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JOURNEYMAN

From the red sky of the east
To the sunset in the west
We have cheated death
And he has cheated us

But that was just a dream
And this is what it means
We are sleeping
And we'll dream for evermore

And the fragment remains of our
memories
And the shadows we made with our
hands
Deep grey, came to mourn
All the colours of the dawn
Will this journeyman's day be his last?

| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away
| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away

But the memory still remains
All the past years not so strange
Our winter times are like a silent

shroud

And the heartbeat of the day

Drives the mist away
And winter's not the only dream
around

In your life you may choose
desolation
And the shadows you build with your
hands
If you turn to the light
That is burning in the night
Then the journeyman's day has

begun

| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away
| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away

| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away
| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away

| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away
| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away

| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away
| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away

| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away
| know what | want
And | say what | want
And no one can take it away

Paul Bruce Dickinson 2003
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Suntesis de Flavonas con potencial actividad relajonte de nmuiscudo-liso-

Abreviaturas

ACh
AMPc

Ar
Bn
°C
Ca*
CC
CCF
CL-M

Da
DAG
Glu
GMPc

GTP

IP3
Me
min
MLCK

Mw
NADPH
NE

NO

Et

ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

Acetilcolina (del inglés Acetylcholine)
3’,5’-Monofosfato ciclico de adenosina (del inglés
Adenosine monophosphate cyclic)

Arilo

Bencilo

Grado Celsiu

I6n calcio

Cromatografia en columna

Cromatografia en capa fina

Cadena ligera de miosina

Calentamiento

Daltons

Diacilglicerol

Glutamato

3’,5’-Monofosfato ciclico de guanosina (del inglés
Guanosine monophosphate cyclic)

Tifosfato de guanosina del (inglés Guanosine tiphosphate)
Hora

Trifosfato de inositol (del inglés inositol trisphosphate)
Metilo

Minutos

Cinasa de cadena ligera de miosina (del inglés Myosin
light-chani kinase)

Microondas (del inglés microwave)

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
Norepinefrina

Oxido nitrico

Etilo
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OH Hidroxilo

Ph Fenilo

PKC Proteina cinasa C (del inglés protein kinase C)
RMN *C Resonancia magnética nuclear de carbono 13
RMN 'H Resonancia magnética nuclear de hidrégeno
t. a. Temperatura ambiente

OTMS Trimetilsilano

T™MS Tetrametilsilano

uv Luz ultravioleta

X Halogeno

Disolventes

AcOH Acido acético

AcOEt Acetato de etilo

CHxCl2 Diclorometano

DMSO Sulféxido de dimetilo

EtOH Etanol

MeOH Metanol

DMF N,N-Dimetilformamida

H>O Agua

t-BuOH ter-Butanol

Py Piridina

THF Tetrahidrofurano

Reactivos

Ac,0 Anhidrido acético

AgOAc Acetato de plata

BF3°O(C2Hs): Eterato de trifloruro de boro

BuLi Butillitio

Br, Bromo molecular
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BTC
CaCl;
CO

CO,
CsOPiv
Cul
4-DMAP
DBU
DDQ
EtsN
FeCls
Fe(OTf)s
HCI
H3PO4
H2SO4

2

ICI

InCl3
KNO3
KOH
LDA
LiOH
MnO2
NaCl
KCI
NaOH
NaHCO;
NaH2PO4
NaHSO;
NaS04
NazS,03

Carbonato de di(triclorometilo)
Cloruro de calcio

Mondxido de carbono

Dioxido de carbono

Pivalato de cesio

Yoduro de cobre
4-Dimetilaminopiridina
1,8-Diazabicliclo[5.4.0]Jundec-7-eno
2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
Trietilamina

Cloruro férrico
Trifluorometansulfonato de hierro
Cloruro de hidrogeno

Acido fosférico

Acido sulfarico

Yodo molecular

Monocloruro de yodo
Tricloruro de indio

Nitrato de potasio

Hidroxido de potasio
Diisopropilamiduro de litio
Hidréxido de litio

Dioxido de manganeso
Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Hidréxido de sodio
Bicarbonato de sodio

Fosfato monobasico de sodio
Bisulfito de sodio

Sulfato de sodio anhidro
Tiosulfato de sodio
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PAPHh 1,3,5,7-tetrametil-2,4,8-trioxa-6-fenilfosfadamantano
PivOH Acido pivalico

Pd(OAc), Acetato de paladio (II)

PdCIy(PPhs)2 Dicloruro de di(trifenilfosfina) de paladio (II)
Pdz(dba)s; Tri(dibenzilidenacetona) de dipaladio

PdL, Sal de paladio con ligantes (II)

PPh3 Trifenilfosfina

SOCl, Cloruro de tionilo

TBAF+3H,0 Floruro de tetrabutilamonio trihidratado

t-BuOOH Hidroperodxido de ter-butilo
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dimetoxichalcona

(E)-3-bromo-2’,4-dihidroxi-5’- (E)-3-bromo-2’-hidroxi-5’-metil-4-
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RESUMEN

Las flavonas obtenidas en este trabajo fueron preparadas mediante una secuencia
de reacciones mostrada en el esquema 1. Primero fue sintetizada la chalcona (3)
mediante una condensacién alddlica entre una arilcetona (1) y un aldehido
aromatico (2) usando tres condiciones de reaccion: basicas libres de disolvente,
basicas con disolvente y condiciones acidas, esto con el objetivo de encontrar las
condiciones Optimas para obtener los compuestos. La flavona (4) fue obtenida
usando una reaccion de ciclacién oxidativa empleando yodo (l2) y sulfoxido de
dimetilo (DMSO) y la chalcona (3).

0
H
+0 X
OH | R
2

R = Me, OMe

R'=H, OH, OMe, OCH,0, OEt, OBn, OAc, X

N J

Esquema 1. Metodologia para la obtencion de flavonas. Reactivos y condiciones: (i) I, /DMSO
120 °C, 2 h; (ii) NaOH y molienda; KOH-LiOH/EtOH; BF;#O(C;,Hs),/dioxano.

Las flavonas fueron evaluadas como relajantes de musculo liso usando como
modelos bioldgicos; aorta de rata para musculo liso vascular (MLV) y traquea de
cobayo para musculo liso aéreo (MLA), para obtener informacién sobre como es
afectada la actividad relajante de musculo liso por los sustituyentes de la flavona.

Figura 1. Fotografia de los compuestos obtenidos.

Gerardo Andrés Tapia Flores vii
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1. INTRODUCCION

Los flavonoides son un conjunto de compuestos pertenecientes al metabolismo
secundario de las plantas, estos flavonoides desempefian funciones de proteccion
de factores ambientales agresivos para las plantas, asi como el de regular el
desarrollo de estas. Ejemplos de estos compuestos por nombrar algunos son las
antocianinas, las catequinas, los flavonoles, las isoflavonas y las flavonas. En
general se ha determinado que una dieta rica en estos compuestos otorga
beneficios a la salud en el ser humano, debido a que son moléculas con alto
potencial antioxidante. Ademas muchas plantas utilizadas en medicina tradicional
tienen como principios bioactivos flavonoides. Dentro del grupo de los flavonoides,
las flavonas han sido sujeto de estudio por varios grupos de investigadores,
encontrando actividades farmacologicas como antiinflamatoria, antitumoral,

nootropica y antimicrobiana entre otras.

Meéxico en la actualidad enfrenta problemas en la salud publica causados por
padecimientos como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), el asma
y las enfermedades hipertensivas. Estos padecimientos tienen en comun un
trastorno en la contraccion del musculo liso ya sea vascular o de vias aéreas. La
estrategia terapéutica para tratar estos padecimientos involucra el uso de
farmacos relajantes del musculo liso como los bronco y vasodilatadores. A pesar
de que existe un numero importante de este tipo de farmacos en el Mercado, los
efectos secundarios asi como la tolerancia que desarrollan los pacientes hacia
estos, hacen necesario la busqueda de nuevos farmacos para ser usados como

alternativas terapéuticas en el tratamiento de estas enfermedades.

Estudios realizados con lagunas flavonas han demostrado que tienen la capacidad
de relajar el musculo liso, sin embargo los bajos rendimientos en los procesos de
aislamiento a partir de fuentes naturales, limita su evaluacion farmacolégica, por
este motivo la sintesis organica de flavonas favorece su evaluacion con el fin de

contribuir al desarrollo de nuevos farmacos relajantes del musculo liso.

I EEEEEEE—
Gerardo Andrés Tapia Flores 1
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En el presente trabajo se plantea la sintesis de flavonas para evaluar su efecto

relajante en el musculo liso aislado de traquea de cobayo y aorta de rata con
propdsito de generar conocimiento sobre la estructura y su relacion que guarda
con el efecto relajante de musculo liso. La sintesis de las flavonas se llevé a cabo
a través de una condensacion alddlica (usando catalisis basica o acida), con la
que se obtuvieron 2-hidroxichalconas las cuales fueron cicladas a su
correspondiente flavona por medio de una reaccion de ciclacion oxidativa usando
sulfoxido de dimetilo (DMSO) y en cantidades cataliticas de yodo molecular.

Gerardo Andrés Tapia Flores 2
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2. ANTECEDENTES
2.1 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas, de los cuales se han
identificado cerca de 9000 en la actualidad." Fueron identificados por primera vez
por el premio nobel Albert Szent-Giorgy en 1930. En su trabajo aisl6 de la cascara
de limén una sustancia que denomind citrina y observéO que regulaba la
permeabilidad de los capilares. Debido a que algunos flavonoides cuentan con
propiedades similares a la vitamina C, se les dio el nombre de vitamina P o
vitamina C,, sin embargo, debido a que un déficit en su consumo no causa

problema en la salud se descarto la idea.??

En las plantas los flavonoides estan involucrados en las funciones de proteccion,
desarrollo, reproduccion y comunicacion de la planta con ella misma o con otros

organismos.*’

La estructura quimica de los flavonoides (figura 2), esta formada por un esqueleto
de atomos de carbono Cg-C3-Cs (5), donde Cg representa los anillos aromaticos A
y B, mientras que C3 es una cadena de tres atomos de carbono que generalmente
se encuentra formando un ciclo con un oxigeno del anillo A, formando el anillo C,
sin embargo se encuentran flavonoides formando ciclos de 5 o manteniendo la

cadena C; lineal . *%®

5 l

Cg-C3-Cq Flavonoide

N\ J

Figura 2. Esqueleto de C4-C3-Cg de los flavonoides y ubicacion de los anillos A, By
C dentro del Flavonoide (6).

Gerardo Andrés Tapia Flores 3
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2.1.1 Clasificacion de los flavonoides

A WA

Los flavonoides pueden ser clasificados en flavonoides mayores y menores, de
acuerdo al arreglo de su cadena de tres carbonos. Los flavonoides mayores tienen
en comun el nucleo cromano (7) 6 3,4-dihidro-2H-1-benzopirano (figura 3),
mientras que en los flavonoides menores se encuentran las chalconas (8) y
auronas (9) estos no comparten el nucleo cromano pero cuentan con la estructura
Ce-C3-Co.*®

% ;
Chalcona Aurona s

(. v

Figura 3. Estructura del ntcleo cromano y flavonoides menores.
Los flavonoides mayores se clasifican segun la posicidon de union del anillo
aromatico B en el nucleo de cromano,’ obteniéndose tres clases: Flavonoides (10),

Isoflavonoides (11) y Neoflavonoides (12) (figura 4).

Ve ~\
i »
. L]
0
-
z (0]
10 11 12
Flavonoindes Isoflavonoides Neoflavonoides
(Flavona) (Isoflavona)

(. J

Figura 4. Clasificacién de flavonoides dependiendo de la unién del anillo aromatico B al nucleo
de cromano.
En la naturaleza cuando un flavonoide se encuentra unido a una o mas moléculas
de carbohidratos se tienen glicdsidos de flavonoides, cuando un flavonoide no esta
unido a ningun carbohidrato se denomina aglicona de flavonoide. Los glicosidos

I EEEEEEE—
Gerardo Andrés Tapia Flores 4
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A WA

pueden ser de dos tipos (figura 5) de acuerdo al atomo con que se encuentre
unido el carbohidrato; si la unién flavonoide-carbohidrato se da mediante un atomo
de oxigeno se tiene un o-glicésido (13), cuando la unién es mediante un atomo de

carbono se tendra un c-glicésido (14).”%°

13

O-glicésido C-glicosido

Figura 5. Ejemplos de glicdsidos de flavonoides.

Los flavonoides pueden encontrarse como monomeros, dimeros, trimeros e
incluso polimeros.® Cuando se tienen estructuras de polimeros de flavonoides se
conocen como “tanino” (15) (figura 6), estos polimeros pueden ir desde 500 hasta
30000 Daltons (Da).™

Tanino
N S

Figura 6. Tanino formado por unidades de 3,7,3’,4’,5’-pentahidroxiflavona.

Gerardo Andrés Tapia Flores 5
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2.2 Flavonas

il

A WA
o)
1

g
am

N

El término flavona fue utilizado por primera vez por Von Kostanecki y Tambor en
1895." Las flavonas son metabolitos precursores de las antocianinas, se forman a
partir de las flavanonas, por ejemplo la flavanona (16) que por accion de la flavona
sintasa 1 (FNS 1) o la flavona sintasa 2 (FNS Il) sera formado un doble enlace en
los carbonos 2 y 3 generando la flavona (17) (esquema 2).

FNS |

2 oxoglutarato, Oy, Fes
o FNS I H
HO O NADPH, O
16 OH

Esquema 2. Formacion de flavona FNS 1 6 FNS II.

2.2.1 Flavonas y sus actividades farmacoldgicas

Las flavonas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, por ejemplo: Tila
cordata contiene hesperidina, Pasiflora incarnata y en el Ginko biloba se puede
encontrar la luteolina, de Apium graveolens se ha aislado apigenina, la Scutellaria

baicalensis contiene baicaleina y Citrus sinensis la 5,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona

por nombrar algunas.®""

En estudios farmacologicos de flavonas se ha encontrado que presentan una

amplia gama de actividades farmacoldgicas, por ejemplo: antioxidante,'*"

1415 ,'*"7 citotoxica,”® inhibidora de la agregacién

57
P

antitumora
20,21

antiinflamatoria,

plaquetaria,’® nootrépiaca,
22,23

depresora de sistema nervioso centra

24,25 28,29

moduladora enzimatica,**** antibacteriana, antiviral,”®%" vasorrelajante,

y
antialergica®® entre otras. En la figura 7 se muestran algunas flavonas aisladas de

plantas y preparadas mediante sintesis junto con su actividad.
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Flavonas naturales

HO

Diosmetina OMe Hispidulina OMe Luteolina OH
Antitumoral  OH Inhibicion de agregacion plaquetaria Nootrépica  OH
OH O OH O
HO
Acacetina O Escutelareina OH plgem'na
. Vaso relajante

Moduladora enzimatica Antiviral

OH O OH O

HO

Crisina Baicaleina
Antialergico Antitumoral

Flavonas sintéticas

Agonista de reseptores a, adernergicos

Che

-fluor-4'-h|drOX|fIavona | _
i Cl
Inhibidora de la MAO-B Antitumoral

OMeO

|
MeO 0" N

H
NN
\ON \/@ 6-cloro-3'-nitroflavona
Antimicrobiana i

Depresora de sistema
nervioso central

Figura 7. Ejemplos de flavonas y su actividad farmacoldgica.
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2.2.2 Sintesis de flavonas

Numerosos grupos de investigacion han dedicado su estudio a las flavonas debido
a la gama de actividades farmacoldgicas que presentan.'® Las flavonas para estos
estudios pueden obtenerse a partir de una planta preparando primero un extracto,
de éste se separan sus componentes mediante técnicas cromatograficas que
después son caracterizados. Estos procedimientos tienen la desventaja de que por
lo general se obtienen los compuestos en pequefas cantidades a partir de
grandes cantidades de material vegetal empleado, es por esto que en la obtencién
de flavonas la sintesis organica juega un papel crucial ya que permite obtener
flavonas con mejores rendimientos, asi como también es un procedimiento para
obtener varios analogos y flavonas disefiadas (que no se encuentran en las
plantas) especialmente para una actividad farmacoldgica en particular. Debido a la
importancia de este grupo de compuestos, se han descrito en la literatura varios

meétodos se sintesis de los cuales de describen algunos a continuacion:
2.2.2.1 Sintesis con catalizador doble

Consiste en una metodologia donde se usan dos catalizadores (esquema 3). Los
fenilacetilenos sustituidos (19) reaccionan con o-hidroxibenzaldehidos (18) en

presencia de piperidina y FeCls a reflujo para dar como resultado flavonas (20).

