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RESUMEN

En la presente tesis se describe la actividad bioldgica de derivados de acido cindmico en
Tithonia diversifolia y regioisdmeros analogos de achyrofurano en Achyrocline satureoides.
Con el fin de proporcionar un orden secuencial del trabajo de investigacion, el documento se
estructurd en dos capitulos. En la primera parte del capitulo 1, se describe la evaluacion de
diferentes extractos de hojas secas de 7. diversifolia sobre obreras de colonias de laboratorio
de Atta cephalotes mediante ingestion y contacto. Adicionalmente, se analiz6 la actividad
bioldégica de los extractos como inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) vy
butirilcolinesterasa (BuChE). El extracto de diclorometano a 1000 ppm, mediante ingestion,
presentd la mayor actividad insecticida, al causar 70 y 90% de mortalidad de hormigas
obreras en solo cinco y siete dias de tratamiento, respectivamente. Los valores de inhibicion
de la acetilcolinesterasa, mostraron que el extracto de diclorometano tuvo mejor 1Cs, en
comparacion a sus fracciones lo que demuestra que la actividad se potencializa al usar el
extracto crudo. Estos resultados pueden asociarse a la existencia de terpenos y
sesquiterpenlactonas presentes en 7. diversifolia probablemente inhibidores de la AChE. En
la segunda parte, se reporta el aislamiento de un nuevo derivado de acido cafeico a partir del
extracto butanolico de hojas de Tithonia diversifolia. La estructura se determind como acido
(E)-3-(((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloiloxi)metil)-2-metiloxirano-2-carboxilico (1). Ademas,
se aislaron seis conocidos 4cidos fendlicos, acido 4,5-di-O-dicafeoilquinico (2), acido 3,4-
di-O-dicafeoilquinico (3), 4acido 3,5-di-O-dicafeoilquinico (4), acido 3-O-cafeoilquinico (5),
acido 4-O-cafeoilquinico (6) y acido 5-O-cafeoilquinico (7); los compuestos 1, 2 y 3 son
reportados por primera vez en esta especie. Las estructuras de los compuestos se
establecieron basandose en LC-MS y andlisis espectroscopicos de RMN (1D) y (2D). La
evaluacion de la capacidad antioxidante, realizada en placas de 96 pozos, mostrd que los
derivados de 4&cido cafeico probados poseen fuerte capacidad captora de radicales DPPH y

moderado poder antioxidante reductor de hierro (FRAP).

Finalmente, en el capitulo 2 se describe la obtencion de dos dibenzofuranos polioxigenados
simétricos andlogos de achyrofurano (39a-b) con restos 2-metilbutiroilo en C-4 y C-6 a partir
de floroglucinol comercial, a través de una secuencia de reacciones que incluyen

monoacilacion, yodacion, acoplamiento Suzuki-Miyaura, dimerizacion oxidativa y ciclacion.
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Adicionalmente con esta ruta, se sintetizaron nuevos compuestos racémicos: un derivado de
floroglucinol yodado (36), siete derivados de acilfloroglucinol (37a-g) y tres
acilfloroglucinoles (38a-b, 46). Algunos de los compuestos obtenidos fueron activos contra
bacterias Gram-positivas, incluyendo aislados clinicos multirresistentes de Staphylococcus
aureus. El dibenzofurano 39b con cadenas de propilo en C-2 y C-8 exhibid la mejor actividad

antibacteriana con valores comparables a los del dibenzofurano achyrofurano natural.

Palabras claves: Boton de oro; Hormigas cortadoras de hojas; Actividad insecticida;
Actividad inhibitoria de colinesterasa; Derivados de acido -cafeico; 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo; Actividad captora de radicales libres; Poder antioxidante reductor de hierro;
Contenido total de fenoles; Actividad antibacteriana; Dibenzofuranos; Derivados de

floroglucinol.
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ABSTRACT

This thesis describes the biological activity of cinnamic acid derivatives in Tithonia
diversifolia and analog regioisomers of achyrofuran in Achyrocline satureoides. In order to
provide a sequential order of research work, this thesis was structured in two chapters. In the
first part of Chapter 1, the evaluation of different extracts of 7. diversifolia dry leaves on
worker ants from laboratory colonies of Atta cephalotes through ingestion and contact is
described. In addition, the biological activity of the extracts as inhibitors of
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) was evaluated. The
dichloromethane extract at 1000 ppm presented the highest insecticidal activity through
ingestion, causing 70 and 90% worker ant mortality after 5 and 7 days of treatment,
respectively. The acetylcholinesterase inhibition values showed that the dichloromethane
presented the best ICso, compared to its fractions, which demonstrates that its activity is
potentiated when the crude extract is used. Our results can be attributed to the existence of
terpenes and sesquiterpene lactones, which are likely inhibitors of AChE, in T. diversifolia.
In the second part, the isolation of a new caffeic acid derivative from the leaves of Tithonia
diversifolia is reported. The structure was determined as (£)-3-(((3-(3.4-
dihydroxyphenyl)acryloyl)oxy)methyl)-2-methyloxyrane-2-carboxylic acid (D).
Additionally, six known phenolic acids, 3,4-di-O-dicyclohexylic acid (3), 3,5-di-O-
dicetheoylquinic acid (4), 3-O-caffeoylquinic acid (5), 4-O-caffeoylquinic acid (6) and 5-O-
caffeoylquinic acid (7), were also isolated; 1, 2 and 3 are the first reports for this species. The
structures of compounds 1, 2 and 3 were established based on LC-MS and one- and two-
dimensional (1D)- and (2D)-NMR spectroscopic analyses. Antioxidant activity evaluation in
96-well plate format, showed caffeic acid derivatives as strong 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavengers and moderate ferric reducing antioxidant power

(FRAP).

Finally, chapter 2 describes the production of two symmetrical polyoxygenated
dibenzofurans analogous to achyrofuran (39a-b) with 2-methylbutyl moieties at C-4 and C-
6 from commercial phloroglucinol, through a sequence of reactions that include
monoacylation, iodination, Suzuki-Miyaura coupling, oxidative dimerization and

cyclization. In addition to this route, novel racemic compounds were synthesized: an
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iodinated floroglucinol derivative (36), seven acylphloroglucinol derivatives (37a-g) and
three acylphloroglucinols (38a-b, 46). Some of the compounds obtained were active against
Gram-positive bacteria, including multiresistant Staphylococcus aureus clinical isolates. The
dibenzofuran 39b with propyl chains at C-2 and C-8 exhibited the best antibacterial activity

with values comparable to those of the natural dibenzofuran achyrofuran.

Keywords: Tree marigold; Leafcutter ants; Insecticidal activity; Inhibitory activity of
cholinesterase; Caffeic acid derivatives; Free radical-scavenging activity; 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl; Ferric reducing antioxidant power; Total phenolic content; Antibacterial

activity; Dibenzofurans; Phloroglucinol derivatives.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Histéricamente, los productos naturales (PN) han jugado un papel importante en la
identificacion y desarrollo de farmacos'. Tal es el caso del taxol, aislado de la especie Taxus
brevifolia con acciéon antitumoral; la galantamina, aislado de las flores de Galantus
caucasicus, util en el tratamiento de la enfermedad del Alzheimer; eritromicina hallado de
las cepas de Streptomyces eriterus. Haciendo uso de la sintesis orgénica se han obtenido
derivados que en algunos casos han presentado mejores actividades que sus precursores.
Ejemplo, el docetaxel derivado del taxol, azitromicina derivado de la eritromicina. Newman
y Cragg, encontraron que mas del 60% de todos los fArmacos aprobados por la FDA entre
1981 y 2014 se asemejan a PN, de los cuales el 6% son inalterados, el 26% son derivados de
PN y el 32% imitan y/o contienen un farmacoforo de un PN, adicionalmente, el 35%
corresponden a farmacos elaborados por quimica sintética®>. Cabe resaltar, que los avances
en investigaciones biomédicas no hubieran sido posible sin la quimica de PN y la sintesis
organica. Por lo tanto, los PN son la base para el disefo y sintesis de andlogos de compuestos
potencialmente activos, haciéndolos atractivos en la busqueda permanente de nuevos
metabolitos secundarios, y la sintesis orgénica abarca la bisqueda de nuevas y eficientes

metodologias para la obtencion de compuestos bioactivos.

Los compuestos fenodlicos son los metabolitos secundarios mas abundantes de las plantas,
con mas de 8.000 estructuras fenolicas actualmente conocidas. Estos se clasifican en fenoles
simples (4cidos fenodlicos, fenilpropanoides, derivados de floroglucinol o de 4cido benzoico)
y complejos (flavonoides, lignanos, taninos). Numerosos reportes han mostrado el amplio
espectro de actividades bioldgicas que presentan los compuestos fendlicos, entre las cuales
se destacan actividad ansiolitica, antidepresiva, inhibidores de monoamino oxidasas, sedante,
antiinflamatoria, antibacteriana, antitumoral, insecticida, antifungica y antioxidante™®. La
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos ha llamado la atencion de investigadores
y nutricionistas en los ultimos afios, porque han mostrado su habilidad para prevenir la
descomposicion oxidativa de acidos grasos, como también, ser una defensa contra el estrés
oxidativo de las células, producido por agentes oxidantes y radicales libres’. Los efectos que
han tenido sobre diversas enfermedades asociadas al estrés oxidativo, como cancer,

enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, promueven el consumo de alimentos
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que contengan gran cantidad de estos compuestos”, como también el descubrimiento de esta

clase de compuestos en plantas.

La actividad antioxidante estd relacionada con la actividad antifiingica por medio del estrés
oxidativo necesario para la reproduccion de los hongos, y en algunos casos, la actividad
antifingica puede estar relacionada con la actividad insecticida, como en relaciones
mutualistas entre insectos y hongos. Por ejemplo, las hormigas cortadoras de hojas de Atta
cephalotes viven con el hongo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Estos insectos
causan pérdidas econdmicas relacionadas con la defoliacion parcial o total de cultivos,
plantas ornamentales, pastizales, arboles de importancia forestal, entre otros. Las hormigas
arrieras tienen preferencia por ciertas especies de plantas, a las cuales defolian repetidamente,
siendo Tithonia diversifolia evitada como sustrato. Cuando las colonias son obligadas a
alimentarse con esta planta, alcanzan a reducir hasta un 83.3% el tamafio del hongo’, ademés
el extracto etandlico de hojas secas de 7. diversifolia produce el 100% de mortalidad de
hormigas obreras en solo ocho dias'’. Por lo anterior, se formulé la siguiente pregunta
encaminada a aportar hacia la agricultura: ;Los extractos y/o metabolitos secundarios de
hojas de Tithonia diversifolia presentan actividad insecticida contra Atta cephalotes, y

ademas actividad antioxidante?.

Por otro lado, la resistencia bacteriana es un fendmeno que aparece de forma natural por
modificaciones genéticas; sin embargo, se ve facilitada por el uso incontrolado e inadecuado
de los antibidticos''. Segun la organizacién mundial de la salud (OMS) la resistencia
bacteriana es una de las mayores amenazas en el mundo, infecciones comunes como
neumonia, tuberculosis y gonorrea producidas por bacterias Gram-positivas podrian
convertirse en infecciones dificiles de tratar en un futuro'>. Un patégeno humano con gran
capacidad de adquirir resistencia bacteriana son los Staphylococcus aureus. Diferentes
compuestos se han usado contra estas bacterias, ejemplo la penicilina, meticilina y
vancominicina, sin embargo, ya se han reportado cepas resistentes a estos compuestos. Otros
betalactamicos y glicopéptidos han demostrado ser cada vez menos eficaces en la eliminacion
de las cepas mas virulentas de S. aureus. El metabolito secundario achyrofurano aislado de

hojas de Achyrocline satureoides, que contiene en su estructura dos unidades de floroglucinol
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dimerizadas en un dibenzofurano prenilado, ha mostrado una marcada actividad
antibacteriana sobre bacterias Gram-positivas, especificamente contra cepas resistentes de S.
aureus. Otros dibenzofuranos aislados de otras plantas han presentado actividad
antibacteriana, siendo el achyrofurano el compuesto con los valores mas bajos de

13-14 En este

concentracion inhibitoria minima (MIC) contra diferentes cepas de S. aureus
sentido, se formularon las siguientes preguntas encaminadas a contribuir en la farmacia
especificamente en el problema de la resistencia bacteriana: ;analogos sintéticos de
achyrofurano presentaran mayor actividad antibacteriana contra bacterias gram-positivas? y
(cudles son los requisitos estructurales para potencializar la actividad antibacteriana?. Hasta
la fecha, se han reportado varias aproximaciones sintéticas para la obtencion de andlogos del
PN. Sin embargo, solo una aproximacion, implico la obtencién de un compuesto de estructura
muy similar al achyrofurano, en cinco pasos de reaccién y con un rendimiento global de
5%"; involucrando diazoalcanos inestables y bajos rendimientos en las etapas de

desmetilacion. Por lo tanto, en esta investigacion se tuvieron en cuenta estas limitantes y se

plantea una ruta alterna para las sintesis de analogos estructurales de achyrofurano.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Contribuir en el conocimiento quimico en extractos de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray
y en analogos sintéticos de achyrofurano de Achyrocline satureoides (LAM.) DC., con

posibles actividades insecticida, antioxidante y antibacteriana.

Objetivos especificos

Para dar cumplimiento con el objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos:

Area de quimica de productos naturales:

v Obtener extractos de las hojas de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, de diferente
polaridad.

v Evaluar la actividad insecticida y antioxidante de diferentes extractos y compuestos

aislados de hojas de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

v'Aislar metabolitos secundarios presentes en extractos activos de Tithonia diversifolia

(Hemsl.) A. Gray por técnicas de separacion cromatograficas.

v Elucidar las estructuras de metabolitos secundarios aislados, por espectroscopia de

IR, RMN uni- y bidimensional y espectrometria de masas.

Area de sintesis total de productos naturales:
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Sintetizar nuevos derivados de acilfloroglucinol mediante reacciones de
acoplamiento de Suzuki-Miyaura partiendo del compuesto 1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-

iodofenil)-2-metilbutan-1-ona.

Realizar la sintesis de nuevos analogos de achyrofurano mediante reacciones de

dimerizacion y ciclacion oxidativa de fenoles.

Establecer las condiciones dptimas para la sintesis de nuevos compuestos en la ruta

de obtencion de analogos de achyrofurano.
Elucidar las estructuras de los productos obtenidos por espectroscopia de IR, RMN
uni- y bidimensional y espectrometria de masas y difraccion de rayos-X, en caso de

obtener monocristales.

Evaluar la actividad antibacteriana de los anélogos obtenidos.
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CAPITULO 1. ACTIVIDAD INSECTICIDA Y ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS
DE HOJAS DE Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Actividad insecticida y de inhibicion de colinesterasa de extractos de Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray

A través de procesos co-evolutivos, la mayoria de las plantas han desarrollado mecanismos
de defensa contra herbivoros. De esta manera, las plantas producen sustancias tales como
flavonoides, esteroles, cumarinas, alcaloides, terpenos y sesquiterpenlactonas que se
denominan metabolitos secundarios'®. Estas sustancias, aunque no tienen un rol directo en el
crecimiento o la reproduccion de las plantas, les ayudan a sobrevivir, al permitirles
interactuar con su medio ambiente, defendiéndose contra insectos herbivoros, patégenos,

ro: 17-18
parasitos, etc 7

. La biosintesis de los metabolitos secundarios estd regulada por genes cuya
expresion y actividad estan directamente influenciada por factores ambientales. Sin embargo,
existen insectos que pueden evitar diversos mecanismos de defensa de las plantas con una
gran aptitud fisiologica y conductual, ejemplo de ello son, las hormigas cortadoras de hojas
(Formicidae: Myrmicinae: Attini), las cuales representan plagas agricolas graves'. De
hecho, ninglin agente de control probado hasta el momento, ha sido totalmente efectivo para
superar las defensas bioldgicas y de comportamiento contra estas hormigas, bajo condiciones
naturales. Aunque algunos insecticidas sintéticos como organofosforados, piretroides
sulfuramidas, se emplean en el control y regulacion de sus poblaciones® mediante la
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)*', su eficiencia es cuestionable y son
objeto de prohibicion en varios paises debido a su alta estabilidad y toxicidad quimica que

. . . . . 20
afectan y ponen en riesgo a otros seres vivos y contaminan el medio ambiente™. Por esta

razon, el desarrollo de alternativas ecologicas, que los sustituyan es altamente deseable.

Por otro lado, la acetilcolina (ACh) es uno de los principales neurotransmisores que tienen
los insectos. Esta participa en la trasmision de impulsos eléctricos entre células nerviosas
mediante un proceso conocido como sinapsis. Los neurotransmisores son almacenados en

estructuras llamadas vesiculas, las cuales liberan su contenido gracias a una despolarizacion
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de la membrana. La inactivacion de la ACh se realiza mediante degradacion enzimatica por
la AChE, la cual hidroliza el enlace éster en la molécula, conduciendo a la perdida de la

actividad estimuladora®*%

. La inhibicion de la AChE causa acumulaciéon de ACh en la
hendidura sinaptica, de modo que la membrana postsinaptica estara en estado de estimulacion
permanente®*, por lo cual, la AChE ha sido intensamente usada como indicador en la

, . .. 25
busqueda de insecticidas™.

En el desarrollo de métodos de control para las hormigas cortadoras de hojas, es necesario
tener en cuenta la estrecha y ancestral relacion mutualista que estas tienen con el hongo
Leucoagaricus gongylophorus'®. De hecho, se considera que la preferencia por plantas puede
estar relacionada con las demandas nutricionales para la sobrevivencia de este hongo®.
Giraldo *” encontrd que arboles de Montanoa quadrangularis plantados y fertilizados con T
diversifolia, eran menos atacados por Atta cephalotes L., una de las plagas agricolas presentes
en américa latina. Rodriguez G. y col. ** encontraron que, bajo condiciones de laboratorio,
A. cephalotes forrajea, de forma oportunista, las hojas de 7. diversifolia cuando la
disponibilidad de otro recurso vegetal es minima. Cuando las colonias son obligadas a
alimentarse con esta planta, alcanzan a reducir hasta un 100% el tamafio del hongo (calculado
por volumen en cm’)’, ademas se encontrd, que el extracto etandlico (1.2 g de hojas seca por
litro de etanol) de T. diversifolia produce el 83.3% de mortalidad de hormigas obreras en solo
ocho semanas'’. Recientemente, en un estudio realizado en condiciones naturales, Rodriguez
y col. ** encontraron que el abono verde de T. diversifolia, ocasiona el desplazamiento de las
camaras de cultivo del hongo a zonas més profundas, y la construccion de nuevas camaras
fuera del area de degradacion del abono. Tanto por sus propiedades antifungicas como
insecticidas, 7. diversifolia encierra un gran potencial para el control de la hormiga arriera

como de otras plagas agricolas.
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1.1.2 Actividad antioxidante de extractos de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

Como se menciond anteriormente, los metabolitos secundarios son cruciales para muchos
aspectos funcionales importantes de la vida vegetal, ademas de estar implicados en
estrategias de defensa, estos hacen parte de la estructura de algunos tejidos de apoyo y
proteccion, y también, confieren propiedades de sefializacion particularmente en las

interacciones entre plantas y su entorno”.

Los compuestos fenodlicos son los metabolitos secundarios mas abundantes de las plantas,
con mas de 8.000 estructuras fenolicas actualmente conocidas, los cuales estan generalmente
involucrados en la defensa contra la radiacion ultravioleta o la agresién por patogenos,
parésitos y depredadores, ademas contribuyen en los colores de hojas y flores™. Estos
compuestos, son parte integral de la dieta humana al estar presentes en frutas, verduras,
cereales, aceitunas, legumbres, chocolate, etc., como también en bebidas (té, café, cerveza,
vino, etc.). Adicionalmente, los compuestos fendlicos sintetizados por las plantas superiores,
representan un claro ejemplo de plasticidad metabolica, la cual permite a las plantas adaptarse
a ambientes biodticos y abidticos cambiantes y proporcionar caracteristicas como el color, el
sabor y otros beneficios aprovechados en muchas areas especialmente para la salud. La
distribucion de muchas estructuras fenolicas esta restringido a géneros o familias especificas,

ey, . . , . 4
convirtiéndolas en algunos casos en biomarcadores usados en estudios taxonémicos".

Muchos mecanismos celulares mantienen bajo control estricto los procesos de oxidacion que
regulan la energia en todos los organismos vivos’'. Sin embargo, el desequilibrio en los
mecanismos de proteccion antioxidante y un exceso en la generacion de radicales libres
pueden desencadenar numerosas enfermedades, tales como cardiovasculares y
neurodegenerativas® y acelerar el envejecimiento; cuando los mecanismos enzimaticos fallan
o son ineficientes, los antioxidantes de pequefio peso molecular se consideran como agentes

., . . ~ . . 32
de proteccion que disminuyen el dafio oxidativo en el cuerpo humano™.

Hoy en dia, existe un gran interés en sustancias naturales que exhiben propiedades

antioxidantes, las cuales son suministradas a humanos y animales en productos alimenticios
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o farmacéuticos con acciones preventivas y especificas. Muchas infusiones de hierbas,
frecuentemente usadas como medicinas caseras, tienen propiedades antioxidantes y
farmacoldgicas relacionadas con la presencia de metabolitos secundarios de tipo fenolico,
especialmente acidos fenodlicos y flavonoides™. La actividad antioxidante de los compuestos
fenodlicos ha llamado la atencion de investigadores, nutricionistas y fabricantes de alimentos,
ademas, los efectos que han tenido sobre diversas enfermedades asociadas al estrés oxidativo,
como cancer y otras enfermedades, confirmadas por medio de distintos estudios in vivo € in
vitro, promueven el consumo de alimentos que contengan gran cantidad de estos
compuestos®. Otros estudios sugieren que los fenoles pueden prevenir la obesidad y reducir
el riesgo de diabetes, enfermedad coronaria, cancer de colon y trastornos gastrointestinales™
% Ademéds, los compuestos fenolicos han mostrado su habilidad para prevenir la
descomposicion oxidativa de acidos grasos, como también, ser una defensa contra el estrés
oxidativo de las células, producido por agentes oxidantes y radicales libres’. Las diferentes
propiedades bioldgicas de los compuestos fenodlicos y sus beneficios para la salud han
impulsado las investigaciones por descubrir e identificar esta clase de compuestos en
extractos polares y apolares de diferentes plantas, aportando en areas como quimica médica

y farmacologica.

Muchas de las investigaciones etnomedicinales realizadas a 7. diversifolia, han mostrado los
constituyentes quimicos en extractos apolares y medianamente polares, especialmente
sesquiterpenlactonas, diterpenos, flavonoides, derivados de 4cido clorogénico® ™. Asi
mismo, estudios bioldgicos realizados a diferentes extractos y compuestos han revelado
distintas actividades biologicas, como antidiabética y anti-malaria, entre otras'" 41'46;
extractos acuosos, etanolicos y metandlicos obtenidos de las hojas de esta planta, han
revelado actividad captora de radicales DPPH y ABTS como también, actividad de captora
de aniones superoxido®”™*; sin embargo, son pocos los reportes de compuestos fenolicos
aislados e identificados en extractos polares de 7. diversifolia que presentan actividad
antioxidante; estos hechos impulsan a buscar metabolitos secundarios simples con actividad
antioxidante que contribuyan al conocimiento fitoquimico de Tithonia diversifolia, e

indirectamente aporte en plantas utilizadas como alimento para ganado y en el control de

plagas.
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1.2 ANTEDECENTES GENERALES

1.2.1 Aspectos botanicos de la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceae: Heliantheae) es un arbusto perenne,
nativo de México y Centroamérica, pero actualmente distribuida en todo el mundo *°. Esta
planta conocida como botén de oro tiene un amplio rango de adaptacion, crecimiento rapido
y vigoroso, buena capacidad de produccion de biomasa y es aprovechada como abono y para
alimentacion animal’’. Boton de oro puede formar grandes colonizaciones, por ello es

. , . 1
considerada en algunos paises como planta invasora'’.

Algunas de sus caracteristicas son: herbacea o arbustiva robusta de 1.5 a 4.0 m de altura, sus
hojas son alternas, pecioladas, de 7 a 20 cm de largo y 4 a 20 cm de ancho, divididas en 3 a
5 lobulos, bordes aserrados, presenta vistosas flores que surgen en cabezuelas grandes,
agrupadas, o bien solitarias que se sostienen sobre pedunculos fuertes (de hasta 20 cm de
largo), ligulas amarillas a naranja de 3 a 6 cm de longitud y corolas amarillas de 8 mm de
longitud (Fig. 1). El fruto es seco y contiene una sola semilla, es oblongo, de hasta 6 mm de

largo>.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Eudicotyledoneae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tithonia

Especie: T. diversifolia (Hemsl.) A. Gray

Figura 1. Taxonomia de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray”.

1.2.2 Metabolitos secundarios a partir de la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray

Se han reportado mas de 150 compuestos de 7. diversifolia, y es considerada la especie mas

estudiada del genero Tithonia'’. Entre los metabolitos secundarios aislados estan los
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sesquiterpenos, especialmente sesquiterpenlactonas (Fig. 2)>°7°

, que son, de hecho,
marcadores quimiotaxonémicos para las tribus de la familia Asteraceae’®. Ademas, estan
presentes otros constituyentes quimicos tales como esteroles, flavonoides, cumarinas, acidos
carboxilicos (Fig. 3), otros fenoles y derivados de acido clorogénico® (Fig. 4). Algunos de
ellos son responsables de los efectos bioldgicos de esta especie, como las actividades
antiinflamatoria, analgésica, antiviral, antipalidica, antibacteriana, antioxidante,

. . Ce . . .. 17.41-43.5
antihipoglucemiante, antimicdtica, insecticida y repelente' > *'** %",

Tagitinin C 1B,2a-epoxitagitinin C

OiBut
HO

(o)

3-O-metiltirotundin Tagitinin D Diversifolin Tagitinin F

Figura 2. Sesquiterpenlactonas aisladas en Tithonia diversifolia.
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Figura 4. Compuestos fendlicos aislados de las partes aéreas de Tithonia diversifolia.
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Actividad insecticida y de inhibicion de colinesterasa en extractos de Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray

En esta seccion se evalud la actividad insecticida, mediante ingestion y contacto, de extractos
de las hojas de Tithonia diversifolia obtenidos con diferentes disolventes, sobre obreras de
A. cephalotes aisladas de colonias de laboratorio. También, se identifico la concentracion
minima del extracto con mayor efecto toéxico. Finalmente, como complemento, teniendo en
cuenta que algunos metabolitos secundarios como alcaloides, terpenoides, flavonoides,
cumarinas y lignanos aislados de plantas son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa™,
se planted evaluar la actividad inhibitoria de colinesterasas de los extractos de 7. diversifolia,

con el fin de relacionar los dos tipos de actividades.

1.3.1.1 Evaluacion de la actividad insecticida sobre Atta cephalotes

1.3.1.1.1 Toxicidad de DMSO y CMC sobre obreras de A. cephalotes

En términos generales, los analisis de devianza revelaron diferencias significativas entre al
menos dos de las sustancias evaluadas, ademas, que el tiempo tiene un efecto relevante sobre
la mortalidad de las hormigas para los experimentos de ingestion y contacto (Anexos-Tabla
1.1y 2.1). Los resultados de la prueba de contrastes multiples por pares (ver descripcion en
anexos) en los ensayos de ingestion, mostraron que el DMSO a concentraciones de 1% y 3%
difieren de las demas y entre ellas mismas (Anexos-Tabla 1.2). Estas concentraciones
provocan la mayor mortalidad en hormigas en comparacion con DMSO al 0.5% y con el
CMC al 0.5 y 0.25%. Por su parte, las sustancias CMC 0.25%, CMC 0.5% y DMSO 0.5%
no difirieron significativamente del control (Fig. 5A), siendo CMC a 0.25% la concentracion

menos toxica para las hormigas (Anexos-Tabla 1.2).

En los ensayos de contacto, el DMSO fue la sustancia mas toxica en concentraciones de 0.5,
1 y 3% generando mayor porcentaje de mortalidad de hormigas (Anexos-Tabla 2.2). Los
resultados de contrastes multiples por pares indicaron que no existen diferencias

significativas entre las concentraciones 0.5, 1 y 3% de DMSO, pero estas si con respecto al
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control. Las dos concentraciones de CMC presentaron resultados similares al control (Fig.

5B). Estos resultados mostraron que el DMSO es altamente toxico para ser usado como

blanco en evaluaciones de actividad insecticida. La CMC a 0.25% es la concentracion

maxima y menos toxica contra obreras de 4. cephalotes. Por esta razon, se decidié solubilizar

los extractos de 7. diversifolia con CMC usando concentraciones mas bajas de 0.25% para

los bioensayos de ingestion y contacto.
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1.3.1.1.2 Actividad insecticida de extractos de Tithonia diversifolia

Figura 5. Toxicidad de DMSO y CMC en el tiempo. A) Experimento de ingestion. B)

El andlisis preliminar por CCD mostré que la composicion de algunos extractos eran

similares (ver imagen 1 en anexos). El perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo

Td 2.2 fue intermedio entre los extractos de diclorometano Td 2.1 y n-butanol Td 2.3, a su

vez, el extracto de n-butanol Td 2.3 present6 un perfil cercano al del residuo acuoso Td 2.4.

