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RESUMEN

La presente disertaciéon forma parte de un estudio sistematico de orquideas
mexicanas como fuente de compuestos espasmoliticos y describe la investigacion realizada
para determinar la actividad espasmolitica, asi como el mecanismo de accion de los
estilbenoides aislados de Nidema boothii (Lindl.) Schitr, (Orchidaceae) y de una serie
analogos sintéticos.

La seleccion de la especie objeto de estudio se realizo con base en el criterio
quimiotaxondmico, debido a que estudios anteriores realizados con otras especies de
orquideas (Scaphyglottis. livida y Maxillaria densa) permitieron el descubrimiento de
estilbenoides espasmoliticos (Estrada ef al., 1999a, 1999b, 2000).

La evaluacion biologica del extracto organico CH,Cl,-MeOH (1:1) de N. boothii
inhibié significativamente las contracciones espontineas del ileon de cobayo.
Posteriormente, el fraccionamiento biodirigido del extracto activo permitié el aislamiento
de dos estilbenoides novedosos: un compuesto de tipo espiro, designado con ¢l nombre
trivial de nidemona (124) y el compuesto 125, un dihidrofenantreno, caracterizado como el
2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno. De manera adicional, se aislaron
otros estilbenoides como el aloifol II (5), el 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxifenantreno (16), la
efemerantoquinona (126), el gigantol (2), el efemerantol B (127), el 3,7-dihidroxi-2,4-
dimetoxifenantreno (15); la lusiantridina (11), la batatasina (14), un triterpenoide, la
nidemina (122), y un flavonoide glucosilado, la vitexina (123). La elucidacién estructural
de los mismos se realiz6 mediante la aplicacion de diferentes técnicas espectroscdpicas y
espectrométricas.

Los compuestos 2, 5, 11, 14, 16, 124, 125 y 126 mostraron una actividad
espasmolitica significativa sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
de una manera dependiente de la concentracion, con valores de Clsp en un rango de 0.14 a
2.36 uM. Con la finalidad de obtener mas informacién con relacién al mecanismo de
accion de los bibencilos 2 y 14 se realizaron estudios de tipo funcional y enzimatico para
determinar el efecto de los mismos sobre la proteina reguladora calmodulina (CaM).
También se analizé su efecto sobre la contraccion espontanea del ileon de cobayo en
presencia del 1H-[1,2,4]oxadiazol[4,3-c]Jquinoxalin-1-ona (ODQ) y 1H-

[1,2,4]oxadiazol[4,3-c]quinoxalin-1-ona (L-NAME), inhibidores de la enzima guanilato
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Resumen

ciclasa soluble (GCs) y de la 6xido nitrico sintetasa (NOS), respectivamente. Los resultados
generados de este estudio, indicaron que ademas del mecanismo nitrérgico, los bibencilos
podrian ejercer su efecto espasmolitico a través de la proteina reguladora CaM, ya que estos
productos modificaron in vitro las propiedades reguladoras enzimaticas de esta proteina
Por otra parte se realizé la sintesis de los compuestos 145-149, 151-154, 156 y 157,
analogos de los productos naturales gigantol (2) y batatasina III (14), mediante la reaccion
de Wittig y se evalud su potencial espasmolitico con la finalidad de establecer la influencia
de la posicién y la naturaleza de los sustituyentes en los anillos aromaticos en el efecto
farmacoldgico. Los resultados obtenidos indicaron que para la maxima actividad
espasmolitica es necesario la presencia de grupos oxigenados en ambos anillos aromaticos
ya que la potencia espasmolitica de los productos 156 y 157 que carecen de sustituyentes
oxigenados en los anillos aromaéticos, es mucho menor. Por otro lado, la metilacién de los

grupos hidroxilos libres o el incremento de los grupos oxigenados con relacion a los

compuestos 2 y 14 disminuye la actividad espasmolitica.
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ABSTRACT

A CH,CIl;-MeOH (1:1) extract prepared from the whole plant of Nidema boothii inhibited
spontaneous contractions (ICso= 6.26 + 2.5 pg/mL) of the guinea-pig ileum. Bioassay-
guided fractionation of the active extract led to the isolation of the novel spiro compound
124, which was given the trivial name nidemone, and the new dihydrophenanthrene 125,
characterized as 1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-diol. In addition, the
known stilbenoids aloifol II (5), 1,5,7-trimethoxyphenanthrene-2,6-diol (16),
ephemeranthoquinone  (126), gigantol (2), ephemeranthol B (127), 24-
dimethoxyphenanthrene-3,7-diol (15), lusianthridin (11), and batatasin III (14) were
obtained. The isolates were characterized structurally by spectroscopic data interpretation,
Compounds 2, §, 11, 14, 16, 124, 125 and 126 induced notable concentration-dependent
inhibition of the spontaneous contractions of the guinea-pig ileum with ICsy values that
ranged between 0.14 and 2.36 uM. Bibenzyls analogs 145-157 were synthesized and tested
pharmacologically. The results indicated that for maximum spasmolytic activity the
bibenzyls should have oxygenated substituents on both aromatic rings; on the other hand,
methylation of free hydroxyl groups as well as the increment of oxygenated groups in
relation to compounds 2 and 14 decreased the smooth muscle relaxant activity. It was also
demonstrated that bibenzyls 2 and 14 might exert their spasmolytic action not only by a

nitrergic mechanism but also by inhibiting CaM mediated processes.

145 R], R3, R4 == OMC, R2= OH
146 R], Rz, R3, Rsy= OMe

R, 147 Ry, R; = OH: Ry, Ry = OMe
148 R, = OMe: R,, Rs, Rs = OH
‘ 148 Ry, Ry, Ry = OMe: Ry = OH
R4 150 R], Rz, R3, R4=OH
‘ 151 R1=H; R,, R3=0H;R4=0Me
R; 152 R,, R, = OMe; R,= H: R; = OH

153 R, Ry, Ry = OH; R,=H
R, 154 R}, R3, Ry = OMe; R, = H

155 R} = H; Rz, R3, R4 = 0OH

156 Ry, R, = H; R3, Ry= OH

157 R, = OH; R, = OMe; R3, Rs=H
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I. ANTECEDENTES

1.1 EL USO DE ORQUIDEAS COMO MEDICINA HERBOLARIA

Las orquideas constituyen una de las familias botanicas mas grandes y ampliamente
distribuidas en el mundo, ya que incluye alrededor de 35,000 especies organizadas en 750
géneros, cinco subfamilias y nueve tribus (Dressler, 1993). La mayor parte de las especies
de orquideas se encuentran localizadas en las regiones tropicales (Williams, 1979; Hietz,
1994), especialmente en la zona montanosa entre los 1,000 y 2,000 metros de altura sobre
el nivel del mar (Hausen, 1984); encontrandose el mayor nimero de especies en México,
Guatemala, Honduras, Colombia, Venezuela y Brasil (Dressler, 1981). En México, las
orquideas se distribuyen principalmente en cuatro estados: Veracruz, Oaxaca, Chiapas y
Guerrero. Otros estados con una cifra considerable de especies son: Morelos, México,
Michoacan y las regiones bajas de Puebla y San Luis Potosi (Hietz, 1994).

Debido a la belleza de sus flores algunas especies de orquideas, por ejemplo las del
género Phalaenopsis, son utilizadas como plantas de ornato (Hietz, 1994; Tatsuzawa et al.,
1997). Por otro lado, las orquideas son importantes en la industria de alimentos y
perfumeria. En varias culturas orientales los tubérculos de ciertas especies del género
Orchis se emplean para la produccion de harinas con propiedades reconstituyentes y
analépticas (Stoessl y Arditti, 1984). En la India, Turquia y el Tibet, algunas especies de
este mismo género se agregan al vino como alimento y se ha demostrado que poseen
_propiedades afrodisiacas (Zimmemann, 1959). A partir de la especie Vainilla planifolia se
obtiene la esencia de vainilla, la cual se emplea como un condimento y como agente
saborizante, principalmente en la manufactura de chocolate y helado. También se emplea
en elaboracion de jabones, cremas y perfumes (McVaugh, 1985). El aldehido vainillina es
el principio responsable del aroma y sabor de la esencia de vainilla (Trease y Evans, 2002).

Otras especies de orquideas son utilizadas en la medicina tradicional debido a que
poseen propiedades curativas. Asi, las flores de la especie Angracun fragans empleadas
como agente sedante, diaforético, digestivo y expectorante (Ziemmemann, 1959). Algunas
especies de Catteya son utiles en el tratamiento de la hipotension, ya que poseen un alto

contenido de tiramina (Stoessl y Arditti, 1984). Las raices de Cypripedium reginae
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(valeriana americana) son apreciadas en América del Norte por sus propiedades
tranquilizantes (Stoessl y Arditti, 1984).

Dendrobium nobile se usa desde tiempos ancestrales en China como ténico y
antipirético; también es de utilidad para el tratamiento de desordenes gastrointestinales y
anorexia (Onaka et al., 1965; Miyazawa et al., 1997). D. nobile es una de las especies mas
utilizadas para la preparacion de la droga china “Shih-hu”, empleada como un ténico y para
impartir longevidad, tratar la dismenorrea, el reumatismo, la impotencia y la leucorrea
(Kong et al., 2003). Recientemente, se descubrié que el extracto metanolico de esta
orquidea posee actividad antimutagénica, y se demostré que los principios activos son los
bibencilos gigantol y moscatilina (aloifol II) (Miyazawa et al., 1997, 1999). De esta especie
también se han aislado otros compuestos con diversas propiedades, incluyendo la:
citotoxica, antifingica e inmunomoduladora.

Otras especies del género Dendrobium han sido objeto de numerosos estudios
fitoquimicos y farmacologicos. Asi, se encontré que algunos compuestos aislados del
extracto metanolico de Dendrobium loddigessi [moscatilina (aloifol II), moscatina y el
diacetato de moscatilina] inhiben la agregacion plaquetaria inducida por el &cido
araquiddnico o coldgeno. En otro estudio farmacoldgico se comprobd que sus alcaloides
shihunidina y shihunina son potentes inhibidores de la actividad de la enzima Na', K'-
ATPasa aislada de rifion de rata (Kong et al., 2003).

Los tubérculos de Gastrodia elata se emplean en el Tibet, Japén y China como
alimento. Ademas esta orquidea es parésita del hongo Amillaria melea (hongo dulce); esta
asociacion contribuye ademas al control biolégico del hongo, ya que el mismo se encuentra
ampliamente distribuido en el mundo y compite con muchas plantas por los nutrientes
necesarios para su crecimiento (Kong et al, 2003). El rizoma de G. elata se usa en la
medicina China para la cura de dolores de cabeza. Los tubérculos y rizomas, cocidos o
secos, de esta orquidea se conocen en China con el nombre de “Tienma” y se prescriben
para el tratamiento de migrafia, reumatismo, parélisis, convulsiones infantiles, fiebre y
numerosas afecciones (Noda et al., 1995, Kong et al., 2003); también se emplea para dar
fuerza y virilidad, promover la circulacién sanguinea e incrementar la memoria. En Korea,
los tubérculos de la especie se utilizan para el tratamiento de desordenes nerviosos, para

prevenir el resfriado comin y como un ténico. G. elata se emplea en Taiwan como un



I. Antecedentes

fortificador, para tratar el sistema nervioso debilitado y dolores de cabeza. En la medicina
tradicional de Japon la planta seca es util para tratar el vértigo, dolores de cabeza y
enfermedades nerviosas, especialmente en nifios. Estudios farmacologicos recientes
sugieren que el extracto crudo de esta orquidea posee efectos sedantes y analgésicos, y
ocasiona un incremento del flujo sanguineo del corazén y cerebro, disminuyendo asi la
resistencia de los vasos sanguineos. Ademas, el extracto crudo induce resistencia a la
hipoxia y en la practica clinica se utiliza para el sindrome neurastémico y el dolor de cabeza
vasoneuronal (Wu et al., 1996; Noda er al., 1995). Por dltimo, Wu y colaboradores (1996)
comprobaron que el extracto acuoso de esta especie posee actividades antioxidantes y
secuestradoras de radicales libres, en tanto que, el extracto metandlico presenta poco efecto
sobre los procesos de aprendizaje y memoria. Algunos autores han sefialado que su accion
antiepiléptica puede atribuirse a la actividad antioxidante de los constituyentes de la planta
(Noda et al., 1995; Kong, et al., 2003).

Otra orquidea que se usa en la medicina tradicional China es Bletilla striata, (Dai
chi o Baiji). Los tubérculos de esta especie se emplean para el tratamiento de tuberculosis,
ulceras gastrica y duodenal, asi como también para mejorar la piel agrietada en pies y
manos (Kong ef al., 2003). Otros usos en China, Mongolia y Japon incluyen la purificacion
de la sangre y fortalecimiento de pulmones; también se emplea para el tratamiento de
abscesos, tumores malignos, cancer de mama, flatulencia, dispepsia, disenteria, fiebre,
Glceras malignas, desérdenes gastrointestinales, hemorroides, antrax, malaria,
enfermedades de los ojos, ciertas micosis, dafios traumdticos, tos, dolor de pecho,
b tuberculosis, sangrados internos, inflamacion, y como un agente expectorante. Las raices
pulverizadas de la planta se mezclan con aceite y la mezcla se aplica externamente para
aliviar quemaduras y enfermedades de la piel, en tanto que preparaciones de la planta
entera se utilizan para curar la leucorrea y la tos purulenta y como ténico (Kong et al.,
2003).

Nervilia purpurea se emplea en la medicina tradicional de Taiwan (I-Tiam-hong)
para el tratamiento de heridas y de la hipertension. La especie relacionada N. aragoana se
usa para el tratamiento de la crisis visceral, enfermedades pulmonares e hipertension

(kikuchi et al., 1985a, 1985b). Los tubérculos de Pleione bulbucodioides (“‘Shan ci-gu”)
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son efectivos para el tratamiento de tumores en las practicas médicas populares de China
(Bai et al., 1996 y 1997, Kong et al., 2003).

La especie mexicana Scaphyglottis livida aplicada de manera topica se utiliza para
eliminar ectoparasitos. La decoccion de la planta entera se emplea para aliviar dolores de
estdmago y para evitar el aborto. Asi mismo, la especie Maxillaria densa se emplea para el
tratamiento de célicos. Como se explicara en detalle mas adelante, un estudio reciente de
estas especies proporcioné evidencias cientificas que sustentan su uso popular como
agentes antiespasmoédicos, ya que el extracto integro preparado a partir de las plantas
enteras y algunos de sus metabolitos secundarios inhiben las contracciones espontdneas del
ileon de rata (Estrada et al., 1999a, 1999b, Estrada 2000).

Otra orquidea mexicana con un uso tradicional entre las comunidades indigenas es
Oncidium cebolleta. Los Indios Tarahumaras de Chihuahua la emplean como un agente
alucinégeno en ceremonias magico-religiosas, probablemente como un sustituto temporal

del peyote o “hikuri” (Lophophora williamsii) (Stermitz et al.,1983).

1.2. PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS
ESTILBENOIDES DE ORQUIDEAS

Los estilbenoides son metabolitos secundarios del tipo Cs-Co-Cs de biogénesis
mixta, de tal forma que la unidad C¢C, se genera a partir de un derivado del acido
cindmico; mientras que el otro anillo aromatico se genera a partir del malonil-CoA. Estos
productos se encuentran principalmente en especies de orquideas y Briofitas, aunque
" también se han descrito en Moriceas, Cannabiniceas y Poligoniceas, por tan solo
mencionar algunas familias de Angiospermas que biosintetizan este tipo de productos
(Gorham, 1995). Desde el punto de vista quimico se dividen en cuatro grandes grupos:
estilbenos, bibencilos, fenantrenos y 9,10-dihidrofenantrenos, cada uno con sus subgrupos.
Los compuestos de interés para este trabajo pertenecen a los tres ultimos grupos. Ademas
de la actividad relajante de la musculatura lisa comprobada en el trabajo de Estrada y
colaboradores (1999a, 1999b, 2000), en la literatura cientifica se describe que algunos
bibencilos poseen propiedades antisépticas (Takagi er al, 1983) antimutagénicas
(Miyazawa et al., 1997, 1999) y antiinflamatorias (Shimizu et al., 1998). En tanto que los

fenantrenos y los 9,10-dihidrofenantrenos poseen propiedades espasmoliticas (Sachdev y
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Kulshreshtha, 1986, Estrada, et al, 1999a), antiinflamatorias (Shimizu ez al., 1988),

antifingicas (Baxter, 1994), fitotdxicas (Valencia-Islas ef al., 2002) y antitumorales (Lee et

al., 1995, Gorham 1995). En el Cuadro 1 se indican ejemplos selectos de estilbenoides

biodinamicos.

Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuestos bioactivos aislados de diferentes especies de
la familia Orchidaceae

Fuente natural

Compuesto

Actividad biolégica

Coelogyne ovalis

HO O

OCH,4
3’-O-metilbatastatina III (1)

Antibacterial contra
Streptococcus mutans y

Staphylococcus aureus

(Yamaki er al., 1989)

Bulbophyllum vaginatum,
Lusia volucris,
Catasetum barbatum

Dendrobium nobile

OH
" g
OCH,

gigantol (2)

Antiinflamatorio
(Shimizu et al., 1988)
Antimutagénico

(Miyazawa et al., 1997)

Coelogyne ovalis y

Coelogyne cristata

O
HOOCH;,
0 OH

coelogina (3)

Espasmolitico
Bloqueador de canales de
Ca*" en ileon de cobayo
(Sachdev y Kulshreshtha,
1986)

Eria convallarioides,
Eulophia nuda, Oncidium

cebolleta

o $-4 Yo

H,CO  OCH;

nudol (4)

Antiinflamatorio
Inhibidor especifico no
competitivo de las
contracciones inducidas por
histamina

(Shimizu et al., 1988)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuestos bioactivos aislados de diferentes especies de
la familia Orchidaceae (continuacion)

Fuente natural Compuesto Actividad biolégica
Dendrobium loddigessi OH Inhibidor de la agregacion
Dendrobium nobile O plaquetaria (Kong et al.,

CH,0 O ocH,
HO
OCH,

aloifol II (5, moscatilina)

2003)
Antimutagénico (Miyazawa

et al., 1999)

HO

OH

0
" )
OCH,
0

Antibacterial contra

Bletilla striata Bacillus subtilis, B. Cereus,
Nocardia gardneriy S.
aureus
(Takagi et al., 1983)
OH
3,3’-dihidroxi-5-metoxi-2,6-bis-(p-
hidroxibencil) bibencilo (6)

Actibacterial contra

Bacillus subtillus, B.
Cereus, Nocardia gardneri

Spiranthes sinensis y S. aureus

espirantol-A (7)

Antifungico contra
Candida albicans y
Trichophyton
mentagrophytes
(Tezuka et al., 1990)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuestos bioactivos aislados de diferentes especies de
la familia Orchidaceae (continuacion)

Fuente natural

Compuesto

Actividad biolégica

Orchis militaris,
Agrostophyllum callosum,

Spiranthes sinensis

eno—{ 94

o
jas)

OCH,

Antifungico contra el moho
Candida lipolytica,
Phytophthora infestans y

Monilinia fructicola
orcinol (8) (Baxter, 1994)
Loroglossum hircinum HO Q.Q Antifiingico contra de
A jllus ni
OCH, OH spergillus niger

hircinol (9)

(Baxter, 1994)

Maxillaria densa

CH,0

CH;0  OCH,;

gimnopusina (10)

Actividad fitotoxica

(Valencia-Islas ez al., 2002)

Dendrobium plicatile,
Lusia indivisa, Bletilla

striata

OCH,

ol 50

HO

lusiantridina (11)

Antitumoral en raton,
Agente citotdxico in vitro
(A-549 carcinoma de
pulmén, SK-DV-3
carcinoma de ovario y HL-
60 leucemia humana)

(Lee et al., 1995)
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Cuadro 1. Ejemplos de compuestos bioactivos aislados de diferentes especies de la familia
Orchidaceae (continuacion)

Fuente natural Compuesto Actividad biolégica
agess fiog
Loroglossum hircinum Antifungico contra
OH OCH, Phytophthora infestans
loroglosol (12) (Baxter, 1994)

Antitumoral

Dendrobium nobile (Lee et al., 1995)

denbinobin (13)

1.3 ESPECIES DE LA FAMILIA ORCHIDACEAE COMO UNA FUENTE
POTENCIAL DE AGENTES ESPASMOLITICOS.

En la busqueda de productos naturales con actividad espasmolitica a partir de
‘especies pertenecientes a la familia Orchidaceae, se tiene como antecedente los trabajos
realizados por Estrada y colaboradores (1999a, 1999b, 2000) sobre las orquideas mexicanas
Scaphyglottis livida (Lindley) Schltr., y Maxillaria densa (Lindley). La eleccion de estas
orquideas medicinales como fuentes de agentes espasmoliticos fue el resultado de un
estudio etnobotanico realizado en la region de los Tuxtlas, Veracruz, donde ambas especies
gozan de reputacion folklérica como agentes antiespasmodicos.

En los estudios conducidos por Estrada y colaboradores (1999a, 1999b, 2000) se
demostré que los extractos CHCl3:CH;OH (1:1) de las orquideas S. livida y M. densa
provocan una disminucion significativa del tono y la amplitud de las contracciones
espontaneas del ileon de rata. Posteriormente, el estudio biodirigido de los extractos activos

permiti6 el aislamiento de una serie de estilbenoides biodinamicos. De la especie S. livida
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se aislaron el gigantol (2), la batatasina III (14), la lusiantridina (11), el 3,7-dihidroxi-2,4-
dimetoxifenantreno (15) y el 3,7-dihidroxi-2,4,8-trimetoxifenantreno (16), indicados en la Figura
1. De M. densa se obtuvieron el nudol (4), el 2,5-dihidroxi-3,4-dimetoxifenantreno(17),
9,10-dihidro-2,5-dihidroxi-3,4-dimetoxifenantreno (18) y eriantridina (19) indicados en la
Figura 2. Estos estilbenoides también provocaron la relajacion de las contracciones
espontaneas del ileon de rata de una manera dependiente de la concentracién. La potencia
demostrada por los compuestos fue en la mayoria de los casos mayor o igual a la de la
papaverina, alcaloide espasmolitico utilizado como un control positivo. A manera de
ejemplo en el Cuadro 2 se indica el efecto maximo (Ensx), las concentraciones inhibitorias
media (Clsp) y la potencia de los metabolitos aislados de S. /ivida. De acuerdo a los

resultados indicados en el Cuadro 2, los productos mas activos fueron 14 y 15.

HOSZL

OCH;
9 14

o5 Yo w0 e

HO CH,0 OH

Figura 1. Metabolitos aislados de la Scaphyglottis livida (Estrada et al., 1999a)
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Cuadro 2. Inhibicién de la contraccion espontanea del ileon aislado de rata mostrada por el

extracto y los compuestos aislados de Scaphyglottis livida (Estrada et al., 1999a)

Sustancia Emax Clso(M) Potencia
Papaverina 96.70+5.02 1.55 x 10°°+0.12 1
Extracto 82.10+6.02 6.06+1.02* -
2 93.50+3.02 5.83 x 10°£0.55 0.2658
14 85.20+2.08 7.37 x 107£0.07 2.1031
11 80.00+1.98 9.50 x 107+0.03 1.6315
15 83.59+1.3 6.66 x 107+0.01 2.3273
16 88.05+1.8 7.13 x 10°+£0.42 0.2173

La Cls; del extracto se expresa en pg/ml

Los valores estan expresados en medias £ E.E.M; n=6; p<0.05. La potencia fue obtenida por la
formula: CI50 (M) de la papaverina/ CI50 (M) del compuesto, asumiéndose un valor de 1.00 para
la papaverina. Emax indica el % de inhibicién maxima.

Con la finalidad de iniciar la caracterizacion farmacologica de los metabolitos
activos, se realizaron una serie de experimentos con diferentes espasmogenos tales como
acetilcolina (ACh), BaCl, e histamina. Estos experimentos consistieron en evaluar el efecto
de los productos espasmoliticos sobre las contracciones inducidas por los espasmoégenos
" seleccionados. Los resultados indicaron que en general el modo de accién de los
compuestos no involucra un efecto anticolinérgico o una interferencia con la entrada de
Ca®™ a la célula del musculo liso. En el caso del compuesto 2 se obtuvo un efecto
antagénico significativo de las contracciones inducidas por histamina.

Por ultimo, se demostré que los compuestos 2, 11, 14-16 antagonizaban las
contracciones provocadas por 1H-[1,2,4]Joxadiazol[4,3-a]quinoxalin-1-ona (L-NAME), un
inhibidor de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS). Estos resultados permitieron
establecer la hipotesis de que el mecanismo de relajacion de los cuatro estilbenoides estaba
mediado por el sistema 6xido nitrico/monofosfato-3’,5’-de guanosina [NO/GMPc]. En el

caso del compuesto 2 esta hipotesis se comprobd mediante un radioinmunoensayo, mismo

10



I. Antecedentes

que permitié6 demostrar que el gigantol provoca un incremento de los niveles de GMPc en

anillos de ileon de rata (Estrada et al., 1999).

<L oo

O
o ook, Otn,o  ocH,
17 18
CH,0  OCH; CH,0 OCH,
4 19

Figura 2. Metabolitos aislados de Maxillaria densa (Estrada et al., 1999b)

Evidentemente el trabajo sobre la especie S. /livida dej6 un buen numero de
perspectivas que se abordaran en diferentes proyectos. Asi, en el caso del compuesto 2,
considerando que su mecanismo de accion involucra el sistema NO/GMPc resultaria
interesante demostrar si este efecto se debe a una estimulacion directa de las enzimas NOS
y/o guanilato ciclasa soluble (GCs). En el caso del compuesto 14 dada su potencia seria
conveniente, completar el estudio de su mecanismo de accién. Por Gltimo; seria pertinente
establecer la influencia de la naturaleza de los sustituyentes de los anillos A y B en el efecto
farmacoldgico. Para ello es necesario realizar la sintesis de analogos que difieran en la

posicion y naturaleza (fenol vs. éter metilico) de los sustituyentes en los anillos A y B.

1.4 GENERALIDADES DE Nidema boothii (Lindley) Schlitr

La orquidea N. boothii fue descrita por vez primera por John Lindley, quien la
ubico en el género Epidendrum con el nombre de Epidendrum boothii Lindley.
Posteriormente, en 1922, Schlechter la reclasifico en el género Nidema. Esta orquidea

(Figura 3) se encuentra ampliamente distribuida en Centroamérica (desde México hasta

11
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Panama), Cuba y Surinam. Habita en los bosques hiimedos tropicales a una altitud de 1,500

m sobre el nivel del mar. En México es particularmente abundante en el estado de Veracruz

Figura 3. Nidema boothii (Lindley) Schitr.

La planta consta de un rizoma trepador corto, con pseudobulbos elipsoide-
cilindricos, algo comprimidos, de 2.5-6 cm de largo y 1.5-2.5 cm de ancho, con 1 o 2 hojas
en el apice. Presenta hojas lineares (lanceoladas) de 10-20 cm de largo, aproximadamente y
de 1 cm de ancho con lamina delgada. Las flores son blanquecinas, los sépalos y pétalos
son lanceolados, acuminados; los sépalos miden aproximadamente 15-20 mm y los pétalos
~13 mm de largo y ~3—4 mm de ancho. Su época de floracion es de enero a julio (Hietz y
Hietz-Seifert, 1994). Desde el punto de vista quimico, un estudio previo permitio el
aislamiento y caracterizacion de un triterpenoide novedoso denominado nidemina (Estrada

et al., 2002).



l. Antecedentes

1.5 SINTESIS DE BIBENCILOS

Las estrategias de sintesis de bibencilos mds exitosas involucran la aplicacion de la
reaccion de Perkin y la condensacion de Wittig. En el primer caso la sal de sodio de un
derivado del acido fenilacético (19) se condensa con un benzaldehido (20) para generar una
mezcla de isémeros geométricos (Z y E) del estilbeno correspondiente (21 y 22) (Gorham
et al., 1995). Esta ultima mezcla se somete sucesivamente a una descarboxilacion y a una
reduccion catalitica para formar el bibencilo correspondiente (23). Es importante mencionar
que si los precursores contienen grupos fenolicos libres, la proteccion de los mismos es
necesaria. A manera de ejemplo, en el Esquema 1, se indica la sintesis de la lunularina (23)

(Maryanoff y Reitz, 1988; Hwang ef al. 1999).

CH,COOH CH,COONa
/©/ aOCH ,/CH,0H /©/

Reflujo

0 anhidrido acético
0 )‘k 180°, 8h

o 22
Cu/quinolina ).k
230° 10 min 0
‘ NaOH/EtOH/N,
o ‘ o
HO
Pd/C, H,
OH

Lunularina (23)

HO

Esquema 1. Sintesis de la lunularina (23) mediante el método de condensacion de Perkin.
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Desde su descubrimiento a principios de los afios 50’s (Wittig y Geissler, 1953;
Wittig y Schollkopf, 1954), la reaccién de Wittig ha sido extensamente estudiada y
altamente reconocida por su sencillez y eficiencia (Jiann-Jyh, et al., 1999). La reaccion de
Wittig es un método general de sintesis de alquenos, a partir de compuestos carbonilicos e
iluros de fosfonio (Crombie y Jamieson, 1982). Para la obtenciéon de compuestos
bibencilicos mediante este método, primero se condensa un iluro de bencil trifenilfosfonio
(24) con un derivado del benzaldehido apropiado. Posteriormente la mezcla de estilbenos
25 y 26 (isémeros Z- y E) se somete a una reaccion de hidrogenacion catalitica utilizando
como catalizador Pd/C. Los grupos hidroxilos (-OH) fendlicos pueden ser protegidos
durante la reaccion mediante la formacion de éteres y ésteres de distinta naturaleza
(Crombie y Jamieson, 1980; Reinmann, 1971). Posteriormente, la reaccion de
desproteccion (hidrogenolisis) de los grupos hidroxilos se realiza durante el proceso de
hidrogenacion catalitica, que conlleva a la formacién de los bibencilos a partir de la mezcla
de estilbenos. A manera de ejemplo, en el Esquema 2, se presenta el esquema de sintesis

aplicado a la obtencion del 3-hidroxi-2-metoxibibencilo (28).

1. LIAIH/Et,0

CHO 2 Br/C(H, CH,PPh,+Br- OCH,
SRy DME MeONa/EtOH
=
OCH, OCH,
26
- + OBn
CH,0
HO CHO A
PhCH,Br/Me,CO/OH- ‘
27
OH OBn OBn
25 OCH, l H,/Pd-C/EtOH

28 ‘ OH

Esquema 2. Sintesis del 3-hidroxi-2-metoxibibencilo (28) mediante la reaccion de Wittig
(Gorham et al., 1995)
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1.6 PROCESO DE CONTRACCION DEL MUSCULO LISO VISCERAL

1.6.1 Sistema Nervioso Entérico

La actividad del musculo liso del tracto gastrointestinal (GI) genera la fuerza
necesaria para mezclar y procesar los alimentos y para la propulsién de la materia digestiva
a lo largo del intestino. Las células del musculo liso del estémago y del intestino estan
organizadas en dos capas ortogonalmente opuestas. Una capa longitudinal en la cual las
células musculares se distribuyen a lo largo del eje del intestino y una capa circular interna
en la cual las células musculares se localizan paralelamente a la circunferencia del intestino
(Makhlouf y Murthy 1997; Vogalis, 2001). La fuerza de las contracciones generadas por
estas capas depende de la amplitud, duracién y frecuencia del potencial de accion, que se
regula por el rapido influjo de Ca”" en las células del musculo liso (Vogalis, 2001).

El tracto gastrointestinal se encuentra inervado por el sistema nervioso entérico
(SNE), el cual se considera la tercera division del sistema nervioso auténomo, y se conecta
al sistema nervioso central (SNC) mediante fibras simpéticas y parasimpaticas. A través de
la inervacion parasimpética (colinérgica) por lo general se incrementa la actividad del
musculo liso intestinal, y por medio de la inervacién simpética (adrenérgica) disminuye su
actividad. Independientemente de esta doble inervacion extrinseca, el SNE es capaz de
funcionar de manera auténoma (Ganon, 2000).

El SNE presenta dos redes principales de fibras nerviosas: el plexo mientérico o de
Auerbach y el plexo submucoso o de Meissner (Figura 4). El plexo mientérico se localiza
entre las capas musculares longitudinal externa y circular media, y regula principalmente la
actividad peristaltica. Por otra parte, el plexo submucoso se encuentra entre la capa circular
media y la mucos e inerva el epitelio glandular, las células intestinales enddcrinas y los
vasos sanguineos de la submucosa, ademds estd involucrado en el control de la secrecion
intestinal (Ganon, 2000, Gershon, 1994). Las neuronas del sistema nervioso entérico se
pueden clasificar de acuerdo a su funcién en: i) neuronas motoras que inervan al musculo
liso y son tanto excitatorias como inhibitorias, por lo que liberan neurotransmisores que
provocan contraccién o relajacion muscular; ii) neuronas secromotoras que regulan las
secreciones endocrinas y exocrinas de la mucosa; iii) neuronas sensitivas que responden al

estiramiento, tonicidad, glucosa o aminoécidos; e iv) interneuronas que forman cadenas que
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interconectan a las neuronas motoras musculares con las neuronas secromotoras. La
transduccion de sefiales en las neuronas del SNE como se explicard mas adelante esta
mediada principalmente por receptores acoplados a proteinas G (Makhlouf y Murthy,
1997).

Almacenaje S NN
¥ Estomago e Nk i
digestion :

Plexo
TR mienterico
Digestion Intesting
¥ delgado Pleao
Absorcion submucoso

Absorcion

Colon ——

Fliminacion l Recto

Intestino

Musculo submucoso

“—— Musculo cireular

\- < Musculo longiudinal
Serosa

Seccion transyersal del racto Gastromtestinal

Figura 4. Organizacion de las estructuras que constituyen la pared de las vias

gastrointestinales
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A la fecha se han identificado mas de 30 neurotransmisores en ¢l SNE (Hansen,
2003), entre los que se encuentran la acetilcolina, las aminas noradrenalina y serotonina, el
aminodcido acido gamma-aminobutirico (GABA), el trifosfato de adenosina (ATP), los
gases NO y CO, asi como muchos péptidos (encefalinas, dinorfinas y endorfinas) y
polipéptidos [sustancia P, polipéptido vasoactivo intestinal (VIP)]. Algunos de éstos
péptidos actiian de manera paracrina y otros ingresan al torrente sanguineo en el que se

convierten en hormonas (Ganon, 2000; Hansen, 2003).

1.6.2 Fases del Proceso de Contraccién del Musculo Liso

Las células del musculo liso estan constituidas por las proteinas contractiles actina,
miosina y tropomiosina. Las dos primeras son los componentes mayoritarios del musculo, y
contribuyen en un 65% y 23%, respectivamente a la proteina muscular total (Lodish, 2002).

La miosina es una compleja proteina fijadora de actina. La isoforma del musculo
corresponde a la miosina II, con dos cabezas globulares. La miosina II es la principal
proteina de los filamentos gruesos de la célula del musculo liso y esta constituida por seis
cadenas polipeptidicas altamente conservadas: dos cadenas pesadas (~200 KDa) y cuatro
cadenas ligeras diferentes, dos de ellas fosforilables y dos alcalinas (~20 KDa). Las cadenas
ligeras y las porciones N-terminales de las cadenas pesadas se combinan para formar las
cabezas globulares, cada una rodeada de dos cadenas ligeras de miosina: una regulatoria de
20 KDa y la otra de 17 KDa. Estas cabezas contienen un sitio para el enlace con la actina y,
uno catalitico el cual hidroliza el ATP. (Ganon, 2000; Lodish, 2002, Bitar, 2003).

Los filamentos delgados corresponden a polimeros constituidos por dos cadenas de
actina. La actina es una proteina globular ubicua de 42 KDa (G-actina) que contiene dos
filamentos gruesos entrelazados en forma de una doble hélice (F-actina). Las moléculas de
tropomiosina consisten en filamentos delgados y largos localizados, en las hendiduras

presentes entre las dos cadenas de la actina (Ganon, 2000; Bitar, 2003) (Figura 5).

