylated curcuminoids (Scheme 1,
Compounds 1-4), advantage was taken from the acidic nature of phenolic groups which become highly
reactive under alkaline conditions [26].

Compound 5 was prepared after treatment of Compound 2 with BF; (Et,O) [27] (Scheme 1),
yielding a very stable cyclic 2,2-difluoro-1,3,2-dioxaboron derivative. However, it is known that
fluorinated drugs often improve metabolic and chemical stability as well as binding affinity [28].

o o (o} o}

H;CO. N = OCH;  BrBn(6eq). KyCO(6eq)  H3CO ‘ A 7 ‘ OCH;
O —_—
R R,
R, R ‘ Acetone -
R30° OR, R3O0 OR,

Ry, Ry, R3, Ry = H = Curcumin Ry, Ry, Ry, = H, Ry =Bn, Mono-benzylated
curcuminoid (1), 10% yield.

Bn= R
Ry, Ry, = H, R3, Ry =Bn, Di-benzylated

curcuminoid (2), 64% yield.

R, = H, Ry, Ry, Ry = Bn Tri-benzylated
curcuminoid (3), 7% yield.
Ry, Ry, R3, Ry =Bn Tetra-benzylated
curcuminoid (4) 15% yield.
F F
N
2:N

OH OI o

o

0 0

_
o o eter, 0°C o o

OCH; OCH; OCH;  70% yield. OCH;
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Scheme 1. Synthesis of mono-, di-, tri- and tetra-benzylated curcuminoids (1-4) and curcumin
difluoroborate derivative (5).

The synthesis of Compound 5 involved the substitution of phenolic groups by a weak donor
(D), i.e., the benzyl groups, and the inclusion of BF; as an acceptor (A) preserving the symmetry
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of curcumin rendering a D-—A—7m—D architecture. The use of BF3:(Et,O) was advantageous due
to its well-known red shift effect [25,29], moving the fluorescence emission towards the NIR region
(650-900 nm), i.e., 662 nm.

After the favorable improvement of fluorescence properties of Compounds 2 and 5 was observed
in solution, the staining was tested on astrocyte and astrocytoma cell lines and the permeation of the
cell membrane for both compounds was followed by fluorescence confocal microscopy.

Compound 2 in solution, allowed the observation of the nucleus exclusively using a 543-nm
laser (green region). Also, due to the emission spectra of 5 in solution, a 560-nm laser was chosen
for excitation and only cytoplasm was visualized in the NIR region. Surprisingly, when a laser of
405 nm was used (blue region), the nucleus was exclusively observed. This unique property is a rather
favorable advantage, since the same compound allows a selective visualization of nucleus or cytoplasm.
However, when using a 405-nm laser (blue region), the nucleus was also brightly observed, and when
a longer wavelength laser towards the NIR region was used, the emission signal faded significantly.

The selection of astrocytes (typical star-shaped glial cells) and astrocytomas (tumors that arise
from astrocytes) human cell lines was made based on their relevance in brain-related diseases to
gather a better understanding of their etiology. Such ailments include dementia, degenerative diseases
(Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease), developmental diseases, brain and spinal cord
tumors (caused by astrocytomas) and psychiatric disorders (e.g., schizophrenia), among others.
Nowadays, around 50 million people have dementia, and it is predicted that 150 million people will
experience this ailment by 2050 [30]. This forecast explains the considerable interest in brain-related
diseases and their dramatic impact on brain health.

The properties described above for the benzylated curcumin derivatives 2 and 5 make them
suitable fluorescent probes. The applicability of these live-cell membrane-permeable curcumin-based
derivatives may reach other cell types when studying physiological or pathological events in live-cell
imaging and biomedical research.

2. Results and Discussion

Single crystal X-ray diffraction. The chemical and molecular structures of Compounds 2 and 5 are
shown in Figure 1. The experimental and crystal data are shown in the Supplementary Materials.

Compound 2

Compound 5

Figure 1. Crystal structures of curcumin derivatives 2 and 5. Thermal ellipsoids are drawn at 50%
probability. A detailed description of crystal structures of 2-5, can be found in the Supplementary Materials.
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Cytotoxic activity. Most of the benzylated curcuminoids had a lower cytotoxic activity compared
to curcumin, as shown in Table 1. The percentage of inhibition found for the five compounds follows
a pattern: as a benzyl group is added to the curcumin motif, a progressive decrease in the cytotoxic
activity is observed (see Table 1 and Figure 2). These results become very relevant because they
highlight that the presence of the two phenols and as well of the keto-enol moiety are an essential
feature in the well-known cytotoxic effect of curcumin.

Table 1. Biological screening of curcumin derivatives 1-5 compared with curcumin.

Cytotoxic Activity Percentage of Inhibition at 25 um, after 48 h of Incubation ?

Compound
U-251 PC-3 K562 HCT-15 MCE-7 SKLU-1 COsS-7
Curcumin 96.55 66.9 78.57 91.7 100 100 71.6
1 85.4 88.8 96.1 90.7 93.0 71.9 66.4
2 16.0 129 NC 17.4 64.8 20.6 NC
3 8.5 12.7 10.9 18.3 58.3 15.5 NC
4 9.4 12.8 7.8 12.5 37.4 9.3 NC
5 24 NC NC 6.7 19.6 13.8 NC

U-251, central nervous system glia cancer; PC-3, prostate adenocarcinoma; K562, human chronic myelogenous
leukemia; HCT-15, colon adenocarcinoma; MCF-7, human mammary adenocarcinoma; SKLU-1, human lung
adenocarcinoma cell line; COS-7 monkey kidney cell line (non-tumoral); NC, non-cytotoxic. * Data are presented as
the mean of three independent measures.

