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1. Resumen

Los extractos de hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol de la especie A. foetida
Kunth se analizaron mediante RMN de *H y CG-MS para elucidar los metabolitos en cada
extracto. En el andlisis CG-MS, los principales compuestos fueron hexadecanoato de
metilo, &cido hexadecanoico, dodecanoato de 2-butoxietilo, hexadecanoato de etilo,
octadeca-9,12,15-trienoato de metilo y el &cido (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoico.
Los resultados mostraron una reduccién significativa en la viabilidad celular de la linea
celular MCF-7 (cancer de mama) causada por extractos organicos de manera dependiente
de la concentracion. La actividad citotoxica del extracto de diclorometano de los tallos
(EDT) mostrd valores de ICso de 45.9 pg/mL y el extracto de diclorometano de las hojas
(EDH) mostro valores de ICso de 47.3 ug/mL. EDT y EDH indujeron una pérdida en el
potencial de membrana mitocondrial (4%¥m) y puede causar muerte celular por apoptosis a
través de la via intrinseca en la linea celular MCF-7. EDT y EDH son citotoxicos en las
células cancerosas y causan apoptosis tardia. Se requieren concentraciones mas altas de
EDT y EDH para inducir un efecto citotéxico en células epiteliales mamarias sanas
(CEMB). Por otro lado, en los tallos gruesos de los extractos de hexano, diclorometano y
acetato de etilo de la especie A. glossa Pfeifer se identificaron los compuestos B-sitosterol,
estigmasterol y los neolignanos eupomatenoide-1, eupomatenoide-7, licarina-A y licarina-
B. En los ensayos de citotoxicidad se obtuvieron valores de ICso menores a 50 uM de los
compuestos 19-22, 31 y 37 en las lineas celulares MCF-7, A549 (cancer de pulmon) K562
(leucemia mieloide cronica), asi como en HelLa (cancer cervicouterino) para 21 y fueron
necesarias concentraciones elevadas para causar un dafio en CEMB. Los compuestos 20-21,
31 y 37 presentaron una correlacion positiva con la prediccion realizada mediante el
analisis de consenso farmacologico.

Palabras clave: A. foetida Kunth, A. glossa Pfeifer, citotoxicidad, cancer, neolignanos.
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2. Abstract

The hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol extracts of A. foetida Kunth were
analyzed by 'H NMR and GC-MS to elucidate the metabolites in each extract. In the GC-
MS analysis, the main compounds were methyl hexadecanoate, hexadecanoic acid, 2-
butoxyethyl dodecanoate, ethyl hexadecanoate, methyl octadeca-9,12,15-trienoate, and
(92,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoic acid. The results showed a significant reduction in
cell viability of the MCF-7 (breast cancer) cell line caused by organic extracts in a
concentration-dependent manner. The cytotoxic activity of the dichloromethane extract
from the stems (EDT) showed ICso values of 45.9 pug/mL and the dichloromethane extract
of the leaves (EDH) showed ICso values of 47.3 pg/mL. Higher concentrations of EDT and
EDH are required to induce a cytotoxic effect on healthy mammary epithelial cells
(CEMB). EDT and EDH induced a loss in mitochondrial membrane potential (4%m) and
can cause cell death by apoptosis through the intrinsic pathway in the MCF-7 cell line. On
the other hand, in the thick stems of the hexane, dichloromethane and ethyl acetate extracts
of the species A. glossa Pfeifer, the compounds B-sitosterol, stigmasterol and the neolignans
eupomatenoide-1, eupomatenoide-7, licarin-A, and licarin-B were identified. In the
cytotoxity assays, 1Cso values lower than 50 puM of compounds 19-22, 31 and 37 were
obtained in the cell lines MCF-7, A549 (lung cancer) and K562 (chronic myeloid
leukemia), as well as in HeLa (cervical cancer) for 21 and high concentrations were
necessary to cause damage in CEMB. Compounds 20-21, 31 and 37 showed a positive
correlation with the prediction made by pharmacological consensus analysis.

Keywords: A. foetida Kunth, A. glossa Pfeifer, cytotoxicity, cancer, neolignans.
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3. Introduccion

Los productos naturales estan constituidos por una gran diversidad de moléculas con
diferentes actividades bioldgicas. Estas moléculas se suelen sintetizar en bacterias, hongos,
plantas asi como en algas, esponjas u otros tipos de especies marinas, en los ultimos 75

afios se han caracterizado mas de 23 000 moléculas distintas.!

Las plantas son una fuente importante de moléculas anticancerosas lo que resulta
importante es que, de los 141 medicamentos contra el cancer existentes en el mercado
americano, alrededor del 67% tienen su origen y disefio a partir de un producto natural.
Estos farmacos se clasifican en: productos de origen natural, productos semisintéticos
derivados de un producto natural o productos sintéticos que han utilizado para su

realizacion un producto natural.?

Distintos compuestos obtenidos de fuentes vegetales han mostrado actividad antitumoral,
como los alcaloides de la vinca (vinblastina y vincristina) aislados de la especie
Catharanthus roseus utilizados para el tratamiento de diferentes tipos de leucemia. La
podofilotoxina y sus derivados obtenidos de especies de la familia Podophyllaceae tienen
su uso en el tratamiento de cancer de piel y verrugas genitales. Los taxanos aislados de
varias especies del género Taxus en donde destaca el paclitaxel (Taxol®) un diterpeno
obtenido de la corteza de Taxus brevifolia el cual es utilizado para el tratamiento de cancer
de mama, ovario y pulmon. Otros alcaloides analogos de la camptotecina obtenidos de
Camptotheca acuminata se han empleado para el tratamiento de cancer ovario y colon. La
homoharringtonina es un compuesto aislado del arbol Cephalotaxus harringtonia tiene su
efecto contra padecimientos como la leucemia.>* En la Figura 1 se muestran las estructuras

representativas de los compuestos anteriormente descritos.
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Podofilotoxina Paclitaxel

Vincristina Vinblastina
Figura 1. Compuestos con actividad anticancerosa obtenidos de fuentes naturales.

3.1.  Metabolismo en las plantas

Los compuestos bioactivos en las plantas son productos formados a partir de una serie de
reacciones y mecanismos en las células vegetales los cuales no suelen ser esenciales para la
supervivencia de las plantas como lo son, los productos del metabolismo primario

(proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos).
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Las plantas estan sometidas a condiciones de estrés bidtico y abidtico en el medio ambiente
es por ello que los metabolitos secundarios estdn implicados en la proteccion contra
herbivoros, bacterias, hongos, virus, asi como de otras especies invasoras. Ademas, se han
empleado estos compuestos para la comunicacién simbiotica con otros organismos y en la

atraccion de polinizadores y dispersores de semillas.’

De acuerdo con distintos autores, los compuestos bioactivos se suelen clasificar en tres
tipos por su abundancia en la naturaleza: terpenos (55%), alcaloides (27%) y compuestos
fendlicos (18%).° Los compuestos anteriormente mencionados tienen caracteristicas

estructurales particulares ya que dependen de las distintas vias de sintesis en la naturaleza.

Los terpenos se sintetizan a partir de la ruta del acido mevalénico y del metileritritol fosfato
(MEP), los alcaloides a partir de aminoécidos aromaticos y los compuestos fendlicos por la
via del &cido shikimico y del acido maldnico.”® La Figura 2 resume la biosintesis de

metabolitos secundarios.