Por esta razdn, se escogieron solo los extractos de n-hexano Td 1, acetona al 70% Td 2,

diclorometano Td 2.1 y residuo acuoso Td 2.4, para ser evaluados contra las hormigas

cortadoras de hojas (Fig. 1-Anexos).

En el experimento de ingestion usando extractos de 7. diversifolia a 1000 ppm, los anélisis

de devianza mostraron que existen diferencias significativas entre al menos dos de los

extractos evaluados y, ademas, el tiempo tiene un efecto relevante sobre la mortalidad de las
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hormigas (Anexos-Tabla 3.1). La prueba de contrastes multiples por pares mostré que el
extracto de diclorometano Td 2.1 tiene diferencias significativas con los otros tratamientos
excepto el extracto de n-hexano Td 1 (Anexos-Tabla 3.2). Por el contrario, el extracto de n-
hexano Td 1 no present6 diferencias significativas frente a los demas extractos como tampoco
frente al blanco y al control. Cabe resaltar que el extracto de acetona al 70% Td 2, del cual
proviene el extracto de diclorometano Td 2.1, no tuvo la misma toxicidad. Ademas, el
extracto de residuo acuoso Td 2.4 se comporté como el control. El extracto en diclorometano
Td 2.1 fue el mas promisorio como insecticida, al causar la mayor mortalidad de obreras en

menor tiempo: 70% en cinco dias y, aproximadamente, el 90% al séptimo dia (Fig. 6).
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Figura 6. Efectividad de extractos en diferentes solventes de 7. diversifolia mediante
ingestion.

En extractos de 7. diversifolia se han aislado tanto metabolitos secundarios tipo

17, 37, 57

sesquiterpenlactonas, diterpenos, flavonoides y esteroles como otras clases de

metabolitos secundarios como fitosteroles, xantanos, cumarinas, ceramidas, cromonas y
9-60 . . 1, . .
cromenos” . Diversos estudios biologicos han demostrado que estos compuestos tienen,
.. . .. 1 .
entre otras, actividad insecticida y repelente'’ en su mayor parte debida a las

sesquiterpenlactonas presentes en grandes cantidades en la familia Asteraceae.

Durante la extraccion con hexano, se extraen compuestos de baja polaridad tipo alcanos,
alcoholes grasos, otros hidrocarburos lineales, también triterpenoles y esteroles; mientras que
acidos grasos, ésteres, terpenos de tipo sesquiterpenos, terpenoides, fenil propanoides, entre

otros se extrajeron con la mezcla acetona:agua 7:3. En contraste, la extraccién con
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diclorometano si bien extrae compuestos afines a los del extracto de n-hexano Td 1, la mayor
parte de ellos, son los de mediana polaridad extraidos durante la extraccion con acetona al
70% Td 2. El residual lipidico arrastrado por el diclorometano probablemente influya en la
forma como los metabolitos secundarios fendlicos y sesquiterpénicos son percibidos por un
insecto. Por ello, al estar aislados y concentrados en el extracto de n-hexano Td 1 no
intensifican su actividad. Los compuestos que contienen las fracciones lipidicas de algunos
extractos de plantas han mostrado actividad repelente contra hormigas cortadoras de hojas,
muchos de estos pertenecen a los terpenoides'”. Otros estudios demuestran que extractos de
lipidos epicuticulares tienen efectos aleloquimicos, en cuanto a fagoinhibicion o toxicidad.

. . . . , 61
Estos componentes han sido relacionados con la resistencia de plantas a los herbivoros” .

Por otro lado, las dietas suministradas a las hormigas que contenian extracto de
diclorometano no fueron ingeridas y/o desmenuzadas, esta conducta no se observo en los
demas tratamientos. Otro comportamiento inusual fue el adormecimiento de las hormigas,
evidenciado por la falta de movimiento e inactividad dentro de la caja Petri. Estas
observaciones nos permiten sospechar que la actividad insecticida del extracto de
diclorometano de 7. diversifolia puede ocasionar en las hormigas un efecto antiherviboria.
Estos cambios de comportamiento fueron mas intensos con el paso de los dias del

experimento.

En la literatura se encuentran reportes de extractos cloroféormicos de otras Asteraceae, ricos
en terpenoides, que presentan actividad repelente contra hormigas cortadoras de hojas®,
mostraron dicha actividad los extractos de hojas y tallos de Melampodium divaricatum contra
hormigas de A. cephalotes en colonias de laboratorio. Igualmente, Okunade y Wiemer®
encontraron que el extracto de las hojas de Eupatorium quandrangularse, rico en
sesquiterpenlactonas, presentaba actividad repelente contra individuos de esa especie de 4.

cephalotes.
Por otra parte, Ambrosioy col. ** proporcionaron evidencia de la actividad antialimentaria o

disuasora del extracto de diclorometano de las hojas de 7. diversifolia, al mostrar que las

larvas de Chlosyne lacinia evitan las sesquiterpenlactonas de tricomas glandulares. Ademas,
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aislaron 14 sesquiterpenlactonas, un flavonoide y un diterpenoide. Los extractos acuosos y
etanolicos de esta planta también presentaron actividad insecticida sobre Macrotermes
bellicosus (Termitidae)**. Adedire and Akinneye ® encontraron que extractos etandlicos de
T. diversifolia, afectan negativamente la oviposicion, emergencia de adultos y sobrevivencia

de Callosobruchus maculatus.

Oyewole y col. °® encontraron que el aceite esencial de 7. diversifolia tiene efecto repelente
sobre el mosquito Anopheles gambiae, provocada por los volatiles presentes en la planta. En
este sentido, Dai y col. ¢ reportaron los principales constituyentes del aceite esencial
obtenido por hidrodestilacion, la composicion fue abundante en monoterpenos 52%,

hidrocarburos sesquiterpénicos 22.7%, y sesquiterpenos oxigenados 11.8%.

La actividad insecticida de 7. diversifolia obtenida con el extracto de diclorometano Td 2.1
por el método de ingestion en obreras aisladas de colonias de laboratorio, podria atribuirse a
la presencia de sesquiterpenlactonas y compuestos terpénicos mencionados anteriormente **,
los cuales pueden ser responsables de actividad repelente e insecticida. En otras palabras,
estos compuestos son las armas quimicas, usualmente poderosas, que plantas como 7.
diversifolia producen y utilizan en defensa a herbivoros. Estas fitotoxinas pueden ser
liberadas de las plantas por volatilizacion, exudacion de la raiz, lixiviacion y descomposicion
del material vegetal™. Por ello, se requiere realizar separacion fitoquimica de este extracto
para concluir en la identificacion de las sustancias activas. No obstante, se ha evidenciado
que los componentes de menor abundancia también contribuyen a la actividad biologica,
reflejando la importancia de la complejidad composicional en conferir bioactividad . Este
es el caso de mezclas complejas presentes en el extracto de diclorometano Td 2.1. Existe la
hipotesis, en la cual un fendémeno sinérgico entre los metabolitos secundarios puede resultar
en una mayor bioactividad en comparacion a los compuestos aislados®. Esto ocurre, debido
a que las plantas generalmente presentan defensas como un conjunto de compuestos mas no
como individuales®. Asi, los resultados del experimento de ingestion permiten ordenar los

extractos de acuerdo a su actividad insecticida (Tabla 1).
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Tabla 1. Actividad insecticida de extractos de 7. diversifolia aplicados mediante ingestion.

Actividad Insecticida Ext. Evaluado contra obreras
21000 ppm de A. cephalotes
Muy activo Ext. Diclorometano Td 2.1
Poco activo Ext. Hexano Td 1
No activos Ext. Acetona 70% Td 2 y Residuo acuoso Td 2.4

El andlisis de la actividad insecticida del extracto de diclorometano a concentraciones
inferiores a 1000 ppm (i.e. 500 y 250 ppm), mostré que existen diferencias significativas
entre las concentraciones evaluadas. Ambas concentraciones, antes de 9 dias, causaron el
70% de mortalidad en obreras de A. cephalotes y sin diferencias significativas. De modo que,
la toxicidad del extracto de diclorometano es percibida de igual forma en estas
concentraciones. Como resultado, la concentracion minima del extracto de diclorometano a

la cual tiene actividad insecticida fue 500 ppm (Fig. 7).
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Figura 7. Efectividad del extracto de diclorometano de 7. diversifolia a diferentes
concentraciones mediante ingestion.

Por ultimo, en el experimento de contacto con extractos de 7. diversifolia a una concentracion
de 1000 ppm la mortalidad fue igual al trascurrir los dias y no se evidencié una tendencia
(Anexos-Tabla 4.1 y 4.2.). Ninguno de los extractos de 7. diversifolia provoc6 mortalidad en
obreras de A. cephalotes (Fig. 8). Los resultados de este estudio indican que se debe de

evaluar de nuevo los extractos a una concentraciéon mayor de 1000 ppm.
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Figura 8. Efectividad de los extractos en diferentes solventes de 7. diversifolia mediante
contacto.

1.3.1.2 Actividad inhibitoria sobre colinesterasas

Los resultados de la Tabla 2, muestran marcada selectividad por acetilcolinesterasa (AChE)
y nula inhibicion en butirilcolinesterasa (BuChE) para los diferentes extractos y fracciones,
aunque un efecto contrario, lo presentd Td 2 (acetona al 70%) con mejor actividad sobre
BuChE. Todos los extractos y fracciones evaluados lograron inhibir el 50% de la actividad
enzimatica de AChE. Los extractos de diclorometano Td 2.1 y acetato de etilo Td 2.2
presentaron un ICsp muy cercanos. Los resultados de ICsg de las fracciones del extracto de
diclorometano Td 2.1 son similares y mayores a 100 pg/mL, el valor mas bajo de ICsp 117.72
pg/mL se obtuvo con la fraccion Td 2.1.3. Esto demuestra que la actividad inhibitoria de

AChHE disminuy¢ al realizar el fraccionamiento.
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Tabla 2. Actividades inhibitorias de colinesterasas (AChE y BuChE) de extractos y
fracciones de T. diversifolia.

Extracto Peso (mg) AChE ICs (ug/mL) BuChE ICs (ug/mL)

Td 1 Ext. Hexano 19.13x10° 260.57+0.001 >500"
Td 2 Ext. Acetona 70% 101.10x10° 109.2+12.18 60.6£12.17
Td 2.1 Ext. CH,Cl, 10.60x10° 73.9+11.06 >500"
Td 2.2 Ext. AcOEt 2.05%10° 65.6+9.06 >500"
Td 2.3 Ext. BuOH 5.25x10° 105.0+18.13 >500"
Td 2.4 Ext. Residuo acuoso 42.57x10° 130.5 £12.23 >500"
Td2.1.1 45.1 >500" >500"
Td2.1.2 936.1 144.5+0.02 >500"
Td2.1.3 784.5 117.7240.005 314.6+0.009
Td2.1.4 2783.5 155.64+0.005 >500"
Td2.1.5 776.4 186.77+0.003 >500"
Td2.1.6 1893.7 119.0+0.02 >500"

Galantamina 0.54 uM + 0.7 8.80 UM £ 0.5

*Valores no determinados, ICsy >500 pg/mL

La trasmision de impulsos nerviosos estd regulada por la enzima acetilcolinesterasa AChE,
presente en los tejidos nerviosos de humanos e insectos. La inhibicion de esta enzima provoca
acumulacion de acetilcolina en la union sinaptica, y en consecuencia ocurre la interrupcion
de la trasmision normal de los impulsos nerviosos, evidenciado por actividades convulsivas
de los musculos e incluso pardlisis, asi como otras caracteristicas de auto-envenenamiento

. . 70-71
por exceso de acetilcolina’”".

A pesar de que ambas glicoproteinas (AChE y BuChE) hidrolizan ésteres de colina en la
sinapsis nerviosa, la principal diferencia radica en su composicioén y tamafio del sitio activo.
Los residuos de aminoacidos son los responsables de la especificidad inhibitoria de AChE y
BuChE. Existen diferentes compuestos que pueden unirse a cualquiera de los subsitios del
centro activo de la AChE o de la BuChE e inhibirlos especificamente, tales como el
BW284C51 (bromuro de 1,5-bis(4-dialildimetilamonio fenil)pentan-3-ona) para el subsitio
anionico de la AChE; y el iso-OMPA (tetraisopropil pirofosforamida), etopropazina y
bambuterol para la BuChE™®. Pero el uso de algunos compuestos sintéticos ha provocado la

aparicion de resistencia en algunos insectos, como resultado de las modificaciones de la
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AChE™”*, Segiin reportes bibliograficos, metabolitos secundarios de plantas como los

terpenoides tienen accion anticolinesterasa’"

. En respuesta a esta problemadtica, algunas
investigaciones se han interesado en el uso de productos naturales que presenten actividad
insecticida, compuestos tales como alcaloides (isoquinolinicos, inddlicos, piperidinicos,
triterpenoidicos), terpenos como monoterpenos, sesquiterpenos y derivados, diterpenos,
triterpenos, lactonas esteroidales, flavonoides y derivados, cumarinas, estilbenoides,

fenilpropanoides y compuestos fenolicos han mostrado una fuerte actividad inhibitoria de la
AChE™: 7677

A partir de los resultados es posible inferir que existe una inhibicion dual generada
unicamente por el extracto crudo de acetona al 70% Td 2 y que al hacer el fraccionamiento
liquido-liquido, la inhibicion pasa a ser especifica para AChE, debido a los metabolitos
existentes en los diferentes extractos de 7. diversifolia. Esta hipdtesis esta sustentada sobre
los valores de ICsp> 500 pg/mL para BuChE, los cuales demuestran que no se logré una
inhibicion enzimatica significativa, probablemente porque los compuestos no ingresan al
sitio activo en BuChE. La mejor inhibicion de la enzima AChE se obtuvo con los extractos
de diclorometano Td 2.1 y acetato de etilo Td 2.3 de T. diversifolia, estos presentaron los
valores mas bajos y proximos de ICsp en comparacion a los demas extractos evaluados, 73.92
y 65.63 ug/mL, respectivamente, por ello son interesantes para el aislamiento y
caracterizacion de metabolitos secundarios, con proyeccion a evaluar la actividad AChE en
fracciones depuradas y establecer diferencias entre las mediciones de sus respectivos
extractos. La actividad inhibitoria de AChE obtenida en las fracciones de Td 2.1 demuestra
que la inhibicion disminuy6 al realizar el fraccionamiento, indicando que la actividad se

potencializa cuando se usa el extracto crudo.
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1.3.2 Aislamiento, identificacion, elucidacion estructural y actividad antioxidante de
compuestos fendlicos en extractos de hojas de Tithonia diversifolia

En esta seccion, se evalud la actividad antioxidante de extractos de hojas de Tithonia
diversifolia obtenidos con diferentes disolventes de polaridad creciente, mediante capacidad
captora de radicales libres (CCR) de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Posteriormente, se
realiz6 el aislamiento guiado con esta actividad, de un nuevo derivado de acido cafeico, 4acido
(E)-3-(((3-(3,4-dihidroxifenil )acriloil )oxi)metil)-2-metiloxirane-2-carboxilico (1) y seis
acidos fenodlicos conocidos, dacido 4,5-di-O-dicafeoilquinico (2), 4acido 3,4-di-O-
dicafeoilquinico (3), acido 3,5-di-O-dicafeoilquinico (4), acido 3-O-cafeoilquinico (5), acido
4-O-cafeoilquinico (6) y acido 5-O-cafeoilquinico (7) a partir del extracto butandlico de 7.
diversifolia. La elucidacion estructural de los compuestos se logro mediante el andlisis de
datos espectrales (UV-Vis, HPLC-ESI-MS, RMN 'H, RMN "°C y RMN-2D). El compuesto
1 fue comparado con el 4acido 4-O-cafeoil-2-C-metil-D-treonico (8)"%, el cual podria ser el
precursor biogenético. La actividad antioxidante se correlaciond con la estimacion del
contenido total de fenoles (CTF) en cada extracto y fraccidon, asi mismo, se determind el

poder antioxidante reductor de hierro (FRAP) a los compuestos puros.

1.3.2.1 Capacidad captora de radicales DPPH y contenido total de fenoles en extractos de
Tithonia diversifolia

Los antioxidantes pueden retardar o inhibir la oxidacion de lipidos u otras biomoléculas, por
que intervienen en pasos de iniciacion o propagacion en reacciones de cadena’. Los radicales
libres estan presentes en algunas de estas reacciones y son unos de los causantes del estrés
oxidativo, sin embargo, los radicales pueden ser inhibidos por diversos antioxidantes
naturales, por ello, es interesante realizar ensayos de capacidad antioxidante sobre extractos

naturales.

El analisis mediante CCD (ver imagen 2 en anexos), mostro que los extractos polares
obtenidos de la especie Tithonia diversifolia poseen una potente capacidad antioxidante en
términos de capacidad captora de radicales DPPH. La habilidad para atrapar o captar los

radicales DPPH de los distintos extractos, también se investigd a varias concentraciones con
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el objetivo de determinar los valores de FRSs (free radical scavenging por sus siglas en
ingles). Como se observa en la figura 9, todos los extractos muestraron efecto dosis-
dependiente. El extracto de acetato de etilo (Td 2.2) y butanélico (Td 2.3) muestran un
comportamiento similar a los controles (quercetina y vitamina C), el extracto Td 2.2 tiene
una capacidad mas alta que el extracto Td 2.3 a concentraciones menores de 50 mg/L, sin
embargo, a concentraciones mayores de 100 mg/L, la actividad de Td 2.3 es mayor, esto

explica porque los valores del FRSs( para los dos extractos son cercanos.
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Figura 9. CCR-DPPH dependiente de la concentracion de extractos de 7. diversifolia.

En general, los resultados mostraron valores de FRSsy entre 23.0 y 443.7 mg/L para los
extractos de 7. diversifolia. Los valores mas bajos de FRSs, significan mas alta actividad
antioxidante, asi, los extractos Td 2.2 (23.0 mg/L) y Td 2.3 (30.9 mg/L) se consideraron los
de mayor actividad captora de radicales. Ademas, los resultados del contenido total de fenoles
van desde 12.3 de mg AG/g ES para Td 1.0 hasta 140.6 mg AG/g ES para Td 2.4 (Fig. 10),
siendo los extractos Td 2.3 y Td 2.4 (132.8 y 140.6 mg AG/g ES respectivamente) los de
mayor CTF. Por lo tanto, al realizar la comparacion de los extractos que presentaron la mejor
actividad antioxidante y el mas alto CTF, se selecciond el extracto butandlico Td 2.3 para

realizar el fraccionamiento biodirigido.
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Figura 10. Comparacion entre los FRSsy y CTF de los extractos de 7. diversifolia.

1.3.2.2 Aislamiento de derivados de dcido cinamico guiado por capacidad antioxidante

Zhaoy col. * reportaron previamente que extractos polares de Tithonia diversifolia son ricos
en distintos compuestos fenolicos. Por ello, se utilizd una metodologia alternativa para
obtener diferentes extractos de las hojas de esta planta (Seccion 1.4.3). La actividad
antioxidante mostrada por el extracto de acetona:agua 7:3 (Td 2), condujo hacia el
aislamiento guiado de metabolitos secundarios con potencial capacidad antioxidante. Este
procedimiento involucrod, primero la particion liquido-liquido inicialmente de Td 2, luego,
fraccionamiento mediante cromatografia de columna de las fracciones mas activas, analisis
por HPLC-DAD vy, por tltimo, aislamiento de compuestos mediante HPLC semipreparativo
(Fig. 11). La seleccion de las fracciones para aislamiento con HPLC semipreparativo, se

realizo teniendo en cuenta la cantidad de masa, capacidad captora de radicales DPPH, CTF

Extractos de 7. diversifolia

y perfil cromatografico obtenido con HPLC-DAD.
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Figura 11. Aislamiento de compuestos guiado por capacidad antioxidante.

El fraccionamiento de Td 2.3 por cromatografia de columna sobre Diaion HP-20 (resina
polimérica de estireno-divinilbenceno) produjo cuatro fracciones, siendo Td 2.3.1 y Td 2.3.3
las fracciones de mayor masa (Anexos-Fig.2). La actividad antioxidante de las fracciones se
encuentra por debajo de 60 mg/L, y el menor CTF lo presenta la fraccion Td 2.3.4 (69.4
1.22 mg AG/g ES) (Fig. 12).

[ FRSsq (mgL)

80 - CTF (l’l’lg AG/g ES) -300
604 hwﬂ
~ L
0 200 %b
£ - -~
2 401 o0
g g
= F100

20+ 8

0 T T T T -0
Td 2.3.1 Td 2.3.2 Td 2.3.3 Td 2.3.4

Fracciones de DIAION obtenidas a partir de Td 2.3

Figura 12. Comparacion entre los FRSsy y CTF de fracciones a partir de Td 2.3.
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El analisis por HPLC-DAD de Td 2.3 mostr6 7 picos con espectros UV-Vis caracteristicos
de derivados de acido cinamico (Fig. 13). En los cromatogramas obtenidos para los extractos
Td 2.2 y Td 2.4, también se observo el mismo tipo de compuestos fenolicos, con un nimero
mayor de picos de igual intensidad, indicando que la mayor concentracion de derivados de

acido cindmico se encuentra presente en Td 2.3.
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Figura 13. Cromatograma del extracto Td 2.3 de T. diversifolia.

El fraccionamiento cromatografico sobre MCI-Gel CHP20P (resina polimérica de estireno-
divinilbenceno) de Td 2.3.3 produjo 15 fracciones. Las masas obtenidas se registran en la
figura 3-anexos. Las fracciones Td 2.3.3.2, Td 2.3.3.5, Td 2.3.3.8, Td 2.3.3.10 y Td 2.3.3.15
fueron las de mayor actividad antioxidante, mostrando un FRSsy menor a 25 mg/L y un CTF
mayor a 189 mg AG/g ES. Por el contrario, la fraccion Td 2.3.3.13 produjo la menor actividad
antioxidante y el mas bajo CTF (Fig. 14).
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Figura 14. Comparacion entre los FRSso y CTF de fracciones a partir de Td 2.3.3.

De igual forma, el fraccionamiento cromatografico sobre MCI-gel de Td 2.3.1 produjo 14
fracciones. La distribucion en masa se registra en la figura 4-anexos. Las fracciones Td
2.3.1.1-4,Td 2.3.1.8-9y Td 2.3.1.11-12 mostraron un FRSso menor a 30 mg/L. Los resultados
mas altos de CTF (mayores a 160 mg AG/g ES) lo obtuvieron las fracciones Td 2.3.1.1, Td
2.3.1.8, Td 2.3.1.11 y Td 2.3.1.12 (Fig. 15). Estos resultados (CCR-DPPH y CTF) de nuevo
indicaron la presencia de compuestos de tipo fenolico, los cuales fueron confirmados con el

monitoreo por HPLC-DAD usando diferentes absorbancias (A =270, 280, 320, 360 nm).
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Figura 15. Comparacion entre los FRSso y CTF de fracciones a partir de Td 2.3.1.
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Utilizando la técnica de HPLC semipreparativa, se aislaron 7 derivados de acido cafeico a

partir de las fracciones activas de Td 2.3.1 y Td 2.3.3, seis de ellos son acidos clorogénicos.

Los compuestos 1, 2 y 3 se obtuvieron de Td 2.3.3, mientras 4, 5, 6 y 7 de Td 2.3.1 (Fig. 16).
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Figura 16. Estructuras propuestas para los derivados de acidos cafeico aislados a partir del
extracto butanolico de T. diversifolia.

De la fraccion Td 2.3.3.2 se obtuvo el nuevo derivado de acido cafeico 1 (Fig. 17). El

compuesto 1, se obtuvo en forma de polvo de color amarillo palido. Los resultados de HPLC-
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MS en modo positivo y negativo mostraron los iones pseudo-moleculares a m/z 295 [M+H]"
and 293 [M—-H] respectivamente, indicando un peso molecular de 294 Da, correspondiente
a la formula molecular C,4H405. En este analisis, se usé formiato de amonio en solucion. El
cromatograma obtenido (ver anexos) mostrd 3 picos en tiempos de retencion 5.70, 5.71 y
6.31 min. Los dos primeros picos mas abundantes con respecto al ultimo. Los espectros de
masas en modo de ionizacion positiva de los picos a 5.70 y 5.71 min, mostraron un ion m/z
313 [M+H+H,0]" correspondiente a los ésteres 4-O-cafeoil de 4cido eritro- y treo- 2,3,4-
trihidroxi-2-metilbutanoico 8 (Fig. 17) (ver espectros en anexos), los cuales, provienen del
ion m/z 295 [M+H] que se observé en el pico a 6.31 min, confirmando la existencia del anillo
de epoxido en 1. La espectrometria de masas de ionizacion por electrospray de alta resolucion
(HR-ESI-MS) por insercion directa, también confirmé la masa molecular, el cual mostré un
pico a m/z 311.0780 (calculado para [Ci4 Hi4 O7 —H +H,O] apertura de aducto del anillo
oxirano, 311.0772) (Fig. 18). Este resultado se justificéd por las condiciones acidas utilizadas
para el anélisis. La disociacion del acido formico y del agua, produce iones hidronio [H]",
los cuales contribuyen a la protonacion del anillo de oxirano de 1. Ademas, los iones OH en
solucidn, se adicionan a los carbonos 2 'o 3', para obtener los dos diasteredmeros, eritro y

treo de 8 con igual masa (ver mecanismo en anexos).

"
HO CH, )
I\ o OH
XN
0y HoH o
7. CH .
HO 3 1 \8 5 OM 3 H,0/HCOOH Eritro
H\ o ’,//41/0H +
HO + F° / (ESI-HRMS) o) HO. CH
5 o) L 3
1 HO X0 ' OH
HO H
Masa exacta: 294.0740 HO ° j
Treo

Masa exacta: 312.0845

Figura 17. Apertura del anillo oxirano de 1 produciendo los diasteredmeros eritro y treo 8.
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Figura 18. Espectros de HR-ESI-MS en modos positivo y negativo del compuesto 1.

El espectro de RMN 'H del compuesto 1, mostrd un sistema aromatico ABC a 6= 7.05 (1H,
d, J= 1.8 Hz), 6.95 (1H, dd, J = 8.3, 1.8 Hz) y 6.78 (1H, d, J = 8.3 Hz) asignados a los
protones H-2, H-6 y H-5 respectivamente. El sistema aromatico esta conjugado con un doble
enlace evidenciado por un par de protones en configuracion trans, a 6=7.59 (1H, d, J=16.1
Hz) y 6.29 (1H, d, J = 16.1 Hz), asignados a H-7 y H-8, respectivamente. Estos datos
indicaron el esqueleto cinamico tipo cafeico. Las demads sefiales observadas a 6 = 4.46 (1H,
dd, J = 11.7, 3.3 Hz), 4.20 (1H, dd, J = 11.7, 7.9 Hz) y 4.05 (1H, dd, J = 7.9, 3.3 Hz)
corresponden a los protones del metileno puente del residuo epoxido (H-1", y H-1')) y al
proton de oximetina (H-2") respectivamente (Fig. 19). Los desplazamientos quimicos y las
contantes de acoplamiento en combinacidn con las sefiales obtenidas para las correlaciones

HMBC, COSY y NOESY sugirieron un ntcleo de 2-oxirano.
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Figura 19. Espectro de RMN 'H del compuesto 1, tomado en CD;0D.

El espectro RMN "°C de 1 mostr 14 sefiales de carbono, asignadas como dos carbonos

carbonilos, cuatro carbonos cuaternarios, un oximetino, un metilo, cinco metinos y metileno

puente. Las posiciones de los carbonos (Fig. 20) fueron asignadas con base en los resultados

de los experimentos DEPT-135, COSY, HSQC y HMBC. Utilizando HSQC y J-res se

confirmo la existencia de los protones diastereotdpicos en C-1' (6= 65,93 ppm).
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Figura 20. Espectro de RMN "°C y DEPT-135 del compuesto 1, tomado en CD;OD.

La correlacion HMBC entre los protones H-1", y H-1', con el carbono C-9 a 6 =169.3 ppm
sugirié un enlace éster con acido hidroxicinamico. De igual forma, la correlacion HMBC del
proton H-2' con 6= 65.93 (C-1"), asi como H-1', con 6=74.89 (C-2'), indicaron la proximidad
entre estos dos protones. Ademas, la correlacion a larga distancia entre H-1" 6 =1.42 (C-1")
con un carbono oxirano C-2' (6= 74.89 ppm), junto con otras correlaciones incluyendo C-4'

(0=178.17) y C-3' (6 = 77.34 ppm), mostraron la presencia del 3-metil-2-oxirano (Fig. 21).
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Figura 21. Correlaciones HMBC mas importantes para el compuesto 1.
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El espectro NOESY, mostr6 la correlacion espacial entre H-1" (6= 1.42 ppm) y el protén H-

I's 6 =4.46 ppm, y junto a la correlacion COSY de H-2' 6 = 4.05 ppm con los dos protones

del metileno abierto, fue posible la asignacion de la posicion del anillo de oxirano (Fig. 22).

De esta forma, la estructura del compuesto 1 se asigné como acido (E)-3-(((3-(3.4-

dihidroxifenil)acriloil)oxi)metil)-2-metiloxirano-2-carboxilico® .