4 N\

dL \O FeCI3 (10%)

(20%)

18
Tolueno, Reflu10 0O, 74-87%

Esquema 3. Catalisis dual para la sintesis de flavonas.

Para esta reaccion se propone un mecanismo (esquema 4) en donde la piperidina
(21) actua como organocatalizador que ataca al aldehido (22) activado por el acido
de Lewis para formar el cation iminio (23), este se condensa con el alquino (24)
dando como resultado el flavonoide (25), después de la eliminacion de la

I EEEEEEE—
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NN

piperidina se obtiene el intermediario benzopirilio (26), el cual es oxidado a la
flavona (27).%

C|2Fe\o+

: () ()

N
OH H
22 -FeCl,OH H

: — el — |
O OH 0 Ph
N 23
H
21

Ph
25
24 O
N
0 Clee\O H
O, FeCls FeCl,0H \
L~ ‘ ~
-FeCl 0~ >Ph
0~ “Ph eCly 0~ >Ph D
27 26

Esquema 4. Mecanismo propuesto para la sintesis de flavonas usando FeCl; y piperidina.

2.2.2.2 Sintesis de Allan-Robinson

Es un método que data de 1924 para la sintesis de flavonas.*> Consiste en el
tratamiento de o-hidroxiacetofenonas (28) con anhidridos aromaticos (29) en
presencia de una base adecuada y calentamiento se obtienen las flavonas (30)
como producto® (esquema 5).

O O o
_R
o) —_—
+ el ®
OH
28 29

Esquema 5. Sintesis de flavonas de Allan-Robinson.
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2.2.2.3 Flavonas usando la reaccion de Wittig

En 1954 George Wittig®> descubri6 una forma de adicionar un carbanion,
estabilizado por un atomo de fosforo (iluro de fosforo) a una cetona o aldehido
obteniendo un alqueno.**** Para obtener una flavona empleando esta reaccién
primero debe prepararse un derivado del éster de benzolilo (31), seguido por una
mono bromacién en el carbono a de la cetona y la posterior sustitucion del bromo
con trifenilfosfina, que en presencia de base se obtiene la correspondiente sal de
Wittig (32). La reaccion de Wittig intramolecular se promovera mediante radiacion
UV,*® con la que se obtendra la flavona (33) éste método se ilustra en el esquema
6.

Br
0 O 'PPh,
R CH Ri R
3 1
1) Br, / AcOH
2 : EtsN / UV, H,0
R2 O R2 (0] —_—
2) PPhs/ A Rz
o)
o)
R, 63-91%
31 32 Rs

Esquema 6. Sintesis de flavonas mediante una reaccién de Wittig intramolecular.
2.2.2.4 Ciclacion mediante 4-DMAP o ICI

El método consiste en promover la ciclacion entre el hidroxilo y el alquino
presentes de los derivados de 1,3-difenilprop-2-inonas como 34 6 35 haciendo uso
de catalizadores como el cloruro de yodo (ICI)*® o la 4-(dimetilamino)piridina (4-
DMAP)* estos métodos se ilustran en el esquema 7.

I EEEEEEE—
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ICl. -78°C 6 ta.
CH,Cl,
34
0 (e}
4-DMAP (10 mol%)
\\ s > |
DMF, 30 °C
OH —R' 0 iy
X 37 P
35 45-96%

. J

Esquema 7. Sintesis de flavonas mediante una ciclacién de 1,3-difenilprop-2-inonas.

Cuando se usa ICl como catalizador es conveniente que el grupo hidroxilo este
protegido por un grupo metilo como en el compuesto 34. Cuando se emplea dicho
catalizador el yodo se coordina con el triple enlace del alquino de 34 formando un
intermediario del tipo yodonio (38), el cual se abre por un ataque nucleofilico del
oxigeno del metoxilo para formar el ciclo de 6 atomos (39), al final el grupo metilo
es eliminado del oxigeno mediante una reaccién Sy2 por el ion cloruro formado a

partir del ICI, el resultado es una 3-yodoflavona (36)*° (esquema 8).

Esquema 8. Ciclacion mediante ICI.
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Cuando la reaccion es catalizada por 4-DMAP (esquema 9) se inicia con la adicion
1,4 entre la molécula 35 y la 4-DMAP dando como resultado el compuesto (40), el
fendxido presente se ciclara mediante una segunda adicién 1,4 sobre el sistema
a,B-insaturado formando el intermediario (41), seguido se eliminara el 4-DMAP
formando la flavona correspondiente (37).>’

Esquema 9. Ciclacién mediante 4-DMAP.

2.2.2.5 Sonogashira-Carbonilaciéon-Ciclacion

Una forma para la obtencion de flavonas sustituidas es mediante la reaccidén de
Sonogashira que fue reportada por primera vez en 1975.%? El método de sintesis
se basa en el acoplamiento de alquinos terminales con halogenuros de arilo o de

vinilo usando complejos de Paladio (0) y un co-catalizador como Cul.*®

La primera etapa de la metodologia es la reaccion de acoplamiento de
Sonogashira entre el halogenuro de arilo (42) y el alquino terminal (43) para formar

el derivado del fenilacetileno (44),°*% lo anterior se muestra en el esquema 10.
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Pdg(dba)3(1 .5 mol %) OTMS
N X H PAPh (3 mol %) ~ &
R N \ DMF/DBU _ g
Z OTMS Mw 90 °C - =
30 min.
42 43 44

Esquema 10. Acoplamiento de Sonogashira.

El siguiente paso es la carbonilacién de un segundo halogenuro de arilo (45)
catalizado por Pd.* En este paso el CO se unira al Pd del complejo halogenuro-
Pd-fenilo, para después migrar del Pd al fenilo formando un benzoilo (46).%®
Finalmente (44) se unira al complejo de Pd y después sera acoplado al benzoilo
formando el derivado de 1,3-difenilprop-2-inona (47) que se ciclara generando la

flavona (20)*° (esquema 11).

Pd,(dba)s(1.5 mol %)

| PAPh (3 mol %)

7N 1 atm CO

R——

2 oH TBAF, DMF, DBU I 44
Mw, 90 °C, 30 min.

45 OoTMS

46-71%

Esquema 11. Carbonilacién y ciclacién en la formacién de flavonas.

Ademas de la reaccion Sonogashira otros acoplamientos con paladio han sido
muy usados en la sintesis de flavonas, un ejemplo es el mostrado en el esquema
12 donde ocurre el acoplamiento de un anillo aromatico (48) a una cromona (49)

formando la flavona (27).%°

I EEEEEEE—
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Pd(OAc), (5% mol)

AgOAc (3 eq)
) - () -
o PivOH (6 eq)
CsOPiv 20 % mol)
49 48 110°C, 12 h

21-711%

Esquema 12. Acoplamiento de anillos bencénicos a cromonas para la
sintesis de flavonas.

Otro acoplamiento util para la obtencion de flavonas sustituidas (20) consiste en el
uso de un &cido fenilborénico (50) y una cromona (51),*' usando la reaccién se

Susuki (esquema 13).

o R' Pd(OAC)Z Ee(OTf)3 ©
| AN | | \/ PivOH, 60 °C
+ - ]
/ R
NG = DDQ, KNO;,
51 B(OH), 20
50 51-94%

Esquema 13. Acoplamiento de Susuki para la sintesis de flavonas.

2.2.2.6 Sintesis de Auwers

La aurona (52) se han empleado como materia prima para la sintesis de derivados

de flavonas, por una expansion del anillo C'® (esquema 14).

O
OH
1)Br, 0N
2) KOH/EtOH R(/ |
) KOH/EtO o N
reflujo | —r
53 =
35%

Esquema 14. Sintesis de flavonas mediante la expansién del anillo C de una
aurona.
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El mecanismo reportado inicia con la adicion de una molécula de bromo al doble

A WA

enlace de la aurona (52) para generar la especie dibromada (54), al eliminar el
bromo alfa al carbonilo se forma el intermediario cationico (55) el cual es atacado
por el ion hidroxido en el doble enlace del C-2 generando el compuesto (56), se
elimina un proton abriendo el ciclo Por una adicion 1,4 se forma el intermediario
anionico (57) que al eliminar el bromo restante da como resultado la 3-

hidroxiflavona (53) correspondiente’® (esquema 15).

Esquema 15. Mecanismo de la reaccidon de Auwers.
2.2.2.7 Método de Baker-Venkataraman

El reordenamiento de Baker-Venkataraman data de 1933 y 1934 con los trabajos
de W. Baker y K. Venkataraman, y es uno de los métodos mas usados para
sintetizar flavonas.* Consiste en hacer reaccionar un derivado de la 2-
hidroxiacetofenona (58) con un halogenuro de acilo aromatico (59) para obtener un
éster de benzoilo (60) que en medio basico se traspone a una 1-(2-hidroxifenil)-3-
fenilpropan-1,3-diona (61) que al tratarse con acido se cicla formando la flavona

(20)*243444548(asquema 16).
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51-94%

Esquema 16. Sintesis de flavonas por método de Baker-Venkataraman.

Para realizar la ciclacion se usan condiciones de reaccion drasticas (un medio muy
acido y altas temperaturas), por esta razon se han buscado alternativas que hagan
uso de condiciones de reaccion mas suaves, de las mas destacadas esta el uso
de CuCly/microondas, heteropoliacidos como el acido de Well-Dawson®
(HeP2W15062:24H,0) y el uso de una variante de la reaccién de Vilsmeier-Haack.*®

2.2.2.8 Ciclacion de chalconas

La ciclacion de chalconas es uno de los métodos mas usados para sintetizar
flavonas. El primer paso de éste, es la sintesis de una 2’-hidroxichalcona, para
esto se han ocupado acoplamientos con paladio tipo Susuki empleando un acido
fenilvinilbéronico (62) y un halogenuro de acilo aromatico®® (63), o el acoplamiento
de Heck entre una cetona a,B-insaturada (64) junto con un halogenuro aromatico®
(65).

Otro método para obtener chalconas es la olefinacion de Julia-Kocienski entre una

heteroarilsulfonilfeniletanona (66) y un aldehido aromatico®’ (67).
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Sin embargo, la condensacion tipo alddlica ha sido una de las mas utilizadas para
la obtencidon de chalconas. En esta reaccion se ocupa una arilcetona sustituida
(68) y un aldehido aromatico sustituido (69) que se hacen reaccionar usando
catalisis acida o basica, la presencia o ausencia de disolvente o usando algun
catalizador. En el esquema 17 se describen las metodologias mencionadas para la

obtencién de la chalcona (70).°%°%°4%°

A) 0
DR
/ B
RNF HO” “OH =
62 63
B) o
SN X X, Pd(OAc),, PPh,
| " —
A CH; X7 Et;N
R R'
64 65
C)
o)
o\\s//o o
Act” Ny * N DBU
| X
X X2 THF, -78 °C
66 R 67 R
D) o o o)
X + H X Base o Acido
| | — R
[ = s
R R
68 69 —R
10-98%

Esquema 17. Métodos de sintesis de chalconas. a) Suzuki; b) Heck; c) Olefinacién de Julia-
Kocienski; d) Claisen-Schmidt.

Se han reportado metodologias a partir de las 2’-hidroxichalconas (71) que al ser

cicladas con el hidroxilo en posicidon 2 se obtienen las flavonas.

La ciclacion se puede realizar usando el FeCl; *° en este caso, se tiene la ventaja
gue se puede ciclar 2’-hidroxichalcona o 2’-aminochalcona para formar la flavona

(20) o la 2-fenilquinolona (esquema 18).
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Gerardo Andrés Tapia Flores 17



2.5 eq FeCl3- 6H,0 R

MeOH/A/8h

74-86%

Esquema 18. Ciclacion de chalconas mediante FeClz*6H,0.

Otra ciclacion de 2’-hidroxichalconas es la que usa Pd(ll). En la reaccion, el Pd(ll)
se coordina con el doble enlace de la chalcona 71 favoreciendo el ataque del
hidroxilo al doble enlace® seguida de la eliminacién reductiva del paladio
regenerando el doble enlace y obteniendo la flavona 20 (esquema 19).

o) 0
N Na,PdCl, 3H,0, NaOAc
RN AcOH, t-BuOH, H,0O R

=

OH N2 o
_ 1+ tBUOOH, 2.5-5 h, 70 °C L
\ |
71 20
\ 76-89%

Esquema 19. Ciclacidn de chalconas. Oxidacidon de Wacker-Cook.

Otro método para la ciclacién de la chalcona 75 es la ciclacion oxidativa usando
l,/DMSO, que se presenta como una alternativa sencilla que no genera
demasiados subproductos®® (esquema 20).

I,/ DMSO

-  » R

120 °C, 30 min

20
85-97%

Esquema 20. Ciclacion oxidativa de chalconas.
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2.3 Musculo liso

#

L
D A
[

o
F

am

El musculo liso esta constituido por células que tienen forma de huso, contiene
filamentos de actina y miosina en proporcién de 16:1, carecen de estriaciones ya
que reticulo sarcoplasmico no se encuentra muy desarrollado (figura 8). Se
encuentran en visceras cilindroides como el tubo digestivo, vias urinarias, vias
respiratorias y vasos sanguineos, su control esta dado por el sistema nervioso

auténomo.>®

Cuando el musculo liso se contrae los filamentos delgados se deslizan sobre los
filamentos gruesos ocasionando que las células musculares se acorten. Ciclos de
contraccion-relajacion generan las ondas peristalticas que tienen como objetivo
movilizar el contenido de un organo, también disminuyen o aumenta el diametro
de algun conducto para regular el flujo como los vasos sanguineos y arterias o el

arbol bronquial.>®

N

/m\\\ Filamento

grueso
\\ / Filamento
delgado

aaw

AN
N
: 3 §\ Cuerpos
é % densos
: A Filamentos
intermedios
_¥ )

a)
. J

Figura 8. Musculo liso: a) Fotografia de células de un vaso sanguineo; b) Disposicién de los
filamentos en la célula. Filamentos gruesos = miosina, filamentos delgados = actina.”

La contraccion del musculo (figura 9) puede ser inducida uno o varios de los

siguientes mecanismos:®°

Por la despolarizacién de la membrana y la apertura de canales de Ca** operados
por voltaje (VOC).
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Debido a la union de un agonista a un receptor acoplado proteina G (Gp) que
actua abriendo canales operados por receptor (ROC) permitiendo la entrada de

Ca2+.

Cerrando los canales de conductancia de K* activados por Ca** (BKca) evitando la
salida de K" y la hiperpolarizaciéon de la membrana.

Activando la encima fosfolipasa C (PLC) cuya funcion es la de romper los
fosfolipidos de membrana en inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El
IP; induce la liberacion de Ca*? intracelular almacenado en el reticulo
sarcoplasmico (SR), mientras que el DAG activa a la proteina quinasa C (PKC)
que sensibiliza los canales de Ca™. Al aumentar la concentracion de Ca*?
intracelular se activa a la enzima calmodulina y a su vez esta activa a la quinasa
de la cadena ligera de miosina (MLCK) que fosforilara las cadenas de miosina
aumentando su afinidad por las cadenas de actina causando la contraccion del

musculo.®°

Calmodulina

Ca-Calmodulin

MLCK( inactiva) — MLCK( activa)
®
/"‘_\

Miosina Miosina-PO

v E ---------------- H

Actina

. . .y p . 60
Figura 9. Mecanismos de contraccidn del musculo liso.