Compound 1 showed the highest cytotoxic activity among all other compounds and preserves a
free phenol group. This agrees well with previous reports [31], where it is demonstrated that phenols
play a crucial role in the antioxidant and anticancer activity of curcumin (see results of TBARS and
radical scavenging DPPH in Table S5). Compounds 2 and 3 (di- and tri-benzylated curcuminoids)
did not show a relevant cytotoxic effect against five cancer cell lines tested with inhibition percentage
falling below 50%.

Compound 4 without phenolic groups or conjugation with the 1,3-diketone system had the lowest
cytotoxicity activity against three (HCT-15, MCF-7 and SKLU-1) of the six cancer cell lines tested.
It should be emphasized that Compounds 2-5 did not show cytotoxic activity against non-tumoral
COS-7 cells. Besides, Compound 5 exerts minimal cytotoxic effect against all cancer cell lines at 25 uM
(which quadruples the concentration normally used for imaging [32]). Therefore, Compounds 2 and 5
stand out as promising fluorescent probes for bioimaging with clinical applications.

Figure 2. Cytotoxic activity of curcumin derivatives 1-5.
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The present results agree with the reported importance in curcumin derivatives of phenolic
groups [33-35] and the 1,3-diketone system [13] in the cytotoxic activity. A significant quenching of
cytotoxic activity of the curcumin derivatives was observed in the present case after derivatization
with benzyl groups.

Fluorescence properties. All benzylated curcumin derivatives including Curcumin (dissolved
in DMF) were exposed to visible and ultraviolet light. The maximum absorbance was measured for
Compounds 1-5 (see Figures S7-S11) at 1.0 X 10~° mol/L (Table 2), and m—m* transitions [32,36] were
observed at 428, 425, 442, 350 and 510 nm. The brightest emissions under ultraviolet light resulted
from Compounds 2 and 5, as shown in Figure 3.

Table 2. Fluorescence properties of Compounds 1-5 and curcumin.

Compound Abs mm e Mlem™) @AY nm ob

Curcumin 420 * — 520 * 0.01*
1 428 76,900 556 0.0016
2 425 28,200 560 0.023
3 442 29,500 534 0.025
4 350 37,900 450 0.01
5 510 76,500 662 0.021

A2bs /am is the maximum wavelength of linear absorption determined in DMF (dimethylformamide), and A /mm

is the single-photon fluorescence measured in DMF and diluted with buffer tris (50 mM, pH 7.5). @ Molar extinction
coefficient (¢) and ° quantum yield (®) were determined at room temperature. Quinine sulfate is reference ($r = 0.55
in H,SO4 1N) [37], * taken from reference [5].

The maximum fluorescence emission of 1-3 in solution with buffer tris (50 mM, pH 7.5) improved
in comparison with curcumin and shifted towards the NIR region with bathochromic shifts of 556,
560 and 534 nm, respectively (Table 2). However, Compound 1 showed a low quantum yield (0.0016),
and the maximum emission fluorescence of Compound 3 was observed at 534 nm, out of the NIR
region and was put aside due to its low yield (7%). Compound 4 did not exhibit any improvement in
fluorescent properties.

These results indicate that there is a strong correlation between fluorescent properties and the
degree of substitution of each member of the benzylated-curcumin derivatives set. The introduction
of terminal benzyl groups in Compounds 2 and 3 is reflected in a significant Stokes shift (more than
90 nm) and a two-fold quantum yield increase in comparison with curcumin.

Figure 3. Emission observed for curcumin derivatives under visible light (top) and ultraviolet light
(bottom). The figure illustrates the bright emission of 2 and 5 under ultraviolet light. C, curcumin.
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The maximum fluorescence of 2 was detected at 560 nm (see Figure 4), which is close to the NIR
region (600-1000 nm) [32]. Furthermore, 2 showed the higher yield of all products synthesized (64%),
from which Compound 5 is prepared.

The maximum fluorescence of Compound 5 was observed within the NIR range at 662 nm, with a
significant Stokes shift of 152 nm. These findings are in agreement with a previous report [25,29] since
it is known that the binding of a boron atom to the $-diketone function, promotes the m—n* transition
from oxygen to the empty orbital of boron. In addition, the D-m—A-7n—D architecture type favors the
fluorescence properties of Compound 5 (see Table 2 and Figure 4).

Figure 4. Normalized fluorescence emission spectra for Compounds 1-5.

Based on these results, it can be proposed that the curcumin-based fluorescent probes must
preserve the symmetry and molecular co-planarity of the heptanoid chain as shown in the X-ray
structure of Compound 5 since this property allows a high conjugation of the m—electrons system.

Because 2 and 5 showed the best fluorescence properties among all derivatives and they are
non-cytotoxic curcumin derivatives (Table 1), we decided to investigate the function of these compounds
as fluorophores in human astrocytes.

The human astrocyte cell line SVG (non-tumoral) and human astrocytoma cell lines (tumorals)
U-87 and U-251 were selected based on the following: (a) astrocytes are one of the brain cells that play
different vital roles to maintain proper brain function; (b) astrocytes together with other brain cells are
often used to understand the basis of neurological diseases that along with cancer, representing one of
the leading human health issues; and (c) Compounds 2 and 5 show minimal cytotoxic activity against
cell line U-251 and other cancer cell lines (Table 1).

After these considerations, curcumin derivatives 2 and 5 were applied to astrocyte and astrocytoma
cell lines for 24 h. Confocal fluorescence microscopy showed that both 2 and 5 are sub-cellular
curcumin-based fluorophores that selectively reveal nucleus or cytoplasm depending on the laser
source used (see Figures 5 and 6).
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Figure 7. Confocal microscopy visualization of nucleus and cytoplasm of the same cell with Compound
5 of tumoral U-251 cell line using lasers at: 405 nm (a); and 560 nm (b).