17



|. Antecedentes

Tropomiosina

Figura 5: Estructura de los filamentos delgados del musculo liso.

Durante la contracciéon muscular, los filamentos gruesos (miosina) y los filamentos
delgados (actina y tropomiosina) se deslizan traslapandose entre ellos como se puede
observar en la Figura 6 (Voet, 2002).

El rapido incremento en la concentracion citosélica de iones calcio [Ca®; es el
principal activador para la contraccion muscular. La contraccion del musculo liso esta
regulada por un acoplamiento electromecanico, que involucra la despolarizacion de la
membrana y diversos mecanismos de transduccion de seiiales, a través de las cuales los
agonistas inducen contraccion sin despolarizacion de la membrana plasmatica (Bitar, 2003).

La contraccion del musculo liso gastrointestinal consta de dos fases; la inicial y la
de contraccion sostenida. En la fase inicial, la concentracion de Ca’  intracelular se
incrementa rapidamente mediante la activacion de los canales de Ca®” membranales. En los
filamentos gruesos, el Ca”” de la cadena ligera de la miosina (MLC) se une a la proteina
calmodulina (CaM); el complejo Ca’-CaM resultante activa a la proteina cinasa de la
cadena ligera de la miosina dependiente de CaM (MLCK) promoviendo asi la fosforilacion
del residuo serina de la posicion 19 (Ser-19) de las cadenas ligeras regulatorias de miosina
(RMLC). Esta fosforilacion provoca la interaccion entre la actina y la miosina, estimula la
actividad ATPasa (con la correspondiente hidrélisis del ATP como suministro de energia) e
induce la formacion de enlaces (o puentes) cruzados entre la miosina y la actina (Voet,
2002; Woodrum y Brophy, 2001). Entonces la CaM juega un papel importante durante la

fase inicial de la contraccidn del musculo liso.
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Aclina ATP Miosina

a) El ATP sc une a la cabeza de la miosina en los

filamentos gruesos.

b) El ATP es hidrolizado por la Mg**-ATPasa de la
MLC y los productos de la hidrolisis ADP y el fosfato
inorganico permanecen unidos a la miosina. La energia
liberada en la reaccién de hidrélisis se almacena en la

miosina como el enlace de alta energia miosina-ADP-Pi.

¢) En el momento de la estimulacion muscular, el

complejo miosina-ADP-Pi se une a la actina.

d) La interaccion actina-miosina activa la liberacion
secuencial de Pi y ADP de la cabeza de la miosina y

produce como resultado el golpe de fuerza

Figura 6. Proceso de contraccion del musculo liso

Durante la fase de la contraccion sostenida, la concentracion de Ca*' intracelular
[Ca®"]; y el grado de fosforilacion de las RLC disminuyen a valores suprabasales, esto
ultimo debido a la desfosforilacion de RLC, regulada por la fosfatasa de la cadena ligera de
miosina (MLCP). La tensiéon muscular se mantiene, al parecer por un mecanismo de puente
de aldaba o cerrojo para los puentes, mediante este mecanismo, los puentes cruzados de la
miosina permanecen adheridos a la actina, ain después de la disminucion de los niveles de
[Ca®™]i, provocando una contraccién sostenida con poco gasto de energia (Woodrum y

Brophy, 2001).
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Las proteinas de unién a Ca?* que interactian con la actina constituyen un segundo
control sobre la contraccién sostenida. Asi, la caldesmona del musculo liso, proteina
alargada de aproximadamente 75 nm de longitud, en ausencia de iones Ca** se une a los
filamentos de la actina y restringe la capacidad de la miosina de unirse a la actina, con la
consiguiente disminucion de la actividad ATPasa de la actina-miosina. Por otro lado, un
incremento en la [Ca®"]; provoca la union del complejo Ca**-CaM a la caldesmona y ésta se
libera de la actina. La miosina queda libre para deslizarse sobre la actina y asi producir la
contraccién muscular (Woodrum y Brophy, 2001; Huang et al., 2003). Entonces, el Ca**
afecta tanto a las cabezas de la miosina como a los filamentos de la actina. Este control dual
permite a la célula regular la duracion y la frecuencia de las contracciones y la tension
generada durante cada periodo de contraccion (Hori y Karaki, 1998). Cabe mencionar que
la relajacion del musculo liso tiene lugar en el momento en que finaliza la disociacion del

complejo Ca**-CaM, o cuando entra en juego algin otro mecanismo (Ganon 2000).

1.6.3 Transduccion de Seiiales

La transduccion de sefiales en el musculo liso gastrointestinal es regulada
principalmente a través de la interaccion de diversos agonistas con receptores acoplados a
proteina G (hormonas, neurotransmisores o sustancias autacoides) e involucra la activacion
de varias enzimas efectoras (ver Figura 7). Asi, los agonistas excitatorios activan cuatro
enzimas efectoras capaces de hidrolizar los fosfolipidos de la membrana: i) La fosfolipasa
C-B (PLC-B), que hidroliza especificamente al fosfatidilinositol; esta enzima se activa
principalmente durante la fase inicial de la contraccion del musculo liso; ii) la fosfolipasa C
especifica de fosfatidilcolina (PC-PLC); iii) la fosfolipasa D (PLD); y iv) la fosfolipasa A,
(PLA;). Las tres ultimas isoformas se activan principalmente durante la fase sostenida de la
contraccién muscular, tanto en las capas longitudinales como en las circulares (Makhlouf, y
Murthy, 1997; Lecci et al., 2002).

Los agonistas inhibitorios activan principalmente a la enzima adenilato ciclasa y a
dos neurotrasmisores homdlogos, el VIP y el péptido activador de la adenilato ciclasa
(PACAP) (Dick y Lefebvre, 2000; Kurjak et al., 2001, Lecci ef al., 2002). La activacién de
estas enzimas efectoras aunque es diferente en las células del musculo circular y
longitudinal, provoca la movilizacién de Ca*"y la produccién de segundos mensajeros en

cada una de las etapas de la contraccion muscular (Makhlouf, y Murthy, 1997; Web, 2003).
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Figura 7. Transduccion de sefiales en el musculo liso visceral

1.6.3.1 Transduccion de Seiiales Durante la Fase Inicial de la Contraccién
Muscular.

La movilizacién de Ca®*" en el musculo circular durante la fase inicial de la
contraccién muscular es inducida principalmente por el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3);
éste segundo mensajero al igual que el diacilglicerol (DAG) se produce durante la hidrélisis
del fosfatidil 4,5-difosfato (PDP) membranal por la accion de la enzima PLC-f. El IP; es
una molécula hidrosoluble pequefia capaz de difundirse con rapidez. Las moléculas IP;
formadas en la membrana difunden hacia el interior del citoplasma y se enlazan a un
receptor IP; especifico localizado en la superficie del reticulo endoplasmico liso (REL),
sitio de almacenamiento de iones Ca** (Lecci et al., 2002). El receptor del IP; también es
un canal tetramérico de Ca™*, y cuando el segundo mensajero se une a su receptor en el
REL se estimula la difusién de iones Ca®* hacia el citoplasma (Makhlouf y Murphy, 1997;
Hori y Karaki, 1998).
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La movilizacién de Ca®* en el misculo longitudinal durante la fase inicial de la
contracciéon muscular involucra la estimulacion de un receptor acoplado a una proteina G
que activa a la PLA,; esta enzima hidroliza el 4cido araquidénico (AA) de la membrana. El
AA induce la activacion de canales de CI” provocando una despolarizacién de la membrana,
y en consecuencia un influjo de Ca®* mediante la apertura de canales de Ca*" voltaje-
dependientes. El incremento en la [Ca®']; provoca a su vez la liberacién de Ca** del REL
por activacion del receptor de rianodina. La liberacion de Ca®* de su almacenaje
intracelular estimula la formacién de ADP ribosa ciclica (ADPRc), que incrementa [Ca”'J;,

de manera similar a la rianodina (Makhlouf y Murphy, 1997; Web, 2003)

1.6.3.2 Transduccion de Seiiales Durante la Contraccion Sostenida del Misculo
Liso.

La fase de contraccion sostenida en el musculo liso circular y longitudinal es
regulada principalmente por la activacién de cinco enzimas; las fosfolipasas (PLC-[3, PC-
PLC y PLD); una fosfohidrolasa, que convierte el acido fosfatidico (PA) a DAG, y la
DAG-cinasa, que cataliza la conversion de DAG a PA (Makhlouf y Murphy, 1997).

El DAG es una molécula lipidica que permanecz en la membrana plasmatica
después de su formacidn y su principal funcion es activar la proteina cinasa C. Esta enzima
ademas requiere para su activacién la presencia de iones Ca>* (de ahi la C en su nombre).
Normalmente, la proteina cinasa C en su forma inactiva es una proteina citosolica soluble.
Los iones Ca’" son los que causan que esta enzima se una a la membrana citoplasmatica,
donde puede ser activada por el DAG (Makhlouf y Murphy, 1997). La proteina cinasa C
modula la fase de contraccion sostenida, posiblemente regulando lentamente la MLCK en

los ciclos de puentes entrecruzados.

1.6.3.3 Transduccion de Sefiales Durante la Relajacion del Misculo Liso.

La relajacion del musculo liso ocurre cuando se elimina el estimulo contractil o por
accidn directa de una sustancia que estimula la inhibicién del mecanismo contrictil (ver
Figura 8); en cualquiera de estos casos, el proceso de relajacion requiere la disminucion de

la [Ca2+];y el incremento de la actividad de la MLCP (Webb, 2003).
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Figura 8. Mecanismo de relajacion del musculo liso visceral.

Los agentes relajantes de la musculatura lisa actiian promoviendo la formacion de

AMPc y/o GMPc, mediante la estimulacion de receptores [3-adrenérgicos y/o de la enzima

GCs respectivamente, lo que trae como consecuencia la activacion de la proteina cinasa

'dependiente de AMPc (PKA) y/o de la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG).

Ambas enzimas inducen la relajacion del musculo liso, debido, en primer lugar, a un

decremento en la afinidad de unién de la MLCK por el complejo Ca®'-CaM, probablemente

debido a la activacion de la MLCP (Katzung, 2002; Carvajal et al., 2000) y en segundo

lugar, por la disminucion en la [Ca*'] mediante cualquiera de los siguientes mecanismos

(Lucas et al., 2000; Makhlouf y Murphy, 1997):

a) Disminucion en la movilizacion de Ca®*, por inhibicién de la formacion IP; y
de la liberacién de Ca®' del REL dependiente de IP;
b) Reduccion del influjo Ca** por inhibicion de canales de Ca®* voltaje-

dependientes tipo L, dafando directamente la actividad del canal o
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indirectamente por estimulacion de canales de K. Asi la membrana plasmética
se hiperpolariza y los canales de Ca*" se activan.

¢) Incremento en el eflujo de Ca®" por activacién de dos canales ionicos: la
bomba Ca’*-ATPasa y el intercambiador de Na'/Ca*".

d) Incremento en la captacion de los iones Ca®" en el reticulo sarcoplasmico, via
la activaciéon de la bomba ATPasa del REL (el mecanismo es regulado
exclusivamente por la PKG).

Evidentemente existen otros mecanismos independientes de Ca*" que modulan la
“sensibilizacion” o “desensibilizacion” a este i6n en el sistema contractil. Estos
mecanismos involucran la participacion de diversas cinasas, por ejemplo, la Rho cinasa,
que fosforila las RMLC sin la intervencion del Ca”* (Andrew et al., 2003), o la PKG que

aumenta la actividad de la MLCP, disminuyendo el grado de fosforilacion de la miosina.

1.6.3.3.1 Relajacién Inducida por Agonistas del NO.

El NO es un neurotransmisor involucrado en la regulacion de diversos procesos
fisiolégicos como: la contractilidad del musculo liso, la agregacidn plaquetaria, la
neurotransmision central y periférica; y las acciones citotoxicas del sistema inmune, por
mencionar algunas (Wendehenne et al., 2001).

La sintesis del NO es catalizada enddgenamente por la enzima NOS. Esta enzima
cataliza la reaccion de oxidacion del nitrégeno guanidinio terminal de la L-arginina para
formar NO y L-citrulina, en una relacion estequeométrica 1:1. A la fecha, se han

‘identificado tres isoformas de esta enzima con un S0 a 60% de homologia
aproximadamente en su secuencia de aminoacidos. Dos de las isoformas se expresan
constitutivamente en las neuronas (nNOS) y tejido endotelial (eNOS), principalmente.
Estas enzimas son activadas por el complejo Ca**-CaM y generan pequeias cantidades de
NO mismas que mantienen la homeostasis tanto en el sistema vascular, como en el sistema
nervioso central (SNC) (Kuber y McCafferty, 2000).

La tercera isoforma es inducible (iNOS) por la enzima éxido nitrico sintetasa
inducible (iNOS) que es independiente de Ca’* y se expresa en presencia de endotoxinas o
citocinas. La enzima promueve la formacién de altas concentraciones de NO para proteger
el tejido de la invasion de microorganismos, matindolos mediante una respuesta

inflamatoria local de corta duracidn; es de hacer notar que la exposicion prolongada al NO
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debido a una respuesta inflamatoria sistémica ejerce efectos citotoxicos (Janero, 2000). El
exceso de NO puede causar dafio tisular, ya sea potenciando un mecanismo normal o
incitando estrés nitrosante a través de reacciones (nitrosacion) o procesos degenerativos.
Los desordenes causados por un exceso de NO incluyen, entre otros, enfermedades
neurolégicas y broncopulmonares agudas, tumorogénesis, isquemia cardiaca y artritis.

Las propiedades quimicas del NO son cruciales para definir sus funciones
biolégicas. El NO posee una carga neutra que permite su libre difusion a través de las
membranas celulares. La vida media del NO es muy corta en fluidos bioldgicos (6-10 s),
por lo que una vez sintetizado, actia sobre sus blancos de acciéon en células vecinas
(mensajero pardcrino). Debido a que el NO tiene un electrén desapareado, es un radical
libre altamente reactivo. En los sistemas biologicos el NO reacciona rapidamente con el
oxigeno molecular (O;), el anién superéxido (O;) y metales de transicion, formando
metabolitos y productos altamente toxicos, induciendo asi importantes -efectos
patofisiologicos (Yun et al., 1997).

EI NO participa en la relajacion no adrenérgica-no colinérgica (NANC) del musculo
liso visceral actuando directamente sobre las células del musculo liso, o indirectamente,
modulando los reflejos neurales; por ejemplo: regulando selectivamente la liberacion de
neurotransmisores de las terminales nerviosas entéricas (Kurjak er al., 2001; Lecci et al,
2001). EI NO generado en las neuronas del sistema entérico, se difunde rdpidamente a
través de las membranas de las células blanco (Figura 9), donde se une al grupo hemo de la
enzima GCs e induce un cambio conformacional que activa a la enzima, promoviendo asi
.un incremento en la produccion del segundo mensajero GMPc. EI GMPc produce la
relajacion muscular mediante la activacion de una MLCP de la MLC dependiente de
GMPc. Esta enzima desfosforila a la RMLC, inhibiendo asi la actividad ATPasa del
complejo actina-miosina indispensable para la contraccién muscular (Wendehenne ef al.,

2001, Holzer et al., 1997; Olgart et al., 1997).
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Se ha demostrado también que el NO es capaz de estimular la liberacion de VIP de los
nervios entéricos (Kurjak et al., 2001; Lecci et al, 2001). E1 VIP es otro neurotransmisor
inhibitorio importante, que actda relajando el musculo liso mediante la regulacion de la
actividad de la enzima adenilato ciclasa (Dick, J. y Lefebvre, 2000). Esta enzima cataliza la
formacion del AMPc que a su vez activa a su vez a la PKA, promoviendo, por un lado una
desensibilizacion del ion Ca®" en el sistema contractil, y por el otro, una disminucién en la

[Ca®")i, mediante los mecanismos mencionados anteriormente (ver 1.6.3.3.1).

1.7 ESPASMOLITICOS DE ORIGEN VEGETAL.

Los compuestos antiespasmédicos, llamados también espasmoliticos o
carminativos, son compuestos que al inducir relajacion inhiben los espasmos musculares.
Los antiespasmédicos empleados en el tratamiento de desdrdenes gastrointestinales son
sustancias que disminuyen la funcion motora del musculo liso del tracto gastrointestinal.
Muchos de estos medicamentos se utilizan en la terapéutica principalmente para aliviar
espasmos del intestino (colicos), flatulencias y la dispepsia (indigestion). Aquellos
compuestos que tienen un efecto importante sobre la peristalsis, son exitosos para el
tratamiento de la diarrea, como los alcaloides del opio morfina y codeina.

Los farmacos de origen vegetal constituyen una parte muy importante en el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales y presentan una gran diversidad estructural.
De acuerdo a su mecanismo de accion, los compuestos espasmoliticos naturales se pueden

clasificar de la siguiente forma: (i) antagonistas colinérgicos muscarinicos; (ii) agonistas de

neuropéptidos enddgenos; (iii) bloqueadores de canales de Ca®*; (iv) inhibidores de la
fosfodiesterasa del AMPc; (v) activadores de la adenilato ciclasa; y (vi) agonistas del
sistema NO/GMPc (Katzung 2002; Rojas, 1995; inter alia).

Los antagonistas colinérgicos muscarinicos, son farmacos que bloquean
competitivamente la transduccion de sefiales de la acetilcolina en las terminaciones
nerviosas parasimpaticas posglanglionares. Los metabolitos secundarios mas importantes
de este grupo son los alcaloides tropanicos atropina, y escopolamina. También se han
descrito algunos alcaloides del tipo acudano con propiedades anticolinérgicas (El-Shafae y
Soliman, 1998). Todos estos compuestos son antagonistas mixtos de los receptores M, y

M; y se emplean como antiespasmoédicos en diarreas, disenterias suaves y diverticulitis;
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también se utilizan en el tratamiento de colicos biliares y renales asociados con analgésicos
(Katzung, 2002).

El grupo de los agonistas opioides incluye principalmente a los alcaloides del opio:
morfina y codeina. Estos metabolitos secundarios son agonistas directos de neuropéptidos
opioides, cuya distribucién celular y funcién se localiza principalmente en el SNC y en el
tracto gastrointestinal. La morfina y la codeina al igual que todos los agonistas opioides
actian principalmente sobre los receptores opioides tipo p. Aunque la morfina es
relativamente selectiva por los receptores p, puede interaccionar con los receptores K y 9,
en particular en dosis altas. En el tracto gastrointestinal, estos compuestos actian
disminuyendo la secrecion géstrica, biliar, pancratica e intestinal, originando un aumento en
el tono basal. Los agonistas opioides constituyen los medicamentos basicos para el
tratamiento inespecifico de la diarrea (Goodman y Gilman, 2001). En el SNC, los agonistas
opioides inhiben la liberacion de transmisores excitatorios a partir de eferentes primarios e
inhiben de manera directa las neuronas transmisoras de dolor, de este modo ejercen un
poderoso efecto analgésico, de manera directa sobre la espina dorsal.

Los bloqueadores de canales de Ca'" constituyen un grupo muy heterogéneo de
compuestos quimicos que actiian principalmente a través de las interacciones con sitios
especificos con la subunidad o, de los canales de Ca®" voltaje dependientes del tipo L.
Estas sustancias bloqueadoras de Ca®" inhiben el influjo de Ca** de las células excitables
del musculo liso, esquelético y cardiaco. Los metabolitos secundarios a los que se les ha
demostrado actividad antiespasmddica asociada a un bloqueo de los canales de Ca*
pertenecen a las categorias de flavonoides como la quercetina (Ajay et al, 2003), la
hispidulina (Hazekamp et al., 2001) y la genisteina (Herrera et al., 1992); fenilpropanoides
(Damiani et al., 2003), diterpenoides (Torres et al., 2000), triterpenoides (Orisadipe ef al.,
2001; Begum, 2002a y 2002b), por tan s6lo mencionar algunos.

Con relacion a los inhibidores de la fosfodiesterasa del AMPc, el compuesto mas
importante de este grupo es la papaverina, antiespasmodico musculotrépico presente en el
opio. La papaverina alivia los espasmos musculares sin actuar sobre receptores colinérgicos
y se emplea en la terapéutica para el tratamiento de espasmos arteriales asociados a la
oclusion vascular (Katzung, 2002). Se ha demostrado que la relajacion de la musculatura
lisa vascular inducida por la papaverina se debe a la inhibicion de la fosfodiesterasa del

AMPc y/o del GMPc con la subsecuente acumulacion del AMPc y/o GMPc. (Kaneda et al.,
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1998). También se comprobd que este alcaloide inhibe la contraccion del musculo liso
intestinal, a través de una disminucion de la respiracién mitocondrial. Asimismo, existen
evidencias de que la papaverina interfiere de manera inespecifica con la entrada de Ca’* en
las células musculares (Kaneda et al., 1998).

El producto mas importante del grupo de activadores de la enzima adenilato
ciclasa es la forskolina, diterpenoide aislado a partir de las raices de Coleus forskohli. Esta
sustancia produce relajacion de musculatura lisa, probablemente estimulando directamente
el componente catalitico de la enzima. El efecto relajante inducido por la forskolina se debe
a la acumulacion del AMPc en el sarcoplasma, mediante los mecanismos ya descritos para
explicar la accion de la papaverina. Se ha propuesto también que la forskolina estimula
directamente una Ca’’-ATPasa, cuya accion es regulada por fosforilacién de una cinasa
dependiente de AMPc. La estimulacién de Ca’*-ATPasa, estimula el transporte de Ca’" al
espacio extracelular, disminuyendo asi la concentracién citoplasmatica de Ca®' y
provocando en consecuencia su efecto relajante de la musculatura lisa (Goodman y Gilman,
2001).

Los agonistas del sistema NO/GMPc empleados en la practica clinica son los
donadores de NO, y se utilizan principalmente para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, como la hipertension o la aterosclerosis (Janero, 2000; Burgaud et al.,
2002). Los donadores del NO son compuestos que liberan NO y que actian por activacion
de la GCs, provocando un incremento en los niveles de GMPc intracelulares y la relajacién
del musculo liso. Los donadores de NO pueden clasificarse en nitratos (como la
rﬁtroglicerina) que requieren de una biotransformacién enzimdtica para liberar NO
(Megson, 2000; Janero, 2000); y los no nitratos (como el nitroprusiato de sodio y S-nitroso-
N-acetilpenicilamina), que generan NO espontdaneamente en solucion acuosa en presencia
de luz, en pH alcalino y en presencia de agentes reductores (Megson, 2000). Otros
farmacos donadores de NO se emplean para el tratamiento de la disfuncién eréctil como los
derivados nitrosotioles de la yohimbina (NMI-187) y moxisilito (NMI-221), que ademas
actian como antagonistas c-adrenérgicos (Janero, 2000). Otra aplicacion terapéutica de los
farmacos donadores de NO es la de mejorar la seguridad y/o eficacia de los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (NSAID), ya que el NO disminuye los efectos toxicos de
los NSAID en el tracto gastrointestinal pues mantiene la integridad de la mucosa, regulando

capilarmente el flujo sanguineo en la pared gastrointestinal, actuando como un agente
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antiinflamatorio. A manera de ejemplo en el Cuadro 3, se indican los principales agentes

espasmoliticos descritos en la literatura especializada. En esta revisiéon no se incluyen los

componentes de los aceites esenciales espasmoliticos de muchas especies medicinales.

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales.

Fuente Compuesto (fendlico) Mecanismo de | Referencia
Natural accion
OH OH Inhibi6 las
RCO COR contracciones
Hagenia espontdneas en | Bogale er
abyssinica yeyuno de al., 1996
(Rosaceae) L0 OH HO @ conejo y las
CH, contracciones
inducidas por
kosotoxina (29) (mezcla de homologos) ACh, histamina
y BaCl; en ileon
R= -CH(CH3)2; -CH;CH(CH3)2 0 aislado de
R= -CH(CH3)CH2CH3 CObayO
Gastrodia elata Inhibe las Hayashi et
Blume /@’/\ 0 contracciones al., 2002
(Orchidaceae) inducidas por
HO OH OH

gastrol (30)

Ach en ileon de
cobayo
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Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

3,3’,5,5’,7-pentahidroxi-4’-metoxi-2,3-
cis-flavana (32)

eléctricamente en
ileon de cobayo

Fuente Natural Compuesto (flavonoide) Mecanismo de Referencia
accion
OH O
CO)
HO 0 o
Matricaria Actividad Achterrath-
chamomilla OH espasmolitica Tuckermann
(Asteraceae) apigenina (29) musculotropica etal., 1980
OH O como la papaverina
en preparaciones de
ileon de cobayo
| {leon de cobay
HO 0 ‘
OH
luteolina (30)OH
Matricaria OH Actividad Achterrath-
chamomilla OH espasmolitica Tuckermann
(Asteraceae) ‘ musculotrépica etal., 1980
HO (0]
e
OH
OH O Bloqueador de
'Psidium guajava canales de Ca®' Morales et
(Myrtaceae) en ileon de cobayo | al., 1994;
quercetina (31) Ajay et al.
2003
OH
Elaeodendron OH Inhibe las Weeratunga
balae ‘ contracciones etal., 1984
(Celastraceae) HO 0 O oF inducidas
OH
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Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural

Compuesto (flavonoide)

Mecanismo de
accion

Referencia

Achyrocline
saturcioides
(Asteraceae)

OH O

3-metilquercetina (33)

Inhibe las
contracciones
inducidas por ACh,
histamina,
noradrenalina y
BaCl, en ileon
aislado de cobayo
(actividad
espasmolitica no
especifica)

Simdes et
al., 1988

Curcuma longa
(Zingiberaceae)

HO

OH
. OH

OH
OCH,

OH
curcumina (34)

Actividad
espasmolitica no
especifica en
preparaciones de
ileon aislado de
cobayo

Ammon y
Wahl, 1991

Inhibe las
contracciones
inducidas
eléctricamente y por
BaCl, y ACh en
ileon de cobayo

Capasso et
al., 1991

Genista tridentata
(Papilionaceae)

genisteina (36)

Produce un
incremento en los
niveles de AMPc en
ileon de cobayo

Herrera et
al., 1992
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Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica
comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (flavonoide) Mecanismo de Referencia
accion
OH O
Artemisia Inhibe las Abu-Niaaj
monosperma O contracciones et. al.,
(Asteraceae) CH,0 0 oh inducidas por ACh y 1993.
oxitocina en ileon
OH aislado de rata
7-O-metileriodictiol (37)
Psidium guajava Inhiben las Lozoya et
(Myrtaceae) contracciones al., 1994
espontaneas en
preparaciones de
R = a-L-arabinosil (guajavarina, 38 ) ileon de cobayo
R = B-D-glucosil  (isoquercetina, 39)
R = -D-galactosil (hiperina, 40)
R = B-L-ramnosil  (quercitrina, 41)
OH O
Dodoneaea Inhibe las Rojas et
viscosa contracciones al., 1996
(Sapindaceae) inducidas por ACh,
CH,O o histamina y BaCl; en
ileon de cobayo
OH
sakuranetina (42)
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Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (flavonoide) Mecanismo de Referencia
accién
Dodoneaea Inhibe las Rojas et
viscosa contracciones al., 1996
(Sapindaceae) inducidas
eléctricamente en
ileon de cobayo
(43)
Conyza Inhibe las Mata et al.,
filaginoides contracciones 1997
(Asteracea) espontineas en ileon
de rata
OH O
rutina (44)
OH O
OCH, Inhibe las Rao et al.,
Egletes viscosa ‘ | contracciones 1997
(Asteraceae) OCH, inducidas por varios
o @ ‘ espasmogenos
OCH, OH en ileon aislado de | Lima et al,
ternatina (45) cobayo 1996
Teloxys Bloqueador de Meckes et
graveolens H.CO 0 ‘ canales de Ca’* en al., 1998
(Chenopodiaceae) . preparaciones de
‘ ileon de cobayo
Conyza OH O Inhibe las Mata et al.,
filaginoides contracciones 1997
(Asteracea) espontaneas en ileon
pinostrobina (46) de rata
Teloxys Bloqueador de Meckes et
graveolens canales de Ca* en al., 1998

(Chenopodiaceae)

OH O
crisina (47)

preparaciones de
ileon de cobayo
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
CH,0
CH,0
)
cavidina (48)
Corydalis meifolia Inhiben las Bhakuni y
(Fumariaceae) contracciones Chaturvedi,
inducidas por ACh, 1983
histamina serotonina
y BaCl; (Actividad
espasmolitica no
especifica) en ileon
aislado de cobayo
Corydalis meifolia OCH, Inhibe las Bhakuni y
(Fumariaceae) contracciones Chaturbe
inducidas por ACh, di, 1983
histamina,
serotonina y BaCl,
en ileon de cobayo.
Inhibe las
Chelidonium H,co0C" X OCH, contracciones Hiller et
majus inducidas al., 1998,
(Papaveraceae) protopina (51) eléctricamente y por

BaCl, en ileon de
cobayo.

35




1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
Phyllantus Bloqueador de Calixto et
sellowianus canales de Ca’"en | al., 1984
(Euphorbiaceae) preparaciones de
ileon de cobayo
Alc-1 (52)
R N/
Pterotaberna Inhiben las Bakana et
incospicua contracciones al., 1985
(Apocynaceae) N 4\ inducidas por ACh e
H histamina en ileon
e de cobayo
R = 3-H (metuenina, 53)
R = a-H (16-epimetuenina, 54)
(6] OH
- Citrus deliciosa O O Inhibe las El-Shafae
(Rutaceae) H,CO N 0 contracciones y Soliman,
OH CH; X\ CH, inducidas por ACh 1988.
CH,4 en intestino de
conejo
2°,2"-dimetil(pirano-5",6":3:4)-1,5-
dihidroxi-6-metoxi,10-metilacridona
(35)
Inhibe las Del Tacca
contracciones etal., 1988
inducidas por ACh
en ileon de cobayo
Amsonia alliptica - Bloquedor de los Ozaki,
(Apocynaceae) Hcooc receptores o~ 1989

OH

yohimbina (56)

adrenérgicos en
intestino de raton
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I. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
R=-CH,-CH3 R,;=f3-H
(hirsutina, 57)
R =-CH,=CH; R;=a-H
Uncaria (corinanteina, 58) Bloqueadores de los Ozaki,
rhynchophylla receptores - 1989
(Rubiaceae) R=-CH,=CH; R;=pB-H adrenérgicos en

(hirsuteina, 59)

R=-CH,-CH; R;=a-H
(dihidrocorinanteina, 60)

CH,00C

rincofilina (61)

CH,CH

2

OCH,
CH,00C

isorincofilina (62)

3

intestino de raton
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
R =CH; R, =[-CHj (himbacina, 63)
R=H R, =B-CH; (himbelina, 64)
Especies del R=CH; R;=0a-CH; Inhiben las Darroch et
género (N-metilhimandravina, 65) contracciones al., 1990.
Galbulimina inducidas por ACh
R=H R,=a-CH; en ileon de cobayo
(himandravina, 66)
dihidrohimbacina (67)
Strychnos La isoretulina Tits et al.,
henningsii e inhibe las 1991
(Loganiaceae) contracciones
T L inducidas por
COCH, histamina y

R = a-CH,0H (retulina, 68)
R = 3-CH,OH (isoretulina, 69)
producto semisintético

bradiquinina
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
Heimia salicifolia Inhiben las Malone y
(Lythraceae) contracciones Rother,
inducidas por ACh 1994
en ileon de cobayo
Sickingina Inhibe las Aquino et
williamsii contracciones al., 1996
(Rubiaceae) inducidas

sickingina (72)

eléctricamente en
ileon aislado de
cobayo
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
Sickingina Inhibe las Aquino et
williamsii contracciones al., 1996
(Rubiaceae) inducidas
eléctricamente en
ileon aislado de
cobayo
Corydalis lutea Inhibe las Boegge et
(Papaveraceae) contracciones al., 1996
inducidas por ACh
en ileon de rata
Inhibe las
Chelidonium contracciones Hiller er
majus inducidas al., 1998
(Papaveraceae) coptisina (74) eléctricamente y por
BaClg
en ileon aislado de
cobayo
Aristolochia Rastrelli ez
constricta al., 1997
(Aristolochiaceae)

R=H R;=H (constrictosina, 75)

R=CH; R;=H
(3-O-metilconstrictosina, 76)

R=CH; R;=CH;
(3,10-di-O-metilconstrictosina, 77)
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I. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (alcaloide) Mecanismo de Referencia
accion
RO
L 3
(0]
Aristolochia Inhiben las Rastrelli ez
constricta ‘ contracciones al., 1997
(Aristolochiaceae) OR, inducidas
eléctricamente y por
R=H R;=H ACh e histamina en
(5,6-dihidro-constrictosina, 78) ileon de cobayo
R=CH; R;=CH;
(5,6-dihidro-3,10-di-O-
dimetilconstrictosina, 79)
Chelidonium Inhibe las Hiller et
majus contracciones al., 1998
(Papaveraceae) inducidas
eléctricamente y por
BaCl; en ileon
aislado de cobayo
OH
H,CO0C oy Bloqueador de Da Silva et
Strychnos = canales de Ca’* al., 1999
trinervis 5 voltaje dependiente
(Loganiaceae) en preparaciones de
ileon de cobayo
cantleyina (81)
Orixa japonica Inhiben las Funayama
(Rutaceae) contracciones etal., 2001
espontaneas en
yeyuno de rata

R=H

(eludina, 82)

R= OCHj (japonina, 83)
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica
comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural

Compuesto (terpenoide)

Mecanismo de
accion

Referencia

Cedrus deodara
(Pinaceae)

HO

himachalol (84)

Inhibe los espasmos
inducidos por
diversos agonistas
en preparaciones de
ileon de cobayo y
yeyuno de conejo

Karetal,
1975

Coleus forskohlii
(Lamiaceae)

] OH

OH

forskolina (coleonol, 85)

Presenta actividad
espasmolitica no
especifica sobre el
musculo liso del
tracto
gastrointestinal de
varias especies.
Activador de la
enzima adenilato
ciclasa

Dubey et
al., 1981

De Hertog
etal., 1985

Tetradenia riparia
(Laminaceae)

7ot,18-diol (86)

8(14),15-sandaracopimaradieno-

Inhibe las
contracciones
inducidas por

metacolina,
histamina, BaCl, en
ileon de cobayo

Van
Puyelde et
al., 1987

Ipomonea
pescaprae
(Convolvulaceae)

0O

B-damacenona (87)

Inhibe las
contracciones
inducidas por

histamina en ileon
de cobayo

Pongprayon
etal, 1992

Nicotiana
silvestris
(Solanaceae)

OH
capsidiol (88)

OH

Inhibe las
contracciones
inducidas por ACh,
histamina,
bradikinina y BaCl,
en ileon de cobayo

Nasiri et
al., 1993
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

Fuente Natural Compuesto (terpenoide) Mecanismo de Referencia
accion
0]
™ SN N .
Cystoseira Inhiben las Della Pieta
brachycarpa eleganolona (89) contracciones etal.,
(Cystoseiraceae) inducidas por ACh e 1993.y
histamina en 1995
OH ’
preparaciones de
A X X" | ileon de cobayo.
eleganolol (90)
Alpinia japénica Inhiben las Morita et
(Zingiberaceae) epoxido de humeleno (91) contracciones al., 1996
inducidas por
HO histamina y BaCl,
S B L en ileon de cobayo
Alpinia speciosa
(Zingiberaceae) nerodiol (92)
= OH
H
[3-eudesmol (93)
Dodoneaea Inhibe las Rojas et
viscosa contracciones al., 1996
(Sapindaceace) inducidas por ACh,

ent-15,16-epoxi-9aH-labda-13(16)14-
dieno-3[3,8a-diol (94)

histamina y BaCl, en
ileon de cobayo
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

epoxi-cariofileno (98)

