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INTRODUCCION

Por la importancia que tiene la calmodulina (CaM) en la regulacion de
numerosas funciones celulares, entre ellas la contraccién del musculo liso, el
hallazgo de nuevos inhibidores seria de gran utilidad para el tratamiento

farmacolégico de enfermedades gastrointestinales, asma y alergias, entre otras.

En estudios recientes, se ha comprobado que los bibencilos gigantol y
batatasina Ill asi como una serie de fenantrenos, obtenidos de los extractos
metandlicos de las orquideas Scaphyglottis livida y Nidema boothi, provocan una
disminucién significativa del tono y la amplitud de las contracciones espontaneas
del ileon de rata y de cobayo. El efecto farmacolégico de estos compuestos fue
mejor que el de la papaverina, un relajante inespecifico utilizado como control
positivo. Mediante experimentos farmacoldgicos, fue posible descartar que el
mecanismo de accidon in vitro de estos estilbenoides sea de tipo
antihistaminérgico, anticolinérgico, o una interferencia directa con el flujo de calcio
a la célula muscular. La aplicacién de un radioinmunoensayo permitié establecer
que los bibencilos incrementan los niveles del segundo mensajero monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) de manera adicional, el efecto de estos productos
disminuyd significativamente en presencia de ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo-
[4,3a]quinoxalin-1-ona) y L-NAME (éster metilico de N-nitro-L-arginina), inhibidores
de las enzimas guanililciclasa y 6xido nitrico sintasa (NOS), respectivamente. Los
resultados de estos dos conjuntos de experimentos, sugieren que los bibencilos

ejercen parcialmente su efecto relajante por un mecanismo de accién nitrérgico.*®

Un estudio de electroforesis, indicd que estos estilbenoides modifican la
movilidad electroforética de la proteina calmodulina de cerebro bovino. Este ultimo
resultado, aunque preliminar, sugiere que el gigantol y la batatasina podrian
interaccionar con la CaM y desencadenar asi su efecto relajante sobre el musculo

2

liso.© Esta afirmacién se apoya en el hecho de que la fenotiazina y otros

antagonistas de CaM relajan el musculo liso.
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Por lo antes mencionado, en este trabajo se llevo a cabo la sintesis de una
serie de andlogos del gigantol lo cual permitird continuar con los estudios de
relacion estructura quimica-actividad biolégica. Estos analogos diferian de la
molécula lider en el patron de sustitucion de los anillos aromaticos, los bibencilos
(7b-10b y 12) se sintetizaron a partir de la reaccion de Wittig seguida de una
reduccidn catalitica, ademas de la sintesis de un derivado homélogo mediante una
reaccion de transposicion bencilica, el difeniimetano (15). Adicionalmente se
encontrd6 que los compuestos 8b, 15a y 15b tienen un efecto inhibidor del
complejo CaM-PDE1, lo que indicaria que posiblemente puedan tener funcién

antiespasmédica.




ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES TEORICOS

1.1. La familia Orchidaceae

La familia Orchidaceae con mas de 15,000 especies se encuentran
agrupadas en cinco subgrupos, nueve tribus y 800 géneros,®’ por lo cual la familia
Orchidaceae es probablemente la mas abundante del reino vegetal. Sin embargo,
la mayoria de las especies se encuentran localizadas con una mayor abundancia y
diversidad en los trépicos, especialmente en las zonas montafosas entre los 1,000
y los 2,000 m de altura sobre el nivel del mar.®*°

Las orquideas se pueden clasificar en terrestres, epifitas, litofiticas o
6,10

semiacuaticas dependiendo del lugar donde se desarrollan.

De esta clasificacién se estima que el 73% de las orquideas son epifitas.
Las epifitas son plantas que crecen sobre otras plantas hospederas, por lo general
arboles pero sin tener un contacto directo con los haces vasculares de los mismos.
Por lo tanto, las epifitas no extraen agua ni nutrientes del hospedero. Aunque
algunos habitantes de la regién de Tuxtla y Veracruz las llaman errbneamente
“paréasitas”.’”

Muchas especies de orquideas son de gran importancia econémica, debido
principalmente a la belleza de sus flores, que son utilizadas con fines
ornamentales. Algunas otras contienen aceites esenciales que le confieren
propiedades arométicas, tal es el caso de la vainilla (Vainilla planifolia), se utiliza
ampliamente en la industria cosmética y de alimentos. Otras, se utilizan en las
practicas médicas tradicionales con fines curativos atribuyéndoseles diversas
propiedades medicinales, tales como analgésicas, antidiarréicas, vermifugas,
ténicas, antipiréticas, antiinflamatorias, antibacterianas y anticancerigenas.®'°

Desde el punto de vista fitoquimico, las orquideas han sido objeto de
numerosos estudios, los cuales han resultado en el aislamiento de metabolitos con
diferentes estructuras entre los que destacan alcaloides de los tipos pricrotoxano,
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pirrolizidinico y fenilalquilamina, triterpenoides de los tipos cicloartano y lostano,

flavonoides, cumarinas, compuestos aromaticos simples y estilbenoides, siendo

este ultimo grupo el mas caracteristico. Muchos de estos estilbenoides aislados de

estas orquideas han presentado importantes actividades biolégicas.® En el

siguiente cuadro se presentan algunos ejemplos.

Cuadro 1.
Orchidaceae.®®

Ejemplos de estilbenoides bioactivos

aislados de la familia

Especie

Metabolito

Propiedades

Bletilla striata

o J
O OCH,
OCH,
3'-0-metilbatatasina Ill (i)

Antibacteriano contra
Streptococcus mutans y

Staphylococcus aureus 12

Bulbophyllum vaginatum
Lusia volucris

OH
o ¢
O OCH,

Antiinflamatorio™
Antimutagénico14

Catasetum barbatum Fitotéxico®

Dendrobium nobile OCH;

Gigantol (ii)

O,

Espasmolitico, bloqueador de
Coelogyne ovalis HO Q Q OCH3
Coe/ogf/)rlre cri‘;talta canales de Ca** en ileon de
(o] OH cobayo15

Eria convallarioides
Eulophia nuda
Oncidium cebolleta

H,CO OCH,

Nudol (iv)

Antiinflamatorio, inhibidor
especifico no competitivo de las

contracciones inducidas por

. . 13
histamina.
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Cuadro 1.
Orchidaceae. (Cont.)

Ejemplos

de estilbenoides bioactivos

aislados de la familia

Especie

Metabolito

Propiedades

Dendrobium loddigessi
Dendrobium nobile

Aloifol (Moscatilina) (v)

Inhibidor de la agregacién
plaquetaria16
Antimutagénico17
Fitotéxico

Orchis militaris
Agrostophyllum callosum
Spiranthes sinensis

P
OCH,

Orcinol (vi)

Antifdngico contra el moho
Candida lipolytica
Phytophthora infestans y

e s . 18
Monilinia fructicola

Bletilla striata

OH

3,3'-dihidroxi-5-metoxi-2,6-bis-(p-
hidroxibencil) bibencilo (vii)

Antibacteriano contra
Bacillus subtilis, B. cereus,

Nocardia gardneri y

Staphylococcus aureus 19

Spiranthes sinensis

\
HOCH3
HO

Espirantol-A (viii)

Antibacteriano contra Bacillus
subtilis, B. cereus, N. gardneri y
S. aureus
Antifungico contra Candida
albicans y Trichophyton

mentagrophytes 20

Loroglossum hircinum

eSe
OCH, OH

Hircinol (ix)

Antifungico contra
Aspergillus niger 18
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Cuadro 1. Ejemplos de estilbenoides bioactivos aislados de la familia
Orchidaceae. (Cont.)

Especie Metabolito Propiedades

H;CO
.o s 21
Maxillaria densa * Actividad fototdxica

H,CO OCH,

Gimnopusina (x)

Antitumoral en ratén,
. o agente citotdxico in vitro (A-549,
Dendrobium plicatile HO OCH;3 SK-DV-3 y HL-60
Lusia indivisa

) ] leucemia humana)®
Bletilla striata

Fitotéxico

Lusiantridina (xi)

O O OCH, Antifingico contra

Phytophthora infestans 18

Loroglossum hircinum
OH OCH;

Loroglosol (xii)

o

E 98
Dendrobium nobile Antitumural®

H,CO OHO

Denbinobina (xiii)

1.2. Antecedentes de Scaphyglottis livida

Scaphyglottis livida (S. livida) es una planta erecta, con un tallo de dos a
tres veces ramificado, sus ramas poseen un pseudobulbo fusiforme, delgado,
costado de hasta 10 cm de largo y 8 mm de diametro y dos hojas. Las hojas son
angostas, lineales de 4 a 12 cm de largo, 3 a 4 mm de ancho &pice retuso. Las
flores son escasas en el pseudobulbo terminal, con pequefios ovarios cortos,
verdoso-crema, con lineas violeta, pétalos y sépalos de aproximadamente 2 mm
de largo (Figura 1). Scaphyglottis livida crece tanto en la selva alta como en los
bosques secos premontafiosos y mesofilos de montarias entre los 600 y 1,500 m
de altura.®™
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Figura 1. Scaphyglottis livida.

Scaphyglottis livida se distribuye ampliamente en México principalmente en
las zonas tropicales de los estados de Veracruz, Chiapas, Oaxaca y Guerrero y de
paises como Guatemala y Honduras. Los habitantes de la region de Tuxtla y
Veracruz emplean la planta entera para el tratamiento de heridas, para evitar el
aborto, como repelente de insectos y para el tratamiento de célicos estomacales.®
Desde el punto de vista fitoquimico y farmacoldgico, esta especie ha sido objeto
de varios estudios que han valido parcialmente su uso para el tratamiento de
célicos estomacales. Un estudio realizado por Estrada y colaboradores (1999),
permiti6 comprobar que el extracto de S. livida obtenido con CHCI3-MeOH (1:1)
provoca una disminucion en el tono y la amplitud de las contracciones
espontaneas del ileon de cobayo y rata; el estudio fitoquimico biodirigido de un
extracto espasmolitico activo permitié el aislamiento de una serie de estilbenoides
espasmoliticos [gigantol (ii), batatasina IIl (xiv), coelonina (xv), 3,7-dihidroxi-2,4,8-

trimetoxifenantreno (xvi) y 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (xvii)] con una
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potencia mayor o igual a la papaverina (xviii), un relajante inespecifico utilizado

como control positivo.*® Las estructuras de estos compuestos se ilustran a
continuacioén en el esquema 1.

Esquema 1. Estilbenoides espasmoliticos de Scaphyaglottis livida.

oy e my

OMe OMe
HO MeO OH
MeO .
XV XVI
MeO
MeO  OH O N
N
MeO Z
Xvii MeO xviii

OMe

Gigantol (ii), batatasina Ill (xiv), coelonina (xv), 3,7-dihidroxi-2,4,8-trimetoxifenantreno (xvi), 3,7-
dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (xvii) y papaverina (xviii).

1.3. Agentes antiespasmodicos naturales

Se conoce como agente espasmolitico al compuesto que induce relajacion

e inhibe los espasmos musculares. Estos agentes son también conocidos como
antiespasmédicos.

Los antiespasmodicos empleados para el tratamiento de los desérdenes

gastrointestinales son sustancias que disminuyen la actividad motora del musculo
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liso del tracto digestivo.?®> Muchos de estos medicamentos se utilizan en la
terapéutica para el tratamiento de cdlicos, dispepsia, ulceracién y diarrea. Los
antiespasmdédicos naturales presentan una gran diversidad estructural vy
pertenecen principalmente a las siguientes categorias de compuestos: alcaloides,
flavonoides, terpenoides y cumarinas.® Los alcaloides no poseen un esqueleto en
comun, un alcaloide con funcién antiespasmaddica es la atropina (xix), Por lo
contrario los flavonoides poseen un esqueleto comin que esta conformado de
difenil-piranos, (Ce-C3-Cs) (XX). De igual forma las cumarinas presentan una
estructura en comuln de 2H-1-benzopiran-2-ona, denominada cumarina (xxi). Por
ultimo los terpenoides presentan una gran variedad estructural, derivan de la
fusién repetitiva de unidades ramificadas de cinco carbonos basadas en la
estructura del isopentenilo y se clasifican por el niumero de unidades de cinco
carbonos que contienen, un ejemplo con propiedades antiespasmédicas es la

10,23 (

forskolina (xxit). Esquema 2).