This feature possibly allows the simultaneous use of 2 and 5 or other fluorophores that can be
detected at other ranges of the visible wavelength towards the green, blue, or even further shifted at
the right of the NIR region (600-1000 nm) [32,38].

It is worth mentioning that near-infrared fluorescence imaging has become a powerful tool to
improve the diagnosis of diseases and also for monitoring biological activities as it represents a
non-invasive imaging tool [39]. Therefore, both compounds resemble the set of fluorescent tools or
dyes with imaging application reported in the literature [5,9,11,32,36].

Our findings gain relevance as it is well known that the development of fluorophores that selectively
reveal subcellular compartments depending from the laser source, as the curcumin derivatives described
here, may provide crucial information of organelle’s function [38,40]. An additional feature of the
fluorophores reported here is the permeation of the human cell membrane preserving its integrity,
which is essential to understand intracellular functions [41]. Furthermore, the high permeability of 2
and 5 can be attributed to their excellent lipophilicity, as demonstrated by their partition coefficients
with log P values of 2.16 + 0.069 and 1.82 + 0.222, respectively. Both fluorophores permeate the
cell membrane, although a differential distribution in organelles is expected based on these related
properties. These results are in agreement with the proposed statement that a proper fluorescent probe
must have a log P value in the range 1-3 [25].

Fluorophores become more useful for biosensing and bioimaging when they possess high
photostability, specificity, low cytotoxicity and near-infrared (NIR) emission, which are essential
characteristics for monitoring biological processes [38].

Benzylated curcumin derivatives 2 and 5 are useful fluorophores since they show the following
properties: minimal cytotoxic activity, derivative 5 falls within the NIR region, both can be detected
in defined wavelength ranges, preserve morphological integrity of cells and, depending on the laser
source used, selectively reveal subcellular structures. Therefore, 2 and 5 can be classified as imaging
tools for studying and monitoring living cells or tissues, e.g., cancer cell lines or amyloid-f (A(3)
deposits, as indicated in the literature [25,42].

3. Materials and Methods

Chemicals and reagents. All solvents used were HPLC grade. Benzyl bromide was 98% reagent
grade; anhydrous potassium carbonate, dry acetone, BF;(Et,O) and ethyl ether were purchased from
Sigma-Aldrich. Curcumin was obtained from natural source by usual extractive procedures and
purified by crystallization [43].

Synthesis of Compounds 1-4. Chemical reactions were conducted under mild experimental
conditions similar to those previously reported [44—46]. Thus, in a 250 mL round-bottom flask, 1 g of
curcumin was dissolved in dry acetone and an excess of anhydrous potassium carbonate (6 Eq, 1.12 g)
and benzyl bromide (6 Eq, 1.9 mL) pre-dissolved in acetone were added dropwise to the curcumin
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solution under stirring. The reaction was left 48 h until the TLC (mobile phases Hexane/EtOAc::7:3)
showed almost all curcumin had reacted. Mono- and di-benzylation of phenolic groups proceeded
firstly while C1 («-carbon) reacted at a later stage. Compound 2 was obtained as the major product
while tri- and tetra-benzylated derivatives were obtained as minor products (7% and 15%, respectively).
Acetone was evaporated under vacuum, and the resulting crude orange solid was dissolved in ethyl
acetate and submitted to liquid-liquid extraction with water. Column chromatography in SiO, eluting
with hexane/EtAcO (7:3) afforded the four title compounds.

Synthesis of Compound 5. In a 250 mL round-bottom flask, Compound 2 (150 mg (0.27 meq)) was
dissolved in ethyl ether under inert atmosphere and placed on a super cooler at 0 °C. Then, a solution
of boron trifluoride etherate (0.4 meq) was added (extreme precaution!) dropwise and left for overnight
at 0 °C. The reaction was monitored by TLC (mobile phases Hexane:EtOAc of 7:3). Later, the ethyl ether
was evaporated under vacuum, and the resulting red solid crude was dissolved in ethyl acetate and
submitted to liquid-liquid extraction with distilled water and add NaHCOj3, the reaction product was
recrystallized using acetonitrile. Compound 5 was characterized satisfactory by NMR spectroscopy,
IR, MS and X-Ray.

Single crystals. Di- and tri-benzylated curcuminoids (2 and 3, respectively) were obtained by
slow evaporation in ethyl acetate at room temperature and were characterized by X-ray diffraction.
The crystal structure of Compound 3 can be found in the Supplementary Materials. Derivative 1
failed to crystallize while 4 afforded crystals that could not be refined to the required level of accuracy.
Compound 1 and 4 were fully characterized by NMR spectroscopy, IR and MS. A suitable single crystal
of Compound 5 was obtained in acetonitrile at 0 °C.

(1E,6E)-1-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)-7-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)hepta-1,6-diene-3,5dione
(1), yellow powder, 10% yield, m.p. 91.6 °C. I'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8616.02 (s, 1H), 7.59 (dd,
J =15.8,2.8 Hz, 2H), 7.44 (m, 2H), 7.38 (ddd, | = 7.54 Hz, 6.83 Hz, 1.28 Hz, 2H), 7.32 (m, 1H), 6.93 (d,
J =8.17 Hz, 2H), 6.89 (d, ] = 8.25 Hz, 2H), 6.48 (dd, ] = 15.8, 2.8 Hz, 2H), 5.86 (s, 1H), 5.80 (s, 1H), 5.20
(s, 2H), 3.95 (s, 3H) 3.94 (s, 3H). '3C NMR (125 MHz, CDCl3) § 183.42, 183.04, 146.79, 145.70, 144.59,
143.71, 140.57, 140.27, 128.61, 128.44, 127.99, 127.66, 127.20, 122.86, 122.33, 122.14, 121.77, 114.82, 113.55,
110.46, 109.64, 101.21, 70.87, 56.02, 55.93. MS: calc. for CpgHysOg 458.17 m/z; found 459 m/z.