15



Ce

|

METABOLISMO PRIMARKD DEL CARBONO

Ziclo de los
dcidos Acetil-Cos
tricarboxilicos

—

Aminodcidos
alifaticos

Ruta del Acido Ruta del dcido Ruta del Acido
shikimico

Aminodcidos
aromaticos

Alcaloides

maldnico mevaldnico

w

Compuestos
fendlicos

L 4

Terpenos

Ruta MEF

Figura 2. Biosintesis de metabolitos secundarios.
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3.2.  Terpenos

Los terpenos son el grupo mas abundante y diverso de metabolitos secundarios en las
plantas. El termino terpeno se otorgd los compuestos aislados de trementina (palabra del
latin balsamum terebinthinae). En la actualidad se conocen alrededor de 55 000 estructuras
diferentes en la naturaleza.® Estos metabolitos secundarios tienen funciones importantes en
las plantas como la defensa contra herbivoros, insectos y patdgenos, asi como la atraccion
de polinizadores, en la formacion de membranas celulares, sintesis de hormonas, en

participar en la elaboracion de pigmentos y como agentes antioxidantes.’

Los terpenos suelen estar constituidos por unidades de isopreno de cinco carbonos. Su
sintesis inicia a partir de la condensacion del pirofosfato de isopentenilo (IPP) constituido
por cinco unidades de carbono y por su isdbmero el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP),
los cuales dan origen al pirofosfato de geranilo (GPP) precursor de los monoterpenos. La
unién del IPP y GPP permite la formacion del pirofosfato de farnesilo (FPP) precursor de
sesquiterpenos. Posteriormente, la condensacion del IPP y el FPP forma al pirofosfato de
geranilgeranilo (GGPP) y este a su vez a los diterpenos. EI GGPP y el IPP permiten la
formacion del escueleno que participa en la sintesis de triterpenos, lipidos y esteroides. Los

tetra y politerpenos se sintetizan generalmente por unidades de I1PP.°

Estos metabolitos secundarios tienen una gran variedad de aplicaciones como la actividad
analgésica del a-pineno, monoterpeno encontrado en aceites esenciales y del parthenolido,
un sesquiterpeno aislado de la especie Tanacetum parthenium. En especies del género
Barringtonia se ha identificado el triterpeno barringtogenol C al que se le atribuye un
efecto analgésico importante.!! El licopeno es un tetraterpeno importante con actividad
antioxidante que puede reducir el riesgo de enfermedades coronarias.'? En la Figura 3 y en

la Tabla 1 se muestran las clasificaciones y algunos ejemplos de terpenos.*?
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Figura 3. Ejemplos de Terpenos.
Tabla 1. Clasificacion y ejemplos de terpenos.
NuUmero de carbonos Clasificacion Ejemplos
Cs Hemiterpeno Isopreno, prenol
Cio Monoterpeno Limoneno, eucaliptol
Cis Sesquiterpeno Acido abscisico
C20 Diterpeno Giberalina
Cos Sesterterpeno Ceroplastol
Cso Triterpeno Escualeno, lanosterol
Cao Tetraterpeno Carotenoides, licopeno
Csa0 Politerpeno Ubiquinonas, citocinas




3.3.  Alcaloides

Los alcaloides son el segundo grupo de metabolitos secundarios mas abundante en la
naturaleza constituidos por alrededor de 20 000 moléculas distintas.'* Estos compuestos se
caracterizan por contener &tomos de nitrégeno en sus estructuras y se clasifican en funcién
a los anillos presentes en la molécula agrupandose en familias como la quinolina,
isoquinolina, indol, tropano, quinolizidina, piperidina, purina y pirrolizideno. Los
alcaloides tienen efectos terapéuticos como relajantes musculares, tranquilizantes,

antitusivos y analgésicos.®>® Como se muestran en la Figura 4 y en la Tabla 2.

O
N OH s
H3C\ N H
LT % XN
/
© )\ N | \
O N ~ CH3
o) | N

CH,

Atropina Cafeina Nicotina

H N~cH,

W /
HO'

Quinina Morfina

Figura 4. Alcaloides de distintas plantas.

Tabla 2. Ejemplos de alcaloides y actividad farmacoldgica.

Clasificacion Alcaloide Fuente Actividad farmacoldgica
Tropano Atropina  Atropa belladonna Antimiopia
Purina Cafeina Coffea arabica Estimulante del sistema nervioso
central
Piperidina Nicotina  Familia Solanaceae Insecticida, antiinflamatoria

Quinolina Quinina  Cinchona succirubra  Antimalérico, antipirético, analgésico

Fenantreno  Morfina  Papaver somniferum Analgésico, narcotico
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3.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos secundarios caracterizados por
poseer anillos aromaticos hidroxilados y en la naturaleza se han encontrado alrededor de
8000 compuestos diferentes. En las plantas este tipo de moléculas tienen su participacion
como atractores de polinizadores, antioxidante, proteccién contra luz ultravioleta, otorgar
pigmentacion, asi como la proteccion contra patdgenos y depredadores. Estos compuestos
se agrupan principalmente en flavonoides, acidos fenodlicos, taninos, estilbenos y lignanos.
Este grupo de metabolitos tiene aplicaciones en la preservacion de alimentos, en la
proteccion  contra  aterosclerosis, disfunciones cerebrales 'y como agentes
anticancerosos.'”'® En la Figura 5 se observan ejemplos de compuestos fendlicos.

Acidos fendlicos Flavonoides
O OH

HO OH
OH

Acido galico Flavona
Estilbenos Lignanos Taninos
H;CO CH,OH
o ()
HO CH,OH
N g
HO OCH3

Resveratrol OH

Secoisolariciresinol

Procianidina B,
Figura 5. Compuestos fenolicos de fuentes vegetales.
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4. Antecedentes

4.1. Familia Aristolochiaceae

La familia Aristolochiaceae fue clasificada recientemente en el orden de los piperales,
comprende alrededor de 600 especies que se encuentran agrupadas en siete géneros
Aristolochia (el més abundante con alrededor de 350 especies), Asarum, Saruma, Lactoris,

Hydnora, Prosopanche y Thottea. Las especies de esta familia se caracterizan por tener

flores muy atractivas, son herbaceas, postradas y trepadoras (Figura 6).

Figura 6. Miembros de la familia Aristolochiaceae (A) A. indica. (B) A. elegans. (C) A.

baetica. (D) A. maurorum. (E) A. taliscana. (F) A. brevipes. (G) A. mollissima. (H) A.
ringens.
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Estas plantas se ubican en regiones tropicales y templadas con una mayor prevalencia en el
continente americano, seguido de Africa, Europa, Asia y parte de Australia.’®? En la

Figura 7 se muestra la distribucion de la familia Aristolochiaceae en el mundo.

Figura 7. Distribucion de la familia Aristolochiaceae en el mundo.

4.2. Género Aristolochia

Aristolochia es el género mas abundante de la familia Aristolochiaceae. Las especies de
este género se utilizan de manera ornamental y en la medicina tradicional como abortivos,
emenagogos, sedantes, analgésicos, anticancerosos, antiinflamatorios, relajantes
musculares, antihistaminicos, antiparasitarios, para tratar el cdlera, dolores abdominales,
reumatismo, antimalarico, problemas dérmicos y diferentes tipos de picaduras y

mordeduras de animales e insectos.?