48



H_l”

A

3.80
13.85
13.90
13.95
L4.00
La.05
La.10
La.15 2
La20 &
La.25
L4.30
L4.35
r4.40
H-1’b {1.43.4. 47}%1 43,4.49} [4-4>
La.50
La.55
La.60

158 156 1.54 152 150 1.48 146 1.44 142 140 138 136 1.34
2 (ppm)

H-1'b H-1'a

14.00
RN AN

4f{4 48407} {4 234"08}“ \“}\‘ " \/\ﬁ“ﬂ‘ L4.05
M Y Y —‘ = \y ) A t4.10
ha.15
< AR F4.20

Q | b 6% {406442@4
YY) (B J | L4.25
1430
L4.35
F4.40
4244490\ N () {4.07,4.48} [445
)| { %Q/QM“ % t4.50
L4.55
14.60
L4.65

4. 55 4.50 4.45 4.40 435 4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00
2 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 22. Correlaciones NOESY (A) y COSY (B) més importantes para el compuesto 1.
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Adicionalmente, se compararon los datos espectroscopicos de 1 y 8 (Tabla 3). Los
desplazamientos quimicos de RMN *C mostraron diferencias sutiles, especialmente entre
las sefiales C-1', 2', 3' y 4'. La sefial C-3' (6 = 77.3 ppm) del compuesto 1 se desplaza hacia
campo bajo con respecto a la sefial (C-3', 6= 76.9 ppm) de 8. Igualmente, la sefial C-4' (6 =
178.2 ppm) de 1 se desplaza hacia campo alto en comparacion con el compuesto 8 (C-4', 6=
179.2 ppm). Esta comparacion y junto a los datos de espectrometria de masas confirmo las

diferencias entre los compuestos 1y 8.

Tabla 3. Datos de RMN 'H (J en Hz) y RMN "°C de los compuestos 1y 8 en CD;OD (8
ppm, TMS como estandar interno).

Cn 17 8”
[ ™ [ ™

', 65.9 4.20,dd (11.7,7.9) 66.2 4.20,dd (11.0, 7.5)
'y 4.46,dd (11.7,3.3) 4.45,dd (11.0, 1.5)
2' 74.9 4.05,dd (7.9, 3.3) 75.1 4.0, m

3 77.3 - 76.9 -

4 178.2 - 179.2 -

1" 22.8 1.42,s 23.1 1.43,s

1 127.8 - 127.6 -

2 115.2 7.05,d (1.8) 115.2 7.04,d(1.9)

3 146.9 - 146.6 -

4 149.6 - 149.5 -

5 116.5 6.78,d (8.3) 116.3 6.78,d (8.1)

6 122.9 6.95dd (8.3, 1.8) 122.7 6.95dd (8.1, 1.9)
7 147.2 7.59,d (16.1) 146.8 7.60, d (15.9)

8 114.9 6.29,d (16.1) 114.9 6.30,d (15.9)

9 169.3 - 169.2

“Compuesto 1: RMN C: 100 MHz y RMN "H: 400 MHz. ”Compuesto 8"%: RMN “C:
125.76 MHz y RMN 'H: 500.13 MHz.

De otro lado, se aislaron los compuestos 2 y 3 a partir de las fracciones activas antioxidantes
Td 2.3.3.5 y Td 2.3.3.15 respectivamente; en cambio, para la obtencion del compuesto 4, no
fue necesario usar HPLC-semipreparativo porque la fraccion Td 2.3.1.10 mostrd un solo
compuesto por HPLC-DAD. Los compuestos 5, 6 y 7 se obtuvieron de las fracciones Td

2.3.1.2yTd 2.3.1.3. Con base en los datos espectroscopicos RMN y HR-ESI-MS y mediante
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s . 82-89
comparacion con los datos reportados en la literatura

, se determind que los compuestos
2-4y 5-7, son dos grupos de isomeros de posicion de acidos clorogénicos que poseen residuos
de acido cafeico; comparando los espectros de RMN y tiempos de retencion de HPLC-DAD,
fue posible discriminar entre cada uno de los isomeros. Los compuestos 2, 3, y 4 fueron
identificados como &cidos 4,5-, 3,4- y 3,5-di-O-cafeoilquinicos, y los compuestos 5, 6 y 7
como 4cidos 3-, 4- y 5-O-cafeoilquinicos, respectivamente®. El compuesto 4 ya fue

reportado en T. diversifolia™.

Los compuestos 2, 3 y 4 se obtuvieron en forma de polvos de color amarillo palido. La
formula molecular de los tres isomeros es CasH24012, correspondiente a un peso molecular
de 516 Da. Los resultados de HPLC-MS para el compuesto 2 en modos de ionizacion positiva
y negativa, mostraron evidencia de iones pseudo-moleculares a m/z 517 [M+H]" y 515
[M—H], respectivamente. El espectro obtenido por HR-ESI-MS en modo de ionizacion
negativa, mostrd un pico a m/z 515.1212 (calculado para [CsH23012], 515.1195) (Fig. 23),
el cual también confirmo la masa molecular de 2. Del mismo modo, para los compuestos 3 y
4, se observaron picos a m/z 515.1209 (Fig. 24) y m/z 515.1188 (Anexos- Fig 5),
respectivamente. Los espectros ESI-MS” en modo negativo para 2 y 3, mostraron un pico a
m/z 353.0911, correspondiente al ion [M—H-163] formado por la pérdida de un residuo
cafeoilo sin oxigeno. Para los distintos isomeros de DiCQA, se encontr6 que la facilidad de
eliminacion del residuo de cafeoilo durante la fragmentacion es 1=5>3>4"", acorde con las

intensidades obtenidas en los espectros.
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Figura 23. Espectros de HR-ESI-MS en modo negativo del compuesto 2.
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Figura 24. Espectros de HR-ESI-MS en modo negativo del compuesto 3.

El espectro de RMN 'H de 2 mostro la presencia de sefiales dobles que oscilaban entre & =
6.78 y 7.57 ppm, correspondientes a los protones aromaticos de los residuos de cafeoilo; esto
también se observo para el compuesto 3 con pequenas diferencias principalmente en los
desplazamientos quimicos (Fig. 25 y 26). Los espectros de RMN 'H de 2 y 3 también
mostraron las sefales de protones del anillo quinico. Para 2, la sefial a 6 = 4.4 ppm (H-3)
debid aparecer con multiplicidad ddd; sin embargo, las pequeiias constantes de acoplamiento
solapadas dieron lugar a un multiplete estrecho con forma de dd (/= 3.1y 4.0 Hz), resultados
similares se obtuvieron con las sefales a 6 = 2.13, 2.25, 2.30 y 2.33 ppm, atribuibles a los
protones de metileno (H-2b, H-6b, H-6a, H-2a), las cuales debieron ser ddd pero solo
aparecieron como dd o m. Este comportamiento también se obtuvo para las sefiales de 3. Otra
diferencia significativa entre los compuestos 2 y 3, fueron las sefiales para los protones H-4,
con desplazamientos quimicos 6=5.15 (1H, dd, J=9.5,3.1 Hz) y 6=5.05 (1H, dd, J=9.5,

3.3 Hz), respectivamente.
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Figura 25. Espectro de RMN 'H del compuesto 2, tomado en CD;0D.
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Figura 26. Espectro de RMN 'H del compuesto 3, tomado en CD;0D.

Las constantes de acoplamiento calculadas con los resultados del experimento J-res, fueron
claves para confirmar la posicion axial y/o ecuatorial de los protones del anillo quinico.
Luego, las posiciones de union entre el anillo quinico y los cafeoilos fueron asignadas con
las correlaciones obtenidas de los espectros HMBC. Asi, el compuesto 2 mostr6 en el
espectro de HMBC, correlaciones a larga distancia entre el proton H-5 con el carbono
carbonilico C-9" 6 = 168.6 ppm y entre el proton H-4 6 = 5.15 con C-9' 6 =168.25 ppm,
demostrando la unién 4,5-. En cambio, para el isomero 3, el espectro de HMBC mostro,
correlacion entre H-4 6= 5.05 con C-9" 6= 168.99 y entre H-3 6= 5.66 con C-9' 6=168.98
ppm, confirmando la unién 3,4- (Anexos- Fig. 6). Esta asignacion fue igualmente
corroborada con el experimento COSY. Pequefias diferencias en los desplazamientos
quimicos fueron también evidenciadas en los espectros de RMN '*C para estos dos
compuestos (Tabla 4). La figura 27 muestra el espectro de RMN °C de 2. Este trabajo

constituye el primer reporte de los fenoles 2 y 3 en T. diversifolia.
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Figura 27. Espectro de RMN "°C del compuesto 2, tomado en CD;0OD.

Los compuestos 5, 6 y 7 también se obtuvieron en forma de polvos de color amarillo palido.
Los espectros de HR-ESI-MS en modo de ionizacién negativa para 5y 7, mostraron iones
[M—H] am/z353.0869 y m/z 353.0867 respectivamente, sugiriendo una formula molecular
Ci6H1309, correspondiente a un peso molecular de 354 Da. Estos resultados estan de acuerdo
con lo reportado para isomeros de un &cido quinico esterificado con una sola unidad de
cafeoilo®. Los datos espectroscopicos de RMN 'H (Fig. 28) y RMN °C condujeron a la
identificacion de 5, 6 y 7 como acidos 3-, 4-, 5-O-cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA y 5-CQA)
respectivamente. Por otro lado, los analisis por HPLC-DAD de §, 6 y 7, mostraron tiempos
de retencion de 4.58, 7.75 y 8.99 min respectivamente (condiciones cromatograficas en
Seccion 1.4.5.3.2) (Fig. 29), indicando el siguiente orden de elucion: 1°) isomero 5, 2°)

isomero 6 y 3°) isomero 7; estos resultados concuerdan con el orden reportado en la

. 87,90-91
literatura®” .

Los compuestos 5, 6 y 7 también se obtuvieron en forma de polvos de color amarillo palido.
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Tabla 4. Datos de RMN 'H (J en Hz) y RMN "°C de compuestos aislados a partir de hojas

de T. diversifolia (400 MHz, 6 ppm, en CD;0D).

Cn
Quinico
1
2a
2b
3

5

6a

6b

7
Posicion 4

I

o

9
Posicion 5
"

o

2

B
76.2
39.5

69.5
75.9
69.0
384

177.1

127.7
115.16
146.8
149.6
116.5
123.1
147.6
114.7
168.25

127.7
115.19
146.8
149.6
116.5
123.1
147.7
114.8
168.6

'H

2.33,dd (14.1, 3.1)
2.13, dd (14.1, 4.0)
4.40, dd (4.0, 3.1)
5.15,dd (9.5, 3.1)

5.66,ddd (9.7,9.5, 5.1)

2.30,m
2.25,dd (13.3,9.7)

7.05, dd (1.4, 0.4)

6.78, d (8.4)
6.94, dd (8.4, 1.4)
7.62, d (16.0)
6.31, d (16.0)

7.05, dd (1.1, 0.28)

6.78, d (8.4)
6.94, dd (8.4, 1.1)
7.55,d (16.1)
6.22,d (16.1)

Cn
Quinico
1
2a
2b
3

5

6a

6b

7
Posicion 3

1

Posicion 4
1"
2"

B
77.4
36.8

70.1
76.22
65.8
41.3

179.0

127.7
115.2
146.17
149.0
116.73
123.6
147.5
115.4
168.98

127.59
115.1
146.2
149.0
116.66
123.4
147.5
115.4
168.99

'H

2.34,dd (15.0, 3.8)
2.15,m
5.66,dd (5.7,3.3)
5.05,dd (9.5, 3.3)
4.36,ftd (9.5, 4.3)
2.22, m
2.11,dd (13.7,9.5)

7.02, dd (1.4, 0.4)

6.74, d (8.3)
6.89, dd (8.3, 1.4)
7.55,d (15.9)
6.27,d (15.9)

7.05, dd (1.5, 0.5)

6.78, d (8.3)
6.93, dd (8.3, 1.5)
7.57,d (15.9)
6.29, d (15.9)

Los espectros de HR-ESI-MS en modo de ionizacion negativa para 5 y 7, mostraron iones

[M—H] am/z353.0869 y m/z 353.0867 respectivamente, sugiriendo una formula molecular

Ci6H1309, correspondiente a un peso molecular de 354 Da. Estos resultados estan de acuerdo

con lo reportado para isomeros de un acido quinico esterificado con una sola unidad de

cafeoilo®™. Los datos espectroscopicos de RMN 'H (Fig. 28) y RMN °C condujeron a la



identificacion de 5, 6 y 7 como acidos 3-, 4-, 5-O-cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA y 5-CQA)
respectivamente. Por otro lado, los analisis por HPLC-DAD de §, 6 y 7, mostraron tiempos
de retencion de 4.58, 7.75 y 8.99 min respectivamente (condiciones cromatograficas en
Seccion 1.4.5.3.2) (Fig. 29), indicando el siguiente orden de elucion: 1°) isomero 5, 2°)

isomero 6 y 3°) isomero 7; estos resultados concuerdan con el orden reportado en la

. 87,90-91
literatura®” .
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Figura 28. Comparacion de espectros de RMN 'H de los compuestos 5, 6 y 7, tomados en
CDsOD.

57



- J

0.0 5.0 10.0 15.0 min

Figura 29. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de los compuestos 5, 6 y 7 de T.
diversifolia.

1.3.2.2 Capacidad antioxidante de fracciones y compuestos aislados

La actividad antioxidante de los extractos, fracciones y compuestos aislados se determin6
usando el ensayo de DPPH y se expresa como la concentracion de la muestra necesaria para
captar el 50% de los radicales libres de DPPH (FRSsg) (Tabla 5). Los resultados mostraron
que el valor de DPPH FRSs, del extracto de acetona al 70% (Td 2) disminuye con el
fraccionamiento. Este aumento de la actividad antioxidante también fue evidente con un
mayor CTF. Las fracciones Td 2.3.3.2, Td 2.3.3.5 y Td 2.3.3.15 mostraron actividad similar
de eliminacion de radicales libres; sin embargo, solamente las fracciones Td 2.3.3.5 y Td
2.3.3.15, que contienen dicafeoilos, mostraron un CTF cercano. De igual forma, las
fracciones Td 2.3.1.2 y Td 2.3.1.3 que contienen los mono-cafeoilos, presentaron valores de

FRSso similares.
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Tabla 5. Actividad antioxidante” de fracciones y compuestos a partir de hojas de Tithonia
diversifolia.

DPPH
TPC (mg GA/ g DE)?  FRAP (uM FeSO,.7H,0/uM)?

FRSso (mg/L)” FRSso (uM)”

Td2 217.2+8.70 14.6+0.64 NT?
Td2.2 23+3.6 45.7+3.32 NT?
Td2.3 31+0.94 132.843.4 NT?
Td 2.4 145.4+8.07 140.6+5.59 NT?
Td2.3.1 42.94+2.02 208.7+5.74 NT?
Td2.3.3 42+0.19 176.3£5.3 NT?
Td2.3.1.2 19.3+2.56 169.4+4.53 NT?
Td2.3.1.3 19.7+0.72 90.7+1.16 NT?
Td2.3.3.2 23.4+4.91 280.5+8.8 NT?
Td2.3.3.5 22.242.12 189.7+2.08 NT?
Td23.3.15 24.8+1.16 221.7+3.75 NT?
1 12.9+0.12 43.8+0.42 - 1.5+0.13
2 10.2+0.52 19.8+0.99 - 3.4+0.53
3 12.3+0.36 23.8+0.69 - 1.8+0.15
4 37.1£1.16 71.8+2.24 - 1.3+0.10
5 12.9+1.14 36.5+3.22 1.03+0.14
6 36.1+1.43 101.8+4.03 0.38+0.017
7 13.3+0.13 37.5+0.37 1.14+0.086
Quercetina 4+0.56 13.4£1.8 - 6.4+0.11

“Los datos estan expresados como el valor promedio £ S.D. P’Concentracion de muestra necesaria para reducir
el 50% de los radicales DPPHs. “Estimacién del contenido total de fenoles usando el método de Folin-

Ciocalteu. “Micromoles de Sulfato de hierro (I1T) heptahidratado por micromol de muestra. “No ensayados.

Comparando las actividades obtenidas de los compuestos aislados con el control positivo,
quercetina (13.4 + 1.8 uM), los acidos dicafeoilquinicos (diCQA) 2 y 3 mostraron actividades

moderadas, mientras que los compuestos 1, 4, 5y 7 fueron débilmente activos, sugiriendo
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que la actividad es favorecida por dos grupos dicafeoil, y que las posiciones 4,5- y 3,4- en un
acido quinico, son mas propensas a actuar como donantes de hidrogeno o electrones que la
posicion 3,5-, mejorando la actividad de eliminacion de radicales. Estos resultados estan de
acuerdo con otros estudios, donde también se ha evaluado la actividad antioxidante de estos
compuestos’>>. Al comparar los resultados de FRSs entre los isémeros 5, 6 y 7, se encontrd
que 5y 7, poseen similar capacidad captora de radicales libres DPPH (36.5 + 3.22 y 37.5 +
0.37 uM respectivamente), por el contrario, el compuesto 6 presentd la menor actividad,
indicando que la sustitucion 4-O- es menos eficaz que la 3- y 5-O- en CQAs. Estos resultados
también fueron consistentes con estudios previos’, en donde, la capacidad de eliminacion de
radicales DPPH de estos isdmeros disminuye asi: 3-O-> 5-O-> 4-O-. En general, todos los
derivados CQA mostraron notables efectos de captura de radicales libres, las capacidades de
estos compuestos aumentaron en el orden de mono-CQA [3-0O-< 5-0-< 4-0-] < di-CQA
[3,5-di-O-< 3,4-di-O-< 4,5-di-O-]. Estos resultados confirman, que el numero de grupos
cafeoilos en un &cido quinico para derivados de CQA, juega un papel importante en la

actividad de eliminacion o captura de radicales libres.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el ensayo FRAP para los compuestos 1, 3,4,5y 7
mostraron un poder antioxidante bajo, mientras para el compuesto 2 un poder antioxidante
moderado. Las diferencias entre los resultados obtenidos por estos dos métodos posiblemente
se debieron a sus diferentes mecanismos de reaccion y mediciones”. El valor obtenido para
el compuesto 2 fue 3.4 = 0.53 uM FeSO4.7H,O/uM, lo que indica que la posicion sustituida
4,5- (eq, eq) favorece la reduccion de Fe™ a Fe™ en comparacion con las posiciones 3,4- (ax,
eq) y 3,5- (ax, eq) en diCQA. La posible explicacion de las diferencias en los resultados del
FRAP podria ser que, en las posiciones 3,4- y 3,5-, no se forman enlaces de hidrogeno entre
los hidroxilos de las dicafeoilos antiparalelos; mientras que el compuesto 2 (4,5-sustituido y
en paralelo) si se forman esos enlaces, de acuerdo a calculos de MM2 (mecénica molecular
-energy minimization with hindered rotation). Ademas, la formacion de un sistema apilado,
similar a una organizacion espacial de ferroceno por interaccion m entre dos anillos
aromaticos cercanos, produce una mejor transferencia electronica con el metal. De otro lado,
el compuesto 6 (4-O-CQA) mostrd la mas baja actividad reductora en comparacion a los

L4 81
1someros Sy 7°.
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1.4 SECCION EXPERIMENTAL

1.4.1 Instrumentacion general

Los disolventes que se usaron en los procesos de extraccion y en las diferentes cromatografias
de columna, CCD y cromatografia analitica fueron grado HPLC. Los estandares, disolventes
deuterados y reactivos necesarios para los ensayos, fueron adquiridos a casas de suministro
de reactivos como Merck y Sigma-Aldrich. En los bioensayos: preparacion y cambio de dieta
se utiliz6 una camara de flujo laminar Class II Biohazard safety cabinet- ESCO. Las
separaciones por cromatografia en columna se realizaron sobre SiGel 60 (63-230 Mesh)
Merck, Diaion HP20 y MCI-Gel WHP20 (Mitsubishi Chem) y en columnas de vidrio. La
cromatografia en capa fina TLC se realiz6 sobre placas de Silica gel 60 F254 (Merck) y RP-
18 F254 (Merck). La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) analitica se realizo en
un equipo Shimadzu Corp. LC-2010 (Kyoto, Japon), equipado con un controlador de sistema
CBM-20A, un desgasificador DGU-20A, una bomba LC-20AD, un horno de columna CTO-
20AC, un automuestreador SIL-20AHT y detector de arreglo de diodos PDA SPD-M20A.
Para HPLC analitico se us6 una columna Restek Pinnacle DB C18 de 5 pm (250 x 4.6 mm),
y para HPLC semipreparativo se utilizo una columna Pinnacle II C18 de 5 um (250 x 21.2

mm).

Las rotaciones opticas de los compuestos puros se midieron con un polarimetro digital serie
JASCO modelo P-2000. Los espectros UV-visibles se tomaron usando un espectrofotometro
Shimadzu UV-1700 PharmaSpec. Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica
y de carbono-13 (RMN 'H y °C) (1D y 2D), se realizaron en un espectrometro Bruker
Avance III 400 a 400 y 100 MHz, respectivamente. Los espectros de HPLC-MS de baja
resolucion fueron tomados en un sistema Waters ACQUITY UPLC H-Class acoplado a un
SQ Detector 2, columna ACQUITY UPLC BEH C-18 (2.1x150 mm, 1.7 pm), elucién con
formiato de amonio: MeCN (5:5) 10 mM. Los espectros de ESI-MS en modo positivo y
negativo, se registraron en un equipo Shimadzu LCMS-2010 y los espectros HR-MS fueron
obtenidos en un equipo Shimadzu LCMS-IT-TOF (Ion Trap-Time Of Fligth), por insercion

directa con acido formico 1%.

61



1.4.2 Material vegetal

Las plantas de 7. diversifolia fueron cultivadas en la Universidad del Valle, sede Tulua,
Colombia. La especie fue identificada por S. Diaz-P., del Herbario Nacional Colombiano en
la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotéa (material depositado No. COL 552686).
Las hojas de T. diversifolia fueron recolectadas y secadas durante 10 dias a temperatura

ambiente (25°C), el porcentaje de humedad removido fue de 70.4%.

1.4.3 Obtencion de extractos de hojas de Tithonia diversifolia

Las hojas secas y molidas de 7. diversifolia (1144 g) fueron secuencialmente extraidas por
ultrasonido con n-hexano (3 veces x 15 min) seguido por acetona:agua 7:3 (3 veces x 15
min). Los disolventes de ambas soluciones fueron removidos bajo presion reducida para
obtener los respectivos extractos, hexanico Td 1 (19.13 g, R = 1.7%) y polar Td 2 (140.10 g,
R = 12.3%). El extracto Td 2 fue suspendido en 1 L de agua y secuencialmente separado
mediante extraccion liquido-liquido con diclorometano y acetato de etilo, con lo anterior se
obtuvieron los extractos de diclorometano Td 2.1 (10.6 g, R = 7.6%)), acetato de etilo Td 2.2
(2.05 g, R =1.5%) y el marco acuoso (82.31 g, R = 58.8%). Solo una parte del marco acuoso
(50.0 g) fue separada con extraccion liquido-liquido usando n-butanol saturado con agua para
obtener los extractos de n-BuOH Td 2.3 (5.3 g, R =10.5%) y residuo acuoso Td 2.4 (42.6 g,
R =85.1%). Los disolventes de Td 2.1, Td 2.2, Td 2.3 y Td 2.4 también fueron removidos

bajo presion reducida.

1.4.4 Evaluacion de la actividad insecticida de extractos de hojas de Tithonia diversifolia
sobre hormigas cortadoras de hojas de Atta cephalotes

1.4.4.1 Fraccionamiento de extracto de diclorometano de Tithonia diversifolia

El extracto de diclorometano Td 2.1 (7.7 g) fue re-disuelto en n-hexano: acetato de etilo 7:3
y se fraccion6 mediante CC y se obtuvieron seis fracciones nombradas como Td 2.1.1-2.1.6

(R=92.4%). Las fracciones recogidas fueron concentradas a presion reducida.
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1.4.4.1.1 Condiciones cromatograficas

El extracto Td 2.1 se someti6 a cromatografia de columna en una columna de vidrio (60 cm
x 7 cm d.i.) con Silica gel 60 (70-230 mesh) (Sigma-Aldrich) como fase estacionaria y
mezclas de disolventes con polaridad creciente n-hexano: acetato de etilo (7:3), n-hexano:
acetona (8:2), n-hexano: acetona (1:1), acetona 100% y metanol 100%, como fase moévil. Las
fracciones resultantes fueron monitoreadas mediante CCD utilizando cromatofolios de
aluminio con soporte de Silica gel 60 F254 (Merck) y leidas con lampara UV multiband
254/366 nm.

1.4.4.2 Colonias de A. cephalotes

Las colonias fueron establecidas en el laboratorio de la Estacion Experimental del
Departamento de Biologia de la Universidad del Valle, Cali, Colombia, en 991 msnm, a 24°C
de temperatura media y 75% de humedad relativa, siguiendo los protocolos descritos por
Valderrama et al. (2006). En los diferentes bioensayos se usaron obreras seleccionadas de

tamafio medio (2.6-3.7 mm ancho de capsula cefilica).

1.4.4.3 Bioensayos

La actividad insecticida de los extractos de 7. diversifolia sobre obreras de A. cephalotes fue
evaluada mediante bioensayos de ingestion y contacto de acuerdo a la metodologia propuesta
por Castafio-Quintana'’. En el primer caso, el extracto fue incorporado a una dieta artificial
mientras que para el segundo fue aplicado directamente en el mesosoma de las obreras con
ayuda de un pincel. En el bioensayo de ingestion, se suministré una dieta artificial a las
obreras, a base de glucosa y agua (Anexos- Tabla 5)’°. La concentracion respectiva de la
sustancia a evaluar fue afiadida después de la esterilizacion y enfriado del agar dieta. La dieta
se suministrd, en forma de cubos, cada dos dias en cajas Petri. En el bioensayo de contacto,
se suministr6 solamente la dieta artificial a las hormigas y la sustancia a evaluar se aplico
con un pincel estéril a cada obrera en el mesosoma una vez al inicio del experimento. El
conteo de hormigas muertas en los dos bioensayos se hizo diariamente. Esta metodologia

también fue wusada para evaluar la toxicidad de dimetilsulféoxido (DMSO) vy
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carboximetilcelulosa (CMC), compuestos escogidos para disolver los diferentes extractos.
En el caso de los bioensayos de ingestién y contacto con extractos se usaron como blanco
CMC 0.166 y 0.125%, respectivamente. La concentracion al final de los extractos en cada
tratamiento fue de 1000 ppm. También se compar6 por ingestion la efectividad del extracto

de diclorometano a 500 y 250 ppm. En todos los bioensayos se us6 agua como control.

1.4.4.4 Diserio experimental y andlisis estadistico

Se establecieron cinco experimentos de medidas repetidas. Los experimentos con DMSO y
CMC y con extractos de T. diversifolia a 1000 ppm, recibieron seis tratamientos diferentes y
de forma independiente (Anexos- Tabla 6). Las hormigas fueron seleccionadas de cinco
colonias de laboratorio y divididas al azar, en grupos de 10 obreras por cada caja Petri. Se
realizaron 10 repeticiones por tratamiento en cada experimento. La variable respuesta fue el
numero de hormigas muertas por dia durante 14 dias. El experimento en el cual se evalu¢ la
concentracion del extracto de diclorometano (Td 2.1) por ingestion recibid cuatro

tratamientos y la variable respuesta se cont6 durante los 10 primeros dias.

El andlisis estadistico de los datos de actividad insecticida mediante contacto e ingestion fue
desarrollado por el programa R version 3.1.2 (http://www.R-project.org). Los modelos
lineales mixtos generalizados fueron empleados para determinar el efecto que tiene, a través
del tiempo, los diferentes extractos, los blancos (CMC y DMSO) y el control sobre la
mortalidad de hormigas, en los bioensayos de ingestion y contacto. La prueba de contrastes
multiples por pares, basada en intervalos de confianza, utilizando la razén de oportunidades
(Odds ratio - OR)”’ fue llevada a cabo cuando se encontré un efecto significativo de los
extractos y/o sustancias en el modelo. Esta prueba evalu6 el extracto que es mas probable
que cause mortalidad en hormigas. Todos los anélisis fueron realizados empleando un nivel

de significancia del 95%.

64



1.4.4.5 Evaluacion de la actividad inhibitoria sobre colinesterasa de extractos y fracciones
de Tithonia diversifolia

Los extractos y fracciones de 7. diversifolia fueron sometidos a un ensayo de actividad
biolégica como inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE),
con el fin de obtener una perspectiva sobre inhibiciones selectivas contra ambas enzimas.
Las actividades inhibidoras fueron evaluadas por el método de Ellman y col. *. En
microplacas de 96 pozos, se disolvié la muestra (50 puL) en un buffer de fosfato (K,HPO, 8
mM, NaH,PO, 2.3 mM, NaCl 150 mM, y 0.5% de Tween 20, pH 7.6). En este mismo buffer
fue anadido una solucion de AChE/BuChE (50 pL, 0.25 unidad/mL) de Electrophorus
electricus y suero equino (Sigma-Aldrich), respectivamente. Las soluciones de ensayo,
excepto la del sustrato, fueron preincubadas con la enzima durante 30 min a temperatura
ambiente. Luego, se afiadi6é la solucion de sustrato compuesta por Na,HPO4 (40 mM),
acetiltiocolina/butiriltiocolina (0.24 mM) y 5,5'-ditio-bis-(4cido 2-nitrobenzoico) (0.2 mM,
DTNB, reactivo de Ellman). La absorbancia de la reaccion a 405 nm durante cinco minutos
se midid en un lector de placas de microtitulacion (Multiskan EX, Thermo, Vantaa,
Finlandia). La inhibiciéon de AChE/BuChE se determiné para cada extracto y fraccion. Se
calcul¢ la actividad enzimatica como porcentaje, comparando con el control compuesto por
buffer y solucion de enzima. Los extractos se ensayaron en un intervalo de dilucioén de 500 a
15 pg /mL. Cada ensayo se realizd por triplicado y cada reaccion se repitid tres veces. Los
valores de ICsy fueron calculados realizando un andlisis de regresion. El alcaloide
galantamina fue usado como compuesto de referencia. El valor de ICso de galantamina fue
desarrollado en tres platos en un rango de 250 a 0.122 pg/mL, en el primer plato el valor fue
0.179 pg/mL (0.486 uM) en el segundo 0.213 pg/mL (0.578 uM) y en el tercero fue 0.193
pg/mL (0.524 uM), los cuales dan un valor promedio de 0.532 uM.