(1E,4Z,6E)-1,7-bis(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)-5-hydroxyhepta-1,4,6-trien-3-one (2), yellow powder,
64% yield, m.p. 160 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 16.01 (s, 1H), 7.58 (d, | = 15.8 Hz, 2H), 7.43 (m,
4H), 7.37(m, 4H), 7.31 (ddt, | = 8.30 Hz, 6.28 Hz, 1.47 Hz, 2H), 7.08 (m, 4H), 6.88 (d, ] = 8.29 Hz, 2H),
6.48 (d, ] = 15.8 Hz, 2H), 5.80 (s, 1H), 5.20 (s, 4H), 3.94 (s, 6H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) & 183.20,
150.17, 149.78, 140.31, 136.58, 128.60, 128.42, 127.98, 127.19, 122.33, 122.15, 113.54, 110.44, 101.27, 70.85,
55.99 MS: calc. for C35H34O0¢ 548.22 m/z; found 549.19 m/z.

(1E4Z,6E)-4-benzyl-1,7-bis(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)-5-hydroxyhepta-1,4,6-trien-3-one (3),
yellow powder, 7% yield, m.p.152 °C. H NMR (500 MHz, CDCl3) § 17.67 (s, 1H), 7.68 (d, ] = 15.4 Hz,
2H), 7.40 (m, 5H), 7.34 (m, 5H), 7.30 (m, 5H), 6.98 (dd, ] = 8.93 Hz, 1.48 Hz, 2H), 6.93 (d, ] = 2.02 Hz,
2H), 6.83 (d, ] = 15.4 Hz, 2H), 6.82 (d, ] = 8.32 Hz, 2H) 5.15 (s, 4H), 3.95 (s, 2H), 3.85 (s, 6H). 13C NMR
(125 MHz, CDCl3) 6 194.50, 183.50, 150.12, 149.76, 149.67, 144.82, 141.62, 141.06, 136.57, 136.38, 128.89,
128.77,128.58, 128.02, 127.96, 127.84, 127.42, 126.50, 123.41, 122.31, 121.97, 118.95, 113.49, 113.33, 110.62,
108.98, 70.81, 55.95, 31.80. MS: calc. for C4pH3304, 638.26 m/z; found 638 mj/z.

(1E,6E)-4,4-dibenzyl-1,7-bis(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)hepta-1,6-diene-3,5-dione (4), yellow
powder, 15% yield, m.p. 147.4 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 17.67 (s, 1H), 7.66 (d, | = 15.4 Hz,
2H), 7.39 (m, 4H), 7.35 (m, 4H), 7.29 (m, 2H), 7.18 (m, 6H), 6.99 (dd, | = 8.38 Hz, 2.03 Hz, 2H), 6.88
(d, ] =2Hz, 2H), 6.81 (d, ] = 8.37 Hz, 2H), 6.52 (d, | = 15.4 Hz, 2H), 5.16 (s, 4H), 3.86 (s, 6H), 3.37 (s,
4H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) & 196.74, 150.81, 149.68, 143.72, 136.59, 136.40, 130.42, 128.61, 128.10,
128.01, 127.51, 127.12, 126.62, 123.50, 121.18, 113.26, 110.68, 70.77, 70.08, 56.11, 37.67. MS: calc. for
Cy9Hy4Og, 728.31 m/z; found 728 m/z.
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BF, complex of (1E,4Z,6E)-1,7-bis(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)-5-hydroxyhepta-1,4,6-trien-3-one
(5), red powder, 70% yield, m.p. 180 °C. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 7.97 (d, ] = 15.6 Hz, 2H), 7.52
(d, ] = 2.0 Hz, 2H), 7.47-7.43 (m, 6H), 7.43-7.39 (m, 4H), 7.37-7.33 (m, 2H), 7.17 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 7.12
(d, ] = 15.6 Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 5.19 (s, 4H), 3.85 (s, 6H). 1>°C NMR (125 MHz, DMSO-d6) § 179.06,
151.52,149.34, 146.75, 136.48, 128.49, 128.06, 127.95, 127.33, 124.91, 119.00, 113.18, 111.57, 101.44, 69.92,
55.73. 19F NMR (300 MHz, DMSO-d6) § —138.14 (s, 19B-F), —138.20(s, ' B-F). MS: calc. for C35Hz; BF,Og,
596.21 m/z; found 596 m/z.

Physical Measurements. Melting points were determined on an Electrothermal Engineering
IA9100 digital melting point apparatus in open capillary tubes and are uncorrected.

Spectroscopic measurements. IR absorption spectra were recorded using a FT-IR Bruker Tensor
27 spectrophotometer in the range of 4000-400 cm~! as KBr pellets. 'H and '*C NMR spectra were
analyzed with a Bruker Fourier 500 MHz spectrometer using TMS as an internal reference and CDCl3
or DMSO-d6 as solvents, ’F NMR spectrum for Compound 5 was recorded with a Varian 300-MHz
spectrometer. NMR spectra were processed with MestreNova version 12.0.0 and can be found in the
Supplementary Materials.

Mass Spectrometry was recorded using JEOL, SX 102A equipment with Electron Ionization Impact
mode (spectra are shown).