Fuente Natural Compuesto (terpenoide) Mecanismo de Referencia
accion
Dodoneaea Inhibe las Rojas et
viscosa contracciones al., 1996
(Sapindaceae) inducidas
3 eléctricamente en
(-JHZOH ileon de cobayo
HOOC
acido hautriwaico (95)
Anderson
et al, 1997
Commiphora Antagonista de Ca**
guidottii en ileon aislado de
(Burseraceae) cobayo Zygmun ef
al., 1993
T-cadinol (96)
Scolymus Inhibe las Kirimer et
hispanicus contracciones al., 1997.
(Compositae) inducidas por Ach
en ileon de rata
acetato de taraxasterilo (97)
Coniza 0 Bloqueador de Mata, et
filaginoides canales de Ca’"en | al, 1997
(Asteraceae) ileon de rata
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

Fuente Natural

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacidn)

Compuesto (terpenoide) Mecanismo de Referencia
accién
Pteridium
aquilinum HO Bloqueador de Sheridan et
(Pteridaceae) 0 canales de Ca*"en al., 1999
ileon aislado de
cobayo
pterosina Z (99)
Eucalyptus Bloqueador de Begum et
camaldulensis canales de Ca*"en | al, 2000
(Myrtaceae) yeyuno de cobayo
camaldulina (100)
0
()
Entandrophragma QH; Inhibe las Orisadipe
angolense 0 = contracciones etal., 2001
(Melicaceae) : inducidas por
serotonina en ileon
de rata
6]
H;C CH; CH,COOCH;
metil angolensato (101)
Psidium guajava Inhibe las Begum et
(Myrtaceae) contracciones al., 2002a
espontaneas en
preparaciones de
yeyuno de conejo
acido asiatico (102)
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion).

swertiamarina (105)

Fuente Natural Compuesto (terpenoide) Mecanismo de Referencia
accion
Eucalyptus Bloqueador de Begum et
camaldulensis canales de Ca** en al., 2002b
(Myrtaceae) yeyuno de conejo
acido eucaliptanoico (103)
Fuente Natural Compuesto (iridoide) Mecanismo de Referencia
accion
H
Olea europaea | HO COOCH, Inhibe las Petkov y
(Oleaceae) H contracciones Manolov
00 N inducidas por ACh, 1972
= 0O nicotina, histamina,
serotonina y BaCl,
OGle en preparaciones de
oleuropeina (104) ileon
0
Swertia 0 = 0 Inhibe las Yamahara
Japonica contracciones etal, 1991
(Gentianaceae) OH: OGle inducidas por ACh
/ en intestino de rata
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica
comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion

=
gentiopicrina (111)

cobayo

Fuente Natural Compuesto (iridoide) Mecanismo de Referencia
accion
0‘ o
Sickingia loganina (106) Inhibe las Aquino et
williamsii contracciones al., 1996
(Rubiaceae) inducidas
O L
eléctricamente en
o 20 ileon de cobayo
OGle
H :
=
swerosida (107)
CH,OH
(0]
Viburnum tinus Inhibe las Cometa et
(Caprofoliaceae) contracciones al., 1998
' inducidas por ACh
en yeyuno aislado de
conejo
R= OCCH3 R] = OCCH3 R2= CH3
(viburtinésido I, 108)
R = trans/cis-para-cumaril
R] =H Rz = CH;_OOCCH;
(viburtindsido II/II1, 109/110)
O
Gentiana 0 = 70 Bloqueador de Rojas et
spathacea P canales de Ca’" en al., 2000
(Gentianaceae) OGle ileon aislado de
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica

comprobada obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacién)

escopoletina (117)

intracelulares

[ Fuente Natural Compuesto (cumarina) Mecanismo de Referencia
accion
OCH, O
4 |
0 0~ "CH,
Cimicifuga visnagina (112) Inhiben las Ito et al.,
dahurica contracciones 1976
(Ranunculaceae) inducidas por ACh,
i histamina y BaCl,
en yeyuno de
cobayo
A 4 |
HO 0 0~ "CH,
visamminol (113)
\ . .
Matricaria m Actividad Achterrath-
chamomilla RO 0 0 espasmolitica Tuckermann
(Asteraceae) musculotrépica et al., 1980
como la papaverina
R=H (umbelliferona, 114) en preparaciones de
ileon de cobayo
R =CH; (herniarina, 115)
Heracleum Inhibe las Patnaik et
thomsoni contracciones al., 1987
(Apiaceae) inducidas por
diferentes
espasmaogenos en
ileon y yeyuno de
angelicina (116) cobayo
Brunfelsia H;CO A Inhibe la Oliveira et
hoipeana movi!zizacién de al., 2001
(Solanaceae) Ca“’ de los
g o % depdsitos
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1. Antecedentes

Cuadro 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad espasmolitica
comprobada, obtenidos de diferentes especies vegetales (continuacion)

Fuente Natural Compuesto (saponina) Mecanismo de | Referencia
accion
Inhiben las Takagi et
Panax ginseng contracciones al, 1972
(Araliaceae) inducidas por
ACh, histamina,
ginsendsido serotonina y
nicotina en ileon
Bl—2 Bl—> 6 aislado de cobayo
R; = Glc-Gle- Ry =Gle-Gle
(gingendsido Ry.1, 118)
R; = Glc-Gle- R; = Ara(piranosa)-Glc
(gingendsido Ry.z, 119)
R; = Gle-Gle- R, = Ara(furanosa)-Glc
(gingenosido R, 120)
H HO
Hedera helix 0 Inhibe las Trute et al.,
(Araliaceae) 565 contracciones 1997
inducidas por ACh
en ileon de cobayo
hederagenina (121)
Zygophyllum Inhibe las Capasso et
gaetulum contracciones al., 1998
(Zygophyllaceae) inducidas
eléctricamente y
con morfina en
preparaciones de
ileon de cobayo
Zigofilésido M (122)
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

Las hipdtesis en que se sustenta el presente trabajo son las siguientes:

a) El criterio quimiotaxonémico de preseleccion de materias primas para el
descubrimiento de principios activos en conjunto con los resultados derivados de
evaluaciones farmacoldgicas preliminares durante un proceso de seleccion, constituyen
indicadores apropiados para la deteccion de orquideas que proporcionen nuevos
principios espasmoliticos utiles para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos de
origen natural.

b) La interaccion entre los principios activos con sus receptores bioldgicos
dependera de la naturaleza de los grupos farmacoforicos los cuales son esenciales para
el reconocimiento del sitio activo de los receptores.

¢) Si el mecanismo de accién del gigantol (2) y la batatasina III (14) involucra
una estimulacién de la enzima GCs, el efecto espasmolitico provocado por estos
compuestos debe de abatirse en presencia del 1H-[1,2,4]oxadiazol[4,3-a]quinoxalin-1-
ona (ODQ) un inhibidor especifico de la GCs.

d) Si el mecanismo de accién de los compuestos gigantol (2) y la batatasina III
(14) involucra la proteina moduladora CaM es factible que su efecto farmacoldgico se
modifique en presencia de inhibidores de CaM. Ademds los bibencilos podrian alterar

las propiedades reguladoras enzimaticas de la proteina in vivo.

2.2 OBJETIVOS GENERALES

2.2.1 Continuar con el estudio sistematico de orquideas selectas mexicanas como una
fuente potencial de estilbenoides espasmoliticos y asi contribuir al desarrollo de
nuevos agentes de utilidad terapéutica para el tratamiento de enfermedades
asociadas con trastornos de la motilidad gastrointestinal.

222 Continuar con el estudio del mecanismo de accién espasmolitico de los
compuestos gigantol (2) y batatasina III (14) aislados de S. /ivida mediante la

aplicacion de métodos enzimaticos y/o funcionales.
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223

II: Hipdtesis y Objetivos

Sintetizar una serie de analogos de los bibencilos 2 y 14 con la finalidad de
estudiar la influencia de la naturaleza y posicién de los sustituyentes en los

anillos A y B (fenol vs éter metilico de fenol) en la actividad espasmolitica.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para el cumplimiento de los objetivos generales propuestos, se plantearon los

siguientes objetivos especificos.

2.3.1

2:3:2

2:3.8

234

2.3.3

23.6

23.7

Obtener los extractos orgénicos en pequeiia escala de la especie seleccionada
con la finalidad de evaluar su potencial antiespasmddico mediante la evaluacion
de su efecto sobre la contraccidon espontanea del ileon aislado de cobayo.
Preparar el extracto organico mads activo a mediana escala de la especie activa y
realizar el estudio fitoquimico biodirigido. Esta actividad permitira obtener los
metabolitos secundarios en forma pura y en cantidades suficientes para su
posterior caracterizacion quimica y evaluacion biologica.

Determinar el potencial espasmolitico in vitro de los compuestos aislados,
mediante la evaluacion de su efecto sobre la contraccidn espontanea del ileon
aislado de cobayo.

Determinar la estructura molecular de los metabolitos secundarios activos
mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
Determinar el efecto espasmolitico del gigantol (2) y batatasina III (14) en
presencia del ODQ (un inhibidor especifico de la guanilato ciclasa soluble), o L-
NAME (un inhibidor inespecifico de la 6xido nitrico sintetasa neuronal). Esta
actividad permitird determinar mediante ensayos funcionales si el mecanismo de
accion de estos compuestos involucra una estimulacion de las enzimas déxido
nitrico sintetasa y/o guanilato ciclasa soluble, respectivamente.

Determinar el efecto del gigantol (2) y la batatasina III (14) sobre la movilidad
clectroforética de la CaM, mediante una electroforésis desnaturalizante, con la
finalidad de determinar una posible interaccién de los bibencilos con la proteina
regulatoria CaM.

Evaluar el efecto del gigantol (2) y la batatasina III (14) sobre la actividad de la
enzima fosfodiesterasa del AMPc (PDEL) in vitro en presencia de CaM de
cerebro de bovino. Esta actividad permitira conocer si los bibencilos modifican

la actividad reguladora enzimatica de la proteina CaM.
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II. Hipdtesis y Objetivos

2.3.8 Determinar el efecto espasmolitico del gigantol (2) y la batatasina III (14) en

2.3.9

52

presencia de la clorpromazina (un inhibidor de la CaM). Esta actividad permitira
determinar si el mecanismo de accion de los bibencilos involucra una
interaccion con la proteina CaM.

Sintetizar una serie de compuestos analogos disefiados de manera empirica de
los productos naturales gigantol (2) y batatasina III (14), mediante la aplicacién
de la condensacion de Wittig y evaluar su potencial espasmolitico. Esta
actividad permitira establecer la influencia de la posicién y naturaleza quimica

de los sustituyentes oxigenados (OH vs OCHj3) en el efecto farmacologico.



III. SECCION EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL VEGETAL
La especie Nidema boothii se recolectd en el Rancho El Naranjillo, Catemaco,
estado de Veracruz, México, en el mes de Octubre de 1996. La recoleccion la planta
estuvo a cargo del bilogo Gustavo Carmona Diaz y un ejemplar de referencia se
depositd en Herbario del Instituto de Ecologia (XAL), Jalapa, Veracruz (Voucher G.
Carmona-Diaz 96-2).
El proceso de desecacion de la planta entera se realizé a temperatura ambiente,

y la fragmentacion se llev a cabo en un molino Willey Modelo 4.

3.2 OBTENCION DEL EXTRACTO EN PEQUENA ESCALA PARA LA
DETERMINACION DEL POTENCIAL ESPASMOLITICO DE LA

ESPECIE Nidema boothii.
Para la determinacion de la actividad espasmolitica de la especie Nidema boothii
s¢ prepararon los extractos hexanico, CH,Cl;:MeOH (1:1) y CH,Cl; via maceracion a
partir de 200 g de material vegetal desecado. En cada caso los extractos se concentraron

al vacio.

3.3 ENSAYOS BIOLOGICOS.

3.3.1 Determinacion del efecto relajante de extractos, fracciones y
productos puros obtenidos de Nidema boothii sobre la contraccion
espontinea del ileon aislado de cobayo.

El efecto relajante de los extractos, fracciones y compuestos puros obtenidos de
Nidema boothii sobre la contraccion espontdnea del ileon aislado de cobayo se
determiné de acuerdo a un disefio experimental previamente establecido y que
continuacidn se describe a detalle (Rojas ef al., 1995; Rojas et al., 1996; Williamson et

al., 1996; Seitz et al., 1997; Trute et al., 1997;; Estrada et al. , 1999).
3.3.1.1 Aislamiento del ileon.

Para la obtencién del tejido, se utilizaron cobayos macho adultos (200-300 g)

alimentadas ad libitum y mantenidas en un bioterio con libre acceso al agua. Los
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I1I. Seccion Experimental

animales se sacrificaron por dislocaciéon cervical. Posteriormente, se realizé una
diseccion en el abdomen del animal que permitio aislar el ileon, el cual se colocd en una
solucion Ringer Krebs-Henseleit (Ringer KH), con la siguiente composicion (mM):
NaCl 119, KCI 4.6, KH,PO4 1.2, MgSQ4 1.2, CaCl 1.5, NaHCO; 20 y glucosa 11.4. La
solucion se preparé con agua destilada, el pH se ajust6 a 7.4 y se mantuvo
constantemente burbujeada con una mezcla gaseosa de 0,/CO; (19:1). El ileon aislado

se limpid y se cortd en segmentos de 1 cm.

3.3.1.2 Sistema de registro.

Para determinar el efecto sobre la contraccion espontinea de las muestras de
prueba, se emple6 un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado. Para
cllo, los segmentos del ileon se colocaron en una cdmara de incubacién con 20 mL de
solucion Ringer KH burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa al 15% de CO;
en Oz a una temperatura de 37°C, que se mantuvo mediante un bafio recirculador, en
estas condiciones, el tejido se sujet6 de un extremo al piso de la camara y del otro a un
transductor de fuerza Grass Modelo FT 03, el cual registra constantemente las sefiales
mecanicas de las contracciones y las envia a un poligrafo Grass modelo 7D de cuatro
canales o a un sistema BIOPAC. La fuerza de tension que se empled para el tejido fue

de 10 mN (1g), lo que corresponde a 2 cm del desplazamiento de la pajilla.

3.3.1.3 Evaluacién del efecto relajante

Con la finalidad de estabilizar el tejido a las condiciones in vitro, cada segmento
del mismo se incubd y mantuvo en soluciéon Ringer KH durante un periodo de 30 min
con una tension constante de aproximadamente un gramo. Para determinar el efecto de
las diferentes concentraciones de las muestras de prueba, en primer lugar se registr6 la
actividad espontanea durante un periodo de 10 min, el cual se consider6 como el
control (100% actividad).

El efecto de diferentes concentraciones del extracto, fracciones y compuestos
puros obtenidos de la especie de Nidema boothii, y del control positivo se registrd
inmediatamente después de transcurrido el periodo control. Para ello, se adicioné al
bafio las muestras de prueba a diferentes concentraciones [disueltas de dimetilsulféxido
(DMSO) o agua destilada] en un volumen de S0 pL (una concentracidén por cada

segmento del ileon) y el efecto de cada muestra se registré durante 10 min. Después de
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cada experimento, los tejidos se lavaron tres veces con solucion Ringer KH para
permitir su recuperacion de la accion de las muestras estudiadas.

Los efectos de las muestras de prueba y del control positivo sobre la contraccion
espontanea del ileon aislado de cobayo, se determinaron por comparacion de las areas
bajo la curva (ABC) registradas por la frecuencia y la amplitud de las contracciones
antes y después de la aplicacion de los materiales de estudio. Para ello, se utilizé un

“software” computacional disefiado para tal fin (Rojas et al., 1995).

3.3.1.4 Efecto relajante del gigantol (2) y la batatasina III (14) en presencia

de L-NAME, ODQ y clorpromazina.

En este caso el experimento se realizdé de forma similar al descrito en el inciso
3.3.1.3. De manera inicial el drgano aislado se encubé con ODQ (100 pM), L-NAME
(500 puM) o clorpromazina (100 pM). Posteriormente se adicionaron a la cdmara de
incubacion los compuestos 2 y 14 en diferentes concentraciones, y se registro el efecto
espasmolitico en presencia de los agonistas. Los valores se expresaron como porcentajes
de inhibicion de la respuesta contractil calculada como la media de seis datos + S.E.M.,

p<0.05.

3.3.2 Electroforesis desnaturalizante de CaM de cerebro de bovino en

presencia de los productos naturales y analogos sintéticos.

La posible interaccion de los compuestos puros con la proteina CaM de cerebro
de bovino se determiné a través de un método electroforético en condiciones
desnaturalizantes. Para realizar las evaluaciones, los compuestos de prueba se
disolvieron en DMSO y se prepararon disoluciones con una concentracion de 1pg/uL.
Posteriormente, se mezclaron 10 pl de cada disoluciéon con 10 pg de CaM de bovino
(Sigma) y 3 pL de CaCl, 1 mM, el volumen final de la mezcla se llevo a 30 mL con
agua desionizada. A continuacion, la mezcla se incubd durante 90 minutos a 30°C. Al
término de la incubacidn, las muestras fueron sometidas a ebulliciéon durante 5 minutos
con la finalidad de facilitar la interaccion de los compuestos con la proteina CaM. A
continuacion, las mezclas se enfriaron a temperatura ambiente y, finalmente, se adicioné
a cada una 10 pL de buffer de carga (Liao, et al., 1996). Por tltimo se llevo a cabo la

electroforesis desnaturalizante, en forma vertical descendiente (SDS-PAGE al 12%)
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para determinar si la CaM tratada experimentaba algin cambio en la movilidad
electroforética. La composicion de los geles y de las disoluciones utilizadas se indican
en el Cuadro 4 (Sambrook, 1989). Es importante mencionar que en todos los casos se
utilizé clorpromazina como control positivo (Nishino et al., 1984). Cada determinacion

se realiz6 por triplicado.

Cuadro 4. Composicion de los geles de acrilamida y de las disoluciones utilizadas para
realizar el experimento de electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al

12%)
Geles y disoluciones Composicion Cantidad

Gel sellador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 4 mL
TEMED 100 % 2l
APS 10% 10 puL

| separador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 5.6 mL
TRIS 3 M, pH 8.8 1.6 mL
SDS 10 % 140 pL
Agua 6.5 mL
TEMED 100 % 15 uL
Persulfato de amonio 10% 105 pL

Disolucion de corrida Trizma 6.00 g
Glicina 2850¢g
SDS 10% 200g
Agua 200L
PH 8.3

Buffer de carga TRIS-HCI 1 M, pH 6.8 0.6 mL
Glicerol 50 % 5mL
SDS 10 % 2mL
2-mercaptoetanol 0.5 mL
Azul de bromofenol 1 % 10 mL
Agua 0.9 mL
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3.3.3 Efecto de los productos naturales y algunos derivados sintéticos sobre

la enzima PDE1 dependiente de CaM.

La actividad de PDEl se presencia de CaM se determind a través de la
cuantificacion de la cantidad de fosfato producido como resultado de la reaccién de
hidrolisis de AMPc catalizada por la enzima (Leung et al, 1984). Los ensayos
correspondientes se llevaron a cabo adicionando a una disolucién que contenia 0.015
unidades de fosfodiesterasa de cerebro de bovino (Sigma), de 2 uM de CaM de cerebro
de bovino (Sigma), 15 uL de una disolucién de 5’-nucleotidasa de veneno de Crotalus
atrox (Sigma) [0.3 unidades] preparada en un buffer constituido por Tris-HCI 10 mM y
acetato de magnesio 0.5 mM, a pH 7 y 800 pL de un buffer de reaccién constituido por
Tris-HCI 45 mM, acetato de magnesio 5.6 mM, imidazol 45mM y CaCl, 2.5 mM, a pH
7 y diferentes concentraciones de la muestra a evaluar. En cada caso la mezcla de
reaccion se incubd durante 30 min. a 30°C. Transcurrido este tiempo, a cada una de las
muestras s¢ les adicioné 100 pl. de AMP ciclico 10.8 mM y se mantuvieron
nuevamente a 30°C durante 30 min. Al término de este segundo periodo de incubacién,
a cada muestra se le adicionaron 100 pL de acido trifluoroacético al 55% (m/v) para
detener la reaccion.

A continuacion se cuantific la cantidad de fosfato producido durante la reaccion
de hidrolisis del AMPc, utilizando un método espectrofotocolorimétrico de Sumner de
acuerdo al procedimiento que se describe a continuacién (Ovadi, 1989). A una mezcla
de 500 pL de la mezcla de reaccion anterior se le adicionaron 800 pL de
heptamolibdato de amonio al 6.6 % en H;SO4 3.75 N y 200 pL. de FeSO4 al 10%. Las
muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
determind la actividad dptica en cada una de ellas a 660 nm. Los valores de absorbancia
obtenidos fueron interpolados en una curva estandar de fosfato monobasico de potasio
para determinar la concentracion de fosfato obtenido en cada tratamiento. La curva
estdndar se construyé a partir de una disolucién 50 mM de fosfato monobasico de
potasio (Sigma), tomando las alicuotas necesarias para obtener 50 catorce
concentraciones diferentes en un intervalo de 50 a 700 nM. A cada alicuota se
adicionaron 800 L. de heptamolibdato de amonio al 6.6% en H>SO4 3.75 N, 200 pL de
FeSO4 al 10% y agua desionizada hasta obtener un volumen final de 1500 pL. La
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densidad Optica de las muestras se determiné a 660 nm, utilizando un espectrofotémetro

Beckman Du 650.

3.3.4 Evaluacion de la actividad citotéxica de los bibencilos 2,5, 14, 145, 146, 151-

155 y 157.

El potencial citotdxico de los bibencilos 2, 5, 14, 145, 146, 151-155 y 157 se
determin6 de acuerdo al procedimiento descrito por Shier y colaboradores (1991). Las
lineas celulares utilizadas fueron las siguientes: MDCK (células de rifion de perro
Mandin-Darby); H4TG (células de hematoma de rata resistentes a tioguanina); NIH3T3
(fibroblastos embrionarios de ratén suizo del Nacional Institute of Health) y KA31T

(cepa Kirsten de células 3T3 transformadas por el virus del sarcoma).

La sensibilidad de cada una de las lineas celulares hacia los compuestos puros se
determiné a las concentraciones de 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2 y 1 uM. Cada compuesto
se evalud por triplicado y como control positivo se utilizo adriamicina. Los valores
promedio de las absorbancias y los errores estindar se emplearon para evaluar el
crecimiento después de cinco dias. La Clsg se determiné mediante el andlisis de varianza
del minimo cuadrado de las medias del porcentaje de inhibicion para cada tratamiento

respecto a los controles sin tratamiento.

3.4 ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA ESPECIE Nidema boothii.

3.4.1 Analisis cromatograficos.

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales en placa de vidrio recubiertas con gel de silice (silica gel 60
GF,s54 Merck), utilizando varios sistemas de elucién y sulfato cérico como cromdgeno.
Para efectuar la cromatografia de adsorcion en columna abierta se utilizé gel de silice
Kieselgel 60 Merck (0.2 a 0.5 mm, 30-70 mesh).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se realizé en un
cromatdgrafo de la marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division,
Milford, MA, USA) equipado con un detector de UV con arreglo de diodos (996). El

control del equipo, la adquisicién de los datos, el procesamiento y manipulacion de la
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informacion se realizaron utilizando el programa Millenium 2000 (Waters). La
purificaciéon de los compuestos se efectué empleando una columna de gel de silice
(Waters, pporasil, 125 A°, tamafio de particula 100 uM) de 19 mm de didmetro y 300

mm de longitud, con un flujo de 8.3 mL/min. La deteccion se ajustd entre 230-274 nm.

3.4.2 Equipos utilizados para el registro de las constantes (fisicas,

espectroscopicas y espectrométricas.

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Fischer-Jonhs y se reportan sin
corregir. El espectro de dicroismo circular de la nidemona se registré en un
espectropolarimetro  JASCO 720 a 25°C en MeOH. Los espectros en el IR se
obtuvieron en pastillas de KBr y se midieron en un espectrometro Perkin-Elmer FT
1650. Los espectros en el UV se registraron utilizando un espectrometro Lambda IT UV
en MeOH. Los Espectros RMN 'H (500 MHz), °C (125 MHz), COSY, NOESY,
HMBC y HMQC se determinaron en un espectrometro Varian UNITY PLUS 500
utilizando CDCl; 6 DMSOQOds como disolventes y TMS como referencia interna. Los
espectros de masas por impacto electronico se obtuvieron utilizando un espectrometro

JEOL SX 102 mediante inyeccion directa con una energia de ionizacion de 70 eV.
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3.4.3 Extraccion y fraccionamiento preliminar del extracto total de Nidema
boothii

El material vegetal seco y molido (2 kg) se extrajo via maceracion con una

mezcla de CH,Cl,-MeOH (1:1) a temperatura ambiente. El extracto resultante fue

concentrado al vacio obteniéndose un total de 174.5 g de un residuo (Clso = 6.2620+2.5

pg/mL) color café. El extracto total se someti6 a un proceso de fraccionamiento

biodirigido utilizando una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (1 kg).

Cuadro 5. Fraccionamiento preliminar del extracto obtenido a partir la especie Nidema

boothii
Eluyente Proporcion(%) Fracciones Fracciones % de
combinadas inhibicién
Hexano 100 1-8 1-38 (F-I) 38.16+2.91
91:1 9-23 39-42 (F-II) 58.59+3.66
92:6 24-26 43-80 (F-IIT) 58.89+3 58
90:10 27-67 81-95 (F-1V) 43.2142.04
85:15 68-85 96-125 (F-V) 99+3.86
80:20 86-105
Hexano:AcOEt 75:25 106-116 126-150 (F-VI) 41.134+6.24
70:30 117-131
65:35 132-137 45.9842.96
60:40 138-143
50:50 144-160
45:55 161-168 151-214 (F-VII)
40:60 169-175
30:70 176-206
20-80 207-211
AcOEt 100 212-225 215-234 (F-VIII) 32.21+2.75
90:10 226-267 235-259 (F-1X) 31.81+£5.71
85:15 268-271 260-274 (F-X) 35.43+1.85
AcOEt:MeOH 75:25 272-274
50:50 275-300 275-300 (F-XI) 37.20+6.27
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El proceso de elucién se efectud con un gradiente de eluciéon de hexano:AcOEt
(1:0-0:1) y AcOEt:MeOH (1:0—0:1). Se recolectaron 300 fracciones de 1 L cada una.
Cada fraccion se analizé por cromatografia en capa fina, combindndose todas aquéllas
que resultaron cromatograficamente similares. Este proceso generé un total de 11

fracciones primarias (Cuadro 5).

Cada una de las fracciones resultantes se evalué mediante el bioensayo indicado
en el inciso 3.3.1.3. En el Esquema 3 se resume el proceso de extraccién vy

fraccionamiento primario del extracto total de N. boothii.

Nidema boothii (2.00 kg)
Planta entera

1. Extraceion con CHCla MeOIL ¢l D)
(200.), Via maceracion, dos veces
durante 72 horas

2. Filtrar ¥ coneentrar al vacio

Extracto CHaCla:MeOH (174.5 g) RESIDUO VEGETAL
(Clsp= 6.2620 % 2.5 pg/ml.)

- Cromalogralia en columna abierta
(1 ke de gel de silice)
HextAcOEL(10:0 — Q:10) v
AcOLECMeOH (10:0 > 5:5)

TTTITLTIT]

F-1 F-II' F-1I1 P-IV F-V PV F-VID F-VIID F-IX F-X F-XI

(68)
i - Cromatogralia en columna abierta l
(80 g de gel de silice)
Nidemina (0.69 g) Hex:AcOEL (LU —» (:1) y
Lt Vitexina (33 ma)

-1 F-2 F-3 F-4 F-5 -6 F-7 F-8 (600 me)

Esquema 3. Aislamiento y purificacién de los productos activos de las fracciones
primarias de Nidema boothii.
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3.44 Aislamiento y purificacion de los productos activos de las fracciones

primarias de Nidema boothii

De la fraccién primaria activa F-3, cristalizaron espontdneamente 0.68 g de un
sélido cristalino, con punto de fusién 127-129°C, el cual se identificé como el triterpeno
nidemina (122, 0.69 g) por comparacion con una muestra auténtica (Estrada et al,
2002).

De la fraccién primaria F-10 precipitd espontineamente un sélido de color
amarillo palido el cual se identificd como el flavonoide C-glucosilado vitexina (123, 55
mg), por comparacion de sus datos espectroscopicos y espectrométricos con los
reportados previamente en la literatura (Wollenweber y Diez, 1¢81)

La fraccion activa F-5 (6.0 g) se recromatografié sobre una columna de gel de
silice (80 g). El proceso de elucion se efectud con diferentes mezclas de hexano:AcOEt
(1:00:1). Este procedimiento condujo a la obtencion de 8 fracciones secundarias (FV-
1 a FV-8), reunidas de acuerdo a su similitud cromatografica. La fraccion mas activa
(600 mg) fue la FV-8 (100 % de inhibicidon de la contraccién espontinea del ileon),
eluida con hexano:AcOEt (8:2).

A continuacion la fraccion activa FV-8, se resolvid en sus componentes
individuales mediante la aplicacion de la CLAR utilizando una columna de gel de silice,
un flujo de 8.3 mL/min, un sistema de elucién isocratico y una mezcla cuaternaria de
disolventes [hexano:CHCls:i-PrOH:MeOH (75:23:1:1)] como fase movil (Figura 10).

Este proceso de purificacion permitié el aislamiento de los metabolitos
secundarios: nidemona (124, 4 mg, T 14.2 min), aloifol II (5, 22 mg, Tr 18 min), 2,6-
dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (125, 25 mg, Tg 19 min), 2,6-
dihidroxi-1,5,7-trimetoxifenantreno (16, 8 mg, Tr 23 min), efemerantoquinona (126, 5.7
mg, Tr 26 min), gigantol (2, 32 mg, Tr 30 min), efemerantol B (127, 4 mg, Tr 32 min),
3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (15, 3 mg, Tr 35 min); lusiantridina (11, 55 mg,
Tr 50 min) y batatasina III (14, 19 mg, Tr 62 min).
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Figura 10. Cromatograma de liquidos de alta resolucion de la fraccion FV-8. La separacion y purificacion de los compuestos 2, 5, 11, 14-16,
124-127 se realizo en una columna preparativa de gel de silice, con un flujo de 8.3 mL/min, empleando un sistema de elucion

isocratico y una mezcla cuaternaria de disolventes [Hex:CHCls:i-PrOH:MeOH (75:23:1:1)] como fase movil.
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3.5 SINTESIS DE LOS ANALOGOS DE LA BATATASINA 111 (14) Y EL
GIGANTOL (2).

La sintesis de los andlogos del gigantol (2) y la batatasina III (14) se realizo

utilizando el método de Wittig. Las estructuras de los productos finales e intermediarios

sintetizados, asi como las reacciones involucradas en el proceso se resumen en el

Esquema 4. Los compuestos 131-133 se adquirieron comercialmente.

CHO P+(C,H,),Br-
NaH/THF
+ AN
R | g
1 =
R’) R’J R4
128. R, =0OMe, R, =0Bn 138. R; = OMe, Ry =0Bn
129. R, =OBn, R, =OMe  141. R3;, R4 = OBn
130. R}, R, = OBn 143. R;, R4=OMe -
131. Ry, R, = OMe 144. Ry, Ry=H R R,
132.R;, R, =H | =
133.R; =OMe, R =H R,
134.R, =OBn, R, = H R, PA/C 10%
25.R; =H, R, =0Bn AcOEt
145. Ry, R3, Ry = OMe, R, = OH B
146. R[, Rg, R;, R.4 =0OMe
147. Ry, Ry = OH; Ry, R4y = OMe ‘
148. R, = OMe; Ry, R3, Ry = OH R
149. R}, R,, Ry = OMe; Ry= OH ‘ 4
150. R], Rz, R;, R..;: OH R2
151. Ry =H; Ry, R3 = OH; Ry = OMe

152.
153.
154.
155.
156.
157.

Ry, Ry = OMe; R;=H; R; = OH
R|,R3,R.4=OH; R1=H

R|,R3, R4=0Me; R,=H

R.| =H; Rz, R3, R4=OH

R;, R2= H, R], R4: OH

R, = OH; R, = OMe; R3, Ry =H

Esquema 4. Esquema general de la sintesis de los compuestos 2, 14 y de sus andlogos.

Nota: los compuestos 150 y 155 son productos semisintéticos.
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3.5.1 Sintesis de los Compuestos Intermediarios (25, 128-130 y 134).

3.5.1.1. 4-benciloxi-3-metoxibenzaldehido (128)

Cl
CHO CHO

Acetona

+ + K2C03 + KI —
reflujo

OCH; fhy OCH;
H O
128

Esquema 5. Sintesis del compuesto 128

En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacién magnética,
termdémetro, septum, embudo de adicién y una trampa anhidra, se disolvieron 5 g (0.033
mol) del 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, 6.8 g (1.5 mol) de K,CO; y cantidades
cataliticas de KI (0.0055 mol, 0.906 g) en 150 mL de acetona. Posteriormente se
adicion6 a la mezcla de reaccion, gota a gota, 3.77 mL (4.15 g, 0.0328 mol) de cloruro
de bencilo y se agité vigorosamente. Terminada la adicion se retiré el embudo y se
colocd sobre el matraz de reacciéon un condensador de agua. La mezcla se reflujo
durante 21 hr. Al cabo de este tiempo, la mezcla de reaccion se filtro y el filtrado se
extrajo en repetidas ocasiones con AcOEt. Los extractos reunidos se lavaron con agua y
solucion sobresaturada de NaCl. Posteriormente el extracto orgénico se seco sobre
NaySOy, anhidro, se filtrd y se concentrd al vacio. El producto crudo 128 se purifico
mediante un proceso de cromatografia en columna abierta, en 150 g de silica gel

empleando como fase movil CH,Cla (2.78 g, 35 % de rendimiento).

3.5.1.2 3-benciloxi-4-metoxibenzaldehido (129)

Cl
CHO CHO
Acetona
+ + K2COj3 + KI _— >
OH reflujo 0
CH-0 CH-0
129

Esquema 6. Sintesis del compuesto 129
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En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, septum, embudo de adicién y una trampa anhidra, se disolvieron 5 g (0.033
mol) del 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido en 150 mL de acetona anhidra en presencia de
5 g (0.036 mol) de K,COj5 y cantidades cataliticas de KI (0.913 g, 0.0055 mol).

Posteriormente se adiciond, gota a gota, 4.1 mL (4.57 g, 0.036 mol) de cloruro
de bencilo a la mezcla de reaccion y se agité vigorosamente. Terminada la adicion la
mezcla de reaccién se sometié a un reflujo por 21 hr. La mezcla de reaccion se filtrd y
el filtrado se extrajo en repetidas ocasiones con AcOEt. Los extractos reunidos se
lavaron con agua y solucion sobresaturada de NaCl. Posteriormente el extracto organico
se secO sobre Na,SOy, se filtrd y se concentré al vacio. El producto crudo 129 se
purific6 mediante un proceso de cromatografia en columna abierta, en 150 g de silica
gel empleando como fase moévil CH,Cl, al 100% (7.3 g, 92 % de rendimiento). P.f. 61-
62°. IR (KBr) Umax 2811.15, 2717.26, 1677.76, 1259.48cm™; RMN-'H (C3D60) & 3.97
(3H, s); 5.2 (2H, s, H-Bn); 6.99 (1H, d, J=9 Hz, H-5); 7.46 (7H, m, H-Ar); 9.81 (1H, ls,
CHO); EMIE m/z 242 [M+, (40)]; 91 (100), 65 (17).