La relajacion del musculo (figura 10) puede ser inducida por la unidn de agonistas
adrenérgicos a receptores acoplados a proteinas G estos actuan: activando a la
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enzima adenilato cilasa (AC) encargada de convertir el trifosfato de adenosina
(ATP) en 3',5-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), un aumento en la
concentracion de AMPc activara la proteina quinasa dependiente de AMPc
(PKA).%

La PKA puede actuar fosforilando a la MLCK inhibiéndola, estimula la apertura de
los canales BKc, ocasionado la hiperpolarizacion de la membrana, cerrando los
canales VOC y abriendo los canales de K" activados por a ATP (K'atp). También
la PKA disminuye la actividad de la PLC que tendra como consecuencia un
disminucién de la liberacién y una mayor entrada de Ca*? al SR causando la

relajacion.®’

Otro mecanismo de relajacion se da por la activacién de la guanilato ciclasa (GC),
mediante la estimulacion de receptores o por la difusion de NO generado por las
células endotelio. Esta enzima convierte el trifosfato de guanosina (GTP) en 3',5’-
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), y a su vez el GMPc activa a la proteina
quinasa dependiente de GMPc (PKG), esta actua de la misma forma que la PKA
disminuyendo la concentracién de Ca*? intracelular teniendo como consecuencia

la relajacion.®’

Figura 10. Mecanismos de contraccion del musculo liso.**
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2.4 Asma e hipertension arterial, enfermedades relacionadas con la

contraccion del musculo liso

El asma y la hipertension son padecimientos que afectan a gran parte de la
poblacion mundial. Ambos padecimientos pueden ser fatales si no se da un
tratamiento adecuado o pueden desembocar en otros padecimientos graves, por
ejemplo: la hipertension puede generar insuficiencia cardiaca, dafios oculares o
fallo renal y el asma puede terminar en una crisis asmatica en la que se pone en
peligro la vida por una falta de oxigeno. Estos padecimientos tienen en comun una
contraccién anormal del musculo liso, por lo que parte del tratamiento se enfoca
en farmacos que relajen el musculo liso de vias respiratorias o el musculo liso

vascular, ademas de cambios de habitos en el estilo de vida.
2.4.1 Asma

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica en la que se produce una
obstruccién reversible recurrente en las vias respiratorias, con crisis, sibilancias,
disnea y a menudo tos nocturna, hiperreactividad bronquial y a generar una crisis
de hipoxemia que pone en peligro la vida del paciente por un cierre total de las
vias respiratorias. Este padecimiento es ocasionado por una respuesta del sistema
inmune del paciente a estimulos irritantes que son excesivamente débiles para

afectar a sujetos no asmaticos.®*°

La OMS calcula que este padecimiento afecta a 253 millones de personas
afectando principalmente a nifios, esta presente en todos los paises del mundo y
mas del 80% de las defunciones por asma es en paises de ingresos bajos y
medios.?? En México estudios basados en la metodologia ISAAC (International
Study of Asthma and Allergy in Childhood) para el asma en el 2010, se encontr6
que la incidencia nacional es de 278 por 1000 habitantes, presentandose la
mayoria de los casos en los estados de Tabasco y Yucatan, aumentando la

frecuencia en los meses de octubre y enero.®
La patogenia implica la exposicion de sujetos genéticamente vulnerables a
alérgenos; la activacion de los linfocitos Th2 y la sintesis de citosinas con lo que
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Se€ promueve:

¢ La diferenciacion y la activacion de eosindfilos.
¢« La sintesis y la liberacion de IgE.
¢ La expresion de receptores de IgE por los mastocitos y los eosindfilos.

Los farmacos utilizados para el tratamiento del asma consisten en
broncodilatadores y antiinflamatorios. En el cuadro 1 se muestran los farmacos

utilizados:

Cuadro 1 Farmacos utilizados en el tratamiento del asma

Broncodilatadores Antiinflamatorios
Agonistas de receptores B, adrenérgicos ~ Glucocorticoesteroides
1. Salbutamol 1. Blecomestona
2. Salmeterol 2. Hidrocortisona
3. Formoterol 3. Budesonida
Xantinas Cromoglicato y nedocromilo

1. Teofilina (amonofilina): Inhibidor
de fosfodiesterasas (PDE’s)

Agonistas de receptores muscarinicos Tratamiento anti IgE
1. Ipratropio 1. Omalizumab: Anticuerpo
2. Tiotropio monoclonal anti IgE

Agonistas de receptores de cisteinil-
leucotrienos
1. Montelukas

Agonista del receptor histaminico H,

Estos farmacos en un uso prolongado llegan a ocasionar efectos adversos en los
pacientes; Los agonistas de receptores 32 muy usados en el control de crisis leves
a moderadas pueden ocasionar temblores, taquicardias y arritmias, las Xantinas
tienen un margen terapéutico pequeno (70 a 100 Mm/L) con lo que una sobredosis
llega a ocasionar problemas a nivel de sistema nervioso central (SNC) y arritmias
que en algunos casos llegan a ser mortales. Los glucocorticoesteroides son
usados para tratar crisis leves a moderadas en forma farmacéutica de aerosol,
mientras que en crisis grabes de asma llegan a ser usados en forma oral y en
aerosol en su limite maximo. Su gran efectividad de estos compuestos se debe a
que son los unicos que inhiben a los linfocitos Th2 y por lo consiguiente la
respuesta inflamatoria. Su efecto adverso mas importante es la inmunosupresion
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2.4.2 Hipertension

La hipertension sistémica es un trastorno frecuente que se caracteriza por un
aumento de la presion que ejerce la sangre en las arterias a causa de un
estrechamiento de las arteriolas, esto ocasiona que el corazon trabaje mas para
bombear la sangre, teniendo como consecuencia un aumento en la probabilidad
de sufrir trombosis coronaria, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal y

discapacidades visuales.®*

Las causas inidentificables y tratables quirdrgicamente son pocas, entre ellas se
encuentran los tumores secretores de esteroides de la corteza suprarrenal, la
estenosis arterial y la feocromocitoma, pero en la mayoria de los casos no existe
una causa evidente que la ocasione, se le pueden atribuir condiciones de salud
como el sobrepeso, obesidad, estilos de vida que modifican la alimentacion,
sedentarismo y habitos nocivos como el tabaco o alcoholismo.®®

A nivel mundial la OMS estima que uno de cada tres personas adultas tienen
hipertension arterial y fue la causa 7.5 millones de muertes en el 2013. En México
en el ano 2012 la encuesta nacional de salud y nutricibn encontré que la
prevalencia de hipertensién es de 33.3 por cada 100 hombres y 30.8 por cada 100
mujeres, siendo los estados mas afectados Chihuahua, Sonora y Michoacan.®

El tratamiento consiste en el cambio de habitos y el uso de farmacos® que
aumenten el flujo sanguineo tisular, y disminuyan la presién arterial y venosa
central. Los farmacos utilizados son los vasodilatadores, estos se clasifican
dependiendo de su accidén sobre el musculo liso en vasodilatadores de accion
directa que actuan en las células del musculo y vasodilatadores de accion

indirecta. En el cuadro 2 se muestran los farmacos utilizados.
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Cuadro 2 Farmacos vasodilatadores

Accion directa Accioén indirecta
Antagonistas del calcio Interfieren con el sistema nervioso central
1. Nifedipino 1. Antagonistas de  receptores
2. Diltiacem adrenérgicos

3. Verapamilo

Activadores de canales K'arp Estimuladores de liberacién de NO por
1. Minoxidilo las células
1. Acetilcolina
2. Bradicina

Aumento de la concentracion de nucleétidos Farmacos que inhiben sistema renina-
ciclicos angiotensina
1. Epoprostenol: Aumento de la actividad 1. Enalkiren: Inhibidor renal
de la adenilil cilcasa 2. Enalapril: Inhibidor de la enzima
2. Nitroprusiato: Aumento de la actividad convensora de angiotensina
de la guanilato ciclasa (ECA).
3. Sildenafilo: Inhibidor de 3. Losartan: Agonista de
fosfodiesterasas (PDE’s) receprotores AT,

Debido a que la terapia contra la hipertension llega a ser prolongada, el uso de
estos farmacos puede ocasionar la aparicion de efectos adversos. Los agonistas
de calcio pueden generar taquicardia y edema, los activadores de canales de K+
hirsutismo y taquicardia. Los farmacos que aumentan las concentraciones de
nucleotidos ciclicos (GMPc y AMPc) llegan a causar intoxicaciones por su uso
prolongado. Los agonistas de los receptores adrenérgicos ocasionan en algunos
casos bradicardias y bronco espasmos, mientras que los inhibidores de la ECA
pueden llegar a provocar hipotension, toxicidad fetal e insuficiencia renal

reversible.®®
2.4.3 Flavonas como bronco dilatadoras y vaso relajantes

En la busqueda por mejorar los tratamientos para el asma e hipertension, se ha
buscado moléculas que ofrezcan la actividad relajante del musculo liso y que sean
mejor toleradas por los pacientes en tratamientos a largo plazo sin causar tantos
efectos secundarios no deseados. Estudios realizados por grupos de
investigadores ponen a las flavonas como una alternativa para estos tratamientos,

ya que por ser moléculas encontradas en los alimentos son bien toleradas por el
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Los estudios farmacoldgicos consisten en la busqueda de la estructura-actividad
relajante del musculo liso de las flavonas y su mecanismo por el cual se obtiene la
actividad relajante. La actividad relajante de musculo liso de las flavonas se le
puede atribuir a su capacidad de disminuir la liberacion de Ca®* de los almacenes
del reticulo sarcoplasmico por una disminuciéon de la actividad de la PCK®,
también actian disminuyendo la afluencia de Ca?** al interior de la célula® o
aumentando la salida K" al abrir a los canales BKc..®® Se ha propuesto que las
flavonas aumentan la liberacion de NO por parte de las células del endotelio® con
lo que se incrementa la actividad de la GC y concentracion de GMPc causando el

efecto relajante del musculo.

Otro mecanismo propuesto es la disminucion de la actividad de las enzimas
fosfodiesterasas (PDE). Las PDE son una familia de enzimas encargadas de
degradar los nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc rompiendo el enlace 3’-fosfoester.
Se han identificado un total de 5 isoformas en humanos, de las cuales se puede
encontrar en musculo liso vascular la isoforma 5 (PDE-5), mientras que las

isoformas 3 y 4 (PDE-3 y PDE-4) se encuentran en musculo liso aéreo.

Una disminucidn en la actividad de las PDE, tiene como consecuencia un
incremento en las concentraciones intercelulares de los nucleétidos ciclicos AMPc
y GMPc, que activaran sus PK dependientes causando una disminucion de la
concentracion de Ca*? intracelular o la apertura de canales de potacion teniendo

como consecuencia la relajacion del musculo.®®"°
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades hipertensivas y el asma se han convertido en un problema
creciente de salud publica en México por ser una de las principales causas de
muerte en la poblacion. Generalmente estas enfermedades involucran una
contraccion anormal del musculo liso vascular (MLV) o aéreo (MLA), dicha
contraccion es reversible al aplicar un tratamiento farmacoldgico. Una de las
estrategias de investigacion para el tratamiento de estas enfermedades es el la
busqueda y desarrollo de moléculas que relajen el musculo liso con pocos efectos
adversos. Las investigaciones en este sentido destacan a varios grupos de
compuestos quimicos como relajantes del musculo liso, entre ellos se encuentran

las flavonas, por ejemplo la Crisina, la Apigenina y las Gnafaliinas A y B.

Por lo anterior en el presente proyecto, se tiene como propdsito realizar la sintesis
de diferentes flavonas sustituidas y evaluar su actividad relajante en aorta de rata
(MLV) y traquea de cobayo (MLA).
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Sintesis de Flavonas con potencial actividad relajante en musculo liso

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Sintetizar diferentes flavonas sustituidas y evaluar su actividad relajante en aorta
de rata y traquea de cobayo, con la finalidad de obtener informacion sobre la

relacion estructura quimica-actividad biologica.
4.2 Objetivos particulares

Sintetizar las chalconas | - X (esquema 21)

2. Ciclar las chalconas I, I, lll, IV, V, VI y VII sintetizadas para obtener las
flavonas correspondientes.

3. Llevar a cabo la caracterizaciéon de los compuestos sintetizados mediante
RMN "H, RMN °C, y EM.

4. Evaluar la actividad relajante de las flavonas sintetizadas en aorta de rata y

traquea de cobayo.
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5. HIPOTESIS

Se conoce que algunas flavonas obtenidas de plantas tienen la capacidad de
relajar el musculo liso de vias aéreas como también el musculo liso vascular. Esta
capacidad de las flavonas para relajar el musculo liso depende de la estructura
ciclica de la flavona, de los grupos funcionales y de su posicion en la flavona.
Utilizando una reaccion de condensacion aldolica, seguida de una ciclacion
oxidativa se obtendran un conjunto de flavonas con un patron de sustituyentes
diferentes a los encontrados en la naturaleza con potencial actividad relajante del

musculo liso.
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6. DISCUSION Y RESULTADOS

6.1 Sintesis

En el esquema 21 se resume la metodologia que fue usada en la sintesis de
flavonas para este trabajo. Esta metodologia consiste en dos reacciones, la
primera o paso 1 una reaccién de condensacion tipo alddlica con la que se
obtuvieron chalconas y la segunda reaccién o paso 2 fue la ciclacion oxidativa de

la chalconas obteniendo las flavonas correspondientes.

PASO 1

Ry O 0
R4j©fj\ HJU& acido 6 base
_—
Rs Re

R,

I R{= OMe; R,= H; R3= OMe; R4= H; Rs= OMe; Rg= OH
Il R»]: R2= OCHzo, R3= OMe, R4= H, R5= OMe, R6= OH
Il R4= Br; R,= OH; R3= H; R4= Me; Rs= H; Rg= OH
IV R= Br; R,=OMe; Rs= H; R,= Me; Rs= H: Rg= OH
V Ry= H; Ry= OH; Ry= H; Ry= Me; Rs= H; Rg= OH
\"/| R1= R2= OCHzo, R3= H, R4= Me, R5= H, R6= OH
Vil R1= OMe, R2= an, R3= H, R4= H, R5= H, R6= OH
VIl R,= OMe; Ry= OEt; Ry= H; Ry= Me; Rs= H; Rg= OH
IX R1= OMe, R2= OEt, R3= H, R4= H, R5= H, R6= H
X R4= Cl; Ry= OAc; R3=H; R4= Me; Rs= H; Rg= OH

X1 - XV

Xl Ry= OMe; R,= H; R3= OMe; R4= H; Rs= OMe
Xll R4= R,= OCH,0; R3= OMe; R4= H; Rs= OMe
Xlll R4= Br; Ry,= OH; R3= H; R4= Me; Rs= H
XIV R4z Br; R,= OMe; R3= H; R4= Me; Rs=H
XV R;= H; Ry= OH; R3= H; R4;= Me; Rs= H
XVI Ry= R,= OCH,0; R3= H; R4= Me; Rs= H

XVII R4= OMe; R,= OBn; R3= H; R4=H; Rs=H

Esquema 21. Metodologia general usada en la sintesis de chalconas y flavonas.
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6.2 Sintesis de chalconas.

Las chalconas | - X fueron sintetizadas usando una condensacion alddlica entre
una acetofenona sustituida (71) y un aldehido aromatico sustituido sin hidrogenos
a al carbonilo (72), en donde fueron estudiadas diferentes condiciones (a, b 6 c)

como se muestra en el esquema 22.

71 72
| R1= OMe, R2= H, R3= OMe, R4= H, R5= OMe, R6= OH
1 R1= R2= OCHzo, R3= OMe, R4= H, R5= OMe, R6= OH
lll Ry= Br: R,= OH; Ry= H; R,= Me; Rs= H; Rg= OH
v R1= Br; R2=OMe, R3= H, R4= Me; R5= H: R6= OH
\" R1= H, R2= OH, R3= H, R4= Me; R5= H, R6= OH
Vi R1= R2= OCHQO, R3= H, R4= Me, R5= H, R6= OH
Vil R1= OMe, R2= an, R3= H, R4= H, R5= H, R6= OH
VIIl R,= OMe; Ry= OEt; Ry= H; Ry= Me; Rs= H; Rg= OH
IX R1= OMe, R2= OEt, R3= H, R4= H, R5= H, R6= H
X R1= CI, R2= OAC, R3=H, R4= Me, R5= H, R6= OH

. J

Esquema 22. Estrategia de sintesis de chalconas. Reactivos y condiciones: a) NaOH
trituracion; b) (KOH,LiOH)/EtOH; c) BF;#O(C,Hs),/dioxano.