Single-crystal X-ray diffraction (DXR) was carried out using Bruker diffractometer, model Smart
Apex, equipped with Cu K(A = 154178 A) or Mo Kq(A = 0.71073 A) for Compound 5,
CCD two-dimensional detector and low temperature device. The data collections and reduction were
performed using the APEX and SAINT-Plus programs [47]. The X-ray for structures 2, 3 (data shown
in the Supplementary Materials) and 5 were solved using SHELX-2014 by means of direct methods [48].
Data were refined by full-matrix least-squares procedure on F? with anisotropic temperature factors
for the non-hydrogen atoms. The positions of all H atoms were calculated geometrically, and a riding
model was used in the refinement, with C-H distances in the range of 0.93-0.97 A and Uiso(H) =1.2Ueq
(C). The software used to prepare material for publication was PARST97 [49] and Mercury 3.7 [50].

UV-Visible. The maxima absorption measurements were recorded with an UV-Visible Shimadzu,
U160 spectrophotometer; Compounds 1-5 were dissolved in DMF.

Fluorescence properties. Fluorescence measurements were carried out using an ISS-PC1
spectrofluorometer (ISS, Champaign, IL, USA) at 20 °C, in a 1-cm path length quartz cuvette.
The fluorescence quantum yields (®) of the target compounds were measured by comparison with
quinine sulfate as fluorescence spectroscopy standard (®s; = 0.55 in H,SO,4 1N). Compounds 1-5 were
dissolved in DMF and diluted with buffer tris 50 mM, pH 7.5 solutions (1.0 x 107 mol/L) to avoid
possible self-absorption. The quantum yield (is the ratio of the number of photons emitted to the
number photons absorbed) was calculated as follow [51]:

Fy (ODg)
CI>x — chtht (ODX)
where @ is the quantum yield, F is the fluorescence intensity (determined by cutting out and weighing
the area underneath the corrected emission curve) of the solution at the exciting wavelength Aey,
OD is the optical density at the exciting wavelength Acx. and subscripts x and st refer to problem and
standard (quinine sulfate) solutions, respectively.

The data of cytotoxic activity in human cancer cell lines, inhibition of lipid peroxidation on rat
brain. and radical scavenging (DPPH) activity can be consulted in the Supplementary material section.

Immunofluorescence staining and microscopy. Human fetal glial cell line SVG and human
glioblastoma cell lines U-251 and U-87 were obtained from 90% confluence cultures, detached and
2 x 10* were cultured in 1 mL of DMEM-10% fetal bovine medium onto poly-I-lysine-precoated glass
coverslips. Cells were exposed to Compound 2 or 5 at 20 uM (dissolved in DMF [52] and diluted with
PBS medium rendering an appropriate concentration lower than 0.1% DMF) for 24 h. After exposure,
cells were washed with 1 mL of PBS and fixed with absolute methanol at —20 °C for 5 min. Then,
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cells were washed twice with PBS and incubated for 5 min. Then, cells were fixed, mounted and
observed in a Laser confocal Microscope Leica TCS SP8x (Wetzlar, Germany). Images were analyzed
with Leica LAS X software (Wetzlar, Germany).

Partition coefficient was measured according to the shake-flask method previously reported [53,54].
Compound 2 or 5 (100 uM) was dissolved in 1-octanol (600 uL) presaturated with water (600 puL).
The solution was vortexed for 3 min and then centrifuged at 2000 rpm for 5 min. The 1-octanol
layer separated and an aliquot (100 pL) of each layer was used for quantitation by ultraviolet (UV)
spectrophotometry. The experiments were conducted in triplicate. A standard curve is found in the
Supplementary Materials (Figures 512 and S13).

4. Conclusions

Two outstanding benzylated curcumin fluorophores, namely 2 and fluoroborate 5, along with their
crystal structures, are reported. The cytotoxic activity of all derivatives 1-5 was assessed, finding that
the fluorophores 2 and 5 exert minimal cytotoxic effect against cancer cell lines and selectively reveal the
nucleus or cytoplasm of living cells. Furthermore, 2 allows nucleus visualization through detection of
fluorescence using 405- (blue), 543- (green) and 560-nm (NIR region) lasers. The former two lasers allow
enhanced visualization of the nucleus, while detection with the latter laser shows slightly faded images.
In contrast, 5 emits fluorescence in the NIR allowing visualization of cytoplasm and, additionally, when
405- and 543-nm lasers are used, the nucleus is clearly visualized without observation of cytoplasm.
Compounds 2 and 5 are, therefore, attractive alternatives to known fluorescent dyes. The properties
described above for the benzylated curcumin derivatives 2 and 5 make them suitable fluorescent
probes. The applicability of these live-cell membrane-permeable curcumin-based derivatives may
reach other cell types when studying physiological or pathological events in live-cell imaging and
biomedical research.

Supplementary Materials: The following are available online, CCDC-1861655 Compound 2, CCDC-1861656
Compound 3 and CCDC-1964443 Compound 5 contain the supplementary crystallographic data for this
paper. These data can be obtained free of charge via https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/, The Cambridge
Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK, fax; +44(0) 1223-336033.
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Single-crystal X-ray diffraction (DXR).

C35H320s (2) is monoclinic, P21/c. The unit-cell dimensions at 298(2) K are a = 25.6927(6), b =
5.3062(1), c = 21.2649(5) A, b =95.305(1)°, V = 2886.64(11) A3, Dx = 1.262 g/cm?, and Z = 4. R = 0.0484 for
5910 reflections.