Los metabolitos secundarios responsables de los efectos biolégicos que presentan las
especies de este género son los &cidos aristoloquicos y sus derivados, asi como
monoterpenos como el tujano, canfano y carano, diterpenos tipo kaurano, triterpenos como
el lupeol entre otros. Asi mismo metabolitos de alcaloides derivados de aristolactamas y

compuestos fenolicos del tipo lignano estan involucrados en esas funciones.?>%3
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4.3. Aristolochia foetida Kunth

La especie es conocida como cigarrillo es una planta trepadora perene se localiza en
lugares con bosque de encino la cual posee hojas de color verde oscuro o palido de tamafio
aproximado de 4 a 15 cm de largo son del tipo acorazonadas y rugosas. Su florecimiento se
lleva a cabo entre los meses de marzo a noviembre sus flores se distribuyen de manera
individual, son de color purpura en la parte externa y al centro tonos amarillos con ligeras
lineas blancas y su estructura tiene un alargamiento peculiar en forma de embudo. Los
frutos son pequefios en forma de canastillas de tamafios de 2.5 a 3.5 cm de largo
aproximadamente y estos suelen aparecer en los meses de julio a octubre.?* En la Figura 8

se observan las caracteristicas morfoldgicas de esta especie.

Figura 8. Aristolochia foetida Kunth.

Esta planta se ha utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de resfriado,

fiebre, asma, dolor de cabeza y en la mordedura de serpientes entre otros.?>%

La especie Aristolochia foetida Kunth es una de las 70 especies de Aristolochias de México
ubicada principalmente en la region sureste de la tierra caliente del estado de Michoacén,
asi como en los estados de Colima, Jalisco y Guerrero.?* Como se puede apreciar en la

Figura 9.

23



@ avistolochia cardiantha Preiter
© Adistolochia foetida Kunth
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Figura 9. Distribucion de Aristolochia foetida Kunth en México.

El orden de Aristolochia foetida Kunth fue reclasificado en 2009 en el orden de los
piperales gracias a estudios moleculares ya que anteriormente estaba ubicado en el
Avristolochiales por Cronquist (1981) y Takhtajan (1997).1%24 En la Tabla 3 se aprecia su

clasificacion botanica.

Tabla 3. Clasificacién Sistema APG I11 (2009).

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Piperales
Familia: Aristolochiaceae
Género: Aristolochia

Especie: Aristolochia foetida Kunth
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4.4.  Aristolochia glossa Pfeifer

La especie Aristolochia glossa Pfeifer presenta flores vistosas en forma de pipa, asi como
tallos lefiosos gruesos y delgados, es nativa del estado de Michoacan y de la cual existen
muy pocos estudios fitoquimicos.?’ En la Figura 10 se observan las caracteristicas
morfoldgicas de esta especie.

Figura 10. Aristolochia glossa Pfeifer.

Otras especies como A. buntingii Pfeifer, A. cardiantha Pfeifer, A. flexuosa Duch, A.
malacophylla Standl, A. mutabilis Pfeifer, A. mycteria Pfeifer y A. tentaculata O. C.
Schmidt, también han sido identificadas en el estado de Michoacan en localidades aledarias

a la zona del Bajio.?42"28

4.5.  Efectos bioldgicos de especies del género Aristolochia

4.5.1. Terpenos de especies del género Aristolochia

En aceites esenciales de raices y partes aéreas de A. mollissima distribuida en China se ha
identificado en mayor cantidad el sesquiterpeno 2,2,7,7-tetrametiltriciclo[6.2.1.0%¢]undec-
4-en-3-ona (1), (Figura 11). En esta misma especie se encontraron otros constituyentes
como el borneol (2), canfeno (3), espatulenol (4), a- y B-pineno (5 y 6) y acetato de (E)-B-
santalol (7). A los monoterpenos borneol, a- y B-pineno se les atribuye actividad
antibacteriana (zona de inhibicion 10-20 mm) y citotoxica (ICso = 20.6-50.6 pg/ml) al

sesquiterpeno mayoritario.?®
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Figura 11. Constituyentes de A. mollissima.

En la especie A. indica se han encontrado los sesquiterpenos p-cariofileno (8) y oa-
humuleno (9) en aceites esenciales de partes aéreas a los que se le atribuye actividad
antibacteriana (7-10 mm) contra especies como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus sphaericus y B. subtilis. 33!
(Figura 12).

Mohanraj y colaboradores, aislaron de extractos de acetato de etilo de las raices y hojas de
A. elegans los sesquiterpenos B-cariofileno e isocariofileno (10) los cuales mostraron
actividad antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Salmonella typhi y
S. paratyphi A. Estos compuestos asi como al biciclogermacreno (11) se les atribuyeron

actividad antiviral contra el antigeno p24 del VIH-1 con inhibicion del 14.9-35.6%.%

Del extracto etandlico de raices de A. ringens, se identificé el compuesto mayoritario al
sesquiterpeno conocido como aristolona (12). Se ha demostrado que posee un efecto
antihiperglucémico en concentraciones de 75-300 mg/kg por lo que esta parte de la planta
se podria emplear en decocciones para el tratamiento de diabetes.®
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Figura 12. Estructuras de sesquiterpenos obtenidos de A. indica, A. elegans y A. ringens.

4.5.2. Alcaloides de especies del género Aristolochia

En el estudio quimico y bioldgico de A. maurarum los componentes mayoritarios de raices
y partes aéreas de extractos metandlicos fueron el acido aristoloquico I (13), Il (14) y llla
(15). El compuesto que mostrd6 mayor efecto citotoxico fue el acido aristoloquico | (ICso =
49 pg/mL, en Artemia salina). Estos componentes mostraron a su vez actividad
antiplaquetaria en concentraciones de 0.20-0.40 mg/mL.3* Asi mismo el compuesto 13 de
raices y hojas del extracto de cloroformo de A. baetica se le atribuye actividad citotoxica
(ICs0 = 216.06 pg/mL) contra la linea celular MCF-7 de cancer de mama.®® Navarro-Garcia
y colaboradores, determinaron que en los extractos de diclorometano de raices de A.
brevipes colectada en México el compuesto aristolactama | (16) presentd6 mayor actividad
antibacteriana contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv a una concentracion minima
inhibitoria (CMI) entre 12.5 y 25 pg/mL (Figura 13).%¢
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Figura 13. Alcaloides de A. maurarum, A. baetica y A. brevipes.

4.5.3. Compuestos fendlicos de especies del género Aristolochia

En los extractos hexanicos de los rizomas de la especie A. elegans fueron identificados
compuestos fenolicos como, fargesina (17), (8R,8'R,9R)-cubebina (18) y eupomatenoide-1
(19) los cuales favorecieron la inhibicion de M. tuberculosis (CMI = 50 pug/mL). EI dltimo
compuesto mencionado también mostro actividad antiparasitaria (ICso < 0.624 pg/mL)

contra E. histolytica y G. lamblia.’