1.4.5 Aislamiento de derivados de acidos cafeico a partir de extractos polares de hojas
de Tithonia diversifolia con actividad antioxidante

1.4.5.1 Fraccionamiento y aislamiento

El extracto butanolico Td 2.3 (5.3 g) se someti6 a cromatografia de columna sobre DIAION

HP-20 para obtener cuatro fracciones Td 2.3.1-2.3.4 (72% de recuperacion). Las fracciones
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mas activas y obtenidas con mayor masa Td 2.3.1 (1.22 g) y Td 2.3.3 (2.15 g) fueron
sometidas a cromatografia de columna sobre MCI-Gel CHP20P. La fraccion Td 2.3.1 se
dividi6 en dos partes, tomando 500 mg para cada cromatografia. Por su parte, la fracciéon Td
2.3.3 se dividi6 en 4 partes de 500 mg. De la fraccion Td 2.3.1 se obtuvieron 14 fracciones
con un porcentaje de recuperacion de 56.1%, y para la fraccion Td 2.3.3, se obtuvieron 15

fracciones con un porcentaje de recuperacion del 82.4%.

Las fracciones Td 2.3.1.1, Td 2.3.3.2, Td 2.3.3.5 y Td 2.3.3.15 fueron purificadas mediante
HPLC semipreparativo para obtener los diferentes compuestos puros. Los compuestos 1 (4.3
mg), 2 (11.1 mg), 3 (5.6 mg) se obtuvieron a partir de las fracciones Td 2.3.3.2, Td 2.3.3.15
y Td 2.3.3.5 respectivamente, por el contrario, 4 (2.5 mg) fue obtenido directamente de la
fraccion Td 2.3.1.10 sin purificacion por HPLC. Los compuestos 5 (9.9 mg), 6 (1.5 mg), 7
(6.2 mg) se obtuvieron a partir de la mezcla de las fracciones Td 2.3.1.2 y Td 2.3.1.3.

1.4.5.2 Caracterizacion de derivados de dcido cafeico (Anexos)

1.4.5.3 Condiciones cromatogrdficas

1.4.5.3.1 Cromatografia de columna

Para el fraccionamiento del extracto Td 2.3, se utilizo6 DIAION HP-20 (Mitsubishi Chemical)
como fase estacionaria, empacada en una columna de vidrio (30 cm x 5 cm d.i.) y utilizando
como fase movil, un gradiente de agua: MeOH (10-100% en MeOH incrementandolo en un
10% en cada paso). Las fracciones Td 2.3.1 y Td 2.3.3 (500 mg) fue separada utilizando una
columna de vidrio (50 cm x 2.5 cm d.i.) empacada con MCI-gel CHP20P (Sigma-Aldrich)
como fase estacionaria, se utiliz6 un gradiente de agua: MeOH (30-100% en MeOH

incrementandolo en un 5% en cada paso).
1.4.5.3.2 Cromatografia liquida

Para el analisis por HPLC se empleo un sistema Prominence UFLC Shimadzu, equipado con
detector de arreglo de diodos (DAD). Las corridas analiticas se desarrollaron en una columna

Restek Pinnacle DB C18 5um (250 x 4.6 mm) con el horno operando a 40 °C, la fase movil
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consistio de una solucién de H3POu,c) al 0.05% como solvente A, e isopropanol (IPA) como
solvente B, se aplicé un gradiente como sigue: 2% de B durante 2 min, luego 2-25% de B
durante 15 min, 25% de B durante 10 min, 25-2% de B durante 5 min, 2% de B durante 10
min. En algunos casos el gradiente fue cambiado como sigue: 2% de B durante 1 min, luego
2-25% de B durante 25 min, 25% de B durante 5 min, 25-2% de B durante 3 min, 2% de B
durante 7 min, para mejorar la separacion de los isomeros. El tiempo total de duracion de los
métodos fue de 40 min. Para las corridas analiticas en gradiente se us6 un flujo de 0.6
mL/min. Las separaciones semipreparativas para la obtencion de los compuestos 1-4, se
realizaron de forma isocratica utilizando una columna Restek Pinnacle IT C18 5 pm (250 x
21.2 mm), y una mezcla de H3POy(ac) 0.05%-IPA en varias proporciones dependiendo de la
fraccion. Para 1, 2, 3 se us6 H3POunq 0.05%-IPA en proporciones 93:7, 87:13, 91:9,
respectivamente. Por el contrario, los compuestos 5-7, fueron obtenidos de forma gradiente
utilizando la misma columna, con fase movil solucion de H3POy,c) al 0.05% como solvente
A, y acetonitrilo como solvente B: 6% de B durante 1 min, luego 6-7% de B durante 100

min, 7% de B durante 3 min, 7-6% de B durante 5 min, 6% de B durante 3 min.

Para el analisis por LC-MS de alta resolucion de los compuestos aislados, se utilizé una
columna Shimadzu Premier C18 3 pm (150 x 4.6 mm), la fase movil consistié en acetonitrilo
6% en solucioén de acido formico al 1% en agua como solvente A y acetonitrilo 90% en
solucion de acido formico al 1% como solvente B, se aplico un gradiente como sigue: 0-50%
de B durante 25 min, 50% de B durante 2 min, 50-0% de B durante 2 min, 0% de B durante

6 min a un flujo de 0.5 mL / min.

1.4.5.4 Estimacion del contenido total de fenoles

El CTF fue medido usando el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu y siguiendo la
metodologia de Sdiri y col. *°, este método fue ajustado a un formato de microplacas de 96
pozos. Las muestras (extracto, fraccion o estandar) fue preparado a 1024 mg/L en 2-propanol
o metanol. La muestra (100 pL), se afiadi6é a una microplaca de 96 pozos, posteriormente se
realizé diluciones seriadas (512-15.63 mg/L), luego se mezcld con 50 pL del reactivo de

Folin-Ciocalteau (20% v/v) y 50 uL. de solucién de carbonato de sodio (1.6% p/v). La placa
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fue calentada a 60 °C durante lh, luego se dejé enfriar a temperatura ambiente durante 15
min y finalmente, se midid la absorbancia a 650 nm en un lector de microplacas Metertech
AccuReader M965+. Las muestras fueron medidas por cuadruplicado. Se usé acido galico
(AG) como estandar en una curva de calibracion, donde el rango 6ptimo fue de 32 a 1.0

mg/L. Los resultados fueron expresados como mg de AG/100 mg de extracto seco (ES).

1.4.5.5 Evaluacion de la actividad antioxidante de extractos, fracciones y compuestos
aislados

1.4.5.5.1 Estimacion de la capacidad captora de radicales DPPH

La capacidad captora de radicales libres de DPPH se determind usando un formato
previamente descrito por Sdiriy col. * con ligeras modificaciones. Las muestras (extracto,
fraccion, controles o compuestos puros) se prepararon a 1024 mg/L disueltas en IPA o
metanol. La muestra (100 puL) fue afiadida a una microplaca de 96 pozos, posteriormente se
realizaron diluciones seriadas de las muestras (512-0.5 mg/L) y fueron mezcladas con 100
uL de solucion de DPPH (132 mg/L) en metanol. Después de 1 h de reaccion a temperatura
ambiente y en oscuridad, se midi6 el cambio en la absorbancia a 520 nm en un lector de
microplacas (Meterthech, AccuReader M965+). El IPA y/o metanol fueron usados como
control negativo, la quercetina (Sigma-Aldrich) se utilizd como control positivo. Los
experimentos con quercetina se realizaron en paralelo. Todas las muestras se midieron por
triplicado y los resultados se expresaron como porcentaje de capacidad captadora de radicales

libres que reduzca en un 50% al radical DPPH (FRS) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ab — Am
—] x100

%FRS =[ =

Donde A4b es la absorbancia normalizada del DPPH sin muestra o control positivo y Am es la
absorbancia normalizada del DPPH con muestra o control positivo. La concentracion efectiva

de la muestra y control que reduce el 50% del radical DPPH (FRS) se calcul6 y expres6 en

mg/L (ppm).
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1.4.5.5.2 Determinacion del poder antioxidante reductor de hierro (FRAP)

El poder reductor de Fe™ a Fe™ por un antioxidante fue determinado usando el método de
Benzie and Strain '%°, y ajustado para su uso en una microplaca de 96 pozos. Las muestras
(extracto, fraccion, control positivo, compuestos estandar o puros) se prepararon a 1024 mg/L
en IPA, metanol o agua. El reactivo FRAP se prepardé mezclando tampon acetato (300 mM,
pH 3.6), TPTZ 10 mM (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) en metanol acidificado 40 mM y
FeCl;.6H,0O 20 mM a una relacion 10: 1: 1 (v/v/v) en este orden. A continuacion, la mezcla
se calentd durante l1h a 37°C y después se dejo reposar a temperatura ambiente.
Inmediatamente, se mezclaron dos diluciones en serie (1-512 mg/L) de la muestra (30 pL)
con 140 pL de reactivo FRAP y 30 uL de agua en la microplaca. Finalmente, la absorbancia
se midi6 a 600 nm en un lector de microplacas (Metertech, AccuReader M 965+) después de
una hora de reaccion. De nuevo, la quercetina se utilizé6 como control positivo y se examin6
en experimentos paralelos. Todas las muestras se midieron por triplicado. Se realizé una
curva de calibracion estandar de sulfato de hierro (II) heptahidrato (FeSO4.7H,0). Todos los

resultados se expresan en mg de FeSO,4.7H,0 (100 ) de extracto seco.
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CAPITULO 2. SINTESIS TOTAL Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
REGIOISOMEROS ANALOGOS DE ACHYROFURANO

2.1 INTRODUCCION

El descubrimiento y la produccion de antibidticos es uno de los mayores logros de la
medicina. El uso de agentes antimicrobianos ha reducido la morbilidad y mortalidad en la
poblacion, contribuyendo indirectamente en el incremento de la esperanza de vida'®'. No
obstante, los microrganismos patégenos han reaccionado a diversos fairmacos, adaptandose
a nuevos entornos mediante el desarrollo de resistencia a antibioticos usando una amplia

. . 102-103
variedad de mecanismos

. La resistencia antimicrobiana es un fendmeno que aparece de
forma natural por modificaciones genéticas, sin embargo, esta se ve facilitada por el uso
incontrolado e inadecuado de los antibioticos''. Por ejemplo, las prescripciones erréneas y la
deficiencia en la prevencion y control de infecciones, son otros factores que favorecen la
propagacién de la farmacoresistencia'®. Segiin la OMS, la resistencia bacteriana es una de
las mayores amenazas en el mundo. Infecciones comunes como neumonia, tuberculosis,
septicemia, gonorrea y otras producidas por bacterias Gram-negativas, podrian provocar

complicaciones graves y consecuencias devastadoras para la salud publica al hacerse cada

vez mas dificiles y en ocasiones imposible de tratar'’.

A lo largo de los anos, numerosos estudios han demostrado que el aumento en el consumo
de antibioticos contribuye a la aparicion de resistencia en diversos géneros bacterianos'*'%,
Un patoégeno humano, con gran capacidad para adquirir resistencia, Staphylococcus aureus,
una bacteria Gram-positiva, que causa una amplia gama de infecciones clinicas, entre ellas
bacteriemia y endocarditis infecciosa, asi como también infecciones osteoarticulares,

cutaneas y de tejidos blandos, pleuropulmonares y de aparatos '*’.

La efectividad de la penicilina introducida a principio de 1940 fue practicamente anulada en
una década, debido a epidemias plasmidicas que propagaron el gen B-lactamasa a través de
toda la especie de S. aureus. En 1961, se informo por primera vez la existencia de cepas de
S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA), poco después de utilizar este antibiotico para

tratar S. aureus resistentes a penicilina. Cerca de 1980, los clones epidémicos de MRSA
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adquirieron rasgos resistentes a multiples firmacos y se extendieron por todo el mundo para
convertirse en uno de los agentes causales mas importantes de las infecciones adquiridas en
hospitales '°*, por lo tanto, el tratamiento para controlar la propagacion de las infecciones se
ha convertido en un desafio. La vancomicina ha sido utilizada cominmente como antibidtico
para el tratamiento de varias MRSA, pero, en el afio 2000, se identificaron nuevas cepas
MRSA con disminucion de la susceptibilidad a vancomicina (vancomicina intermedia
resistente a S. aureus [VISA]) y mas recientemente con resistencia a vancomicina de alto
nivel (S. aureus resistente a vancomicina [ VRSAY]). Se conoce que VRSA portan el trasposon
Tnl1546, adquirido de Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina, alterando la
estructura y el metabolismo de la pared celular, pero los mecanismos de resistencia en los
aislados VISA atn no estan bien definidos'”. Otros antimicrobianos producidos en la
actualidad, como glicopéptidos y betalactdmicos, han demostrado ser cada vez menos
eficaces en la eliminacion de las cepas mas virulentas de MRSA'® "1y VISA'™! por
consiguiente, las empresas farmacéuticas han impulsado el descubrimiento y desarrollo de

nuevos farmacos.

Los productos naturales proporcionan una variedad de estructuras novedosas
farmacoldgicamente activas que pueden ser una alternativa en la busqueda de nuevos
medicamentos antimicrobianos''>. Areas terapéuticas que trabajan en enfermedades
infecciosas y oncologia, se han beneficiado de la abundante diversidad de productos
naturales, capaces de interactuar con muchos objetivos especificos dentro de la célula.
Durante muchos afios, los productos naturales han sido la base para la mayoria de los
medicamentos aprobados por la FDA'"; haciendo posible la obtencion de derivados

semisintéticos y sintéticos, que en ocasiones son mas eficaces y menos toxicos.

Los extractos de diclorometano de las partes aéreas de la planta Achyroclyne satureoides han
revelado una notable actividad antibacteriana frente a bacterias Gram-positivas. Estos
resultados se deben a la presencia de achyrofurano 9 (Fig. 30), un dibenzofurano
polioxigenado prenilado, que mostré actividad antibacteriana contra una serie de bacterias
clinicamente relevantes, incluyendo MRSA y VISA (Tabla 6). Este compuesto presenta

accion bactericida en rango nanomolar (120-250 nM) a las 2h de haberse anadido al cultivo
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y elimina por completo toda la poblacion después de 12h''*'">. De igual forma, existen otros
dibenzofuranos naturales, como 10, 11y 12 que han presentado actividad antibacteriana (Fig.
30)"*!, pero ninguno de los valores reportados es comparable a los obtenidos por
achyrofurano (Tabla 6). Por lo tanto, se infiere que los patrones de sustitucion simétrica, asi
como, efectos electronicos y estéricos parecen jugar un papel importante para la actividad
antimicrobiana. Hasta el momento, no se han realizado estudios detallados que muestren la
relacion estructura-actividad de dibenzofuranos con actividad antimicrobiana. Por tal motivo,
es importante la obtencion de andlogos de achyrofurano por medio de fuentes naturales o
también de forma sintética con un disefio racional, para determinar los requisitos estructurales

que potencializan la actividad antimicrobiana.

Achyrofurano 9

Figura 30. Dibenzofuranos polioxigenados con actividad antibacteriana.

Tabla 6. Actividad antibacteriana de dibenzofuranos naturales contra diferentes cepas de

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus MIC (WM)

Compuesto
NRS402 ATCC25923  ATCC29213
9% 0.12 0.25 -
109 32 32 -
117 - 13.2 26.5
12" - 0.5 3.9

“Compuestos aislados de Achyroclyne satureoides; ”Compuestos aislados de Pilidiostigma glabrum.
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2.2 ANTECEDENTES GENERALES

2.2.1 Generalidades de Achyrocline satureioides

Achyrocline satureioides (LAM.) DC, Marcela, es una planta perenne perteneciente a la
familia de las Asteraceaes, tribu /lnulae; sinonimia: Gnaphalium satureiodes Lam.,
Achyrocline vargasiana DC., A. Satureioides (Lam.) DC var. citrina Lorentz. Es nativa del
sureste de America del Sur y es comUn encontrarla en Brasil, Uruguay y Argentina. Esta
planta posee propiedades aromaticas y es ampliamente utilizada en medicina tradicional por

. . ;. 116
sus propiedades bioldgicas .

2.2.1.1 Etnobotdanica Achyrocline satureioides

Algunos de los reportes que se encuentran de los usos tradicionales de A. satureioides,
demuestran que las partes aéreas e inflorescencias de esta planta son usados en forma de t¢,
debido a sus efectos digestivos, anti-inflamatorios, antiespasmoédicos, antidiabéticos y anti-
asmaticos y repelentes'''**. Ademas, Lorenzi and Matos '*°, encontraron que esta planta
sirve contra trastornos intestinales, colicos, diarrea e irregularidades menstruales. Este uso
popular ha motivado estudios biologicos y etno-farmacoldgicos de la especie y han revelado

una amplia gama de propiedades farmacoldgicas.

2.2.1.2 Fitoquimica de Achyrocline satureioides

Las investigaciones sobre la composicion quimica de 4. satureioides revelan la presencia de
metabolitos secundarios en las partes aéreas e inflorescencias que pertenecen a varios grupos
fitoquimicos''®. En extractos hidro-alcohdlicos, se han reportado como principales
constituyentes a flavonoides como quercetina, luteolina y 3-O-metilquercetina (Fig. 31), los
cuales son conocidos por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorios,

126-130
. Pero

antiespasmodicos, analgésicos, sedantes, antivirales e inmunomoduladores
también, se han destacado por mostrar propiedad anticancerigena, la cual fue observada
debido a la inhibicidn de la proliferacion celular, la detencion del ciclo celular, la apoptosis,

la inhibicidén del angiogénesis y la prevencion de la metastasis, y sumado a los resultados

73



exitosos en estudios preclinicos, sugieren que estos flavonoides junto a achyrobichalcona
(Fig. 31) aislados de A. satureoides son biomoléculas prometedoras para el desarrollo de

, , 131
nuevos farmacos contra el cancer en el futuro .

Figura 31. Estructura quimica de (A) quercetina, (B) luteolina, (C) 3-O-metilquercetina y
(D) achyrobichalcona encontrados en A. satureioides.

Otros fenoles encontrados en Marcela son: acido cafeico, quercetin-3-metil éter, galangin,
quercetagetina, tamarixetina, acidos 3-,4-,5-O-cafeoilquinicos, acidos 3,4-, 3,5- 4,5-O-
cafeoilquinicos, escoparol y ésteres de callerianin (3,4-dihidroxibencil alcohol-4-glucosido)
con 4cido cafeico y 4cido protocatéquico''®. Otros metabolitos secundarios también

. . . . . . . . . , . 132-134
identificados son cumarinas, polisacaridos, poliacetilenidas y glicolipidos .

De otro lado, Carney y col. '*°, aislaron por primera vez un dibenzofurano prenilado y
oxigenado en el extracto etanodlico de las partes aéreas de A. satureioides, llamado
achyrofurano 9 (Fig. 30), esto fue realizado por fraccionamiento dirigido por bioensayo
utilizando el modelo de raton db/db para la diabetes tipo 2. En este estudio, achyrofurano
bajo significativamente los niveles de glucosa en sangre, cuando se administré oralmente 20
mg/kg q.d., mostrando como el anillo dibenzofurano es relevante en su actividad. Un estudio
de docking in silico mostr6 una alta afinidad en el acoplamiento con el sitio AMP (adenosin
monofosfato) de la FBPasa (fructosa bifosfatasa) justificando su actividad

antihiperglicémica'*.
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Por otra parte, extractos crudos de A. satureioides han mostrado notables actividades
antimicrobianas in vitro. En la busqueda de principios activos que confieren esta actividad,
se trabajo el extracto de diclorometano de las partes aéreas de esta planta. De este extracto
también se aislo el achyrofurano 9, el cual mostrd interesante actividad antibacteriana contra
un conjunto de cepas Gram-positivas clinicamente relevantes: Staphylococcus aureus
ATC25923 sensible a la meticilina (MSSA); Staphylococcus aureus NRS402, resistente a la
meticilina (MRSA) y también, intermedio resistente a la vancomicina (VISA); y
Enterococcus faecalis ATCC29212. El achyrofurano tuvo una MIC (minimum inhibitory
concentration por sus siglas en ingles) de 0.12 uM para VISA y MRSA, 0.25 uM para MSSA,
y 3.96 uM para E. faecalis. En este ensayo también usaron como controles ampicilina y
kanamicina, los resultados concluyentes fueron que el achyrofurano era tan bueno como la
ampicilina contra MSSA y E. faecalis, y era mucho mejor que la kanamicina contra estas dos
bacterias. Ademads, achyrofurano 9 presenta accion bactericida en rango nanomolar (120-250
nM) a las dos horas de haberse afiadido al cultivo y elimina por completo toda la poblacion

después de 12 horas'"*

. Otro compuesto aislado del extracto etanolico de A. satureioides y
relacionado con 9 es la 23-metil-6-O-desmetilauricepirona 13 (Fig. 32), este metabolito
secundario se obtuvo a través del fraccionamiento guiado por actividad antibacteriana'’. El
compuesto 13 es un derivado del floroglucinol, parte de las diferencias entre este compuesto
y el achyrofurano 9 son: un grupo 4-hidroxipiran-2-ona y un fenol trihidroxilado, en lugar de
dos fenoles dihidroxilados. El compuesto 13 tuvo un MIC de aproximadamente 6 pg/mL,

100 veces mayor que el presentado para achyrofurano.

Recientemente Caseroy col. °, aislaron tres nuevos floroglucinoles prenilados a-pironas 14,
15y 16, y un nuevo dibenzofurano 17 (Fig. 32), junto a los compuestos conocidos: 13y 9, a
partir de los extractos de n-hexano y diclorometano de las partes aéreas de A. satureioides.
En este estudio se determinod la actividad antimicrobiana de los metabolitos secundarios
aislados, asi como, de derivados sintéticos contra baterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Los resultados permitieron la asignacion de algunas relaciones estructura-actividad. Asi, se
revel6 la importancia de la cadena de 3-metil-2-butenilo unida al nucleo de floroglucinol en
la serie de floroglucinol a-pirona, y al comparar la actividad de los dos dibenzofuranos 9 y

17, se concluyo que la presencia del anillo dihidropirano fusionado al nuicleo de floroglucinol
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y a su vez la presencia del grupo 2-hidroxi-3-metil-3-butenilo en lugar del grupo 3-metil-2-
butenilo reduce drasticamente la actividad. Por otro lado, los metabolitos secundarios

aislados no mostraron actividad contra E. coli y cepas de levaduras.

o]
OH OH
7
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(o)
OH o
23-metil-6-O-desmetilauricepirona 13 14 15
0]
OH OH
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o
OH o
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16

Figura 32. Estructura quimica de floroglucinoles prenilados a-pironas 13-16 y
dibenzofurano 17 aislados de 4. satureioides.

2.2.2 Generalidades de derivados de floroglucinol

Los derivados de floroglucinol son una clase importante de metabolitos secundarios
presentes principalmente en la familia Myrtaceae, pero también, se han informado en otras
familias como Guttiferae, Euphorbiaceae, Aspidiaceae, Compositae, Rutaceae, Rosaceae,
Clusiaceae, Lauraceae, Crassulaceae, Cannabinaceae y Fagaceae’. Esta clase de compuestos
abarca desde el 1,3,5-trihidroxibenceno hasta los complejos florotaninos con 31 restos de
floroglucinol. El 1,3,5-trihidroxibenceno también ha sido asilado de fuentes naturales y es
usado en medicina, cosméticos, pesticidas, pinturas y teflidos. De otro lado, los derivados de
floroglucinol incluyen alrededor de 700 compuestos naturales con diversas actividades
bioldgicas. Especificamente, los acilfloroglucinoles comprenden el grupo mas grande de
compuestos de floroglucinol de origen natural, y se han descrito mas de 100 floroglucinoles

acilados simples. Estos incluyen floroglucinoles o sus mono-, di- y tri-éteres acilados en
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. . . 6 , .
grados variables con cadenas lineales o ramificadas’. Los méas comunes contienen restos de

prenilo, geranilo, isovalerilo, metilbutirilo, isobutirilo, acetilo y benzoilo.

Existen reportes de acilfloroglucinoles con actividad antibacteriana. Por ejemplo, grandinol
aislado a partir de las hojas de Eucalyptus grandis, exhibi6 esta actividad contra Bacillus
subtilis 'y Staphylococcus aureus (5 y 25 pg/mL, respectivamente)>®. Ademas, 2.4-
diacetilfloroglucinol aislado de la bacteria Pseudomonas fluorescens, posee actividad
antibacteriana a una concentracion de 10 pg/mL frente a los siguientes organismos:
Streptococcus pyogenes, S. faecaelis, S. mutans, S. sanguis, Staphylococcus aureus,

Clostridium welchii y Lactobacillus casei®"'*°. Floroglucinoles con prenilo como caespitina

y caespitato aislados de H. caespititium también han mostrado actividad antibacteriana'*'"'**
(Fig. 33). No solo acilfloroglucinoles naturales han sido evaluados, también otros derivados

e g . . 143
sintéticos han mostrado ser activos frente a bacterias como Staphylococcus aureus ™.

0
M, Ho OH HO OH HO OH HO OH
0 0
H/\ OHC © Wv:@f
OH OH O OH

Caespitato Grandiol 2,4-acetilfloroglucinol Caespitina

Figura 33.Acilfloroglucinoles con actividad antibacteriana.

Debido a la importancia quimica y biologica que tienen este tipo de compuestos, algunos
estudios se han dedicado a sintetizarlos. La obtencion de acilfloroglucinoles implica tres
etapas: 1) Acilacion usando cloruros de acilo, anhidridos, nitrilos de alquilo y ocasionalmente
acidos carboxilicos, 2) Mono-, di- o tri-O-alquilacion de floroglucinol con diazometano,
sulfato de dimetilo, yoduro de metilo, etc., y 3) mono- o di-C-alquilacién con sulfato de

dimetilo, yoduro o bromuro de alquilo o bromuro en presencia de un alcali (Esquema 1)°.
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Ra Nucleo de .
R1=Rq= alquilo floroglucinol R;=R,=Rj= alquilo
R,= alquilo, Rp=H R1=R= alquilo, Rz=H

R4=alquilo, R,=R3=H
Acilacion

OH

o
R= alquilo o arilo
R
HO OH

Esquema 1. Etapas para la sintesis de acilfloroglucinoles.

2.2.3 Generalidades de los dibenzofuranos

Los dibenzofuranos son compuestos aromadticos que contienen dos anillos bencenicos
fusionados a un anillo central furano, los mas representativos son los altamente oxigenados
y pueden ser aislados hongos y plantas. A continuacion, se muestra un resumen de reportes

de actividades bioldgicas significativas por miembros de esta clase de compuestos.

2.2.3.1 Dibenzofuranos aislados de fuentes naturales con actividades biologicas

2.2.3.1.1 Dibenzofuranos anticancerigenos

A vpartir de dos variedades diferentes del hongo Trichia favoginea, fueron aislados
dibenzofuranos con actividad anti-cancer, los cuales se conocen como kehokorins AE.
Kehokorin A, D y E mostraron actividad contra células HeLa, con valores de ICsy que van

desde 1.5 pg/mL y 6.1 pg/mL para kehokorin A y E respectivamente'**'*’

. Por otro lado,
tres dibenzofuranos clorados estructuralmente similares Pfl, Pf2 y AB0022A, fueron
aislados de dos especies de Dictyostelium'*®. Ademas, Pfl y AB0022A mostraron actividad
frente a tres lineas celulares (K562, HeLa and 3T3-L1), sugiriendo que la presencia del grupo
fendlico libre adyacente al carbonilo es esencial para la actividad. Otro representante de esta
clase de compuestos, es el rhodomyrtoxin B, el cual ha sido aislado del extracto de la corteza

de Pilidiostigma tropicum y de la cereza australiana Rhodomyrtus macrocarpa. Este
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compuesto presenta actividad citotoxica contra células de carcinoma hepatocelular humano
Hep-G2 y células adenocarcinoma mamario humanas MDA-MB-231 con LCsp de 19.0 (+9.0)
y 2.50 (£0.27) uM respectivamente'*’. Otros estudios han revelado la inhibicién en el
crecimiento de las células NCEB1 con un valor de ICsode 9 pM'*®. Las estructuras quimicas

de estos dibenzofuranos son mostradas en la figura 34.

Eagta s v Ui

OCH,4 OCH, ol .
Kehokorin A Kehokorin D, R=H ABO0022A
Kehokorin E, R= CH4
° o]
c OHRO OHHO
w0 {)oon, ol ) ( )-on
o o
cl cl HsC CH,4
Pi2. Ao CH, Rhodomyrtoxin B

Figura 34. Estructuras quimicas de dibenzofuranos con actividad anti-cancer.