C4H3s0s (3) is monoclinic, P2ic. The unit-cell dimensions at 298(2) K are a = 5.1310(2), b =
39.3890(17), ¢ = 16.7129(7) A, b =92.505(3)°, V = 3374.5(2) A3, Dx =1.257 g/cm3, and Z = 4. R = 0.0552 for
6917 reflections.

Css Ha1 B F2 O¢, C2Hs N (5) is triclinic, P-1. The unit-cell dimensions at 150K are a = 10.3764(5) b
= 11.1704(5), ¢ = 15.1531(7) A, b= 101.153(1)°, V = 1595.18 (13) A3, Dx = 1.327 g/cm? and Z = 2. R =
0.0604 for 9355 reflections.

Compound 3

Figure S1. Crystal structure of compound 3. Thermal ellipsoids are drawn at 50 % probability.

Molecular structures of compound 2 and compound 3 (Figure S1) are formed by two
benzyloxy-methoxyphenyl side chains interconnected by a hepta-1,6-diene-3,5-dione moiety and the
chain is highly conjugated among the 7 carbon atoms and are almost coplanar. Dihedral angle of
compound 2 between planes C1-C5 and C6-C7 is 15.31° and the total twist of the molecule is indicated
by the angle of 27.93° between ring plane C8-C13 and ring C22-C27. In compound 3 an additional
benzyl side chain is connected to the moiety at C4 atom and dihedral angle between planes C1-C3
and C4-C7 is 14.29°. Besides the molecular structures are in agreement with 'H NMR and IR
spectroscopy that both exist as the enol tautomer in the asymmetric unit and are stabilized by
resonance assisted hydrogen bonding (RAHB)[1].

The structure of compound 4 was determined using its diffraction pattern at low resolution
(Figure S2). Its structure has been already determined although it has an unsatisfactory R-value of 12.
The crystals obtained were small and did not diffract well (see CheckCIF). In order to solve this
situation the structure of this compound was characterized by NMR and spectroscopic methods. The
results obtained indicated that the carbonyls groups are in anti positions and also point out that the
feature of this compound is its non-coplanarity, which is in agreement with the findings reported
previously [2—4].



Figure S2. Crystal structure of compound 4. Thermal ellipsoids are drawn at 50 % probability.

The structure of compound 5 confirm the complex BF:in the keto-enol system and the
coordination is almost symmetric between two oxygen atoms the distances B-O are 1.307 A and 1.313
A respectively, each molecule interact with two molecules adjacent via H-F contact at 2.508 A and
2.369 A (Figure S3) as was reported[5] in other CUR-BF2 adducts, one acetonitrile molecule is present
in the asymmetric unit. In addition, the coplanarity in the heptanoid chain (C1-C7) is preserved.

Figure S3. Interactions H-F of compound 5.



checkCIF of compound 2
Table S1. Structure factors of Compound 2

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format
test-name_ALERT _alert-type_alert-level.

Click on the hyperlinks for more details of the test.

Alert level C

PLAT241_ALERT_2_C High Ueq as Compared to Neighbors for ..... C20 Check
PLAT242_ALERT_2_C Low Ueq as Compared to Neighbors for ..... C16 Check
PLAT303_ALERT_2_C Full Occupancy H-Atom H1A with # Connections 2.00 Check
PLAT331_ALERT_2_C Small Average Phenyl C-C Dist. C16 -C21 1.37 Ang.
PLAT480_ALERT_4_C Long H...A H-Bond Reported H14A .. O6 .. 2.65 Ang.
PLAT772_ALERT_2_C Suspect O-H Bond in CIF: O2 -- H1A .. 1.32 Ang.
PLAT906_ALERT_3_C Large K value in the Analysis of Variance ...... 7.046 Check
PLAT911_ALERT_3_C Missing # FCF Refl Between THmin & STh/L=0.600 15 Report
Alert level G

PLAT910_ALERT_3_G Missing # of FCF Reflection(s) Below Th(Min) ... 1 Report
PLAT912_ALERT_4_G Missing # of FCF Reflections Above STh/L=0.600 21 Note
0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

0 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully

8 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or oversight

2 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

5 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient

3 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low



2 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion
0 ALERT type 5 Informative message, check

Figure S4. Ellipsoid Plot of Compound 2



checkCIF of compound 3

Table S2. Structure factors of Compound 3

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format
test-name_ALERT _alert-type_alert-level.

Click on the hyperlinks for more details of the test.

Alert level B

PLAT331_ALERT_2_B Small Aver Phenyl C-C Dist C16 -C21 . 1.35 Ang.
PLAT355_ALERT_3_B Long O-H (X0.82,N0.—8A) O2 - H2A . 1.08 Ang.
PLAT772_ALERT_2_B Suspect O-H Bond in CIF O1 —H2A .. 1.45 Ang.

Alert level C

PLAT241_ALERT_2_C High 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C17 Check
And 4 other PLAT241 Alerts

PLAT241_ALERT_2_C High 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C18 Check
PLAT241_ALERT_2_C High 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C20 Check
PLAT241_ALERT_2_C High 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C21 Check
PLAT241_ALERT_2_C High 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C32 Check
PLAT242_ALERT_2_C Low 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C16 Check
And 2 other PLAT242 Alerts

PLAT242_ALERT_2_C Low 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C1— Check
PLAT242_ALERT_2_C Low 'MainMol' Ueq as Compared to Neighbors of C30 Check
PLAT340_ALERT_3_C Low Bond Precision on C-C Bonds. ............... 0.0041— Ang.