Esquema 2. Ejemplos de estructuras de antiespasmaddicos naturales.

_N// 2 4

xxii

Atropina (xix), difenil-pirano (xx) esqueleto basico de los flavonoides, 2H-1-benzopiran-2-ona (xxi)
y forskolina (xxii).
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De acuerdo a su mecanismo de accién los antiespasmodicos naturales se
pueden clasificar de la siguiente manera: antagonistas colinérgicos muscarinicos,
agonistas de neuropéptidos opiodes, bloqueadores de canales de Ca*,
inhibidores de la fosfodiesterasa del 3’,5’-monofosfato ciclico de adenosina

(AMPc) y los activadores de adenililciclasa.?*®

Los agonistas colinérgicos muscarinicos incluyen los alcaloides tropanicos
atropina, escopolamina y hiosciamina, ademas de un gran nimero de derivados
semisintéticos de este grupo, obtenidos a partir de especies vegetales de la familia
Solanaceae. La atropina y escopolamina son bloqueadores competitivos de los
receptores muscarinicos localizados en los 6rganos efectores inervados por el
sistema nervioso autbnomo parasimpatico y de los receptores muscarinicos
neuronales y ganglionales localizados en el sistema nervioso periférico (SNP) y el
sistema nervioso central (SNC).32*

El grupo de los agonistas opiodes incluye principalmente a los alcaloides
del opio: morfina y codeina. Estos metabolitos secundarios son agonistas directos
de neuropéptidos opiodes, 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 opiodes actuan principalmente en los receptores .
Estos compuestos en el tracto gastrointestinal actian disminuyendo la secrecion
gastrica, biliar, pancreatica e intestinal y originan un aumento en el tono basal. Los
agonistas opiodes constituyen los medicamentos basicos para el tratamiento
farmacolégico inespecifico de la diarrea, los cuales producen una disminucion en
la motilidad intestinal y contrarrestan la secrecidén excesiva que acompana algunas

formas de diarrea.?*

Los bloqueadores de la entrada de Ca®* constituyen un grupo muy
heterogéneo de compuestos quimicos que actuan principalmente a través de
interacciones con sitios especificos en la subunidad a; de los canales de Ca?
voltaje-dependiente tipo L. Estas sustancias bloqueadoras de canales de Ca®'
inhiben el influjo de Ca®* en las células excitables de musculo liso, esquelético y

10
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cardiaco. Los flavonoles y algunas flavonas constituyen otro grupo de metabolitos
secundarios a los que se les ha demostrado una actividad relajante del musculo

liso, asociado a un bloqueo de canales de Ca**.2

Dentro del grupo de los inhibidores de la fosfodiesterasa del 3,5-
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), se encuentra la papaverina, es un
alcaloide del opio, pero carece de accion narcotica o analgésica de tipo morfinico.
Suele considerarse el prototipo de los denominados relajantes musculares
inespecificos, esto implica que la papaverina no interactia con ningun tipo
especifico de receptor de membrana. La papaverina ademas de ser un inhibidor
de la fosfodiesterasa del AMPc; también estimula algunos receptores de
dopamina; su molécula contiene una porcién de tipo dopaminico, por lo que es
posible que el efecto relajante de musculo liso sea consecuencia de estas

acciones especificas.?®

En el grupo de los activadores de adenililciclasa el producto natural principal
de este grupo es forskolina, diterpeno aislado de las raices de Coleus forskoli.
Esta sustancia produce relajaciéon del masculo liso mediante la activacion de la
adenililciclasa, posiblemente estimulando directamente el componente catalitico
de la enzima. El efecto relajante por la forskolina se debe a la acumulacién de
AMPc en el sarcoplasma.®

1.4. Musculo liso. Contraccidn y relajacion

En el cuerpo, el musculo liso se encuentra en las paredes de los érganos
huecos de visceras abdominales y pelvianas (sistema digestivo y urogenital), en
las paredes estructurales vasculares (bazo y vasos sanguineos no capilares), en
las paredes de los bronquios, en las capsulas y conductos de glandulas exocrinas,

y en estructuras asociadas con el 0jo.?°

Las células musculares lisas son fusiformes, con un nucleo en posicién

central. Sus dimensiones varian mucho; en el intestino tiene de 5-6 um de

11

——
| —



ANTECEDENTES

diametro, 30-40 um de largo, mientras que en el Utero pueden ser largas, hasta de
0.5 mm. Las células musculares lisas mas pequenas estan en las paredes de los

vasos sanguineos, donde tienen 2-3 um de diametro y 15-20 pm de largo.?®

El tono del musculo liso es expresién del grado de actividad basal que
presenta. El tono puede ser como neurdgeno, debido a una llegada constante de
impulsos nerviosos autbnomos, o puede ser midgeno, dependiente de actividad
intrinsica. Cuando en el tejido preexiste cierto grado de contraccion, el musculo

liso puede responder con relajacién.?

El musculo liso del mamifero se puede clasificar en dos tipos denominados
de multiunidad y unitario (o de una sola unidad).?’

1.4.1. El mecanismo de contraccion del musculo liso

Al igual que en el caso del musculo esquelético, el estimulo que inicia la
mayor parte de las contracciones del musculo liso es un aumento de los iones
Ca?* en el medio intracelular. Este aumento puede ser producido en diferentes
tipos de mdusculo liso, por la estimulacién nerviosa del musculo liso, por
estimulacion hormonal, por distension de la fibra o incluso por cambios del

ambiente quimico de la fibra.?6

El musculo contiene filamentos tanto de actina como de miosina, que tienen
caracteristicas similares a los filamentos de actina y miosina del musculo
esquelético. No contiene el complejo de troponina normal que es necesario para el
control de la contraccion del musculo esquelético. Sin embargo, en lugar de la
troponina, las células musculares lisas contienen una gran cantidad de otra

proteina reguladora denominada calmodulina.?®

La calmodulina (CaM) es una proteina de naturaleza acida ubicua que se
enlaza al calcio y regula muchos procesos celulares a través de su interaccion con
una gran variedad de proteinas.? La proteina es de bajo peso molecular (16 a 18

kilodaltones) y esta constituida en promedio por 148 aminoacidos arreglados en
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dos dominios globulares que estan conectados por una larga hélice flexible. Cada
dominio globular contiene dos sitios funcionales que se unen al ion calcio.*® Al
enlazarse al calcio la CaM expone dos superficies hidrofébicas rodeadas por una
carga negativa, una en cada domino globular y cuando todos los sitios estan
ocupados hay un marcado cambio conformacional que permite a la CaM activar
enzimas y canales i6nicos.’® Entonces el complejo Ca*-CaM puede enlazarse a
las largas cadenas de las enzimas que modula a través de interacciones
hidrofébicas.?’

Una vez que aumenta la concentracion intracelular de los iones Ca**, el
calcio se combina con la calmodulina para formar un complejo Ca**-CaM que
convierte a la enzima cinasa de la cadena ligera de miosina en su forma activa
(MLCK, del inglés myosin ligth chain kinase). Esta ultima fosforila las cadenas
ligeras de la miosina, iniciando asi la interaccion de la miosina con la actina.

25,31,32

Dando como resultado la contraccién, como se muestra en la figura 2.

Bloqueadores de Ca2t Agonistas 3,
lcése(?alllgilgs —> |} canales de calcio O receptor
PIPFPIPIR

lelelelelelelele

Ca2* intracelular

Calmodulina

AMPc

Complejo de Ca2* y Calmodulina

|

MCLK* « CL-miosina cinasa C———>MLCK-(POy),

activa (MLCK)
Cadena l
ligerade 1 5 CL-miosina-POy Relajacion
la miosina
(CL-miosina) Actina

Contraccion

Figura 2. Regulacién de la contraccién del musculo liso.
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1.4.2. Relajacion del musculo liso

La relajacion del musculo liso ocurre cuando se elimina el estimulo
contractil en el momento que finaliza la disociacién del complejo Ca**-CaM, que a
su vez se disocia de la MLCK, por lo que la cinasa se inactiva, también la
relajacién se da por la accion directa de una sustancia que estimula la inhibicién
del mecanismo contractil. En cualquiera de estos casos el proceso de relajacién
requiere de una disminucién de calcio y el aumento de la fosfatasa de la cadena
ligera de miosina (MLCP).*’

La relajacién se puede dar por agentes bloqueadores de los canales de
calcio, evitando asf el ingreso de calcio y el aumento de Ca?* intracelular que da la

contraccion.?®

Algunos otros agentes relajantes del musculo liso actian promoviendo la
formacion de AMPc y GMPc, mediante la estimulacion de receptores Bz
adrenérgicos y/o la enzima guanililciclasa, respectivamente, lo que trae como
consecuencia la activacién de la proteina cinasa dependiente de AMPc y/o de la
proteina dependiente de GMPc. Ambas enzimas inducen la relajacién del musculo
liso debido, en primer lugar, a un decremento en la afinidad de unién de la MLCK
por el complejo calcio-CaM, probablemente porque fosforila a la MLCK y una vez
fosforilada muestra una afinidad mucho menor por el complejo y por lo tanto es
mucho menos sensible a la activacion (flechas gruesas figura 2), y en segundo
lugar, por la disminucién de calcio.?*"

Otros agentes relajantes del musculo liso son los nitratos, nitritos y otras
sustancias que incrementan la concentracion de 6xido nitrico (NO).*® EI NO es un
gas estable altamente difusible, se sintetiza mediante una familia de enzimas
llamadas colectivamente 6xido nitrico sintasa (NOS), de ubicacién citosélica.® La
forma endotelial y neuronal de la NOS son activadas por Ca?*. El sustrato es la L-
arginina y sus productos son citrulina y NO.?®3* Una vez generado, el NO
interactia con la molécula del hem de la guanililciclasa soluble, esto resulta en la

activaciéon de la enzima, lo cual permite la formacién de GMPc, a partir de trifosfato
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de guanosina (GTP).?? El GMPc facilita la desfosforilacién de las cadenas ligeras

de miosina, impidiendo la interaccién de esta con la actina.”® (Figura 3).

Ca’* Agonistas B,

canales de calcio O receptor

PPRG QQQWQQ@QW@Q
lelslsislslelele)fllceeevccceccececece OO

\j

2+
Ca?* intracelular Células

Nitratos endoteliales

\'NOJ

Calmodulina

Complejo de Ca?* y Calmodulina o
Guanililciclasa* {—— Guanililciclasa

MCLK* «——— MLCK GMPc GTP
activa
Cadena l
ligerade 1, CL-miosina-PO, ———— ) CL-miosina
la mioslina}
(CL-miosina) Actina
Contraccién Relagjacion

Figura 3. Mecanismo de accion de NO en la relajacion del musculo liso.