2.2.3.1.2 Dibenzofuranos antialérgicos

Los dibenzofuranos también pueden presentar actividades antialérgicas. Vialinins By C (Fig.
35), fueron aislados del hongo comestible Thelephora vialis, los cuales contienen en su
estructura ésteres de 4cido fenilacético y acido p-hidroxibenzoico. Se encontrd que Vialinin
B inhibe la liberacion de TNF-a (tumor necrosis factor por sus siglas en ingles) en células
RBL-2H3. Debido a que TNF-a estd implicado en la inflamacioén, la inhibicién de su
liberacion posiblemente sirva para la supresion de respuestas alérgicas. En un ensayo se
compard la respuesta de estos dibenzofuranos con el inmunosupresor FK-506, los 1Csy
encontrados para Vianilin B y C fueron 0.02 y 0.89 nM, mientras para el compuesto conocido

fue de 0.25 nM'¥.
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2.2.3.1.3 Dibenzofuranos antioxidantes

Un analogo de vialinin B es el ganbajunin B (Fig. 35), el cual difiere solamente en la acilacion
de un fenol con el grupo fenilacetilo. Ganbajunin B ha sido aislado de varias especies del

género Thelephora. Liu y col. '

encontraron que este compuesto inhibe la peroxidacion
lipidica en el higado de ratas con un ICso de 54 uM mas bajo en comparacion a los valores
obtenidos para los estdndares vitamina E (o-tocoferol) y BHA (hidroxianisol butilado) de
295 y 222 uM respectivamente. Ademads, se encontrd que este compuesto tiene actividad
captora de radicales superdéxido y DPPH con ECsy de 204 y 55 uM respectivamente, estos
valores fueron menores que los obtenidos con el control positivo BHA, los cuales fueron 424
y 110 uM.

R R R R

HO 04\0 O\A\o HO 0%\0 O\A\o
HOo|-| HOOH
=0

Vialinin B, R=CH,Ph

Vialinin C, R= p-(OH)Ph Ganbajunin B, R=CH,Ph R

Figura 35. Estructura quimica de dibenzofuranos vialinins (B y C), y ganbajunin B.

2.2.3.1.4 Dibenzofuranos antibacterianos

Un dibenzofurano destacado por su potente actividad antibacteriana, es el 4cido tsnico (Fig.
36), este compuesto se puede encontrar en muchos liquenes (por ejemplo, Usnea y
Cladonia)"'. El acido tisnico presenta un anillo de furano central fusionado a un anillo de
hidroxiciclohexa-2,4-dien-1-ona y un grupo dihidroxifenilo, con un patrén de sustitucion
similar al del anillo A en achyrofurano 9''*. Previos estudios antimicrobianos también han
encontrado especificidad anti-Gram-positiva con valores de MIC equivalentes a los de la
ampicilina, mostrando ademas que este compuesto es bacteriostatico'””, sin embargo, el
achyrofurano 9 es bactericida en el rango nanomolar''*. Estos trabajos muestran que la
estructura del achyrofurano 9 versus acido Usnico es relevante y debe ser tenida en cuenta

para el desarrollo posterior de compuestos antimicrobianos.

80



En los hongos del género Boleptosis se han aislado varios dibenzofuranos Ilamados
boleptosins. Hasta el momento se han reportado diferentes boleptosins, su estructura general
se muestra en la figura 36. Estos compuestos difieren en el numero de sustituyentes de
oxigeno en el anillo aromatico no fusionado y también en el tipo de sustitucion: acetilado o
metilado. Se encontr6 que el boleptosin 11 presenta actividad antibacteriana contra
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium

smegmatis con valores de ICso de 242, 424, 272 y 96 mg/mL respectivamente' .

0 AcO
OH O RO RO or H4CO OAc
D 3. sy
HO @ Q OH RO O O or MO o O OCH;
o O or OCH;
o]
Acido usnico Boleptosins, R=H, CH3 0 Ac; X=H o OH Boleptosins 11

Figura 36. Estructura quimica de dibenzofuranos antibacterianos; acido usnico y
Boleptosins.

De otro lado, rhodomyrtoxin B también posee actividad antibacteriana, este fue activo contra
bacterias Gram-positivas Bacillus cereus (ATCC14579) y Staphylococcus aureus
(ATCC29213), los valores de MIC encontrados fueron 0.14 y 0.28 uM respectivamente'*’.
Asi mismo, Shouy col. '* aislaron seis dibenzofuranos 18-23 estructuralmente similares a
rhodomyrtoxin B de la hojas de Pilidiostigma glabrum, los cuales presentaron actividad
antibacteriana contra Gram-positivas (Fig. 37). Los compuestos que poseen sustitucion con
el grupo acilo en posiciéon 2 y 8 (ver Fig. 37) mostraron la mejor actividad contra
Staphylococcus aureus, con valores de MIC en el rango de micromolar, por el contrario, los
que tenian la sustitucion en posicion 4 y 6 fueron menos activos. La mayoria de estos
compuestos mostraron actividad bactericida MCB (minimium bacterial concentration por sus

siglas en inglés) < 4 x MIC en tres cepas diferentes.

81



Figura 37. Dibenzofuranos aislados de Pilidiostigma glabrum.

2.2.3.2 Sintesis de dibenzofuranos

Debido a las diferentes actividades bioldgicas expuestas por los dibenzofuranos, algunos

trabajos se han dedicado a la sintesis total de los productos naturales o de analogos.

Rhodomyrtoxin C es un compuesto de estructura similar a rhodomyrtoxin B. Sargent y col.
3% reportaron la sintesis total de Rhodomyrtoxin C, esta inicia con la obtencion del
compuesto iodado 24, haciendo reaccionar 1,3,5-trimetoxibenceno con yodo en presencia de
acido yodhidrico. Posteriormente, un acoplamiento de Ullmann usando Cu(s), condujo a la
formacion del bifenilo 25. Luego, al calentar 25 en 4cido yodhidrico y al hacer metilacion
con yodometano obtuvieron el 1,3,7,9-tetrametoxibenzofurano 26 con 37% de rendimiento.
Una formilacion de Vilsmeier-Haack, seguida por la reduccion con LiAlH4 conduce la
formacion de 27, el cual se convierte en 28 mediante una hidrogenacion catalitica. Para
realizar otra metilacion en la posicion 6 del dibenzofurano, se repite los pasos anteriores,
obteniendo de esta forma el derivado dimetilado 29 con un 76% de rendimiento. Finalmente,
realizaron dos acilaciones de Friedel-Crafts, en las que utilizan el cloruro de acido y luego el
acido carboxilico de 2-metilbutirilo o isovalerilo como se muestra en la figura 38. La
desproteccion de los metoxilos se realizé con tribromuro de boro'>. La sintesis total para la
obtencion de rhodomyrtoxin C involucré 8 pasos de reaccion con un rendimiento global del

5%.
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Figura 38. Sintesis total de rhodomyrtoxin C.

La sintesis de Achyrofurano no ha sido realizada hasta el momento, sin embargo, Heng y col.
136 reportaron la sintesis de analogos de achyrofurano, donde se eliminé los grupos
metilbutenol y metilbuteno, analogos: 1,10-(1,3,7,9-tetrahidroxidibenzofuran-2,6-diil) bis
(3-metilbutan-1-ona) (30) y 1,10-(1,3,7,9-tetrahidroxidibenzofuran-2,6-diil) bis (2-
metilbutan-1-ona) (31). Las reacciones implicadas hasta la formacion del bifenilo 25 son
similares a las usadas en la obtencion de Rhodomyrtoxin C, de nuevo el trimetoxibenceno es
yodado, luego realizan un acoplamiento de Ullmann utilizando Cu s6lido en lugar de Cu
bronce. Los pasos de ciclacion y desproteccion se lograron con la mezcla 1:1 de HBr: AcOH
y, por ultimo, por medio de una acilacion de Frieldel-Crafts con AICl;, se introdujo el
sustituyente isovalerilo en lados opuestos. La obtencion del compuesto 30 fue confirmada
por los diferentes datos de desplazamiento quimicos de RMN 'H, obtenidos para los dos
protones libres del dibenzofurano. Esta misma reaccion fue usada para la sintesis del analogo
de achyrofurano 31 sustituyendo el cloruro de isovalerilo por cloruro de 2-metilbutirilo (Fig.
39). Esta sintesis solo implico 4 pasos de reaccion, con rendimiento global de 9 y 8% para
los analogos 30 y 31 respectivamente. En este trabajo no se realizo la determinacion de la

actividad antibacteriana de los productos.
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Figura 39. Sintesis total de anélogos de achyrofurano 30 y 31.

Wommacky col. ', reportaron la sintesis de un compuesto llamado preachyrofurano 32.
Partiendo del 1,3,5-trimetoxibenceno, se realizd primero una prenilacion y posteriormente
una formilacion de Vilsmeier-Haack usando cloruro de oxalilo, que condujo a la formacion
del aldehido 33 con 94% de rendimiento. La reaccion con diazoalquil catalizada por el triflato
de escandio, produjo el compuesto acilado 34 con 91% de rendimiento. Después, se realizd
la desmetilacion de los tres grupos —OCHj3 con tribromuro de boro, este paso disminuyd
drasticamente el rendimiento obteniéndose solo un 15%. Finalmente, la ciclacion-
dimerizacion oxidativa del fenol 35, se realizo con cloruro de hierro (III) soportado sobre
silica gel (Fig. 40), logrando el preachyrofurano y un dimero no ciclado con 51 y 21% de
rendimiento respectivamente. La obtencion de preachyrofurano se realizé en 5 pasos con un

rendimiento global de 5%.
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Figura 40. Sintesis total de preachyrofurano 32.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 la sintesis total de regioisomeros analogos de achyrofurano. Para ello, se planteo
la sintesis de un derivado de floroglucinol yodado (1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-iodofenil)-2-
metilbutan-1-ona) 36, sintetizado a través de la acilacion de Friedel-Crafts de floroglucinol
bencilado seguida de yodacion. Posteriormente, un acoplamiento de Suzuki-Miyaura con el
compuesto yodado, dio lugar a derivados de acilfloroglucinol con altos rendimientos, los
cuales bajo condiciones de desproteccion de los grupos bencilos generaron
acilfloroglucinoles. Finalmente, por medio de dimerizaciéon oxidativa biomimética se
obtuvieron dibenzofuranos acil polioxigenados. Con esta ruta se sintetizaron en total trece
compuestos nuevos racémicos: un derivado de floroglucinol yodado (36), siete derivados de
acilfloroglucinol (37a-g), tres acilfloroglucinoles (38a-b, 46), dos dibenzofuranos (39a-b).
La caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados se realiz6 mediante el analisis
de datos espectrales (IR, HR-MS, RMN 'H, RMN "“C y RMN-2D). La actividad
antibacteriana de los fenoles sustituidos y dibenzofuranos fue evaluada frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, logrando resultados interesantes, en algunos casos con

valores de MIC menores a las obtenidos con achyrofurano.

2.3.1 Analisis retrosintético para la obtencion de analogos estructurales de
achyrofurano

Hasta la fecha, se han reportado varias aproximaciones sintéticas para la obtencion de
analogos del achyrofurano (Seccion 2.2.3.2). Sin embargo, solo una aproximacion implicé la
obtencion de un compuesto de estructura muy similar al achyrofurano llamado pre-
ahyrofurano 32, en cinco pasos de reaccion y con un rendimiento global de 5%; involucrando
diazoalcanos inestables y bajos rendimientos en las etapas de desmetilacion. Por lo tanto, se

tuvieron en cuenta estas limitantes.

Con el fin de obtener los analogos de achyrofurano con potencial actividad antibacteriana, se
planed una sintesis simétrica, manteniendo las posiciones C-4 y C-8 con restos de o-

metilbutirilo e introduciendo diferentes sustituyentes en C-2 y C-6. Con esto, se analizara la
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influencia de la sustitucion de las cadenas insaturadas por otras alifaticas, y también, por

sustituyentes aromaticos (Esquema 2).

Achyrofurano 9 Anélogos de achyrofurano

Esquema 2. Sitios de diversidad estructural en analogos de achyrofurano.

El andlisis retrosintético del dibenzofurano 39 (Esquema 3) inicia, con desconexiones C-C y
C-O en el anillo de furano para dar el floroglucinol disustituido 38. Este intermedio (38) se
podria obtener a partir de la desproteccion del compuesto 37. Los distintos sustituyentes
podrian introducirse aprovechando un acoplamiento de Suzuki-Miyaura entre acidos
boronicos y el derivado yodado (36). Finalmente, al realizar escisiones C-C y C-haldgeno se

podra llegar al producto de partida floroglucinol comercial 41.

OHHO
OH O OGP O
A — T — SO,
HO OH PGO OGP
° 38 37
Analogos de achyrofurano 39 U
OH OGP O OGP O
Q, = O = e,
HO OH PGO OGP PGO OGP
a1 40 36

Esquema 3. Estrategia sintética para la obtencion de andlogos de achyrofurano.

A continuacion, se describen las diversas condiciones empleadas que permitieron la

obtencion de los compuestos en cada etapa de la sintesis total y posterior optimizacion, asi
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como, el analisis espectroscopico para la elucidacion de las estructuras de estos mismos, para

ello, se tomard como ejemplo un compuesto representativo de cada etapa.

2.3.2 Preparacion de derivados de floroglucinol

Inicialmente, los grupos hidroxilo se protegieron como éteres metilicos, sin embargo, en la
etapa de desproteccion de 37 se presentaron problemas con los derivados trimetoxilados en
la etapa de desmetoxilacion. Por esta razon, se decidid usar alternativamente el radical

bencilo como grupo protector.

Para la obtencion de 1,3,5-tris(benciloxi)benceno se realizd una O-bencilacion directa de
floroglucinol comercial 41. Para ello, se mezclaron 41 y bromuro de bencilo (relacion 1:1.8
Eq) en DMF, usando K>CO;3 como base a 90°C y agitacion constante durante 30 h 7. Al
realizar el seguimiento por CCD, no se observo la formacion del correspondiente éter 42. Por
ello, se decidié aumentar la cantidad de base a 4 Eq, con el fin de forzar a que la reaccion
transcurriera, estas condiciones proporcionaron 42 con un rendimiento del 36%. Sin
embargo, el bajo rendimiento obtenido no era favorable para ser empleado a escala de
gramos, por ello, se decidié ensayar otra metodologia que obtendria 42 a través del derivado
triacetilado 43"°*'%°. Primero, se afiade anhidrido acético a una solucion de 41 en piridina.
La mezcla de reaccion se sometio a reflujo durante 12 h. Al realizar el seguimiento por CCD
se observo la presencia de un solo producto. Posteriormente, el sélido se filtr6 y se lavé con
MeOH, donde se logré obtener 43 con un porcentaje de rendimiento del 74%. Para la segunda
parte, se mezclo el triacetato 43 junto con bromuro de bencilo y NaH en DMF, luego se

158, 160 .
h™™™ ™", Finalmente, se realizo

adicion6 agua y se dejé a temperatura ambiente durante 12
una extraccion para obtener el residuo organico. Luego, este fue recristalizado en metanol y
se obtuvo el compuesto 42 con 94% de rendimiento (Esquema 4). Con esta ultima
metodologia se obtuvieron buenos rendimientos, aunque se adiciona un paso mas de
reaccion. La purificacion de los productos es realizada por recristalizacion y no por

cromatografia.
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Esquema 4. Metodologias ensayadas para la sintesis de 1,3,5-tris(benciloxi)benceno.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 42, se observaron las sefiales de 15 protones
aromaticos entre 6 = 7.26-7.41 ppm, correspondientes a los protones de tres anillos
bencilicos, como también una sefial a 6 = 5.01 ppm que integra para 6H correspondiente a
los CH; bencilicos. Mientras que la sefial de los tres protones aromaticos de anillo principal
aparece como un singulete a § = 6.28 ppm (Anexos- Fig. 7). En el espectro de RMN °C y
DEPT-135 (Anexos- Fig. 8) se observaron en total siete sefiales, de las cuales, dos de ellas
corresponden a carbonos cuaternarios (6C), cuatro a terciarios (18CH) y una a secundarios
(3CHy,), estas coinciden con la estructura de 42, en particular la sefial a 6= 70.4 ppm confirma

la existencia de CH, bencilicos en la estructura.

Para la obtencion del compuesto acilado 40, se realizo acilacion de Friedel-Crafts del
floroglucinol tribencilado 42 con cloruro de 2-metilbutiroilo racémico, utilizando
condiciones clésicas de reaccion con AlCl; (relacion 1: 1.1: 2.5 Eq) en CH,Cl,. Esta reaccion
condujo a la formacion del producto triacilado, debido a la activacion del anillo. También se
intentdé con metodologias que fueran selectivas, en las que solo se obtuviera el producto
monoacilado. En una prueba, se utilizd Zn e irradiacion con MW en condiciones libres de
disolvente'®', produciendo una mezcla compleja evidenciada por CCD. Debido a esto, se
empleo otra metodologia, en la que se mezcld 41 con cloruro de 2-metilbutirilo y se utilizé
In(0) metalico como catalizador (relacion 1:1:0.2 Eq), en dioxano, calentando a reflujo
durante 15 h, sin resultados favorables'®”. Luego, esta misma reaccién fue ensayada usando

3 Eq del tribencilado 41 y 1 Eq del metal a las mismas condiciones, obteniendo 40 con 12%
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de rendimiento (Esquema 5). Por lo tanto, el tribencilado 42 fue sometido a condiciones de
acilacion alternativas, utilizando un exceso del anhidrido mixto 44 pre-formado a partir de
anhidrido del &cido trifluoroacético (TFAA) y dacido (£)-2-metilbutirico. Siguiendo la
metodologia de Baziny col. "°*, primero se formo 44 por medio de la reaccion entre el acido
carboxilico (3 Eq) y TFFA (3.6 Eq) en CH,Cl,, al cabo de 5 min se anadio el tribencilado 42
(1 Eq), la reaccion fue dejada durante 48 h a temperatura ambiente, pero no se observo por
CCD la formacion de 40. Por ello, se modificaron las condiciones, aumentando los
equivalentes de TFAA (4.8 Eq) y dejando la reaccion por 35 min antes de la adicion del
tribencilado, asi se obtuvo el monoacilado 40 con un rendimiento del 20%. Para favorecer la
formacion de 44, se decidié aumentar tanto la cantidad del 4cido carboxilico (6 Eq) como del
TFAA (7.2 Eq), dejando la reaccion por 2h, luego de la adicion de 42 se dejo la reaccion
durante 1h. Estas modificaciones permitieron aumentar el rendimiento a 53%. Diferentes
ensayos permitieron llegar a las condiciones Optimas de reaccion, las cuales se muestran en

el esquema 6.

AICl3, CH.Cl,
OBn 0°C, ta. OBn O
9 Z
n
+ Cl)K(\ X >
BnO OBn MW BnO OBn

Dioxano, 100°C

12%

Esquema 5. Metodologias empleadas para la sintesis del compuesto acilado 40.

Bn O
o o o )oj\ o " OBn
J L . .
HO * F,¢7 "0 CFy Fs€” 0 CH,Cl,, t.a., 1h
t.a., 2h BnO OBn
8 Eq 9,7 Eq 44 69% w0

Esquema 6. Condiciones Optimas de reaccion para la sintesis del compuesto acilado 40.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 40, se observé la presencia de tres multipletes a
1.35, 1.75 y 2.94 ppm integrando cada uno para 1H, un doblete a 1.06 ppm y un triplete a

0.80 ppm integrando cada uno para 3H. Estas cinco sefiales pertenecen a los grupos CHs,
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CH,y CH presentes en el fragmento (+)-2-metilbutirilo. Particularmente, la sefial a 2.95 ppm
pertenece al H alfa al carbonilo. Otra sefial que confirma la introduccién del acilo aparece a
6.23 ppm como un singulete integrando para 2H, correspondiente a los hidrégenos H-3 y H-
5 del anillo de benceno que no han sido sustituidos, también se encuentran dos sefiales a 5.02
y 4.99 ppm en relacion 1:2 que corresponden a los metilenos diferentes pertenecientes a los
grupos bencilos de las posiciones 2, 6 y 4 respectivamente (Anexos- Fig. 9). Con los
espectros de RMN °C, DEPT-135 y DEPT-90 (Anexos- Fig. 10) se confirmé la existencia
de los 5 carbonos del acilo, la sefial de carbono carbonilico se observo a 6 = 207.9 ppm (C-
1'), 2 metilosa 11.7 y 15.2 ppm (C-4'y C-1"), un metino a 6=49.1 ppm (C-2') y un metileno
a 0=25.4 ppm, este ultimo correspondiente al C-3' de los protones diastereotdpicos. Ademas,
se observo a 6= 93.5 ppm la senal de los CH aromaticos C-3 y C-5. El espectro de HR-EIMS
para 40, mostré el ion [M]Jr a m/z 480.2293 para una formula molecular Cs;yH3,04

correspondiente al peso molecular de 480 Da.

Por otro lado, para la reaccion de yodacion se probaron diferentes aproximaciones (Esquema
7). En las dos primeras aproximaciones se usé como agente de yodacion KI y I, pero no se
logré obtener el compuesto deseado. Por esta razén se utilizd N-yodosuccinimida (NIS) (1.2
Eq)'® en CH,Cl, seco, a temperatura ambiente durante 46 h; esta metodologia condujo a la
formacion del compuesto yodado 36 con un 99% de rendimiento. Sin embargo, al escalar, la
reaccion no fue reproducible. Por tal motivo, fue necesario aumentar los equivalentes de NIS
hasta 2.5, obteniendo 36 y el producto diyodado. Estos resultados indicaron que la reaccion
era dependiente de la concentracion. Sin embargo, se encontrd que la reaccion con NIS en
presencia de cantidades cataliticas de 4cido trifluoroacético (TFA), era un método eficiente
para la yodacion de compuestos aromaticos activados'®. Los diferentes ensayos se realizaron
variando los equivalentes de NIS y del catalizador, proporcionando las condiciones Optimas
de reaccion (Esquema 8). Desde el punto de vista mecanistico, la especie activa en esta
reaccion es probablemente el trifluoroacetato de yodo formado in situ, el cual puede actuar

como un electréfilo muy reactivo (Esquema 9).
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KI (1.05 Eq)

NaNO, (0.16 eq)
Reflujo, 40°C, atm O,
4 dias

OBn O OBn O

I (1 Eq) v :
CH,ClI, (seco)
t.a. BnO OBn
40 36
NIS (2.5 Eq)
CH.Cl, (seco)
t.a.,36h
51%

BnO OBn

Esquema 7. Metodologias empleadas para la sintesis del compuesto yodado 36.

OBn O OBn O
NIS (1.2 eq) |
CHJCI, (seco)
BnO OBn TFA (0.8 eq) BnO OBn

40 t.a. 48h, 97% 26

Esquema 8. Condiciones Optimas de reaccion para la sintesis del compuesto 36.

)
o) OH OH 0]
{ B (0]
N—I + CFsCOOH —» Nl =— [N-1| CFCO0 ——=[ n-w + M i
3
(o] o (o] (o]

Esquema 9. Especies activas para la yodacion.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 36 en CDCls, se observo principalmente un
singulete a 6 = 6.40 ppm que integra para 1H, que corresponde al H-5 del anillo principal.
Ademas, este espectro mostrd dos dobletes a 6=4.95 y 5.00 ppm, que integran cada uno para
1H, sugiriendo la presencia de un metileno de bencilo con hidrégenos diastereotdpicos. Las
otras sefales de los grupos CH, de los dos bencilos restantes aparecieron como singuletes a
0=15.02y5.12 ppm (Fig. 42). Las demés sefales son similares a las encontradas en el

espectro de RMN 'H de 40. Con los espectros RMN °C y DEPT-135 de 36, se confirmé la
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presencia del carbono carbonilico (6 = 207.9 ppm), carbono terciario (6 = 95.5 ppm) C-5 y

C-I, confirmando la unién entre carbono y yodo (6= 120.9 ppm ).

DNV~ D0 Al —~

CH,-Bn M nnd o ®

2 —_—————e S S

SN ORTAN— OO X0 AN <+ S N> 7
nnAaSITTIEETTAAANQ — S o SO
Toooooooococococc o m;"

—————

6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.l
ppm

100 — 440 5
=
w
1294 @
293 =
096 1 %‘V” T
2.90
79
Jrec
L177
\ 76
74
305

o
©
o
N
(6}
~
o
o
[}

< OCANO— DN~ 0wV eno —r>~OoOa
vy nNnunmunooortTonAaAaANNn — O N — O — N O o <t < o
o~ QN O O O O o0 0000000~ < T=annS < — A
(=} nununmononmonacaaacaaaaaaca A A ) o~ OV — — N ) < —
5 v i R S g iy [ o i S S s ™ M~~~ <+ I ——
| R A e ! N
) | | I
CH,-Bn o

1l

Q

d - = -

= o =T
o v &) O Lo
Il Q
X I | H
| Ll I |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 C
ppm

Figura 42. Espectros de RMN "°C y DEPT-135 del compuesto 36, tomado en CDCls.
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El espectro de HR-EIMS para 36, también corroboré la obtencion del compuesto yodado,
este mostré un [M'] a m/z 606.1278, correspondiente a la masa calculada 606.1267 para

C32H3104I (AHCXOS- Flg 11)

2.3.3 Sintesis de derivados de acilfloroglucinol mediante acoplamiento de Suzuki-
Miyaura

Con la reaccion de acoplamiento se inducira la diversidad estructural de los anélogos, con el
fin de evaluar la influencia de los sustituyentes (donadores, aceptores, alifaticos y
aromaticos) en la actividad. Los correspondientes acoplamientos de Suzuki-Miyaura se
llevaron a cabo con 4 acidos bordnicos y 2 ésteres de acidos borénicos, para promover
diversidad estructural en la molécula. Se obtuvieron las mejores condiciones de reaccion bajo
calentamiento convencional y asistida por microondas. En todas las reacciones se empleo
Pd(PPhs)s (20% mol) como catalizador, Na,COs 2% como base. Ademads, se utiliz6 1,4-
dioxano o tetrahidrofurano (THF) como disolventes. Todas las reacciones fueron

monitoreadas por CCD.

A continuacidon, se muestran diferentes ensayos para la obtencion del derivado de
acilfloroglucinol 37a mediante la reaccién entre 36 y éster pinacol del &cido 3-metil-2-
butenilboronico 45a. Este compuesto fue escogido como ejemplo, porque los sustituyentes
son estructuralmente similares a los del achyrofurano 9. Inicialmente se llevo a cabo, el
acoplamiento mediante calentamiento convencional, entre el compuesto yodado 36, éster
boronico 45a, solucion acuosa de Na,COs al 2% (relacion 1:4:16) y Pd(PPhs)s (20 mol %),
en 1,4-dioxano durante 16 h. El seguimiento por CCD mostr6 la formaciéon de un solo
producto, correspondiente al derivado 37a con 60% de rendimiento. Posteriormente, con el
objetivo de mejorar los rendimientos se realizaron otros ensayos variando la relacion entre
los precursores y el disolvente, sin embargo, no se logr6 mejorar los rendimientos
significativamente (Entrada 2-4 tabla 7). Por ello, se realizo la reaccion asistida por MW. Se
encontro que la mezcla de reaccion a 150°C durante 5 min, en presencia de 6 equivalentes de
45a, proporcion6 el compuesto 37a en un bajo rendimiento (Entrada 5 tabla 7). Cuando la
reaccion se realizé a 170°C durante 15 min se obtuvo un rendimiento moderado (Entrada 6

tabla 7), ademas, al utilizar tiempos mas largos y temperaturas mas altas no favorecio la
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cantidad de producto obtenido (Entrada 7 tabla 7). El cambio del disolvente dioxano por THF

tampoco mostré cambios significativos en el rendimiento (Entrada 8-9 tabla 7). Al aumentar

los equivalentes de 45a a 7.0 Eq durante 15 min, esto tuvo un efecto positivo en el

rendimiento (Entrada 10 tabla 7). Finalmente, se obtuvieron las mejores condiciones de

reaccion asistido por MW usando 7 Eq de 45a, 170°C durante 20 min, obteniendo el producto

objetivo con un 91% de rendimiento (Entrada 11 tabla 7).

Tabla 7. Determinacion de las condiciones Optimas para la sintesis del derivado de

acilfloroglucinol 37a.

Relacion
Entrada 36:45a Condiciones de Reaccion % Rend.
1 1.0:4.0 1,4-dioxano, A, 16 h 60
2 1.0:4.0 1,4-dioxano, A, 24 h 77
3 1.0:6.0 1,4-dioxano, A, 24 h 44
4 1.0:6.0 THF, A, 84 h 73
5 1.0:6.0 1,4-dioxano, MW, 150°C, 5 min 20
6 1.0:6.0 1,4-dioxano, MW, 170°C, 15 min 51
7 1.0:6.0 1,4-dioxano, MW, 180°C, 35 min 30
8 1.0:4.0 THF, MW, 170°C, 30 min 33
9 1.0:6.0 THF, MW, 170°C, 15 min 45
10 1.0:7.0 THF, MW, 170°C, 15 min 55
11 1.0:7.0 THF, MW, 170°C, 20 min 91

Estas condiciones de reaccion, se extrapolaron para obtener el compuesto 37b a partir del

acido cis-1-propen-1-ilboronico 45b, logrando 88% de rendimiento. La extension de este

procedimiento a los restantes organoboranos 45 no proporcion6 los mejores rendimientos,

para ello se buscaron otras condiciones en este paso de reaccion.
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La reaccion entre 36 y el éster pinacol del acido alilborénico asistido por MW a diferentes
condiciones, nunca mostr6 la formacion del compuesto 37g (ver seccion 2.4.2.5.7). Las
pruebas mediante calentamiento convencional a reflujo solo se realizaron con 45a, 45b y
45g, las mejores condiciones fueron encontradas con dioxano, 100 °C y tiempos de reaccion
mayores a 20h, obteniendo rendimientos de 77, 56 y 32% respectivamente. En general se
encontrd que los acoplamientos para la obtencion de los distintos derivados de
acilfloroglucinoles, se obtuvieron con mejor rendimiento realizando la reaccion asistido por

MW (Esquema 10), las condiciones y resultados son presentados en la tabla 8.