PLAT480_ALERT_4_C Long H...A H-Bond Reported H28B ..02 . 2.62 Ang.
PLAT—06_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 10.—35 Check
PLAT—06_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 3.228 Check
PLAT—11_ALERT_3_C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L=0.600 7 Report
Alert level G

PLAT—12_ALERT_4_G Missing # of FCF Reflections Above STh/L=0.600 27 Note
PLAT—33_ALERT_2_G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 1 Note
PLAT—78_ALERT_2_G Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 1 Info
0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

3 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully

13 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or oversight

3 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

12 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient

5 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

2 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

Figure S4. Ellipsoid Plot of Compound 3



checkCIF of compound 4
Table S3. Structure factors of Compound 4

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format
test-name_ALERT _alert-type_alert-level.

Click on the hyperlinks for more details of the test.

Alert level A

EXPT005_ALERT_1_A _exptl_crystal_description is missing

Crystal habit description.

The following tests will not be performed.

CRYSR_01

DIFFO03_ALERT_1_A _diffrn_measurement_device_type is missing

Diffractometer make and type. Replaces _diffrn_measurement_type.
RINTAQO1_ALERT_3_A The value of Rint is greater than 0.25

Rint given 0.372

PLAT020_ALERT_3_A The Value of Rint is Greater Than 0.12 ......... 0.372 Report
PLATO026_ALERT_3_A Ratio Observed / Unique Reflections (too) Low .. 25% Check
PLAT183_ALERT_1_A Missing _cell_measurement_reflns_used Value .... Please Do !
PLAT184_ALERT_1_A Missing _cell_measurement_theta_min Value ...... Please Do !
PLAT185_ALERT_1_A Missing _cell_measurement_theta_max Value ...... Please Do !
Alert level B



PLAT340_ALERT_3_B Low Bond Precision on C-C Bonds ............... 0.011 Ang.
Alert level C

PLATO052_ALERT_1_C Info on Absorption Correction Method Not Given Please Do !
PLATO082_ALERT_2_C High R1 Value ......ccccccevvvvivivninnnnnn. 0.12 Report
PLAT234_ALERT_4_C Large Hirshfeld Difference C2 --C3 . 0.16 Ang.
PLAT480_ALERT_4_C Long H...A H-Bond Reported H4 ..O1 . 2.64 Ang.
PLAT480_ALERT_4_C Long H...A H-Bond Reported H18 .05 . 2.61 Ang.
PLAT906_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 66.565 Check
PLAT906_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 2.140 Check
PLAT906_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 13.199 Check
PLAT906_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 4.642 Check
PLAT906_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 2.810 Check
PLAT910_ALERT_3_C Missing # of FCF Reflection(s) Below Theta(Min). 5 Note
PLAT911_ALERT_3_C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L=0.600 88 Report
PLAT978_ALERT_2_C Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 0 Info
Alert level G

PLAT912_ALERT_4_G Missing # of FCF Reflections Above STh/L=0.600 15 Note
PLAT933_ALERT_2_G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 3 Note
8 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

1 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully

13 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or oversight

2 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

6 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

3 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient

11 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

4 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

Figure S5. Ellipsoid Plot of Compound 4
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checkCIF of compound 5
Table S4. Structure factors of Compound 5

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format
test-name_ALERT _alert-type_alert-level.

Click on the hyperlinks for more details of the test.

Alert level C

DIFMX02_ALERT_1_C The maximum difference density is > 0.1*2ZMAX*0.75

The relevant atom site should be identified.

PLATO094_ALERT_2_C Ratio of Maximum / Minimum Residual Density .... 2.43 Report
PLATO097_ALERT_2_C Large Reported Max. (Positive) Residual Density 0.69 eA-3
PLAT906_ALERT_3_C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 4.635 Check
PLAT911_ALERT_3_C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L=0.600 12 Report
Alert level G

PLATO03_ALERT_2_G Number of Uiso or Uij Restrained non-H Atoms ... 47 Report
PLAT154_ALERT_1_G The s.u.’s on the Cell Angles are Equal ..(Note) 0.001 Degree
PLAT178_ALERT_4_G The CIF-Embedded .res File Contains SIMU Records 1 Report
PLAT860_ALERT_3_G Number of Least-Squares Restraints ............. 300 Note
PLAT910_ALERT_3_G Missing # of FCF Reflection(s) Below Theta(Min). 2 Note
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PLAT912_ALERT_4_G Missing # of FCF Reflections Above STh/L=0.600 20 Note
PLAT933_ALERT _2_G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 12 Note
PLAT978_ALERT_2_G Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 18 Info
0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

0 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully

5 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or oversight

8 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

2 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

5 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient

4 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

2 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

Figure Sé6. Ellipsoid Plot of Compound 5
Cytotoxic activity in cell lines (assay).