A. taliscana es llamada cominmente como: guaco. Abe y colaboradores en el 2002,
identificaron en los extractos metanolicos de raices compuestos como: eupomatenoide-7
(20), licarina-A (21) y -B (22), fragransina E: (23) y austrobalignano-7 (24). Los
compuestos anteriores excepto el 22 mostraron actividad contra Trypanosoma cruzi en

concentracion minimas de 25-75 pg/mL.®

En la misma especie, pero en extractos hexanicos de rizomas se atribuyd actividad
antioxidante a los compuestos 20 y 21. El eupomatenoide-1 (19) presento actividad
antibacteriana (CMI = 0.7 mg/mL) inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli,
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Pseudomona fluorescens y Listeria monocytogenesis.®® En estudios realizados por Leon-
Diaz y colaboradores, la licarina-A (21) redujo la neumonia inducida por M. tuberculosis

en ratones a una concentracion de 5 mg/kg (Figura 14).4°
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Figura 14. Compuestos fenolicos de A. elegans y A. taliscana.
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Existen pocos antecedentes sobre estudios fitoquimicos y biologicos de especies del género
Aristolochia como: A. chiapensis, A. colimensis, A. emiliae, A. pueblana, A. occidentalis, A.
manantlanensis, A. oaxacana, A. veracruzana, A. nana, A. islandica, A. tapilulensis y A.
kalebii entre otras, por lo que resulta interesante continuar con la busqueda de metabolitos

secundarios y sus efectos benéficos.?*443
4.5.4. Estudios bioldgicos de extractos crudos de especies del género Aristolochia

En el 2015, Subramaniyan y colaboradores realizaron un estudio del extracto de cloroformo
de hojas en la especie Aristolochia indica logrando obtener una citotoxicidad considerable a
las 48 h de tratamiento en células de cancer de mama MCF-7 debido a la presencia de
fitoquimicos como los compuestos fendlicos.** De manera similar, en estudios realizados
por Chaouki y colaboradores en el 2010 se observé un efecto antiproliferativo contra la
misma linea celular del extracto de cloroformo de raiz en la especie Aristolochia baetica
cuya actividad se le atribuye a los &cidos aristoldquicos.® Extractos de metanol de raices de
A. baetica también mostraron efectos antiproliferativos contra las lineas celulares de cancer
(T-24, HT-29, y Hep G-2) con valores de ICso de 48, 100 y 380 pg/mL respectivamente,
cuyos efectos pueden ser atribuidos a compuestos fendlicos y alcaloides.*® El extracto
metanolico de tallos y hojas de la especie Aristolochia tadungense mostré una citotoxicidad
muy efectiva frente la linea celular HeLa (ICso = 8.3 pg/mL), A549 (ICso = 75.5 pg/mL) y
PANC-1 (ICso = 82.6 pg/mL). De este extracto se identificaron once compuestos por RMN
de los cuales el aristolochiasido fue el que mostrd una mayor citotoxicidad frente a la linea
celular HeLa (ICsp = 7.5 pg/mL) y PANC-1 (ICsp = 54.7 pg/mL), asi mismo la
aristolactama Allla en la linea celular A-549 (ICso = 24.0 pg/mL).*® De un extracto de
etanol 95% de rizomas de la especie Aristolochia championii se aislaron catorce
compuestos de los cuales el acido aristchamico-A, un derivado del acido aristoloquico, tuvo
una actividad citotdxica mayor al resto de los compuestos frente a la linea celular HCT-116
(ICs0 = 0.19 pg/mL, Hep G-2 (ICso = 2.85 pg/mL), BGC-823 (ICs0 = 1.03 pg/mL), NCI-
H1650 (ICso = 0.29 pg/mL).*” El extracto de raices de etanol de la especie Aristolochia
bracteolata mostré una actividad citotoxica muy efectiva frente a la linea celular MCF-7
con una ICso = 19.1 pg/mL y ademds una actividad antioxidante considerable, cuya

actividad es atribuida a compuestos fendlicos.*®
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Por otro lado, en la especie Aristolochia galeata se encontr6 un efecto citotoxico moderado
contra células de cancer cervicouterino de extractos crudos de diclorometano, atribuyendo
su actividad a sesquiterpenos.*® En la linea celular A549 de pulmén humano (ICso = 20
pg/mL), en células HCT-116 de cancer de colon humano (ICso = 22 pg/mL), en la linea
celular PC-3 de cancer de prostata humano (ICso = 3 pg/mL ) y en THP-1 una linea celular
monocitica humana derivada de un paciente con leucemia monocitica aguda (ICso = 24
pg/mL) se obtuvieron ICso a bajas concentraciones con el extracto etandlico de raiz de
Aristolochia ringens. Sin embargo, la actividad citotoxica no se atribuyd a ningun
compuesto.®® Asi mismo en la especie Aristolochia macroura se determind actividad
citotoxica frente a células cancerosas hepaticas con el extracto metandlico de hojas, los
compuestos que participan en su actividad son flavonoides, sesquiterpenos, catecoles,
pentanos, carbohidratos, esteroides y alcaloides como se aprecia en la Tabla 4.°* En las
lineas celulares de cancer de mama se evalud el efecto citotoxico del extracto acuoso de
raices de Aristolochia longa observando un mayor efecto en la primera linea celular por
medio del ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), cuya
actividad se debe a compuestos fenolicos en el extracto.>?

Tabla 4. Valores de ICsp de extractos crudos.

Linea celular 1Cso (ng/mL) Especie Extracto
MCF-7 216.0 A. baetica L. CHCl3
T-24 48.0 A. baetica L. MeOH
HT-29 100.0 A. baetica L. MeOH
Hep G-2 380.0 A. baetica L. MeOH
MCEF-7 19.1 A. bracteolata Lank. EtOH
HCT-116 0.19 A. championii Merr. & Chun. EtOH
Hep G-2 2.85 A. championii Merr. & Chun. EtOH
BGC-823 1.03 A. championii Merr. & Chun. EtOH
NCI-H1650 0.29 A. championii Merr. & Chun. EtOH
HelLa 90.0 A. galeata Mart. ex Zucc. CH:CI>
MCF-7 347.0 A.indica L. CHCl3
THP-1 24.0 A. ringens Vahl. EtOH
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A549 20.0 A. ringens Vahl. EtOH

HCT-116 22.0 A. ringens Vahl. EtOH
PC3 3.0 A. ringens Vahl. EtOH

Hep G2 513.0 A. macroura Gomez. MeOH
HBL-100 40.0 A.longa L. H20
MDA-MB-231 97.0 A.longa L. H20

HelLa 8.3 A.tadungense T. V. Do & Luu. MeOH

A549 75.5 A.tadungense T. V. Do & Luu. MeOH

PANC-1 82.6 A.tadungense T. V. Do & Luu. MeOH

455. Cancer en el mundo

El cancer es uno de los principales problemas de salud con alrededor de 10 millones de
muertes a nivel mundial en datos del 2020. Los principales tipos de cancer son el de mama
con 2.26 millones de casos, pulmén 2.21 millones, colorrectal 1.93 millones y préstata con
1.41 millones (Figura 15).%

Mama (109)
Prostata (54)
Cervico uterino (17)
Estdmago (2)

L Higado (2) B Noopica
Pulmén (1) Sin datos

Figura 15. Distribucion de distintos tipos de cancer en el mundo.