3.5.1.3. 3,4-dibenciloxibenzaldehido (130)

CHO i FHa
Acetona
+ b + KyCO; + KI ——=
©\OH reflujo 0/\.@
OH
130

Esquema 7. Sintesis del compuesto 130

En un matraz bola de 250 mL con tres bocas equipado con agitacién magnética,
termometro, septum y un embudo de adicidn y una trampa anhidra, se disolvieron 10 g
(0.072 mol) del 3,4-dihidroxibenzaldehido en 150 mL de acetona anhidra.
Posteriormente se agregaron gota a gota 18.3 mL (20.16 g, 0.16 mol) de cloruro de
bencilo a la mezcla de reaccion en presencia de 22 g (0.159 mol) de K,CO; y cantidades
cataliticas de KI (2 g, 0.012 mol) y se agit6 vigorosamente. Terminada la adicion se

retiré el embudo y se coloco sobre el matraz de reaccion un condensador de agua y se
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reflujo por 21 hr. La mezcla de reaccion se filtré y el filtrado se extrajo en repetidas
ocasiones con AcOEt. Los extractos reunidos se lavaron con agua y solucion
sobresaturada de NaCl, posteriormente el extracto se secé con Na;SOs, se filtrd y se
concentrd al vacio. El producto crudo 130 (8.76 g, 38 % de rendimiento) se purifico
mediante un proceso de cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (50 g)
empleando como fase movil fase mévil CH,Cly. P.f. 77°C. IR (KBr) vmax 3025, 2818,
2726, 1676, 1511, 1283, 1269, 1134, 1022 cm™'; RMN-'H (C3D¢0) & 5.23 (4H, s, H-
Bn); 7.0 (2H, m, J=8.1 Hz, H-5); 7.42 (12H, m, H-Ar); 9.85 (1H, 1s, CHO); EMIE m/z
318 [M+, (20)]; 227 (60); 181 (24); 91 (100), 65 (18).

3.5.1.4. 3-benciloxibenzaldehido (134)

Cl
CHO CHO
Acetona
+ +  KsCO; + KI T
134

Esquema 8. Sintesis del compuesto 134

En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termdmetro, septum, un embudo de adicién y una trampa anhidra, se disolvieron 5 g
(0.041 mol) del 3-hidroxibenzaldehido en 100 mL de acetona anhidra en presencia de
6.79 g (0.049 mol)de K,CO; y cantidades cataliticas de KI (1.135 g, 0.0068 mol).
Posteriormente se adiciond, gota a gota, 5.2 mL (5.7 g, 0.045 mol) de cloruro de bencilo
a la mezcla de reaccion y se agité vigorosamente. Terminada la adicion, la mezcla se
refluj6 por 21 hr. El producto se filtré, y las aguas madres se extrajeron en repetidas
ocasiones con AcOEt. Los extractos reunidos se lavaron con agua y solucién
sobresaturada de NaCl; posteriormente el extracto se secé con Na;SOy, se filtro y se
concentrd al vacio. El producto crudo 134 (5.4 g, 62 % de rendimiento) se purifico
mediante un proceso de cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (150 g )
empleando como fase moévil CH,Cl. IR (KBr) vmax 2737, 1668, 1581, 1283 cm";
RMN-'H (C3D¢0) 8 5.3 (2H, s, H-Bn); 7.15 (1H, d, H-2); 7.38 (8H, m, H-Ar); 9.94
(1H, 1s, CHO); EMIE m/z 212 [M+, (15)]; 91 (100), 65 (18).
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3.5.1.5. 4-benciloxibenzaldehido (25)

En un matraz bola de 250 mL con tres bocas equipado con agitaciéon magnética,
termometro, septum, embudo de adiciéon y una trampa anhidra, se disolvieron 10 g
(0.081 mol) del 4-hidroxibenzaldehido en 150 mL de acetona anhidra en presencia de
13.5 g (0.098 mol)de K,CO; y cantidades cataliticas de KI (2.26 g, 0.0135 mol).

Cl
CHO CHO
Acetora
R + K;CO3; + KI ———™
reflujo
H
25

Esquema 9. Sintesis del compuesto 25

Posteriormente se agrego, gota a gota, 10.36 mL (11.4 g, 0.09 mol) de cloruro de
bencilo a la mezcla de reacciéon y se agitd vigorosamente. Terminada la adicion la
mezcla se reflujé por 21 hr. Al cabo de este tiempo la mezcla de reaccion se filtro y el
filtrado se extrajo en repetidas ocasiones con AcOEt. Los extractos reunidos se lavaron
con agua y una solucién sobresaturada de NaCl. Posteriormente el extracto se seco
sobre Na;SOy, se filtré y se concentrd al vacio. El producto crudo 25 (12.5 g, 72 % de
rendimiento) se purific6 mediante un proceso de cromatografia en columna abierta, se
purificé mediante un proceso de cromatografia en columna abierta sobre gel de silice
(150 g ) empleando como fase mévil CHyCl,. IR (KBr) vpe 2737, 1668, 1581, 1283
cm’'; RMN-'H (C3D¢0) 8 5.15 (2H, s, H-Bn); 7.08 (2H, m, H-3, H-5); 7.4 (5H, m, H-
Ar); 7.8 (2H, m, H-2, H-6); 9.89 (1H, 1s, CHO); EMIE m/z 212 [M+].

3.5.2 Sintesis de las Sales de Wittig

3.5.2.1 Reacci6n de metilacion del alcohol 3, 5 dihidroxibencilico (135)

En un vaso de precipitados de 50 mL, equipado con agitaciébn magnética y
termémetro, se colocaron 5 g de NaOH (0.125 mol) en 50 ml de agua. La mezcla
resultante se agité hasta completa disolucion de los sélidos. La mezcla de reaccion se

enfrié por medio de un bafio de hielo y agua y se agité mientras se fueron incorporando
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14 g del alcohol 3,5 dihidroxibencilico (0.1 mol); la adicién se realizé de tal manera que
la temperatura no pasara de 15°. Al término de la adicion la mezcla se agitd hasta
completa disolucion de los solidos y se retird el bafo de hielo. Posteriormente se le
agrego a la mezcla de reaccion, gota a gota, (CH3)2S04 (9.46 g, 0.1 mol) empleando un
embudo de adicién. La reaccion procedié durante 20 min a temperatura ambiente.
Después de comprobar la completa conversion de la materia prima por ccp, el pH de la
solucion se ajustd a 5.0 con HCI 1 N y a continuacién se extrajo con AcOEt (3 X 250
mL). El extracto organico se lavd con solucién sobresaturada de NaCl y agua y
posteriormente se secd sobre NaSO, y se concentré a vacio. El producto crudo (15.9 g)
se sometié a una purificacion por cromatografia de abierta, empleando 400 g de gel
silice (1:25) y un gradiente de elucion de CH:Cly:AcOEt como fase movil. El
compuesto 135 eluyé de la columna con CH,Cly: AcOEt (95:5), el rendimiento fue de
4.58 g (90%). IR (KBr) Lmax 3337, 2939, 2842, 1599, 1154 cm™; RMN-'H (C3D40) 8
3.66 (3H, s, OMe);. 4.35 (2H, s, H-Bn), 6.15 (1H, dd, H-6); 6.31 (2H, dd, H-2, H-4);
9.28 (1H, s, intercambio con D,0). EMIE m/z 154[M+, (100)], 153 (35), 125 (85), 65
(33).

HO

HO
H-0
+  NaOH + (Me),SOy ——

HO OCHjs
HO OH
135

Esquema 10. Sintesis del compuesto 135

3.5.2.2 Reaccion de bencilacion del alcohol 3-hidroxi-5-metoxibencilico

(136)

HO cl HO

Acetona
+ + KsCO; + KI ———

reflujo
HO OCH; @/\0 OCH;
135 136

Esquema 11. Sintesis del compuesto136
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En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termémetro, septum, un embudo de adicién y una trampa anhidra, se disolvieron 4.28 g
(0.028 mol) del compuesto 135 en 100 mL de acetona anhidra en presencia de 4.5 g
(0.32 mol) de K»COs y cantidades cataliticas de K1 (0.77 g, 0.005 mol). Posteriormente
se adiciond a la mezcla, gota a gota, 3.5 mL (3.87 g, 0.03 mol) de cloruro de bencilo a la
mezcla de reaccion y se agité vigorosamente. Terminada la adicién se reflujé por 21 hr.
La mezcla de reaccién se filtré y el filtrado se extrajo en repetidas ocasiones con
AcOEt. Los extractos reunidos se lavaron con agua y una solucién sobresaturada de
NaCl; posteriormente el extracto se secé con Na;SOy, se filtrd y se concentrd al vacio.
El producto crudo 136 (6.6 g) se purificé mediante un proceso de cromatografia en
columna abierta, sobre 150 g de gel de silice y como fase mévil CH,Cl,. (3.47 g, 52%
de rendimiento). 244[M"(100)], 213 (28); 91(95), 65(24).

3.5.2.3 Obtencion del Bromuro de 3-benciloxi-5-metoxibencilo (137)

HO ' Br

Eter etilico
O/\o ocH, + PBy — O/\o OCH;
3h,200C
- h, 137

Esquema 12. Sintesis del compuesto 137

En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, septum, embudo de adicién y con trampa anhidra, se colocaron 3.4467 g
(0.014 mol) del producto 136 y 60 mL de éter seco. A continuacién se agregd, gota a
gota, PBr; (4.6g, 0.017 mol) cuidando que la temperatura no pasara de 4°C. Una vez
terminada la adicion, se retird el bafio de hielo y se agit vigorosamente por 3 hr. Se
comprobd el consumo total de la materia prima por CCF y la mezcla se vertid
cuidadosamente sobre hielo. La mezcla se extrajo con AcOEt, se lavé posteriormente

con agua y solucion sobresaturada de NaCl. Finalmente la solucién conteniendo el

70



IlI. Seccion Experimental

producto (137) se seco sobre Na,SOy, se filtré y se concentro al vacio (3.31 g, 73% de

rendimiento). (Jurd y Rolle, 1958)

3.5.2.4 Obtencion del bromuro de 3-benciloxi-5-metoxibenciltrifenilfosfonio
(138).

Br (CgHs)3 P Br”

Benceno anhidro

+  (CgHs)sP >
137 138

Esquema 13. Sintesis del compuesto 138

En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacién magnética,
termémetro, septum, condensador de agua, y una trampa anhidra, se colocd el producto
crudo 137 (3.31 g) en benceno seco (60 mL), y se agit6 hasta completa disolucion. Una
vez terminada la agitacion, se adicionaron 3.24 g (0.012 mol) de trifenilfosfina. La
mezcla de reaccion se agito y se reflujo por 6 hr. Al cabo de este tiempo, la mezcla se
dejo en reposo hasta la aparicion de un precipitado blanco (138, 4.5 g, 90% de
rendimiento), el cual se separd por filtracion al vacio y se lavé con éter de petréleo tibio,
en repetidas ocasiones p.f.. (Lit 199.5-201°C, Crombie y Jamieson, 1982). IR (KBr)
Umax 3033, 2851, 2780, 1594, 1436, 1151, 1109, 1056 cm™; RMN-'H (C3D40) & 2.53
(2H, m, H-Bn); 3.5 (3H, s, OMe); 4.8 (2H, s, H-Bn); 5.02 (2H, d, H-Bn); 6.19 (2H, d,
H-Ar); 6.48 (1H, m, H-Ar); 7.33 (15H, m, H-Ar); 7.77 (5H, m, H-Ar). EMIE m/z 412
(90), 262 (100), 183 (81).

3.5.2.5 Reaccion de bencilacion del alcohol 3, 5 dihidroxibencilico (139).

HO o HO
Acetona
* + KyCO; + KI —
HG o reflujo O/\O O/\O
139
Esquema 14. Sintesis del compuesto 139
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En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, septum, embudo de adicién y una trampa anhidra, se disolvieron 5 g (0.036
mol) del alcohol 3, 5 dihidroxibencilico en 175 mL de acetona anhidra, en presencia de
11.83 g (0.086 mol)de K,CO; y cantidades cataliticas de KI (0.987 g, 0.006 mol).
Posteriormente se agreg6, gota a gota, 8.0 mL (8.83 g, 0.07 mol) de cloruro de bencilo y
la mezcla se agit6 vigorosamente. Terminada la adicién, la mezcla se reflujé por 21 hr.
Posteriormente, la mezcla de reaccién se filtro y el filtrado se extrajo en repetidas
ocasiones con AcOEt. Los extractos reunidos se lavaron con agua y solucion
sobresaturada de NaCl. Por tltimo, el extracto se secd sobre Na,SO,, anhidro, se filtro y
se concentr6 al vacio. El producto crudo (6.6 g) se purificé mediante un proceso de
cromatografia en columna abierta, sobre 150 g de silica gel empleando como fase movil
CH,Cl,. (139, 3.1g, 27.2 rendimiento). IR (KBr) vmax 3265, 3028, 2903, 2864, 1593,
1285, 1159, 1024 cm™. RMN-'H (C3D40) & 4.63 (2H, s, H-Bn); 5.04 (4H, s, H-Bn);
6.55 (1H, t, H-4); 6.62 (2H, m, H-2, H-6), 7.37 (10H, m, H-Ar). EMIE m/z 320 [M+
(100)]; 289 (15); 181 (78) 180 (32); 91 (3), 65 (31).

3.5.2.6 Obtencion del Bromuro de 3-5-dibenciloxibencilo (140).

Br
HO

Eter etilico

+ PBI’] —_—
0] 0]
139 140

Esquema 15. Sintesis del compuesto 140

En un matraz de bola de 125 mL con tres bocas equipado con agitacion
magnética, termémetro, septum, embudo de adicién y una trampa anhidra, se colocaron
1.38 g del producto 139 y 24 mL de éter seco. A continuacion se agreg6 gota a gota una
solucion de PBr; (1.4g, 0.005 mol) cuidando que la temperatura no pasara de 4°C. Una
vez terminada la adicion, se retird el bafio de hielo y se agité vigorosamente por 3 hr. Al

cabo de este tiempo, la mezcla se vertié cuidadosamente sobre hielo, y se realizaron
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repetidas extracciones con AcOEt. Posteriormente el extracto organico se lavo
posteriormente con agua y solucion sobresaturada de NaCl. El producto crudo se seco
sobre Na;SOq, se filtré y se concentrd al vacio. Como resultado de esta reaccion se

obtuvieron 1.575 g de 140 (94.6 % de rendimiento)

3.5.2.7 Obtenciéon del bromuro de 3,5-dibenciloxibenciltrifenilfosfonio (141)
s (CgHs)y P B

Benceno anhidro

+  (CgHs)P —>
sasescliilcanane
i 141

Esquema 16. Sintesis del compuesto 141

En un matraz bola de 50 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termémetro, septum, condensador de agua y una trampa anhidra, se colocaron 1.57 g del
producto 140 (5 pmol) en benceno seco (25 mL). La mezcla se agit6 hasta completa
disolucion de los sélidos. Una vez terminada agitacion, se adicionaron 1.29 g (0.005
mol) de trifenilfosfina. La mezcla de reaccion se agit6 y se reflujo por 6 hr. Al cabo de
la reaccion se formo un precipitado blanco (141, 2.1 g, 91% de rendimiento), el cual se
separ0 por filtracion al vacio. El producto se lavd con éter de petroleo tibio, en repetidas
ocasiones. IR (KBr) vy.x 3033, 2916, 2849, 2777, 1590, 1437, 1152, 1047 cm']; RMN-
'H (C3D60) & 2.54 (2H, m, H-Bn); 5.0 (2H, d, H-Bn); 4.79 (2H, s, H-Bn); 6.24 (2H, m,
H-Ar); 6.58 (1H, m, H-Ar) 7.25 (15H, m, H-Ar); 7.8 (10H, m, H-Ar).. EMIE m/z 412
(90), 262 (100), 183 (81).

3.5.2.8 Obtencién del Bromuro de 3-5-dimetoxibencilo (142).

HO Br
Eter etilico
+ PBry —»
CH;0 OCHj 3h200C CH;50 OCH;
142

Esquema 17. Sintesis del compuesto 142
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En un matraz bola de 500 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, septum, embudo de adicién y una trampa anhidra, se colocaron 9 g (0.053
mol) del alcohol 3,5-dimetoxibencilico y 180 mL de éter seco. A continuacidén se
afiadid, gota a gota PBr; (31.3g, 0.12 mol) cuidando que la temperatura no pasara de
4°C. Una vez terminada la adicién, se retird el bafio de hielo y se agitd vigorosamente
por 3 hr. A continuacion la mezcla se vertid cuidadosamente sobre hielo y se realizaron
repetidas extracciones con AcOEt. La fase organica, se lavo posteriormente con agua y
solucién sobresaturada de NaCl. El producto crudo se secé con Na;SOq, se filtré y se
concentré6 al vacio. Se obtuvieron 21.7 g del compuesto 142. El producto sin

caracterizacion se utilizo para la siguiente reaccion.

3.5.2.9 Obtencion del bromuro del 3,5-dimetoxibenciltrifenilfosfonio (143).

Br (CgHs)y P _Br’
Benceno anhidro
+ (CgHs)3P >
6h, refluyo
CH,0 OCH;4 CH;0 OCH;
142 143

Esquema 18. Sintesis del compuesto 143.

En un matraz bola de 500 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, septum, condensador de agua y una trampa anhidra, se colocaron 21.7 g
del producto 142 crudo en benceno seco (325 mL), y se agitd hasta completa disolucion.
Una vez terminada agitacion, se adicionaron 27.08 g (0.103 mol) de trifenilfosfina, a la
mezcla de reaccion, la cual se reflujé con agitacion durante 6 hr. Al cabo de este tiempo,
se formd un precipitado blanco (143, 36 g, 95 % de rendimiento), el cual se separd por
filtracién al vacio y se lavé con éter de petrdleo tibio en repetidas ocasiones. IR (KBr)
Umax 3052, 2893, 2790, 1593, 1437, 1344, 1148, 1111 cm™'; RMN-'H (C3D60) & 2.17
(2H, m, H-Bn); 3.52 (6H, s, OMe); 5.24 (2H, d, H-Bn); 6.3 (3H, m, H-Ar); 7.71 (15H,
m, H-Ar). EMIE m/z 412 (90), 262 (100), 183 (81).
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3.5.2.10 Obtencion del bromuro de benciltrifenilfosfonio (144)

En un matraz bola de 125 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termdémetro, septum, condensador de agua y una trampa anhidra, se colocaron 4.05 de
cloruro de bencilo en benceno seco (50 mL), y se agitd hasta completa disolucién. Una
vez terminada agitacion se le adicionaron 12.6 g (0.032 mol) de trifenilfosfina. La
mezcla de reaccion se agité y se reflujo por 6 hr. De la mezcla de reaccidn precipit6
espontaneamente un soélido blanco (11 g, 98 % de rendimiento), el cual se separd por
filtracién al vacio y se lavo con éter de petrdleo tibio en repetidas ocasiones. El
producto sin caracterizacion se utilizo para la siguiente reaccion.

- (CeHs); PCI’

Benceno anhidro
+  (CgHs)sP »
6h, reflujo
144

Esquema 19. Sintesis del compuesto 144

3.5.3 Sintesis de Bibencilos

En esta seccion se describe de manera general la sintesis completa del
compuesto 148 y las reacciones semisintéticas empleadas para la obtencion de los
compuestos 148. Posteriomente en el Cuadro 6, se resume las condiciones de reaccion
utilizadas para la obtencién de los bibencilos 145-147,149, 151-154, 156 y 157, asi

como los rendimientos correspondientes.

3.5.3.1 4’-metoxi-3,3",5-trihidroxibibencilo (148)

En un matraz bola de 150 mL con tres bocas equipado con agitacion magnética,
termometro, embudo de adicién y septum, bajo una atmosfera de N» se colocaron 1 g
(0.002 mol) del compuesto 141 en 15 ml de THF anhidro y NaH al 10% en aceite
(0.0814 g, 0.002 mol) y se adicioné a la mezcla de reaccion el compuesto 129 (0.0814
g, 0.002 mol). La mezcla de reaccion se agitd continuamente por 30 min.
Posteriormente se comprobo6 el consumo total de la materia prima por ccf'y la mezcla se
vertié cuidadosamente sobre hielo. La mezcla resultante se extrajo repetidamente con
AcOEt y la fase orgéanica se lavd posteriormente con agua y solucion sobresaturada de

NaCl. La mezcla se seco sobre Na;SQOy, se filtré y se concentrd al vacio, para asi,
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generar un aceite (1.4 g). El producto crudo de reaccion se purificd6 empleando
cromatografia en columna abierta usando como eluyente Hex:AcOEt (98:2). Este
proceso permitié la obtencion de 0.56 g de una mezcla de estilbenos (55 % de
rendimiento). A continuaciéon, en una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se
coloco la mezcla de estilbenos, Pd/C al 10% y AOcEt. La botella se acoplé al
hidrogenador, se llend con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in* y se succiondé con vacio;
finalmente se llené con 60 Ib/in® y se agit6, durante un lapso de 3 hr. Al cabo de este
tiempo, la mezcla de reaccion se filtrd con succién empleando doble papel filtro
Whatman No. 2. El filtrado se llevé a sequedad a presion reducida en el rotaevaporador.
El producto (148) se purifico por HPLC, en una columna pporasil, empleando como
fase movil un sistema de ternario de CHCl;:MeOH:IPA (98:1:1). El rendimiento fue de
0.22 g (27% de rendimiento). IR (KBr) vma 3350, 1600, 1590, 1450, 1320, 1295, 965
em™: RMN-'H (C3D60) & 8.10 (2H, s, intercambio con D,O, -OH), 7.40 (1H, s,
intercambio con D,0, -OH), 6.81 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5"), 6.72 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-
2"), 6.63 (1H, dd, J = 8.1, 2.1 Hz, H-6'), 6.22 (2H, d J = 2.4, Hz, H-2 y H-6), 6.18 (1H,
dd, J = 2.4, Hz, H-4), 3.78 (3H, s, OCH;), 2.71 (4H. m, H-7 y H-7'); *C NMR (C3D40)
6 159.2 (C-3, C-5), 147.2 (C-4), 146.5 (C-3'), 145.1 (C-1), 135.8 (C-1"), 120.0 (C-6"),
116.1 (C-2"), 112.4 (C-5"), 107.7 (C-2, C-6), 101.2 (C-4), 56.7 (-CH;0), 38.7 (C-7),

37.6 (C-7"); EMIE m/z 260 [M+(100)].
CHO BnO
+
0 0 0 THE 0Bn
CH; BnO "
141 129
BnO I U
OBn O OBn

OCH;

(CeHs)3 P Br”

s [ sz
10% cOEt

HO
oS AT o

OH

HO
148

Esquema 20. Sintesis del compuesto 148
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3.53.2 3,34’ 5-tetrahidroxibibencilo (150)

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 50 mg de
piceatanol, 0.5 mg de Pd/C al 10 % y 50 mL de AcOEt. La botella se acopld al
hidrogenador.e inicialmente se purg la linea con hidrégeno (35-40 Ib/in®) y se succioné
con vacio; a continuacion, la camara se saturd de H, (40 lba’inz) y la mezcla se agité
durante un lapso de 1 hr. La mezcla de reaccion se filtro con succion empleando doble
papel filtro Whatman No. 2. El filtrado se llevo a sequedad a presion reducida en el
rotaevaporador. El producto crudo se purificé por CLAR, en una columna pporasil,
empleando como fase movil un sistema de ternario de CHCl;:MeOH:IPA (98:1:1). Se

obtuvieron 0.22 g del compuesto 150 (27% de rendimiento).

3.53.3 3,4'S5-trihidroxibibencilo (155)

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 25 mg de
resveratrol, 0.25 mg de Pd/C al 10 % y 30 mL de AcOEt. La botella se acoplé al
hidrogenador e inicialmente se purgd la linea con hidrégeno (35-40 1b/in?) y se succioné
con vacio. A continuacién, la cimara se saturd de H, (40 Ib/in®) y la mezcla se agito
durante un lapso de 1 hr. La mezcla de reaccion se filtro con succion empleando doble
papel filtro Whatman No. 2. El filtrado se llevo a sequedad a presion reducida en el
rotaevaporador. El producto crudo se purifico por CLAR, en una columna pporasil,
empleando como fase moévil un sistema de ternario de CHCl3:MeOH:IPA (90:5:5). Se

obtuvieron 23 g del compuesto 155 (91% de rendimiento).

3.6 CALCULOS DE MODELADO MOLECULAR.
Las estructuras de minima energia y la busqueda conformacional para el
compuesto 124 fueron generadas usando el campo de fuerza de MMFF94 del programa

de modelaje molecular Spartan’02 (Wavefuntion, Inc.), Irvine, CA.
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Cuadro 6. Resumen de las condiciones de reaccion empleadas para la obtencion de los andlogos sintéticos 145-147, 149, 151-154, 156 y 157.

ALDEHIDO SAL DE FOSFONIO ESTILBENOS BIBENCILO RENDIMIENTO
(%)
cio OCH,
H(C,H),Br
" & mm; 35
e Cilo OCH, HO
128, 1 g, 0,002 pmol 143, 0.53 g, 0.002 pmol 145
ocH,
cHO +(C 1), Br
D/é\ CH,OM!, 38
OCH,
o, ciiy ocH, o
131, 1.1 g, 6.6 mmol 146
143, 4 8 g, 8.66 mmol
o Pe(C 11}, Bre oct,
oai, cito” E “OBn p ,.(, 45
129,02 g, 052¢ 147
8 umol 138, 1.07 pmol
ctio atty) B CH,
@m"- cu,o/é\og" i U\/éLDH 39
ocH, 06g cHo =
131,0.170 ¢
1.0 ol 138, 1.2 umol 149
CHO H OCH,
P(C,H,),Br i ==
& Shaig o~ 7
oo cno OBn ci,o Ofin e HO
25,0053 g 138,065, 1.3 pmol 131

1 umol

[prudwadxs 012228 II1
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Cuadro 6. Resumen de las condiciones de reaccion empleadas para la obtencion de los andlogos sintéticos 145-147, 149, 151-154, 156 y 157.

ALDEHIDO SAL DE FOSFONIO ESTILBENOS BIBENCILO RENDIMIENTO
(%)
cHo CH,),Be-
o, - Oé\ C"P\./\/‘\ 75
133,0.150 g 138,0.650 g
1 pmol 1.3 umol
cHO P4{C,H,},Br-
- ,/v“ 34
134, 0336 ¢ 141, 1.166 g 2umol
1.6 pmol
ctio PHC M), Be-
- /é\ cido 60.9
1331 ¢ ciLo ocl, eno
2.4 pmol 143,0.329 g, 2.4 pmol
e PH(C,H,),Br i
b\ oH 41
132,005 g, " -
0.09umol 141,064 g,
0.011umol
i P4(Cahly), -Br ocit,
é O I 58
oci, - o8 ot O " . e

129,0.329 g, 2. 4pmol

144, 0.230 g, 0.65umol

157

[PIdWLI2AXT] UQ1223S []]



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION DE LA ESPECIE Nidema boothii COMO UNA FUENTE
POTENCIAL DE PRINCIPIOS ESPASMOLITICOS

La preseleccion de la especie Nidema boothii se realiz6 con base en el criterio
quimiotaxondémico, debido a que estudios anteriores realizados con otras especies de
orquideas (S. livida y M. densa) permitieron el descubrimiento de compuestos
espasmoliticos (Estrada et al., 1999a, 1999b, 2000). Este criterio constituye uno de los
de mayor importancia para la seleccién de materias primas destinadas al descubrimiento
de sustancias con actividad biolégica (Cutler, 1999).

Una vez que se efectud la seleccion primaria, el siguiente paso consistié en
determinar el efecto de los extractos sobre la contraccién espontinea del ileon de
cobayo. Los resultados permitieron determinar que el extracto CH;Cl;:MeOH (1:1) de
N. boothii induce una relajacion significativa de las contracciones espontaneas del ileon
de cobayo, y como se puede observar en la Figura 11, este efecto fue dependiente de la
concentracion. La Clsg del extracto fue 6.2620+2.5 pg/mL. Con base en este resultado,
se establecio que la especie Nidema boothii representaba una fuente apropiada para la

obtencién de compuestos con actividad espasmolitica.

100 -
90 - ,I -
il S s
70 - X '
60 - '
50 -
40 - /

30 ;o m— N, boothii

% Inhibicién .

20 4A— Papaverina

10 ‘E/ z

4

| e

04— - : _-
1.0E-02  1.0E+00  1.0E+02  1.OE+04
log concentracién

Figura 11. Curva concentracion-respuesta del extracto CH>Cl:MeOH (1:1) de Nidema
boothii (Cl5g=6.26+2.5 pg/mL).
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IV. Resultados y Discusion

4.2 OBTENCION DE LOS PRINCIPIOS ESPASMOLITICOS DE Nidema

boothii.

Para la obtencion de los compuestos activos de N. boothii se prepard un extracto
en mediana escala a partir de 2 kg de material vegetal seco y molido El fraccionamiento
biodirigido del extracto permitié el aislamiento y purificacién de los metabolitos
secundarios que se indican en la Figura 12 y que incluyen a la nidemona (124, 4 mg), el
aloifol II (5, 22 mg), el 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (125, 25
mg), del 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxifenantreno (16, 8 mg), la efemerantoquinona (126,
5.7 mg), el gigantol (2, 32 mg), el efemerantol B (127, 4 mg), el 3,7-dihidroxi-2,4-
dimetoxifenantreno (15, 3 mg); la lusiantridina (11, 55 mg) y la batatasina (14, 19 mg).
De manera adicional, de algunas fracciones inactivas cristalizaron espontineamente el

triterpenoide nidemina (122), y el flavonoide C-glucosilado vitexina (123).

Figura 12. Compuestos aislados de la especie Nidema boothii
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IV. Resultados y discusion

4.3 CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
NOVEDOSOS AISLADOS DE Nidema boothii.

La elucidacion estructural de los compuestos aislados de la orquidea se realizo
mediante diferentes técnicas espectroscopicas y espectrométricas. De los 13 compuestos
aislados, los estilbenoides 124 y 125 constituyen metabolitos secundarios novedosos,
por lo que en esta seccidn se discutird en detalle la caracterizacion de estos productos.
Los espectros de los compuestos restantes se incluyen en el Apéndice 1 y en todos los
casos sus datos espectroscopicos concuerdan con los descritos previamente en la
literatura: [5 (Min et al., 1987); 16 (Estrada ef al., 1999a); 126 (Jujena et al, 1987); 2
(Estrada et al., 1999a), 127 (Tezuka et al, 1991); 15 (Tuchinda et al, 1998); 11
(Majumder y Lahiri, 1990); 14 (Hashimoto et al., 1974), vitexina (123) (Wollenweber y
Dietz, 1981) y nidemina (122) (Estrada et al., 2002)].

4.3.1 Elucidacién estructural de la nidemona (124)

El compuesto 124 se aislé como un soélido vitreo de color amarillo, 6pticamente
activo. El espectro de masas de alta resolucién permitio establecer una férmula
molecular de CysH,404, la cual permite un indice de deficiencia de hidrégeno de nueve.
En el Cuadro 7 se resumen las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas
de 124,

El analisis detallado de sus espectros de RMN permite establecer las estructuras

parciales I-III que se indican en la Figura 13.

Cuadro 7. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la nidemona
(124).

Salido vitreo color amarillo

[a]p:-114 (¢ 1.6, MeOH)

CD (McOH) Ae (nm) -1.96 x 10° (221),

-6 x 10° (246), 9.3 x 10° (265), -1 x 10° (290), -
6 x 10° (326)

UV (MeOH): Amu (log €) 343 (3.54), 296
(3.10), 226 (4.30)

IR (KBr): Vi 1692, 1626, 1596, 1452, 1420,
1358, 1158,992 cm™

EIMS: m/ (int. rel.) 258 [M*(78)], 241 (12),
229 (10), 226 (15), 215 (30), 186 (100), 173
(13), 134 (14)
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3 OCH

I II II

Figura 13. Estructuras parciales de la nidemona

La primera de las estructuras parciales corresponde a un anillo bencénico
trisustituido, ya que en el espectro dc RMN 'H se aprecia en la zona de protones
aromaticos un sistema ABC: en 8y 6.80 (dddd, 8.4, 1.9, 0.6, 0.6, H-5); 7.39 (ddd, 8.3,
7.5, 0.6, H-6) y 6.72 (ddd,7.4, 1.9, 1.2, H-7). Estas sefiales correlacionan con las
observadas en 8¢ 118.9 (C-5), 137.0 (C-6) y 115.8 (C-7), respectivamente en el espectro
HETCOR. De manera adicional, se observa una seifial en dy 12.23 que corresponde a un
grupo hidroxilo fendlico quelatado.

La segunda estructura parcial se establecié como la de una ciclohexenona con
base en el analisis del espectro HMBC (ver Cuadro 8). La banda de absorcion observada
en 1692 cm™ en el espectro de IR y la sefial en 8¢ 202.7 en el espectro de RMN He,
atribuibles a una cetona conjugada, apoyaron esta propuesta.

La tercera estructura parcial consiste en una ciclopentanona (6¢ 202.3) con un
doble enlace conjugado altamente polarizado (8¢ 189.6 y 101.9), y un grupo metoxilo
(81 3.91 y 8¢ 59.1). El carbono vinilico a campo mas alto (8¢ 101.9) esta asociado con
un protén en 6y 5.27 (H-3’), mientras que el otro, a campo mas bajo (¢ 189.6), se
encuentra unido al grupo metoxilo. Todas estas evidencias definieron al sistema
conjugado como vinilogo de un éster metilico de un acido carboxilico, lo que explica la
alta polarizacion del doble enlace (Furness ef al.,1999; Demir y Sesenoglu, 2002).

La conexion de estas tres estructuras parciales se hizo con base en el analisis
del cuadro de correlaciones observadas en el espectro HMBC (ver el Cuadro 8 y la
Figura 14). Asi, las correlaciones observadas entre los hidrégenos metilénicos de C-4 y
los carbonos aromaticos en 8¢ 118.9 (C-5), 1454 (C-4a) y 116.4 (C-8a) indican
claramente que el anillo de la ciclohexenona se encuentra fusionado con el anillo

bencénico. De manera similar, las correlaciones a larga distancia de las sefiales en oy
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2.47 (H-3A), 2.20 (H-3B), 5.20 (H-3"), 2.48 (H-5'B) y 3.29 (H-5'A) con la sefial en 6¢ 59.2

(C-2/1"), conectan el anillo de la ciclohexenona con el sistema de la ciclopentenona a través

de un carbono espiro.

124

Figura 14. Correlaciones importantes observadas en el espectro bidimensional de 'H-"C-

HMBC del compuesto (124)

Cuadro 8. Correlaciones observadas en los espectros de RMN 'H, 'H-""C-HMBC y RMN

'H-NOESY del compuesto (124) en CDCls.

C/H no dy® (J in Hz) 8¢ HMBC* NOESY
E 207.7 3,5 ¥
) - 59.2 3,4,3, 5 .
3A 2.47 ddd (14, 7.4, 4.0) 25.6 4,5 3B, 4A, 4B, 5'A
3B 2.20 ddd (13.8, 9.3, 4.8) 3A, 4A, 4B
4B 3.48 brddd (16.7, 9.4, 5.0) 32.1 3,5 3A, 3B, 4A, 5
4A 2.87 ddd (16.8, 5.8, 5.8) 3A, 3B, 4B, 5'A,
5'B
4a - 145.4 3,4,6 -
5 6.72 brdd (7.5, 1) 118.9 3,4,7 4A, 4B
7.39.dd (7.5, 7.5) 137.0 87 5,7
7 6.80 dd (7.5, 1) 115.8 5,6 6
8 e 163.4 6 :
8a - 116.4 5.7 .
/i 2 189.6 3,3, 5, -OCH; =
3’ 527t(1.2) 101.9 5 -OCHj
4 2 202.3 3.5 -
5'A 3.29.dd (17.5, 1.5) 39.7 3,3 3A, 4A, 5'B
5'B 2.48 dd (17.5, 1.5) 4A, 5'A
-OCHj3 391s 59.1 . 3
-OH-8 12.23 d (0.6) - - -
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1V. Resultados y Discusion

Con la finalidad de analizar con mayor detalle esta propuesta estructural y
corroborar las correlaciones observadas en el espectro NOESY (ver Figura 16), se
realizd la busqueda conformacional sistematica para el compuesto 124 empleando el
programa de modelado molecular Spartan’02. Los céalculos de mecanica molecular
revelaron dos conformaciones de minima energia (124a y 124b), representadas en la

Figura 15, con Eymx=39.38 vy 39.96 kcal/mol, respectivamente.

124b

Figura 15, Estructuras de minima energia de la nidemona (124) donde se ilustran las

correlaciones NOESY mas relevantes.