En la condensacién alddlica se forma un enlace entre un carbono a al carbonilo de
un compuesto con el carbono del carbonilo de otro compuesto. Esta reaccion
puede ser catalizada en condiciones &cidas o basicas.**** Los mecanismos de

esta reaccion se ilustran en el esquema 23.

Cuando se usa catalisis basica, la base sustrae un protdn o al carbonilo para
formar un enolato estabilizado por resonancia (73) este enolato ataca al carbonilo
del aldehido para formar el aldol 74, que por una eliminacién se obtiene un sistema

a,B-insaturado 75.%

Por otro lado al utilizar catalisis acida el primer paso involucra una tautomeria de la

cetona para formar el enol 76 que realiza un ataque nucleofilico al carbonilo del
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aldehido formando el aldol 77, que posterior a una deshidratacion genera la cetona

a,B-insaturada 78.3

Catalisis Basica

0 o Q O 4OH
( -H,0 /& ) A 0
20 - > - _— —
Ar” R Ar Af)]\CHz * HJ\Ar' Ar)%\Ar' Ar)J\/\Ar'

/)H + H "'/H H
(@] (O/ (OH O) e o) OH 1) «{OHZ
P R W . S
Ar Ar” RN Ar *H Ar Ar Ar' Ar Ar'
H
77 H
7 o

Esquema 23. Mecanismos propuestos para la condensacién alddlica

Para la preparacion de las chalconas obtenidas en este trabajo fue necesario
emplear diferentes condiciones de reaccién, a continuacion se presentan los

resultados obtenidos.
6.2.1 Sintesis empleando catalisis basica libre de disolvente

Estas condiciones involucran el uso de hidroxido de sodio (NaOH) como base sin
el uso de disolvente, la forma de llevar a cabo estas reacciones es mediante
trituracion de los reactivos en un mortero,®* primero se mezclé la acetofenona
sustituida con el NaOH vy se triturd, a esta mezcla se le adicion6 el aldehido
aromatico y se continu¢ triturando. La mezcla de reaccion presenté un cambio de
color (generalmente de amarillo a naranja-rojo) y pasé de ser un polvo a una

pasta, ademas se observo la aparicion de un liquido (agua).
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Empleando esta metodologia fue posible obtener las chalconas |, Il, V, VIl y VIl

A WA

(cuadro 1). Las chalconas obtenidas en este trabajo presentaron color amarillo en
cromatografia en capa fina (CCF) sin el uso de algun revelador, revelan como con
solucién alcalina de KMnO4 debido a la oxidacién del doble enlace presente en la
molécula de chalcona.

Cuadro 1. Resultados en la sintesis por catalisis basica libre de disolvente.

. Aldehido Rendimiento
Arilcetona . Producto

aromatico %

OMe O

OMe O O 1

H O | 37

MeO OH

MeO OMe
OMe
OMe O

MeO

]
s e .
o> MeO OH O O>
o
o

I
Br
O | Br siC
OH

o

=

o o©
o o (o]
ac ac

5

OH

v
J\C[Br |
O Br s
OH
OH OMe O
O

S/IC

@:éo

OH

; O
T
o
I
o
I __
<

30

OH

; O
ag
O\/O
o
I __
\/O

Cuadro 1. Resultados en la sintesis por catalisis basica libre de disolvente (cont)
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. Aldehido Rendimiento
Arilcetona . Producto
aromatico %

0
Vil
OMe
O | owe siC
OH
OBn
OBn
o
Vil
OEt
O | ot 36
OH
OMe
OMe

° do Cj?o do

o

o)
IX
OEt
H O | OEt 70
OMe O
OMe
o)
X
cl |
H cl SES
OH
OAc
OAc
S/C = sin cuantificar, no pudo aislarse el producto, solo fue observado en CCF; ----- =la

reaccion no fue realizada bajo estas condiciones.

No todos los compuestos fueron obtenidos bajo estas condiciones de reaccion, por
ejemplo los compuestos Ill, V y VII, el motivo es que los sustituyentes presentes
en los aldehidos aromaticos son grupos que contribuyen con densidad electronica
al anillo ocasionando una disminucion en el caracter electrofilico del carbonilo.
Ademas con el NaOH empleado, los hidroxilos fendlicos son desprotonados antes
de formar el enolato, generando una carga formal negativa sobre el anillo
aromatico que afecta la electrofilicidad del aldehido y por ende el rendimiento de la
reaccion. El compuesto X no puede obtenerse bajo estas condiciones basicas de
reaccion, porque el grupo acetilo del aldehido se hidroliza consumiendo
equivalentes de catalizador basico y dejando una carga formal negativa en el anillo
del aldehido.
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6.2.2 Sintesis empleando catalisis basica con disolvente

Bajo estas condiciones de reaccion se utilizo como disolvente etanol, y como
bases el hidroxido de potasio (KOH) e hidroxido de litio (LiOH). Primero se utilizd
solo el KOH, la reaccion fue lenta (llegando incluso a 5 dias a temperatura
ambiente para V), para los compuestos lll y V fue necesario calentar a reflujo. El
procedimiento consistido en disolver la acetofenona en etanol, una vez disuelta la
acetofenona se le adicion6 el KOH, la mezcla de reaccion se torno turbia y
amarilla. A esta mezcla de reaccion se adicion6 gota a gota el aldehido disuelto en
etanol. Terminada la adicién se dejé reaccionar a temperatura ambiente de 2 a 5
dias y en algunos casos fue necesario calentar. Con el proposito de optimizar las

condiciones de reaccion se implementd el uso del LIOH"""2

acortando los tiempos
de reaccion y disminuir la temperatura de calentamiento. En el cuadro 2 se

muestran los resultados obtenidos usando KOH-LiOH para la catalisis.

Cuadro 2. Resultados en la sintesis por catalisis basica con disolvente

: Aldehido t/A/% t/A/%
Arilcetona .. Producto :
aromatico KOH KOH/LiOH
OMe O
GILD @ : 48 h 24h
J@:k HJ\@ O | 35°C 27°C
oo™ P o owe " 30% 40%
OMe

OMe O

e © o I 48 h 12 h
@:k H)K©:°> O | o 35°C 27 °C
Meo oH o/ Mo or O Y 32% 38%
(@)
(@]
Q Q . o 96 h 50 h
o e Tl we av
OH - ont O 20% 36%
OH
(@]
% 9 v 48 h
oo ool Kl - b
OH OMe on O 60%
OMe
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Cuadro 2. Resultados en la sintesis por catdlisis basica con disolvente (cont.)

: Aldehido Tiempo/A. Tiempo/A
Arilcetona .. Producto .
aromatico KOH KOH/LiOH

v 120 h 50 h
O | 70 °C 40°C

o on O 16% 38%
OH

O*CL
o Vi 48 h 12 h
(0]

Y O | o 35°C 27°C
o or O S 30% 45%
o

6h 2h
ot O | okt 35°C 27°C

0 0 viil 48 h 12 h
OEt
\@f‘\ HJ\C[ O | oEt 35°C 27°C
o oMe oH O 32% 40%
OMe
(e}
(0]
o ® s oo
OoM
(0]

o i=o g °
T
T
o (@}
> 24
o
o
I __
@]
H
1
1
1
1
1
1
1
1

OAc

t = tiempo; %. = rendimiento; A = Temperatura (2C); S/C = sin cuantificar, no pudo aislarse el

producto; ----- = no se realizo la reaccién bajo estas condiciones.

El LiOH ademas de actuar como base en la reaccion, aportando el ion Li* que se
coordina con los oxigenos de los carbonilos, favoreciendo en este caso la
formacion del enolato de la acetofenona y el ataque nucleofilico sobre el carbonilo
del aldehido. En el esquema 24 se muestra el mecanismo de condensacion

favorecido por Li".

I EEEEEEE—
Gerardo Andrés Tapia Flores 36



Sintesis de Flavonas con potencial actividad relajante en musculo liso

o Lo ot 0 o) . "0
- 2 < > e —— L 1
Ar)& /& )J\ Ar/& * HJ\Ar i Ar)\"J\Ar
_O?H 79 80 lLf

-Hzo Hzo

on + )K/\ )‘\/k )K/K

Esquema 24. Mecanismo de la condensacién favorecida por cloruro de litio

El enolato es formado al sustraer un hidrogeno a al carbonilo mediante la base, el
litio se coordina con el oxigeno dando lugar a la formacion del enolato de litio (79),
éste se coordinara con el oxigeno del carbonilo del aldehido formando un
intermediario de 6 miembros (80) aumentando el caracter electrofilico del aldehido
con lo que se fomenta el ataque nucleofilico del enolato para formar el compuesto
(81), el cual bajo las mismas condiciones es deshidratado para la chalcona
(82).71’73.

Para sintetizar el compuesto VII fue necesario usar una base mas fuerte,
sustituyendo el hidroxido de sodio o potasio (pKa = 13~13.5) por una base como el
LDA (diisopropilamiduro de litio, pKa = 40) con el objetivo de facilitar la formacion
del enolato de la 2-hidroxiacetofenona (83) y estabilizarlo con litio, THF anhidro
(disolvente poco polar aprético) para evitar la solvatacion del enolato y aumentar
su nucleofilicidad para facilitar la reaccion con el 4-benciloxi-3-metoxibenzaldehido
(84) (esquema 25). VIl se obtuvo con un rendimiento del 20% y la estructura fue
confirmada mediante te RMN y EM.

(6] 0 0
OMe LDA
+
THF, 50 °C | OMe
OH OBn ) OH
Vil
83 84 20% OBn

Esquema 25. Condiciones para obtencién del compuesto VII.
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Como se puede ver los rendimientos obtenidos de las chalconas son bajos, esto

il

A WA
o)
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g
am

se puede explicar debido a los efectos estereoelectrénicos’"’* de los grupos
funcionales del aldehido aromatico y la arilcetona. Los efectos electronicos afectan
la acidez de los hidrégenos a al carbonilo de la arilcetona y el caracter electrofilico
del aldehido aromatico, mientras que los estéricos estan involucrados en el grado
de acercamiento del enolato con el carbonilo del aldehido para formar el nuevo

enlace carbono-carbono.

Cuando se tiene grupos electrodonadores en el sistema aromatico (posiciones
orto-, para- o en ambas) en una arilcetonal se disminuye la acidez de los
hidrogenos a al carbonilo, por el contrario cuando los grupos son electroatractores
y se encuentran en posicion orfo-, para- o en ambas, estos retiran densidad
electronica del anillo aromatico con lo que se aumenta la acidez de los hidrogenos
a al carbonilo, se ve favorecida la formacion enolato y la reaccion (esquema 26).
"7 Los efectos electrénicos de sustraccién y de contribucidn electronica son mas
fuertes para las posiciones para- debido a que hay una mayor deslocalizacion

electronica.

4 7\

(0]
Ha o ol o
4 _H _H
C C C
Ha Hy H,
Cl H MeO

A
< ]

N

Aumenta acidez de Ha

0 o)
B O)J\‘ ->
R R = R
R= CI, H, OMe

< ]

\r

Aumenta velocidad de formacion

Esquema 26. Efectos de los sustituyentes sobre la formacién del enolato.

En un aldehido aromatico cuando los grupos funcionales retiran densidad
electrénica del anillo aromatico se aumenta el caracter electrofilico del aldehido,

I EEEEEEE—
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mientras que grupos funcionales que contribuyen con densidad electrénica

disminuyen la reactividad del aldehido en la condensacion alddlica (esquema

R=CI, H, OMe R= CIHOMe
(+) (————— () (————=
Caracter electrofilico Formacion de producto

Esquema 27. Efectos de los sustituyentes sobre la reactividad del aldehido.

Si se observan los rendimientos de los compuestos VIl y IX se evidencia que los
rendimientos son afectados por los sustituyentes presentes en las acetofenonas.
En la 2-hidroxi-5-metilacetofenona (85) el proton del hidroxilo es acido por ser de
tipo fendlico por lo que compite con el hidrégeno a al carbonilo por la base para
formar el enolato, mientras que como hidroxilo actua como donador de densidad
electronica junto con el metilo disminuyendo la acidez de los hidrogenos a, por lo
que la formacién del enolato se vera menos favorecida comparado con el que se
forma a partir de la acetofenona (86) y que da origen al compuesto IX (esquema
28).

© o
P ~
1eq OH ©)K @

Enolato del compuesto IX

86
(0] O (O
1eq OH 1eq OH >
— = -
OH o~ o~ o~
85 Enolato poco favorecido

del compuesto VIII

Esquema 28. Enolatos de los compuestos Vil y VIII
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El efecto de los sustituyentes también se puede observar en los compuestos Il y

il
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VI. Para el compuesto Il fue utilizada la 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona, el
grupo metoxilo en C-4 aumenta la densidad electrénica con lo sé desfavorece la
formacion del enolato, a esto se suma el impedimento estérico del metoxilo en C-6
y el efecto causado por el hidroxilo en C-2. Esto tiene como consecuencia que el
enolato del compuesto Il se forme en menor proporcion en relacion con el enolato

de VI, esto se traduce en un menor rendimiento.

El efecto de los sustituyentes de los aldehidos se puede observar en los
compuestos Ill, V, y VI. Los compuestos Ill y IV no pudieron ser obtenidos
mediante la catalisis basica libre de disolvente, fue necesario hacer uso de la
catalisis basica en disolvente para poder aumentar la temperatura con el fin de
que se llevara a cabo la reaccion. El motivo de esto recae en la naturaleza de sus
aldehidos, tanto el 4-hidroxibenzaldehido (87) y 3-bromo-4-hidroxibenzaldehido
(88) tienen en C-4 un hidroxilo que es un grupo electrodonador fuerte que
ocasiona una disminucion del caracter elecrofilico del aldehido con lo que se
dificulta el ataque del enolato de la 2-hidroxi-5-metilacetofenona (85) para la
formacion del nuevo enlace C-C. Para el compuesto VI no fue necesario calentar
debido a que el grupo metilendioxi del piperonal (89) no afecta mucho el caracter
electrofilico del aldehido y la formacién del enolato (esquema 29).

o) OH N
H 7 H
-
HO o)
87
[e) OH
B
Br H r / H
-
HO 0o
88 <

> Disminucion del
caracter
electrofilico del
aldehido
O N
O H Poca disminucion del
> o
< caracter electrofilico
(0]

89

Esquema 29. Efecto de los sustituyentes sobre el aldehido.

Gerardo Andrés Tapia Flores 40



g
m iy
0 i

A WA
]
A

Sintesis de Flavonas con potencial actividad relajante en musculo liso

g
&
§

En las reacciones donde fue necesario calentar durante mas tiempo y una mayor
cantidad de base adicionada, se observo en CCF la formacién de las chalconas
ademas de la aparicién de otros compuestos mas polares que las materias primas
Estos compuestos pudieran tratase de productos de reacciones que compiten con
la condensacion aldolica, como la reaccion de Cannizzaro y la adicion de

Michael.”>"®

El compuesto X no fue sintetizado bajo estas condiciones de reaccion, el motivo
fue que el acetato de 2-cloro-4-formilfenilo (90) contiene un grupo éster el cual se
hidroliza bajo condiciones basicas ¢ acidas generalmente empleadas en la
condensacion alddlica (en presencia de agua) obteniendo el 3-cloro-4-

hidroxibenzaildehido (91) y acido acético (esquema 30)

4 N\

(6] (0]
Cl 1) OH" cl
H )—> H + AcOH
AcO 2) HCI HO
90 91

Esquema 30. Hidrdlisis del de 2-cloro-4-formilfenilo compuesto.

Para realizar la sintesis del compuesto X fue necesario plantear otras condiciones

de reaccion la que el éster no fuera hidrolizado que a continuacion se comentan.
6.2.3 Sintesis empleando catalisis acida con disolvente

Como se menciond la condensacion alddlica se puede llevar acabo empleando un
acido como catalizador, en este trabajo se optdé por usar un acido de Lewis el
eterato de trifluoruro de boro (BF3+*O(C2Hs)2).”