En México, de acuerdo a datos consultados en el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia) en el afio 2020, se registraron 683 823 defunciones de cancer. En 2019 las
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entidades con mayor tasa de defunciones por tumores malignos fueron: Ciudad de México,
Sonora, Chihuahua, Veracruz, Nuevo Leon, Sinaloa y Nayarit. La mortalidad por cancer en
México ha ido incrementando drasticamente. Sin embargo, disponer de informacion

actualizada sobre la prevalencia e incidencia del cancer es limitada.>*

El cancer se define como una enfermedad donde las células en el cuerpo crecen de manera
descontrolada y se diseminan a otras partes del cuerpo.>® La apoptosis es un proceso de
muerte celular controlado en respuesta a diversos estimulos en donde la célula colapsa en el
sentido de que existe una alteracion en la membrana celular, contraccién celular,
condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN. La apoptosis se distingue de la
necrosis por la ausencia de un proceso inflamatorio. La importancia de que los farmacos
favorezcan la induccion de las células tumorales a la apoptosis, es debido a que las terapias
sean mas selectivas para los tejidos tumorales.>® La apoptosis es inducida por dos vias de
sefializacion: la via intrinseca la cual es activada por la liberacion de factores pro-
apoptoticos mitocondriales y la via extrinseca, activada por los receptores que se expresan

en la superficie celular ambas vias tienen relacion con la activacion de las caspasas.®’
4.5.6. Lineas celulares

Las lineas celulares son uno de los principales modelos in vitro para la investigacion en el
cancer. Las células MCF-7 poseen receptores de estrogeno y progesterona las cuales son
candidatas adecuadas para el estudio de cancer de mama, fueron aisladas en 1973 por Soule
y colaboradores en el Michigan Cancer Foundation de una mujer de 69 afios con un
derrame pleural metastasico.”® Las células MCF-12 son células no tumorales de mama
inmortalizadas susceptibles a estrogenos obtenidas de la Michigan Cancer Foundation de
una mujer posmenopausica de 63 afios sin tejidos malignos.>® Las células HeLa derivan de
una paciente con cancer cérvico-uterino obtenidas en febrero de 1951.%° La linea celular
A549 proviene de un adenocarcinoma epitelial basal alveolar humano de un hombre
caucasico de 58 afos.®! Las células K562 fueron de las primeras lineas de leucemia

mielégena humana inmortalizadas derivadas de un paciente de 53 afios.?
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5. Justificacion

Aristolochia foetida Kunth y Aristolochia glossa Pfeifer son plantas endémicas de la region
sureste de la tierra caliente del estado de Michoacan de lo cual se cuenta con pocos estudios
fitoquimicos y citotoxicos descritos en la literatura. En el presente trabajo de tesis se
investigan los extractos de mediana polaridad de Aristolochia foetida Kunth para su posible
aplicacion citotoxica en células de cancer de mama. Los neolignanos y sus derivados de la
especie Aristolochia glossa Pfeifer se evalian por medio de un analisis de consenso
farmacoldgico para su uso como agentes citotoxicos frente a células MCF-7, HelLa, A549 y
K562.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general
Llevar a cabo un estudio fitoquimico y determinar la citotoxicidad de Aristolochia
foetida Kunth y una evaluacion de derivados neolignanicos a partir de Aristolochia
glossa Pfeifer por medio de un anélisis del consenso farmacolégico.

6.2.  Objetivos especificos

« Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios por métodos fisicos, quimicos y
espectroscopicos de tallos y hojas de Aristolochia foetida Kunth y los neolignanos
eupomatenoide-7 (20) y licarina-A (21) y de los tallos gruesos de Aristolochia

glossa Pfeifer.

» Determinar la viabilidad celular en células MCF-7 por reduccion del compuesto

MTT con los extractos crudos de tallos y hojas de Aristolochia foetida Kunth.

« Evaluar los neolignanos y sus derivados contra un modelo de cancer por medio de

un analisis de consenso farmacologico de la especie Aristolochia glossa Pfeifer.

* Preparar derivados tipo éster de los compuestos aislados y determinar la
citotoxicidad en células MCF-7, HeLa, A549 y K562 de Aristolochia glossa Pfeifer.
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7. Resultados y discusion

7.1.  Andlisis de los extractos de tallos y hojas de Aristolochia foetida Kunth
Inicialmente se procesaron los macerados de diferentes disolventes de la planta
Aristolochia foetida Kunth. El rendimiento de los extractos crudos se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Extractos crudos de A. foetida Kunth.

Material Disolventes
Lote vegetal Muestra (g) Hexano CH2Clz AcOEt Metanol
1 Tallos y hojas 65 0.27 0.26 0.49 4.94
5 Tallos 490 0.21 0.05 3.39 6.98
Hojas 655 1.94 2.31 22.28 39.07
3 Tallos y hojas 640 1.21 1.62 0.88 1.47
4 Tallos 3300 1.79 3.28 4.51 32.25
Hojas 2800 8.95 8.62 14.04 50.00

En el analisis de los espectros desgrasados de los extractos hexanicos de tallos y hojas del
lote 4 (Figura 16) mostrd sefiales intensas en la region de los compuestos alifaticos. En el
extracto de hexano, diclorometano, ACOEt y MeOH (Figura 17-19) se observaron sefiales
en la region de los protones aromaticos, vinilicos, esteres, éteres, alcoholes y alifaticos.

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
ppm

Figura 16. Espectro de RMN de 'H en DMSO-ds a 400 MHz del extracto hexanico de
tallos (A) y hojas (B).
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H en DMSO-ds a 400 MHz del extracto de CHCl, de
tallos (A) y hojas (B).
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H en DMSO-ds a 400 MHz del extracto de AcOEt de
tallos (A) y hojas (B).
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Figura 19. Espectro de RMN de *H en DMSO-ds a 400 MHz del extracto de MeOH de
tallos (A) y hojas (B).

El extracto de los tallos (EDT) y de las hojas (EDH) con diclorometano fueron sometidos a
purificacion mediante cromatografia en columna abierta usando como disolventes mezclas
de Hex-AcOEt en orden ascendente de polaridad. De las fracciones eluidas con una
polaridad 9:1 Hex-AcOEt, se obtuvo una mezcla de esteroles identificados como (-
sitosterol (25) y estigmasterol (26).

En su espectro de RMN de 'H (Figura 20) de la mezcla de compuestos 25 y 26 se observ
en 5.36 ppm una sefial doble con una J = 5.6 Hz para el protdn vinilico H-6, en 5.15 ppm
una sefial doble de dobles con una J = 15.2 y 8.8 Hz correspondiente H-21, asi como en
5.04 ppm una sefial doble de dobles con una J = 15.2 y 8.8 Hz del H-20; en 3.50 ppm se
encontrd una sefial maltiple correspondiente al metino base de hidroxilo H-3; a frecuencias
altas se identificaron las sefiales pertenecientes a los metilos 19, 24, 26, 27, 28 y 29,
respectivamente. La diferencia entre 25 y 26 se observo en el enlace C-20 y C-21 de 26,

cuya relacion en mayor proporcion de 3:1 fue 25. 5364

En la polaridad 9:1 Hex-AcOEt se identificd la feofitina-a (27) (450.0 mg) se analiz6
mediante RMN de 'H (Figura 21) mostrando una sefial simple alrededor de 3.39 ppm

caracteristica del metilo de la posicion 71.55-67
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Figura 20. Espectro de RMN de H en CDCls a 400 MHz de la mezcla de p-sitosterol (25) y estigmasterol (26).
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Figura 21. Espectro de RMN de H en CDCls a 400 MHz de feofitina-a (27).