En la estructura 124b el anillo de seis miembros adopta una conformacion de
sobre, y se observa que las distancias interatomicas entrc H4A-H5’A y H4A-HS5’B son
2.4084 y 3.1162 A, respectivamente; estos resultados son consistentes con las fuertes
correlaciones NOESY observadas entre H4A-H5'A y H4A-HS5’B (Cuadro 8) y apoyan

la propuesta estructural para el compuesto 124,
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Figura 16. Espectro de RMN "H-NOESY del compuesto 124.

El ultimo paso en la elucidacion estructural de la nidemona fue la determinacion
de la configuracion absoluta con base en el analisis de los datos de dicroismo circular de
este compuesto. Los espectros de dicroismo circular de cetonas «-f insaturadas
(incluyendo los de cetonas aromaticas), presentan de tres a cuatro efectos Cotton entre 185
y 360 nm (Lightner y Gurst, 2000). De esta manera, la banda de absorcién débil en la
region de 320-350 nm corresponde al grupo carbonilo de las cetonas y se debe a la
excitacion n—n* (banda R). Alrededor de 230 nm se observa una banda que corresponde a
la transicion n—n* (banda K), y enseguida una segunda banda traslapandose con la

anterior que cae en la region de 200-220 nm (ver Figura 17).
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10 |

265 nm,6.90585
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Figura 17. Espectro de dicroismo circular del compuesto 124

Finalmente se observa una banda de absorcién més energética en 188 nm
correspondiente a una transiciéon n—c* (Lightner y Gurst, 2000). Las dos primeras bandas
son las méas importantes en la determinacién de la estereoquimica absoluta, en particular
cuando la molécula posee un croméforo inherentemente disimétrico, como es el caso del
compuesto 124.

El croméforo C=C-C=0 en el sistema de la ciclopentenona, no es planar, y de
acuerdo a la regla de helicidad de Snatzke: “Una ciclopentenona posee una helicidad (-) si
cl espectro de dicroismo circular despliega un efecto Cotton (+) para la transicion n—n* y
un efecto Cotton (-) para la transiciéon n—n* (Lightner y Gurst, 2000; Snatzke, 1965). De

esta manera el espectro de dicroismo circular del compuesto 124 exhibié un efecto Cotton

)
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alrededor de 265 nm y un efecto Cotton (-) en 320 nm, lo cual correlaciona con una
helicidad (-), por lo tanto posee una estereoquimica absoluta S en C-2.

Durante el proceso de caracterizacion de la nidemona, se propuso otra alternativa
estructural 158 (ver Figura 18), misma que se descarto, entre otros argumentos, con base en
el andlisis de las distancias interatdmicas observadas en los distintos conférmeros para el

compuesto 158, obtenidos mediante calculos de mecéanica molecular.

158

Figura 18. Alternativa estructural para el compuesto 124.

El estudio conformacional obtenido mediante los calculos de mecénica molecular
para la estructura alterna de la nidemona, dio como resultado seis conformaciones de
minima energia, las cuales se muestran en la Figura 19. En el Cuadro 9, se indican los datos
de las distancias interatomicas entre los protones bencilicos (H4) y los protones del
metileno a al doble enlace (HS”), para cada uno de los conférmeros obtenidos. En todos los
casos, las distancias intramoleculares son mayores a 5 A, por lo que no es posible observar
un efecto nuclear Overhauser entre estos hidrogenos. Para observar este efecto, la distancia
méxima entre los nicleos no debe exceder de 4 A (Lambert, ez al., 1998). En consecuencia,

se descarto la estructura 158.
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\{

|

158a 158b

158¢ 158d

158e 158f

Figura 19. Estructuras de minima energia para la estructura alterna 158
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IV. Resultados y Discusion

Cuadro 9. Distancias interatomicas entre los protones H4 y HS' para los conférmeros

de minima energia de la alternativa estructural 158.

Conférmero Energia Distancia interatémica (A)
Kcal/mol H4-A,H5'A H4-A,H5'B  H4-B,H5'A  H4-B, H5'B
158a 41.0591 6.3444 6.4550 6.1803 6.3477
158b 42.3942 6.1575 6.3695 6.3202 6.4611
158¢ 42.7462 6.1811 5.0198 6.2643 5.0255
158d 43.1347 6.2173 6.2985 6.3787 6.4343
158e 44.9730 6.1875 5.0250 6.2692 5.0313
158f 45.0061 6.1863 5.0455 6.2794 5.0367

4.3.2 Elucidacion estructural del compuesto 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-
9,10-dihidrofenantreno (125)

El compuesto 125 se aisloé como un sélido vitreo café. La formula molecular del
compuesto se establecié como C;7H;30s mediante espectrometria de masas y por el
espectro de RMN BC. En el Cuadro 10 se resumen sus constantes fisicas,
espectrométricas y espectroscopicas.

Esta informacién indica que el compuesto 125 difiere del 2,6-dihidroxi-1,5,7-
trimetoxifenantreno (16) por 2 unidades de masa. El espectro de RMN 'H mostr6 las
sefiales caracteristicas de los 9,10-dihidrofenantrenos (Leung et al., 1999) y permitié

evidenciar que este compuesto era el 9,10-dihidroderivado del compuesto 16.

Cuadro 10. Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas del 2,6-dihidroxi-
1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (125).

Sdlido vitreo color café

UV (MeOH): Amux (log £) 265 (3.42), 279
(3.30), 300 (2.44).

HO CH.O H H IR (KB!‘): Vmax 340?, 2928, 1614, 1580, 1503,
e 1480, 1458, 1363, 1213, 1104, 1047, 995 cm™,
125

EIMS: m/z (rel. int.) 302 [M*(100)], 287 (15),
255 (23), 244 (5).
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Las diferencias mas obvias entre los espectros de RMN (ver Cuadro 11) de los
dos compuestos fueron la presencia de dos sefiales para los metilenos C9 y C10 [8y/8¢
2.8 (2H, m, H-10)/22.5 (C-10) y 2.69 (2H, m, H-9)/29.4 (C-9)], en lugar de las sefiales
aromaticas en du/d¢ 7.82 (1H, d, H-10)/117.9 (C-10) y 7.63 (1H, d, H-9)/127.4 (C-9).

En el Cuadro 12 y la Figura 20, se resumen las correlaciones mas importantes
observadas en el espectro bidimensional NOESY. El anilisis de los mismos permitio
corroborar que el compuesto 125 es el del 2,6-dihidroxy-1,5,7-trimetoxi-9,10-

dihidrofenantreno.

Cuadro 11. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN-'H para el 2,6-
dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (125) y el 2,6-dihidroxi-

1,5,7-trimetoxifenantreno (16) aislados de Nidema boothii.

C/H no Compuesto
1258y” (J en Hz) 1258¢° 166, (J en Hz) 165"
1 147.3 140.8
2 143.6 145.6
3 6.88 d (1H, 8.7) 113.1 7.30d (1H, 9.3) 116.0
4 7.98d (1H, 8.7) 123.9 9.16 d (1H, 9.0) 124.0
4a 130.0 124.2
4b 117.9 119.0
5 144.8 144.0
125.8 139.3
145.8 146.8
6.59 s(1H) 106.8 7.09 s(1H) 104.9
8a 137.6 126.5
9 2.69 m,(2H) 294 7.63d (1H, 8.7) 127.4
10 2.8 m (2H) 22.5 7.82d (1H, 9.0) 117.9
10a 129.0 125.7
-OH-2 9* s (1H) 5.78*s (1H)
-OH-6 9.08* s (1H) 6.00*s (1H)
-OCHj3-1 3.81s(3H) 60.7 3.98 s (3H) 61.9
-OCH;-5 3.7s (3H) 60 3.95s (3H) 59.8
-OCH;-7 3.92 s (3H) 56 4.05 s (3H) 56.1

*Seiiales intercambiables con D;0.
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1V. Resultados y Discusion

Cuadro 12. Correlaciones observadas en el espectro RMN 'H-NOESY del 2,6-
dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9, 10-dihidrofenantreno (125).

NOESY

Campueato Froton (Correlaciones 'H-'H)
3 H-4
4 H-3, OCH;-5
8 H-9, OCH;-7
9 H-8, H-9’, H-10
10 OCHs-1, H-9, H-10°
HO CH, O H H 3 i a
\Ii_/ 7 OCH;-5 H-4
-OCH;-7 H-8
125 -OCHj3-1 H-10
OCH:-1
OCH-? |
QCH:-35
4 m 109
_ A Bl Y ~
b, e e —
! [Dnm::
.
L
[ “I B .
n g 3 e
OCH-3 . i e
o ] ¥ |
%
!
B . N . = |
34 " H - 1.‘.5_1:\-”
‘1 - a‘l ‘I\::I- e — -
o
9 8 7 B 5 q 3 Z 1
FL (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN 'H-NOESY del compuesto 125
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En los cuadros 13 y 14 se incluyen los datos espectroscépicos del resto de los
fenantrenos, y dihidrofenantrenos aislados de Nidema boothii, de tal forma que todos

los datos generados en esta tesis puedan ser utilizados para fines comparativos.

Cuadro 13. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN-'H para los

fenantrenos y 9,10-dihidrofenantrenos aislados de Nidema boothii

Protén Compuesto
11 15 126 127
H-1 6.42d (1H, 2.5) 7.07 s (1H) 6.57 s (1H)
H-3 6.34d (1H, 2.5) 592 s (1H)

H-5  794d(1H,9.3) 933d(1H,9.0) 7.96d(1H,93) 8.16d(1H, 8)

H-6 6.75 dd (1H, 7.18dd (1H,9.0, 6.77m(1H,2.5) 6.74dd(1H, 8,
9.25, 3.0) 3.0) 3)

H-8  674d(1H,3.0) 721d(1H,3.0) 677m(1H,2.5 6.71d(1H,3)

H-9 272m@H)  7.57 d(1H, 9.0) 2.73 m (2H) 2.72 m (2H)
H-10 272m(2H)  7.48 d(1H, 9.0) 2.61 m (2H) 2.72 m (2H)
OH-3 5.98 s (1H) 5.58 s (1H)
OH-7 4.85 s (1H) 5.0 sa(1H) 4.8 s (1H)

OCH3-2  3.79s (3H) 4.05 s (3H) 3.85 s(3H) 3.91's (3H)

OCH;-3

OCHj-4 3.95 s (3H) 3.70 s (3H)

OCHj-7
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Cuadro 14. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN-"C para los
fenantrenos y 9,10-dihidrofenantrenos aislados de Nidema boothii.

Carbono Compuesto
11 15 127
1 106 104.8 102.8
2 158.1 146.6 149.2
3 100.1 139.2 133.4
4 153.3 143.9 146.3
4a 114.8 118.9 114.5
4b 125.4 - 123.7 123.8
5 127.2 128.5 128.1
6 115.1 116.3 112.6
7 153.7 153.5 153.9
8 113.2 111.6 114.0
8a 140.9 126.0 1383
9 30.5 127.4 29.8
10 29.9 124.9 29.8
10a 141.1 13317 133.8
OCH;-1 56.1 55.2
OCH3-7 55.3 59.8 60.3

4.4 EVALUACION DEL POTENCIAL ESPASMOLITICO DE LOS
METABOLITOS AISLADOS DE Nidema boothii.

El potencial espasmolitico de los metabolitos secundarios aislados a partir de las

fracciones activas de Nidema boothii, se determind mediante la evaluacion de su efecto

sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo. En la Figura 21 se

muestran las curvas dosis-respuesta de los compuestos 2, 5, 11, 14, 16, 125 y 126. En
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general todos los compuestos mostraron un efecto espasmolitico significativo,

dependiente de la concentracién.

1004 o papaverina 1009 o papaverina
A 2 o e 11 o
m S = 16
go4{ e 14 go{ 4 I25
Y 126
5 '8
= o
o - -
5 60- 2 60-
= E
5]
S -
¥ 40 S 40-
204 20+
.
g a
4 3 2 -1 0 1 2 3 4 3 2 1 0 1 2 3
log concentracion (10M) log concentration (M)

Figura 21. Curvas concentracion respuesta que muestra el efecto relajante de los
compuestos 2, 5, 11, 14, 16, 125 y 126 aislados de la especie Nidema
boothii.

En el Cuadro 15 se indican el efecto maximo (Enax), la concentracion inhibitoria
media (Clsg) y la potencia de cada uno de los compuestos aislados Nidema boothii.
Todos los compuestos evaluados fueron mas potentes que el extracto crudo (Clsy =
6.26+2.5ng/mL) y que la papaverina (Clso=4.23 £ 0.68 uM). Los compuestos 14 (Clsg
=0.24 £0.11 pM), 2 (CIso= 0.26 + 0.10 uM), 11 (CIso=0.41 + 0.03 pM) y 16 (Clsp=
0.45 £ 0.03 uM), fueron los mas potentes. No fue posible evaluar los compuestos 15,

124 y 127 debido a que la poca cantidad de muestra obtenida.
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Cuadro 15. Inhibicién de la contraccién espontanea del ileon aislado de cobayo
mostrada por los compuestos aislados de Nidema boothii.

Compuesto - ICso(uM) Potencia relativa a
la papaverina
2 81.30+1.84 0.26+0.10 16.26
5 73.63+1.18 0.56+0.20 7.65
11 72.27+1.49 0.41+0.03 10.31
14 67.5£4.76 0.24+0.11 17.62
16 67.23+5.53 0.45+0.027 9.40
125 66.30+2.645 2.23+0.038 1.89
126 75.5943.19 1.24+0.055 341
Papaverina 91.76+2.65 4.23+0.68 1

Los valores estan expresados en medias + E.E.M; n=6; p<0.05. La potencia fue obtenida
por la Cls (uM) de la papaverina/ Cls, (LM) del compuesto, asumiéndose un valor de
1.00 para la papaverina. Emax indica el porcentaje de maxima inhibicion.

4.5 SINTESIS Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS
ANALOGOS DE LOS BIBENCILOS GIGANTOL (2) Y
BATATASINA III (14)

Los compuestos 145-157, andlogos de los bibencilos 2 y 14 se sintetizaron, con
la finalidad de estudiar la influencia de la naturaleza y posicion de los sustituyentes en
los anillos A y B (fenol vs éter metilico de fenol) en la actividad espasmolitica. Con
excepcion de los productos 150 y 155 los demas bibencilos se sintetizaron aplicando la
reaccion de Wittig. Aunque en ¢l Esquema 4 se indica el esquema general de reaccion
de los compuestos sintetizados (145-157), éste se repetird a continuacién con la
finalidad de facilitar la discusion de los resultados.

Los compuestos 150 y 155 se sintetizaron por reduccion catalitica del
resveratrol y piceatanol, respectivamente. La sintesis de los bibencilos 145, 147, 150 y
151 (Crombie y Jamieson, 1982) se realizd de acuerdo a la metodologia descrita
previamente cen la literatura, y sus datos espectroscopicos fueron idénticos a los

reportados anteriormente.
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La sintesis del compuesto 153 se reporta por vez primera; este producto se
aislo previamente de la orquidea Dendrobium plicatile. Los compuestos 147 (Crombie y
Jamieson, 1982), 149 (Tezuka et al., 1991), 150 (Inamori et al., 1991), 151 (Crombie y
Jamieson, 1982), 152 (Sachdev y Kulshresdhtha, 1986) y 155 (El-Feraly, 1984) también
se han aislado de fuentes naturales, mientras que los compuestos 148 y 154 se
obtuvieron previamente por reduccion catalitica de la rapontigenina y metilacion de la O
metilbatatasina III, respectivamente (Honda, 2001; Sachdev y Kulshresdhtha, 1986). La
sintesis de los compuestos 156 y 157 también se describié con anterioridad (Asakawa et

al., 1991; Takasugi et al., 1987 y Scheline, 1974).

CHO P+(CH;),Br-
NaH/THF
+ .
R,
R, R, R,

128. R; = OMe, R, = OBn 138. R; = OMe, Ry = 0Bn

129, R| =0Bn, R2=0M5 141. R;,R4=0Bn

130. R|, R; =(0Bn 143. R3, R4= OMe

131. R;, R; = OMe 144. R;, Ry=H

132, R|., Rz =H

133. R, =OMeg, R, =H

134. R, = OBn, R, = H R,

25.R, =H, R, =0OBn R, Pd/C 10%
AcOEt

145. R|,R3,R4=OMC, R2=0H Rj
146. R|, Rz, R;, R4 =(0OMe
147. R, Ry = OH, Rz, Ry, =0OMe
148. R2 = OMC; R|, R3, Ry= OH
149. Ry, Ry, Ry = OMe; Ry= OH R
150. R], Rz, R3, R.1= OH
151. R, = H; Ry, Ry = OH; Ry = OMe R,
152. R}, Ry=0Me; R;=H, R; = 0OH RI

153. R|, RJ, R4 = OH; Rz =H

154. Ry, R3, Ry=0OMe; R, =H
155.R, = H, R;, R3, Ry = 0OH

156. R,, R; = H; R3, R4= OH

157. R, =0H; R, =0OMe; R;, Ry=H

Esquema 4. Esquema general de la sintesis de los compuestos analogos (145-157) del

gigantol (2) y la batasina III (14).
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En los Cuadros 16 y 17 se incluyen los datos espectroscopicos de los bibencilos
aislados de Nidema boothii y de los andlogos sintéticos, de tal forma que todos los datos

generados en esta tesis puedan ser utilizados para fines comparativos.

Cuadro 16. Desplazamiento quimico (ppm) obtenidos en RMN-'H para los bibencilos
aislados de Nidema boothii y los analogos sintéticos

'H COMPUESTO
POSICION 2 5 14 145 146
2 6.24 m,1.8 6.38, s 6.25m 6.32d,2.1 6.344d,2.1
A 624m. 1.8 625m  631dd,21, 631dd,21,
2.1 2.1
6 6.34d,1.8 6.38, s 6.31 dd 6.34d,2.1 6.34d,2.1
7 2.82s 2.81,s 2.83m 2.831m 2.849 m
g 6.62d,2  6.61,d,2.1 6.64d,1.8 6.64d,1.8
4 6.65 dd
5 68d,82 6.81,d,8.1 713t 68d,7.8  6.8d,8.1
6 6.68 dzd, 8.2, 6;31%,2(:-1([1, 6.74 d 6.7 c}r:ié 7.8, 6.71 ;:1‘3, 8.1,
T 2.82m 2.81,s 2.83m 2.831'm 2.849 m
-OMe-3 3.85,s 3.76 s 3.76 s
-OMe-5 3.75s 3.85,s 3.76 s 3.76 s
-OMe-3’ 3.845 3.845 3.85s
-OMe-4’ 3.84,s 3.83
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aislados de Nidema boothii y los analogos sintéticos (continuacion)

'H COMPUESTO
POSICION 147 148 149 159 151
2 6.25,d,2.4 622,d,24 626d,2 6.19,d,2.1 6.25m
i 6.33, m, 6.18,dd, 6.26dd,2, 6.21dd,2.1, 625s
2.1,2.4 2.4 1.6 ]

6 6.27,d,2.1 6.22 632d,2  6.19,d,21 6.312dd
7 2.8, m 271, m 2.82m 2.7m 28m
3 6.79,d,2.1 6.72d,21  6.66d,2  6.69,d,21  7.035dd
3’ 6.75 dd
&
5 6.76,d,8.1 6.81,d,8.1 679d,8  6.55d,8.1 6.75 dd
& 68'.615,’2(#11’ 655?13,’2(?(11’ 7% 4 8,2 68'.51?;?’ ——
7 2.8m 2.71,m 2.82m 2.7m 2.8m

-OMe-3 3.78,s

-OMe-5 3.77s 3.75s

-OMe-3’ 3.85s

-OMe-4’ 3.83 3.78, s 3.86 s
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Cuadro 16. Desplazamiento quimico (ppm) obtenidos en RMN-'H para los bibencilos
aislados de Nidema boothii y los analogos sintéticos (continuacion)

'H  COMPUESTO

Posicién 152 153 154 155 156 157
5 6.2dt, 1.8 6.07,dd, 6.35,d, 6.22.d 6.2, dd, 722,
1.5, 1.5 2.4 2.4 2.1,24
3 7.22,m
i 62,dt, 1.8 601,dd, 631,dd, 6.18,dd 24,4, 7.22,m
1.5 24,24 2.4,2.1 2 i
5 7.22, m
6 6.328,1, 1.8 6.07,dd, 6.35,d, 6.22.d 6.2,dd, 7.22,m
1.5,:1.5 24 24 2.1,24
74 2.8, m 2.63, m 2.8, m 2.78, m 2.85, m 2.5, m
2 6.76, dd, 2.4, 6.57, m 6.76- 7.02, dd, 724 m 6.64, d,
0.8 6.73, m Z.1 e 2.1
6.74 dd
3 7.24, m
2,1
3 6.73, m 6.57, m 6.76- 3.7
4 673, m 724, m
, 7.2,td, 8, 0.8 7.4, dd, 7.2, dd, 6.74 dd 6.59, d,
5 78.7.8 84,78 59 7.24,m 8.4
6° 6.78,d, 7.6 6.57, m 6.79,d, 7.02,dd, 724. m 6.78, dd,
8.1 2.1 TR 2.1y84
i 2.8, m 2.63, m 2.8, m 2.78, m 2.85, m 2.5, m
-OMe-3 3.74,s
OMe-4’ 3.5
OMe-3' 3.78,s 3.76, s
OMe-5 3.75, s 3.74,s
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Cuadro 17. Desplazamiento quimico (ppm) obtenidos en RMN-"C para los bibencilos
aislados de Nidema boothii y los analogos sintéticos

e COMPUESTO
POSICION 2 5 14 145 146
1 143.7 144.4 143.71 144.16
2 108.1 105.1 106.8 106.51 106.54
3 156.6 Hg8 156.5 160.655 160.69
4 106.8 99.1 97.83 97.85
5 160.8 146.8s 160.8 160.65 160.69
6 99.1 10,1 106.51 106.54
7 38.2 38:5 37.6 38.54 38.43
I’ 133.6 143.5 133.61 134.32
P e 2 108.0 111.07 111.12
57 146 155.5 146.21 148.67
4 144 112.9 144.43 147.21
5 114.2 MR 129.5 114.13 111.80
6’ 121.0 121.042 120.9 120.92 120.20
7’ 37.2 37.9 37.2 37.37 37.28
-OMe-3 56.2 5522 55.77
-OMe-4
-OMe-5 55.2 56.2 55.3 55.22 55.77
-OMe-3’ 55.9 55.8 55.316 55.9
-OMe-4’ 56 55.77
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Cuadro 17. Desplazamiento quimico (ppm) obtenidos en RMN-"*C para los bibencilos
aislados de Nidema boothii y los andlogos sintéticos (continuacion)

! COMPUESTO
POSICION 147 148 149 150 151
1 144.5 145.1 144.46 133.75 144.4
2 107 107.7 107.9 106.83 107.9
3 156 1.2 156.63 157.8 156.6
4 99 ML 106.72 100.4 99.0
5 160 159.2 160.79 157.8 160.8
6 107 aa 98.96 106.83 106.6
7 38 S8 38.16 37.8 37.81
I* 135 S 134.3 133.75 1433
2! 114 1163 11.79 114.95 114.2
3’ 144.5 e 148.62 144.07 159.5
4 146 W 147.16 143.97 114.2
5 112 Ll 111.13 11531 129.3
6’ 120 120.0 120.22 119.53
7 37 37.6 37.13 36.59 37.6
-OMe-3
-OMe-4 56.7
-OMe-5 55 55.22
-OMe-3’ 55.76
-OMe-4’ 55.88
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Cuadro 17. Desplazamiento quimico (ppm) obtenidos en RMN-' C para los bibencilos

aislados de Nidema boothii y los andlogos sintéticos (continuacion)

He COMPUESTO
POSICION 152 153 154 155 156 157
1 144.44 1433 1440 145.2 144.9 135.2
2 107.9 10621 064 107.1 108.1 110.5
3 156.6 1579 160.6 157.9 156.6 144.8
4 99.03 100 97.9 100.7 100.4 145.4
5 160.8 1579 160.6 157.9 156.6 114.6
6 106.65 10621 106.4 107.7 108.1 119.7
T 37.0 38.2 38.4 37.7 38.0
¥ 143.3 1429 1432 133.2 1415  141.85
2 114.2 1150 114, 129.9 128.3 128.0
3 159.5 1570 1595 115.8 128.4 128.4
4 111.3 126 1292 154.8 1259  125.86
5’ 129.3 128.9 120.7 115.8 128.4 128.4
6’ 120.8 118.8  111.2 129.9 128.3 128.3
i 36.8 37.8 37.3 37.4 37.3
-OMe-3 55.2
-OMe-4’ 56.0
-OMe-5 55.2 55.2
-OMe-3’ 55.1 55.1
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4.6 EVALUACION DEL EFECTO RELAJANTE DE LOS ANALOGOS
SINTETICOS 145-157 SOBRE LA CONTRACCION ESPONTANEA
DEL ILEON DE COBAYO.

De manera general, los resultados derivados de la evaluacion farmacologica de
los compuestos 145-157 (Cuadros 18 y 19), indicaron que todos los andlogos son
potentes inhibidores de la contraccion espontanea del ileon de cobayo con Clsy’s en el
intervalo de 0.14-2.36 uM. Con base en estos resultados se puede establecer que para la
maxima actividad espasmolitica es necesario la presencia de grupos oxigenados en
ambos anillos arométicos ya que la potencia espasmolitica de los productos 156 y 157
que carecen de oxigeno en un carbono de los anillos es mucho menor. Por otro lado, la
metilacion de los grupos hidroxilos libres o el incremento de los grupos oxigenados con

relacion a los compuestos 2 y 14 disminuye la actividad espasmolitica.

Cuadro 18. Inhibicion de la contraccion espontinea del ileon aislado de cobayo

mostrada por el gigantol (2) y sus andlogos sintéticos.

Compuesto Clso(nM) Potencia refl):ttiil;czilala
relativa al papaverina
gigantol (2)

2 81.30+1.84 0.26+0.10 ] 16.26

145 76.40+4.76 1.39+0.52 0.19 3.05

146 84.94 £5.38 0.6240.03 0.42 6.82

147 66.55+1.30 0.14+0.08 1.86 31.33

148 51.78+6.06 0.70£0.05 0.37 5.99

149 66.00£1.30 0.58+0.08 0.45 .32

150 53.65+6.73 0.85+0.04 0.31 4.94

156* 83.28+4.09 1.49+0.39 0.17 2.84

157* 82.22+2.50 1.29+0.36 0.20 3.28

Papaverina 91.76+2.65 4.23+0.68 0.06 1

Los valores estdn expresados en medias + E.E.M; n=6; p<0.05. La potencia fue obtenida por la
férmula: Clg, (uM) del gigantol/ Cl (uM) del compuesto o Cly, (uM) de la papaverina/ Cly,
(uM) del compuesto, asumiéndose un valor de 1.00 para el gigantol y la papaverina,
respectivamente. Emax indica el % de inhibicion maxima. * Aunque estos compuestos no son
parte de la serie del gigantol, sus datos se emplean en la tabla para fines comparativos.
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En la serie del gigantol (2) el compuesto mas activo fue el compuesto 147
(1.86 veces mas potente que 6); en el compuesto 147 la localizacion de los grupos

hidroxilo fenélico y metoxilo es opuesta a la del compuesto 2.

Cuadro 19. Inhibicién de la contraccién esponténea del ileon aislado de cobayo por la

batatasina III (14) y sus anélogos sintéticos.

Potencia
Compuesto - Cls) (uM)  Potencia relativaala Telativaala
batatasina III (14)  Paraverina
14 67.5£4.76  0.24+0.11 1 17.62
151 85.00£1.79  0.14+0.04 1.71 30.85
152 58.59+0.81 1.28+0.4 0.19 3.30
153 78.50+£1.27  2.36%0.77 0.10 1.78
154 75.57£0.213 0.96+0.121 0.25 4.41
155 64.10+£3.62  1.75%0.17 0.14 2.42
156* 83.2844.09  1.49+0.39 0.16 2.84
157* 82.224£2.50 1.29+0.36 0.19 3.28
Papaverina 91.76+2.65 +4.23+0.68 0.06 1

Los valores estan expresados en medias + E.E.M; n=6; p<0.05. La potencia fue obtenida por la
férmula: Clg, (M) de la batatasina 11/ Cly, (uM) del compuesto o Cls, (tM) de la papaverina/
Clso (uM) del compuesto, asumiéndose un valor de 1.00 para la batatasina III y la papaverina,
respectivamente. Emax indica el % de inhibicién. *Aunque estos compuestos no son parte de la
serie del batatasina III, sus datos se emplean en la tabla para fines comparativos.

En la serie de la batatasina III (14), el compuesto 151 que posee un grupo

hidroxilo fendlico en el C-4 fue el mas activo (1.71 veces mds potente que 14).

4.7 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DEL GIGANTOL (2) Y
LA BATATASINA III (14)
4.7.1 Efecto Espasmolitico de 2 y 14 en Presencia de ODQ y L-NAME.
Con la finalidad de comprobar mediante ensayos funcionales si los bibencilos 2
y 14 inhiben el efecto de las enzimas NOS y/o GCs, en el presente estudio se evalud el
efecto espasmolitico de los productos 2 y 14 en presencia del ODQ y del L-NAME .
Los resultados de estos experimentos (Figura 22) indicaron que, en presencia del
ODQ (100 pM) y L-NAME (500 uM), las curvas concentracion-respuesta de ambos

compuestos se desplazan a la derecha. En consecuencia los bibencilos ejercen su efecto
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espasmolitico a través del sistema NO/GMPc, estimulando las enzimas NOS y GCs. El

efecto fue mas pronunciado en presencia del L-NAME.

1007 ¢ Gigantol 1009 o Batatasina III
4 Gigantol + ODQ 4 Batatasina Il + ODQ
0 Gigantol + L-NAME ® Batatasina ITl + L-NAME

754

-~
w

504

% de 1nhibicion
=

25 fa 254
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3 4 2 9o 1 3 @4 4 © ¥ 1
log de concentracion (LM) log de concentracion (UM)

Figura 22. Curvas concentracion-repuesta que muestran el efecto relajante de los
compuestos 2 y 14 sobre el ileon aislado de cobayo en presencia del ODQ,

L-NAME y clorpromazina.

48 DERMINACION DEL EFECTO DEL GIGANTOL (6), LA
BATATASINA III (14) Y SOBRE LA ACTIVIDAD MODULADORA
DE LA CALMODULINA.

Considerando que la CaM juega un papel central en los procesos de regulacion
de la contraccion muscular y que esta proteina modula la actividad de la NOS, se
decidid explorar si el efecto espasmolitico de los productos 2 y 14 involucraba a esta
proteina.

La CaM es una proteina eucariotica ubicua de bajo peso molecular ("16 680 Da),
constituida por 148 aminoéacidos, que carece de actividad enzimatica propia, sin
embargo su participacion es importante en la transduccion de sefiales reguladas por Ca**
a nivel celular (Hook y Means, 2001)

La CaM al unirse al Ca®" sufre un cambio conformacional, y el complejo Ca®*-
CaM resultante se une a diversas proteinas regulando asi sus propiedades enzimaticas,
incluyendo las bombas de Ca** (Ca**ATPasa), las proteinas cinasas (fosforilasa cinasa,
cinasa I y IT), NOS, fosfodiesterasas del AMPc (PDE ) y GCs entre otras (Ovadi, 1989;
Hook y Means, 2001; Cantabrana, 1995).
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La actividad reguladora de la CaM se inhibe en presencia de ciertos farmacos y
numerosos metabolitos secundarios. Entre los firmacos mas importantes se encuentran
los antipsicoticos derivados de la fenotiazina como la clorpromazina y la
trifluoperazina. Otros farmacos que interaccionan con la CaM son los antimicéticos
derivados del miconazol. El alcaloide vinblastina y sus congéneres antitumorales, asi
como el antibidtico polimixina B también son potentes antagonistas de la CaM
(Hegemann et al., 1991; Vertessy et al., 1998).

Ademés de la vincristina y melitina, numerosos productos naturales, incluyendo
una gran variedad de metabolitos secundarios, interaccionan con la CaM, modificando
su actividad moduladora. Quizas uno de los mas estudiados es la ofiobolina A, un
sesterpenoide biosintetizado por hongos del género Bipolaris. La interaccion de esta
fitotoxina con la CaM se demostr6 mediante métodos enzimaticos, electroforesis,
métodos espectroscopicos y técnicas de flourescencia (Au et al., 2000 y referencias ahi
citadas). En general, los métodos enzimaticos consisten en determinar la actividad de
enzimas dependientes de CaM en presencia del compuesto prueba. La enzima
fosfodiesterasa del AMPc (PDE1), en particular la de cerebro de bovino, es quizas la
enzima mas utilizada para detectar inhibidores de CaM. Las fosfodiesterasas son las
enzimas que catalizan la hidrélisis de los nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc (ver
Esquema 21). Se conocen por lo menos 11 familias de fosfodiesterasas, que incluyen
més de 30 isoformas, pero so6lo las enzimas del tipo PDE] son dependientes de CaM.
Las isoenzimas poseen propiedades cinéticas e inmunoldgicas similares, pero se
diferencian, entre otras caracteristicas, por su sensibilidad al Ca* y CaM (Essayan,
2001). Otras enzimas dependientes de CaM utilizadas para detectar antagonistas de la
proteina son la MLCK, la adenilato ciclasa y la proteina fosfatasa (calcineurina).

Asi, con la finalidad de demostrar in vitro si los compuestos 2 y 14 interaccionan
con la CaM se realizaron tres tipos de experimentos: una electroforesis desnaturalizante,
un experimento enzimatico con la PDE y un experimento de tipo funcional. En primer
lugar, se determiné el efecto de los bibencilos 2 y 14 sobre la movilidad electroforética
de la CaM en presencia de Ca®*, mediante un gel de electroforésis sobre poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando las condiciones mencionadas en la
seccion experimental. La interacciéon de cualquier compuesto con esta proteina,
ocasiona alteraciones en su estructura, mismas que se ven reflejadas en cambios en su

movilidad electroforética.
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IV. Resultados y Discusion

En la Figura 23 se observan los resultados de estas determinaciones y en general
todos los compuestos retardaron la movilidad electrofrorética de la CaM de cerebro de
bovino. Los efectos observados es estas evaluaciones permiten concluir que estos
compuestos interactuan con la CaM y que posiblemente modifican sus propiedades

reguladoras.

Figura 23. Electroforetograma SDS-PAGE de calmodulina de bovino después del tratamiento
con los compuestos naturales y los andlogos sintéticos. Electroforesis de 2 pg de
calmodulina de cerebro de bovino en presencia de 1 mM de CaCl,. Las muestras se

incubaron durante 1.5 h a 30°C. (A) CaM; (B) control positivo (10 mL
clorpromazina en DMSO); (C) 124; (D) 126; (E) 2; (F) 14; (G) 147; (H) 151; (I)
156 y (J) CaM en DMSO. En todos los casos se aplicaron 0.33 mg de los
compuestos prueba en DMSO.

En segundo lugar, con la finalidad de demostrar si la interaccion de los
bibencilos con la CaM afecta sus propiedades moduladoras enzimaticas, se determind
su efecto sobre la actividad de la PDE del AMPc in vitro. Como se menciond
anteriormente, esta enzima se utiliza ampliamente como herramienta para descubrir
inhibidores de la CaM, y en general para demostrar la actividad de la CaM en estudios
bioquimicos.