El mecanismo que sigue esta reaccion es similar al mostrado en el esquema 23,
en este caso el BF3 se coordina con el carbonilo de la arilcetona favoreciendo la
formacion del enolato de trifloruro de boro que se condensa con el aldehido para

formar la chalcona.
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Las reacciones se realizaron bajo condiciones anhidras, fueron disueltos en

dioxano anhidro la arilcetona y el aldehido aromatico, gota a gota se anadio el

BF3°O(C2Hs)2, a los pocos segundos se observo un cambio de color de amarillo a

rojo en todas las reacciones. En la CCF se observaron las chalconas como

compuestos de color amarillo sin el uso de reveladores, reaccionaron con solucion

alcalina de KMnOy4. El cuadro 3 se resumen los resultados obtenidos bajo estas

condiciones de reaccion.

Cuadro 3. Resultados en la sintesis por catalisis acida con disolvente.

o
Cf:

. Aldehido Rendimiento
Arilcetona . Producto
aromatico %
OMe O
OMe O (@] ]
H O | 12
MeO OH
MeO OH OMe
OMe
OMe O
OMe O o ]
0 "5 Wl i
MeO OH
MeO OH o O >
o
o)
O O 1}
Br
H O | Br 10
OH
OH OH
OH
(e}
Br |
H Br ===
OH
OH OMe
OMe
o)
o \)
L] :
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Cuadro 3. Resultados en la sintesis por catdlisis acida con disolvente (cont.)

. Aldehido Rendimiento
Arilcetona . Producto
aromatico %

0
O o Vi
H O, O | 16
o)
AeOlEa o5 T
o
o
OMe O S/C
OBn

o)
Vil
| OMe
"
OBn
o)
o) o Vil
OEt
H O | ot 14
OH
OH OMe
OMe
i@
o)

IX
Et 40
Me

o
o)
©)‘\ O | o
L,
o
fo) X
OH
OH OAc O

OAc

S/C = sin cuantificar, no pudo aislarse el producto; ----- = no se realizd la reaccidn bajo
estas condiciones.

En estas condiciones de reaccion fue posible obtener el compuesto X pero en
general los rendimientos obtenidos bajo esta metodologia fueron muy bajos con la
excepcion del compuesto IX. La explicacion que puede darse es que el BF3 no
solo se puede coordinar con los oxigenos de los carbonilos, sino también con los
de los hidroxilos, afectando la reactividad y la formacion del enol. La mayoria de
las arilcetonas utilizadas en este trabajo tienen un hidroxilo en C-2 en el cual el
BF; puede coordinarse simultaneamente haciendo menos reactivo el enolato de
BFs. El motivo para pensar esto es que la acetofenona utilizada en el compuesto
IX no tiene un hidroxilo en C-2, entonces en la reaccion el BF; solo actua
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activando al carbonilo para la formacién del enolato de BF3 obteniéndose un

rendimiento mas alto que en los otros casos.
6.3 Sintesis de Flavonas

Las flavonas (XI-XVII) fueron sinterizadas empleando las 2-hidroxichanconas
como materia prima en una reaccion de ciclacion oxidativa con |, / DMSO. La
chalcona fue disuelta en el DMSO, una vez disuelta se adiciono el |, catalitico y se
calento a temperatura de reflujo. El curso de la reaccién fue seguido usando CCF,
una vez terminada la reaccion el I, se elimind en forma de yoduro al hacerlo
reaccionar con una solucion de tiosulfato de sodio. Las flavonas obtenidas se
observaron en CCF como compuestos de mayor polaridad que su chalcona
predecesora, con una fluorescencia azul intenso bajo luz UV de longitud de onda
corta, revelaron con vapores de yodo como manchas cafés y muestras de flavonas
disueltas reaccionaron con acido sulfurico emitiendo una fluorescencia verde bajo
luz UV.

Cuadro 4. Resultados de la sintesis de flavonas.

Rendimiento

Chalcona Flavona

v %
OMe O

O | 70%
MeO OH
OMe O

O | 70%
MeO OH
(@]

O | 91%
OH

Gerardo Andrés Tapia Flores 44



o

£
Zm¥
]
5

A WA
8
|
i

e

s Sintesis de Flavonas con potencial actividad relajante en musculo liso

Cuadro 4. Resultados de la sintesis de flavonas (cont.).

Rendimiento

Chalcona Flavona %
(1)

(0]

O
v XV
| Br O | Br 95%
OH O o
OMe OMe

[0}

o}
\'
(] ® 0%
OH O o
OH OH
o)

(0}

XV
|
\V/ XVI
(] (L] o8°%
OH O, o O,
> >
o o

O O
vil XVl
O | o O | oo 88%
e e
OBn OBn

Dentro de la literatura existen varias propuestas que explican el mecanismo de

reaccion de esta ciclacion oxidativa, uno de ellos es mostrado en el esquema 31,
en este es utilizado Io/KI para formar |3” K™ que catalizara la reaccion. El Kl aporta
el ion yoduro que cataliza la adicion del yodo molecular al doble enlace de la
chalcona 92 formando el dihaluro vecinal 93, este por una deshidrohalogenacion
forma el compuesto 94, el hidroxilo en orto del anillo aromatico ataca al doble
enlace del sistema a,B-insaturado en una adicién 1,4 obteniendo el compuesto 95,
este se tautomeriza en el compuesto 96, y finalmente por una segunda

deshidrohalogenacién es formada la flavona 97.”
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Esquema 31. Mecanismo propuesto en la literatura para la ciclacién de la chalcona usando
I,/ KI

Otro mecanismo propuesto en la literatura para la reaccién de ciclacion oxidativa
se muestra en el esquema 32. Comienza con la adicion de yodo molecular al
doble enlace de la chalcona 92 formando el ion yodonio 98, el hidroxilo en orfo
realiza un ataque nucleofilico sobre el ibn yoddnio abriendo el ciclo de 3 miembros
formando el compuesto 99, es eliminado yoduro de hidrogeno (HI) dando 100 en el
cual se elimina un hidrégeno B al carbonilo formando la flavona 97.”°

(0]
|
OH Ar ( OH Ar 6) Ar
e
I H
92 98 99 l
(0] (0]
i o
| -
0”7 DAr o VA
H
97 100

Esquema 32. Mecanismo propuesto en la literatura para la ciclacién de la chalcona usando I,
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En los mecanismos anteriores (esquema 31 y 32) se explica la formacion de la
flavona utilizando una mol de |, por cada mol de chalcona, esto no concuerda con
la metodologia utilizada en este trabajo, que hace uso de cantidades cataliticas de
I, disuelto en DMSO para catalizar la reaccion de ciclacion. Por este motivo se
propone en el esquema 33 un mecanismo que explique la ciclacion de la chalcona

con la regeneracion del |,.

( 7\

+
IC,)/\« ~ o—I 4\o—|
S o=l —— N -
<N S\ /+\
101
102 _
l-lo
10~ N\ Nl
H o v
Ar (0] -HOI Ar Ar 9
| -~ R
+ C X
S 9 97 ~sz° +—s-0
| 104 |
(e . 103
L HI + HOl —> H,0 + Iy !

Esquema 33. Mecanismo de ciclacién de chalcona con regeneracién de |,

En este mecanismo el sulfoxido de dimetilo 101 (DMSO) reacciona con el yodo
molecular (l2) formando el intermediario yodooxidimetilsulfonio 102, este sera
atacado por el oxigeno del carbonilo de 92 a causa de una adicion 1,4
intermolecular del hidroxilo en orto al sistema o,p-insaturado formando el
compuesto 103, de este es eliminado yoduro de hidrogeno (HI) dando el
compuesto 104. El hipoyodito (IO) sustrae el hidrogeno  al dimetilsulfénio
causando la eliminacion de sulfuro de dimetilo (DMS) y regeneracion del carbonilo
formando la flavona 97. El I, se regenera mediante una reaccion de oxido-
reduccion del HI con el HIO formados durante la ciclacion. El I, junto con el DMSO
seguiran catalizando al reaccién hasta que sea consumida la chalcona.®
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En general los rendimientos bajo estas condiciones de reaccion (I, / DMSO) son
buenos, se obtiene los compuestos con una buena pureza lo que facilita su
purificacion. Con los resultados de los rendimientos de la ciclacion se puede
pensar que el rendimiento de la reaccion se ven afectados por los sustituyentes
del anillo A, en especial por los metoxilos, ya que las flavonas con metilo en el
anillo A (XIIl a XVI) y la flavona XVII que no tiene sustituyentes en A se obtuvieron
en mayor rendimiento que las flavonas Xl y Xll con metoxilos en posiciones 5y 7
de A.

En general la metodologia utilizada para la obtencion de las flavonas partiendo de
la sintesis de la chalcona y su ciclacion es buena, comparandola con otras las
otras metodologias reportadas en la literatura, la sintesis de chalconas y su

ciclacion tienen las ventajas de:

¢« Las materias primas son faciles de adquirir y se tiene en el mercado un
gran numero de arilcetonas y aldehidos aromaticos con los que se
obtendran una amplia gama de chalconas y flavonas.

¢ La metodologia consta de 2 pasos, y los productos obtenidos son de facil
purificacion por cromatografia en columna.

¢ Se evita el uso de reactivos peligrosos como el Sodio metalico y los
halogenuros ocupados en la reaccion de Vaker-Benkataraman

¢ Los reactivos son generalmente de bajo costo comparados con los
catalizadores de paladio usados en los acoplamientos de Heck vy
Sononogashira.

¢« Por lo general se evita la preparacion de materias primas que llegaran a ser
dificiles de obtener como los anhidridos para la reaccion de Allan Robinson,
la auronas para la reaccion de Auers, las sales de Wittig o las cromonas

para un acoplamiento con paladio.

El paso critico de esta metodologia es la obtencion de la chalcona ya que la
reaccion de condensacion alddlica como ya fue mencionado, se ve afectada por
sustituyentes de las materias primas, por o que es conveniente usar materias

primas que tengan los hidroxilos protegidos o proteger estos.
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6.4 Espectroscopia.

A WA

f=Y

Se tomaron algunos espectros de RMN 'H y RMN '®C como ejemplos para
mostrar que se llevd acabo el cambio de chalcona a flavona, identificando las
sefales mas caracteristicas de los compuestos. Los espectros de los compuestos

restantes se encuentran en el anexo 11.

En el espectro RMN 'H del compuesto Il (figura 11) se observa una sefial simple
correspondiente al metilo en 2.34 ppm que integra para 3 hidrégenos, los
hidrogenos vinilicos aparecen como una sefial doble en 7.48 ppm con una J =
15.3 Hz para el hidrégeno a y una sefal doble en 7.76 ppm con una J = 15.3 Hz
para el hidrogeno 3, los valores de las constantes de acoplamiento corresponden
a la de un alqueno con isomeria geométrica trans 6 (E). El hidrégeno del hidroxilo
ubicado en C-2’ se observa como una sefal amplia en 12.68 ppm que integra para
un hidrogeno. Los hidrogenos en posicion C-4 no se observan en los flavonoides
debido al intercambio de protones entre las moléculas.’

[1912_apg_12/1H

U.N.A.M. Instituto de Quimica, apg
Dr: Adelfo Reyes / Andres Tapia
Clave: LSF

Disolvente:CDCI3

Experimento 1H

Bruker avance 300 MHz (F)

[No. de Registro 1912

13-08-12

O
B

12.72 12.70 12.68
fi (ppm)

H2 B HE

[@]  [@
7.82| |7.76 7.66

F

Figura 11. Espectro de RMN *H del compuesto IIl.
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En el espectro de RMN *C del compuesto Ill (figura 12), se observa la sefial

NN

correspondiente al metilo en 20.59 ppm, la senal del carbonilo en 193.15 ppm, en
la region de los aromaticos, aparecen 6 sefales de menor intensidad en 110.90,
119.67, 127.89, 128.09, 156.03 y 161.44 ppm que corresponden a los carbonos
ipso y 8 sefiales mas de mayor intensidad para los carbonos aromaticos y
vinilicos. ElI numero total de sefales en el espectro concuerda con el numero de
atomos de carbono dela chalcona lll. La asignacion representada en la figura 12 y
en los demas espectros fue realizada con ayuda del software MesRNova.

1912_apg_12/13C
U.N.A.M Instituto de Quimica, apg
Dr. Adelfo Reyes/ Andres Tapia

[No. de Registro 1912
13-08-12

——156.03

U O, i

L e e B B e e A T T AT T T T T T AT

200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 %40 135 130 125 120 115 110 105 85 80 75 70 25 20
1 (ppm

Figura 12. Espectro de RMN “*C del compuesto IlI.

El compuesto Xlll, es la flavona obtenida por la ciclacion-oxidativa de la chalcona
Ill, en su espectro de RMN 'H (figura 13) se sigue observando la sefial del metilo
como una sefial simple en 2.44 ppm que integra para 3 hidrogenos. Se observa la
desaparicion de las sefiales dobles correspondientes a los hidrogenos vinilicos de

configuracion (E) en 7.48 y 7.76 ppm y la aparicion de una sefial simple en 6.92
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ppm que integra para 1 hidrégeno y que corresponde al hidrogeno del C-3 de la

‘7’\7"_

flavona, también se aprecia la desaparicion de la sefal amplia correspondiente al
hidrégeno del hidroxilo en C-2’ de la chalcona. Estos dos cambios indican la
formacion del anillos “C” de la flavona. Al igual que en el compuesto lll, no se
observa la sefal del hidrogeno del hidroxilo en C-4 del anillo “B”. Las integrales

corresponden al numero de hidrégenos presentes en la molécula.

1H

Instituto de Quimica. UNAM RG
Dr. Adelfo Reyes / Andres Tapia
Clave: LSF-65

DMS0-d
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Varian Unitu 300 MHz
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7.96 782 ‘771 7.63 711 692 2
— — HAET Hi

’\

u JWUL

8
-

J‘U

v—i v—i v—i 7-4

7.95 7.90 785 7.80 775 770 7.65 760 755715 710 705 7.00 6.90
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro de RMN B3¢ del compuesto XIIl.

En el espectro de RMN C del compuesto XIII (figura 14) se observa la sefial
correspondiente al metilo en 21.05 ppm, la sefal que corresponden al carbonilo en
177.44 ppm. En la region de aromaticos se localizan 7 sefales correspondientes a
los carbonos ipso en 110.69, 123.56, 123.93, 135.51, 154.44, 147.89 y 161.96
ppm, las senales restantes corresponden a carbonos aromaticos, ademas el

numero total de las sefales en el espectro concuerda con el numero de atomos de
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carbono de la molécula. La asignacién representada en la figura 14 fue realizada
con ayuda del software MesRNova

13C

Instituto de Quimica. UNAM RG
Dr. Adelfo Reyes / Andres Tapia
Clave: LSF-65

DMSO-d

13C

Varian Unitu 300 MHz

-—110.69

—-1161.96
—-154/44

180 175 160 155 150 135 125 120
f1 (ppm)

Figura 14. Espectro de RMN “*C del compuesto XIil

En el espectro de RMN "H de la chalcona IV (figura 15) las sefiales que destacan
son las siguientes: la sefial simple correspondiente a los hidrogenos del metilo en
2.35 ppm que integra para 3 hidrogenos, la sefal simple de los hidrogenos del
metoxilo en 3.93 ppm que integra para 3 hidrégenos, las sefales de hidrogenos
vinilicos en 7.49 ppm con J = 15.3 Hz para el Ha y en 7.77 ppm con J = 15.3 Hz

para el HB, ademas de la sefial del hidrégeno del hidroxilo en 12.65 ppm.

En las chalconas con hidroxilos en C-2’ del anillo “A” los desplazamientos
quimicos son mayores a 10 ppm, el motivo de esto es que el hidrogeno del
hidroxilo interacciona de forma intramolecular con el oxigeno del carbonilo de la

misma chalcona o de forma intermolecular con los carbonilos de otras chalconas

I EEEEEEE—
Gerardo Andrés Tapia Flores 52



Pt
F

=2

£ES, Sintesis de Flavonas con potencial actividad relajante en musculo liso

NN

formando puentes de hidrogeno esto tiene como consecuencia una disminucion

drastica de la densidad electronica teniendo hidrogenos muy desapantallados.