Los extractos hexanicos de tallos (EHT) y hojas (EHH) asi como EDT y EDH se analizaron
por CG-MS/MS y se obtuvieron los compuestos mayoritarios: hexadecanoato de metilo;
acido hexadecanoico, dodecanoato de 2-butoxietilo; hexadecanoato de etilo; &cido

(92,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoico que se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Compuestos identificados en A. foetida Kunth.

Compuesto EHT EDT EDT EDH

Icosan-1-ol
i C20H420

Acido pentadecanoico
C15H3002

*Hexadecanoato de metilo

} C17H34()2

*Acido hexadecanoico
C16H3202

(9Z,11E)-Octadeca-9,11-dienoato de metilo
C19H34OZ
(E)-Octadec-13-enoato de metilo
’C19H3602
Acido oleico
C18H34C)2
(9Z,11E)-Octadeca-9,11-dienoato de etilo
C20H3602
*Dodecanoato de 2-butoxietilo
C18H3603
Bis(6-metilheptil)benceno-1,2-dicarboxilato

C28H3804

(2)-Octadec-9-enoato de 2-butoxietilo
C24H4603
S-[2-[3-[(2,4-dihidroxi-3,3-dimetilbutanoil) amino]
propanoilamino] etil] tetradec-2-inionato .
C25H44N2058
Lupeol
CSOHSOO
Stigmast-4-en-3-ona

C29H48O

p-Sitosterol
C0H3500
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3-Etoxi-3,7-dimetilocta-1,6-dieno
i C12H22O
Acido 4-yodobenzoico
C.H:IO,
1,4-Dimetil-7-propan-2-ilazuleno
C15H18

(2,2,6-Trimetil-9,10-dioxatriciclo [6.2.2.0'¢]dodecan-3-il)

carbonato de butilo

C18H3005
*Hexadecanoato de etilo
C18H3602
(92,12Z)-Octadeca-9,12-dienoato de metilo
C19H3402
Acido (E)-octadec-13-enoico

C18H3402

Heptatriacotan-1-ol
C37H76O

(9Z,12Z)-Octadeca-9,12-dienoato de etilo
C37H76O
(2S,3R,5S,9R,10R,13S,14R)-2,3,14-Trihidroxi-10,13-
dimetil-1,2,3,4,5,9,11,12,15,16-decahidrociclopenta [a]
fenantreno-6,17-diona
C16H2605
2-[(E)-Octadec-9-enoxi] etanol
CZOH4OOZ
2-Cyclohexen-1-ona, 4-(3-hidroxibutil)-3,5,5-trimetil
C13H22C)2
*Qctadeca-9,12,15-trienoato de metilo
C19H32C)2
Acido (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoico; acido (2)-
octadec-9-enoico

C19H3202

Acido octadecanoico
C15H360,

14-(2-Octilciclopropil)tetradecanoato de metilo
C6H500,
2,3-Dihidroxipropil (92,12Z7,15Z7)-octadeca-9,12,15-

trienoato
C21H3GO4
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Etilisoalocoato
C26H4405
[7,7,12,16-Tetrametil-15-[4-[2-propan-2-iloxiran-2-il)
butan-2-il]-6- pentaciclo [9.7.0.012.0%8.0'216]acetato de
octadecanilo
C33H54OS
2,4-ditert-Butilfenol
C14H22O
Oxido de cariofileno
C15H24O
6-(3-Hidroxi-but-1-enil)-1,5,5-trimetil-7-oxabiciclo [4.1.0]
heptan-2-ol .
C13H2203
6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona
(:18H36O
Fitol
C20H4OO
*Acido (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoico
C15H300,
Acetato de [(Z)-7-metiltetradec-8-eni]
C17H3202
Pregnan-20-ona, 3-(acetiloxi)-5,6:16,17-diepoxi-,
(3p,50,60,160) .
Cp3H3,05

*Muestra compuestos en mayor proporcion.

7.1.1. Modificaciones quimicas

Una vez obtenidos los triterpenos 25, 26 se llevaron a cabo modificaciones quimicas en el
grupo hidroxilo con el fin de obtener una mayor pureza. A partir del p-sitosterol (25) y
estigmasterol (26) se prepararon los derivados acetilados 28 y 29, respectivamente, por
tratamiento con anhidrido acético/piridina durante 2 h en bafio de vapor. El crudo de
reaccion de mezcla de B-sitosterol y estigmasterol se llevo a purificacion, obteniendo en la
polaridad 9:1 Hex-AcOEt la mezcla de derivados acetilados 28 y 29 (111.0 mg) (23%), el
cual se analizd mediante RMN de *H (Figura 22) mostrando una sefial simple alrededor de
2.02 ppm caracteristica del metilo de acetato, también se vio el desplazamiento de la sefial

multiple que se encontraba en 3.50 ppm base de hidroxilo hacia 4.60 ppm ahora base de
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éster, las demés sefiales del sistema no presentaron cambios significativos en su

desplazamiento quimico.®®
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Figura 22. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de la mezcla ésteres (28) y (29).
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7.1.2. Estudio biologico de los extractos crudos de Aristolochia foetida Kunth

Se analizo la citotoxicidad de los extractos de las distintas polaridades de tallos y hojas en
la linea celular MCF-7 a las 24 horas de tratamiento. Los extractos que tuvieron una ICso
menor a 50 pg/mL fueron los extractos de tallos y hojas de diclorometano, 45.9 ug/mL y
47.3 pug/mL respectivamente. En la linea celular MCF-12 se probaron los extractos que
tuvieron una mejor citotoxicidad hacia MCF-7 se obtuvo una mayor selectividad en los
extractos de hexano (58.3 pug/mL) de las flores y de diclorometano (108.7 ug/mL) de los
tallos. En las células de epitelio mamario bovino (CEMB) se evaluaron Unicamente los
extractos de hexano y diclorometano de la planta. Los extractos de diclorometano que
presentaron una mayor selectividad fueron los de tallos con una ICso de 292.8 ug/mL y de

las hojas (147.7 pg/mL) como se puede apreciar en la Tabla 7.