OBn O OBn O
[ 45a-f
Pd(PPhg), 20 mol%
BnO OBn THF: Sin Na;CO3 2% BnO OBn
36 Mw 37a-f

Esquema 10. Acoplamiento de Suzuki-Miyaura para la sintesis de derivados de

acilfloroglucinol 37 con irradiacion de MW.

Tabla 8. Condiciones Optimas de reaccion encontradas para la sintesis de derivados de

acilfloroglucinol 37a-g con irradiacion de MW.

Compuesto Organoborano E Disolvente T t %
q
37 45 THF:Na,CO; (°C) (min) Rend.
)%/\ -0,
a g\é— 7 1115 170 20 91
b ( 7 1:1.5 170 20 88
B(OH),
c 2L 12 150 20 79
B(OH),
H4CO.
d <L 3 12 150 20 86
B(OH),
CF,
e @ 3 12 150 20 65
B(OH),
[o]
f QL 12 150 20 73

B(OH),
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En el espectro de RMN 'H de 37b (Fig. 43), se observo un doblete a 6 = 6.32 ppm con
constante de acoplamiento J = 11.1 Hz y un multiplete a 6 = 5.91 ppm, estas dos sefales
indicaron una configuracion cis, y junto a la sefial de doble-doblete a 6= 1.59 ppm (J = 6.8,
1.6 Hz) confirmaron los protones de 2-Z-propenil (H-1", H-2"' y H-3"" respectivamente). De
igual forma, las demas sefiales de los diferentes protones se observaron con el mismo
desplazamiento y multiplicidad que los obtenidos en los espectros de RMN 'H de los
anteriores compuestos 36 y 40. Por su parte, en el espectro de RMN "°C para 37b, se observéd

la sefial a 6= 16.02 ppm correspondiente a C-3"" (Anexos- Fig. 12).
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Figura 43. Espectro de RMN 'H del compuesto 37b, tomado en CDCl;.

2.3.4 Sintesis de acilfloroglucinoles mediante desproteccion de grupos ésteres de bencilo

La sintesis de acilfloroglucinoles 38, se realizo a través de la escision de los grupos ésteres
de bencilo de los derivados de acilfloroglucinoles 37. Para ello, se ensayaron diferentes
condiciones de hidrogenolisis con 37a. Una de ellas consistio en usar Pd/C en CH,CL:EtOH
(2:1), al realizar el seguimiento por CCD no se observd la formaciéon de un nuevo producto.
Por esta razon, se ensayaron otras metodologias alternativas tales como Na'® CAN (Ceric

. . . . 166-16 168
ammonium nitrate por sus siglas en ingles) 7 0 FeCl3'®® con el fin de obtener los
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hidroxilos libres sin hidrogenar las cadenas laterales, sin embargo, solo con CAN se obtuvo
mezcla de productos monohidroxilados. Cuando se realizé la hidrogendlisis con Pd(OH),/C
(0.2 Eq) como catalizador, en CH,Cl, y 5 bar de presion durante 5 h, se observo la presencia
de un producto mayoritario por CCD, el cual correspondi6 al producto trihidroxilado objetivo
con un rendimiento del 41%. Posteriormente, se probaron diferentes condiciones aumentando
los equivalentes del catalizador y los tiempos de reaccion. Las mejores condiciones se
encontraron con Pd(OH),/C (0.25 Eq), 5 bar de presion de hidrégeno durante 10h. Este
procedimiento se extendid a 37b y 40, cuya reaccion procedid de manera similar. Los

rendimientos obtenidos se muestran en el esquema 11.

OBn O OH O

j@\)l\(\ Hag), 5 bar W
BnO OBn Pd(OH),/C25mol%  Ho OH

CH.Cl,
37a R =(CH3),C=CH 38a R =(CHj),CHCH, (85%)
37b R =CHp=CHCH; 38b R = CH3CH,CH, (96%)
40 R=H 46 R=H (72%)

Esquema 11. Condiciones 0ptimas de reaccion para la sintesis de acilfloroglucinoles.

Con el espectro de RMN 'H se confirmé la formacion del floroglucinol 38b como se observa
en la figura 44. Las sefiales de los protones 2-OH, 4-OH y 6-OH se observaron como tres
singuletes anchos a 0 = 13.48, 9.32 y 8.19 ppm, por el contrario, las sefiales de los protones
de bencilo del compuesto 37b desaparecen. Por otro lado, las sefiales de los protones
metilenos (H-1" y H-2") y metilo (H-3") aparecen a 6 = 2.49, 1.50 y 0.93 ppm
respectivamente, confirmando la hidrogenacion del doble enlace en el precursor 37b. En el
espectro RMN °C (Fig. 45) se observo el total de sefiales esperadas para el compuesto 37b.
La presencia de las cinco sefnales de carbonos cuaternarios en la region aromatica y un solo
carbono terciario a 6 = 94.4 ppm, confirma el proceso de reduccion y la estructura del

compuesto obtenido.
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2.3.5 Sintesis de dibenzofuranos acil polioxigenados mediante la ciclacion oxidativa de
fenoles sustituidos

El ultimo paso de reaccion fue la sintesis de andlogos de achyrofurano, por medio de la
ciclacion oxidativa de floroglucinoles disustituidos. Inicialmente, se realizaron pruebas con
distintos promotores de reaccion, tales como Pd(OAc), o Pd(OAc),/O; en 4cido acético'® y
también PIFA-BF;Et,0'"°, estas reacciones no mostraron por CCD la formacién del nuevo
compuesto. Por lo tanto, se empled la metodologia reportada por Keinan and Mazur '”', en
donde utilizan FeCls/Si0O,, el seguimiento por CCD mostrd la formacion de dos nuevos
productos correspondientes a 2,2'-bifenilo y dibenzofurano. El procedimiento consistidé en
mezclar FeCls anhidro con SiO; en CH,Cl; bajo agitacion constante a una temperatura de
40°C, posteriormente se adicion6 una solucion del compuesto 38b disuelta en la mezcla
diclorometano:acetonitrilo (3:1), la reaccion fue agitada a temperatura ambiente durante 18
min. Finalmente, el crudo de reaccion fue filtrado y purificado por CCD preparativa. El
dibenzofurano 39b fue obtenido con un rendimiento del 28%. Cabe resaltar, que parte del
compuesto quedd retenido en las placas cromatograficas. Estas condiciones de reaccion
fueron aplicadas a los fenoles 38a y 46 (ver seccion 2.4.2.6.3). En el caso de 46 la reaccion
no procedid, por el contrario, cuando se utiliz6 38a, se observod la formacion solamente del
bifenilo 47, por ello, fue necesario realizar otra aproximacion calentando a 50°C durante 7 h.

Después de varias purificaciones se obtuvo el producto 39a con un 7% de rendimiento

(Esquema 12).
OH O

OHHO O
_ FeCls/Si0,
HO OH
CH2(3|2 CH3CN o O
o o

38a R =(CH3),CHCH, O OH
38b R = CHyCH,CH, 39a R = (CHy).CHCH, (7%) 47 R = (CH),CHCH,
39b R = CHyCH,CH, (28%) 48 R = CH3CH,CH,

Esquema 12. Dimerizacion oxidativa biomimética para la sintesis de andlogos de

achyrofurano 39a-b.
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El compuesto 39b se obtuvo en forma de polvo amarillo. Los resultados de HR-ESI-MS en
modo negativo (Anexos- Fig. 13) mostraron un ion m/z 483.2399 (calculado para [CsH3607]
483.2383), confirmando la formacion del dibenzofurano tras dimerizacion y ciclacion
oxidativa. Los espectros de RMN 'H de los dibenzofuranos mostraron solo la mitad del
conjunto completo de sefiales, indicando probablemente una estructura simétrica para estos
compuestos. La figura 46 muestra el espectro de RMN 'H de 39b tomado en CDCl;, en el
cual se observo la sefial del proton del hidroxilo en posicion 7 o 3 (cuando se analiza como
una estructura simétrica), como un singulete a 6 = 14.25 ppm, ademas, aparece un multiplete
a 1.61 ppm que integra para tres protones, correspondiente a los hidrogenos del metileno en
C-2""y un hidrégeno diastereotopico en C-3'. Con ayuda del espectro de HSQC en CD;OD
(Anexos- Fig. 14) se identifico los diferentes protones en la estructura. Con la comparacion
entre los espectros de RMN °C, DEPT-135 y DEPT-90 tomados en CD;0D, se observaron
las sefiales esperadas para el compuesto, se destacan principalmente, la sefial de carbono
terciario a 0 = 46.38 ppm para C-2' y las sefales de carbonos cuaternarios aromaticos

(Anexos- Fig. 15).
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Figura 46. Espectro de RMN 'H del compuesto 39b, tomado en CDCl.
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La regiosustitucion se establecio por las correlaciones observadas en el espectro HMBC. Asi,
por ejemplo, para el compuesto 39b, las correlaciones detectadas para los protones H-1"y
proton 7 del grupo hidroxilo, corroboraron la posicion de los restos acilo en C-4 y C-6 y las
cadenas propilo en C-2 y C-8 (Fig. 47). Esto se analiz6 por medio de las correlaciones HMBC
entre H-1"" a 6 = 2.67 ppm con los carbonos C-7, C-8 y C-9 (6= 163.0, 113.6 y 166.3 ppm
respectivamente) y a su vez las correlaciones entre 7-OH con C-6, C-7 y C-8 (6 = 102.1,
163.0 y 113.6 ppm). Asi mismo, la correlacion a larga distancia entre 7-OH y el carbono
cuaternario 155.2 ppm y entre H-1" (6 = 1.31 ppm) con C-6 confirm¢ la posicion de estos
dos carbonos. Los espectros de HMBC para 39b tomados en diferentes disolventes (MeOD
y CDCls) son mostrados en Fig. 48 y 49.

Figura 47. Correlaciones claves en HMBC para el dibenzofurano 39b.
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Figura 49. Correlaciones HMBC mads importantes para el compuesto 39b en CD;0D.

De esta forma, la estructura del compuesto 39b se asign6 como 1,1'-(1,3,7,9-tetrahidroxi-2,8-
dipropildibenzo[b,d]furan-4,6-diil)bis(2-metilbutan-1-ona). La formacion de un solo
regioisomero podria explicarse considerando la conformacién minima de energia del
precursor bifenilo 48 (Fig. 51), que muestra dos enlaces de hidrogeno entre los grupos
carbonilo y los grupos hidroxilo en C-2 y C-2'. Ademas, se observa otros dos enlaces de
hidrégeno entre los hidroxilos OH-C-2 /OH-C-6' y OH-C-2' /OH-C-6. Todas estas
interacciones de enlaces de hidrogeno revelan una gran estabilidad para los bifenilos
formados y, probablemente en las condiciones de ciclacion, la ruptura de los enlaces de
hidrogeno mas débiles (OH-C-2 /OH-C-6' y OH- C-2' /OH-C-6) favorece la formacion del

anillo de furano que implica los hidroxilos en C-6 y C-6'.

Figura 50. Conformacién de energia minima para el bifenilo 48.

Finalmente, la sintesis total de los regioisdmeros andlogos de achyrofurano 39a y 39b fue
llevada a cabo en 7 pasos. Los compuestos 39a y 39b se obtuvieron con un rendimiento

global de 2 y 12% respectivamente' >,
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2.3.6 Actividad antibacteriana de acilfloroglucinoles y analogos de achyrofurano

La actividad antibacteriana de acilfloroglucinoles 38a-b, 46 y dibenzofuranos
polioxigenados 39a-b se determiné contra bacterias Gram-positivas clinicamente relevantes:
Staphylococcus aureus ATC25923 sensible a la meticilina (MSSA); S. aureus NRS402,
resistente a la meticilina (MRSA) e intermedio resistente a la vancomicina (VISA); y
Enterococcus faecalis ATCC29212, la cual ha ido adquiriendo también multiresistencia.
Ademas, se utilizo la referencia Saccharomyces cerevisiae cepa BY4741 y sus derivados para
comprobar la posible actividad citotdxica en células eucarioticas relacionadas con el dafio
del ADN, el dafio del citoesqueleto o estrés oxidativo. Los resultados se muestran en la tabla
9.

En general, los fenoles 38b y 46 mostraron resultados similares frente a bacterias Gram-
positivas, mientras que el compuesto 38a mostr6 un MIC mas bajo, sugiriendo que la
actividad se vio favorecida cuando hay sustitucion con prenilo en C-3. Al comparar las
actividades obtenidas de estos compuestos con el antibidtico vancomicina, los resultados
mostraron que los acilfloroglucinoles 38a, 38b y 46 son moderadamente activos contra
bacterias Gram-positivas. Por otro lado, los regioisomeros analogos de achyrofurano
mostraron buena actividad antibacteriana frente a las diferentes cepas resistentes, los valores
de MIC fueron cercanos a los obtenidos con el producto natural. El dibenzofurano 39a es tan
bueno como vancomicina MIC (4 uM) frente a la cepa NRS402 (VISA). No obstante, el
dibenzofurano 39b presentd una actividad antibacteriana interesante con valores de MIC 0.5
UM contra cepas ATCC25923 y ATCC29212, estos valores son mas bajos a los obtenidos
con achyrofurano, vancomicina y oxaciclina. En ninguno de los compuestos evaluados se

obtuvo inhibicion del crecimiento de S. cereviciae.

Adicionalmente, estos resultados muestran que cadenas ramificadas en C-2 y C-8 disminuyen
la actividad y que probablemente la actividad biologica estd relacionada con el anillo de
dibenzofurano polioxigenado. Sin embargo, es importante evaluar esta actividad biologica
con dibenzofuranos que no presenten cadenas de alquilo en C-2 y C-8 y ademés que no

presenten el resto a-metilbutirilo en C-4 y C-6, asi mismo, realizar estudios de docking
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molecular que ayuden a esclarecer la influencia de los sustituyentes y poder determinar la

relacidn estructura-actividad.

Tabla 9. Resultados de actividad antibacteriana y actividad citotoxica (MIC en uM o pg/mL)

de acilfloroglucinoles y regioisémeros analogos de achyrofurano.

Cepas variadas

Compuesto y/o ATCC29212 NRS402 ATCC25923 (S. cereviciae)”

Farmaco E. faecalis S. a. (VISA) S.a. (MSSA)

pM  pg/mL pM pg/mL pM pg/mL pM  pg/mL

OH O

M 64 1344 32 672 64 1344 128 >30
HO OH

46

OH O
m 32896 32 896 32 896 128 30

e
W 64 1613 64 1613 64 1613 128 30

2 1.08 4 2.16 4 2.16 >128 >30

0.5 0.24 0.5 0.24 0.5 0.24 >128 >30

Achyrofurano 9 0.5 028 025 0.14 0.5 0.28 >128 >30
Oxaciclina® 9.5 4 150 64 <03 <0.125 ND ND
Vancomicina®” 1.4 2 5.5 8 0.7 1 ND ND

“Estos antibi6ticos se usaron en un intervalo de 0.125 a 128 pg/mL, y la MIC representada en uM se calculd a
partir del peso molecular de sus formulaciones comerciales (oxacilina de sodio y clorhidrato de vancomicina).
La oxacilina es una versién mejorada de meticilina que ha sustituido a esta ultima en uso clinico. ND, no
determinado.

YEsta columna resume los resultados de cuatro cepas de S. cerevisiae: BY4741 (referencia de tipo salvaje),
rad524 rad94 (hipersensible al dafio del ADN), mad24 (hipersensible a la despolimerizacion de microtiibulos)
y yapiA (hipersensible al estrés oxidativo). Para la mayoria de los compuestos no hubo inhibiciéon del
crecimiento en absoluto: el crecimiento a 128 uM fue similar al control (DMSO 1% v/v) en las cuatro cepas.

Sélo los trifenoles 38a y 38b dieron un ligero retraso de crecimiento en yaplA4: Después de 24 h de incubacion,
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un crecimiento de 20-40% a 128 pM con respecto al DMSO (ni observado a 64 uM x 24h ni a 128 uM x 48h).

Esto indica que estos dos fenoles podrian ser estresores oxidativo débiles.
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2.4 SECCION EXPERIMENTAL

En esta seccion se describe las condiciones, equipos de medicion y la metodologia sintética,

que se emplearon para la preparacion y caracterizacion de los nuevos compuestos.

2.4.1 Instrumentacion general y reactivos

Todos los reactivos usados en la sintesis de los compuestos fueron adquiridos
comercialmente a excepcion del catalizador Pd(PPhs)s, sintetizado siguiendo la metodologia
de Coulson y col. '”. Los reactivos comerciales se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical
Co. y Alfa Aesar y se utilizaron en su forma comercial sin purificacion. Las reacciones de
hidrogenacion catalitica fueron realizadas en un aparato de hidrogenacion-agitador Anton-
Parr. Para las reacciones asistidas por microondas se utiliz6 un Biotage Initiator 2.5, usando
viales de vidrio sellados para microondas (2 a 5 mL) y un nivel de absorcion normal. El
analisis por CCD se desarrollo en placas de silica gel (20 x 20 cm) Polygram SIL G/UV 254,
usando una lampara UV (254 y 360 nm). Algunos productos fueron purificados por
cromatografia de columna sobre gel de silice Merck 60 de diametro 0.063 a 0.2 mm. La
preparacion de las columnas se realiz6 mediante los procedimientos habituales de
compactacion con el eluyente. Algunos compuestos fueron purificados con CCD-
preparativa, usando placas pre-recubiertas SIL G-100 UV 254 (Macherey-Nagel) y placas de
silica gel GF (20 x 20 cm) con base de vidrio y 1 mm de espesor (4naltech). La cromatografia
de exclusion por tamafio fue realizada con Sephadex LH-20. En la purificacion de los
dibenzofuranos se us6 HPTLC, Macherey-Nagel. Los espectros de RMN (1D y 2D) se
realizaron en espectrometros Bruker Avance (para RMN 'H a 500 o 600 MHz, y para RMN
C a 126 0 150 MHz). Los espectros de masas de baja resolucion fueron tomados en un
espectrometro VG Micromass ZAB-2F. Los espectros de HR-MS en modo positivo y
negativo fueron obtenidos en un equipo Micromass LCT-TOF Premier XE (Ion Trap-Time
Of Fligth) con ESI. Los espectros de IR se tomaron en un espectrofotdémetro Bruker IFS
28/55, depositando una pelicula del compuesto con CH,Cl, seco sobre un disco de NaCl. Los

puntos de fusion (P.f.) se midieron con un fusiémetro Biichi (B-540).
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2.4.2 Sintesis de derivados de floroglucinol

2.4.2.1 Sintesis de 1,3,5-triiltriacetatobenceno (43)

Siguiendo la metodologia reportada para la preparacion de este compuesto'™®, se afiadi6
anhidrido acético (15 mL, 0.16 mol) a una solucion de floroglucinol 41 (4.00 g, 31.7 mmol)
en piridina seca (20 mL). La mezcla de reaccion se calentd a reflujo a 130°C durante 14h.
Después de observar la precipitacion de un sélido, se elimino la piridina a presion reducida,
se hicieron lavados con metil terc-butil éter y se obtuvo el compuesto 43 (5.92 g, Rend.:

74%). Los datos obtenidos en RMN fueron confirmados con los reportados en la literatura' ™.

2.4.2.2 Sintesis de 1,3,5-tris(benciloxi)benceno (42)

Siguiendo la metodologia de Baziny col. "%, se disolvié el triacetato 43 (2.00 g, 7.93 mmol)
junto con bromuro de bencilo (3.40 mL, 28.0 mmol) e hidruro de sodio (60% en aceite
mineral, 2.30 g, 57.5 mmol) en DMF (30 mL). La mezcla de reaccion fue enfriada a 0°C, se
agreg6 agua (0.42 mL, 23.3 mmol) gota a gota con una jeringa y se observo la liberacion de
gas. La reaccion fue agitada a temperatura ambiente durante 12h. Posteriormente, se vertio
la mezcla de reaccion sobre agua (20 mL) y se extrajo la fase acuosa con AcOEt (3 x 20 mL).
Las fases organicas combinadas fueron lavadas con salmuera, secadas sobre MgSQO, anhidro,
filtradas y concentradas a presion reducida. Finalmente, el residuo obtenido se recristalizé en

metanol y se obtuvo el compuesto 42 (2.94 g, Rend.: 94%)'”.

2.4.2.3 Sintesis de 2-metil-1-(2,4,6-tris(benciloxi)fenil)butan-1-ona (40)

En un balén seco, se mezcld anhidrido trifluoroacético (2.42 mL, 17.2 mmol) y acido (+)-2-
metilbutirico (1.60 mL, 14.4 mmol). Después de 2 h de agitacion vigorosa a temperatura
ambiente, la solucion amarilla fue enfriada en un bafio de hielo a 0°C y una soluciéon de
floroglucinol tribencilado 41 (700 mg, 1.77 mmol) en CH,Cl, (25 mL) fue adicionada
lentamente. La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente durante 1h.
Posteriormente, la reaccion fue detenida con NaHCOj acuoso saturado (20 mL) y agitada por
4 h mas, hasta que termino la liberacion de gas. La fase acuosa se extrajo con AcOEt y las

fases orgédnicas combinadas se secaron con MgSQOs, se filtraron y concentraron a presion
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reducida. Finalmente, el crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna de
silica gel (eluyente: n-hexano/éter dietilico 9:1) y se obtuvo el compuesto 40 (604 mg, Rend.:

71%).

2.4.2.4 Sintesis de 1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-iodofenil)-2-metilbutan-1-ona (36)

El compuesto acilado 40 (488 mg, 1.02 mmol) fue disuelto en diclorometano seco (40 mL)
y la disolucién fue enfriada a 0°C. Después, se adiciono lentamente N-yodosuccinimida (589
mg, 2.54 mmol) en CH,Cl, (80 mL) utilizando un embudo de adicioén de presion compensada.
Seguidamente, se agregd acido trifluoroacético (0.048 mL, 0.621 mmol) en cuatro porciones
cada 2 h con una jeringa. La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente durante
aproximadamente 48 h hasta el consumo del compuesto de partida (monitoreada por CCD).
La reaccion se detuvo afiadiendo Na,S,03 acuoso saturado (50 mL). La fase acuosa se extrajo
con CH,Cl, y las fases organicas combinadas se lavaron con solucion de salmuera, se secaron
con MgSO0y, se filtraron y concentraron a presion reducida. El residuo organico se re-disolvio
con AcOEt y se precipitd la succinimida adicionando n-hexano. El sélido se filtré y el
disolvente se elimind a presion reducida. Finalmente, el residuo resultante se recristalizo
usando la mezcla éter dietilico: n-hexano (5:1) y se obtuvo el compuesto 36 (597 mg, Rend.:

97%).

2.4.2.5 Procedimiento general para la sintesis de derivados de acilfloroglucinol mediante
la reaccion de Suzuki-Miyaura

Meétodo A. Usando calentamiento convencional: El compuesto iodado 36, el correspondiente
organoborano (4cido bordnico o éster borénico adicionando 4 Eq), el catalizador Pd(PPh;)4
(20 mol %) y una solucion de Na,CO;3; acuoso al 2% (4 equivalentes con respecto al
organoborano) como base, fueron adicionados sucesivamente en un baléon con agitador
magnético y disueltos en 1,4-dioxano bajo atmoésfera de argoén. Luego, la mezcla fue
calentada a reflujo durante 24h aproximadamente. La reaccion fue monitoreada por CCD y
se detuvo al observar el consumo del organoborano. Posteriormente, la reaccion fue llevada

a temperatura ambiente y se realizd una extraccion agregando agua y AcOEt. Las fases
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organicas combinadas fueron secadas con MgSO,, filtradas y concentradas a presion
reducida. Se realiz6 el mismo proceso de purificacion usado en el anterior método para el

crudo de reaccion.

Meétodo B. Usando calentamiento asistido por microondas: El compuesto iodado 36, el
correspondiente organoborano (4cido bordnico o éster boronico adicionando de 3-7 equiv.),
el catalizador Pd(PPhs3)4 (20 mol%) y una soluciéon de Na,COj; acuoso (1.5 mL, 0.289 mmol)
como base, fueron adicionados sucesivamente en un tubo sellado con agitador magnético y
disueltos en THF o 1,4-dioxano bajo atmoésfera de argon. Después, la mezcla de reaccion fue
calentada entre 150 a 170°C, usando calentamiento asistido por microondas. La reaccion fue
monitoreada por CCD y se detuvo al observar el consumo del compuesto iodado 36.
Posteriormente, se realizd una extraccion agregando agua y AcOEt. Las fases organicas
combinadas fueron secadas con MgSQy, filtradas y concentradas a presion reducida. El crudo
de reaccion fue purificado directamente en una placa de CCD preparativa (SiO;) para

proporcionar el compuesto deseado.

2.4.2.5.1 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(3-metilbut-2-enil)fenil]butan-1-ona
(37a)

A. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (20.3 mg, 0.033 mmol), éster
pinacol del acido 3-metil-2-butenilboronico 45a (0.054 mL, 0.23 mmol), Pd(PPhs)4 (7.7 mg,
0.007 mmol) y una solucién acuosa de Na,COs al 2% (1.5 mL, 0.289 mmol) en THF (1.0
mL), irradiada a 170°C por 20 min, formo el compuesto 37a (17.7 mg, Rend.: 97%). En la
purificacion se usdé como eluyente la mezcla n-hexano/AcOEt (9:1). B. Siguiendo el
procedimiento general, la reaccion entre 36 (20.0 mg, 0.033 mmol), éster pinacol del 4cido
3-metil-2-butenilborénico 45a (0.030 mL, 0.132 mmol), Pd(PPh;3)4 (7.6 mg, 0.007 mmol) y
una solucion de Na,COs acuosa al 2% (2.8 mL, 0.538 mmol) en 1,4-dioxano (3.0 mL) a
reflujo por 24h, form6 el compuesto 37a (13.8 mg, Rend.: 77%). En la purificacion se usod

como eluyente la mezcla n-hexano/CH,Cl, (1:1).
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2.4.2.5.2 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-(Z)-propenil)fenil]butan-1-ona
(37b)

A. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (24.8 mg, 0.041 mmol), éster
pinacol del acido cis-1-propen-1-ilboronico 45b (14.8 mg, 0.164 mmol), Pd(PPhs)4 (9.5 mg,
0.008 mmol) y una solucién acuosa de Na,COs al 2% (3.46 mL, 0.667 mmol) en 1,4-dioxano
(4.0 mL), a reflujo por 24h, form6 el compuesto 37b (12.0 mg, Rend.: 56%). En la
purificacion se usé como eluyente la mezcla n-hexano/AcOEt (7:3). B. Siguiendo el
procedimiento general, la reaccion entre 36 (22.7 mg, 0.037 mmol), éster pinacol del 4cido
cis-1-propen-1-ilboronico 45b (23.7 mg, 0.26 mmol), Pd(PPhs)4 (8.7 mg, 0.007 mmol) y una
solucion acuosa de Na,COs al 2% (1.5 mL, 0.289 mmol) en THF (1.0 mL), a 170°C por 20
min, formé el compuesto 37b (17.2 mg, Rend.: 88%). En la purificaciéon se us6 como

eluyente la mezcla n-hexano/AcOEt (7:3).

2.4.2.5.3 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-fenil)fenil] butan-1-ona (37c)

B. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (22.5 mg, 0.037 mmol), &cido
fenilboronico 45¢ (14.3 mg, 0.111 mmol), Pd(PPhs)4 (8.6 mg, 0.007 mmol) y una solucién
acuosa de Na,COs al 2% (1.5 mL, 0.289 mmol) en THF (0.7 mL), a 150°C por 20 min, formé
el compuesto 37¢ (16.2 mg, Rend.: 79%). En la purificacion se us6 como eluyente la mezcla

n-hexano/AcOEt (9:1).

2.4.2.5.4 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-(4 ’-metoxi)fenil)fenil]butan-1-ona
(37d)

B. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (23.4 mg, 0.039 mmol), 4cido 4-
metoxifenilboronico 45d (18.5 mg, 0.116 mmol), Pd(PPhs)4 (8.9 mg, 0.008 mmol) y una
solucion acuosa de Na,COs al 2% (1.5 mL, 0.289 mmol) en THF (0.7 mL), a 150°C por 20
min, formé el compuesto 37d (19.8 mg, Rend.: 86%). En la purificacion se us6 como

eluyente la mezcla n-hexano/AcOEt (9:1).
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2.4.2.5.5 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-(4 -trifluorometil)fenil)fenil]
butan-1-ona (37e)

B. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (28.0 mg, 0.046 mmol), 4cido 3-
trifluorometilfenilboronico 45e (26.3 mg, 0.139 mmol), Pd(PPh;3)4 (10.7 mg, 0.009 mmol) y
una solucién acuosa de Na,COs al 2% (1.5 mL, 0.289 mmol) en THF (0.7 mL), a 150°C por
20 min, formé el compuesto 37e (18.7 mg, Rend.: 65%). En la purificacion se us6 como

eluyente la mezcla n-hexano/AcOEt (9:1).