0890_apg_13/1H
U.N.A.M. Instituto de Quimica, apg
Dr. Adeffo Reyes Andrés Tapia
Clave: Flavona-3

Disolvente:CDCI3

Experimento 1H

Bruker avance 300 MHz
27-05-2913

No. Reg. 0890

127 12.6 12.5
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H6’
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6 |

H2 B H
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H — =] ——

+
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Figura 15. Espectro de RMN "H del compuesto IV

En el caso del espectro de RMN 'C, de la chalcona IV (figura 16), se observa la
senal correspondiente al metilo en 20.55 ppm, la sefal del metoxilo en 56.35 ppm,
la sefial del carbonilo en 193.18 ppm, en la region de aromaticos se aprecian 6
sefales de menor intensidad que corresponden a los carbonos ipso en 112.46,
119.59, 127.87, 128.68, 157.82 y 161.46 ppm. Las 8 sefiales restantes

corresponden a carbonos aromaticos y vinilicos.

La suma del numero de sefales corresponde al numero de atomos de carbono

qgue conforman a la chalcona. IV.
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Dr. Adelfo Reyes / Andrés Tapia
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Figura 16. Espectro de RMN *C del compuesto IV

La flavona XIV se obtuvo por ciclacion de la chalcona IV. Al igual que el caso de
los compuestos Il y XIIl en el espectro de RMN 'H (figura 17) se observa la
desaparicion de las sefales dobles de los hidrégenos vinilicos a y B, la aparicion
de una nueva sefal simple en 6.66 ppm correspondiente al hidrégeno en C-3,
ademas esta la desaparicion de la sefal del hidrogeno del hidroxilo en C-2’ lo que
indica la formacion del anillo “C” de la flavona. Se puede observar también la sefal
simple correspondiente al metilo en 2.24 ppm que integra para 3 hidrogenos y la
sefal simple del metoxilo en 3.96 ppm que integra también para 3 hidrogenos. La
suma de todas las integrales del espectro concuerda con el numero de atomos de

hidrégeno presentes en la molécula.
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0891_apg_13/1H

U.N.AM. Instituto de Quimica, apg
Dr. Adelfo Reyes / Andrés Tapia
Clave: Flavona-4

Figura 17. Espectro de RMN “C del compuesto XIV

En el espectro de RMN "C de la flavona XIV (figura 18), se aprecian la sefial
correspondiente al metilo en 20.84 ppm, la del metoxilo en 56.37 ppm, la del
carbonilo en 178.07 ppm, en la region de los aromaticos aparecen 7 sefiales de
menor intensidad en 112.31, 123.39, 125.28, 135.11, 154.24, 158.27 y 161.52 ppm
que corresponden a los carbonos ipso, las 7 sefales restantes corresponden a
carbonos aromaticos. El numero total de sefiales en el espectro concuerda con el

numero de atomos de carbono de la flavona.
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Figura 18. Espectro de RMN “C del compuesto XIV
6.5 Evaluacion biolégica

Se llevé acabo la evaluacion biolégica de las flavonas XI-XVI y XVIII en el modelo
de traquea aislada de cobayo para musculo liso aéreo (MLA) y aorta aislada de
rata para musculo liso vascular. Los tejidos fueron aislados, se comprob6 su
integridad fisioldgica y a cada tejido se le adiciond una solucion de carbacol (3 uM)
o norepinefrina (0.1 uM) respectivamente para pre-contraerlos, después fueron
adicionadas una serie de diluciones de concentracion conocida de las flavonas

con lo que se observo la capacidad de relajacion de los compuestos.

La flavona XVIIl no fue preparada en este trabajo, se obtuvo del programa de
servicio social de “Sintesis de Farmacos” con clave 2011 — 12 / 48 — 828 en la
Universidad Nacional Autonoma de México, se incluyd con el objetivo de obtener
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informacion sobre la actividad relajante de musculo liso del esqueleto de la 6-

metilflavona. Los resultados del efecto relajante se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Efecto relajante en musculo liso de los compuestos sintetizados.

Maximo efecto relajante en musculo liso (%)

Compuesto
Aorta de rata Traquea de cobayo
XI* 112.82 + 6.06 39.57+12.43
XIi* 51.19 + 8.09 Sin efecto
Xi* 100.72 + 6.27 10.28 + 0.47
XIv* 66.26 + 7.90 Sin efecto
XV* 40.78 £ 4.43 14.29 +1.77
XVI* 34.41 +7.46 Sin efecto
XVIII** 16.53 +1.86 8.07 £ 1.86
Sildenafil 101.41+4.22 89.43 £ 11.02
Aminofilina 73.97 £ 4.62 47.14 + 2.64

Los valores de porcentaje se muestran como el promedio de al menos 6
experimentos. *Maxima concentracion (100 pM). **Maxima concentracion (300
HM)
Los resultados del cuadro 5 muestran que las flavonas fueron mas efectivos
relajando el MLV de aorta da rata que el MLA de traquea de cobayo. Las flavonas
X1 y Xl fueron los mas efectivas llegando a relajar al 100%, se pudo calcular el
valor de CEsp para la flavonas Xl (3.88 + 0.35 uM) y XllI (9.37 + 5.89 uM)
respectivamente. Se usaron como estandar diluciones de farmacos comerciales
inhibidores de fosfodiesterasas (PDEs) siendo estos en sindenafil que es un
vasodilatador y aminofilina un broncodilatador. Ambos farmacos fueron mas
eficientes como vasodilatadores con los que se obtuvieron valores de Csy de 0.45
+ 0.0.12 yM para el sindenafil y CEsp = 4.61 £ 0.43 pM para la aminofilina. Se

decidio utilizar estos farmacos inhibidores PDEs debido a que se ha reportado que
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las flavonas actuan a nivel de fosfodiesterasas para ocasionar el efecto relajante

del musculo liso.

Con excepcidon de la flavona XVI que alcanzé un 66.26% de relajaciéon a una
concentracién de 10°°M las otras flavonas sintetizadas en este trabajo mostraron
una actividad relajante en MLV menor a 60%, por lo que no fue calculada la Csg

En la figura 19 se muestran las curvas de relajacion del MLV de los compuestos
evaluados, en esta se observa que el compuesto XI mas potente y efectivo como
vaso relajante que el compuesto Xlll debido a que XI comenzo6 a relajar el musculo
a una menor concentracion alcanzando este un 100% de relajacion a una
concentracion de 10*2° comparado con el compuesto XllI que alcanzo el 100% de

relajacién a una concentracién aproximada de 10°°M.

Efecto vasodilatador en aorta de rata

=Xl
=Xl
= X1l
= XIV
=XV

@=xvi

A\=xvil

A = Control

-8 -6 -5

Log conc (M)

Figura 19: Efecto relajante de en musculo liso vascular de aorta de rata precontraido con
norepinefrina (0.1 uM). Cada punto en la grafica representa el promedio + E.E.M., n= 6. *P

< 0.05, vs respectivo control en el mismo tiempo.

Todos los compuestos presentaron un efecto relajante, lo que hace pensar que los
cambios estructurales de las flavonas modifican la actividad. En la figura 20 se

muestran las estructuras de un grupo de flavonas y una cromona en las que se
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encontré que presentan actividad relajante de musculo liso, se observa que tienen
en comun la presencia de grupos metoxilo e hidroxilo como sustituyentes en el
anillo “A”. Esto al compararlo con los compuestos de este trabajo hace pensar que
la presencia de grupos hidroxilos 6 metoxilos le confiere mayor efecto relajante a
la flavona como se ve en el caso del compuesto Xl el mas activo con un 112.82%
de relajacion. El efecto relajante se vio reducido casi a la mitad en el compuesto
Xll (57.83% de relajacion), la disminucion del efecto se puede atribuir a la
presencia del grupo metilendioxi en el anillo “B”.

HO

Apigenina Dimetilcrisina

OH
OH O OMe O
OMe OH
|
HO O O| MeO O 0]
OMe O OMe O
Gnafilina A Gnafilina B
OMe O OMe O

Meo/ﬁjiciJj MeO
Xl OMe

4,6-dimetoxicromona

(. J

Figura 20. Flavonas con efecto relajante de musculo liso

Un dato interesante fue el obtenido del compuesto Xlll que presento un 100.72%
de relajacidon y no presenta en el anillo “A” sustituyentes hidroxilo 6 metoxilo a los
que se les atribuye el aumento de la actividad relajante. Al contrario que las
flavonas de la figura 21, el efecto relajante del compuesto Xlll podria estar
relacionado al bromo en el anillo “B”. Al comparar los efectos relajantes de Xlll con
XIV se observa que el hidroxilo en pocion C-4’ es importante ya que al ser
metilado disminuye el efecto relajante un poco mas del 30%; al comparar Xl con

XV se observa que el bromo en posicion C-3’ es necesario para tener un maximo
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efecto relajante; y al comparar Xlll contra XVI y XVIIl, se puede concluir que la

combinacion bromo e hidroxilo favorecen el efecto relajante.
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7. CONCLUSIONES

s Se logr6 la sintesis de las chaconas I-IX mediante la reaccion de
condensacion alddlica bajo tres diferentes condiciones de reaccion, siendo las
condiciones alcalinas con disolvente las mejores para obtener las chalconas

con hidroxilo en C-2.

< Fueron obtenidas las flavonas XI-XVIl mediante la ciclacion oxidativa de las

chalconas I-VIl con buenos rendimientos.

+ De la evaluacion realizada a las flavonas de este trabajo, estas presentaron
una mejor actividad relajante de musculo liso vascular (MVL) que en musculo
liso aéreo (MLA), siendo las flavonas Xl y XIll las que presentaron un mayor
efecto relajante de MLV y de estas la flavona Xl presenta una mayor potencia.
Por lo que partiendo de las estructuras de las flavonas Xl y Xlll se pueden
llevar a cabo estudios de estructura actividad de nuevos analogos para

aumentar su potencia.
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8. PERSPECTIVAS

% Sintetizar analogos del compuesto XIil

+ Preparar los derivados flavanonas (105) y flavonoles (106) a partir de las
chalconas y evaluar su actividad como relajantes de musculo liso.

+ Llevar acabo la evaluacién enzimatica de las flavonas como inhibidoras de
fosfodiesterasas.

+ Realizar la evaluacion de las flavonas sintetizadas como depresoras de

sistema nervioso central.

O
X
I,/ DMSO I
> %
)
105 a
H,0, / OH
L—

Esquema 32. Flavanonas y Flavonoles
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9. DESARROLLO EXPERIMENTAL
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9.1 Consideraciones generales

El curso de las reacciones fue seguido por cromatografia en capa fina (CCF),
usando placas comerciales de gel de silice de 60 Fzs; de Merck ™ soportadas en
folio de aluminio y como reveladores se usaron: radiaciones UV, solucion de
KMNOQOs, solucion de FeCls y solucion de fenilhidrazina. Los compuestos se
purificaron por cromatografia en columna empleando gel de silice 60 (230-400

mesh o mallas).

Los disolventes empleados fueron destilados antes de usarse. El tetrahidrofurano
(THF) y el dioxano se secaron con sodio metalico y se us6 benzofenona como
indicador antes de destilarlo.

El material de vidrio utilizado en las reacciones que requerian condiciones

anhidras fue secado en la estufa 12 horas antes de su uso a 150 °C.

Los puntos de fusién (p.f.) fueron determinados en un Melt-Temp “Electro termal” y
no estan corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN 'H) y de
carbono 13 (RMN '*C) se obtuvieron en los espectroscopio Varian VXR-3005 y
Varian Unity 500. Los espectros se registraron utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCI3), sulfoxido de dimetilo deuterado (DMSO-dg) o
Metanol deuterado (CD30OD) adicionando tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. Los desplazamientos quimicos (d) se reportan en partes por millon (ppm)
a partir del TMS. Para indicar la multiplicidad de las sefiales en RMN 'H, se
utilizan las abreviaturas: (s) simple, (d) doble, (t) triple, (c) cuadruple, (m) multiple.
Las sefales complejas se indican utilizando dos o mas de estas abreviaturas. En
el caso en que no se pude determinar la multiplicidad de una sefial se reporta el
intervalo del desplazamiento quimico en el que aparecen, Los hidrogenos
aromaticos se reportan como (Ar-H), los hidrogenos vinilicos (=C-H). Las
constates de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz).
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La espectrometria de masas se realiz6 en un equipo Hewlett-Packard modelo
5890 a 70 eV, en modo de ionizacion por impacto electronico.

La evaluacion biologica se llevd a cabo en el laboratorio 126 del Edificio E de la
Facultad de Quimica UNAM, bajo la asesoria del Dr. Fernando Rodriguez.

9.2 Métodos de sintesis de chalconas
9.2.1 Método de sintesis de chalconas sin disolvente (MS 1)

En un mortero se colocaron 5 mmol de la acetofenona correspondiente con 10
mmol de NaOH y con el pistilo se molieron durante 30 minutos. Se adicionaron 5
mmol del benzaldehido sustituido y se continué con la molienda durante 2 horas.
El curso de la reaccibn se monitore6 por cromatografia en capa fina
(hexano/AcOEt, 7:3) tomando una muestra de la mezcla de reaccion, acidulandola
con HCI al 20% y extrayendo con acetato de etilo. Terminada la reaccién la mezcla
se colocdé en un vaso de precipitados con agitacion en bafo de hielo y se
adicionaron 10 mL de agua, la mezcla fue acidulada con HCI al 20% hasta pH=5y
el producto fue extraido de la fase acuosa con 4 porciones de 10 mL de AcOEt.
Los extractos organicos fueron mezclados, lavados con 10 mL de salmuera, 4 de
pociones de 10 mL de solucién saturada de NaHSO; y secados sobre Nax;SOq4
anhidro. El disolvente se elimind por destilacion a presion reducida en el rotavapor
y el residuo resultante fue purificado por cromatografia en columna. Por este
método fueron obtenidas las chalconas I, Il, VI, VIl y IX.

9.2.2 Método de sintesis de chalconas con disolvente (VS 2)

En un matraz balon provisto con agitacion magnética, se colocaron 5 mmol de la
acetofenona sustituida y se disolvieron con 10 mL de etanol absoluto. Ya disuelta,
se adicion6 15 mmol de KOH, se dej6 en agitacion hasta que la solucion se torno
turbia y un precipitado amarillo aparecié dificultando la agitacion. El benzaldehido
sustituido se disolvié en el minimo volumen de etanol absoluto y fue adicionado
lentamente a la mezcla de reaccion, seguido de la adicion de 5 mmol de LiOH
dejando en agitacion de 2 a 4 dias a temperatura ambiente. El curso de la
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reaccion fue seguido mediante cromatografia en capa fina (hexano/AcOEt, 7:3).
Una vez terminada la reaccion se adicionaron 10 mL de agua y se acidul6é a pH=5
con HCI al 20%. El producto fue extraido con 4 porciones de 10 mL de AcOEt, los
extractos organicos se mezclaron, fueron lavados con 10 mL de salmuera seguido
de 4 porciones de solucion saturada de NaHSOs3 y posteriormente secado sobre
Na»,SO4 anhidro. El disolvente fue eliminado por destilacion a presion reducida en
rotavapor y el producto purificado por cromatografia en columna. Mediante este
método se sintetizaron las chalconas I, II, 1lII, IV, V, VI, Vil y IX.

9.2.3 Método de sintesis de chalconas en medio acido (MS 3)

En un matraz baléon de dos bocas con atmosfera de argon provisto de agitacion
magnética, refrigerante y un tapon, se colocé una mezcla de 5 mmol de
acetofenona sustituida y 5 mmol de benzaldehido sustituido en 10 mL de dioxano
anhidro destilado. Gradualmente se adiciond a la mezcla de reaccion 5 mmol de
BF3°O(C2Hs)2, al terminar la adicion se dejé en agitacion durante 6 horas a 40 °C,
se siguid el curso de la reacciéon por cromatografia en capa fina. Una vez
terminada la reaccion se adicionaron 50 mL de agua, y el producto fue extraido
con 3 porciones de 10 mL de CH.Cl,. Los extractos organicos se mezclaron,
fueron secados sobre Na;SO4 anhidro y el disolvente eliminado a presion reducida
en rotavapor. El residuo se purificé por cromatografia en columna. Mediante este
método se sintetizaron las chalconas I, II, 1II, V, VI, VIII, IX y X.