1.4.3. La CaM en la regulacion de la contracciéon muscular

La calmodulina al ser una proteina que regula la actividad de varias
enzimas, incluye algunas fosfodiesterasas de los nucleétidos ciclicos, la sintasa de
oxido nitrico, la adenililciclasa, varias cinasas, incluyendo la que fosforila las
cadenas ligeras de la miosina, por tan solo mencionar algunas, muchas de las
cuales son relevantes en el proceso de contraccion muscular, por lo cual se puede

considerar que la CaM juega un papel central en la contracciéon muscular.®
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La actividad reguladora de la CaM se inhibe en presencia de ciertos
farmacos y numerosos metabolitos secundarios. Entre los farmacos mas
importantes se encuentran los antipsicoéticos derivados de la fenotiazina como la
clorpromazina y la trifluoroperazina. Otros farmacos que interaccionan con la CaM
son los antimicéticos derivados del miconazol, entre otros farmacos que son

antagonistas de la CaM.>®

Al inhibir la CaM por medio de un farmaco, se induce una disociacién del
complejo Ca**-CaM-MLCK, resultando en un incremento de la actividad de la
fosfatasa de la cadena ligera de miosina activa, desfosforilando las cadenas

ligeras de miosina y asi de esta manera la relajacién del musculo liso.*”

Para determinar las propiedades inhibitorias del efecto modulador de CaM
ejercido por diferentes compuestos, se han establecido a través de diferentes
métodos como son espectroscépicos, electroforéticos y enzimaticos. En la
mayoria de los casos se mide la inhibicion de la actividad enzimatica de la
fosfodiesterasa del AMPc (PDE1) por electroforesis y cromatografia de afinidad.®

1.5. Caracteristicas de los estilbenoides

Los estilbenoides son un grupo de compuestos de tipo Ceg-Co-Cq
generalmente de naturaleza fendlica. Su origen biogenético mixto involucra las
rutas del acido siquimico y acetato-malonato. Estos productos naturales son
metabolitos caracteristicos de algunas familias de plantas. Los productos se
encuentran principalmente en especies de orquideas y briofitas, aunque también
se han descrito en moraceas, cannabinaceas y poligonaceas, por tan solo
mencionar algunas familias de angiospermas que biosintetizan este tipo de
productos. Desde el punto de vista bioquimico, se dividen en cuatro grandes
grupos: estilbenos, bibencilos, fenantrenos y 9,10-dihidrofenantrenos, cada uno

con sus subgrupos.®
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Los estilbenoides de orquideas se obtienen como soélidos amorfos o
cristalinos y pueden ser coloridos o incoloros. La naturaleza fendlica de algunos de
estos compuestos es facil de determinar debido a las coloraciones violeta y azul
caracteristicas que presentan frente a reveladores quimicos como cloruro férrico y

acido fosfomilibdico respectivamente en cromatogramas en capa delgada.®

En la literatura se han descrito tres posibles rutas biogenéticas que
conducen a la formacion de los estilbenoides. La primera descrita por Birch y
Donovan (1953) se considera que estos productos son de biogénesis mixta,
generandose a través de las rutas acetato-malonato y acido siquimico. Asi una
molécula de cinamoil-CoA (xxiii) (unidad iniciadora) y tres unidades de malonil-
CoA se condensa para generar el estilbeno (xxiv). Posteriormente, Robinson vy
colaboradores (1955), propusieron una segunda hipétesis, segun la cual estos
compuestos se generan por la ruta acetato-malonato a partir de la condensacion
del policétido (xxv) y siete unidades de malonil-CoA. Por ultimo, la tercera
hipotesis propuesta Seshadri (1957), considera que los estilbenoides se generan a
través de la condensacion aldélica de una molécula analoga a un benzaldehido
(xxvii) y otra del 4cido fenilacético (xxviii).*® (Esquema 3).

Esquema 3. Rutas biogenéticas propuestas para la formacién de estilbenoides.
a) Hipotesis de Birch y Donovan

SCoA
3 x malonil-CoA

xxiiib

Cinamoil-CoA (xxiii), (1E)-9-hidroxi-1-fenilnon-1-ene-3,5,7-triona (xxiiia), acido 2,4-dihidroxi-6-[( E)-
2-feniletenil]benzoico (xxiiib) y 5-[( E)-2-feniletenillbenceno-1,3-diol (xxiv).

(1)
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b) Hipotesis de Robinson
7 x malonil-CoA

o XXV

Acido 3,5,7,11,13,14-hexaoxotetradecanoico (xxv) y 5-[(E)-2-(2,4-dihidroxifenil)etenillbenceno-1,3-
diol (xxvi).

c) Hipobtesis de Seshadri

COOH

OH
HOOC

HO
HO -
Xxvii Xxviii

Acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (xxvii), acido 2-(3,4-dihidroxifenil)acético (xxviii), acido 2-[2-carboxi-
2-(4-hidroxifenil)etenil]-4,6-dihidroxibenzoico (xxixa) y 5-[(E)-2-(3,4-dihidroxifenil)etenilloenceno-
1,3-diol (xxixb).

Para la sintesis de los estilbenoides se utilizan varias estrategias y las mas
importantes involucran la condensacion de Perkin y la reaccion de Wittig.
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1.5.1. Condensacion de Perkin

En la condensacién de Perkin el estilbenoide se genera mediante la
condensacién de un analogo del acido fenilacético (xxx) (bajo la forma de sal) con
un analogo del benzaldehido. Esta reaccion genera los isébmeros cis y trans del
estilbeno. La fotociclizacion posterior de esta mezcla permite la obtencién de los

fenantrenos correspondientes (xxxii), como se muestra en el esquema 4.24°

Esquema 4. Reaccion de condensacion de Perkin para la sintesis de la batatasina I.

benzaldehido

> MeO
COOH

Descarboxilacion
COOH Cu/qumollna MeO

AcO XXXI AcO xxxm

I, -EtOH-hv 254
MeO OMe HCI-EtOH

XXXii

Acido  2-(3,5-dimetoxifenil)acético  (xxx), dacido  (2E)-3-[4-(acetiloxi)-3-metoxifenil]-2-(3,5-
dimetoxifenil)prop-2-enoico (xxxi), acetato de 4-[(2)-2-(3,5-dimetoxifenil)etenil]-2-metoxifenil (xxxia)
y 2,5,7-trimetoxifenantren-3-ol é batatasina | (xxxii).

1.5.2. Reaccion de Wittig

En 1954, George Wittig descubrié una forma de adicionar un carbanién,
estabilizado por un atomo de fosforo, a una cetona o a un aldehido. Sin embargo,
el producto obtenido no es un alcohol, ya que el intermedio experimenta una

eliminacién y se transforma en un alqueno.”*’

En esta estrategia un andlogo del benzaldehido (xxxiv) reacciona con un
iluro de benciltrifenilfosfonio (xxxiii), reactivo o sal de Wittig, para asi generar los
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isémeros cis y trans (xxxv) de los estilbenos.® La sal de Wittig se obtiene a partir
de haloalcanos en dos etapas: la primera consiste en una sustitucidon nucledéfila
con trifenilfosfina, la segunda consiste en la desprotonacioén del carbono contiguo
al fésforo mediante bases como n-butil litio (n-BuLi), hidruro de sodio (NaH),
amiduro de sodio (NaNH,), entre otras.*’ Una vez obtenidos los isémeros por
medio de una reduccién con H,/Pd permite la obtencion de los bibencilos (xxxva).

(Esquema 5).

Esquema 5. Reaccién de condensacion de Wittig para la formacién de la

batatasina Ill.
MeO OBz MeO OBz MeO l OH
xxxiii
NaOCH,CH XXXV

CH,PPh;Br 2CH3 S H,/Pd XXXVa

+

CHO :

OBz I OH

OBz
XXXiV

Bromuro de {[3-(benzoiloxi)-5-metoxifenilimetil}trifenilfosfanio (xxxiii), benzoato de 3-formilfenilo
(xxxiv), benzoato de 3-[(E)-2-[3-(benzoiloxi)-5-metoxifenilletenillfenilo  (xxxv) y 3-[2-(3-
hidroxifenil)etil]-5-metoxifenol 6 batatasina Il (xxxva).

Mediante la aplicacién de estas estrategias generales se ha logrado la
sintesis de una serie de estilbenoides, dentro de los cuales se puede mencionar la
batatasina | y Ill, el gigantol, las combrestatinas B-3 y B-4, la gimpusina entre

otros.

Los distintos estudios in vitro que se han realizado para establecer el
mecanismo de accidn mediante el cual los bibencilos gigantol (i) y batatasina Il (ii)
ejercen su efecto antiespasmaédico permitieron concluir que estos compuestos son
antagonistas de la proteina calmodulina y promueven la produccion de éxido
nitrico (NO).*
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la gran importancia que tiene la calmodulina (CaM) en la regulacién
de numerosas funciones, entre ellas la contraccion muscular, el hallazgo de
nuevos inhibidores puede ser de gran interés para el tratamiento farmacolégico de

enfermedades gastrointestinales, asma, hipertensién, entre otras.

Se han realizado estudios donde los resultados sugieren que los
estilbenoides gigantol y batatasina, podrian interaccionar con la CaM vy

desencadenar asi un efecto relajante en el musculo liso.’

A partir de estos
resultados se sintetizaron una serie de andlogos del gigantol para observar la
relacion estructura-actividad farmacoldgica, estos analogos diferian de la molécula
lider en el patrén de sustituciéon de los anillos aromaticos y en la naturaleza de los
sustituyentes, estableciéndose que para una maxima actividad espasmolitica es
necesario que los anillos aromaticos del nucleo estilbenoide presenten

sustituyentes oxigenados.?

Por tanto, con base en la informacién previamente establecida, se sugiere
seguir con la preparacién de analogos del gigantol para encontrar nuevos agentes
con propiedades relajantes del muasculo liso, lo cual permitird obtener informacién
valiosa sobre la relacion estructura-actividad farmacolégica al cambiar los
sustituyentes y el tamafo de la cadena entre los fenilos.
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3.1.

3. OBJETIVOS

Objetivo general

Sintetizar los analogos del gigantol, modificando el patrén de sustitucion,

sustituyentes, asi como el tamafo de la cadena alquilica que une ambos anillos

aromaticos con el fin de obtener informacion sobre la relacion estructura-actividad

bioldgica.

3.2

Objetivos particulares

. Obtener la sal de Wittig 6, mediante la previa preparacion de los

intermediarios 1-5, involucrados en una sintesis lineal que se presenta en el
esquema 6.

Realizar la sintesis de los bibencilos 7b-10b analogos del gigantol, iniciando
por la condensacion de la sal de Wittig 6 con diversos aldehidos seguido de
una reduccion catalitica como se ilustra en el esquema 7.

Realizar la sintesis del bibencilo 12 por medio de la condensacién del
bromuro de [(3-hidroxifenil)metil]trifenilfosfonio con 4-metoxibenzaldehido
seguida de una reduccion catalitica, ilustrada en el esquema 8.

Realizar la sintesis del homdélogo del gigantol, el difenilmetano compuesto
15, de acuerdo a la secuencia de sintesis descrita en el esquema 9.

Llevar a cabo la caracterizacion de los compuestos organicos sintetizados
por medio de RMN 'H, RMN '3C, IR y espectrometria de masas.

Obtener informacién sobre la relacion estructura-actividad bioldgica.
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Esquema 6. Estrategia de sintesis de la sal de Wittig, compuesto 6.

fo} (0]
HO , HO HO
OH MeOH/H OMe Me,S0,/KOH OMe
1 2
OH OH OMe
lPhCHZCI/K2C03
BnO BnO i
n
Br n OH BnO
PBr3 LiAlH, OMe
THF -
5 4 THF 3
OMe oM
€ OMe
PPh,
Tolueno
BnO
P*Ph;Br
6
OMe

Esquema 7. Estrategia de sintesis de los bibencilos 7b-10b.

BnO

H R2 R1
HO O
R1 R2
*Aldehido
7b-10b
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Cuadro 2. Gigantol y bibencilos analogos, compuestos 7b a 10b.

Compuesto R, R,
Gigantol OH OCHjs
7b OCH2CHj3 OCHs

8b OCHgs H

9b OH Br

10b COOCH;5 H

Esquema 8. Estrategia de sintesis del bibencilo 12.

OCH3
P*Ph;Br O
A
Aldehido*
—> 11

0 OCH,
“*@ <
OCH, O 12

Aldehido*

Esquema 9. Estrategia de sintesis del difenilmetano 15.