2.4.2.5.6 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(3-furanil)fenil] butan-1-ona (37f)

B. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (20.0 mg, 0.033 mmol), 4cido 3-
furanilborénico 45f (11.4 mg, 0.099 mmol), Pd(PPhs)4 (22.8 mg, 0.019 mmol) y una solucién
acuosa de Na,COs al 2% (1.5 mL, 0.289 mmol) en THF (0.7 mL), a 150°C por 20 min, formé
el compuesto 37f (13.1 mg, Rend.: 73%). En la purificacion se usé como eluyente la mezcla

n-hexano/AcOEt (9:1).

2.4.2.5.7 Sintesis de 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(2-alil)fenil ]| butan-1-ona (37g)

A. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion entre 36 (33.3 mg, 0.055 mmol), éster
pinacol del acido alilborénico (0.042 mL, 0.219 mmol), Pd(PPh3)4 (12.7 mg, 0.011 mmol),
TBAF (0.011 mL, 0.011 mmol) y una solucién acuosa de Na,COs al 2% (4.6 mL, 0.878
mmol) en 1,4-dioxano (4.0 mL), a reflujo por 20h, formé el compuesto 37g (9.0 mg, Rend.:

32%). En la purificacion se us6é como eluyente la mezcla n-hexano/AcOEt (8:2).

2.4.2.6 Procedimiento general para la obtencion de acilfloroglucinoles

En un tubo de ensayo se depositaron, el compuesto acoplado y el catalizador Pd(OH),/C (25
mol %), después fueron disueltos en CH,Cl, o THF (4 mL). La mezcla de reaccion fue
hidrogenada bajo una presion de 5 bar y a temperatura ambiente hasta la formacion de un
solo producto (monitoreado por CCD). La suspension resultante fue filtrada sobre celita con

CH,Cl,, AcOEt y MeOH como eluyentes y concentrada a presion reducida. El crudo de
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reaccion fue purificado directamente por cromatografia de exclusion por tamafio usando

Sephadex LH-20 y eluyendo con n-hexano: CH,Cl,: MeOH (2:2:1).

2.4.2.6.1 Sintesis de 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxi-3-isopentilfenil) butan-1-ona (38a)

Siguiendo el procedimiento general la reaccion entre 37a (188.0 mg, 0.086 mmol),
Pd(OH),/C (20% p/p, 60.1 mg, 0.086 mmol) en CH,Cl, (3 mL) form6 el compuesto 38a (82.0

mg, Rend.: 85%). La hidrogenaciéon se mantuvo por Sh.

2.4.2.6.2 Sintesis de 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxi-3-propifenil) butan-1-ona (38b)

Siguiendo el procedimiento general la reaccién entre 38a (186.0 mg, 0.357 mmol),
Pd(OH),/C (20% p/p, 62.7 mg, 0.089 mmol) en CH,Cl, (4 mL) formé el compuesto 38b (86.1

mg, Rend.: 96%). La hidrogenacion se mantuvo por Sh.

2.4.2.6.3 Sintesis de 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxifenil) butan-1-ona (46)

Siguiendo el procedimiento general la reaccion entre 40 (195.0 mg, 0.408 mmol), Pd(OH),/C
(20% p/p, 71.6 mg, 0.102 mmol) en THF (4 mL) formo6 el compuesto 46 (62.0 mg, Rend.:
72%). La hidrogenacién se mantuvo por 14h. Los datos obtenidos en RMN fueron

confirmados con los reportados en la literatura' .

2.4.3 Sintesis de dibenzofuranos acil polioxigenados

2.4.3.1 Sintesis de 1,1'-(1,3,7,9-tetrahidroxi-2,8-diisopentildibenzo/b,d|furan-4,6-
diil)bis(2-metilbutan-1-ona) (39a)

En un baldén seco, se prepard una suspension de FeCl; anhidro (293.2 mg, 1.75 mmol) en
Si0, (4.38 g, 73.0 mmol) en CH,Cl, (13.5 mL) bajo agitaciéon a 40°C y en atmosfera de
argon. Después, se adiciond gota a gota una solucion de fenol 38a (119.9 mg, 0.428 mmol)
en CH,CL:CH3CN (3:1) (1.4 mL). Seguidamente, la reaccioén fue agitada vigorosamente y
colocada a reflujo a 50°C durante 7 h (monitoreada por CCD). La mezcla de reaccion fue

filtrada sobre celita con CH,Cl, y concentrada a presion reducida. El residuo obtenido fue
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purificado primero por cromatografia preparativa en capa delgada (SiO,) y luego por HPTLC
(High-performance thin-layer chromatography por sus siglas en ingles). En las dos
purificaciones se us6 como eluyente la mezcla n-hexano: AcOEt (7:3) y se obtuvo el

dibenzofurano 39a (8.2 mg, Rend.: 7%).

2.4.3.2 Sintesis de 1,1'-(1,3,7,9-tetrahidroxi-2,8-dipropildibenzo[b,d]furan-4,6-diil) bis(2-
metilbutan-1-ona) (39b)

En un balén seco, se prepard una suspension de FeCls anhidro (201.3 mg, 1.20 mmol) en
SiO; (3.01 g, 50.2 mmol) en CH,Cl, (15 mL), bajo agitacion a temperatura ambiente y en
atmosfera de argon. Después, se adiciond gota a gota una solucion de fenol 38b (74.1 mg,
0.294 mmol) en CH,Cl,:CH;CN (3:1) (1.47 mL). Seguidamente, la reaccioén fue agitada
vigorosamente durante 18 min a temperatura ambiente (monitoreada por CCD). La mezcla
de reaccion fue filtrada sobre celita con CH,Cl, y concentrada a presion reducida. El residuo
obtenido fue purificado primero por cromatografia preparativa en capa delgada (SiO,) y
luego por HPTLC. En las dos purificaciones se us6 como eluyente la mezcla n-hexano:

AcOEt (7:3) y se obtuvo el dibenzofurano 39b (20.0 mg, Rend.: 28%).

2.4.4 Caracterizacion de compuestos obtenidos (Anexos)

2.4.5 Evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos sintetizados
acilfloroglucinoles y dibenzofuranos

2.4.5.1 Cepas bacterianas

Los estudios de actividad antibacteriana de los compuestos obtenidos fueron llevados a cabo
en la Unidad de Investigacion, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria,
Tenerife- Espafia, en colaboracion con el Instituto Universitario de Bio-organica Antonio
Gonzalez de la Universidad de La Laguna. Se selecciond un conjunto de bacterias
representativas cuya importancia clinica en la resistencia a multiples antibioticos es
ampliamente reconocido. Se utiliz6 bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus
sensible a la meticilina ATCC25923 (MSSA); Staphylococcus aureus resistente a la

meticilina NRS402, que también es intermedio resistente a la vancomicina (VISA); y
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Enterococcus faecalis ATCC29212. Las diferentes cepas bacterianas fueron almacenadas a
-80 °C en caldo de infusion de corazén cerebral con glicerol al 20%. Las cepas se revivieron

con caldo BHI (infusion de corazén cerebral) y se incubaron a 37 °C durante la noche.

2.4.5.2 Determinacion de concentracion minima inhibitoria (MIC)

La actividad antimicrobiana se determiné siguiendo el método estandar de microdilucion en
caldo descrito por el Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico'”’. La MIC se
determind midiendo el crecimiento bacteriano después de 24 h. La suspension bacteriana se
normalizé a continuacion en caldo Mueller-Hinton (MH) y se afiadid a diluciones en serie
1:2 de cada compuesto y antibioticos de control. El intervalo de concentraciones fue de 0.125
a 128 (uM para los compuestos ensayados y pg/mL para oxacilina de sodio y clorhidrato de
vancomicina) y el volumen final fue de 200 pL (en microplaca de 96 pocillos). El tamafo

del indculo fue de 1x10° UFC/mL para todas las bacterias.
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CONCLUSIONES

Area de quimica de productos naturales:

e Se determind que la concentraciéon minima insecticida del extracto de diclorometano
de hojas de T. diversifolia, a la cual tiene actividad sobre hormigas de A. cephalotes

es 500 ppm, pues esta concentracion causoé el 70% de mortalidad en 9 dias.

¢ Elextracto de diclorometano de hojas de T diversifolia a 1000 ppm presentd la mayor
actividad insecticida al causar el 70% de mortalidad de obreras de A. cephalotes a los

cinco dias post-ingestion.

e Laactividad acetilcolinesterasa de extractos de acetato de etilo y diclorometano (ICs
65.63 y 73.92 ng/mL, respectivamente) de hojas de 7. diversifolia, fueron mas bajos
que aquellos de las fracciones de diclorometano, demostrando que la actividad
acetilcolinesterasa es mas potente cuando se usa el extracto crudo y no fracciones

depuradas.

e Laactividad insecticida de 7. diversifolia sobre A. cephalotes, es debida a metabolitos
secundarios inhibidores de la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa, lo cual
concuerda con la falta de movimiento e inactividad observada en las hormigas en los

bioensayos.

e Del extracto butandlico de las hojas 7. diversifolia se aislaron, un nuevo derivado de
acido cafeico, acido (E)-3-(((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)metil)-2-metiloxirane-
2-carboxilico (1) y 6 acidos -cafeoilquinicos conocidos, dacido 4,5-di-O-
dicafeoilquinico (2), acido 3,4-di-O-dicafeoilquinico (3), acido 3,5-di-O-
dicafeoilquinico (4), acido 3-O-cafeoilquinico (5), acido 4-O-cafeoilquinico (6) y
acido 5-O-cafeoilquinico (7). Adicionalmente, el compuesto 1 es reportado por

primera vez en la literatura y los compuestos 2 y 3 por primera vez en 7. diversifolia.
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La capacidad antioxidante determinada con el radical DPPH, mostré que los
compuestos dicafeoilquinicos 2 y 3 son mas activos que los monocafeoilquinicos 5,
6 y 7, sugiriendo que la actividad se ve favorecida cuando se tiene dos grupos
dicafeoilos en la molécula. En cuanto a la actividad antioxidante del compuesto 1,
presentd un valor de FRSsy de 43.8 + 0.42 uM, mostrando que es débilmente activo

en comparacion al valor encontrado por el control quercetina.

La mejor capacidad captora de radicales libres DPPH entre isomeros acidos
monocafeoilquinicos 5, 6 y 7 (3-CQA 36.5 + 3.22, 4-CQA 101.8 £ 4.03 y 5-CQA
37.5 = 0.37 uM respectivamente), es obtenida con las posiciones 3- y 5-O-,

confirmando los resultados encontrados en la literatura.

Se determino6 el poder antioxidante reductor de hierro (FRAP) de los diferentes
compuestos. El compuesto 2 (4,5-diCQA) mostrd un poder antioxidante moderado
(3.4 £ 0.53 uM FeSO,4.7H,0O/uM), indicando que la posicion sustituida 4,5- (eq, eq)

ayuda a la reduccion de Fe" a Fe™ en di-CQA.

Area de sintesis orgénica:

El acoplamiento de Susuki-Miyaura entre organoboranos, el compuesto yodado (1-
[2,4,6-tris(benciloxi)-3-iodofenil)-2-metilbutan-1-ona) y Pd(Ph;)4 bajo radiacion de
microondas usando THF con tiempos de reaccion menores a 20 min, permitio el
acceso a una nueva serie de derivados acilfloroglucinoles 37a-j. Este protocolo
representa un método versatil y rapido para la preparacion de este tipo de compuestos

con buenos rendimientos (65-91%).

Se prepararon dos nuevos floroglucinoles disustituidos, 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxi-3-
isopentilfenil)butan-1-ona 38a y 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxi-3-propilfenil)butan-1-
ona 38b con buenos rendimientos 85 y 96% respectivamente, por medio de una
reaccion de hidrogendlisis entre derivados acilfloroglucinoles 37 con Pd(OH),/C

como catalizador.
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*

Se sintetizaron dos nuevos dibenzofuranos polioxigenados simétricos 1,1'-(1,3,7,9-
tetrahidroxi-2,8-diisopentildibenzo[ b, d]furan-4,6-diil)bis(2-metilbutan-1-ona) 39a y
1,1'-(1,3,7,9-tetrahidroxi-2,8-dipropildibenzo[ b, d]furan-4,6-diil )bis(2-metilbutan-1-

ona) 39b a partir de floroglucinol, mediante una secuencia de 7 pasos de reaccion con

un rendimiento global de 2 y 12% respectivamente.

La actividad antimicrobiana frente a cepas resistentes de S. aureus de los
floroglucinoles 38a-b, 46 y los dibenzofuranos acil polioxigenados 39a-b, mostraron
que todos los compuestos presentan actividad frente a bacterias Gram-positivas. Los
compuestos 38a-b y 46 son moderadamente activos y 39b es muy activo en
comparacion al antibiotico vancomicina. El dibenzofurano 39b presento interesantes
valores de inhibicion (0.5 uM) contra las cepas ATCC25923 y ATCC29212, siendo
estos valores iguales a los obtenidos por el producto natural achyrofurano y en
algunos casos mas bajos a los obtenidos con oxaciclina (0.3 y 9.5 uM) y

vancomicina (0.7 y 1.4 uM).
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ANEXOS

CAPITULO 1. ACTIVIDAD INSECTICIDA Y ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS
DE HOJAS DE Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

A menudo se asume, de forma muy razonable, que el error no explicado tiene la propiedad
de seguir una distribucion Normal con varianza homogénea. Sin embargo, puede suceder que
la variable objetivo no sea continua, o ni siquiera cuantitativa. De esta manera los errores no
pueden ser Normales. Esta generalizacion da lugar a los modelos lineales generalizados
(GLM) que pueden emplearse en situaciones donde la variable respuesta de interés es binaria
(vivo/muerto), proporcional (porcentaje de mortalidad) o de conteo (nimero de sujetos que

presentan cierto evento).

Otra posible generalizacion consiste en reducir restricciones sobre los errores manteniendo
sin embargo la propiedad de Normalidad, es decir, contemplando errores no independientes
que se pueden obtener al observar un sujeto repetidamente en el tiempo dando origen a una
estructura de correlacion entre las respuestas de un mismo sujeto. Esta generalizacion, que
permite dotar de estructura a la dependencia de los errores del modelo, da lugar a los modelos
lineales mixtos (MIXED), los cuales incorporan tanto factores de interés fijos (Tratamientos)

como factores aleatorios (por ejemplo: medidas en el tiempo).
Los modelos lineales generalizados y los modelos mixtos pueden ser fusionados dando lugar

a los modelos lineales mixtos generalizados (GLMM), los cuales constituyen una

. ., , 7 178
combinacion natural de dos lineas de modelacion 7%,
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Tabla 1.1 Analisis de devianza en el experimento de ingestion con DMSO y CMC.

Respuesta: Mortalidad en hormigas

Estadistico Grados de
Factor Valor-p
Chi-Cuadrado Libertad

Sustancia 155.28 5 <2.2E-16

Dia 717.49 13 <2.2E-16

Tabla 1.2 Pruebas de comparacion multiple en el experimento de ingestion con DMSO y

CMC.

Odds ratio - OR

Comparacion Intervalo de Confianza al 95%
Estimado

Limite Inferior Limite Superior

CMC 0.25% vs Control 0.68 0.25 1.86
CMC 0.5% vs Control 233 0.85 6.38
DMSO 0.5% vs Control 1.80 0.65 4.94
DMSO 1% vs Control 8.29 2.97 23.15
DMSO 3% vs Control 45.76 15.03 139.33
CMC 0.5% vs CMC 0.25% 3.44 1.26 9.40
DMSO 0.5% vs CMC 0.25% 2.65 0.96 7.26
DMSO 1% vs CMC 0.25% 12.22 4.38 34.07
DMSO 3% vs CMC 0.25% 67.43 22.17 205.16
DMSO 0.5% vs CMC 0.5% 0.77 0.28 2.11
DMSO 1% vs CMC 0.5% 3.55 1.28 9.87
DMSO 3% vs CMC 0.5% 19.61 6.49 59.23
DMSO 1% vs DMSO 0.5% 4.62 1.65 12.89
DMSO 3% vs DMSO 0.5% 25.47 8.37 77.50
DMSO 3% vs DMSO 1% 5.52 1.81 16.83

132



Tabla 2.1 Analisis de devianza en el experimento de contacto con DMSO y CMC.

Respuesta: Mortalidad en hormigas

Estadistico Grados de
Factor Valor-p
Chi-Cuadrado  Libertad

Sustancia 70.039 5 1.006E-13

Dia 363.220 13 <2.2E-16

Tabla 2.2 Pruebas de comparacion multiple en el experimento de contacto con DMSO y

CMC.

Odds ratio - OR

Comparacion Intervalo de Confianza al 95%
Estimado

Limite Inferior Limite Superior

CMC 0.125% vs Control 3.97 0.64 24.59
CMC 0.25% vs Control 1.51 0.23 9.89
DMSO 0.5% vs Control 21.24 3.47 130.13
DMSO 1% vs Control 17.29 2.75 108.58
DMSO 3% vs Control 85.63 13.47 544.34
CMC 0.25% vs CMC 0.125% 0.38 0.06 2.34
DMSO 0.5% vs CMC 0.125% 5.35 0.94 30.53
DMSO 1% vs CMC 0.125% 4.36 0.74 25.53
DMSO 3% vs CMC 0.125% 21.59 3.66 127.40
DMSO 0.5% vs CMC 0.25% 14.03 2.31 85.05
DMSO 1% vs CMC 0.25% 11.42 1.84 70.97
DMSO 3% vs CMC 0.25% 56.57 9.00 355.65
DMSO 1% vs DMSO 0.5% 0.81 0.14 4.67
DMSO 3% vs DMSO 0.5% 4.03 0.71 22.96
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DMSO 3% vs DMSO 1% 4.95 0.84 29.22

Tabla 3.1 Analisis de devianza en el experimento de ingestion con extractos de 7. diversifolia

a 1000 ppm.

Respuesta: Mortalidad en hormigas

Estadistico Grados de
Factor Valor-p
Chi-Cuadrado  Libertad

Extracto 26.011 5 8.882E-05

Dia 361.968 13 <2.2E-16

Tabla 3.2 Pruebas de comparacion multiple en el experimento de ingestion con extractos de

T. diversifolia a 1000 ppm.

Odds ratio - OR

Comparacién Intervalo de Confianza al 95%
Estimado

Limite Inferior Limite Superior

Hexano vs Control 1.31 0.42 4.07
Metanol vs Control 0.99 0.31 3.16
Diclorometano vs Control 3.82 1.04 14.07
Acuoso vs Control 0.74 0.23 2.39
CMC 0.166% vs Control 0.42 0.14 1.28
Metanol vs Hexano 0.75 0.24 2.35
Diclorometano vs Hexano 2.92 0.82 10.39
Acuoso vs Hexano 0.57 0.17 1.91
CMC 0.166% vs Hexano 0.32 0.10 1.00
Diclorometano vs Metanol 3.88 1.19 12.66
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Acuoso vs Metanol 0.75 0.24 2.33

CMC 0.166% vs Metanol 0.43 0.14 1.33
Acuoso vs Diclorometano 0.19 0.06 0.68
CMC 0.166% vs Diclorometano 0.11 0.03 0.41
Acuoso vs CMC 0.166% 0.57 0.18 1.82

Tabla 4.1 Analisis de devianza en el experimento de contacto con extractos de 7. diversifolia

a 1000 ppm.

Respuesta: Mortalidad en hormigas

Estadistico Grados de
Factor Valor-p
Chi-Cuadrado  Libertad

Extracto 26.606 5 0.000166

Dia 579.308 13 <2.2E-16

Tabla 4.2. Pruebas de comparacion multiple en el experimento de contacto con extractos de

T. diversifolia a 1000 ppm.

Odds ratio - OR

Comparacién Intervalo de Confianza al 95%
Estimado

Limite Inferior Limite Superior

Hexano vs Control 0.68 0.26 1.76
Metanol vs Control 0.66 0.25 1.72
Diclorometano vs Control 0.38 0.15 0.91
Acuoso vs Control 0.24 0.10 0.59
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CMC 0.166% vs Control 0.54 0.21 1.36

Metanol vs Hexano 0.98 0.35 2.74
Diclorometano vs Hexano 0.55 0.19 1.65
Acuoso vs Hexano 0.35 0.12 1.01

CMC 0.166% vs Hexano 0.79 0.27 2.32
Diclorometano vs Metanol 0.57 0.19 1.71
Acuoso vs Metanol 0.36 0.13 1.03

CMC 0.166% vs Metanol 0.81 0.28 2.37
Acuoso vs Diclorometano 0.63 0.22 1.81
CMC 0.166% vs Diclorometano 1.43 0.50 4.12
CMC 0.166% vs Acuoso 2.26 0.78 6.53

Hojas de Tithonia diversifolia

Extraccion con ultrasonido

Extracto n-hexano, Td 1 Marco

Extraccion con ultrasonido
Extracto acetona:agua 7:3, Td 2

Extraccion liquido-liquido

Extracto CH,Cl,, Td 2.1 Extracto AcOEt, Td 2.2 Extracto BuOH, Td 2.3 Residuo acuoso, Td 2.4

Figura 1. Metodologia empleada para la obtencion de extractos de Tithonia diversifolia.
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HPLC-MS en modo positivo del compuesto 1
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Figura 5. Espectros de HR-ESI-MS en modo negativo del compuesto 4.
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Figura 6. Correlacion HMBC més importante del compuesto 3 en CDs;OD.

Tabla 5. Componentes necesarios para preparacion de dieta artificial.

Agar Dieta g/L | g/100 cm’
Glucosa 50 5
Bactopeptona 10 1
Ext. de levadura 1 0,1
Agar Agar 15 1,5
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Tabla 6. Disefio experimental usado en los bioensayos contra A. cephalotes.

Tratamien DMSO y CMC Extractos de T. diversifolia a 1000 ppm Comparacion Ext. Diclorometano
to Ingestion Contacto Ingestiéon Contacto Ingestion
T1 Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
T2 Dieta + CMC 0.25% CMC 0.125% Dieta + C1 C2 Dieta + C1
T3 Dieta + CMC 0.5% CMC 0.25% Dieta+ Td 1 en C1 Td 1 en C2 Dieta + Td 2.1 (250 ppm) en C1
T4 Dieta + DMSO 0.5% DMSO 0.5% Dieta+ Td 2 en C1 Td 2 en C2 Dieta + Td 2.1 (500 ppm) en C1
TS Dieta + DMSO 1% DMSO 1% Dieta+ Td 2.1 en C1 Td 2.1 en C2 -
T6 Dieta + DMSO 3% DMSO 3% Dieta+ Td 2.4 en C1 Td 2.4 enC2 -

C1: CMC a una concentracion de 0.1666%, C2: CMC a una concentracion de 0.125%.

144



Caracterizacion de derivados de dcido cafeico

Acido (E)-3-(((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil) oxi)metil)-2-metiloxirano-2-carboxilico (1).
Solido amarillo; [a]p™ -9.02 (¢=3.66 x 107, MeOH); UV (MeOH) Amax (log &) 290 (2.90),
320 (3.00) 325 (3.02); RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) y RMN "°C (100 MHz, MeOD-d,)
ver tabla 3. [+] HPLC-MS m/z 295 [M+H]", 313 [M+H+H,0]"; [-] HPLC-MS m/z 293
[M—H], 339 [M-H+HCOOH]". Modo negativo HR-ESI-MS m/z 311.0780 (Calculado para
[C14 Hi4 O7 —H+H,07, 311.0772).

Acido 4,5-dicafeoilquinico (2). Solido amarillo; [a]p™ -2.30 (¢c=4.66 x 10, MeOH); UV
(MeOH) Amax (log €) 290 (2.07), 320 (2.22) 325 (2.26); RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) &
ppm: 7.62 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-7"), 7.55 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-7"), 7.05 (1H, dd, J= 1.1,
0.28 Hz, H-2"), 7.05 (1H, dd, J = 1.4, 0.4 Hz, H-2"), 6.94 (1H, dd, J = 8.4, 1.1 Hz, H-6"),
6.94 (1H, dd, J = 8.4, 1.4 Hz, H-6'), 6.78 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5'), 6.78 (1H, d, J =8.4 Hz,
H-5"), 6.31 (1H, d, J=16.0 Hz, H-8"), 6.22 (1H, d, J=16.1 Hz, H-8"), 5.66 (1H, ddd, J=9.7,
9.5, 5.1 Hz, H-5), 5.15 (1H, dd, J = 9.5, 3.1 Hz, H-4), 4.40 (1H, dd, J = 4.0, 3.1 Hz, H-3),
2.33 (1H, dd, J= 14.1, 3.1 Hz, H-2a), 2.30 (1H, m, H-6a), 2.25 (1H, dd, J=13.3, 9.7 Hz, H-
6b), 2.13 (1H, dd, J= 14.1, 4.0 Hz, H-2b). RMN "*C (100 MHz, MeOD-d,) § ppm: 177.1 (C-
7), 168.6 (C-9"), 168.25 (C-9'), 149.6 (C-4', C-4"), 147.7 (C-7"), 147.6 (C-7'), 146.8 (C-3',
C-3"), 127.7 (C-1', C-1"), 123.1 (C-6', C-6"), 116.5 (C-5', C-5"), 115.19 (C-2"), 115.16 (C-
2'), 114.8 (C-8"), 114.7 (C-8"), 76.2 (C-1), 75.9 (C-4), 69.5 (C-3), 69.0 (C-5), 39.5 (C-2), 38.4
(C-6). [+] HPLC-MS m/z 355 [(M+H)-162]"; 517 [M+H]", 561 [M+HCOOH]"; [-] HPLC-
MS m/z 353 [(M+H)-162]"; 515 [M—H]; 559 [M+HCOOH]". [-] HR-ESI-MS m/z 515.1212
(Calculado para [Cas Ha3 O12]', 515.1195).

Acido 3,4-dicafeoilquinico (3): Sélido Amarillo; [a]p™ -1.26 (¢=6.50 x 10, MeOH); UV
(MeOH) Amax (log &) 290 (2.39), 320 (2.57) 325 (2.59); RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) &
ppm: 7.57 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-7"), 7.55 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7'), 7.05 (1H, dd, J = 1.5,
0.5 Hz, H-2"), 7.02 (1H, dd, J = 1.4, 0.4 Hz, H-2"), 6.93 (1H, dd, J= 8.3, 1.5 Hz, H-6"), 6.89
(1H, dd, J= 8.3, 1.4 Hz, H-6"), 6.78 (1H, d, J= 8.3 Hz, H-5"), 6.74 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5"),
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6.29 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8"), 6.27 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8"), 5.66 (1H, dd, /= 5.7, 3.3
Hz, H-3), 5.05 (1H, dd, /= 9.5, 3.3 Hz, H-4), 4.36 (1H, ftd, /= 9.5, 4.3 Hz, H-5), 2.34 (1H,
dd, J=15.0, 3.8 Hz, H-2a), 2.22 (1H, m, H-6a), 2.15 (1H, m, H-2b), 2.11 (1H, dd, /= 13.7,
9.5 Hz, H-6b). RMN "C (100 MHz, MeOD-d,) & ppm: 179.0 (C-7), 168.99 (C-9"), 168.98
(C-9"), 149.0 (C-4', C-4"), 147.5 (C-7", C-7"), 146.2 (C-3"), 146.17 (C-3"), 127.7 (C-1"),
127.59 (C-1"), 123.6 (C-6"), 123.4 (C-6"), 116.73 (C-5"), 116.66 (C-5"), 115.4 (C-8', C-8"),
115.2 (C-2"), 115.1 (C-2"), 77.4 (C-1), 76.22 (C-4), 70.1 (C-3), 65.8 (C-5), 41.3 (C-6), 36.8
(C-2). [-] HR-ESI-MS m/z 515.1209 (Calculado para [Cas Ha3 O12], 515.1195).

Acido 3,5-dicafeoilquinico (4): S6lido Amarillo; [a]p> +0.82 (¢=3.38 x 10, MeOH); UV
(MeOH) Amax (log &) 290 (4.17), 320 (4.38) 325 (4.40). RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) &
ppm: 7.62 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7'), 7.58 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7"), 7.08 (1H, dd, J = 1.4,
0.4 Hz, H-2'), 7.06 (1H, dd, J= 1.4, 0.3 Hz, H-2"), 6.97 (2H, dd, J = 8.3, 1.4 Hz, H-6', H-6"),
6.78 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-5', H-5"), 6.38 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8'), 6.29 (1H, d, J=15.9
Hz, H-8"), 5.45 (1H, dd, J= 5.9, 3.3 Hz, H-3), 5.39 (1H, f dt, J=8.7, 3.5 Hz, H-5), 3.95 (1H,
ftd, J=8.7, 3.3 Hz, H-4), 2.28 (1H, ft, J = 7.3 Hz, H-2,,), 2.12 (1H, m, H-2,), 2.17 (2H, m,
H-6). [-] HR-ESI-MS m/z 515.1188 (Calculado para [Cys Ha3 O12], 515.1195).