(E)-2’-hixroxi-4,4’,6’-trimetoxichalcona (l)

Para la obtencién del compuesto | se partio de la 2-
hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona y el 4-
metoxibenzaldehido conforme a los métodos del MS

1, MS 2 y MS 3. El crudo de reaccion fue purificado

por cromatografia en columna (hexano/AcOEt, 9:1)
obteniendo cristales amarillos en forma de aguja, con rendimientos de 0.581 g
(37%), 0.628 g (40%), 0.188 g (12%) para cada método de sintesis, p.f. =112-113
°C [Iit.®? p.f. = 109-112 °C], Rr=0.42 (hexano/AcOEt, 85:15).
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(E)-2’-hidroxi-3,4-metilendioxi-4’,6’-dimetoxichalcona (ll)

La obtencion del compuesto Il a partir de 2-hidroxi-
4,6-dimetoxiacetofenona y el piperonal, se realiz6
conforme a los métodos del MS 1, MS 2 y MS 3. El

crudo de reaccibn se purific6  mediante

cromatografia en columna (hexano/AcOEt, 9:1), obteniendo cristales en forma de
aguja anaranjados, con rendimientos de 0.689 g (42%), 0.623 g (38%), 0.246 g
(15%) para cada método de sintesis, p.f. = 163-165 °C [Iit.%* p.f. = 163 °C], R =
0.25 (hexano/AcOEt, 8:2).

(E)-3-bromo-2’,4-dihidroxi-5’-metilchalcona (lll)

Usando los MS 2 y MS 3 se realiz6 la condensacion
alddlica entre la 2-hidroxi-5-metilacetofenona y el 3-
bromo-4-hidroxibenzaldehido. Por cromatografia en
columna (hexano/AcOEt, 9:1), del crudo fue obtenido el

compuesto lll como cristales en forma de aguja de color
naranja, con rendimientos de 0.599 g (36%) y 0.166 g (10%) para cada método de
sintesis, p.f. = 147-148 °C, Rr = 0.26 (hexano/AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 8y: 2.34 (s, CHs, 3H), 6.90 (d, J = 8.5, Ar-H, 1H), 7.02
(d, J = 8.4, Ar-H, 1H), 7.29 (dd, J= 8.5y 1.7, Ar-H, 1H), 7.45 (dd, J= 8.4 y 2.0, Ar-
H, 1H), 7.48 (d, J = 15.4, =C-H, 1H), 7.66 (d, J = 1.2, Ar-H, 1H), 7.76 (d, J = 15.4,
=C-H, 1H), 7.82 (d, J = 2.0, Ar-H, 1H), 12.68 (s, OH, 1H). RMN "*C (75 MHz,
CDCl3), &¢: 20.59, 110.90, 116.77, 118.29, 118.38, 119.67, 127.89, 128.09,
129.26, 129.88, 132.81, 137.36, 143.83, 156.03, 161.44, 193.35. EM (IE, eV), m/z
(%): 334 (M*) (80%), 225 (CeHeBrO*) (8%), 198 (CgHsBrO™) (13%), 161
(C1oHs02") (24%), 135 (CsH702") (100%).

I EEEEEEE—
Gerardo Andrés Tapia Flores 66



£ES, Sintesis de Flavonas con potencial actividad relajante en musculo liso

(E)-3-bromo-2’-hidroxi-5’-metil-4-metoxichalcona (IV)

Usando el MS 2 se realizd la condensacion alddlica
entre la 2-hidroxi-5-metilacetofenona y el 3-bromo-4-
metoxibenzaldehido. El crudo fue purificado por

cromatografia en columna (hexano/AcOEt, 9:1)

obteniendo el compuesto IV como cristales en forma de aguja anaranjados, con
rendimiento de 1.04 g (60%), p.f. = 153-154 °C, Rr = 0.57 (hexano/AcOEt, 7:3)

RMN "H (300 MHz, CDCl), &: 2.35 (s, CHs, 3H), 3.93 (s, OCHs, 3H), 6.91 (d, J =
8.5, Ar-H, 2H), 7.30 (dd, J = 8.5 y 2.2, Ar-H, 1H), 7.49 (d, J = 15.3, C-H, 1H), 7.53
(dd, J = 8.5y 2.1, Ar-H, 1H), 7.66 (d, J = 1.7, Ar-H, 1H), 7.77 (d, J = 15.4, C-H,
1H), 7.89 (d, J = 2.1, Ar-H, 1H), 12.65 (s, OH, 1H). RMN "3C (75 MHz, CDCls), 5c:
20.55, 56.35, 111.82, 112.46, 118.28, 118.93, 119.59, 127.87, 128.68, 129.21,
130.13, 132.68, 137.39, 143.34, 157.82, 161.46, 193.18. EM (IE, eV), m/z (%): 346
(M*) (70%), 214 (CoHgBrO™) (96%), 161 (C10HeO2") (40%), 134 (CsH702") (55%).

(E)-2’,4-dihidroxi-5’-metilchalcona (V)

Usando los métodos de sintesis MS 2 y MS 3 se hizo
reaccionar la 2-hidroxi-5-metilacetofenona con el 4-
hidroxibenzaidehido. ElI crudo fue purificado por

cromatografia en columna (hexano/AcOEt, 9:1)

obteniendo el compuesto V como cristales en forma de
aguja anaranjados, con rendimientos de 0.466 g (38%) y 0.098 g (8%) para cada
método de sintesis, p.f. = 162-164 °C, Rr = 0.21 (hexano/AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 8y: 2.35 (s, CHs, 3H), 6.91 (d, J = 8.4, 1H), 6.92 (d, J =
8.6, Ar-H, 2H), 7.30 (dd, J = 8.4 y 1.9, Ar-H, 1H), 7.52 (d, J = 15.4, C-H, 1H), 7.57
(d, J =8.7, Ar-H, 2H), 7.71 (d, J = 1.2, Ar-H, 1H), 7.87 (d, J = 15.3, C-H, 1H), 12.86
(s, OH, 1H). RMN "3C (75 MHz, CDCl3), 5¢: 25.29, 120.98, 121.34, 122.84, 124.50,
130.74, 132.48, 133.98, 135.49, 141.76, 150.51, 165.25, 166.01, 198.35. EM (IE,
eV), m/z (%): 254 (M*) (85%), 161 (C1oHeO2") (26%), 147 (CoH702") (12%), 135
(CsH702") (100%), 120 (CsH70™) (35%).
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(E)-2’-hidroxi-5’metil-3,4-metilendioxichalcona (VI)

Usando los MS 1, MS 2 y MS 3 la 2-hidroxi-5- 0
metilacetofenona se condenso con el piperonal. El '
crudo fue purificado por cromatografia en columna
(hexano/AcOEt, 95:5) obteniéndose el producto VI
como cristales en forma de aguja amarillos, con
rendimientos de 0.423 g (30%), 0.634 g (45%), 0.225 g (16%) para cada método
de sintesis, p.f. =110-112 °C, Rr = 0.50 (hexano/AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 8x: 2.35 (s, CHs, 3H), 6.04 (s, -CHy-, 2H), 6.86 (d, J =
8.1, Ar-H, 1H), 6.93 (d, J = 8.4, Ar-H, 1H), 7.16 (dd, J = 8.1 y 1.8, Ar-H, 1H), 7.21
(d, J = 1.5, Ar-H, 1H), 7.31 (dd, J= 8.5 y 1.8, Ar-H, 1H), 7.49 (d, J = 15.3, C-H, 1H),
7.67 (d, J=1.5, Ar-H, 1H), 7.83 (d, J = 15.3, C-H, 1H), 12.71 (s, OH, 1H). RMN "*C
(75 MHz, CDCls), 8c: 20.54, 101.67, 106.71, 108.66, 118.05, 118.25, 119.66,
125.57, 127.57, 129.14, 137.20, 144.98, 148.42, 150.16, 161.43, 193.33. EM (IE,
eV), m/z (%): 282 (M*) (62%), 175 (C1oH70s") (5%), 161 (C1oHeO2") (13%), 148
(CoH702™") (100%), 135 (CsH702") (33%) .

E)-3-etoxi-2’-hidroxi-5’-metil-4-metoxichalcona (VIII)

Usando los MS 1, MS 2 y MS 3 fueron condensados
la 2-hidroxi-5-metilacetofenona con el 4-etoxi-3-
metoxibenzaldehido, obteniendo de rendimiento El
crudo obtenido fue purificado por cromatografia en

columna obteniendo el producto VIII como cristales
pequefios anaranjados, con rendimientos de 0.562 g (36%), 0.624 g (40%), 0.218
g (14%) para cada método de sintesis, p.f. = 156-158 °C, Rr = 0.36 (hexano/
AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 814: 1.49 (t, J = 7.0, CHp-CHs, 3H), 2.35 (s, CHa, 3H),
3.95 (s, OCHs, 3H), 4.16 (¢, J = 7.0, CH2-CHs, 2H), 6.90 (d, J = 6.9, Ar-H, 1H), 6.92
(d, J =7.0, Ar-H, 1H), 7.17 (d, J = 2.0, Ar-H, 1H), 7.25 (dd, J = 8.4 y 2.3, Ar-H, 1H),
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7.29 (dd, J = 8.5y 2.2, Ar-H, 1H), 7.49 (d, J = 15.4, C-H, 1H), 7.68 (d, J = 2.0, Ar-
H, 1H), 7.86 (d, J = 15.4, C-H, 1H), 12.75 (s, OH, 1H). RMN "*C (75 MHz, CDCl,),
5c: 14.66, 20.61, 56.13, 64.44, 110.93, 112.27, 117.80, 118.30, 119.76, 123.44,
127.51, 127.74, 129.20, 137.20, 145.52, 149.51, 151.22, 161.46, 193.50. EM (IE,
eV), miz (%): 312 (M") (100%), 205 (C12H13035") (5%), 178 (C11H1302™) (70%), 161
(C1oHs02") (14%), 135 (CsH-O2") (48%).

(E)-3-etoxi-4-metoxichalcona (IX)

Usando los MS 1, MS 2 y MS 3 la acetofenona fue
condensada con el 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido. El

crudo fue purificado por cromatografia en columna

(hexano/AcOEt, 95:5), obteniendo el compuesto IX

como cristales hexagonales verdes, con rendimientos
de 0.988 g (70%), 0.917 g (65%), 0.564 g (40%) para cada método de sintesis, p.f.
=104-106 °C, Rr = 0.29 (hexano/AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCl3), 8: 1.49 (t, J = 7.0, CH-CHs, 3H), 3.94 (s, OCHs, 3H),
4.15 (c, J = 7.0, CHo-CHs, 2H), 6.89 (d, J = 8.3, Ar-H, 1H), 7.16 (d, J = 2.0, Ar-H,
1H), 7.21 (dd, J= 8.3y 2.0, Ar-H, 1H), 7.38 (d, J = 15.6, C-H, 1H), 7.46-7.60 (m,
Ar-H, 3H), 7.76 (d, J = 15.6, C-H, 1H), 7.99-8.03 (m, Ar-H, 2H). RMN 3C (75 MHz,
CDCl3), 8¢: 14.65, 56.03, 64.41, 110.56, 112.33, 120.03, 123.09, 127.74, 128.39,
128.51, 132.46, 138.55, 145.05, 149.51, 150.89, 190.60.

(E)-4-benciloxi-2’-hidroxi-3-metoxichalcona (VIII)

Para la sintesis de este compuesto se realiz6 una
variante del MS 2. En un matraz de dos bocas
provisto de agitacion magnética, refrigerante y un
tapon, se colocaron 5 mmol de acetofenona y 10 mL de

THF seco en, atmdsfera de argon. Se adicionaron gota
a gota 6 mL (12 mmol) de LDA 2M y se dejo en agitacion durante 10 minutos,
posteriormente se adicion6 gota a gota una solucion de 5 mmol de 4-benciloxi-3-
metoxibenzaldehido en 10 mL de THF seco manteniendo las condiciones
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anhidras. Terminada la adicién se calent6 a 50 °C durante 4 dias. Una vez
terminada la reaccion se retird del calentamiento, se adicionaron 10 mL de
solucion saturada de NH4Cl seguidos de 30 mL de agua y el producto fue extraido
con 3 porciones de 10 mL de AcOEt. Los extractos organicos fueron mezclados,
se lavaron con 10 mL de salmuera y secados sobre Na;SO,4. El disolvente fue
eliminado mediante destilacion a presion reducida en rotavapor y el producto se
purifico por cromatografia en columna (hexanoexano/AcOEt, 8:2) obteniendo de
rendimiento 0.360 g (20%) de un sdlido amarillo, p.f. = 115-117 °C y Rr = 0.35
(hexano/AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCls), &: 3.96 (s, OCHs, 3H), 5.21 (s, OCH,, 2H), 6.90-6.95
(m, Ar-H, 2H), 7.02 (dd, J= 8.4 y 1.1, Ar-H, 1H), 7.18-7.51 (m, Ar-H, 8H), 7.50 (d, J
= 15.3, C-H, 1H), 7.86 (d, J = 15.3, C-H, 1H), 7.91 (dd, J = 8.1 y 1.6, Ar-H, 1H),
12.90 (s, OH, 1H). RMN "C (75 MHz, CDCls), 8c: 56.14, 70.90, 111.05, 113.54,
117.95, 118.60, 118.71, 120.10, 123.28, 127.23, 127.96, 128.07, 128.65, 129.51,
136.14, 136.44, 145.58, 149.87, 150.98, 163.57, 193.55. EM (IE, eV), m/z (%): 360
(M%) (23), 269 (C17H1503") (15%), 240 (C16H1502™) (13%), 147 (CoH70.") (3%),
121 (C7Hs02") (20%), 91 (C7H7*) (100%)

(E)-4-acetiloxi-3-cloro-2’-hidroxi-5’-metilchalcona (X)

Usando el MS 3 se condensé la 2-hidroxi-5- 0
metilacetofenona con acetato de 2-cloro-4-formilfenilo,
El crudo se purific6 mediante cromatografia en
columna obteniendo 0.198 g (12%) de rendimiento del

compuesto X como cristales amarillos, p.f. = 145-147
°C y Rr = 0.40 (hexano/AcOEt, 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 8y: 2.35 (s, CHs, 3H), 2.37 (s, COCHs, 3H), 6.93 (d, J
= 8.5, Ar-H, 1H), 7.21 (d, J = 8.4, Ar-H, 1H), 7.32 (dd, J= 8.4 y 2.1, Ar-H, 1H), 7.54
(dd, J= 8.4y 2.1, Ar-H, 1H), 7.58 (d, J = 15.6, C-H, 1H), 7.65 (d, J = 1.5, Ar-H, 1H),
7.74 (d, J = 2.1, Ar-H, 1H), 7.78 (d, J = 15.6, C-H, 1H), 12.51 (s, OH, 1H). RMN "*C
(75 MHz, CDCl3), 8¢c: 20.59, 118.42, 119.53, 121.66, 124.29, 127.80, 128.04,
128.12, 129.31, 129.78, 133.96, 137.75, 142.51, 148.57, 161.60, 168.16, 193.10.
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EM (IE, eV), m/z (%): 330 (M*) (31), 288 (C1sH13CIOs) (74%), 181 (CsHsCIO,")
(10%), 161 (C1oHsO2") (35%), 154 (CsHsCIO™) (27%), 135 (CsH70,") (100%).

9.3 Método de sintesis de Flavonas (MS 4)

En un matraz redondo de 50 mL provisto de agitacion magnética y un refrigerante
fueron colocados 1.5 mmol de los compuestos I, II, IIl, IV, V, VI 6 VIl y disueltos en
10 mL de DMSO. Se adicionaron 1.5 mmol de I, y la mezcla de reaccién fue
calentada a 130 °C durante 2 horas. Terminada la reaccién el matraz se dejé
enfriar a temperatura ambiente y fue colocado en un bafio de hielo, se afiadieron
20 mL de solucién saturada de Na,S;0s;. El producto fue extraido de la fase
acuosa con 4 porciones de 15 mL de AcOEt, los extractos organicos fueron
mezclados, lavados con 10 mL de salmuera y secados con Na;SO4 anhidro, el
disolvente fue eliminado a presidén reducida en rotavapor y el residuo purificado

por cromatografia en columna.