2

H.CO H.C
3 OH 3CO
PBr3
—_—
THF
OCHs K2003 OCH
3

OCH,

H4CO C( HyPO, ©: OCH,
<~

\Q/\ Tolueno

OCH, OCH;,
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HIPOTESIS

4. HIPOTESIS

La modificacion de la molécula del gigantol tanto en los sustituyentes como en
la cadena alquilica que une ambos anillos aromaticos proporcionara informacién
sobre los requerimientos estructurales necesarios para el desarrollo de nuevos

agentes terapéuticos con actividad antiespasmédica.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

5.1. Procedimiento general de sintesis

El curso de las reacciones fue seguido por cromatografia en capa fina
(CCF), usando placas comerciales de gel de silice 60 Fzs4 de Merck. Se
emplearon como reveladores: radiaciones UV, vapores de yodo y soluciéon de
cloruro férrico (FeCls).

Los disolventes empleados en las reacciones se destilaron antes de ser
utilizados. El tetrahidrofurano (THF) se sec6 con sodio y benzofenona como

indicador.

Todo el material de vidrio utilizado en las reacciones se sec6 en la estufa
por lo menos 24 horas a 150 °C antes de ser utilizados cuando se requerian

condiciones controladas de humedad.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns, y no
fueron corregidos. Los espectros de Infrarrojo se registraron en un espectrémetro
Perkin Elmer modelo FT 1650. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear
RMN "H (400 MHz) y de RMN 'C (100 MHz) se obtuvieron en un espectrémetro
Varian VXR-3005 y Varian Unity Plus 500 en CDClI; utilizandose TMS como
estandar interno. Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro
Hewlwtt-Packard modelo 5890 a 70 eV.

La evaluacion biolégica, fue realizada en el Laboratorio 124, Edificio E de la
Facultad de Quimica, UNAM bajo la direccién de la Dra. Rachel Mata. La Dra.
Mata proporciondé los resultados de la actividad sobre la CaM de los compuestos

organicos sintetizados.
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5.2. Sintesis de los intermediarios para la sal de fosfonio [6]
5.2.1. 3,5-Dihidroxibenzoato de metilo [1]

En un matraz se colocaron 150 g (97.3 mmol) de acido 3,5-
dihidroxibenzoico disueltos en 90 mL de metanol y 3 mL (55.1 mmol) de acido
sulfarico (H2SO,) el cual fue afadido gota a gota. La solucidn resultante se calent6
a temperatura de reflujo por 4.5 horas, el curso de la reaccién fue seguido por
cromatografia en capa delgada, empleando una fase movil (7:3) de hexano-
acetato de etilo (AcOEt). El matraz de reaccion fue sumergido en un bafio de hielo
y en frio se llevé a cabo la adicion lenta de 3.6 g (64.2 mmol) de hidréxido de
potasio (KOH) en lentejas y finalmente con una solucién de KOH al 10% se
neutralizé hasta un pH de 7.

La mezcla se concentr6 hasta sequedad bajo presién reducida
obteniéndose el crudo de reaccion como una masa pastosa, la cual se tratdé con 40
mL de agua y 100 mL de AcOEt; la fase acuosa fue tratada nuevamente con 50
mL de AcOEt, las fases organicas se juntaron y se lavaron o
con 25 mL de agua, se secaron con sulfato de sodio HO OMe
(NaxS0O4) anhidro, se filtr6 y por dltimo se concentrd en el
rotavapor. Se obtuvieron 14.9 g (91.0% de rendimiento) del
compuesto 1 como un sélido amorfo de color rosa de p.f.

162-164 °C, [lit.**p.f. 164-167 °C].

5.2.2. 3-Hidroxi-5-metoxibenzoato de metilo [2]

En un matraz sumergido en un bano de hielo que contenia 5.4 g KOH
disueltos en 70 mL de agua, se adicionaron 14.3 g (85 mmol) de 1. A la solucion
resultante, se adicioné lentamente 8 mL (85.0 mmol) de sulfato de dimetilo y
posteriormente, la reaccion se dej6o en agitacidbn por 4.5 horas a temperatura
ambiente siguiendo el curso de la reaccién por cromatografia en capa delgada,
empleando una mezcla de hexano-AcOEt (7:3) como fase movil.
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La mezcla de reaccién se extrajo con AcOEt (2x40 mL), se secé con
Na,SO, anhidro y se concentrd en el rotavapor. Se obtuvieron 14.7 g de una
mezcla de productos en crudo. Los productos obtenidos se o)
separaron por cormatografia en columna (hexano-AcOEt, HO OMe
6:1) para dar 5.5 g (35.5% de rendimiento) del compuesto 2,
como un sélido blanco cristalino de p.f. 90-92 °C [lit.** p.f. 94-

95.5 2C].

OMe

5.2.3. 3-(Benciloxi)-5-metoxibenzoato de metilo [3]

En un matraz se colocaron 5.4 g (29.6 mmol) de 2, 6.6 g (47.8 mmol) de
carbonato de potasio (KoCO3), 5.3 mL (46 mmol) de cloruro de bencilo, 0.7 g (4.2
mmol) de yoduro de potasio (KI) y 80 mL de acetona, la mezcla de reaccién se
dejé en agitacién por 15 horas a temperatura ambiente, después se calenté a
tempeatura de reflujo por 41 horas, el curso de la reaccion se siguié por

cromatografia en capa delgada (hexano-AcOEt, 8:2).

La solucién color hueso se concentr6 a sequedad en el rotavapor y el
residuo se traté con 30 mL de agua y 30 mL de AcOEt, la fase acuosa se
neutralizé6 con una solucién de H>.SO,4 al 10% y posteriormente se extrajo con
AcOEt (2x30 mL), se juntaron las fases organicas y se lavaron con 25 mL de agua.
Se secaron con Na SO, anhidro, se filtr6 y se concentré6 en el rotavapor. Se

obtuvieron 8.8 g del producto crudo.

El producto se purific6 empleando una columna cromatografica, utilizando
una mezcla de hexano-AcOEt (9:1) como fase mévil. De 0

donde se obtuvieron 6.0 g (72.6% de rendimiento) del BnoO o
e

compuesto 3 como un liquido viscoso de color naranja que

tarda en solidificar, el p.f. 46.5-47.0 °C y los datos
OMe
espectrales fueron consistentes con los de la literatura.*®
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5.2.4. [3-(Benciloxi)-5-metoxifenillmetanol [4]

A una soluciéon de 5.4 g (19.8 mmol) de 3 en aproximadamente 50 mL de
THF seco, en atmésfera de nitrégeno molecular (N), se le adicion6 en un intervalo
de 30 minutos 1.3 g (34.2 mmol) de tetrahidruro de litio y aluminio (LiAlH4), se dejé
en agitaciéon por 7 horas y se monitored la reaccion por cromatografia en capa
delgada (hexano-AcOEt, 8:2). A la suspension gris obtenida se le adicioné
lentamente 40 mL de AcOEt, posteriormente se realizd la adicion lenta de 25 mL
de agua, formandose un sélido blanco que se filtr6 al vacio y se lavé con AcOEt
(2x10 mL). Se separaron las fases del liquido filtrado y la fase organica se lavd
con 15 mL de agua, se sec6 con Na,SO, anhidro, se filtr6 y concentrd en el

rotavapor.

El compuesto fue recuperado por cromatografia en g.q
columna, utilizando como mezcla de elucién hexano-AcOEt OH
(3:1). Se obtuvieron 3.4 g (70.4% de rendimiento) de 4 como
un liquido viscoso de color amarillo. Los datos espectrales OMe

son consistentes con los de la literatura.*®

5.2.5. 1-(Benciloxi)-3-(bromometil)-5-metoxibenceno [5]

En un matraz con 40 mL de THF seco, en atmésfera de N», se disolvieron
3.4 g (13.9 mmol) de 4, la solucién resultante se colocé en un bafio de hielo-agua
por 15 minutos con agitaciéon y posteriormente en un intervalo de 7 minutos se le
adicion6 lentamente 1.6 mL (16.9 mmol) de tribromuro de fésforo (PBrs) y se dejé

en agitacion por 3 horas a temperatura ambiente.

A la mezcla de reaccion enfriada en un bano de hielo, se afadieron
lentamente 40 mL de agua y el producto fue recuperado de la fase acuosa por
extraccion con 30 mL y después con15 mL de AcOEt, las fases organicas se
juntaron y se lavaron con 15 mL de una solucién saturada de bicarbonato de sodio
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(NaHCO3) y por ultimo se realiz6 un lavado con 10 mL de agua (a pH 7). La fase
organica se sec6 con Na,SO4 anhidro, se filtrd y se concentré en el rotavapor.

El compuesto se purificd por cromatografia en columna BnO
(hexano-AcOEt, 9:1). De donde se obtuvieron 3.8 g (88.6% de
rendimiento) del compuesto 5 como cristales blancos de p.f.
52-54 °C.

Br

OMe

5.2.6. Bromuro de {[3-(benciloxi)-5-metoxifenil]metil} trifenilfosfonio [6]

En un matraz protegido de la humedad atmosférica empleando una trampa
con silica gel, se disolvieron 3.5 g (11.4 mmol) de 5 en 65 mL de tolueno. A la
solucion resultante se le adicion6 3.7 g (14.2 mmol) de trifenilfosfina (PPhg) y
posteriormente se dej6 en agitacion a temperatura ambiente por 24 horas y para
completar la reaccion se calentd a temperatura de reflujo por 5 horas mas.

La mezcla de reaccién fue filtrada con vacio y el Bno
sélido blanco obtenido fue lavado con éter de petréleo. P*PhsBr
Se obtuvieron 3.9 g (59.2% de rendimiento) del 6
compuesto 6, el cual fue utilizado sin mayor purificacion OMe

en la siguiente reaccién.

5.3. Sintesis de los bibencilos 7b-10b
5.3.1. (E)- y (2)-1-(Benciloxi)-3-[2-(4-etoxi-3-metoxifenil)etenil]-5-metoxiben-

ceno [7a]

En un matraz, se suspendieron 1.1 g (2 mmol) de la sal de Wittig 6, 0.36 g
(2.0 mmol) de 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido en 20 mL de THF seco, en atmosfera
de N.. A la suspension resultante se adicionaron 160 mg (4 mmol) de hidruro de
sodio (NaH) al 60% y la agitacion se continué por 2.5 horas a temperatura

ambiente.
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A la mezcla de reaccion se le adicion6 4.5 mL de acido clorhidrico (HCI) al
5%, se concentré a sequedad en el rotavapor y el residuo se lavé con 20 mL de
salmuera. El producto fue recuperado por extraccién con dos volumenes de 15 mL
de AcOEt; se juntaron las fases organicas, se lavaron con 10 mL de agua y se
secaron con Na,SO4 anhidro, se filtr6 y nuevamente se concentr6 en el rotavapor.

Para retirar las impurezas de la mezcla de reaccién, se empledé una
columna cromatografica utilizando como medio de elucién hexano-AcOEt (8:2). Se
obtuvieron 400 mg (51.2% de rendimiento) de la mezcla (E) y (£) de 7a como un

liquido de color amarillo.

OCH,CH;3
o ¢
Los isébmeros no fueron separados y N OCH,
la mezcla como tal fue utilizada en la 7a

OMe

siguiente reaccion.

5.3.2. 3-[2-(4-Etoxi-3-metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [7b]

En un frasco para hidrogenacién se colocaron 400 mg (1.0 mmol) de 7a y
52 mg de paladio/carbono (Pd/C) al 10% en 25 mL de AcOEt. Se colocé en el
aparato de hidrogenacién por 3 horas a 59 psi de presion y 55 °C de temperatura.

Se filtré para eliminar el catalizador y
se concentré en el rotavapor. El producto se
purific6 por cromatografia en columna
(hexano-AcOEt, 8:2). Recuperandose 133 mg
(43.2%) del compuesto 7b como un liquido

viscoso anaranjado.

Caracterizacion:

RMN'H (400 MHz, CDCls), Sy(ppm): 1.45 (3H, t, J = 7.0 Hz, CHz-4), 2.82 (4H, m,
H-7, H-7’), 3.75 (3H, s, OCH3-5), 3.84 (38H, s, OCH3-3’), 4.07 (2H, ¢, J = 7.0 Hz,
CH.0-4’), 4.83 (1H, s, HO-3), 6.25 (2H, d, J = 1.8 Hz, H-4, H-6), 6.32 (1H, dd, J; =
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J2 = 1.8 Hz, H-2), 6.67 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2), 6.69 (1H, dd, J = 8.1, 2.0 Hz, H-6"),
6.79 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5").