La actividad de 1la PDE se determind utilizando un método
espectrofotocolorimétrico, en el que se mide la actividad enzimatica mediante la

cuantificacion de fosfato inorganico generado en la hidrdlisis del AMPc en presencia de
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CaM de cerebro de bovino (Sharma y Wang, 1979; Leung et al., 1984) acoplada a la

reaccion de la enzima 5’-nucleotidasa de Crotalus atrox (Esquema 21).
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Esquema 21. Hidroélisis enzimatica del AMPc

Los resultados de estas determinaciones indican que los compuestos ensayados
inhibieron la activacion de la PDE en presencia de CaM con valores de Clsg
comprendidos entre 3.18 a 21.19. En general, el efecto fue mayor o comparable al de la
clorpromazina (Ovadi, 1998; Hook y Means, 2001; Cantabrana et al., 1995) un
inhibidor de la CaM empleado como control (+). En el Cuadro 20 la actividad
enzimatica obtenida para los compuestos. En la Figura 24 se muestran las curvas de

inhibicion para los compuestos 124, 126, 2, 14, 147, 151, 156 y 157.
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IV. Resultados y Discusion

Cuadro 20. Efecto de los compuestos aislados de Nidema boothii y de los andlogos

sintéticos
Compuesto Clsp pM
Clorpromazina* 10.27+£0.39
124 3.18+0.23
126 10.87+0.36
2 6.51+0.69
14 13.30+0.54
147 9.24+0.19
148 10.08+0.37
156 36.58+2.16
157 21.19+1.06
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Figura 24. Efecto de los compuestos 2, 14 y 154 sobre la actividad enzimatica de la

fosfodiesterasa en presencia de CaM de cerebro de bovino
Por tdltimo se decidié efectuar un experimento funcional para evaluar el efecto

espasmolitico de 2 y 14 en presencia de clorpromazina. En la Figura 25, se indican la

curvas concentracion-respuesta del gigantol (2) y la batatasina III (14) en presencia de
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la clorpromazina. Las curvas de la clorpromazina y los productos naturales se desplazan

a la izquierda, lo cual indica que 2 y 14 son agonistas de la clorpromazina. Todos estos

resultados indican que es posible que la proteina CaM constituye un blanco de accién en

el proceso de relajacién de los bibencilos.
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Figura 25. Curvas concentracion-respuesta del gigantol (2) y la batatasina III (14) en

4.9

presencia de clorpromazina.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS
ESTILBENOIDES (2, 5 Y 14) AISLADOS DE Nidema. boothii Y DE
LOS ANALOGOS SINTETICOS (145, 146, 151-155 Y 157)

Se evalud el potencial citotdéxico in vitro de los bibencilos naturales y los

analogos sintéticos sobre un panel de cuatro lineas celulares derivadas de tumores de

mamiferos.

Las lineas cclulares empleadas para este ensayo incluyeron las siguientes: dos

lineas celulares normales [MDCK, células caninas de rifiéon Mandin-Darby y NIH3T3

(NIH fibroblastos embrionarios de ratén suizo)] y por dos tumorales [KA31T (células

transformadas 3T3 por virus de sarcoma, cepa Kirsten) y H4TG (células de hematoma

resistentes a tioguanina)]. Cabe destacar que la evaluacion de citotoxicidad in vitro de

farmacos potenciales se realiza, hoy dia, de manera rutinaria antes de su evaluacion in

111



1V. Resultados y Discusion

vivo. Los resultados de estas evaluaciones nos proporcionan informacioén valiosa acerca
de la inocuidad de estos agentes. Asi mismo, también nos puede llevar al
descubrimiento de nuevos agentes biodinamicos 0 compuestos prototipo que se pueden
emplear como posibles anticancerigenos o antitumorales, en el caso que presenten una
citotoxicidad significativa y/o selectiva sobre las lineas celulares tumorales.

Los resultados de estas evaluaciones revelaron que los compuestos ensayados no
ejercen una citotoxicidad significativa debido a que los valores de Clsg calculados, en la
mayor parte de los casos, se encontraron por arriba de 25 uM. El tnico compuesto que
present6 una citotoxicidad marginal fue el aloifol II (5) con valores de Clspentre 3.2 y 7
puM. En consecuencia, lo mas probable es que estos productos sean inocuos para
animales, y por lo tanto candidatos aceptables para el desarrollo de nuevos compuestos
espasmoliticos. Claro esta, es necesario realizar aun los estudios de toxicidad aguda

pertinentes.

Cuadro 21. Citotoxicidad in vitro de los productos naturales(2, 5 y 14) y de los
analogos sintéticos (145, 146, 151-154 y 157)

Clsp (M) -
Compuesto NIH3T3 MDCK KA3IT H4TG
2 25.8 35.9 57.3 75.0
5 3.2 49 6.8 6.5
14 14.7 81.9 49.4 123.7
145 94.2 97.5 141.6 76.5
146 >200 >200 108.5 195.6
151 29.3 79.6 223 83.8
152 60.6 107.1 45.0 126.2
153 323 74.2 571.2 118.1
154 >200 >200 >200 >200
155 65.1 78.3 439 165.8
157 111.1 126.2 103.5 >200
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V.  CONCLUSIONES

5.1 Los resultados experimentales obtenidos en el presente estudio permitieron
comprobar la hipotesis de trabajo, ya que la seleccion de la especie Nidema
boothii a través de un criterio quimiotaxonémico permitié descubrir nuevos
estilbenoides con propiedades espasmoliticas. Asi, el fraccionamiento
biodirigido del extracto activo de N. boothii condujo al aislamiento de 12
metabolitos secundarios caracterizados mediante la utilizacién de diferentes
técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Los compuestos se caracterizaron
como nidemina (122), vitexina (123), aloifol II (5), 2,6-dihidro-1,5,7-
trimetoxifenantreno (16), efemerantoquinona (126), gigantol (2), efemerantol B
(127), 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (15), lusiantridina (11) y batatasina
III (14). También se caracterizaron dos nuevos productos naturales, uno de tipo
espiro, al que se le dio el nombre trivial de nidemona (124) y el 2,6-dihidroxy-
1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (3).

5.2 La estructura de la nidemona constituye una estructura carbociclica novedosa
para un producto natural. Sin embargo, en la literatura se ha reportado un
producto de sintesis con un esqueleto carboxiclico similar, el
espiro[ciclopentano-1,2’(1'H-naftaleno)]. Este producto se obtuvo mediante de
la condensacién de la tetralona con el 1,4-dibromobutano (Ranu y Jana, 1999).

5.3 La coexistencia de bibencilos, fenantrenos y compuestos de tipo espiro se ha
descrito con anterioridad en Cannabis sativa (Crombie y Crombie, 1982), Sin
embargo, los compuestos espiro encontrados en C. sativa poseen un arreglo
estructural inverso de los anillos de 5 y 6 miembros, como se puede observar en
la estructura de la cannabispirona que se presenta en la Figura 26. Los
compuestos espiro en C. sativa se cree que se biosintetizan por un acoplamiento
fendlico directo de un bibencilo precursor (Crombie y Crombie, 1982). En el
caso del compuesto 124 este mecanismo no seria factible y se propone que el
compuesto 124, se obtiene mediante la contraccion del anillo aromatico de un
dihidrofenantreno adecuado (ver Esquema 22). Esta propuesta biogenética se
basa principalmente en el hecho de que una de las varias rutas metaboélicas para
generar anillos de ciclopentano a partir de compuestos aromaticos es via una

reaccion biologica oxidativa de tipo Baeyer-Villiger (Dewick, 2000).
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Figura 26. Estructura de la cannabispirona
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114



54

59

5.6

V. Conclusiones

Los compuestos estilbenoides aislados de N. boothii y los analogos sintéticos,
mostraron una actividad espasmolitica significativa con una potencia mayor o
similar a la papaverina, agente antiespasmédico inespecifico utilizado como
control positivo. Para una maxima actividad espasmolitica los bibencilos deben
de tener sustituyentes oxigenados en ambos anillos aromaticos. La metilacion
de los grupos hidroxilos libres, asi como el incremento en los grupos
oxigenados con relacion a los compuestos 2 y 14, disminuyen la actividad
relajante del musculo liso.

Los resultados generados en este estudio indican que ademas del mecanismo
nitrérgico, los bibencilos podrian ejercer su efecto espasmolitico a través de la
proteina reguladora CaM, ya que estos productos modifican in vifro las
propiedades reguladoras enzimaticas de la proteina PDE. En este caso se
encontré6 que los bibencilos inhiben la activacién de la enzima PDE. De
manera adicional se comprob6 mediante un experimento de tipo funcional que
los bibencilos se comportan como agonistas de la clorpromazina en la
inhibicién de la CaM. Queda por demostrarse si ambos mecanismos estan
relacionados.

Los compuestos 2, 5, 14, 145, 146, 151-154 y 157 no ejercen una citotoxicidad
significativa Lo maés probable es que estos productos sean inocuos para
animales, y por lo tanto candidatos aceptables para el desarrollo de nuevos

compuestos espasmoliticos.
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VI

116

PERSPECTIVAS.

Continuar con el estudio sistemdtico de especies de orquideas mexicanas, con el
objetivo de obtener compuestos estilbenoides con una mejor actividad

espasmolitica.

Evaluar el efecto de los compuestos 2 y 14 directamente sobre actividad de las
enzimas Oxido nitrico sintetasa y guanilato ciclasa soluble, con la finalidad de
determinar si el mecanismo de accion espasmolitico involucra la estimulacion

directa de estas enzimas.

Realizar un estudio de relaciéon cuantitativa estructura actividad (QSAR),
mediante un disefio racional de analogos sintéticos, con el objetivo de encontrar
un modelo matematico capaz de describir la actividad espasmolitica de una serie
de compuestos estilbenoides de forma tal que se pueda predecir la estructura de

nuevos firmacos con una mejor actividad espasmolitica.

Profundizar el estudio sobre el potencial herbicida de los bibencilos
determinando su efecto en pruebas de invernadero y posteriormente sobre su

mecanismo de accion.



REFERENCIAS BIBLIGRAFICAS

— Abu-Niaaj, L., Abu-Zarga, M., Sabri, S., Abdalia, S., Isolation and biological effects
of 7-O-methyleriodictyol, a flavonone isolated from Artemisia monosperma, on rat
isolated smooth muscles. Planta Med., 59, 42-45 (1993).

— Achterrath-Tuckermann, U., Kunde, R., Flaskamp, E., Isaac, O., Thiemer, K.
Pharmacological investigations with compounds of chamomile and kamillosan on
the isolated guinea pig ileum. Planta Med., 39, 38-50 (1980).

- Ajay, M., Gilani, A. A., y Mustafa, M. R. Effects on Flavonoids on vascular smooth
muscle of the isolated rat thoracic aorta. Life Sci., 74, 603-612 (2003).

— Ammon, H. P. T., Wahl, M. A. Pharmacology of Curcuma longa. Planta Med., 57,
1-7 (1991).

— Andrew, P., Somlyo, A. P., y Somlyo, A. V. Calcium sensitivity of smooth muscle
and nonmuscle myosin II: Modulated by G proteins, kinases and myosin
phosphatase. Physiol. Rev., 83, 1325-1358 (2003).

- Au, T. K., Chick, W. S., Leung, P. C. Initial kinetics of the inactivation of
calmodulin by the fungal toxin ophiobolin A. J. Biochem. Cell. Biol., 32, 1173-1182

(2000).

-~ Aquino, R., Cappaso., De Simone F., Garofalo, L., Pizza, C., Sorrentino, L.
Inhibiting activity of some glucoindoalkaloids and iridoids from Sickingia williamsii
on electrically induced contractions of isolated guinea-pig ileum. Phytother. Res. 10,
161-166 (1996).

-~ Asakawa, Y., Kondo, K., Tori, M., Hashimoto, T., y Ogawa, S. Prenyl bibenzyls
from the liverwort Radula kojana. Phytochemistry, 30, 219-234 (1991).

- Bai, L., Kato, T., Inoue, K., Yamaki, M., y Takagi, S. Blestrianol A, B and C,
biphenanthrenes from Bletilla striata. Phytochemistry, 30, 2733-2735 (1991).

— Bai, L., Yamaki, M., y Takagii, S. Lignans and bichroman from Pleione
bulbucoides. Phytochemistry, 44, 341-343 (1996).

— Bai, L., Masukawa, N., Yamaki, M., y Takagii, S. Two bibenzy! glucosides from
Pleione bulbocodioides. Phytochemistry. 44, 1565-1567 (1997).

- Bajad, S., Bedi, K. L., Singla, A. K., Johri, R. K. Antidiarrhoeal activity of piperine
in mice. Planta Med., 67, 284-287 (2001).

117



Referencias Bibliogrdficas

— Bakana, P., Lackeman, G. M., Totte, J., Herman, A. G., Vlietinck, A. J.
Stereochemical consideratios in relation to the pharmacological activity of
Pterotaberna alkaloids. J. Nat. Prod., 63, 1265-1268 (1985).

— Baxter, H., y Harbone, J. B. Stilbenoids. Phytochemical Dictionary. A Handbook of
Bioactive Compounds from Plants. Taylor and Francis, Washington, D.C. pp 509-
518 (1994).

— Begum, S., Farhat, I., Siddiqui, B. S., Shaheen, F., Giliani, A. H. Spasmolytic
constituents from Eucalyptus camaldulensis var. obtusa leaves. J. Nat. Prod., 63,
1265-1268 (2000).

— Begum, S., Hassan, S. I, Siddiqui, B. S., Shaheen, F., Ghayur, M. N., y Gilani, A. H.
Triterpenoids from the leaves of Psidium guajava. Phytochemistry, 61, 399-403
(2002a).

— Begum, S., Sultana, I., Siddiqui, B. S., Shaheen, F., y Gilani, A. H. Structure and
spasmolytic activity of eucalyptanoic acid from Euwecalyptus camaldulensis var.
obtusa y synthesis of its active derivative from oleanolic acid. J. Nat. Prod. 65,
1939-1941 (2002b).

— Bhakuni D. S., y Chaturvedi, R. The alkaloids of Corydalis meifolia. J. Nat. Prod.,
46, 466-470 (1983).

— Bitar, K. N. Funtion of gastrointestinal smooth muscle: from signaling to contractil
proteins. Am. J. Med., 115 (3A), 15S-23S (2003).

— Boegge, S. C,, Kesper, S., yVerspohl, E. J., Nahrsted, A. Reduction of Ach-induced
contraction of rat isolated ileum by coptisine, (+)-caffeoylmalic acid, Chelidonium
majus, and Corydalis lutea extracts. Planta Med. 62, 173-174 (1996).

- Bogale, M., Dagne, E., Izzo, A. A., Capasso, N., Mascolo, N. Spasmolytic activity
of kosotoxin in the guinea-pig ileum and rabbit jejuno in vitro. Phytother. Res., 10,
S112-S113 (1996).

— Burgaud, J. L. Riffaud, J. P., y Soldato, D. Nitric-oxide releasing molecules: a new
class of Drugs with several major indications. Curr. Pharm. Des., 8, 201-213
(2002).

— Calixto, J. B., Yunes, R. A. Neto, A. S., Valle, R. M. Rae, G. A. Antispasmodic
effects of an alkaloid extracted from Phyllanthus sellowianus: a comparative study
with papaverin. Braz. J. Med. Biol. Res., 17, 313-321 (1984).

— Capasso, A., Pinto, A., Mascolo, N., Autore, G., Capasso, F. Reduction of agonista-

induced contraction of guinea-pig isolated ileum by flavonoids. Phytother. Res., S,
85-87 (1991).

118



Referencias Bibliogrdficas

Capasso, A., Safir, O., Tetouani-Fkih, S., Sorrentino, L., Aquino, R. Properties and
effects on isolated guinea-pig ileum of Zygophyllum gaetulum., species endemic in
Moroccan Sahara. Pharm. Biol., 36, 320-326 (1998).

Carvajal, J. A., Germain, A. M., Huidobro-Toro J. P., y Weiner, C. P. Molecular
Mechanism of cGMP-Mediated Smooth Muscle Relaxation. J. Cell Physiol, 184,

409-420 (2000).

Cantabrana, B., Vallina, J. R. P., Menendes, L., e Hidalgo, A. Spasmolytic and
calmodulin inhibitory effect of non-steroidal anti-inflammatory drugs in vitro. Life
Sei., 57, 1333-1341 (1995).

Cometa, M,.F., Mazzanti, G., Tomassini, L. Sedative and Spasmolytic effects of
Viburnun tinus L. and its major pure compounds. Phytother. Res., 12, S89-S91

(1998).

Crombie, L., y Jamieson, S. Dihydrostilbenes of Cannabis. synthesis of canniprene.
J. Chem. Soc. Perkin Trans., 1, 1263-1270 (1982).

Crombie, L., y Crombie, M. L. Natural products of Thailand high A'-TCH-strain
Cannabis. Bibenzyl-spiran-dihydrophenanthrene group: relations with cannabinoids
and canniflavones. J. Chem. Soc. Perkin Trans., 1, 1455-1466 (1982).

Damiani, C. E. N., Rossoni, L. V., y Vassallo V. Vasorelaxant effects of eugenol on
rat thoracic aorta. Vascul. Pharmacol., 20, 59-66 (2003).

Da Silva, T. M., Da Silva, B. A. Mukherjee R. The monoterpene alkaloid cantleyine
from Strychnos trinervis root and its spasmolytic properties. Phytomedicine, 6, 169-
176 (1999).

Darroch, S. A., Taylor, W. C., Choo, L. K., Mitchelson, F. Structure-activity
relationships of some Galbulimima alkaloids related to himbacine. Eur. J.
Pharmacol., 182, 131-136, (1990).

Del Tacca, M., Tadini, P., Blandizzi, C., Bernardini, M. C. Excitatory and inhibitory
cholinergic effects of yohimbine on isolated guinea-pig small intestine. Pharmacol.
Res. Commun. 20, 673-684 (1988).

Della-Pieta, F., Breschi, M. C. Scatizzi, R., Cinelli, F. Relaxing activity of two
linear diterpenes from Cystoseira brachycarpa var. Valearica on the contractions of
intestinal preparations. Planta Med., 61, 493-496 (1995).

Demir, A. S., y Sesenoglu, O. A new and efficient chemoenzymatic access to both
enantiomers of 4-hydroxycyclopent-2-en-1-one. Tetrahedron Asymm., 13, 667-670

(2002).

119



Referencias Bibliogrdficas

— Den Hertog, A., PielKenrood, J and Van Den aller, J. The effect of foskolin on
smooth muscle cells of guinea-pig Taenia cacci. Eur. J. Pharmacol. 106, 181-184

(1985)

— Dewick, P. M. Medicinal Natural Products. A Biosynthetic Approach. John Wiley
and Sons, New York, pp 26 y 74-77 (2000).

— Dick, J., y Lefebvre, R. A. Interplay between nitric oxide and vasoactive intestinal
polypeptide in the pig gastric fundus smooth muscle. Eur. J. Pharmacol., 397, 389-
397 (2000).

— Dressler, L. R. The Orchids Natural History and Classification. Harvard University
Press. London, pp 150-159 (1981).

— Dressler, L. R. Phylogeny and Classification of the Orchid Family. Discorides press.
pp 7-9 (1993).

— Dubey; M. P, Srimal, R. C., Nityanad, S., Dhawan, B. N. Pharmacological studies
on coleonol, a hypotensive diterpene from Coleus forskohlii. J. Ethnopharmacol., 3,
1-13 (1981).

— El-Feraly, F. S.J. Nat. Prod., 47, 89-92 (1984).

— El-Shafae, A. M., y Soliman, A. S. A pyranocumarine and two alkaloids (one with
antispasmodic effect) from Citrus delicious. Pharmazie, 53, 641-643 (1998).

— Estrada, S., Rojas, A., Mathison, Y., Israel, A., y Mata, R. Nitric oxide/cGMP
mediates the spasmolytic action of 3, 4’-dihydroxy-5.5’-dimethoxybibenzyl from
Scaphyglottis livida. Planta Med., 65, 109-114 (1999a)

— Estrada, S. E., Toscano, R. A., y Mata, R. New phenantrene derivates from
Maxillaria densa. J. Nat. Prod., 62, 1175-1178 (1999b)

— Estrada, S. E. Tesis Doctoral Estilbenoides espasmoliticos de Scaphyglottis livida
(Lindley) Schitr (Orchidaceae) y Maxillaria densa Lindley (Orchidaceae). Efecto
del 3,4’-dihidroxi-3’,5-dimetoxibibencilo sobre el sistema oxido nitrico/GMP
ciclico. (2000).

— Estrada, S., Acevedo, L., Rodriguez, M., Toscano, R. A., Mata, R. New
triterpenoids from the orchids Scaphyglottis livida y Nidema boothii. Nat. Prod.
Lett., 16, 81-86 (2002).

~ Essayan D. M. Cyclic nucleotides phosphodiesterase. J. Allergy Clin Immunol, 108,
671-680 (2001).

120



Referencias Bibliogrdficas

Furness, M. S., Robinson, T. P., Goldsmith, J., y Bowen, J. P. An efficient synthesis
of 2-aryl and 2-alkenyl-3-alkoxy-cyclohexenones by a modified Stille reaction
Tetrahedron Lett., 40, 459-462 (1999).

Ganon, W. F. En: Fisiologia Médica. Manual Moderno. México, D. F. 90-92 (2000)

Gershon, M. D., Kirshgessner, A. L., y Wade, P. R. Functional anatomy of the
enteric nervous system. In: Johnson, L. R., Alpers, D. H., Jacobson, E. E., Walsh, J.
H. (Eds.). Physiology of the Gastrointestinal Tract. Raven Press, New York, pp.
381-422. (1994)

Gorham, J. TheBiochemistry of the Stilbenoids. Chapman & Hall: London, pp. 128-
133 (1995).

Goodman L. S., Lee, E. L., Perry B. M., Raymond, W. R., Gilman, A. G. Goodman
and Gilman’s: The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10a. Edition. McGraw

Hill (2001).

Hansen, M. B. The enteric nervous system I: organisation and classification.
Pharmacol. Toxicol., 92, 105-113 (2003).

Harborne, J. B., y Williams, C. A. Recents advances in the chemosystematics of the
monocotyledons. Phytochemistry, 37, 3-18 (1994).

Hashimoto, T.; Hasegawa, K. Structure and synthesis of batatasins, dormacy-
induced substances of yam bulbils. Phytochemistry, 13, 2849-2852 (1974).

Hayashi, J., Sekine, T., Deguchi, S., Lin, Q., Horie, S., Tsuchiya, S., Yano, S.,
Watanabe, K., y lkegami, F. Phenolic compounds from Gastrodia rhizoma and
relaxant effects of relative compounds on isolated smooth muscle preparation.
Phytochemistry, 59, 513-519 (2002).

Hazekamp, A., Verpoorte, R., y Panthong, A. Isolation af a bronchodilator flavonoid
from the Thai medicinal plant Clerodendrum petasites. J. Ethnopharmacol., 18, 45-
49 (2001).

Herrera, M. D. Marhuenda, E., Gibson, A., 1992, Effects of genistein, an isoflavone
isolated from Genista tridentate, on isolated guinea-pig ileum and guinea pig ileal

myenteric plexus. Planta Med., 58, 314-316 (1992).

Hegemann, L., van Rooijen, L. A., Traber, J., Schmidt, B. H. Polymyxin B is a
selective and potent antagonist of calmodulin. J. Pharmacol., 207, 17-22 (1991).

Hietz, P., y Hietz-Seifert, V. Epifitas de Veracruz (Guia ilustrada para las regiones
de Xalapa y los Tuxtlas, Ver). Instituto de Ecologia, A. C. la. Edicién. (1994).

121



Referencias Bibliogrdficas

— Hiller, K. O. Ghosbani, M., Schilcher, H. Antispasmodic and relaxant activity of
chelidonine, protopine and coptisine, and Chelidonium majus extracts on isolated
guinea-pig ileum. Planta Med., 64, 758-760 (1998).

— Holzer, P., Lippe, I., Tabrizi, A. L., Lenard, L., y Bartho, L. Dual excitatory and
inhibitory effect of nitric oxide on peristalsis in the guinea pig intestine. J. Pharm.
and Exp. Therap., 280, 154-161 (1997).

— Honda, C., y Yamaki, M. The stilbenoids from Dendrobium plicatile. Natural Med.,
55, 68-70 (2001).

— Hook, S., y Means, A. R. Caz+!CaM-Dependent kinases: from activation to funtion,
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 41, 471-505 (2001).

— Hori, M., y Karaki, H. Regulatory mechanism of calcium sensitization of contractile
elements in smooth muscle. Life Sci., 62, 1629-1633 (1998).

— Huang, R., Li, L., Guo, H., y Wang, A. Caldesmon binding to actin is regulated by
calmodulin and phosphorylation via different mechanisms. Biochemistry, 42, 2513-
2523 (2003).

-~ Hwang, J. H,, Lin, R. L, Shieh, R. L., y Jwo, J. J. Study of the Wittig reacion of
benzyltriphenylphosphonium salt and benzaldehyde via ylide-mediated phase-
transfer catalysis substituent and solvent effects, J. of Mol. Cat. A: Chem. 142, 125-
139 (1999).

— Inamori, Y., Ogawa, M., Tsujibo, H., Baba, K., Kozawa, M., y Nakamura, H.
Inhibitory effects of 3,3'4,5'-tetrahydroxystilbene and 3,3'.4,5'-
tetrahydroxybibenzyl, the constituents of Cassia garrettiana on antigen-induced
histamine release in vitro. Chem. Pharm. Bull., 39, 3353-3354 (1991).

— TIto, M., Kondo, Y., Takemoto, T. Spasmolytic substances from Cimicifuga dahurica
Maxim. Chem. Pharm. Bull., 24, 580-583 (1976).

— Janero, D. R. Nitric Oxide (NO)-related pharmaceuticals: contemporary approaches
to therapeutic NO modulation. Free Radic. Biol. Med., 28, 1495-1506 (2000).

— Jiann-Jyh, H., Ruey-Linh, L., Ruey-Lone, S., y Jing-Jer, J. Study of the Witting
reaction of benzyltriphenylphosphonium salt and benzaldehyde via ylide-mediated
phase-trasnfer catalysis substituent and solvents effects. J. of Mol. Cat. A: Chem
142, 125-139 (1999).

— Jujena, R. K.; Sharma, S. C., y Tandon, J. S. Two substituted bibenzyls and a

dihydrophenanthrene from Cymbidium Aloifolium Phytochemistry, 26, 1123-1126
(1987).

122



Referencias Bibliogrdficas

Kaneda, T., Shimizu, K., Nakajyo, S., y Urakawa, N., The difference in the
inhibitory mechanism of papaverine on vascular and intestinal smooth muscle. Eur.
J. Pharmacol.,, 355, 149-157 (1998).

Kar, K., Puri, V. N. Patnaik, G. K. Sur, R. N. Dhawan, B. N. Kulshrestha, D. K.
Rastogi, R. P. Spasmolytic constituents of Cedrus deodara (Roxb.) Loud:
Pharmacological evaluation of himachalol. J. Pharm. Sci., 64, 258-262 (1975).

Katzung, B. G. Farmacologia Basica y Clinica, Manual Moderno, México, D. F.
(2002).

Kikuchi, T., Kadota, S., Suehara, H., y Shima, T. Estudies on the constituents of
Orchidaceus plants II. Isolation structures and stereochemistry of ciclonervilol,
cyclohomonervilol and dihidrocycloeucalenol C-24 epimers, new triterpenes from
Nervilia purpurea Schlechter. Chem. Pharm. Bull., 33, 1914-1929 (1985a).

Kikuchi, T., Kadota, S., Suehara, H., y Shima, T, Studies on the constituents of
Orchidaceous plants III. Isolation of non-conventional side chains sterols from
Nervilia purpurea Schelechter and structure determination of nervisterol. Chem.
Pharm. Bull., 33, 2235-2242 (1985b).

Kirimer, N., Tunalier, Z., Basser, K. H., Cingi, I. Antispasmodic and spasmogenic
cffects of Scolymus hispanicus and taraxasteryl acetate on isolated ileum
preparations. Planta Med., 63, 556-558 (1997).

Kong, J. M., Ngoh-Khang, G., Lian-Sai, C. y Tet-Fatt, C. Recent advances in
traditional plant drugs and orchid. Acta Pharmacol Sin, 24, 7-21 (2003).

Kubes, P., McCafferty, D. M. Nitric oxide and intestinal inflammation. J. Am. Med.,
109, 150-158 (2000).

Kurjak, M., Fritsch, R., Saur, D., Schusdziarra, V., y Allescher. Functional coupling
between nitric oxide synthesis and vip release within enteric nerve terminals of the
rat: involvement of protein kinase G and phosphodiesterase 5. J. Physiol, 534, 827-
836 (2001).

Lambert, J. B., Shurvell, H. F., Lightner, D. A., Cooks, R. G. Organic Structural
Spectroscopy. Prentice-Hall, Inc. New Jersey (1998).

Lecci, A., Santicioli, P., y Maggi, A. Pharmacology of transmision to
gastrointestinal muscle. Curr. Opin. Pharmacol., 2, 630-641 (2002).

Lee, S. H., Johnson, J. D., Walsh, M. P., Van Leirop, J. E., Sutherland, C., Xu§, A.,
Snedden, W. A., Kosk-Kosicka, D., Fomm, H., Narayanan§, N., Cho, M. I.
Differencial regulation of Ca”*/calmodulin-dependent enzymes by plant calmodulin
isoforms and free Ca*'/concentration. Biochem. J., 350, 299-304 (2000).

123



Referencias Bibliograficas

— Lee, Y. H, Park, J. D., Baek, N. I, Kim, S. 1., y Ahn, B. Z. In vitro and in vivo
antitumoral phenanthrenes from the aerial parts of Dendrobium nobile. Planta Med.,

61, 178-180 (1995).

— Leung, P. C, Taylor, W. A., Wang, J. H., y Tripton, C. L. Ophiobolin A. A natural
product inhibitor of calmodulin. J. Biol. Chem., 259, 2742-2747 (1984).

-~ Liao, B., Gawienowski, M. C., y Zielinski, R. E. Differential stimulation of NAD
kinase and binding of peptide substrates by wild-type and mutant plant calmodulin
isoforms. Arch. Biochem. Biophys. 327, 53-60 (1996).

— Lima, M. A. S, Silveira, E. R., Marques, M. S. L., Santos, R. H. A., Gambardela,
M. T. P. Biologically active flavonoids and terpenoids from FEgletes viscose.
Phytochemistry, 41, 217-223 (1996).

— Lightner D. A.; Gurst J. E. Organic Conformational Analysis and Stereochemistry
from Circular Dichroism Spectroscopy,; Wiley-VCH: New York, pp 337-393
(2000).

—~ Lodish, H., Berk, A., Zipursky, S. L., Matsudaira, P., Baltimore, D., y Darnell, J. E.
Molecular Cell Biology. Fourth edition. W. H. Freeman and Co., New York (2002).

- Lozoya, X., Meckes, M., Abou-Zaid, M., Tortoriello, J., Nozzolillo, C., Arnason, J.
T., Quercetin glycosides in Psidium guajava L. leaves and determination of a
spasmolytic principle. Arch. Med. Res., 25, 11-15 (1994).

— Lucas, K. A., Pitari, G. M., Kazerounian, S., Ruiz-Stewart, 1., Park, J. Schulz, S,
Chepenik, K., y Waldman, S. Guanylyl cyclases and signaling by cyclic GMP.
Pharm. Rev., 52, 375-413 (2000).

— Majumder, P.L., y Lahiri, S. Volucrin, as new dimeric phenanthrene derivative from
the orchid Lusia volucris. Tetrahedron, 46,3621 (1990).

— Makhlouf, G. M., y Murthy K. S. Signal transduction in gastrointestinal smooth
muscle. Cell Signal, 9, 269-276 (1997).

—~ Malone, M. H., Rother, A., Heimia salicifolia: a phytochemical and
phytopharmacologic review. J. Ethnopharmacol. 42, 135-159 (1997).

— Maryanoff, B., y Reitz, A. The Wittig olefination reaction and modifications
involving phosphoryl-stabilized carbanions. Stereochemistry, mechanism, and
selected synthetic aspects. Chem. Rev., 89, 863 (1989).

— Mata., R, Rojas, A., Acevedo, I., Estrada, S., Calzada, R., Rojas, 1., Bye, R,

Linares., E. Smooth muscle relaxing flavonoids and terpenoids from Conyza
filaginoides. Planta Med., 63, 31-35 (1997).

124



Referencias Bibliogrdficas

McVaugh, R. Flora Novo-Galiciana. En: A descriptive Account of the Vascular
Plants of Western Mexico. The University of Michigan Press. Vol. 16, pp 1-5
(1985).

Meckes, M., Paz, D., Acosta J., y Mata, R. The Effects of Chrysin and Pinostrobin,
Two flavonoids isolated from Teloxys graveolens leaves, on isolated guinea-pig
ileum. Phytomedicine, 5, 459-463 (1998).

Megson, I. L., Nitric oxide donor drugs. Drugs of the future., 25, 701-715 (2000).

Min, Z-D., Tanaka, T., linuma, M., Mizuno, M. Volucrin, a new dimeric
phenanthrene derivative from the orchid Lusia volucris. J. Nat. Prod., 50, 1189
(1987).

Miyazawa, M., Shimamura, H., Nakamura, S., y Kameoka, H. Antimutagenic
activity of gigantol from Dendrobium nobile. J. Agric. Food. Chem., 45, 2849-2853
(1997).

Miyazawa, M., Shimamura, H., Nakamura, S., Sugiura W., Kosaka, H., y Kameoka,
H. Moscatilin from Dendrobium nobile, a naturally occurring bibenzyl compound
with potential antimutagénica activity. J. Agric. Food. Chem., 47, 2163-22167
(1999).

Morales M. A., Tortoriello, J., Meckes., M., Paz, D., Lozoya, X. Calcium-antagonist
effect of quercetin and its relation with the spasmolytic properties of Psidium
guajava L. Arch. Med. Res., 25,17-21 (1994).

Morita, M., Nakanishi, H., Morita, H., Mihashi, S., y Itokawa, H. Structures and
spasmolytic activities of derivatives from sesquiterpernes of Alpinia speciosa and
Alpinia japonica. Chem. Pharm. Bull., 44 (8), 1604-1606 (1996).

Miiller, S., Tirapelli, C. R., Oliveira, A. M. Murillo, R., Castro V., y Merfort, 1.
Studies of enr-kaurano diterpenes from Oyedaea verbesinoides for their inhibitory
activity on vascular smooth muscle contraction. Phytochemistry, 63, 391-396
(2003).

Nasiri, A., Holth, A., Bjork, L. Effects of the sesquiterpenes capsidiol on isolated
guinea-pig ileum and trachea, and on prostaglandin synthesis in vitro. Planta Med.,
59, 203-206 (1993).

Noda, N., Kobayashi, Y., Miyahara, K., y Fukahori, S. 2,4-Bis(4-hidroxibenzyl)
phenol from Gastrodia elata. Phytochemistry, 39, 1247-1248 (1995).

Olgart, C., Wiklud, N. P., y Gustafsson, L. E. Blockade of nitric oxide evoke

smooth muscle contractions by an inhibitor of guanylyl cyclase. Neuro Report, 8,
3355-3358 (1997).

125



Referencias Bibliogrdficas

— Oliveira, E. J., Romero, M. A., Silva, M. S., y Madeiros, 1. A. Intracellular calcium
mobilization as a target for the spasmolytic action of scopoletin. Planta Med. 67,
605-608 (2001).

— Onaka, T., The structure of Nobolonine. The second alkaloids from Dendrobium
nobile. Chem. Pharm. Bull., 13, 745-747 (1965).

— Orasadipe, A., Amos, S., Adesomoju, A., Binda, L., Emeje, M., Okogun, J.,
Wambebe, C., y Gamaniel, K. Spasmolytic activity of methyl angolensate: a
triterpenoid isolated from Entandrophragma angolense. Biol. Pharm. Bull. 24, 364-
367 (2001).

— Ovadi J. Effect of drugs on calmodulin-mediated enzymatic actions. En Progress in
Drug Research, Jucker, E., Ed.; Birkhauser Verlag, Basel, Germany, Vol. 33, p 353-
395 (1989).

— Ozaki, Y., Pharmacological studies of indole alkaloids obtained from domestic
plants, Uncaria rhynchophylla Miq. and Ansonia elliptica Roem. Et Schult. Nipon
Yakurigaku Zasshi, 94, 17-26 (1989).

— Patnaik, G. K. Banaudha, K. K. Khan, K. A. Shoeb, A., Dhawan, B. N., Spasmolytic
activity of angelicin: a coumaric from Heracleum thomsoni. Planta Med., 53, , 517-

520 (1987).