Curcumin and derivatives 1-5, were screened in vitro at 25 pg/mL against human cancer cell
lines: U-251: central nervous system glia cancer, PC-3: prostate adenocarcinoma, K562: human chronic
myelogenous leukemia, HCT-15: colon adenocarcinoma, MCF-7: human mammary adenocarcinoma,
SKLU-1: human lung adenocarcinoma and COS-7 monkey kidney cell line (non-tumoral),. Cell lines
were supplied by U.S. National Cancer Institute (NCI). The human tumor cytotoxicity was
determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure
cell growth, as described in the protocols established by the NCI [6]. The cell lines were cultured in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM l-glutamine, 10,000 units/mL
penicillin G sodium, 10,000 pg/mL streptomycin sulfate, 25 pg/mL amphotericin B
(Invitrogen/Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and 1% non-essential amino
acids (Gibco). They were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO:. The viability
of the cells used in the experiments exceeded 95% as determined with trypan blue.
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Cytotoxicity after treatment with the test compounds of the normal and tumor cells was
determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure
cell growth, as described in a previous study [7,8] . The cells were removed from the tissue culture
flasks by treatment with trypsin and diluted with fresh media. From these cell suspensions, 100 uL,
containing 5000-10,000 cells per well, was pipetted into 96-well microtiter plates (Costar, Cambridge,
MA, USA) and the material was incubated at 37 °C for 24 h in a 5% COz atmosphere. Subsequently,
100 uL of a solution of the compound obtained by diluting the stocks was added to each well. The
cultures were exposed for 48 h to the compound at concentrations of 25 pg/mL. After the incubation
period, cells were fixed to the plastic substratum by the addition of 50 puL of cold 50% aqueous
trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4 °C for 1 h, washed with tap H20O, and air-dried.
The trichloroacetic-acid-fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free SRB solution was
removed by washing with 1% aqueous acetic acid. The plates were air-dried, and the bound dye was
solubilized by the addition of 10 mM unbuffered Tris base (100 pL). The plates were placed on a
shaker for 10 min, and the absorption was determined at 515 nm using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) plate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VI, USA) and the mean
of three independent measurements was obtained.

Inhibition of lipid peroxidation on rat brain (TBARS).

Adult male Wistar rats (200-250g) were provided by the Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Procedures and care of animals were
conducted in conformity with the Mexican Official Norm for Animal Care and Handling NOM-062-
Z00-1999. They were maintained at 23 + 2°C on a 12/12 h light-dark cycle with free access to food
and water.

Animal sacrifices were carried out avoiding unnecessary pain. Rats were sacrificed with CO..
The cerebral tissue (whole brain), was rapidly dissected and homogenized in phosphate-buffered
saline (PBS) solution (0.2 g of KCl, 0.2 g of KH2POs, 8 g of NaCl, and 2.16 g of NaHPO4.7H:O/L, pH
adjusted to 7.4) as described elsewhere[9,10] to produce a 1/10 (w/v) homogenate. The homogenate
was then centrifuged for 10 min at 800 rcf (relative centrifugal field) to yield a pellet that was
discarded. The supernatant protein content was measured using Folin and Ciocalteu’s phenol reagent
[11] and adjusted with PBS at 2.666 mg of protein/mL.

As an index of lipid peroxidation, TBARS levels were measured using rat brain homogenates
according to the method described by Ng and co-workers[12], with some modifications. Supernatant
(375 pL) was added with 50 uL of 20 uM EDTA and 50 pL of each sample concentration dissolved in
DMSO (50 pL of DMSO for control group) and incubated at 37 °C for 30 min. Lipid peroxidation was
started adding 50 uL of freshly prepared 100 uM FeSOs solution (final concentrations 10 uM and 100
uM), and incubated at 37 °C for 1h. The TBARS content was determined as described by Ohkawa and
co-workers [13].

Radical scavenging (DPPH) activity.

The free radical scavenging activity was measured using a modified method from Mellors
and Tappel [14]. The tests were carried out on 96-well microplates. A 50uL aliquot of the solution of
the test compounds were mixed with 150 uL of an ethanol solution of DPPH (final concentrations 10
uM and 100 pM). This mixture was incubated at 37°C for 30 min, and the absorbance was then
measured at 515 nm using a BioTek microplate reader SYNERGY HT. The inhibition percent for each
compound was determined by comparison with a 100 uM DPPH ethanol blank solution.
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Table S5. TBARS and DPPH activity of compounds 1-5 compared with curcumin.

Compound DPPH
(% of Inhibition) (% of Inhibition)
10uM 100puM 10uM 100uM
CURCUMIN 94.55 96.64 25.49 94.21
1 56.26 96.37 11.72 77.51
2 10.78 36.74 1.15 8.28
3 6.29 13.83 9.58 26.53
4 6.89 9.13 -0.65 2.24
5 8.19 21.0 0.71 11.3

UV Spectra of compounds 1-5

Figure S7. UV spectum of compound 1
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Figure S8. UV spectum of compound 2

Figure S9. UV spectum of compound 3
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Figure S10. UV spectum of compound 4

Figure S11. UV spectum of compound 5
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Standard curves of compounds 2 and 5 (Log P).

Figure S12. Standard curve of compound 2

Figure S13. Standard curve of compound 5
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Infrared spectra of compounds 1-5

Figure S14. IR spectrum of compound 1

Figure S15. IR spectrum of compound 2
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Figure S16. IR spectrum of compound 3

Figure S17. IR spectrum of compound 4
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Figure S18. IR spectrum of compound 5
Mass spectra of compounds 1-5

Figure $19. Mass spectrum of compound 1
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Figure S21. Mass spectrum of compound 3
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Figure $22. Mass spectrum of compound 4

Figure $23. Mass spectrum of compound 5
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Figure S44. '"H NMR spectrum of compound 4 (CDCls- 500MHz)
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Figure §55. HMBC spectrum of compound 5 (DMSO-46500MHz)
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Figure S56. Boron spectrum of compound 5 (DMSO-d6-300MHz)
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Confocal microscopy analysis of curcumin derivative compound 2

d

Figure S57. Confocal microscopy analysis of curcumin derivauve Compound 2 at 20u M, after 24 hrs
of exposure with dye; a, d represent bright field, b,e, represent fluorescence and c, f merged
images, a-c staining in SVG cell line, d-f staining in U-87 cell line. Laser used 405 nm.

Figure S58. Confocal microscopy analysis of curcumin derivative Compound 2 at 20 pM, after 24 hrs
of exposure with dye; a represents bright field, b represents fluorescence and ¢, merged images, a-c
staining in SVG cell line. Laser used 405 nm.
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