RMN™C (100 MHz, CDCls), 5c(ppm): 15.1 (CHs), 37.4 (C-7’), 38.4 (C-7), 55.5
(CH30-3), 56.2 (CH30-5), 64.7 (CH,0-4’), 99.3 (C-4), 107.1 (C-6), 108.2 (C-2),
112.6 (C-2), 113.3 (C-5'), 120.6 (C-6’), 134.6 (C-1’), 144.8 (C-1), 146.8 (C-4),
149.4 (C-3’), 156.8 (C-5), 161.2 (C-3).

IR (KBr), Vmax cm™': 3451, 2935, 1600, 1456, 1145.

EM-IE (m/2): 302 [M* (37.7)]

5.3.3. (E)- y (2)-1-(Benciloxi)-3-metoxi-5-[2-(4-metoxifenil)etenil] benceno [8a]

En aproximadamente 20 mL de THF seco se suspendieron 1.14 g (2 mmol)
de la sal de Wittig 6 y 0.25 mL (2.1 mmol) de 4-metoxibenzaldehido, a la
suspensiéon se le adicioné 168 mg (4.1 mmol) de NaH al 60% y se dej6 en

agitacion por 2.5 horas a temperatura ambiente.

A la mezcla de reaccién se adicionaron 4.5 mL de HCI al 5%, se concentro
en el rotavapor para eliminar el THF, se lavé con 20 mL de salmuera y se extrajo
con AcOEt (2x15 mL), se juntaron las fases organicas y se lavé con 10 mL de
agua, se secd con NaSO4 anhidro y se concentré en el rotavapor.

La mezcla cis-trans se purific6 por cromatografia en columna (hexano-

AcOEt, 8:2), de donde se obtuvieron 220 mg (25.3% de rendimiento) de la mezcla

l OCH,

8a como un liquido anaranjado.

Los isbmeros no fueron separados y la BnO
mezcla como tal fue utilizada en la siguiente O N
8a
OMe

reaccion.

32

——
| —



DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

5.3.4. 3-[2-(4-Metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [8b]

En un frasco para hidrogenacion se colocé la mezcla de isébmeros 8a (0.6
mmol) y 19 mg de hidroxido de paladio (Pd(OH),) al 20% en 25 mL de AcOEt. La
mezcla de reaccion fue sometida a hidrogenacion por 8 horas, empleando 59 psi
de presion y 55 °C de temperatura.

El producto se purificdé por cromatografia
en columna utilizando como medio de elucién
hexano-AcOEt (8:2), de donde se obtuvieron
38.9 mg (41.3% de rendimiento) del compuesto

8b como un liquido viscoso anaranjado.

Caracterizacion:

RMN'H (400 MHz, CDCls), du(ppm): 2.83, (4H, m, C-7, C-7’), 3.75 (3H, s, OCHs-
4%, 3.79 (38H, s, OCH3-5), 4.77 (1H, s, OH-3), 6.25 (2H, d, J = 1.8 Hz, H-4, H-6),
6.32 (1H, dd, J; = J> = 1.8 Hz, H-2), 6.82 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3’, H-5’), 7.09 (2H,
d, J = 8.8 Hz, H-2’, H-6").

RMN'C (100 MHz, CDCls), 5c(ppm): 36.8 (C-7), 38.4 (C-7), 55.5 (OCHs-3,
OCHjs-4’), 99.2 (C-4), 107.0 (C-2), 108.0 (C-6), 113.9 (C-3’, C-5), 129.5 (C-2’, C-
6’), 133.9 (C-1’), 144.8 (C-1), 156.8 (C-4’), 158.1 (C-5), 161.1 (C-3).

IR (KBr), Vmax cm™': 3401, 2933, 1597, 1453, 1244, 1148.

EM-IE (m/2): 258 [M" (65)]

5.3.5. (E)- Y (2)-1-(Benciloxi)-3-{2-[4-(benciloxi)-3-bromofenil]etenil}-5-metoxi-
benceno [9a]

De acuerdo al procedimiento descrito para la obtencién del compuesto 3, a
partir de 1.5 g (7.5 mmol) de 3-bromo-4-hidroxibenzaldehido, 1.3 g (9.4 mmol) de
K>CO3, 0.2 g (1.3 mmol) de Kl'y 1.2 mL (10.4 mmol) de cloruro de bencilo en 22

mL de acetona y calentamiento a temperatura de reflujo por 3 horas. Después del
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0

tratamiento de recobro y purificacion, se obtuvieron 1.44 g
(66.0% de rendimiento) de 4-(benciloxi)-3-
bromobenzaldehido como cristales blancos, con p.f. de 94-95
C.

OBn

Br
4-(benciloxi)-3-benzaldehido

Se suspendieron 1.5 g (2.7 mmol) de la sal de Wittig 6 y 310 mg (7.7 mmol)
de NaH al 60% en aproximadamente 30 mL de THF seco bajo atmésfera de N». La
suspension resultante se dejé en agitacién por 30 minutos a temperatura ambiente
y en seguida se anadieron 0.78 g (2.7 mmol) de 4-benciloxi)-3-bromobenzaldehido
obtenido en el paso anterior y se dejé 1.5 horas mas en agitacion a la misma

temperatura.

Al término de la reaccién se anadieron 2 mL de H.SO4 al 10%, se concentrd
en el rotavapor, el residuo se traté con 10 mL de agua y el producto fue recobrado
de la fase acuosa por extraccion con dos volimenes de 15 mL de AcOEt. Se
juntaron las fases organicas y se lavaron con 10 mL de agua. La fase organica
obtenida se sec6 con Na,SO4 anhidro, se filtrd y concentré en el rotavapor.

Se realiz6 una percolacién para eliminar algunas impurezas utilizando una
mezcla de elucién de hexano-AcOEt (9:1), en OBn
donde se obtuvieron 1.1 g (80.0% de O
rendimiento) de la mezcla cis-trans de 9a como Bno O X Br
un liguido amarillo viscoso. Los isémeros no 9a
fueron separados y la mezcla como tal fue OMe

utilizada en la siguiente reaccion.

5.3.6. 3-[2-(3-Bromo-4-hidroxifenil)etil]-5-metoxifenol [9b]

En un frasco para hidrogenacién se coloco la mezcla de isémeros de 9a
(1.1 g, 2.1 mmol) y 100 mg de Pd/C al 10% en 30 mL de AcOEt. La mezcla de
reaccion fue sometida a hidrogenacion por 13 horas, empleando 60 psi de presién
y 57 °C de temperatura.
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Se obtuvieron 806 mg de producto crudo, el cual se purifico por

cromatografia en columna utilizando una fase mévil de hexano-AcOEt (9:1), de

donde se obtuvieron dos productos principales de OH

9b. De la mezcla, del compuesto menos polar se HO O

obtuvo 30 mg como un sélido amarillo y del mas O Br
9b

polar se obtuvieron 45 mg como una resina
amarilla. Ambos compuestos estdn en proceso de OMe

caracterizacion.

5.3.7. (E)- y (2)-4-{2-[3-(Benciloxi)-5-metoxifenilletenil}benzoato de metilo
[10a]

A partir de 755 mg (5 mmol) de 4-carboxibenzaldehido, 0.9 g (6.2 mmol) de
KoCO3, 0.6 mL (6.3 mmol) de sulfato de dimetilo, 3 gotas de 1,8-
diabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU) en 10 mL de tolueno, a

temperatura de reflujo por 2 horas, se obtuvo una mezcla

(o)

.7 e 7 I'e H
de reaccion que se purificd por cromatografia en columna

OMe
empleando como fase movil hexano-AcOEt (95:5), se

obtuvieron 702 mg (90.9% de rendimiento) de 3- 0

. . ) 3-formilbenzoato de metilo
formilbenzoato de metilo como cristales blancos con un p.f.

de 58-60 °C.

En un matraz se disolvieron 275 mg (1.8 mmol) de 3-formilbenzoato de
metilo, 1.0 g (1.8 mmol) de la sal de Wittig 6, 180 mg (4.5 mmol) de NaH al 60%
en 20 mL de THF seco. La mezcla de reaccibn se mantuvo en agitacion a

temperatura ambiente por 6 horas.

A la mezcla de reaccion se adicionaron 1.5 mL de H,SO4 al 10%, se
concentré en el rotavapor y el residuo se traté con 10 mL de agua. El producto fue
recobrado por extraccién con dos volumenes de 15 mL de AcOEt, se juntaron las
fases organicas y se lavaron con 10 mL de agua, se secaron con NaxSO4 anhidro,

se filtraron y concentraron en el rotavapor. Se obtuvieron 1.14 g del crudo.
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La mezcla se purificé por columna 0
cromatografica utilizando como fase mouvil o
e
hexano-AcOEt (7:3). Se obtuvieron 200 mg B O
nO N
(30.2% de rendimiento) de la mezcla cis-trans O
10a

puro de 10a como un sélido blanco. Los
isbmeros no fueron separados y la mezcla OMe

como tal fue utilizada en la siguiente reaccion.

5.3.8. 4-[2-(3-Hidroxi-5-metoxifenil)etillbenzoato de metilo [10b]

En un frasco para hidrogenacién se colocaron los 200 mg (0.3 mmol) de la
mezcla (cis-trans) (10a), 33 mg del catalizador Pd/C al 10% en 30 mL de AcOEt.
La mezcla de reacciéon se sometid a hidrogenacion a 60 psi de presién y 60 °C de
temperatura por 9 horas.

El producto se purifico por cromatografia o
en columna (hexano-AcOEt, 7:3), de donde se OMe
obtuvieron 53.9 mg (35.2% de rendimiento) del HO O
compuesto 10b como un sélido blanco. O Jo5

Actualmente, este producto se encuentra en el S
e

proceso de caracterizacion.

5.4. Sintesis del bibencilo [12]
5.4.1. (E)- y (2)-3-[2-(4-Metoxifenil)etenillfenol [11]

En un matraz se suspendieron 485 mg (1.5 mmol) de bromuro de [(3-
hidroxifenil)metil]trifenilfosfonio (esta sal de fosfénio fue sintetizada previamente
en el laboratorio de investigacion con el mismo procedimiento empleado para
obtener la sal de fosfénio 6) y 0.2 mL (1.6 mmol) de 4-metoxibenzaldehido en
aproximadamente 20 mL de THF seco bajo atmésfera de N.. A la suspensién
resultante se le adicion6 175 mg (4.4 mmol) de NaH al 60%, se dejé en agitacién
por 16 horas a temperatura ambiente.
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A la mezcla de reaccién se adicionaron 5 mL de HCI al 5%, se lavo con 20
mL de salmuera y el producto fue recobrado de la fase acuosa por extraccién con
dos volumenes de 15 mL de AcOEt, las fases organicas se mezclaron, lavaron con

después de filtrar se concentr6 en el rotavapor. Se
obtuvieron 600 mg del producto crudo como la mezcla O
(cis-trans). Los isémeros no fueron separados y la

10 mL de agua, secaron con Na,SO, anhidro, y l OCHj,4
X

11

. o . OH
mezcla como tal fue utilizada en la siguiente reaccion.

5.4.2. 3-[2-(4-Metoxifenil)etil]fenol [12]

En un frasco para hidrogenacién se disolvieron los 600 mg (2.81 mmol) de
la mezcla de isémeros de 11, 30 mg de Pd(OH), al 20% en 25 mL de AcOEt. La
mezcla de reaccién fue sometida bajo condiciones de hidrogenacion a 60 psi de

presion y 58 °C de temperatura durante 3 horas.

Se filtr6 el catalizador y la solucion se
concentr6 en el rotavapor. El producto se purificd
por cromatografia en columna usando como medio

de elucibn hexano-AcOEt (9:1), de donde se

obtuvieron 79.5 mg (13.1% de rendimiento) del

bibencilo 12 como un liquido viscoso de color amarillo.