- Petkov, V., Manolov, P. Pharmacological analysis of the iridoid oleuropein.
Arzneimittelforschung, 22, 1476-1486 (1972).

— Pongprayoon, U., Baekstrém, P., Jacobson, U., Lindstrém, M., Bohli, L.,
Antispasmodic activity of f-damascenone and E-phytol isolated from Ipomoea pes-
caprae. Planta Med., 58, 19-21 (1992).

— Rao, V. S, Santos, F. A., Sobreira, T. T., Souza, M. F., Melo, C. L., Silveira, R. E.
Investigations on the gastroprotective and antidiarrhoeal properties of ternatin, a
tetramethoxyflavone from Egletes viscose. Planta Med. 63, 146-149 (1997).

— Ranu, B. C,, y Jana, U. A new redundant rearrangement of aromatic ring fused
cyclic-hydroxydithiane derivatives. synthesis of aromatic ring fused cyclic 1,2-
diketones with one-carbon ring expansion. J. Org. Chem., 64, 6380-6386 (1999).

— Rastrelli, L., Capasso, A., Pizza, C., De Tommasi, N., y Sorrentino, L.,
Newprotopine and benzyltetrahydroprotoberberine alkaloids from Aristolochia
constricta and their activity on isolated guinea-pig ileum. J. Nat. Prod. 60, 1065-
1069 (1997).

-~ Reinmann, E. Natural stilbenes II. Synthesis of polyhydroxystilbenes. Justus Liebigs
Ann. Chem., 750, 109-127 (1971).

126



Referencias Bibliogrdficas

Rojas, A., Cruz, S., Rauch, V., Bye, R., Linares, E., y Mata, R. Spasmolytic
potencial of some plants used in mexical tradicional medicine of the treatment of
gastrointestinal disorders. Phytomedicine, 2, 57-66 (1995).

Rojas, A., Cruz, S., Ponce-Monter, H., y Mata, R. Smooth muscle relaxing
compounds from Dodonea viscosa. Planta Med., 62, 154-155 (1996).

Rojas, A., Bah, M., y Rojas J. I. Gutierrez, D. M. Smooth muscle relaxing activity
of gentiopicroside isolated from Gentiana spathacea. Planta Med. 66, 765-767

(2000).

Sachdev, K., y Kulshreshtha, K. Phenolic constituents of Coelogyne ovalis.
Phytochemistry, 25, 499-502. (1986).

Sachdev, K., y Kulshreshtha, K. Phenolic constituents of Coelogyne ovalis.
Phytochemistry, 25, 499-502. (1986).

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Detection and analysis of proteins
expressed from cloned genes. In: Molecular Cloning, a Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 18.47-18.59 (1989).

Scheline, R. R. Polyhidroxylated metabolites of trans-stilbene in the rat.
Experientia, 30, 880-881 (1974).

Seitz, U., Ameri, A.; Pelzer, H.; Gleitz, J. and Peters, T. Relaxation of evoked
contractile actitvity of isolated Guinea-pig ileum by (+) Kavain. Planta Med. 63,
303-306 (1997).

Sharma, R. K., y Wang, J. H. Advances in Cyclic Nucleotide Research; Greengard,
P.; Robinson G.A., Eds.; Raven Press, New York, Vol. 10, pp 187-198 (1979).

Shier, W. T., Abbas, H. K., y Mirocha, C. J. Toxicity of the mycotoxins fumonisins
Bl and B2 and Alternaria alternata f. sp lycopersici toxin (AAL) in cultured
mammalian cells. Mycopathologica 116, 97-104 (1991).

Shimizu, M., Shogawa, H., Hayashi, T., Arisawa, M., Suzuki, S., Yoshizaki, M.,
Morita, N., Ferro, E., Basualdo, 1., y Berganza, L. H. Anti-inflamatory consituents of
tropical applied crude drugs III. Constituents and anti-inflamatory effect of
paraguayan crude drug “Tamanda cuna” (Catasetum barbatum Lindley). Chem.
Pharm. Bull., 36, 4447-4452 (1988).

Simdes, C. M. O., Schenkel, E. P., Bauer, L., Langeloh, A. Pharmacological
investigations on Achyrocline satureioides (LAM) D. C. Compositae. J.
Ethnopharmacol., 22, 281-293 (1988).

Snatzke, G. Circulardichroismus—IX : Modifizierung der octantenregel fiir o,p-
ungesittigte ketone: transoide enone. Tetrahedron, 21, 421-438 (1965).

127



Referencias Bibliogrdficas

— Stermitz, F. R., Suess, T. R., Schauter, C. K., y Anderson, P. O. New and old
phenanthrene derivates from Oncidium cebolleta, a peyote-replacement plant. J. Nat.
Prod., 63, 417-423 (1983).

— Stoessl, A., y Arditti, J. Orchid Phytoalexins. En: Orchid Biology Reviews and
Perspectives I1I, Arditti, J. (ed.), Cornell University Press. 153-175. (1984).

- Takagi, K., Saito, H., Nabata, H. Pharmacological studies of Panax ginseng root:
estimation of pharmacological actions of Panax ginseng. Jpn J. Pharmacol., 22,
245-249 (1972).

— Takagi, S., Yamaki, M., y Inoue, K. Antimicrobial agents from Bletilla striata.
Phytochemistry, 22, 1011-1015. (1983).

— Takasugi, M., Kawashima, S., Monde, K., Katsui, N., Masamune, T., y Shirata, A.
Antifungal compounds from Dioscorea batatas inoculated with Pseudomonas
cichorii. Phytochemistry, 26, 371-375 (1987).

— Tanaka, T., Abbas, H., Duke, S. Structure-dependent phytochemistry of fumonisins
on related compound in a duckweed bioassay. Phytochemistry, 779-785 (1993).

— Tatsuzawa, F., Saito, N., Seki, H., Hara, R., Yokio, M., y Honda, T. Acylated
cyanidin glycosides in the red-purple flowers of Phalaenopsis. Phytochemistry,
173-177 (1997).

— Tekuza, Y., Ji, L., Hirano, H., Ueda, M., Nagashima, K., y Kikuchi, T. Studies on
the constituents of Orchidaceous plants IX. Constituents of Spiranthes sinensis
(PERS.) AMES var. amoena (M. BIEBERSON) HARA. (2). Structures of
Spiranthesol,  spiranthoquinone,  spiranthol-C  y  spirasineol-B,  new
isopentenyldihydrophenanthrenes. Chem. Pharm. Bull., 38, 6 29-635. (1990).

— Tezuka, Y., Hirano, H., Kikuchi, T., y Xu, G. J. Constituents of Ephemerantha
lonchophylla; isolation and structure elucidation of new phenolic compounds,
ephemeranthol-a, ephemeranthol-b, and ephemeranthoquinone, and of a new
diterpene glucoside, ephemeranthoside. Chem. Pharm. Bull., 39, 593-598 (1991).

— Tits, M., Damas, J., Quetin-Leclercq, J., Angenot, L., From ethnobotanical uses of
Strychnos henningsii to antiinflammatories, analgesics and antispasmodics. J.
Etnopharmacol., 34, 261-267 (1991).

— Torres, L. M. B., Gamberini, M. T., Roque, N. F., Lima-Landman, M. T., Souccar,

C., y Antonio, J. L. Diterpene from Baccharis trimera with a relaxant effect on rat
vascular smooth muscle.Phytochemistry, 55, 617-619 (2000).

128



Referencias Bibliogrdficas

Evans, W. C., Trease, G. E.,, Evans, D. Trease and Evans Pharmacognosy,
Edinburgh, New York, W. B. Saunders (2002).

Trute, A., Gross, J., Muts, E., y Nahrsteat, A. In vitro antispasmodic compounds of
the dry extract obtained from Hedera helix. Planta Med., 63, 125-129 (1997).

Tuchinda, P., Udchachon, J., Khumtaveeporn, K., Taylor, W. C., Engelhardt, L. M.,
y White, A. H. Phenanthrenes of Eulophia nuda. Phytochemistry, 27, 3267-3271
(1988).

Valencia-Islas, N. Paul, R. N. Shier, W. T., Mata, R., y Habbas, H. Phytotoxicity
and ultrastructural effects of gymnopusin from the orchid Maxillaria densa on
duckweed frond and roots tissue. Phytochemistry, 61, 141-148 (2002).

Van Puyelde, L., Lefebvre, R., Mugabo, P., De Kimpe, N., Schamp., N. Active
principles of Tefradenta riparia. 1. Antispasmodic activity of 8(14),15-
sandaracopimaradiene-7a.,18-diol. Planta Med., 53, 156-158 (1987).

Vertessy, B. G., Harmat, V., Bocskei, Z., Naray-Szabo, G., Orosz, F., Ovadi, J.
Simultancous binding of drugs with different chemical structures to Ca®'-
calmodulin: crystallographic and spectroscopic studies. Biochemistry, 34, 15300-
15310 (1998).

Voet, D., Pratt, C., Voet, J. G. Fundamentals Biochemistry Uptade. Wiley and Sons
(2002).

Vogalis, F. Potassium channels in gastrointestinal smooth muscle. J. Auton.
Pharmacol., 20, 207-219 (2001).

Webb R. C. Smooth muscle contraction and relaxation. Adv. Phisiol. Edu., 27, 201-
206 (2003).

Weeratunga, G., Bohlin, L., Sandberg, F., Kumar, V. A muscle-relaxant catechin
derivative form Elaeodendron balae (Celastraceae). Acta Pharm. Suec., 21, 73-76
(1984).

Wendehenne, D., Pugin, A., Klessig, D. F., y Durner, J. O. Nitric oxide:
comparative synthesis and signalling in animal and plant cells. Trends Plant Sci., 6,
177-183 (2001).

Williams, C. A. The leaf flavonoids of the Orchidaceae. Phytochemistry, 18, 803-
813 (1979).

Williamson, M. E., Ukpako, T. D., y Evans, J. F. Pharmacological methods in
phytotherapy research. En: Selection, Preparation, and Pharmacological Evaluation
of Plant Material. John Wiley and Sons, New York, pp. 1-46. (1996).

129



Referencias Bibliogrdficas

130

Wittig, G., y Geisssler, G. Zur Reaktionsweise der Pentaphenyl-phosphors und
einiger Derivate. Liebigs Ann. Chem., 580, 44 (1953).

Wittig, G., Scholkopf, U. Chem. Ber., 87, 1318 (1954).

Wollenweber, E.; Dietz, V. H. Occurrence and distribution of free flavonoid
aglycones in plants. Phytochemistry, 20, 869-932 (1981).

Woodrum, D. A., y Brophy, C. M. The Paradox of the smooth muscle physiology.
Mol. Cell. Endocrinol., 177, 135-143 (2001).

Wu, Ch, R, Itsich, M. T., Huang, S. Ch., Peng, W. H., Chang, Y. S., y Chem, C. F.
Effects of Gastrodia elata and its constitutents on scopolamine induced amnesia in
rats. Planta Med., 62, 317-321 (1996).

Yamahara, J., Kobayashi, M., Matsuda, H., Auki, S. Anticholinergic actino of
Swertia japonica and active constituents. J. Ethnopharmacol. 33, 31-35 (1991).

Yamaki, M., Bai, L., Inoue, K., y Takagi, S. Biphenanthrenes from Bletilla striata.
Phytochemistry, 28, 3503-3505 (1989).

Yu, H-Y., Dawson, V. L., y Dawson, T. M. Nitric oxide in health and disease of the
nervous system. Mol. Psych. 2, 300-310 (1997).

Zhang, L., and Lu., Y. T. Calmodulin-binding protein in plants. Trends Plant Sci., 8,
123-127 (2003).

Zimmemann, A. y Dougoud, R. C. (eds.) Orchidées Exotiques, Deelachaux,
Neuchatel; Beautes de la nature. (1959).



APENDICE 1



h
'th
il
|

I
| ]
it A e o u.w_.ﬂ_..__*/l U L.. _.._,/' ﬁ\

s e )l T A Bl Ml W W s |

7.390 ppm 6.80 6.75 ppm

|
|‘3"I“|‘ll||-'||Erlrr1|.|||r|||‘li1 |l||.|:
12.2 12.0 11.8 ppm
Il
Il Jo
.'||!‘1_1_"l'[llllI'1|'I||I'I||II'|'II'II'||II|II.I!!1I||l1_ ‘i_I!Terlrlll
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0  ppm

1€1

Espectro 1. Espectro de RMN-'H de la nidemona (124)

[ 221puady



(43|

ppm

200

180

160

T T T T T T T T T T T T T T T | T

I
140 120 100 80 60

Espectro 2. Espectro de RMN-"C de la nidemona (124)

[ do1puady



OH
- el

& ‘ OCH,
HO

OCH

I Loom | 7=

||||||||||||||||||||||||||||

6.86 6.80 6.74 6.68 ppm 6.39 ppm 5.60 5.40 ppm 2.86 2.82

S |

—

gel

Espectro 3. Espectro de RMN-'H del aloifol II (5

LA
1 ppm

[ 221puady



beEl

iaé.a‘ ' I133'..'2I ppm

Espectro 4. Espectro de RMN-"C del aloifol II (5)

ppm

[ 2o1puady



gel

JUL

B LAAM) Lok LML) R WA LLAL LLLL) L) L)

6.905 6.885 ppm

T
6.592 ppm

M

10

Espectro 5. Espectro de RMN-'H del 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (125)

3

pPpm

[ 221pupdy



9¢1

140 120

Espectro 6. Espectro de RMN-"C del 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno (125)

ppm

1 221puady



LEl

11 S .

IlIIIIIII]IllIIIIII'IIII]IITII[ITTIITT!ITIll‘l

76 T4 7.2 T
o
824 916 6.10 B.0 5.7
H ,JJ B
T T T l T 1 T L 8 I 1 T ] 1} I T L L 1 I 1 i | | I 1 i I ] l ] T T T I L] T T T I 1 1 | S ] T T T T
8 7 6 5 4 3 2 ]

Espectro 7. Espectro de RMN-'H del 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxifenantreno (16).

[ 2o1puady



8¢l

welllbel

el

Kb

TR

[ 2o1puady

,whﬁmﬁmwmwﬁﬁwﬂwmx\ﬂ*ﬁﬁﬂmaAwﬁcwwgwm

rryrrrrJyyrroryrims LA LA [rrrrprTrT [Ty T RN T 1"1—]'"r-1"1"r—1—|—f—1—r'T'r"r—'l":"']'T'T"T_Y"‘;

140

120

100 80

60 40 20 0

ppm

Espectro 8. Espectro de RMN-"C del 2,6-dihidroxi-1,5,7-trimetoxifenantreno (16)



l

| j
o
JUL _J L SR _J " JL__.__JM\

6€1

T T T T | hlidd Rid AR (L] TR b, bl ik T Wl bl i bl (R rhdd L] RT3 i e Tt i ot
ppm 6.78 ppm 6.002 ppm 3.88 3.84 3.80 ppm 2.72 2.64 ppm
|
] }
! i
| I | - iy
= e e e e —— m— = .
10 3 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

[ 2o1pupdy

Espectro 9. Espectro de RMN-'H de la efemerantoquinona (126)



4

o =

o =

o 0.
=
=
(%)
o
e~

1
'.A.‘.:.[-\,; Mty

6.05 ﬁpm

A et b e Pt b A O Pl A e e e Attt i 1 it e A Pt i o 5 e P A b g AL et M 8 i b A 10 .

|
10 9 8 7 6 S ppm

) i |
_i.h*_ gt ﬂ-.. AT l__._- o T L e L e e IJ.J‘L _.IJ A ¥
10 9 8 7 6 5 q 3 2 ; ppm

Espectro 10. Espectro de RMN-'H -NOE diferencial de la efemerantoquinona (126)



84

-

—

Espectro 11. Espectro de RMN-'H del gigantol (2)

| 2o1puady



(44!

i e A S o sy

IR0 I AL L |

180

T v

T

L BN TR T N TR N T R AL

160

140

I O SO L 7 UL A B A . A P, S O . O T T I O 7 S L N R it [N . S 7L T ik 0 O N L A N L P S N TR T N TN OO L ST |

120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 12. Espectro de RMN-"C del gigantol (2)

[ 221puady



Espectro 13. Espectro de RMN-'H del efemerantol B (127).

ppm

| 221puady



124!

e NP, DV HUROWO S, vt
Ii'l'l_lﬁ__IlrlrYll]l"l‘lll_'|'|"lITII'ITI“‘I’I!1|!I|'III1TI|ll'lr_!_'l'lli‘l_rrllr|,I'1T
150 130 110 90 70 50 30 ppm

Espectro 14. Espectro de RMN-"C del efemerantol B (127).

1 2o1puady



Shl

-
Ji; LJLL J . JMMMMJ L

i b T T el L T L IO gy
9.34 9.31 7.56 7.50 - 7.44 5.977 7.22 7.16 7.10 7.04

LU R Ly

N L . I . O EO - T A S S T G s TR RN S AR SN W S TN TG TR TR Gk RN SN (NN B L I [ G DN SRR R W i I RN TR
10 9 8 4 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Espectro 15. Espectro de RMN-'H del 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (15).

[ 2o1puady



24!

3
10 9
| 8
HO OCH35 ’
M\L‘Mﬂs\w i Wwwwwwm e
S5 o [ G0 0 L B R !“l[]'lrileHrr“]F'HT'T'T“_] -----
12.1’0 ‘1E])O 60 40 20 0 ppm

Espectro 16. Espectro de RMN-"C del 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (15).



Lyl

Bl

795 792

Do

B LA AL AR AL (AL A L) ALAA R LR Y AR RLAR RARAS LYY
L L) U AL L G A R L 6.46 6.42 6.38 6.34
6.77 6.72

[ 221puady
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Espectro 19. Espectro de RMN-'H de la batatasina I (14).
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Espectro 24. Espectro de RMN-"C del 3,3',4',5-tetrametoxibibencilo (146).
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Espectro 33. Espectro de RMN-'H del 3.4"-dihidroxi-5-metoxibibencilo (151).
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Espectro 37. Espectro de RMN-"H del 3,3',5-trihidroxibibencilo (153)
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Espectro 38. Espectro de RMN-"C del 3.,3",5-trihidroxibibencilo (153)
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Espectro 42. Espectro de RMN-"C del 3,4',5-trihidroxibibencilo (155)
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A CHzCl;—MeOH (1:1) extract prepared from the whole plant of Nidema boothii inhibited spontaneous
contractions (ICsp = 6.26 & 2.5 ug/mL) of the guinea-pig ileum. Bioassay-guided fractionation of the active
extract led to the isolation of the novel spiro compound 1, which was given the trivial name nidemone,
and the new dihydrophenanthrene 3, characterized as 1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-
diol. In addition, the known stilbenoids aloifol II (2), 1,5,7-trimethoxyphenanthrene-2,6-diol (4), ephem-
eranthoquinone (5), gigantol (6), ephemeranthol B (7), 2,4-dimethoxyphenanthrene-3,7-diol (8), lusian-
thridin (9), and batatasin III (10) were obtained. The isolates were characterized structurally by
spectroscopic data interpretation. Compounds 2—6, 9, and 10 induced notable concentration-dependent
inhibition of the spontaneous contractions of the guinea-pig ileum with ICs, values that ranged between
0.14 and 2.36 4M. Bibenzyl analogues 23—35 were synthesized and tested pharmacologically. The results
indicated that for maximum spasmolytic activity the bibenzyls should have oxygenated substituents on
both aromatic rings; on the other hand, methylation of free hydroxyl groups as well as the increment of
oxygenated groups in relation to compounds 6 and 10 decreased the smooth muscle relaxant activity. It
was also demonstrated that bibenzyls 6 and 10 might exert their spasmolytic action not only by a nitrergic
mechanism but also by inhibiting CaM-mediated processes.

Nidema boothii (Lindl.) Schltr. (Orchidaceae), also known Chart 1. Compounds Isolated from Nidema boothii

as Epidendrum boothii (Lindl.) L.O. Williams, is an orchid
found from Mexico to Panama, Cuba, and Surinam, and
its habitat is in tropical moist forests up to 1500 m
elevation. A previous phytochemical study on this species
resulted in the isolation and characterization of a novel
rearranged tetracyclic triterpene named nidemin after the
genus of the plant.! N. boothii is not used as a traditional
or alternative remedy; however, the related species Scaphy-
glottis livida (Lindl.) Schltr. and Maxillaria densa Lindl.
are employed for the treatment of stomachache in the State
of Veracruz, Mexico.??® Furthermore, bioactivity-guided
fractionation of the spasmolytic extracts prepared from
these orchids resulted in the isolation and characterization
of several stilbenoids, including 1,5,7-trimethoxyphenan-
threne-2,6-diol (4), gigantol (6), 2,4-dimethoxyphenan-
threne-3,7-diol (8), lusianthridin (9), and batatasin III (10)
(Chart 1), among others.?? These natural preducts induce
a concentration-dependent inhibition of the spontaneous
contractions of the rat ileum with a potency higher than
or comparable to that of papaverine.” It was also demon-
strated that the spasmolytic effect of 6 was mediated by
the nitric oxide (NO)/cyclic guanosine monophosphate
(¢cGMP) system.?

In the present investigation N. boothii was selected
initially as potential source of spasmolytic compounds
following a chemotaxonomic approach. Thereafter, a phar-
macological test, using the guinea-pig ileum system,? of a
CH,Cl;—MeOH (1:1) extract of the plant confirmed this
hypothesis. Thus, the first aim of the present study was to

g
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isolate the spasmolytic principles of N. boothii. In addition,
this investigation was designed to provide more informa-
tion about the mode of action of bibenzyls 6 and 10, also
isolated from N. boothii, by evaluating (i) their in vitro
activity on the regulatory protein calmodulin (CaM) and
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Published on Web 12/02/2003



Stilbenoids from Nidema boothii

Table 1. NMR Spectral Data for Nidemone (1) in CDCl;

Journal of Natural Products, 2004, Vol. 67, No. 2 161

position On? (Jin Hz) Ot HMBC¢ NOESY
1 202.7 3.5

2 59.2 34,355

3A 2.47 ddd (14, 7.4, 4.0) 25.6 4,5 3B, 4A,4B. 5
3B 2.20ddd (13.8, 9.3, 4.8) 3A,4A, 4B
4B 3.48 brddd (16.7, 9.4, 5.0) 32.1 3.5 3A,3B,4A. 5
aA 2.87 ddd (16.8, 5.8, 5.8) 3A, 3B, 4B, 5'A, 5’
4a 1454 3.4,6

5 6.72 brdd (7.5, 1) 118.9 3. 4.7 4A, 4B

6 7.39dd (7.5, 7.5) 137.0 5.7 57

7 6.80dd (7.5, 1) 115.8 5.6 6

8 163.4 6

Ba 116.4 5,7

2 189.6 3.3, 5, —0OCHj3

3 527t (1.2) 101.9 5 —0CH,

Ly 202.3 Ao

5A 3.29dd (17.5, 1.5) 39.7 3,3 3A,4A,5°B
5B 2.48 dd (17.5, 1.5) 4A, 5°A
—-0CH; 391s 59.1 a2

~0H-8 12.23 d (0.6)

4 Recorded at 300 MHz. ? Recorded at 75 MHz. ¢ Protons showing long-range correlation with indicated carbon.

(ii) their effects on the spontaneous contraction of the
guinea-pig ileum in the presence of 1H-[1,2,4]oxadiazolo-
[4,3-tjquinoxalin-1-one (ODQ) and NC-nitro-L-arginine meth-
vl ester (.-NAME), inhibitors of the enzymes guanylate
cyclase and nitric oxide synthase (NOS), respectively, and
finally to evaluate the spasmolytic effect of several natural
and synthetic analogues of bibenzyls 6 and 10, in an
attempt to establish the influence of the oxygenated
substituents on the pharmacological effects of both these
lead compounds.

Results and Discussion

A CHCl;—MeOH (1:1) extract prepared from the whole
plant of N. boothii inhibited spontaneous contractions
(ICs0 = 6.26 + 2.5 ug/mL) of the guinea-pig ileum when
tested in vitro. Accordingly, this spasmolytic extract was
selected for bioassay-guided fractionation. This process led
to the isolation of the novel spiro-compound 1, which was
given the trivial name nidemone, and the new dihydro-
phenanthrene 3, characterized as 1,5,7-trimethoxy-9,10-
dihydrophenanthrene-2,6-diol (Chart 1). The known stil-
benoids 2 and 4—10 (Chart 1) were also obtained from the
active fraction, and their spectral data were in agreement
with those reported previously.#48 In addition, vitexin® and
nidemin' spontaneously crystallized from some inactive
fractions.

Compound 1 was isolated as an optically active glassy
yellow solid. Its molecular formula was established as
CysHy404 by HREIMS. The nine degrees of unsaturation
in this formula could be partially accounted for by two
carbonyls, a benzene ring, and one double bond; hence
compound 1 was tricyclic. Three partial structures could
be constructed that fully accounted for all the atoms in
nidemone (1). First, a trisubstituted benzene ring moiety
was apparent from the '"H NMR spectrum data (Table 1),
which showed an ABC system [dy 6.72, br dd, J = 7.5,
1 Hz (H-5); 7.39 dd, J = 7.5, 7.5 Hz (H-6); and 6.80, dd,
J .5, 1 Hz (H-7)]; these protons correlated with the
signals at d¢c 118.9 (C-5), 137.0 (C-6), and 115.8 (C-7),
respectively. Additionally, a hydrogen-bonded phenolic
hydroxyl group was determined from the signal at i 12.23
in the '"H NMR spectrum. The second partial structure was
defined by HMBC (Table 1) as a cyclohexenone, as sug-
gested from absorptions in the IR (1692 cm™!) and *C NMR
spectra (d¢ 202. 7, C-1) for a conjugated carbonyl. The third
partial structure consisted of a conjugated cyclopentenone

(6¢ 202.3) system with a polarizable double bond (6¢ 189.6
and 101.9) bearing a methoxyl group (dy 3.91 s/d6¢ 59.1).
According to the HMQC experiment, the vinyl carbon
resonating at higher field (C-3") was associated with a
proton resonating at dy 5.27 (H-3'), while the lower one
(C-2°, p-carbon of the enone) was found to bear this
methoxyl group. This evidence defined the conjugated
system as a vinylogous carboxylic acid methyl ester and
explained the unusual polarization of the double bond.!"!!
The connection between the three partial structures in 1
was made on the basis of the analysis of the HMBC data
(Table 1). Thus, the HMBC correlations observed between
the C-4 methylene hydrogens and the aromatic carbons at
dc 118.9 (C-5), 145.4 (C-4a), and 116.4 (C-8a), as well as
those between the C-3 methylene hydrogens and C-4a and
C-1, clearly indicated that the cyclohexenone unit was
fused to the benzene ring. Similarly, the long-range cor-
relations of the signals at dy 2.47 (H-3A), 2.20 (H-3B), 5.20
(H-3), 2.48 (H-5'B), and 3.29 (H-5’A) with the signal at d¢
59.2 (C-2/1) connected the cyclohexenone and cyclopen-
tenione systems through a spiro-carbon. The NOESY cor-
relations (Table 1) for H-4A, H-4B, H-5, H-5’A, H-5'B, and
H-3 provided further support to this proposal. A systematic
conformational search for compound 1 using the Spartan’02
molecular modeling program revealed the two minimum
energy conformations la and 1b depicted in Figure 1
(Evnx = 39.38 and 39.96 kcal/mol, respectively). In 1b, the
six-membered ring adopts an envelope conformation, with
the interatomic distances between H4A—H5'A and H4A—
H5’B being 2.4084 and 3.1162 A, respectively. This result
is consistent with the strong NOESY correlations observed
between H-4A—H-5’A and H-4A—H-5'B (Table 1). Finally,
the absolute configuration of compound 1 was proposed as
depicted on the basis of the CD data. The CD spectra of
o, f-unsaturated ketones, including aromatic ketones, typi-
cally exhibit not just two, but three and sometimes four
Cotton effects between 185 and 360 nm. Thus, a weak red-
shifted ketone carbonyl due to an n — x* excitation is
observed at ~320—350 nm, and this excitation is followed
by one or more m — x* transitions with one corresponding
to the typical UV band between 230 and 260 nm, and a
second often overlapping with the first and lying in the
200—-220 nm range; in the particular case of aromatic
ketones a strong band around ~290 nm (B band) is also
observed. Finally, another, more energetic band is found
near 188 nm, and it is thought to involve a n — o*
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la
Eypn ™ 39.38 keal/mol

Ib
Eppax = 39.96 keal/mol

Figure 1. Minimum energy structures of nidemone (1) showing
relevant NOESY correlations.

transition.'” The first two sets of bands are the most useful
for determining absolute stereochemistry, in particular
when inherently dissymmetric chromophores are present
in a given molecule. Compound 1 possesses such a chro-
mophore since the cyclopentenone system is nonplanar.
According to the Snatzke's helicity rules,'*!® a cyclopen-
tenone system has a negative helicity if the CD spectrum
displays a positive Cotton effect for the & — ar* transition
and a negative Cotton effect for the n — s*. The CD
spectrum of 1 exhibited a strong positive Cotton effect
around 265 nm and a negative one at 326 nm, correlating
with a negative helicity and thus with an S absolute
stereochemistry at C-2.!2 Furthermore, optical rotations of
nidemone (1) and (S)-4-hydroxycyclopent-2-en-1-one!!
showed a negative sign, suggesting that both compounds
have the same absolute configuration.

Compound 3 had the composition C7H;50; as deter-
mined by its MS and “C NMR data, differing from
phenanthrene 4 by two mass units. The NMR spectra of 3
(sce Experimental Section) showed the characteristic sig-
nals of a 9,10-dihydrophenanthrene?® and suggested that 3
is the 9,10-dihydro derivative of compound 4.2 The most
obvious differences between the NMR spectra of the two
compounds resulted from the presence of two methylene
signals in 3 [6u/d¢ 2.8 (2H, m, H-10)/22.5 (C-10) and 2.69
(2H, m, H-9)/29.4 (C-9)] instead of the aromatic resonances
attributed to H-9/C-9 and H-10/C-10 in 4. In addition, the
chemical shift values for the aromatic protons and carbons
were shifted diamagnetically in comparison to those in 4,
Finally, the HMBC and NOESY correlations supported the
position of the substituents along the dihydrophenanthrene
core. Thus, in the NOESY spectrum the correlations H-8/
OCH3-7 and H-9, H-4/OCH3-5 and H-3, and H-10/OCHj3-1
and H-9 were consistent with the placement of the meth-
oxyl groups at C-7, C-5, and C-1 and the hydroxyl at C-2
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Figure 2. Concentration—response curves showing the relaxant
effects of compounds 2-6, 9, and 10 from Nidema boothii on the
isolated guinea-pig ileum. Values are expressed as the percentages of
inhibition of contractile responses calculated as the mean from six
data + SEM, p < 0.05.

and C-6. On the other hand, the correlations C-9/H-8, C-4b/
H-4, C-4a/H-4, C-1/0OMe-1, and C-5/0Me-5 observed in the
HMBC spectrum further supported this proposal. On the
basis of this evidence, stilbenoid 3 was identified as 1,5,7-
trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-diol.

Compounds 2—6, 9, and 10 induced notable concentra-
tion-dependent inhibition of the spontaneous contractions
of the guinea-pig ileum. Figure 2 shows the concentration—
response curves for these compounds. All the isolates were
more potent than the crude extract (ICs; = 6.26 + 2.5 ug/
mL) and papaverine (ICs = 4.23 + 0.68 uM). The greatest
inhibitory activities were observed for compounds 10
(ICsp = 0.24 + 0.11 uM), 6 (IC5p = 0.26 + 0.10 uM), 9
(ICsp = 0.41 £ 0.03 uM), and 4 (IC5, = 0.45 £ 0.03 uM).
Natural products 1, 7, and 8 were not tested due to scarcity
of the samples; however, the spasmolytic property of
compound 8 was described previously.?

To establish the influence of the nature (phenolic vs
phenolic methyl ether) and location of the oxygenated
substituents along the bibenzyl core on the pharmacological
effects of 6 and 10, compounds 23—35 (Chart 2) were
synthesized and tested pharmacologically. All compounds
but 28 and 33 were obtained using the Wittig reaction, a
method widely used for the synthesis of bibenzyls.'*~'¢
Analogues 28 and 33 were synthesized by catalytic reduc-
tion of resveratrol and piceatannol, respectively.!”-'? Biben-
zyls 23, 25, 28, and 29 were synthesized as previously
described, and their spectral data were in agreement with
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Chart 2. Synthetic Analogues of Gigantol (6) and Batatasin III (10)

CHO P*(C¢Hy)sBr

Rl

R, Ry Ry
11 Ry = OMe, Ry = OBz
12 Ry = OBz, R; = OMe
13R,, R;= 0Bz
14 Ry, R; = OMe
15 Rl. Rz =H
16 Rj=0Me, Ry=H
17R; =0B¢, Ry =H
18R, =H,R;= 0Bz

19 Ry = OMe, Ry = OBz
20R,, Ry=0Bz
21 R;, Ry= OMe

Table 2. Inhibition of the Spontaneous Contraction of Isolated
Guinea-Pig Ileum Induced by Gigantol (6), Batatasin III (10),
and Related Compounds?

potency relative

substance Fpax 1Csp (M) to papaverine

2 73.63 £ 1.18 0.56 £+ 0.20 7.65
6 81.30 £1.84 0.26 £0.10 16.26
10 67.50 £4.76 0.24 £0.11 17.62
23 76.40 £4.76  1.39 £ 0.52 3.05
24 8494 £ 538 0.62+0.03 6.82
25 66.55 £ 1.30 0.14 £+ 0.08 31.33
26 51.78 £ 6.06 0.70 £ 0.05 5.99
27 66.00 £ 1.30 0.58 +0.08 7.32
28 53.65 £ 6.73 0.85 £ 0.04 4.94
29 85.00£1.79 0.14 £0.04 30.85
30 58.59 £ 0.81 1.28 +0.40 3.30
31 78.50 £1.27 236 £0.77 1.78
32 75574021 096+0.12 141
33 64.10 £3.62 1.75+0.17 2.42
34 83.28 £4.09 1.49 £0.39 2.84
35 82224250 1.29 4 0.36 3.28
papaverine 91.76 £ 2.65 4.23 +0.68 1

chlorpromazine 81.80+2.30 0.18+0.12 23.50

“Values as means + SEM; n = 6; p < 0.05. Potency was
obtained by the formula ICsg (4M) papaverine/ICsg (#M) compound
assuming a value of 1.00 for papaverine. Fn.y indicates the
percentage of maximum inhibition.

those reported.'>~1 Compound 31 was newly synthesized,
but it was previously isolated as a natural product from
Dendrobium plicatile?® compounds 252! 27,22 28,25 29,2
30,%* and 33% have also been described as natural products,
while bibenzyls 26 and 32 were previously obtained using
catalytic reduction and methylation of rhapontigenin and
O-methylbatatasin III, respectively. The 'H NMR data of
26,°0 32, obtained by the Wittig reaction in the present
investigation, and 31,% as well as the complete spectral
data for compounds 34%7%% and 35,2 were in agreement
with those previously described. The data presented in
Table 2 show that all analogues are potent inhibitors of
the spontaneous contractions of the guinea-pig ileum, with
ICsy's ranging between 0.14 and 2.36 uM. However, struc-
tural differences influenced the potency of this inhibition.
Thus, methylation of one or more of the free hydroxyl
groups and the presence of additional oxygenated groups
in relation to the lead compounds decreased the smooth
muscle relaxant activity. Compounds 29, possessing a free
hydroxyl group at C-4, and 25, in which the location of the
hydroxyl and methoxyl groups in ring B is the opposite of

22
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R;
PG )
® )
R;
R

23Ry, Ry, Ry = OMe, R;=OH

24 Ry, Ry, Ry, Re = OMe

25R,, Ry = 0OH; Ry, Ry = OMe

26 R; = OMe; Ry, Ry, Ry=0OH

27 Ry, Ry, Ry = OMe; Ry= OH

28 R,, Ry, Ry, Ry= OH

29 RI =H; R}. R3= OH, R_| = 0OMe
30 R, Ry=0OMe; R;=H; R;=0H
31 Ry, Ry, Re=0H; R=H

32 R|, R], R.| % OMC; R} =H

33 R, =H; Ra, Ry, Ra= OH

34R), R:=H; Rs, Ry=OH
35R;=0H; Ra=0OMe; Ry, Ry =H

gigantol (6), were the most potent. Furthermore, the
absence of oxygenated substituents in one of the aromatic
rings of the stilbenoid moiety, as in the case of compounds
34 and 35, induced the highest decrease in activity. Hence,
it could be inferred that the presence of oxygenated
substituents in both aromatic rings is essential for activity
within this compound class.