4’ ,5,7-trimetoxiflavona (XI)

Usando el método MS 4 se ciclé el compuesto | XI
para dar como resultado la flavona Xl que fue
purificada mediante cromatografia en columna
(hexano/AcOEt, (8:2) obteniendo 0.327 g (70% de
rendimiento) del compuesto XI como un polvo blanco, p.f. = 153-155 °C, Rr = 0.10

(hexano/ACOEt, 1:2).

—~OMe

RMN "H (300 MHz, CDCl3), 84: 3.81 (s, OCHs 3H), 3.84 (s, OCHs 3H), 3.89 (s,
OCHs, 3H), 6.29 (d, J = 1.0, Ar-H, 1H), 6.48 (d, J = 1.0, Ar-H, 1H), 6.51 (s, C-H,
1H), 6.93 (d, J = 8.5, Ar-H, 2H), 7.74 (d, J = 8.5, Ar-H, 2H). RMN **C (75 MHz,
CDCls), 8c: 55.34, 55.63, 56.26, 92.73, 95.96, 107.52, 109.12 114.21, 123.65,
127.43, 159.67, 160.51, 160.73, 161.92, 163.78, 177.47. EM (IE, eV), m/z (%): 312
(100, M").
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3’,4’-metilendioxi-5,7-dimetoxiflavona (XII)

Usando el método MS 4 se ciclo el compuesto I
para dar como resultado la flavona Xl que fue
purificada mediante cromatografia en columna
(hexano/AcOEt, 8:2) obteniendo 0.342 g (70% de
rendimiento) del compuesto como un polvo amarillo claro, p.f. = 240-244 °C, Rr =
0.17 (hexano/ACOEt, 3:7).

RMN "H (300 MHz, MeOD), dy: 3.91 (s, OCHs, 3H), 3.94 (s, OCHs, 3H), 6.08 (s,
CH,, 2H), 6.53 (d, J = 2.3, Ar-H, 1H), 6.60 (s, C-H, 1H), 6.79 (d, J = 2.3, Ar-H, 1H),
6.98 (d, J = 8.2, Ar-H, 1H), 7.46 (d, J = 1.3, Ar-H, 1H), 7.57 (dd, J=8.3y 1.9, Ar-H,
1H). RMN "*C (75 MHz, MeOD), d¢: 55.82, 56.54, 92.82, 96.03, 101.84, 102.06,
106.08, 108.72, 121.12, 125.56, 148.40, 150.30, 159,83, 161.04, 162.04, 164.01,
177.55. EM (IE, ev), m/z (%): 326 (M*) (100%), 181 (CoHgO4™) (4%),149 (CgHsO3")
(15%), 145 (CoHs02™") (17%)

3’-bromo-4’-hidroxi-6-metilflavona (XIIl)

Usando el método MS 4 se ciclé el compuesto Il para
dar como resultado la flavona Xlll que fue purificada
mediante cromatografia en columna (hexano/AcOEt,
7:3) obteniendo 0.452 g (91% de rendimiento) del
compuesto como un solido blanco claro, p.f. = 258-260
°C, Rr = 0.60 (hexano/ACOEt, 3:7).

RMN 'H (300 MHz, DMSO), dy: 2.44 (s, CH3 3H), 6.92 (s, C-H, 1H), 7.11 (d, J =
8.6, Ar-H, 1H), 7.63 (dd, J = 8.6 y 2.2, Ar-H. 1H), 7.71 (d, J = 8.5, Ar-H, 1H), 7.81-
7.83 (m Ar-H, 1H), 7.96 (dd, J = 8.6 y 2.3, Ar-H, 1H), 8.25 (d, J = 2.3, Ar-H, 1H).
RMN "®C (75 MHz, DMSO), d¢: 21.05, 106.08, 110.69, 117.16, 118.87, 123.56,
123.93, 124.62, 127.92, 131.53, 135.51, 135.70, 154.44, 157.89, 161.96, 177.44.
EM (IE, eV), m/z (%): 330 (M*) (100%), 198 (C7H4BrO,") (7%), 196 (CgH4BrO™)
(10%), 134 (CsHeO2™) (80%).
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3’-bromo-6-metil-4’-metoxiflavona (XIV)

Usando el método MS 4 se ciclé el compuesto IV para
dar como resultado la flavona XIV que fue purificada
mediante cromatografia en columna (hexano/AcOEt,
7:3) obteniendo 0.491 g (95% de rendimiento) del
compuesto como un solido blanco, p.f. = 175-177 °C, Rr = 0.60 (hexano/ACOEt,
1:1).

RMN 'H (300 MHz, CDCls), 8y: 2.44 (s, CH3 3H), 3.96 (s, OCH3, 3H), 6.66 (s, C-H,
1H), 6.97 (d, J = 8.8, Ar-H, 1H), 7.42 (d, J = 8.5, Ar-H, 1H), 7.48 (dd, J = 8.6 y 2.2,
Ar-H, 1H), 7.78 (dd, J = 8.7 y 2.3, Ar-H, 1H), 7.95-7.97 (m, Ar-H, 1H), 8.08 (d, J =
2.3, Ar-H, 1H). RMN "C (75 MHz, CDCls), 8c: 20.84, 56.37, 106.41, 111.73,
112.31, 117.64, 123.39, 124.90, 125.28, 126.73, 131.08, 134.82, 135.11, 154.24,
158.27, 161.52, 178.07. EM (IE, eV), m/z (%): 346 (M*) (100%), 210 (CgHsBrO™)
(25%), 134 (CsHeO2™) (83%).

4’-hidroxi-6-metilflavona (XV)

Usando el método MS 4 se ciclé el compuesto V para
dar como resultado la flavona XV que fue purificada
mediante cromatografia en columna (hexano/AcOEt,
(8:2) obteniendo 0.302 g (80% de rendimiento) del , 'OH
compuesto como un polvo blanco, p.f. = 222-224 °C, Rr = 0.59 (hexano/ACOEt,
3:7).

RMN 'H (300 MHz, DMSO), 8. 2.43 (s, CHs, 3H), 6.83 (s, C-H, 1H), 6.94 (d, J =
8.9, Ar-H, 2H), 7.60-7.68 (m, Ar-H, 2H), 7.81-7.83 (m, Ar-H, 1H), 7.95 (d, J = 8.9,
Ar-H, 2H). RMN *3C (75 MHz, DMSO), 8¢: 21.04, 105.25, 163.53, 118.72, 122.15,
123.58, 124.64, 128.86, 135.37, 135.58, 154.43, 161.55, 163.51, 177.44. EM (IE,
eV), miz (%): 252 (M*) (100%), 135 (CeHgO2™) (52%), 118 (CsHsO"*)(12%).
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6-metil-3’,4’-metilendioxiflavona (XVI)

Usando el método MS 4 se ciclé el compuesto VI para
dar como resultado la flavona XVI que fue purificada
mediante cromatografia en columna (hexano/AcOEt,
(7:3) obteniendo 0.412 g (98% de rendimiento) del .
compuesto como cristales blancos, p.f. = 242-244 °C, Rr = 0.60 (hexano/ACOEt,
3:7).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 8 2.46 (s, CHs, 3H), 6.08 (s, -CHz-, 2H), 6.69 (s, C-H,
1H), 6.93 (d, J = 8.4, Ar-H, 1H), 7.36 (d, J = 2.1, Ar-H, 1H), 7.43 (d, J = 8.4, Ar-H,
1H), 7.47-7.51 (m, Ar-H, 2H), 8.00 (m, Ar-H, 1H). RMN *C (75 MHz, CDCls), 3c:
20.87, 101.82, 106.24, 106.40, 108.67, 117.62, 121.31, 123.45, 124.95, 125.79,
134.78, 135.04, 148.37, 150.44, 154.31, 162.82, 178.39. EM (IE, eV), m/z (%): 281
(M*) (100%), 146 (CsHs02™*) (20%), 134 (CsHeO2"™) (5%).

4’-benciloxi-3’-metoxiflavona (XVII)

Usando el método MS 4 se ciclé el compuesto VIl para
dar como resultado la flavona XVII que fue purificada
mediante cromatografia en columna (hexano/AcOEt,
(8:2), obteniendo 0.473 g (88% de rendimiento) el
compuesto como polvo blanco, p.f. = 172-172 °C, Rr = 0.51 (hexano/ACOEt, 1:1).

RMN 'H (300 MHz, DMSO), d: 3.91 (s, OCHs, 3H), 5.20 (s, -OCHy-, 2H), 6.99 (s,
C-H, 1H), 7.21 (d, J = 8.4, Ar-H, 1H), 7.31-7.83 (m, Ar-H, 11H), 8.04 (d, J = 7.8, Ar-
H, 1H). RMN **C (75 MHz, DMSO), d¢: 55.90, 69.95, 105.68, 110.07, 113.56,
118.11, 119.61, 123.13, 123.70, 124.45, 125.00, 127.43, 127.63, 128.13, 133.66,
136.43, 149.36, 150.87, 155.42, 162.39, 176.62. EM (IE, eV), m/z (%): 358 (M"),
(35%), 267 (C16H1104") (11%), 121 (C7H402™) (6%), 91 (C7H7") (100%).
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9.4 Procedimiento de evaluacion farmacolégica.”
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Todos los experimentos en los que se involucro el uso de animales de laboratorio
se realizaron siguiendo los lineamientos especificados en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio) y de acuerdo a las reglas
internacionales de cuidado y uso de animales de laboratorio.

Las flavonas evaluadas en los experimentos de organo aislado fueron
suspendidos en 0.05 % de Tween 80 en agua destilada. La concentracion final de
Tween 80 fue de menos del 0.0005 %, esta concentraciéon no afecta la respuesta
de los musculos lisos probados. Los farmacos en solucion o suspension fueron

preparados unos minutos antes de utilizarlos en los experimentos.
Traquea aislada de cobayo (Musculo liso aéreo)

Se utilizaron cobayos machos (Hartley) con un peso de 300 a 450 g, mantenidos
bajo condiciones convencionales de bioterio y alimentados con dieta estandar
(Purina Pellets) y libre acceso al agua segun el proveedor Biosupply S.A. de C.V
(México).

El efecto relajante de las flavonas y farmacos sobre la contraccion inducida con
cloruro de carbamilcolina obtenido de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)
en anillos de traquea de cobayo se determin6 de acuerdo al modelo experimental
previamente establecido. Para la estimulacion del tejido se utilizo clorhidrato de
acetilcolina (ACh) obtenido de Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA). A
continuacion se describe con detalle el procedimiento utilizado.

Los cobayos fueron sacrificados con una dosis (95 mg/kg) de pentobarbital sédico
(Anestesal Pfizer) via intraperitoneal. Posteriormente se realizo la diseccion del
animal para obtener la traquea limpiandola de todo el tejido conjuntivo y grasa
adheridos, después se transfirié a un contenedor con solucién de Krebs [NaCl 118
mM, KCI 4.7 mM, NaH2;PO4 1.2 mM, MgSQO4+7H,0 1.2 mM, CaCly*2H,0 2.5mM,
NaHCO3; 25 mM, y glucosa 11.1 mM (Merck (Darmstadt, Germany)] a 37 °C y con
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burbujeo constante de gas carbdégeno [5% CO; - 95% Os (Infra S.A. de C.V.)], la

traquea limpia fue dividida en aproximadamente ocho anillos de aproximadamente

L =z
1.
FZA

2 mm de longitud, cada anillo formado por dos o tres anillos cartilaginosos fue
sumergido en una camara para organo aislado que contenia 10 mL de solucién de
Krebs a 37 °C y con burbujeo constante de gas carbogeno, sujetado en cada
extremo por dos ganchos de alambre de nicromel.

Cada uno de los anillos fue sometido a una tension inicial de 1.5 g dejando
estabilizar el tejido por 60 minutos lavandolo cada 15 minutos en el transcurso de
la estabilizacién con solucion de Krebs. Después del periodo de estabilizaciéon los
anillos de traquea fueron contraidos con ACh (3 pM) en dos ocasiones en
intervalos de 30 minutos cada uno y lavados después de cada estimulacion con
solucién de Krebs. 30 minutos después los anillos fueron contraidos con una
solucion de carbacol (CCh) 3 pM, cuando el tejido alcanzé su maximo efecto
contracti y se observdo que la contraccion era sostenida se adicionaron

concentraciones acumulativas de la flavonas.
Aorta de rata (musculo liso vascular)

Se usaron Ratas macho (Wistar) con un peso entre 200 a 300 g obtenidas de la
Division de Estudios de Posgrado Investigacion. Departamento de Bioterio de la
FES-Zaragoza U.N.A.M. (México), mantenidas a una temperatura constante de 22
+ 2°C y sometidas a ciclos de 12 horas de luz con libre acceso a comida y agua.

Las ratas macho Wistar fueron sacrificadas en una camara de COg,
inmediatamente después la aorta fue removida por diseccion y depositada en un
contenedor con solucion de Krebs a 37 °C con burbujeo constante de gas
carbogeno, después se limpio de todo el tejido conjuntivo y grasa y se dividié en
ocho anillos de 2 mm de longitud aproximadamente. Cada uno de los anillos de
aorta fue sujetado en una camara de organo aislado de la misma forma que la
traquea de cobayo, asi mismo el tejido se sometid a un periodo de estabilizacion
de la misma forma que la traquea de cobayo, después del periodo de

estabilizacion los anillos se contrajeron en dos ocasiones con norepinefrina (NE)
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(0.1 uM) en periodos de 30 minutos cada uno. La integridad del endotelio del tejido

A WA

vascular se verificé adicionando ACh (10 uM) en la ultima contraccion con NE, el
resultado de la adicion de ACh se interpretd de la siguiente manera: un endotelio
intacto alcanza una relajacion de mas del 84%, la ausencia de endotelio se
observa por una falta de relajacion después de la adicion de ACh.

Sistema de registro y analisis de datos

Los cambios de tension del musculo liso se registraron en gramos de fuerza a
través de un poligrafo Biopack System MP100 usando transductores de fuerza
marca Grass FT O3E. Los datos fueron digitalizados y analizados utilizando el
software Acknowledge 3.9.0. Los valores de CEsg fueron calculados por una

regresion lineal.®’

Utilizando solo aquellos valores de la curva dosis respuesta que
describian la mejor recta con un coeficiente de correlacion r*>0.9. Los valores se
muestran como el promedio + E.E.M. de al menos seis experimentos
independientes. Las diferencias entre los valores obtenidos fueron
estadisticamente calculados por un analisis de varianza de una via y a
continuacion se aplicéd la prueba de Dunett. Una P<0.005 fue considerada una

diferencia estadisticamente significativa.®?
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11. ANEXOS

11.1 Espectros de RMN 'H
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Espectro 2. Espectro de RMN 'H a 300 MHz del compuesto VI
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Espectro 4. Espectro de RMN "H a 300 MHz del compuesto VIII
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Espectro 6. Espectro de RMN "H a 300 MHz del compuesto X
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Espectro 8. Espectro de RMN 'H a 300 MHz del compuesto XlI
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Espectro 10. Espectro de RMN *H a 300 MHz del compuesto XVI
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Espectro 11. Espectro de RMN *H a 300 MHz del compuesto XVI
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Espectro 12. Espectro de RMN *C a 75 MHz del compuesto V
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Espectro 13. Espectro de RMN “3C a 75 MHz del compuesto VI
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Espectro 15. Espectro de RMN “*C a 75 MHz del compuesto VIII
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Espectro 17. Espectro de RMN *C a 75 MHz del compuesto X
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Espectro 19. Espectro de RMN *C a 75 MHz del compuesto Xl
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Espectro 21. Espectro de RMN **C a 75 MHz del compuesto XVI
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Espectro 22. Espectro de RMN °C a 75 MHz del compuesto XVII
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Espectro 23. Espectro de masas del compuesto lll

Espectro 24. Espectro de masas del compuesto IV
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Espectro 25. Espectro de masas del compuesto V
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Espectro 27. Espectro de masas del compuesto VII

Espectro 28. Espectro de masas del compuesto VIl
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Espectro 29. Espectro de masas del compuesto X

Espectro 30. Espectro de masas del compuesto XlI
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Espectro 31. Espectro de masas del compuesto XlI

Espectro 32. Espectro de masas del compuesto XIV
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Espectro 33. Espectro de masas del compuesto XV

Espectro 34. Espectro de masas del compuesto XVI
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Espectro 35. Espectro de masas del compuesto XVII
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