Caracterizacion:

RMN'H (400 MHz, CDCls), du(ppm): 2.84 (4H, s, H-7, H-7"), 3.79 (3H, s, OCHs-4"),
6.64 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-2), 6.66 (1H, ddd, J = 7.8, 2.7, 1.2 Hz, H-6), 6.75 (1H,
ddd, J = 7.8, 1.6, 1.2 Hz, H-4), 6.83 (2H, d, J = 6.6 Hz, H-3’, H-5’), 7.09 (2H, d, J =
6.6 Hz, H-2', H-6’), 7.14 (1H, dd, J = 7.8, 1.2 Hz, H-5).

RMN'C (100 MHz, CDCls), 5c(ppm): 36.7 (C-7’), 37.9 (C-7), 55.2 (OCHs-4),
112.7 (C-4), 113.7 (C-3, C-5), 115.4 (C-2), 120.9 (C-6), 129.3 (C-2’, C-6’), 129.4
(C-5), 133.8 (C-1’), 143.8 (C-1), 155.5 (C-3), 157.8 (C-4)).

IR (KBr), Vimax cm™': 3452, 2935, 1598, 1452, 1236, 1017.

EM-IE (m/z): 228 [M* (100)]
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5.5. Sintesis del difenilmetano [15]

5.5.1. Bromuro de 3,5-dimetoxibencilo [13]

Se disolvieron 7.0 g (41.6 mmol) de alcohol 3,5-dimetoxibencilico en
aproximadamente 70 mL de THF seco bajo atmésfera de N.. La solucién
resultante se colocd en un bafo de hielo-agua por 15 minutos y con ayuda de una
jeringa se le adicion6 4.8 mL (51 mmol) de PBr; (durante 10 minutos) y se dejo en
agitacion por 2.5 horas a temperatura ambiente. Una vez terminada la reaccion se
colocd en un bafio de hielo y se le adicionaron lentamente 60 mL de agua, se
realizaron extracciones con AcOEt (25 y 10 mL), se juntaron las fases organicas y
se lavaron con una solucién de NaHCO3 y por Gltimo con 10 H3CO

Br

mL de agua. La fase organica se secd con Na,SO4 anhidro, 13

se filtr6 y concentré en el rotavapor. Se obtuvieron 8.5 g OCH
3
(88.3% de rendimiento) de 13 como cristales blancos de p.f.

68-70 °C, [lit.** p.f. 71-72 °C].

5.5.2. 1,3-Dimetoxi-5-(2-metoxifenoximetil)benceno [14]

Se pesaron 8.5 g (36.8 mmol) de 13, 5.0 g (40.3 mmol) de guayacol y 5.5 g
(40.0 mmol) de K>oCO3, que se disolvieron en 65 mL de acetona. La mezcla de
reaccion fue calentada a temperatura de reflujo por 7.5 horas y el curso de la
reaccion fue monitoreada por cromatografia en capa delgada y una fase mévil de
hexano-AcOEt (8:2). Para completar la reaccién, fue necesario la adicion de 1.0 g
(6.1 mmol) de Kl y calentamiento a temperatura de reflujo por 2.5 horas mas.

A la mezcla de reaccién se le adicioné 30 mL de agua y se eliminé el
disolvente organico en el rotavapor. El producto fue recobrado de la fase acuosa
por extraccién con dos volumenes de 15 mL de AcOEt, los extractos se mezclaron
y la fase orgénica se lavé con 20 mL de una solucién de NaOH al 10%, 15 mL de
agua y secé con Na>SO4 anhidro. Después de filtrar, se concentrd en el rotavapor
de donde se obtuvieron 18.2 g del producto crudo.
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OCH3
Una mezcla enriquecida del compuesto 14 (3.7 ©:

: ., OCH
g), fue obtenida por percolacion de la mezcla de o ®
reaccion empleando como soporte gel de silice y 14
hexano-AcOEt (9:1) como fase mévil. OCH,4

5.5.3. 2-[(3,5-Dimetoxifenil)metil]-6-metoxifenol [15]

1.5 g del compuesto enriquecido de 14 se hizo reaccionar con 1.7 mL (29.1
mmol) de H3PO,4 en 18 mL de tolueno. Después de 6.5 horas de calentamiento a
temperatura de reflujo, la mezcla de reaccién se diluyé con 15 mL de agua y se
neutraliz6 con Na,CQOgs, el producto fue recobrado de la fase acuosa con dos
volumenes de 15 mL de AcOEt, las fases organicas se juntaron y se lavaron con
10 mL de agua, finalmente la fase organica obtenida se sec6 con Na.SO,4 anhidro,

se filtr6 y concentré en el rotavapor.

El compuesto se purificé por cromatografia en columna usando una fase
mévil de hexano-AcOEt (9:1). Se obtuvieron tres compuestos principales, del
compuesto menos polar 15a se obtuvieron 400 mg (26.8% de rendimiento) como

un sélido amorfo blanco.

El compuesto 15a fue caracterizado como 2-[(3,5-dimetoxifenil)metil]-6-metoxi-

fenol:

p.f.: 80 °C

RMN'H (400 MHz, CDCls), 54(ppm): 3.74 (3H, s, OCH3-3"), 3.75 (6H, s, OCH3-3,
OCHs-5), 3.95 (2H, s, CH,), 5.52 (1H, s, OH), 6.31 (1H, t, J = 2.3 Hz, H-4), 6.35
(2H, d, J = 2.3 Hz, H-2, H-6), 6.66, (1H, dd, J = 8.0, 1.7 Hz, H-6"), 6.84 (1H, dd, J =
8.0,1.7 Hz, H-4', ), 6.94 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-5).
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RMN'3C (100 MHz, CDCls), dc(ppm): 35.7 (C-7), 55.2 (OCHg-3, OCHs-5), 61.3
(OCH5-3"), 97.9 (C-4), 107.0 (C-2, C-6), 113.9 (C-2’), 122.4 (C-5'), 124.9 (C-6)),
133.5 (C-1’), 142.9 (C-1), 145.4 (C-4’), 148.9 (C-3'), 160.8 (C-3, C-5).

IR (KBF), Vmax cm’': 3406, 2957, 1590, 1468, 1208, 1159.

EM-IE (m/2): 274 [M* (100)].

Del segundo y tercer producto se obtuvieron 200 mg (13.8%), de los cuales
se purificaron por placa preparativa, usando como soporte silice gel y un sistema
de elucién de hexano-AcOEt (20:1), se eluy6é 12 veces, de donde se obtuvieron

36.6 mg (2.4% de rendimiento) del compuesto 15b como un liquido viscoso.

El compuesto 15b fue caracterizado como 5-[(3,5-dimetoxifenil)metil]-2-

metoxifenol.

RMN'H ( MHz, CDCls), Su(ppm): 3.75 (s, 9H, OCHs-3, OCHs-4’, OCHs-5), 3.86 (s,
2H, CHy), 5.53 (s, 1H, OH-3’), 6.31 (dd, J = 2.8 Hz, 1H, H-4), 6.34 (dd, J = 2.0 Hz,
2H, H-2, H-6), 6.67, (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-6), 6.70 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-5"), 6.83 (d,
J =4.0 Hz, 1H, H-2)).

RMN™C ( MHz, CDCls), 5c(ppm): 41.5 (C-7), 55.3 (OCHs-3, OCHs-5), 61.3
(OCHs-3'), 97.8 (C-4), 106.9 (C-2, C-6), 114.2 (C-5’), 115.1 (C-2’), 121.6 (C-6),
133.9 (C-1’), 143.8 (C-1), 145.4 (C-3', C-4), 160.8 (C-3, C-5).

IR (KBY), Vimax cm™': 3437, 2935, 1594, 1511, 1460, 1152.

EM-IE (m/2): 274 [M* (29)].

Del tercer compuesto, el mas polar 15¢ se obtuvieron 18.4 mg (1.2% de
rendimiento) como una resina, no se tiene una cantidad de producto suficiente

para completar la espectroscopia.
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5.6. Efecto de los analogos y homoélogo del gigantol sobre la actividad
de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina (PDE1)

Como se habia mencionando con anterioridad la parte de la evaluacion
biologica fue realizada por parte de la Dra. Rachel Mata en la Facultad de
Quimica, UNAM, por lo cual se indicara de manera concisa el proceso

experimental que se llevé acabo.

La actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina
(PDE1) en presencia de calmodulina (CaM) se determiné a través de la
cuantificacion de la cantidad de fésforo producido, como resultado de la reaccién
de hidrélisis de AMPc.

El ensayo se hizo mediante la preparacién de una mezcla de reaccion
[0.015 unidades de fosfodiesterasa de cerebro de bovino (PDE1, Sigma), 0.08 ug
de calmodulina (CaM Humana), 0.063 unidades de 5°-nucleotidasa de veneno de
Crotalus atrox (Sigma) y 10 uM de la proteina albumina sérica bovina (ASB,
Boehringer Mannheim), en 1 mL de buffer TRIS-HCI constituido por TRIS-HCI 45
mM, acetato de magnesio 5.6 mM, imidazol 45 mM y CaCl, 2.5 mM, a pH de 7].
Una vez preparado lo anterior se incubé durante 30 min a 30 °C. En una placa de
ELISA de 96 pozos (cada uno con una capacidad de 250 ulL) se adicionaron 10 pL
del compuesto a evaluar [disuelto en una mezcla binaria de acetonitrilo-agua (1:1)]
para obtener concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 3, 4, 7, 13, 20, 32, 50 y 60 uM y
40 uL de la mezcla de reaccién. La placa se incubd durante 30 min a 30 °C. Al
término de este periodo, a cada pozo se adicionaron cada 10 segundos, a
temperatura ambiente y durante 15 minutos 10 uL de AMP ciclico 10.8 mM. Por
ultimo, se adicionaron a cada pozo 190 uL de una solucién de verde de malaquita
y molibdato de amonio, con el fin de estimar el contenido de fésforo inorgénico
espectrofotocolorimétricamente. Como control positivo se utilizdé a la
clorpromazina, un inhibidor de la CaM. Cada muestra se ensay6 por sextuplicado.
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Los valores de absorbancia obtenidos fueron interpolados a una curva
estandar de fosfato monobasico de potasio (Sigma) que fue preparada tomando
las alicuotas necesarias para obtener once concentraciones diferentes en un
intervalo de 0.1 a 3 nM. La absorbancia de las muestras se determindé a 700 nm
utilizando un lector de placa ELISA, marca BIO-RAD modelo 680.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Los bibencilos considerados en el presente trabajo, fueron preparados
mediante una secuencia de reacciones (ver esquema 6) en donde se utilizd la
reaccion de condensacion de Wittig. En esta reaccion, se emplearon sales de
benciltrifenilfosfénio, las cuales se prepararon por reacciébn de cantidades
equimoleculares de trifenilfosfina y los haluros bencilicos apropiados bajo
agitacion y reflujo en tolueno o algun disolvente similar. Al cabo de la reaccion las
sales se separaron y purificaron, para posteriormente hacerlas reaccionar con el
correspondiente aldehido en presencia de una base, como NaH, en suspension en
THF anhidro; la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente hasta
completar la reaccién con el aldehido. Al término de la reaccion los productos
fueron recobrados de la mezcla de reaccién con un disolvente organico y se
purificaron por métodos cromatograficos, obteniéndose una mezcla de alquenos-
isobmeros cis-trans, (estilbenos). Finalmente a los estilbenos asi obtenidos, se
sometieron a condiciones de hidrogenacion catalitica empleando Pd/C como
catalizador para asi formar los bibencilos. Hubo bibencilos que contenian grupos
hidroxilos fendlicos libres; para lograr obtenerlos, se empleé el fragmento
benciléter como grupo protector el cual es eliminado durante la reaccion de
hidrogenacion catalitica de los estilbenos para regenerar los hidroxilos fendlicos

libres.