Tabla 7. 1Cs0 a 24 h en MCF-7 y CEMB.

pg/mL

Hexano CH2Cl2  AcOEt Metanol

Tallos 116.0 45.9 >300 162.1
MCF-7

Hojas 60.0 47.3 126.8 >300

Tallos 117.0 1087 - >300
MCF-12

Hojas 48.0 46.0 333 -

Tallos 249.1 2928 e e
CEMB

Hojas 60.0 1477 e e

La citometria de flujo se realizd para corroborar los valores de ICso determinadas por los
ensayos de MTT y azul de tripano de los extractos de tallos y hojas de diclorometano y de
la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol (Cmp) que mostraron un mayor efecto citotoxico y
mejor selectividad contra MCF-7, MCF-12 y CEMB. Los valores de azul de tripano en las
células que no recibieron un tratamiento se determind una viabilidad del 97.0%, en el
control positivo de muerte celular se emple6 actinomicina D 10 uM con un 63.5% de
células vivas, con el empleo de etanol al 2.0% la viabilidad fue del 95.2%, mientras tanto

para el extracto de tallos de diclorometano la ICso calculada mostré un 20.2%, 0.21% en el
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extracto de hojas del mismo disolvente y un 20.2% en la mezcla de p-sitosterol (25) y
estigmasterol (26). Las distintas muestras fueron tratadas en MCF-7 a las 24 h y

confirmadas a las 48 horas del tratamiento, Figuras 23.
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Figura 23. Citometria de flujo por Syto-9 y yoduro de propidio (IP). (A) Células sin
tratamiento. (B) Actinomicina D 10 uM. (C) Vehiculo (EtOH). (D) ICso del 45.9 pug/mL del
extracto de CH2Cl> de tallos. (E) ICso del 47.3ug/mL del extracto de CH2Cl2 de hojas. (F)
ICs0 del 50.3 pg/mL de mezcla de B-sitosterol 25 y estigmasterol 26 a 24 h.

Los compuestos 25, 26 y los derivados 28 y 29 fueron evaluados en las células tumorales
MCF-7 y en las no tumorales MCF-12 y CEMB. Los compuestos 25 y 26 tuvieron un
mayor efecto citotdxico frente a MCF-7 en comparacion con sus derivados acetilados,

como se aprecia en la Tabla 8. Los compuestos 25 y 26 corresponden a las ICsp
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determinadas en MCF-7 de las especies Pereskia bleo y Alafia barteri Oliv, mientras tanto

ciertas clorofilas suelen tener valores de 1Cso mayores en la misma linea celular.%®"*

Tabla 8. ICsp a 24 h de los compuestos 25-26 y 28-29 en MCF-7, MCF-12 y CEMB.

Células Compuestos pug/mL
25y 26 50.3
MCF-7
28y 29 282.1
25y 26 114.9
MCF-12
28y 29 >300
25y 26 >300
CEMB
28y 29 >300

En el ensayo del modo de muerte celular por citometria de flujo en la linea celular MCF-7 a
las 24 horas de tratamiento se emplearon como control positivo de apoptosis la
actinomicina D y de necrosis el EDTA asi como los fluoréforos de anexina V' y 7AAD. La
ICso de actinomicina D fue de 10 uM y se determind la mayor parte de la poblacién en
apoptosis temprana. EI EDTA a 250 mM mostré una parte de la poblacion de las células en
estado de necrosis. Los valores de ICso de los extractos de tallos de diclorometano
mostraron una mayor concentracion de la poblacion en apoptosis tardia 91.2% al igual que
en las hojas 77.0% y en la mezcla de triterpenos 80.7% a las 24 h, como se puede observar
en la Figura 24.
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Figura 24. Citometria de flujo de apoptosis y necrosis. (A) Células sin tratamiento. (B)
Actinomicina D 10 pM (C) Vehiculo (EtOH). (D) EDTA 250 mM. (E) ICso del 45.9
pg/mL del extracto de CH.Cl> de tallos. (F) ICso del 47.3 pug/mL del extracto de CH2Cl. de
hojas. (G) ICso del 50.3 pg/mL de mezcla de B-sitosterol 25 y estigmasterol 26 (Cmp)
intensidad de fluorescencia relativa de los tratamientos a 24 h. ANOVA, Tukey p < 0.05.

En el ensayo de potencial de membrana mitocondrial se utilizo el fluoroforo JC-1 de
manera que la despolarizacion de la membrana mitocondrial fue positiva en el control de
actinomicina D 22.6%, asi como en el extracto de tallos 79.0%, hojas 87.2% y en la mezcla
de triterpenos 70.1%, de manera que es posible que exista el modo de muerte celular por

apoptosis en la via intrinseca como se puede observar en la Figura 25. Cabe mencionar que
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la apoptosis por la via intrinseca se activa desde el interior de la célula por dafios en el ADN

o0 en los microtubulos.®’
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Figura 25. Citometria de flujo de potencial de membrana mitocondrial (JC-1). (A)
Vehiculo (EtOH). (B) Actinomicina D 10 pM. (C) ICso del 45.9 pg/mL del extracto de
CHCl, de tallos. (D) ICso del 47.3 pg/mL del extracto de CH2Cl, de hojas. (E) ICso del
50.3 pg/mL de mezcla de B-sitosterol 25 y estigmasterol 26 a 24 h.

En el ensayo de potencial de membrana por el fluoréforo DISCs (5) se utilizd como control

positivo la valinomicina 0.4 mM la cual mostr6 un cambio importante en el potencial de la

membrana celular, mientras tanto el vehiculo, los extractos, asi como la mezcla de f-

sitosterol 25 y estigmasterol 26 no se observé un aumento en la intensidad de fluorescencia

en MCF-7, Figura 26.
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Figura 26. Ensayo de potencial de membrana DISCz (5). Valinomicina, Vehiculo (EtOH),
ICso del 45.9 pg/mL del extracto de CH2Cl, de tallos, ICso del 47.3 pg/mL del extracto de
CH2Cl, de hojas, ICso del 50.3 pg/mL de mezcla de B-sitosterol 25 y estigmasterol 26

(Cmp).

En la hemdlisis de eritrocitos humanos de sangre periférica se obtuvo con la ICso del

extracto de tallos una hemolisis de 6.9%, seguida de las hojas con 14.1% y la mezcla de

triterpenos en 40.3%. ElI método muestra una forma directa de necrosis en donde las

concentraciones menores a un 10% de hemolisis en los tallos fueron en 1.4-45.9 pg/mL,

hojas de 1.5-23.7 ug/mL y en la mezcla de compuestos en 1.6-12.6 ug/mL (Figura 27).

100+
80+
60+
40+
204
107 a a

Hemolisis %

Figura 27. Ensayo de hemolisis de eritrocitos. ANOVA, Tukey p < 0.05.* Muestra

diferencias significativas respecto al control.
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7.2. Compuestos presentes en extractos organicos de Aristolochia glossa Pfeifer

Los tallos gruesos de Aristolochia glossa Pfeifer fueron sometidos a maceracion y reflujo
con disolventes en orden ascendente de polaridad. El rendimiento de los extractos se

describe en la Tabla 9.

Tabla 9. Extractos crudos de A. glossa Pfeifer.

Material M Disolventes

vegetal uestra (g) Hexano CH2Cl2 AcOEt Metanol
*Tallos gruesos 610 3.2 55 2.3 40.5
**Tallos gruesos 1500 10.1 154 25.1 60.5

*Maceracion, **Reflujo. Colectados en el 2020.