Acido 3-0-cafeoilquinico (5) Solido Amarillo; RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) & ppm: 7.59
(1H, d, J = 15.9 Hz, H-7"), 7.05 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2'), 6.94 (1H, dd, J = 8.2, 2.1 Hz, H-
6'), 6.78 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-5"), 6.31 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8"), 5.36 (1H, dt, J=5.5, 3.3,
3.1 Hz, H-3), 4.15 (1H, ddd, J = 10.0, 8.5, 4.5 Hz, H-5), 3.65 (1H, dd, J= 8.5, 3.1 Hz, H-4),
2.20 (1H, dd, J = 14.3, 3.3 Hz, H-2,,), 2.15 (1H, m, H-2.,), 2.13 (1H, ddd, J = 14.0, 4.5, 0.8
Hz, H-6.y), 1.96 (dd, J = 14.0, 10.0 Hz, H-6,,). RMN "C (100 MHz, MeOD-d,) 8 ppm: 178.4
(C-7), 169.0 (C-9'), 149.4 (C-4"), 146.80 (C-7"), 146.75 (C-3"), 128.0 (C-1"), 122.9 (C-6"),
116.5 (C-5"), 115.8 (C-8"), 115.1 (C-2"), 75.4 (C-1), 74.8 (C-4), 72.9 (C-3), 68.3 (C-5), 41.5
(C-6), 36.7 (C-2). [-] HR-ESI-MS m/z 353.0869 (Calculado para [C1s H;7 Oo]’, 353.0873).

Acido 4-O-cafeoilquinico (6) S6lido Amarillo; RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) & ppm: 7.64
(1H, d, J = 15.9 Hz, H-7"), 7.07 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2"), 6.97 (1H, dd, J = 8.2, 2.1 Hz, H-
6'), 6.79 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-5"), 6.37 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8"), 4.81 (1H, dd, J=9.1, 3.1
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Hz, H-4), 4.30 (1H, br dd, J = 7.6, 2.7 Hz, H-3), 4.28 (1H, ddd, J = 10.9, 9.1, 4.6 Hz, H-5),
2.21 (1H, ddd, J=13.5, 4.6, 2.9 Hz, H-6,y), 2.18 (1H, dd, J = 14.5, 3.1 Hz, H-2,,), 2.07 (1H,
ddd, J = 14.5, 4.3, 2.9 Hz, H-2.,), 2.01 (1H, dd, J = 13.5, 10.9 Hz, H-6,,). RMN C (100
MHz, MeOD-d,) & ppm: 177.9 (C-7), 169.0 (C-9'), 149.5 (C-4'), 147.1 (C-7'), 146.8 (C-3",
127.9 (C-1'), 123.0 (C-6"), 116.5 (C-5"), 115.4 (C-8"), 115.2 (C-2'), 79.2 (C-4), 77.0 (C-1),
69.6 (C-3), 65.8 (C-5), 42.5 (C-6), 38.6 (C-2).

Acido 5-O-cafeoilquinico (7) Sélido Amarillo; RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) & ppm: 7.56
(1H, d, J = 15.9 Hz, H-7"), 7.05 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2"), 6.95 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, H-
6'),6.78 (1H, d, J=8.2 Hz, H-5"), 6.26 (1H, d, /= 15.9 Hz, H-8"), 5.33 (1H, ddd, /=9.8, 8.2,
4.4 Hz, H-5),4.17 (1H, ddd, J = 5.4, 3.3, 3.2 Hz, H-3), 3.72 (1H, dd, J = 8.2, 3.2 Hz, H-4),
2.23 (1H, ddd, J=13.5, 4.4, 2.5 Hz, H-6,), 2.18 (1H, dd, J= 14.1, 3.3 Hz, H-2,), 2.08 (1H,
dd,J=13.5,9.8 Hz, H-6,,), 2.05 (1H, ddd, /= 14.1, 5.4, 2.5 Hz, H-2.,). RMN "C (100 MHz,
MeOD-dy) 6 ppm: 177.1 (C-7), 168.7 (C-9"), 149.6 (C-4"), 147.1 (C-7"), 146.8 (C-3"), 127.8
(C-1"), 122.9 (C-6"), 116.5 (C-5"), 115.3 (C-8"), 115.2 (C-2"), 76.2 (C-1), 73.5 (C-4), 72.0 (C-
5), 71.3 (C-3), 38.8 (C-6), 38.2 (C-2). [-] HR-ESI-MS m/z 353.0867 (Calculado para [Ci
Hi7 O], 353.0873).

Imagen 1 CCD para extractos Td 2.1, Td 2.2, Td 2.3 y Td 2.4.

1=Td2.1,2=Td2.2,3=Td 2.3y 4=Td 2.4.
Izquierda= revelado con luz visible

Derecha= revelado con UV 254 nm.
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Imagen 2 CCD para extractos Td 2.3, Td 2.4.
.

Td 2.3 Td 2.4

Izquierda= revelado con UV 254 nm.
Centro= revelado con UV 365 nm.

Derecha= revelado con DPPH.

Mecanismo de apertura de anillo epoxido en 1 por hidrolisis acida.
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CAPITULO 2. SINTESIS TOTAL Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE

ANALOGOS DE ACHYROFURANO
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Figura 7. Espectro de RMN 'H del compuesto 42, tomado en CDCls.
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Figura 8. Espectro de RMN "°C del compuesto 42, tomado en CDCls.
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Figura 11. HR-EIMS del compuesto 36.
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Figura 12. Espectro de RMN °C, DEPT 135 y DEPT 90 del compuesto 37b, tomado en
CDCls.
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Caracterizacion de compuestos obtenidos

OAc 1,3,5-triil triacetato benzeno (43): S6lido Blanco. Rend.: 74%. RMN 'H (500
aco oa, MHz, CDCLy) & ppm: 6.84 (3H, s), 2.27 (9H, s). RMN BC (126 MHz,
C12H1,06 CDCls) 6 ppm: 168.3 (3C0O), 151.3 (3C), 112.6 (3CH), 21.0 (3CHa).

P.M.: 252,22

OBn 1,3,5-tris(benciloxi)benceno (42) "*: Sélido blanco. Rend.: 94%. RMN 'H

B0 oBn (500 MHz, CDCls) 6 ppm: 7.57-7.27 (15H, m), 6.28 (3H, s), 5.01 (6H, s).

Pf“:IHsz;gzg RMN "C (126 MHz, CDCl;) § ppm: 160.8 (3C), 137.0 (3C), 128.6 (6CH),
127.9 (3CH), 127.5 (6CH), 95.4 (3CH), 70.3 (3CH>»).
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0BnQ 2-metil-1-(2,4,6-tris(benciloxi)fenil)butan-1-ona (40): Solido blanco.
o gy Rend.:69%,P.f:72-73 °C. IR (NaCl) Uy (cm™): 3032, 2965, 2930, 2873,
CaaHsz0s 1693, 1602, 1497, 1454, 1431, 1376, 1203, 1152, 1117. RMN 'H (500
P MHz, CDCls) 8 ppm: 7.41-7.27 (15H, m), 6.25 (2H, s), 5.02 (4H, s), 5.00
(2H, s), 2.95 (1H, m), 1.77 (1H, m), 1.36 (1H, m), 1.07 (3H, d, J= 7.0 Hz), 0.80 (3H, t, J =
7.4 Hz). RMN *C (126 MHz, CDCls) ¢ ppm: 208.0 (C=0), 161.0 (C), 157.3 (2C), 136.6
(2C), 136.5 (C), 128.8 (2CH), 128.6 (4CH), 128.3 (CH), 128.0 (2CH), 127.7 (2CH), 127.3
(4CH), 114.9 (C), 93.4 (CH), 70.6 (2CH,), 70.4 (CH,), 49.1 (CH), 25.4 (CH,), 15.2 (CHs),
11.7 (CHs). EIMS m/z 480 (M, 1), 423 (62), 91 (100). HR-EIMS m/z 480.2293 (calculado
para C3,H3,04; [M'] 480.2301).

| 0BnO 1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-iodofenil)-2-metilbutan-1-ona  (36): Soélido

5o o5 amarillo palido. Rend.: 97%, P.f.: 126-127 °C. IR (NaCl) Uy (cm™): 3063,
n n

CasHaylO, 3032, 2966, 2932, 2874, 1694, 1582, 1453, 1403, 1362, 1184, 1101. RMN

P.M.: 606,50

'H (500 MHz, CDCl3) § ppm: 7.54-7.30 (15H, m), 6.37 (1H, s), 5.12 (2H,
s), 5.02 (2H, s), 5.00 (1H, d, J = 9.8 Hz), 4.95 (1H, d, J = 9.9 Hz), 2.89 (1H, m), 1.73 (1H,
m), 1.34 (1H, m), 1.05 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.79 (3H, t, J = 7.4 Hz). RMN "“C (126 MHz,
CDCl3) 8 ppm: 207.6 (C=0), 159.4 (C), 157.6 (C), 156.6 (C), 136.6 (C), 136.1 (C), 136.0
(C), 128.77 (3CH), 128.76 (3CH), 128.4 (2CH), 128.36 (CH), 128.29 (CH), 128.2 (CH),
127.4 (2CH), 127.1 (2CH), 120.9 (C), 95.5 (CH), 77.4 (CH,), 75.4 (C), 71.4 (CH,), 71.0
(CH,), 49.0 (CH), 25.1 (CH,), 14.9 (CH3), 11.6 (CH3). EIMS m/z 606 (M", 6), 549 (26), 331
(6), 91 (100). HR-EIMS m/z 606.1278 (calculado para C3,Hz 104, [M'] 606.1267).

2.4.3.1 Caracterizacion de derivados de acilfloroglucinol

- 0BnO 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(3-metilbut-2-enil)fenil|butan-1-
)\Bm ona (37a): Solido blanco. P.f.: 78-79 °C. IR (NaCl) vmax (cm™): 3032,
CarHasOs 2965, 2928, 2874, 1691, 1594, 1454, 1373, 1220, 1166, 1096, 802.
PR RMN 'H (500 MHz, CDCls) § ppm: 7.40-7.31 (15H, m), 6.38 (IH, s),

5.19 (IH, t, J = 6.6 Hz), 5.04 (2H, s), 5.01 (2H, s), 4.88 (IH, d, J = 10.7 Hz), 4.85 (1H, d, J

~10.7 Hz), 3.35 (2H, d, J = 6.5 Hz), 2.94 (IH, m), 1.75 (IH, m), 1.67 (3H, s), 1.58 (3H, s),

154



1.35 (IH, m), 1.07 (3H, d, J=7.1 Hz), 0.82 (3H, t, J= 7.4 Hz). RMN "°C (126 MHz, CDCl;)
& ppm: 208.9 (C=0), 158.8 (C), 155.1 (C), 154.9 (C), 137.5 (C), 136.9 (C), 136.8 (C), 131.5
(C), 128.7 (4CH), 128.5 (2CH), 128.11 (CH), 128.29 (CH),-128.08 (CH), 128.06 (CH), 128.0
(CH), 127.40 (2CH), 127.39 (2CH), 123.5 (CH), 119.8 (C), 117.5 (C), 94.9 (CH), 78.0 (CH»),
71.0 (CH,), 70.5 (CH,), 49.2 (CH), 25.8 (CH3), 25.3 (CH,), 23.0 (CH,), 18.0 (CH3), 15.0
(CH3), 11.7 (CH3). EIMS m/z 548 (M, 1), 491 (6), 423 (2), 373 (2), 333 (5), 91 (100). HR-
EIMS m/z 548.2904 (calculado para C3;H4004; [M'] 548.2927).

[ 9BnO 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(2-(Z)-propenil)fenil]butan-1-ona
Bnm (37b): Sélido blanco. P.f.: 109-110 °C. IR (NaCl) Umax (cm™): 3665, 2969,
C3sHa604 2933, 1696, 1594, 1458, 1367, 1219, 1106. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) &
e ppm: 7.40-7.28 (15H, m), 6.38 (1H, s), 6.32 (1H, d, /= 11.1 Hz), 5.90 (1H,
m), 5.04 (2H, s), 5.01 (2H, s), 4.79 (1H, d, J = 10.1 Hz), 4.76 (1H, d, J=10.3 Hz), 2.91 (1H,
m), 1.76 (1H, m), 1.59 (3H, dd, /= 6.8, 1.6 Hz), 1.35 (1H, m), 1.06 (3H, d, J= 6.9 Hz), 0.80
(3H, t, J=7.5 Hz). RMN "C (126 MHz, CDCl3) § ppm: 208.5 (C=0), 158.1 (C), 155.7 (C),
155.0 (C), 137.5 (C), 136.9 (C), 136.6 (C), 130.0 (CH), 128.71 (2CH), 128.69 (2CH), 128.5
(2CH), 128.4 (2CH), 128.1 (CH), 128.0 (CH), 127.9 (CH), 127.4 (2CH), 127.1 (2CH), 120.9
(CH), 119.9 (C), 114.1 (C), 95.0 (CH), 76.5 (CH2), 70.83 (CHy), 70.79 (CH»), 49.2 (CH),
25.2 (CHa), 16.0 (CH3), 15.0 (CHs), 11.7 (CH3) ppm. MS (EI) m/z 520 (M, 2), 462 (4), 429
(2), 345 (5), 181 (4), 91 (100). HR-EIMS m/z 520.2640 (calculado para C3sH3cO4, [M']
520.2614).

« 0BnQ 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(2-alil)fenil]butan-1-ona (37g):
B oBn Aceite incoloro. IR (NaCl) vmax (cm™): 3672, 3650, 2964, 2927, 2857,
CasH3s04 1739, 1698, 1598, 1459, 1425, 1378, 1264, 1222, 1031, 805. RMN 'H

P.M.: 520,67

(600 MHz, CDCls) 8 ppm: 7.40 - 7.31 (15H, m), 6.39 (1H, s), 6.00 (1H,
m), 5.04 (2H, s), 5.02 (2H, s), 4.98 (1H, d, J = 10.3, 1.5 Hz), 4.96 (1H, d, J= 17.4, 1.7 Hz),
4.89 (1H, d, J = 10.8 Hz), 4.86 (1H, d, J=10.8 Hz), 3.42 (2H, d, J =6.0 Hz), 2.92 (1H, m),
1.75 (1H, m), 1.34 (1H, m), 1.06 (3H, d, J= 7.0 Hz), 0.81 (3H, t, J= 7.5 Hz). RMN "*C (151
MHz, CDCl3) & ppm: 208.8 (C=0), 158.8 (C), 155.4 (C), 155.2 (C), 137.5 (C), 137.2 (CH),
136.9 (C), 136.7 (C), 128.74 (CH), 128.72 (CH), 128.5 (CH), 128.2 (CH), 128.1 (CH), 128,0
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(CH), 127.4 (CH), 127.2 (CH), 119.9 (C), 115.5 (C), 114.9 (CH,), 94.9 (CH), 78.0 (CH>),
71.0 (CH2), 70.5 (CH»), 49.2 (CH), 28.1 (CH>), 25.3 (CH»), 15.0 (CH3), 11.7 (CH3). MS (IE)
m/z 520 (M, 2); 463 (17); 429 (3); 345 (2); 333 (1); 91 (100). HR-MS m/z 520.2633
(calculado para C3s5H3604, [M'] 520.2614).

O 0BnQ 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-fenil)fenil|butan-1-ona (37¢):

] ® ] S6lido blanco. P.f.: 75-76 °C. IR (NaCl) Umax (cm'): 3062, 3031, 2965,
Bn Bn

CagHse04 2931, 2874,1693, 1592, 1453, 1413, 1366, 1321, 1172, 1144, 1100, 1072.

P.M.: 556,70

RMN 'H (500 MHz, CDCls) §ppm: 7.48 - 7.27 (13H, m), 7.21 - 7.19 (5H,
m), 6.85 (1H, d), 6.84 (1H, d), 6.45 (1H, s), 5.04 (2H, s), 4.99 (2H, s), 4.39 (2H, s), 2.95 (1H,
m), 1.79 (1H, m), 1.38 (1H, m), 1.09 (3H, d, J= 6.98 Hz), 0.83 (3H, t, J= 7.43 Hz). RMN "°C
(126 MHz, CDCl3) 6 ppm: 208.4 (C=0), 157.8 (C), 155.9 (C), 155.0 (C), 136.9 (C), 136.8
(©), 136.6 (C), 133.6 (C), 131.4 (CH), 128.9 (CH), 128.7 (CH), 128.6 (CH), 128.2 (CH),
128.1 (CH), 128.0 (CH), 127.9 (CH), 127.4 (CH), 127.2 (CH), 126.8 (CH), 120.4 (C), 119.2
(C), 95.8 (CH), 76.7 (CH), 70.93 (CH,), 70.90 (CH>), 49.2 (CH), 25.2 (CH,), 15.0 (CHz),
11.6 (CH3). MS (IE) m/z: 556 (M, 2); 499 (22); 409 (2); 319 (1); 91 (100). HR-EIMS m/z
556.2620 (calculado para C3gH3604, [M'] 556.2614).

HiCOo O OBnO 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-(4’-metoxi)fenil)fenil|butan-
O X I-ona (37d): Solido blanco. P.f.: 132-133 °C. IR (NaCl) Upax (cm™):
CotasOs 3030, 2962, 2929, 2872, 1693, 1591, 1454, 1366, 1244, 1174, 1144,
Pl emers 1098, 1074, 1031, 805. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & ppm: 7.40 -
7.27 (11H, m), 7.23 - 7.20 (4H, m), 6.95 (2H, d, J= 8.7 Hz), 6.91 (2H, dd, J= 6.76 Hz), 6.43
(1H, s), 5.03 (2H, s), 4.98 (2H, s), 4.39 (2H, s), 3.86 (3H, s, OCH3), 2.93 (1H, m), 1.79 (1H,
m), 1.37 (1H, m), 1.08 (3H, d, J= 6.96 Hz), 0.82 (3H, t, J= 7.42 Hz). RMN "*C (126 MHz,
CDCl3) 8 ppm: 208.5 (C=0), 158.8 (C), 157.9 (C), 155.6 (C), 155.1 (C), 136.94 (C), 136.90
(C), 136.6 (C), 132.4 (CH), 128.9 (CH), 128.7 (CH), 128.6 (CH), 128.19 (CH), 128.17 (CH),
128.0 (CH), 127.9 (CH), 127.4 (CH), 126.8 (CH), 125.6 (C), 120.3 (C), 118.6 (C), 113.6
(CH), 95.7 (CH), 76.5 (CH,), 70.9 (CH,), 70.8 (CH,), 55.4 (OCH3), 49.2 (CH), 25.2 (CH,),
15.0 (CHs), 11.7 (CH3). MS (IE) m/z 586 (M", 6); 529 (11); 439 (2); 423 (4); 320 (2); 91
(100). HR-EIMS m/z 586.2714 (calculado para C39H330s, [M'] 586.2719).

BnO
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CF3 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(1-(4’-trifluorometil)fenil)fenil]

O "% butan-1-ona (37¢): Solido blanco. P.f.: 116.3 - 119.2°C. IR (NaCl) Umax
BnO O oen  (cm™): 3032, 2967, 2931, 2875, 1693, 1594, 1455, 1367, 1331, 1257,
e 1168, 1146, 1121, 1075, 906, 807. RMN 'H (600 MHz, CDCl3) & ppm:

7.75 (1H, s), 7.64 (1H, d, J= 7.62 Hz), 7.58 (1H, d, J= 7.87 Hz), 7.48 (1H, t, J= 7.76 Hz),
7.40- 7.18 (13H, m), 6.85 (2H, dd, J= 7.52, 1.91 Hz), 6.49 (1H, s), 5.09 (2H, s), 4.99 (2H,
s),4.40 (2H, s) 2.96 (1H, m), 1.80 (1H, m), 1.40 (1H, m), 1.11 (3H, d, J= 6.95 Hz), 0.85 (3H,
t,J="7.48 Hz). RMN "C (151 MHz, CDCl3) § ppm: 208.2 (C=0), 157.6 (C), 156.5 (C), 154.9
(C), 136.36 (C), 136.34 (C), 134.9 (CH), 134.2 (C), 130.3 (C, d, J= 33.2 Hz), 124.4 (C, d,
J=271.8 Hz), 128.8 (CH), 128.7 (CH), 128.6 (CH), 128.4 (CH), 128.31 (CH), 128.25 (CH),
128.12 (CH), 128.08 (CH), 127.4 (CH), 126.9 (CH), 123.9 (CH, d, J= 3.0 Hz), 120.3 (C),
117.3(C),95.3 (CH), 77.1 (CH»), 70.9 (CH>), 70.8 (CH>), 49.2 (CH), 25.2 (CH>), 15.0 (CH3),
11.7 (CH3). MS (IE) m/z 624 (M", 3); 567 (43); 540 (2); 271 (1); 181 (8); 91 (100). HR-EIMS
m/z 624.2499 (calculado para C3oH3s04F3, [M'] 624.2487).

2 T 2-metil-1-[2,4,6-tris(benciloxi)-3-(3-furanil)fenil[butan-1-ona 370):
M Aceite incoloro. IR (NaCl) vmay (cm™): 3715, 3675, 3035, 2968, 2933,
CaghHs40s 2878, 1967, 1595, 1458, 1375, 1180, 1159, 1102, 1029, 807. RMN 'H (500
e MHz, CDCL;) § ppm: 7.76 (1H, dd, J= 1.41, 0,605 Hz), 7.44 (1H, t, J=
1.73 Hz), 7.40 - 7.28 (13H, m), 7.22 - 7.20 (2H, m), 6.84 (1H, dd, J= 1.68, 0.565 Hz), 6.45
(1H, s), 5.05 (4H, s), 4.64 (1H, d, J= 9,99 Hz), 4.60 (1H, d, J= 9.90 Hz), 2.94 (1H, m), 1.79
(1H, m), 1.37 (1H, m), 1.09 (3H, d, J= 6.98 Hz), 0.83 (3H, t, J= 7.45 Hz). RMN "°C (126
MHz, CDCl;) 6 ppm: 208.3 (C=0), 157.9 (C), 155.5 (C), 155.0 (C), 142.7 (CH), 141.7 (CH),
137.0 (C), 136.6 (C), 136.5 (C), 128.80 (CH), 128.75 (CH), 128.7 (CH), 128.4 (CH), 128.24
(CH), 128.22 (CH), 128.1 (CH), 127.42 (CH), 127.37 (CH), 120.6 (C), 116.2 (C), 112.5
(CH), 109.9 (C), 95.5 (CH), 76.4 (CH), 71.1 (CH>), 70.9 (CH>), 49.3 (CH), 25.2 (CH»), 15.0
(CH3), 11.7(CH3). MS (IE) m/z 586 (M, 3); 489 (4); 423 (1); 91 (100). HR-EIMS m/z
546.2405 (calculado para C3gH3405, [M'] 546.2406).
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2.4.3.2 Caracterizacion de acilfloroglucinoles

OH O 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxi-3-isopentilfenil) butan-1-ona (38a): Solido
)m amarillo. Rend.: 85%, P.f.: 163-165 °C. IR (NaCl) vmax (cm™): 3389,
Ci6H2404 2958, 2933, 2870, 1629, 1606, 1572, 1515, 1437, 1370, 1219, 1117,

P.M.: 280,36

1058, 815. RMN 'H (500 MHz, CDCl;) & ppm: 12.34 (1H, br s), 7.75
(1H, brs), 5.82 (1H, s), 5.72 (1H, br s), 3.74 (1H, m), 2.53 (2H, m), 1.83 (1H, m), 1.61 (1H,
m), 1.43-1.35 (3H, m), 1.16 (3H, d, J= 6.7 Hz), 0.95 (6H, d, J= 6.6 Hz), 0.91 (3H, t, J = 7.4
Hz). RMN "°C (126 MHz, CDCl3) & ppm: 210.6 (C=0), 159.8 (C), 158.9 (C), 108.34 (C),
108.33 (C), 104.7 (C), 95.0 (CH), 46.1 (CH), 38.2 (CH,), 28.4 (CH), 27.1 (CH,), 22.7 (2CH3),
20.4 (CH,), 16.8 (CH3), 12.2 (CHs). [+] HR-ESI-MS m/z 303.1574 (calculado para
Ci6H2404Na, [M+Na]", 303.1572).

OH O 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxi-3-propifenil)butan-1-ona  (38b):  Solido
m amarillo. Rend.: 96%, P.f.: 157-158°C. IR (NaCl) upax (cm™): 3378, 2966,
C14H2004 2936,2876, 1631, 1611, 1519, 1441, 1379, 1230, 1142, 1115, 1061, 1018,

P.M.: 252,31

818. RMN 'H (500 MHz, CDCl3/CD;0D) & ppm: 13.48 (1H, br s), 9.32
(1H, brs), 8.19 (1H, br s), 5.79 (1H, d, J= 2.3 Hz), 3.81 (1H, m), 2.49 (2H, t, J = 7.7 Hz),
1.80 (1H, m), 1.50 (2H, m), 1.37 (1H, m), 1.13 (3H, d, J= 6.7 Hz), 0.93 (3H, t, J = 7.3 Hz),
0.88 (3H, t, J = 7.4 Hz,). RMN "C (126 MHz, CDCl3/MeOD) & ppm: 211.0 (C=0), 164.0
(C), 161.4(C), 159.6 (C), 108.1 (C), 104.5 (C), 94.4 (CH), 45.8 (CH), 27.1 (CH,), 24.4 (CH,),
22.3 (CH,), 16.8 (CH3), 14.2 (CH3), 12.0 (CHs). [+] HR-ESI-MS m/z 251.1281 (calculado
para C14H 904, [M-1]"251.1283).

OH O 2-metil-1-(2,4,6-trihidroxifenil) butan-1-ona (46): Aceite amarillo. Rend.:

Ho/©:::<\ 72%. TR (NaCl) vmax (cm™): 3324, 3306, 2968, 1630, 1602, 1458, 1376,

s 1222, 1089, 1065, 825. RMN 'H (500 MHz, CD;OD) & ppm: 5.81 (s, 2H),

3.85 (m, 1H), 1.80 (m, 1H), 1.35 (m, 1H), 1.11 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.89 (t,

J=17.4 Hz, 3H). RMN 3C (126 MHz, CD;0D) & ppm: 212.3 (C=0), 166.7 (C), 166.6 (2C),

106.1 (C), 96.7 (2CH), 47.5 (CH), 28.9 (CH,), 18.0 (CHs), 13.2 (CHs). HR-EIMS m/z
209.0806 (calculado para C;H1304, [M-1]"209.0814).
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2.4.3.3 Caracterizacion de dibenzofuranos acil polioxigenados

1,1'-(1,3,7,9-tetrahidroxi-2,8-diisopentildibenzo[b,d]furan-4,6-

diil)bis(2-metilbutan-1-ona) (39a): Solido amarillo. P.f.: 157-

158°C. IR (NaCl) Umay (cm™): 3309, 2957, 1613, 1572, 1413, 1357,

CaHuO, 1215, 1186, 1059, 751. RMN 'H (600 MHz, CD;0D) & ppm: 3.91

P s (2H, m), 2.62 (4H, m), 1.87 (2H, m), 1.62 (2H, m), 1.44-1.36 (6H,

m), 1.15 (6H, d, J= 6.7 Hz), 0.96 (12H, d, J = 6.6 Hz), 0.91 (6H, t, J = 7.4 Hz). RMN "*C

(150 MHz, CD;0D) & ppm: 213.1 (2C=0), 166.2 (2C), 163.4 (2C), 161.4 (2C), 110.92 (2C),

107.1 (2C), 97.8 (2C), 47.98 (CH), 47.97 (CH), 40.1 (2CHy), 30.4 (2CH), 29.02 (CH,), 28.99

(CH,), 24.0 (4CH3), 22.8 (2CH,), 18.14 (CH3), 18.10 (CH3), 13.2 (2CHs3). [+] HR-ESI-MS
m/z 539.3001 [M-1]" (calculado para C3,H4307, 539.3009).

1,1'-(1,3,7,9-tetrahidroxi-2,8-dipropildibenzo[b,d]furan-4,6-
diil)bis(2-metilbutan-1-ona) (39b): So6lido amarillo. Rend.: 6%, P.f.:
157-158°C. IR (NaCl) Upay (cm™): 3266, 2962, 2931, 1613, 1366, 1231,
Pf;_f”gﬁ;g 1186, 1055, 704. RMN 'H (600 MHz, CD;0D) 6 ppm: 4.05 (2H, m),

2.68 (4H, t, J= 7.8 Hz), 1.95 (2H, m), 1.65-160 (6H, m), 1.31 (3H, d, J= 6.9 Hz), 1.30 (3H,
d, J=6.9 Hz), 1.00 (6H, t, J = 7.4 Hz), 0.97 3H, t, J = 7.4 Hz), 0.96 (3H, t, J = 7.4 Hz).
RMN C (150 MHz, CD;0D) & ppm: 207.6 (2C=0), 166.2 (2C), 162.95 (C), 162.88 (C),
155.2 (2C), 113.7 (2C), 109.44 (C), 109.40 (C), 101.90 (C), 101.89 (C), 46.39 (CH), 46.36
(CH), 28.6 (CH»), 28.4 (CH»), 26.6 (2CH,), 24.1 (2CH,), 19.8 (CHs), 19.6 (CH3), 15.5
(2CH3), 13.0 (CH3), 12.9 (CH3). [-] HR-ESI-MS m/z (ES") m/z: 483.2399 [M" -1]" (calculado

para C28H3507, 483.2383.
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