6.1. Sintesis de la sal de fosfonio para la reaccidon de Wittig
6.1.1. 3,5-Dihidroxibenzoato de metilo [1]

Para sintetizar los bibencilos propuestos, el acido 3,5-dihidroxibenzoico fue
transformado en el compuesto bromuro de {[3-(benciloxi)-5-metoxifenil]
metil}trifenilfosfonio [6], mediante una serie de reacciones consecutivas.
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Esquema 10.
o)
HO HO
OH OMe
MeOH / H*
— > 1
OH OH

De acuerdo con el esquema 10, el compuesto 1 se obtuvo como un sélido
amorfo de color rosa (91.1% de rendimiento), el p. f. 162-164 °C, el cual
corresponde con el de la literatura.*? Este éster se obtuvo a partir del &cido 3,5-
dihidroxibenzoico por calentamiento en metanol y en presencia de acido sulfarico
mediante un proceso ampliamente utilizado y conocido como esterificacion de
Fischer. Esta reaccion de esterificacidn, es una reaccién de sustitucion nucleofilica
sobre el grupo carboxilo en condiciones acidas, en donde el acido sulfarico tiene la
funcion de catalizar mediante la protonacién del atomo de oxigeno del grupo
carbonilo generando una especie cargada positivamente transformandolo en un
grupo mas susceptible al ataque nucleofilico por parte del oxigeno del alcohol. El

mecanismo de reaccion propuesto se describe en el esquema 11.

Esquema 11. Mecanismo de reaccidn de la sustitucion nucleofilica de acilo para

acidos carboxilicos.

‘Hso, .- OH
(@) b’ . CH3 Ct_CH;
i —— A\(':'/\ ?/ — "6 ¢
7/
R/ \OH R/ \OHH H

1 (o)
R/C\OCH -
3 — ’,C\ /CH3
+ R 6) o}
H36 H/+\H
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6.1.2. 3-Hidroxi-5-metoxibenzoato de metilo [2]

Esquema 12.

HO HO MeO
OMe OMe OMe

(CH3),S0,4
1 KOH / H,0 2 2b
OH OMe OMe

La sintesis de éteres de Williamson son de las reacciones mas sencillas y
versatiles utilizadas para la preparacién de éteres. Este método implica un ataque
Sn2 de un ion alcéxido a un halogenuro de alquilo primario no impedido, sulfato o
tosilato. El alcéxido generalmente se obtiene anadiendo Na, K, NaOH, KOH al
alcohol en solucién. En nuestro caso (esquema 12), el compuesto 1 posee dos
grupos hidroxilo de tipo fendlico, los cuales presentan un caracter mas acido que
los correspondientes grupos hidroxilo de tipo alcohol, por esta razén fue posible
utilizar KOH como base en medio acuoso para la metilacion de 1. Bajo las
condiciones estudiadas en el presente trabajo de tesis, de la mezcla de reaccién
se recobro6 el compuesto monometilado 2 como un sélido blanco cristalino, con p.f.
de 90-92 °C, con un rendimiento relativamente bajo de 35.5% y el producto
dimetilado 2a, como un sélido blanco con rendimiento del 20.1%. El punto de
fusion y los datos espectrales fueron consistentes con los informados en la

literatura.

6.1.3. 3-(Benciloxi)-5-metoxibenzoato de metilo [3]

Después de haber obtenido el compuesto 2, en éste se realizé la proteccidon
del segundo hidroxilo fendlico haciéndolo reaccionar con cloruro de bencilo (BnCl)
bajo condiciones basicas, empleando yoduro de potasio como catalizador,

(esquema 13).
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Esquema 13.
o) o)
HO BnO
OMe BnCl OMe
—>
2 K,CO5 / KI 3
OMe OMe

BnCl = Cloruro de bencilo

El compuesto 3 se obtuvo como un liquido amarillo-naranja, con un
rendimiento del 72.6% y sus datos espectrales fueron consistentes con los de la
literatura.*®

6.1.4. [3-(Benciloxi)-5-metoxifenil]metanol [4]

Esquema 14.

BnO BnO
OMe OH

LiAlH,

THF
OMe OMe

Una vez obtenido el compuesto 3 se prosiguioé a realizar la reduccion del
grupo éster utilizando como agente reductor al tetrahidruro de aluminio y litio,
mediante una reaccién de adicion nucleofilica. En donde el ion complejo hidruro de
aluminio es la especie que proporciona un hidrogeno en forma de ion hidruro al
atomo de carbono del éster, seguida por la eliminacion del metoxido para dar asi,
al aldehido correspondiente como un intermediario, dado que este compuesto es
reducido al alcohol bajo las mismas condiciones. Como se muestra en el siguiente

mecanismo de reaccion.
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Esquema 15. Mecanismo de reaccién de la reduccion de un éster con LiAlH4.

(o] O fo)
gg{\H-AIHsLi I o W +OR'
R OR' > |R C;) H R WH

Rl
lH-AlH:*Li

~AIH

?H H,0 3>=° o
<2 (RCH0)Al

R—C~H o R-C~H

H H

Finalmente se obtuvo el 70.4% de rendimiento del compuesto 4, obtenido

como un liquido amarillo y sus datos espectrales fueron consistentes

informados en la literatura.*®

6.1.5. 1-(Benciloxi)-3-(bromometil)-5-metoxibenceno [5]

Esquema 16.

BnO BnO
OH pgy,

4 THF 5
OMe OMe

Br

con los

Después de obtener el alcohol bencilico 4, el siguiente paso para la obtencién de

la sal de fosfonio es convertir el alcohol en el bromuro de bencilo 5 por medio de

una reaccion de sustitucién nucleofilica del tipo Sn2 en donde el tribromuro de

fésforo convierte al alcohol en un mejor grupo saliente como se muestra en el

esquema 17. Del compuesto 5 se obtuvo un rendimiento de 88.6% como cristales

blancos con un p.f. de 52-54 °C, sus datos espectrales corresponden con los

reportados en la literatura.
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Esquema 17. Mecanismo de reaccién Sy2 del alcohol con PBrs.

BnO /\\ o’PBr2
on B\ ,Br \©/‘<‘I+
P~ H
|
Br N

OCH, OCH,

BnO B
HOPEB, . \@/\ r

OCH,

6.1.6. Bromuro de {[3-(benciloxi)-5-metoxifenillmetil}trifenilfosfonio [6]

BnO
P*Ph3Br
PPh;
5 —m»
Tolueno

OMe

Esquema 18.

Finalmente en la ultima sintesis para obtener la sal de fosfénio, se hizo
reaccionar el bromuro de bencilo con trifenilfosfina, esta reaccion procede por un
mecanismo de sustitucion nucleofilica Sy2 (ver esquema 19), de donde se obtuvo
el compuesto 6 como un sélido blanco, con un rendimiento del 59.2%.

Esquema 19. Mecanismo de reaccién de la sal de fosfénio.

BnO q py, BnO

Br \'|:_,/
|
Ph >
OCH; OCH,

®@ ©
PPh,Br
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6.2. Reaccidén de Wittig

Una vez obtenida la sal de fosfénio 6, esta se hizo reaccionar con una base
fuerte, en este caso hidruro de sodio para obtener el iluro de fésforo, este
intermediario asi generado, es una especie que no posee una carga global pero
tiene un atomo de carbono cargado negativamente enlazado a un atomo de
fosforo cargado positivamente. Una vez obtenido el iluro de fésforo, se hace
reaccionar con el aldehido correspondiente para la obtenciéon del estilbeno

formando un doble enlace que une a ambos anillos aromaticos.

La reaccidén consiste en un proceso de adicién nucleofilica del iluro de
fésforo, donde el carbono con carga negativa, ataca el carbonilo del aldehido
produciendo un intermediario reactivo conocido como betaina, la cual experimenta
una formacion intramolecular de un enlace P-O para producir un anillo de cuatro, y
que posteriormente por un “rearreglo” da lugar al doble enlace del estilbeno y al
oxido de trifenilfosfina. Como se muestra en el esquema 20.

Esquema 20. Mecanismo de la reaccién de Wittig.

H » + =
. o PhsP O
BnO gph Be BnO ec:\{—\)
—_—
OCH3 OCH,

lluro OCH,4 Tl

BnO

OCH,

. . . OCH;
* Aldehido con diferentes sustituyentes. I |

Betaina
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6.2.1. 3-[2-(4-Etoxi-3-metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [7b]

Esquema 21.
BnO o} OCH,CH,
P*Ph;Br OCH,CH,
H BnO
X OCH;,4
6 OCH3
OMe —> 7a
THF
OCH; |pdic
H+

OCH,CH,
o ¢
OCH,
7b

OCHj

El primer bibencilo que se sintetizo fue el 3-[2-(4-etoxi-3-metoxifenil)etil]-5-
metoxifenol, en donde el 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido se hizo reaccionar con la
sal de trifenilfosfonio en cantidades equimoleculares y una vez obtenido el
estilbeno 7a como una mezcla de isémeros cis-trans, estos isomeros fueron
convertidos en el bibencilo 7b con un rendimiento del 43.2% al ser sometidos bajo
condiciones de hidrogenacion empleando Pd-Carbono como catalizador, en donde
se reduce el doble enlace y con el mismo tratamiento se hidrogenoliza el grupo
protector, O-benciloxi, para regenerar el hidroxilo fendlico. El bibencilo 7b fue
caracterizado por métodos espectroscdpicos y espectrométricos; el espectro de
masas (anexo, espectro 1), registra una ruptura con un m/z de 137 uma que es un

fragmento caracteristico para este bibencilo. En el espectro de IR se observan

bandas caracteristicas para el hidroxilo fenélico en V.« ~3451 cm™, ademas de

presentar bandas caracteristicas de caracter aromatico en V,.x 2935, 1600, 1456
1

cm .
La RMN fue atil como herramienta complementaria para la asignacién de la
posicién y tipo de sustituyentes presentes. Asi, en el espectro de RMN 'H para 7b

(anexo, espectro 2) se observa en 1.45 ppm un triplete para los tres hidrogenos
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del CHj; del etoxilo, después se puede observar un multiplete en 2.82 ppm que
integra para los 4 hidrégenos de la cadena alifatica que une a ambos anillos, en
3.75 y 3.84 ppm se observan dos singuletes que integran para los hidrégenos de
los grupos CH3-O de ambos anillos, en 4.07 ppm se observa un cuatruplete que
integra para los dos hidrégenos del -OCH, del etoxilo, el hidroxilo fendlico se
observa como un singulete a 4.83 ppm, finalmente se observan varias sefales en
un rango de 6.25 a 6.79 ppm que integran para los hidrogenos de los anillos

aromaticos.

En la figura 4 se muestra el espectro de RMN *C, donde se puede observar
una senal en 15.1 ppm que corresponde al CH3 del etoxilo, en 37.4 y 38.4 ppm
sefales que corresponde a los carbonos de la cadena alifatica, en 55.5 y 56.2 ppm
correspondientes a los carbonos de los grupos -OCH3; de ambos anillos, en 64.7
ppm que corresponde al carbono del OCH, del etoxilo y finalmente una serie de
senales de 99.4 a 161.6 ppm correspondientes a los carbonos de los anillos

aromaticos.

Figura 4. Espectro de RMN C de 3-[2-(4-etoxi-3-metoxifenil)etil]-5-metoxifenol 7b.
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6.2.2. 3-[2-(4-Metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [8b]

Para la obtencion del 3-[2-(4-metoxifenil)etil]-5-metoxifenol 8b, se hizo
reaccionar la sal de trifenilfosfonio 6 con 4-metoxibenzaldehido en cantidades
equimoleculares en THF, una vez obtenida la mezcla cis-trans después fue
sometida bajo condiciones de hidrogenacion catalitica empleando hidréxido de
paladio como catalizador y acetato de etilo (esquema 22). EI compuesto 8b fue
obtenido con un rendimiento del 41.3% como un liquido anaranjado, el bajo
rendimiento se debe a la generaciéon de subproductos los cuales dificultaron la

recuperacion del producto en forma pura.