In our initial studies regarding the mode of action of
compounds 6 and 10 it was demonstrated that their smooth
muscle relaxant effect was blocked by L-NAME when tested
at their ICgo's.? It was also demonstrated, using a radio-
immunoassay procedure, that compound 6 increased cGMP
content in rat ileal rings. Compound 6-induced elevation
of cGMP has been reported to be inhibited by L-NAME and
0DQ, suggesting that its spasmolytic effect was mediated
by the NO/cGMP system.? However, on that occasion, the
influences of ODQ and different concentrations of L-NAME
on the spasmolytic effect of both compounds were not
assessed. The results shown in Figure 2 indicated that in
the presence of ODQ (100 «M) and L-NAME (500 uM) the
concentration—response curves of both compounds were
shifted to the right (Figure 3), thus confirming indeed that
they modify the nitrergic system.

To provide more information on the mode of action of
bibenzyls 6 and 10, their effect on the regulatory protein
calmodulin (CaM) was investigated. CaM is a major Ca?*-
binding protein implicated in a variety of cell functions
through the regulation of CaM-dependent enzymes, such
as cAMP phosphodiesterases (PDEs), protein phosphatase,
NOS, phosphorylase kinase, kinase I and II, among oth-
ers.3%3! Accordingly, CaM influences a number of important
biological events, and such agents that inhibit its activity
should have profound pharmacological effects. Indeed,
certain antipsychotic drugs, smooth muscle relaxants,30:32
a-adrenergic blocking agents, cytoprotective compounds,
and neuropeptides inhibit CaM.30=32 To study the effect of
the bibenzyls on CaM, a sodium dodecyl sulfate-polyacry-
lamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis® was first
carried out. The results showed that both natural products
retarded the mobility of bovine-brain CaM in the presence
of Ca?', suggesting that they are CaM inhibitors. The
synthetic analogues 23—35 provoked the same electro-
phoretic effect, and, as an example, Figure 4 illustrates the
electrophoretogram showing the activity of compounds 6,
10, 25, 29, and 34. Thereafter, to demonstrate if the
binding of the bibenzyls with CaM affected its enzyme
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Figure 3. Concentration—response curves showing the relaxant
effects of compounds 6 and 10 on the isolated guinea-pig ileum in the
presence of ODQ (100 uM) and 1.-NAME (500 uM). Values are expressed
as the percentages of Inhibition of contractile responses calculated as
the mean from six data &= SEM, p < 0.05.

o

Figure 4. SDS-PAGE of bovine-brain CaM after treatment with
compounds 1, 5, 6, 10, 25, 29, 34, and 35. Electrophoresis of 2 ug
samples of bovine-brain CaM in the presence of 1 mM CaCl;. Pre-
treatment of the CaM samples: 1.5 h at 30 °C in the presence of CaCl,
(A); chlorpromazine in DMSO (B); 1 (C): 5 (D); 6 (E); 10 (F); 25 (G); 29
(H): 34 (I); and CaM in DMSO (J). In all cases, 0.33 ug of the tested
compounds in DMSO was applied.

regulatory properties in vitro, their effect on the activity
of CaM-dependent PDE was investigated. CaM-sensitive
PDE catalyzes the hydrolysis of cyclic nucleotides to
nucleotide monophosphates. Since CaM-sensitive PDE is
widely used as a tool to discover CaM inhibitors, and in
general to demonstrate the activity of CaM in biochemical
studies, we assessed the effect of 6, 10, the analogues 25,
29, and 34, and 35 on this enzyme using the method of
Sharma and Wang,* with the modifications reported by

Hernandez-Romero et al.

Table 3. Effect of Selected Stilbenoids on CaM-Dependent
PDE in the Presence of 0.2 ug of Bovine-Brain CaM

compound ICs0, uM
chlorpromazine? 10.3
1 3.2
5 10.9
6 7.0
10 13.3
25 9.0
29 10.1
34 36.6
35 21.2

# Positive control.

Leung and co-workers.? The PDE reaction was coupled to
the 5-nucleotidase reaction, and the amount of inorganic
phosphate released represented the activity of the PDE;
the phosphate produced in the assay was measured by the
method of Sumner.3® Bovine-brain CaM was used as
activator of the enzyme. The results summarized in Table
3 indicated that the compounds tested inhibited the activa-
tion of PDE in the presence of CaM with ICsp values
ranging between 3.2 and 36.6 uM. The effect was higher
than or comparable to that of chlorpromazine (ICso = 10.3
1M), a well-known CaM inhibitor.30-32 Therefore the biben-
zyls tested are CaM inhibitors. Furthermore, when the
smooth muscle relaxant effect of compounds 6 and 10 was
determined in the presence of chlorpromazine (0.1 «M),
their concentration—response curves (Figure 5) were sig-
nificantly shifted to the left. These results are consistent
with chlorpromazine and bibenzyls 6 and 10 being agonists.
Since CaM regulates NOS activity in the myenteric plexus,
it is highly probable that the nitrergic and the CaM-smooth
muscle relaxant effects demonstrated in this investigation
are related. Further work is in progress to confirm this
hypothesis.

Compounds 1 and 5 were also evaluated as potential
CaM inhibitors. The natural products not only modified the
electrophoretic mobility of bovine-brain CaM (Figure 4) but
also inhibited the activity of CaM-dependent PDE with ICsg
values of 3.2 and 10.9 uM, respectively. In the case of
compound 5 this effect could be also involved in its
spasmolytic effect.

To our knowledge the carbocyclic skeleton of nidemone
(1) is new for a naturally occurring product. However, the
4’-ox0-3’-hydro derivative spiro[cyclopentane-1,2"(1"H)-
naphthalene], which possesses a similar structural core,
has been obtained through the condensation of tetralone
with 1,4-dibromobutane.?” The coexistence of spiro-type
natural products with bibenzyls and phenanthrenes has
been previously described in Cannabis sativa L., although,
the spiro-compounds found in Cannabis possess an inverse
arrangement of the five- and six-membered rings,* as the
structure of cannabispiradienone (36) shows in Chart 3. It
has been proposed that the C. sativa spirans originate by
a direct oxidative phenol coupling (p-o fashion) of an
appropriate bibenzyl.*® In the case of compound 1 such a
mechanism is not possible. However, it can be envisaged
that nidemone (1) arises by an oxidative contraction of an
aromatic ring of a suitable dihydrophenanthrene. This
proposal is supported by the fact that one of the several
routes to generate cyclopentane rings from aromatic com-
pounds can be rationalized as an oxidative biological
Bayer—Villiger type of reaction. The overall results seem
to indicate that the orchid bibenzyls exert their spasmolytic
action by inhibiting CaM-mediated processes and/or by a
nitrergic mechanism. Whether both effects are related
remains to be determined. For maximum spasmolytic



Stilbenoids from Nidema boothii

10094 6+ Chlarpromazine

KA

¢ Chlorpromazine
.

% of inhibition
1] . |
2 = 2
(-
o

log concentration (pM)

1007 10 + Chlorpromazine

¢ Chlorpromazine

75+

% of inhibition
& 8
i . o
=
1 o

32 a0 1 2
log concentration (M)

Figure 5. Concentration—response curves showing the relaxant
effects of compounds 6 and 10 on the isolated guinea-pig {leum in the
presence of chlorpromazine (0.1 uM). Values are expressed as the
percentages of inhibition of contractile responses calculated as the
mean from six data + SEM, p < 0.05.

Chart 3. Structure of Cannabispiradienone (36)
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activity, the bibenzyls should have oxygenated substituents
on both aromatic rings; methylation of free hydroxyl groups
as well as the increment of oxygenated groups in relation
to compounds 6 and 10 decreases the resultant smooth
muscle relaxant activity.

Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting points were
determined on a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected.
Optical rotations were taken on a Perkin-Elmer 241 polarim-
eter. UV spectra were obtained on a Lambda IT UV spectrom-
eter in MeOH solution, IR spectra were obtained using KBr
disks on a Perkin-Elmer T 1605 spectrophotometer. The CD
spectrum of nidemone (1) was recorded on a JASCO 720
spectropolarimeter at 25 °C in MeOH solution. NMR spectra
including COSY spectra, NOESY, HMBC, and HMQC experi-
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ments were recorded in CDCl; on a Varian Unity Plus 500
spectrometer either at 500 (‘H) or 125 ('*C) MHz, using
tetramethylsilane (TMS) as an internal standard. Electron-
impact mass spectra were registered on a JEOL SX 102 mass
spectrometer. Open column chromatography was carried out
on silica gel 60 (70—230 mesh, Merck). Analytical and pre-
parative TLC were performed on precoated silica gel 60 F254
plates (Merck). HPLC was carried out with a Waters HPLC
instrument equipped with Waters 996 UV photodiode array
detector (900) set at 209—214 nm, using a uPorasil column
(19 mm i.d. x 300 mm) at a flow rate of 8.3 mL/min. Control
of the equipment, data acquisition, processing, and manage-
ment of chromatographic information were performed by the
Millennium 2000 software program (Waters). In all cases
purification was achieved using hexane—CHCl3—/PrOH—
MeOH (75:23:1:1) as mobile phase.

Plant Material. The whole plant was collected in Catemaco,
State of Veracruz, Mexico, in October 1996. An authenticated
voucher specimen (G. Carmona-Diaz-96-2) is preserved at the
Instituto de Ecologia Herbarium (XAL), Xalapa, Veracruz.

Extraction and Isolation. The air-dried plant material
(2 kg) was ground into a powder and extracted exhaustively
by maceration at room temperature with a mixture of MeOH—
CHCl; (1:1). After filtration, the extract was concentrated in
vacuo to yield 174 g of a brown residue. The extract was
subjected to column chromatography over silica gel (1 kg) and
eluted with a gradient of hexane—EtOAc (10:0 — 0:10) and
EtOAc—MeOH (10:0 — 5:5). Three hundred fractions (1 L each)
were collected and combined to produce 11 pooled fractions
(F-I to F-XI) based on their TLC profiles. According to the
pharmacological testing, F-V was the only fraction that
inhibited (99%) the spontaneous contraction of the guinea-pig
ileum when tested at the ICs of the original extract.

Active fraction F-V (6.0 g, eluted with hexane—EtOAc 8:2)
was chromatographed on a silica gel column (80 g) using a
gradient of hexane—EtOAc (10:0 — 0:10) to yield eight second-
ary fractions (FV-1 to FV-8). The most active fraction was FV-8
(600 mg) (100% of inhibition of the spontaneous ileurn contrac-
tion) eluted with hexane—EtOAc (8:2). HPLC purification
(hexane—CHCl;—i-PrOH—MeOH, 75:23:1:1) of active fraction
FV-8 afforded nidemone (1, 4 mg, & 14.2 min); aloifol IT7 (2,
22 mg, 18 min); 1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-
2,6-diol (3, 25 mg, tr 19 min); 1.5,7-trimethoxyphenanthrene-
2,6-diol? (4, 8 mg, tr 23 min); ephemeranthoquinone? (5, 5.7
mg, tr 26 min); gigantol? (6, 32 mg, tz 30 min); ephemeranthol
B? (7, 4 mg, tk 32 min); 2,4-dimethoxyphenanthrene-3,7-diol®
(8, 3 mg, tr 35 min); lusianthridin® (9, 55 mg, & 50 min); and
batatasin IIT'® (10, 19 mg, tr 62 min). From inactive fraction
IIT crystallized the known triterpenoid nidemin, identical ta
a standard sample.' Finally, from inactive fraction X sponta-
neously crystallized a yellow powder characterized (IR, NMR,
MS) as vitexin.?

Nidemone (1): vitreous solid; [a]p —114° (¢ 1.6, MeOH);
CD (MeOH) Ae (nm) —1.96 x 108 (221), =6 x 105 (246), 9.3 x
105 (265), —1 x 10° (290), —6 x 10° (326); UV (MeOH) Ama
(log €) 343 (3.54), 296 (3.10), 226 (4.30); IR (KBr) vmax 1692,
1626, 1596, 1452, 1420, 1358, 1158, 992 cm™'; 'H and "*C NMR
(see Table 1); EIMS m/z 258 [M*(78)], 241 (12), 229 (10), 226
(15), 215 (30), 186 (100), 173 (13), 134 (14); HREIMS mi/z
258.2694 (caled for CysH,404, 258.2693).

3,5,7-Trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-diol (3):
glassy solid; UV (MeOH) Amax (log €) 265 (3.42), 279 (3.30), 300
(2.44); IR (KBr) vima 3407, 2928, 1614, 1580, 1503, 1480, 1458,
1363, 1213, 1104, 1047, 995 cm™'; 'TH NMR (CDCl3) 6 9.00 (1H,
s, D20 exchange, —OH), 8.00 (1H, s, D;0 exchange, —OH), 7.98
(1H, d, J= 8.7 Hz, H-4), 6.88 (1H, d, J= 8.7 Hz, H-3), 6.59 (s,
H-8), 3.92 (3H, s, CH30-7), 3.81 (3H, s, CH;0-1), 3.70 (3H, s,
CH30-5), 2.80 (2H, m, H-9), 2.69 (2H. m, H-10); *C NMR
(CDCl3) 6 147.3 (C-1), 145.8 (C-7), 144.8 (C-5), 143.6 (C-2),
137.6 (C-9a), 130.0 (C-4a), 129.0 (C-10a), 125.8 (C-6), 123.9
(C-4),117.9 (C-4b) 113.1 (C-3), 106.8 (C-8), 29.4 (C-9), 22.5 (C-
10); EIMS m/z 302 [M*(100)], 287 (15), 255 (23). 244 (5);
HREIMS m/z 302.3217 (caled for C7H 105, 302.3218).
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Synthetic Intermediates. Resveratrol, piceatannol, 3,4-
dimethoxylbenzaldehyde (14), benzaldehyde (15), and m-
anisaldehyde (16) were purchased from Sigma (St. Louis, MO).
4-Benzyloxy-3-methoxybenzaldehyde (11), 3-benzyloxy-4-meth-
oxyhenzaldehyde (12), 3.4-dibenzyloxylbenzaldehyde (13), 3-ben-
zyloxybenzaldehyde (17), 4-benzyloxybenzaldehyde (18), 3-ben-
zyloxy-5-methoxybenzyltriphenylphosphonium bromide (19),
3.5-dibenzyloxybenzyltriphenyl-phosphonium bromide (20),
3.5-dimethoxybenzyltriphenyl-phosphonium bromide (21), and
benzyltriphenylphosphonium chloride (22) were prepared as
previously described.'s~'7

Bibenzyls 23-25, 28, 29, and 33. 4-Hydroxy-3,3'.5-tri-
methoxybibenzyl (23), 3,3",4",5-tetramethoxybibenzyl (24), 3,3"-
dihydroxy-4',5-dimethoxybibenzyl (25), 3,4-dihydroxy-5-meth-
oxybibenzyl (29), 3,3",4,5-tetrahydroxybibenzyl (28), and 3,4".5-
trihydroxybibenzyl (33) were prepared as previously de-
scribed.'*~1 Tn all cases, the spectroscopic properties of the
synthetic materials were identical to those described in the
literature.'5-19

4-Methoxy-3,3,5-trihydroxybibenzyl (26). Compound 20
(1 g, 2 umol) was dissolved in dry tetrahydrofuran (15 mL)
under a N atmosphere; NaH (0.0814 g, 2 umol) and 11 (0.591
g. 1.86 umol) were added to the mixture, which was stirred
during 3 h. After this period of time, water was added and
the product extracted with EtOAc. The extract was washed
with brine and water, dried, and evaporated to give an oil (1.4
g), which was purified by open column chromatography [silica
gel (30 p), hexane—EtOAc (98:2)] to give a mixture (not
purified) of Z- and E-stilbenes (0.54 g, 55%). The mixture was
directly hydrogenated at 45 1b/in.? (30 °C) in EtOAc (25 mL)
over 10% palladium on carbon for 3 h. Then the catalyst was
filtered off and the filtrate evaporated. The final product was
purified by HPLC [CHCly—MeOH—-/i-PrOH (98:1:1)] to yield
26 as a viscous solid (0.22 g, 27%): IR (KBr) vmax 3350, 1600,
1590, 1450, 1320, 1295, 965 cm™!; '"H NMR (C3Dg0) 6 8.10 (2H,
s, D0 exchange, —OH), 7.40 (1H, s, D20 exchange, —OH), 6.81
(IH, d, J= 8.1 Hz, H-5). 6.72 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-2), 6.63
(IH. dd, J= 8.1, 2.1 Hz, H-6"), 6.22 (2H, d J = 2.4, Hz, H-2
and H-6), 6.18 (1H. dd, J= 2.4, Hz, H-4), 3.78 (3H, s, OCHa),
2.71 (AH. m, H-7 and H-7); C NMR (C3D¢0) 6 159.2 (C-3,
C-5), 147.2 (C-47), 146.5 (C-3"), 145.1 (C-1), 135.8 (C-17), 120.0
(C-67, 116.1 (C-27). 112.4 (C-5", 107.7 (C-2, C-6), 101.2 (C-4),
56.7 (~CH30), 38.7 (C-7), 37.6 (C-7); EIMS m/z 260 [M*(100)].

3-Hydroxy-3',4',5-trimethoxybibenzyl (27). Condensa-
tion of Wittig salt 19 (0.6 g, 1.2 zmol), aldehyde 14 (0.170 g, 1
wmol), and NaH (1.2 umol) gave, after chromatographic workup
[open silica gel column, hexane—EtOAc (98:2)], the corre-
sponding Z-and E-stilbene mixture (0.239 g, 52%), which upon
hydrogenation and purification as described for compound 26
yielded 27 as a viscous solid (0.12 g, 39%). The spectral data
were consistent with those found in the literature."

3’-0-Methylbatatasin III (30). Phosphonium salt 19 (0.650
g 1.3 umol), 16 (0.150 g, 1 umol), and NaH (0.053 g, 1 umol)
were condensed to yield the mixture of stilbenes (75% yield,
0.285 g). which was similarly hydrogenated and purified to
afford 30 (0.117 g, 41%) as a vitreous solid. The spectral
properties were consistent with those of the natural product
isolated from Coelogyne ovalis.®

3,3'.5-Trihydroxybibenzyl (31). Wittig reaction using 12
(1.16 g, 2 ymol), 17 (0.336 g, 1.6 umol), and NaH (0.063 g, 1.6
wmol) as described for 26 gave compound 31 as a white powder
(0.124 g, 34%): mp 155 °C; IR (KBr) vmae 3350, 1600, 1590,
1450, 1320, 1295, 965 cm™'; 'H NMR (DMSO-dj) 6 9.22 (1H,
s, D,0 exchange, —OH), 9.04 (2H, s, D;0 exchange, —OH), 7.04
(1H, dd. J= 7.8, 7.8 Hz, H-5), 6.64—6.55 (3H, m, H-2’, H-4",
H-6%, 6.07 (dd, J= 1.5, 1.5 Hz, H-2, H-6), 6.0 (1H, dd, J= 1.5
Hz, H-4), 2.63 (4H, m, H-7, H-79; *C NMR (DMSO-d;) 6 157.9
(C-5, C-3), 157.0 (C-3). 143.3 (C-1), 142.9 (C-1"), 128.9 (C-5,
118.8 (C-67, 115.0 (C-29, 112.6 (C-47), 106.21 (C-2, C-6), 100.0
(C-4), 37.0 (C-7), 36.8 (C-7"): EIMS m/z 230 [M*(100)}. 212 (10),
123 (80), 107 (83), 77 (20).

3,3",5-Trimethoxybibenzyl (32). Wittig reaction using 21
(1 g, 2.4 gmol), 16 (0.329 g, 2.4 umol), and NaH (0.057 g, 2.4
umol) and applying the same general strategy as for 26 gave
bibenzyl 32 (0.397 g, 60.9%): IR (KBr) vmax 1600, 1594, 1454,
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1204, 1150, 1067, 831 cm™"; '"H NMR (CDCl3) 6 7.2 (1H, dd,
J=8.4, 7.8, Hz, H-5"), 6.79 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-6"), 6.76—
6.73 (2H, m, H-2’, H-4"), 6.35 (2H, d, J= 2.4 Hz, H-2, H-6),
6.31 (1H. dd, J= 2.4, 2.4 Hz, H-4), 3.76 (3H, s, OMe-3), 3.74
(6H, s, OMe-3, OMe-5), 2.8 (4H, m, H-7, H-7); "C NMR
(CDCly) 6 160.6 (C-5, C-3), 159.5 (C-3), 144.0 (C-1), 143.2
(C-17, 129.2 (C-47, 120.7 (C-59, 114.1 (C-2), 111.2 (C-3"), 106.4
(C-2,C-6), 97.9 (C-4), 55.2 (OMe-3, OMe-5), 55.1 (OMe-3'), 38.2
(C-7). 37.8 (C-7"): EIMS m/z 272 [M*(100)].

3,5-Dihydroxybibenzyl (34). Compounds 20 (0.64 g, 0.011
umol) and 15 (0.05 g, 0.09 umol) were condensed in the
presence of NaH (0.026 g, 0.011 umol) to yield a mixture of
the corresponding Z- and E-stilbene (3.29 g, 65%), which upon
catalytic hydrogenation as described for 26 gave 34 (0.05 g,
41%). The spectral data of 34 were consistent with those
reported in the literature.?’

3-Hydroxy-4-methoxybibenzyl (35). Wittig reaction us-
ing as starting materials 22 (0.230 mg, 0.65 xmol), 12 (0.329
g. 2.4 umol), and NaH (0.0156 g, 0.65) and applying the same
general strategy as for 26 gave compound 35 (0.067 g, 58%).

Pharmacological Testing. The pharmacological tests
employing the guinea-pig ileum model were performed using
two different types of experiments, as previously described.*%
In the first one, the crude extract, primary fractions, and
natural and synthetic compounds were evaluated for their
ability to relax spontaneous ileal contractions. In the second,
the effect of 6 and 10 on the contractions of the ileum in the
presence of L-NAME (500 xM), ODQ (100 M), and chlorpro-
mazine (100 M) was investigated. Male guinea-pigs (600—
800 g) were used. The animals were sacrificed by cervical
dislocation. The ileum was dissected and placed in Krebs-
Henseleit (KH) solution, pH 7.4, with the following composition
(in mM): NaCl 119, KCI 4.6, KHzPO; 1.2, MgS0;, 1.2, CaCl;
1.5, NaHCOj3 20, and glucose 11.4. Strips (1 ¢cm long) were
dissected and mounted in organ baths containing KH solution
gassed with a mixture of 5% CO; and 95% O; and continuously
recorded for isometric tension with a Grass 7D polygraph, as
previously described.®® After a stabilization time of 30 min, a
10 min control period was recorded. The test substances
(extract, chromatographic fractions, and compounds), dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO), were added to the bath in a
volume of 50 uL at different concentrations (one concentration
was used per ileum segment). All the responses were recorded
for a 10 min period. The effects of the plant crude extract,
fractions, pure compounds, and positive controls were deter-
mined by comparing the areas under the curve (AUC) inscribed
by the frequency and the amplitude of the test materials. Areas
were calculated from the polygraph tracings, using an analog-
digital tablet (CPLAB-10) and specially designed software. All
the results are expressed as the mean of six experiments +
SEM. Concentration—response curves for the extract and pure
compounds were plotted and the experimental data adjusted
by the nonlinear curve-fitting program (PRISMA). The sta-
tistical significance (p < 0.05) of differences between means
was assessed by an analysis of variance (ANOVA) followed by
a Dunnet's test.10

Interaction of Compounds with Bovine-Brain CaM.
The interaction of the stilbenoids (natural and synthetics) with
bovine-brain CaM (Sigma) was performed using a denaturing
homogeneous electrophoresis (SDS-PAGE) procedure. The
experiment was carried out according to a previously described
procedure® using a 15% polyacrylamide gel. The interaction
of the compounds with CaM was evaluated by observing the
difference in electrophoretic mobility in the presence of Ca®*.
Each electrophoretic run was done in triplicate, and chlorpro-
mazine was used as positive control. The experimental condi-
tions are described in the legend of Figure 3.

PDE Assay. A PDE assay in the presence of bovine-brain
CaM was performed using a modification of the method
described by Sharma and Wang.?' Bovine-brain CaM (0.2 ug)
was incubated with 0.015 units of CaM-deficient-CaM-depend-
ent PDE from bovine brain (Sigma) for 3 min in 800 uL of
assay solution containing 0.3 units of 5"-nucleotidase (from
Crotalus atrox venom, Sigma), 45 mM Tris-HCI, 5.6 mM Mg-
(CH3COOQ)z, 45 mM imidazole, and 2.5 mM CaClz, pH 7.0. The
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test compounds were then added to the assay medium at 10,
20, 40, 60, 80, and 100 M in DMSO, and the samples were
incubated for 30 min. Then, 100 L of 10.8 mM cAMP, pH
7.0, was added to start the assay. After 30 min, the assay was
stopped by the addition of 100 xL of 55% trichloroacetic acid
solution. All of the above steps were carried out at 30 °C. The
PDE reaction was coupled to the 5-nucleotidase reaction, and
the amount of inorganic phosphate released represented the
activity of the PDE. The phosphate produced in the assay was
measured by the method of Sumner.3® The wavelength used
for the phosphate assay was 660 nm using a CINTRA 5
spectrophotometer. Chlorpromazine was used as a positive
control (ICsp = 10.2 uM). The results are expressed as ICsp
values that were determined from the analysis of the concen-
tration-effect (inhibition of the enzyme activity) curves, where
each point is the mean (+SEM) of at least three experiments.
The concentration—response graphics were analyzed using a
curve-fitting program (Microcal Origin 6.0, Professional Soft-
ware).

Molecular Modeling Calculations. Geometry optimiza-
tions and conformational search were carried out using the
MMFF94 force-field calculations as implemented in the Spar-
tan'02 molecular modeling software from Wavefunction, Inc.

(Irvine, CA).

Acknowledgment. This work was supported by a grant
of DGAPA-UNAM and CONACyT. We wish to thank Marisela
Gutiérrez for the IR and UV spectra, and Georgina Duarte
and Oscar Yanez for recording the MS and NMR spectra,
respectively. The technical assistance of Isabel Rivero-Cruz
and Laura Acevedo is also acknowledged. We are grateful to
Dr. Carlos Cerda-Garcia-Rojas for valuable suggestions. Y.H.-
R. acknowledges fellowships from Sistema Nacional de Inves-
tigadores (SEP-CONACyT) and Direccion General Intercambio
Académico (DGEP-UNAM) to carry out graduate studies.

References and Notes

(1) Estrada, S.; Acevedo, L.: Rodriguez, M., Toscano, R. A.; Mata, R. Nat.
Prod. Lett, 2002, 16, 81—86.

(2) LEstrada, S.; Rojas, A.; Mathison, Y.; Israel, A.; Mata, R. Planta Med.
1999, 65, 109—114, and references therein.

(3 Es%ada. 5.; Toscano, R. A.; Mata, R. J. Nat. Prod, 1999, 62, 1175-
1178.

(4) Tezuka, Y.; Hirano, H,; Kikuchi, T.; Xu, G. J. Chem. Pharm. Bull.

1991, 39, 593-598.

(5) Jujena, R. K,; Sharma, S. C.; Tandon, J. S. Phytochemistry 1987, 26,
1123-1126.
(6) Tuchinda, P.; Udchachon, J.; Khumtaveeporn, K.; Taylor, W. C.;

Engelhardt, L. M.; White, A. H. Phytochemistry 1988, 27, 3267—-3271,
(7) Min, Z.-D.; Tanaka, T.; linuma, M.; Mizuno, M. /. Mat. Prod. 1987,

50, 1189.

Journal of Natural Products, 2004, Vol. 67, No. 2 167

(8) Majumder, P. L.; Lahiri, S. Phytochemistry 1990, 29, 621-624.
(9) Wollenweber, E.; Dietz, V. H. Phytochemistry 1981, 20, 869-932.

(10) Furness, M. S.; Robinson, T. P.; Goldsmith, I.; Bowen, J. P. Tetra-
hedron Lett. 1999, 40, 459—-462.

(11) Demir, A. S.; Sesenoglu, O. Tetrahedron Asymm. 2002, 13, 667—-670.

(12) Lightner D. A.; Gurst J. E. Organic Conformational Analysis and
Stereochemistry from Circular Dichroism Spectroscopy, Wiley-VCH:
New York, 2000; pp 337-393.

(13) Snatzke, G. Tetrahedron 1965, 21, 421-438.

(14) Gorham, J. The Biochemistry of the Stilbenoids; Chapman & Hall:
London, 1995; pp 128—133.

(15) Crombie, L.; Jamieson, 5. V. J. Chem. Soc.. Perkin Trans. | 1982,
1467—1475.

(16) Hashimato, T.; Hasegawa, K. Phytochemistry 1974, 13, 2849-2852.

(17) Reimann, E. Chem. Ber. 1969, 102, 2881—2888.

(18) Senyavina, L. B.; Sheichenko, V. I.; Sheinker, Y. N.; Dombrovskii,
A. V. Shevchuk, M. I; Barsukov, L. I.; Bergelson, L. D. Z. Obshchei
Khim. 1967, 37, 499-506.

(19) Mannila, E.; Talvitie, A.; Kolehmainen, E. Phytochemistry 1993, 33,
813-816.

(20) Honda, Ch.; Yamaki, M. Nat. Med. 2001, 55, 68—70.

(21) Crombie, L.; Jamieson, S. V. J. Chemn. Soc., Perkin Trans. 1 1982,
1455—1466.

(22) Yasuhiro, T.; Hiroyukl, H.; Tohru, K.: Guojun, X. Chem. Pharm, Bull.
1991, 39, 593-598.

(23) Yishihiko, I; Masafumi, O.; Hiroshi, T.; Kimiye, B.; Mitsugi, K.; Hideo,
N. Chem. Pharm. Bull. 1991, 39, 3353-3354.

(24) Sachdev, K.; Kulshreshtha, D. K. Phytochemistry 1986, 25, 499-502.

(25) El-Feraly, F. 5. J. Nat. Prod. 1984, 47, 89-92.

(26) Matsuda, H.; Morikawa, T.: Toguchida, I.; Park, J.-Y.; Harima, S,;
Yoshikawa, M. Bicorg. Med. Chem. 2001, 9, 41-50.

(27) Asakawa, Y.; Kondo, K.; Tori, M.; Hashimoto, T.; Ogawa, S. Phy-
tochemistry 1991, 30, 1, 219-234.

(28) Takasugi, M.: Kawashima, S.; Monde, K.; Katsui, N.; Masamune, T.;
Shirata, A. Phytochemistry 1987, 26, 37-376.

(29) Scheline, R. R. Experientia 1974, 30, 880—B881.

(30) Owadi J. In Progress in Drug Research; Jucker, E., Ed.; Birkhauser
Verlag: Basel, 1989; Vol. 33, pp 353-395.

(31) Hook, S.; Means, A. R. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2001, 41,471
505.

(32) Cantabrana, B.; Vallina, J. R. P.; Menendes, L.; Hidalgo, A. Life Sci.
1995, 57, 1333—-1341.

(33) Macias, M.; Ulloa, M.; Gambea, A.; Mata, R. J. Nat. Prod. 2000, 63,
757-758.

(34) Sharma, R. K.; Wang, J. H. In Advances in Cyclic Nucleotide Researcly,
Greengard, P., Robinson G. A., Eds.; Raven Press: New York, 1979;
Vol. 10, pp 187-198.

(35) Leung, P. C.; Taylor, W. A; Wang, J. H.; Tripton, C. L. J. Biol. Chem.
1984, 259, 2742—-2747.

(36) Sumner, J. B. Science 1944, 100, 413-415.

(37) Ranu, B. C.; Jana, U. J. Org. Chem. 1999, 64, 6380—6386.

(38) Crombie, L.; Crombie, M. L. J. Chem Soc., Perkin Trans. 1 1982,
1455—1466.

(39) Rojas, A.; Cruz, S.; Rauch, V.; Bye, R.; Linares, E.; Mata, R.
Phytomedicine 1995, 2, 51-55.

(40) Bailey, N. T. J. Statistical Methods in Biology. Cambridge University
Press: Cambridge, UK, 1995; pp 234-236.

NP030303H



APENDICE I1I

EVALUACION DEL EFECTO FITOTOXICO DE LOS PRODUCTOS
NATURALES GIGANTOL (2), BATATASINA III (14) Y DE LOS ANALOGOS
SINTETICOS 145, 146, 151-155.
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Evaluacion del efecto fitotoxico de los productos naturales y de los andlogos sintéticos.

Una de las conclusiones importantes de la presente disertacidon doctoral fue que los
bibencilos podrian ejercer su efecto espasmolitico a través de la proteina reguladora CaM,
ya que estos productos retardaron la movilidad electrofrorética de la CaM de cerebro de
bovino y modificaron in vitro las propiedades reguladoras enzimaticas de la proteina PDE
(inhibiendo su activacion).

Como se mencioné anteriormente (seccion 4.8), la CaM es una proteina eucariotica
ubicua, que carece de actividad enzimética propia, sin embargo su participacion es
importante en la transduccion de sefiales reguladas por Ca** a nivel celular (Hook y Means,
2001).

La CaM juega un papel muy importante en la transduccién de sefiales en plantas
durante los procesos de germinacién y crecimiento vegetal (Zhang L. y Lu, Y.-T., 2003), al
modular la actividad de varias enzimas importantes tales como la NAD-cinasa, la glutamato
descarboxilasa y la Ca**-ATPasa; por lo que la CaM y/o las enzimas que ésta modula
podrian ser blancos de accién importantes in vivo para muchas fitotoxinas (Lee et al,,
2000). En base a estas consideraciones y con la finalidad de explorar el potencial herbicida
de los compuestos estilbenoides, se determind el efecto fitotdxico de los productos
naturales gigantol (2) y batatasina III (14), y los andlogos sintéticos (145, 146, 151-155), de
acuerdo a la metodologia descrita por Tanaka y colaboradores (1993), mediante la
evaluacion de sus efectos sobre el crecimiento e integridad celular de la arvense acuatica
Lemna pausicosta. De esta manera en diversas colonias de Lemna se evalu6 la pérdida de
electrolitos al medio de cultivo y la inhibicion del crecimiento durante 72 h de exposicion a
diferentes diluciones (de 32 a 1000 uM) de los compuestos estilbenoides. En la Tabla 1 se

indican las Clsg de los compuestos.
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Tabla 1. Fitotoxicidad in vitro de los productos naturales gigantol (2) y batatasina III (14),,
y de los analogos sintéticos (145, 146, 151-155) sobre cultivos* de Lemna

pausicostata a las 72 h.

R4

-

Ry
Ry
Clso (nM)
e 1w n n D
2 OCHj; H OH OCH; OH 166 180
14 OCH; H OH OH H 145 159
145 OCH; H OCH; OCH; OH 116 89.9
146 OCHj; H OCH; OCH; OCH; 148 117
151 OCHj H OH H OH 144 169
152 OCH;4 H OH OCH; H 89.9 94.7
153 H H OH OH H 725 985
154 OCH; H OCH; OCH; H >1000 >1000
155 H H OH OH OH >1000 >1000

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

Todos los compuestos causaron inhibicion del crecimiento y pérdida de electrolitos

celular de una manera dependiente de la concentracién. Los andlogos sintéticos con Ry =

CHs (2, 14, 145, 146, 151, 152 y 154) presentaron una fitotoxicidad significativa en

contraste con los compuestos donde R; = H (153 y 155), que exhibieron poca o nula

toxicicidad.
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