Esquema 22.
0 OCHj,
Bno P*Ph;Br
3= H BnO
X
6 OCH3;
—_—> 8a
OMe THF

OMe lPd(OH)ZIH*

OCH,
HO O
O 8b

En la figura 5 se muestra el espectro de RMN 'H para el compuesto 8b. En
él se puede observar un multiplete en 2.83 ppm que integran para los cuatro
hidrégenos de la cadena alifatica, en 3.75 y 3.79 ppm se observan dos singuletes
que integra para seis hidrogenos que corresponden a los grupos metoxilos de
ambos anillos, en 4.77 ppm un singulete que integra para el hidroégeno del
hidroxilo fendlico, posteriormente se encuentran diferentes sefiales entre 6.25 y
7.09 ppm que integran para los diferentes hidrogenos de los anillos aromaticos.
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Figura 5. Espectro de RMN "H de 3-[2-(4-metoxifenil)etil]-5-metoxifenol 8b.

La formacion del compuesto 8b fue confirmada con espectrometria de
masas, en donde se observé en ion molecular a 258 m/z correspondiente a la
masa del compuesto 8b. En la espectroscopia de IR (anexo, espectro 3) se
observa una banda ancha en 3401.48 cm ' que corresponde a la vibracién del
grupo hidroxilo del compuesto. En el espectro de RMN '3C (anexo, espectro 4) se

observa una sefal correspondiente a los carbonos de los grupos metoxilos en 55.5

ppm.

6.2.3. 3-[2-(4-Metoxifenil)etillfenol [12]

El 3-[2-(4-metoxifenil)etilffenol se obtuvo a partir del bromuro de [(3-
hidroxifenil)metil]trifenilfosfonio, preparado con anterioridad en el laboratorio de
investigacién con el mismo procedimiento empleado para obtener la sal de
fosfénio 6, se hizo reaccionar con p-metoxibenzaldehido, para asi obtener los
isébmeros cis-trans correspondientes, posteriormente los isbmeros se sometieron a
una reaccion de hidrogenacién catalitica, en donde el doble enlace de la cadena
alquilica que une a los anillos es reducido (esquema 23). Se obtuvo un
rendimiento bajo de 13.1% del bibencilo 12, como un liquido amarillo.
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Esquema 23.
o) OCH,4
P*Ph,Br H ©/
X
—>
OH THF
OH Pd(OH)le"

OCH,

>

El producto fue caracterizado por métodos espectroscédpicos; en el espectro
de RMN 'C que se muestra en la figura 6 se observan dos sefalas
correspondientes a los carbonos de la cadena alifatica en 36.7 y 37.9 ppm, en
55.2 ppm correspondiente al carbono del OCHj; y finalmente se encuentran las
sefales correspondientes a los carbonos de los anillos aromaticos entre 112.7 y
155.5 ppm.

Figura 6. Espectro de RMN '*C de 3-[2-(4-metoxifenil)etil]fenol 12.
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En el caso de la RMN 'H, en el espectro se observa en 2.84 ppm un

singulete que integra para cuatro hidrégenos correspondientes a la cadena

alifatica, en 3.79 ppm una senal que integra para tres hidrégenos del grupo OCHjs

y finalmente sefales entre 6.55 y 7.1 ppm correspondientes a las integraciones de

los hidrégenos de los anillos aromaticos.

En espectroscopia de IR se observa una banda ancha en 3452 cm™

caracteristica para la vibracion del grupo hidroxilo.

Adicionalmente, en el espectro de masas se puede observar el ion

molecular en 228 m/z correspondiente a la masa molecular del compuesto 12.

(Figura 7).
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Figura 7. Espectrometria de masas para el compuesto 12.
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6.3. Sintesis del difenilmetano [15]
6.3.1. Bromuro de  3,5-dimetoxibencilo [13] vy 1,3-dimetoxi-5-(2-

metoxifenoximetil)benceno [14]

Esquema 24.

H3CO H3CO OCH3
PBr OCH
—3 13— C[ OCH;
THF

K2CO3IKI
OCH; OCH;

OCH;
El dltimo compuesto de interés a sintetizar fue el difenilmetano compuesto
15, para obtenerlo, se utilizé el alcohol 3,5-dimetoxibencilico que por tratamiento
con triboromuro de fosforo, se obtuvo el compuesto 13 (8.5 g, 88.3%) como
cristales blancos.

Mediante la sintesis de éteres de Williamson, método que implica un
mecanismo Sn2 al reaccionar un ion alcéxido con un halogenuro de alquilo
primario no impedido. En nuestro caso particular, el alcoxido se obtuvo in situ por
reaccion entre guayacol y K.COs, que al hacerlo reaccionar con el bromuro 13, se
obtuvo una mezcla enriquecida del compuesto 14 con guayacol como impureza; a
pesar de que se realizd una percolacion para su purificacion, hasta el momento
no ha sido posible obtener el producto 14 en forma pura.

6.3.2. 2-[(3,5-Dimetoxifenil)metil]-6-metoxifenol [15]

Esquema 25.
OCH;, oH
AN
C[o OCH,3 H,CO !
H;PO, ZNome
14 p——— 15
THF
OCH, OCH;,3

Después de sintetizar el compuesto 14 mediante una transposicién
bencilica por catdlisis acida se esperaba obtener el correspondiente difenilmetano.
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Asi, el tratamiento de 14 con &cido fosférico a temperatura de reflujo en THF
genera a 15 como una mezcla de tres productos de transposicion principales, de
los cuales solamente los dos mas abundantes han sido caracterizados, el
compuesto 15a se obtuvo como un sdlido blanco, con un 13.8% de rendimiento y
el compuesto 15b como un liquido viscoso amarillo, con rendimientos del 2.4%
respectivamente.

La figura 8 muestra el espectro de RMN 'H para el compuesto 15a, en el
cual se observan sefnales en 3.74 y 3.75 ppm que integra para tres y seis
hidrégenos que corresponden a los grupos metoxilo, posteriormente se observa
una senal en 3.95 ppm que integra para dos hidrégenos que corresponde al
metileno que une a los anillos, una sefial en 5.52 ppm que integra un solo
hidrégeno para el hidroxilo fendlico, finalmente se tienen una serie de senales de
6.31 a 6.94 ppm que integran para los hidrégenos de los anillos aromaticos. En el
espectro de RMN *C se observa en 35.7 ppm una sefial que corresponde al
metilo que une a los anillos, en 55.2 ppm una sefial que corresponde a dos
carbonos de grupos metoxilo (OCH3-3,5) y en 61.3 para el otro metoxilo (OCHj3-3’),
después se observan de 97.9 a 160.8 ppm una serie de senales correspondientes
a los carbonos de los anillos aromaticos. Con respecto a su espectrometria de
masas presenta su ion molecular en 274 m/z que concuerda con la masa
molecular.

Figura 8. Espectro de RMN 'H del compuesto 15a.
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En la figura 9 se muestra el espectro de RMN *C para el compuesto 15b,
en el cual se observan una senal en 41.5 ppm que corresponde al carbono del
metilo que une a los anillos, en 55.3 ppm senal correspondiente a dos carbonos de
los grupos metoxilo (OCH3-3,5) y en 61.3 una senal que corresponde al carbono
del otro metoxilo (OCH3-3), finalmente varias sefales que corresponden a los
carbonos de los anillos aromaticos éstas en 97.8 a 160.8 ppm. En el espectro de
RMN 'H para el compuesto 15b se observan sefiales en 3.75 ppm que integra
para nueve carbonos correspondientes a los grupos metoxilo del compuesto, en
3.86 ppm que integra para dos hidrogenos correspondientes al metileno, en 5.53
ppm que integra para el hidrégeno del fenol, y por ultimo una serie de sefales que
integran para los diferentes hidrégenos de los anillos aromaticos en 6.31 a 6.83
ppm. En espectroscopia de IR se observa una banda ancha en 3437 cm’
correspondiente a la vibracién del alcohol fenélico. Por medio de la espectroscopia
de RMN 'Hy la RMN "3C se propusieron las estructuras para los productos 15a y
15b.

Figura 9. Espectro de RMN 'C para el compuesto 15b.
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6.4. Efecto de los analogos y homoélogo sobre el complejo PDE1-CaM

El efecto de los compuestos 7b, 8b, 12, 15a y 15b sobre la actividad
moduladora de la CaM se determind utilizando un método enzimético, el cual se
basa en la cuantificacién del fésforo inorganico espectrofotocolorimétricamente
generado a partir de la hidrélisis de AMPc por la accién de la PDE1 en presencia
de una 5"-nuclectidasa. La cantidad de fésforo cuantificada correlaciona
directamente con la actividad de la PDE1 dependiente de CaM.

Los resultados muestran que los compuestos 8b, 15a y 15b inhibieron la
actividad del complejo PDE1-CaM con valores de ICso de 9.38, 56.15, 54.73 uM

respectivamente. En la siguiente tabla se muestran los resultados.

Tabla 1. Resultados de los productos sobre el complejo PDE1-CaM.

TN T I O
_ 54.69 0.23 Inactivo
_ 9.38 1.88 Muy potente
_ 43.45 0.27 Inactivo
_ 56.15 0.48 Moderadamente
_ 54.73 0.49 Moderadamente
Criterios de actividad

0.0-0.30 Inactivos

0.30-0.70 moderadamente

0.70-1.0 Equipotentes

>1.0 Muy potentes
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7. CONCLUSIONES

Se realizd la sintesis lineal de la sal de fosfénio 6 que se usdé como
intermediario en comun para la obtencion de los bibencilos 7b-10b.

Se realizé la sintesis de los bibencilos analogos del gigantol 7b-10b y
12 modificando los sustituyentes de los anillos por medio de una

secuencia de reacciones que involucran la reacciéon de Wittig.

Mediante la transposicion bencilica del compuesto 14 se obtuvieron

los homélogos difenilmetano 15a y 15b.

Los compuestos obtenidos fueron caracterizados por medio de RMN

'H, RMN '3C, IR y espectrometria de masas.

A los analogos 7b, 8b, 12 y los homélogos 15a y 15b se les evalud el
efecto que tienen sobre la actividad de la enzima PDE1, en donde se
observé que los compuestos 8b, 15a y 15b tienen un efecto inhibidor
del complejo CaM-PDE1, lo que indicaria que posiblemente puedan

tener funcién antiespasmaodica.

Con los datos obtenidos hasta el momento no se ha podido recabar la
suficiente informacion para realizar el estudio sobre la relacién
estructura quimica-actividad biol6gica, ya que no son suficientes los

compuestos evaluados.
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8. PERSPECTIVAS

» Se sugiere realizar la evaluacion de los compuestos 9b y 10b ademas de
seqguir con la sintesis y evaluacién farmacol6gica de otra serie de analogos
del gigantol, con otros sustituyentes para asi obtener la mayor informacién
posible para realizar el estudio sobre la relacidn estructura quimica-

actividad bioldgica.
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10. ANEXO

Espectro 1. Espectrometria de masas de 3-[2-(4-Etoxi-3-metoxifenil)etil]-5-
metoxifenol [7b].

Espectro 2. RMN 'H del 3-[2-(4-Etoxi-3-metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [7b].
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Espectro 3. IR de 3-[2-(4-Metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [8b].

Espectro 4. RMN °C de 3-[2-(4-Metoxifenil)etil]-5-metoxifenol [8b].
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ANEXO

Espectro 5. RMN 'H de 3-[2-(4-Metoxifenil)etilJfenol [12].

Espectro 6. RMN '3C de 2-[(3,5-Dimetoxifenil)metil]-6-metoxifenol [15a].
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ANEXO

Espectro 7. RMN 'H de 5-[(3,5-Dimetoxifenil)metil]-2-metoxifenol [15b].

69

——
| —



	Portada
	Contenido
	Abreviaturas
	Introducción
	1. Antecedentes Teóricos
	2. Planteamiento del Problema
	3. Objetivos
	4. Hipótesis
	5. Desarrollo Experimental y Resultados
	6. Discusión de Resultados
	7. Conclusiones
	8. Perspectivas
	9. Referencias
	10. Anexo