7.2.1. Andlisis de los extractos organicos de tallos gruesos

En el andlisis de los espectros RMN de *H en DMSO-ds de los extractos de hexano y de
diclorometano de tallos gruesos (Figura 28) presentaron sefiales en la region de los
hidrégenos vinilicos, base de alcohol, ésteres y éteres, ademas en la region de los
hidrogenos aromaticos. En el extracto de AcOEt se apreciaron sefiales en desplazamientos
similares a los extractos anteriores y en el extracto de MeOH presentaron en la regién de

los hidrégenos vinilicos, base de alcohol, ésteres, éteres y de los alifaticos (Figura 29).
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Figura 28. Espectro de RMN de *H en DMSO-ds a 400 MHz de (A) tallos gruesos del
extracto hexanico y (B) de diclorometano.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H en DMSO-ds a 400 MHz de tallos gruesos del extracto
(A) de AcOEt y (B) de MeOH.
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Los extractos de hexano (EHTG) y de diclorometano (EDTG) de tallos gruesos de A.
glossa Pfeifer fueron analizados por CG-MS, y se identificaron los compuestos en mayor
proporcion fueron: B-cariofileno, humuleno, nerolidol, epdxido de B-cariofileno, epdxido de
isoaromadendreno, tetradecanoato de etilo, pentadecanoato de etilo, palmitato de metilo,
palmitato de etilo, (—)-kaureno, acido heptadecanoico, &cido linoleico, oleato de etilo,
estearato de etilo, acido araquidico, 6pB-hidroxitestosterona licarina-A, licarina-B,
pentacosanoato de metilo, eupomatenoide-1, eupomatenoide-7, acetato de citronelilo, -
cubebeno, B-eudesmol, farnesol, acetato de farnesilo, &cido hexadecanoico y galbacina,
Tabla 10.

Tabla 10. Compuestos identificados en A. glossa Pfeifer para extractos de hexano y
diclorometano respectivamente.

Compuesto EHTG EDTG

(-)-cis-Sabinol
CyoH60
Timol
C1OHl4O
Acetato de citronelilo
C12H2202
(+)-Valenceno
C15H24
*B-Cariofileno
C1OH14
*Humuleno
C15H24
*Nerolidol
ClSHZBO
*Epoxido de B-cariofileno
C15H24O
Epdxido de isoaromadendreno
C15H24O
*Tetradecanoato de etilo
C16H3202
*Pentadecanoato de etilo
C17H3402
*Palmitato de metilo
C17H3402
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*Palmitato de etilo
C18H3602
*(—-)-Kaureno

i C20H32
*Acido heptadecanoico
i C17H3402
*Acido linoleico
c:lBHBZC)Z
*Qleato de etilo
C20H3802
*Estearato de etilo
’C20H4002
Acido oleico
C18H3402
1-Heptatriacontanol
i c:37H7GO
*Acido araquidico
C20H4002
6B-Hidroxitestosterona
C19H2803
*Licarina-A
C20|_|2204
*Licarina-B
C20H20C)4

*Pentacosanoato de metilo

C26H5202
*Eupomatenoide-1
C20Hl8o4
*Eupomatenoide-7
C20HZOO4
Campesterol
C28H48O
Estigmasterol
C29H48O
B-Sitosterol
C29HSOO
Lupeol
C30H50O
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Sitostenona
C29H48O
Citronelol
CyoH20
2,3-Pinanodiol
ClOHIBC)Z
Acetato de citronelilo
ClZHZZC)Z
B-Cubebeno
C15H24
B-Eudesmol
Cy5H260
Farnesol
C15H260
Acetato de farnesilo

3 c:17H28C)2
Acido hexadecanoico
C16H3202
Galbacina
CZOHZOOS

Extractos de hexano; EHTG y de diclorometano; EDTG de tallos gruesos. *muestra
componentes en mayor proporcion.

7.2.2. Obtencién de compuestos (19-22 y 30-41)

Del EHTG y EDTG se obtuvieron 70 y 20 mg respectivamente de un solido blanco
denominado eupomatenoide-1 (19), obtenido de la polaridad 49:1 de Hex-AcOEt. En el
espectro de RMN de 'H (Figura 30), se apreciaron sefiales de dos conjuntos de anillos
aromaticos; se observo una sefial maltiple alrededor de 7.28 ppm asignada a los hidrdgenos
H-2’ y H-6°, dos sefiales dobles en 7.02 (J = 1.4 Hz) y 6.82 ppm (J = 1.5 Hz) para H-4 y H-
6. En 6.89 ppm se identificd una sefial doble del H-5" (J = 8.5 Hz). Asi como una sefial
doble de dobles en 6.49 ppm (J = 15.7, 1.7 Hz) y una doble de cuédruples en 6.21 ppm (J =
15.7, 6.6 Hz) para los hidrogenos vinilicos H-o y H-B respectivamente. Se asigno una sefial
simple intensa en 6.00 ppm para los hidrégenos del metileno unido a los dos oxigenos.
Ademas, se identificaron dos sefiales simples intensas en 4.03 ppm y 2.39 ppm de los

hidrogenos del metoxilo en 9 y el metilo en 8. Los H-y aparecieron en una sefial doble de
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dobles (J = 6.6 y 1.7 Hz) en 1.90 ppm del grupo metilo. El espectro de RMN de 3C (Figura
31), mostro 20 sefiales: 3 para carbonos de metilo, 1 para metileno, 7 para metinos (C-4, C-
6, C-2’, C-5°, C-6’, C-a, C-B) y C-9 carbonos cuaternarios. Se apreciaron sefiales en 151.1
y 110.5 ppm de los carbonos cuaternarios 2 y 3. Los datos espectroscopicos se compararon

con la literatura.?’
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Figura 30. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz del eupomatenoide-1 (19).
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Figura 31. Espectro de RMN de *C en CDCl3 a 100 MHz del eupomatenoide-1 (19).
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El eupomatenoide-7 (20) se obtuvo como un solido de color marrén y se aislé de los tallos
gruesos en la polaridad de 19:1 Hex-AcOEt, obteniéndose 300 mg en el extracto de CH2Cl>
y en la polaridad 9:1 Hex-AcOEt 100 mg en el extracto de AcOEt de un lote de 5.0 g
equitativamente. En el espectro de RMN de *H (Figura 32), se identificaron sefiales en dos
conjuntos de anillos aromaticos; se aprecio una sefial multiple en 7.29 ppm para los H-2’y
H-6, una sefal simple en 7.05 ppm asignada para el H-4, en 7.00 ppm una sefial doble (J =
8.3 Hz) para el H-5, una sefial simple en 6.82 ppm para H-6. Asi mismo, se asigno en 6.49
ppm, una sefal doble (J = 15.7 Hz) para el H-a, en 6.22 ppm una sefial multiple para el H-
B, en 574 ppm una sefial simple identificada para el hidrogeno del hidroxilo. Se
identificaron dos sefiales simples intensas en 4.04 y 3.99 ppm para los hidrégenos de los
metoxilos H-9 y H-7". Posteriormente, se identificé una sefial simple intensa en 2.41 ppm
corresponde al metilo en 8 y los H-y se identificaron como una sefial doble de dobles en
1.91 ppm (J = 6.6, 1.7 Hz). En el espectro de RMN de *3C (Figura 33), se identificaron 20
sefiales: 4 para carbonos de metilo, 7 para metinos y 9 carbonos cuaternarios. Se
identificaron sefiales entre 151.3 y 110.1 ppm que corresponden a carbonos cuaternarios 2 y

3 respectivamente,3°40.72
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Figura 33. Espectro de RMN de *C en CDCl3 a 100 MHz del eupomatenoide-7 (20).
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De los EHTG, EDTG y de los extractos de acetato de etilo (EAETG) se aislo la licarina-A
(21) en la polaridad de 19:1 Hex-AcOEt, obteniendo 50, 100 y 400 mg de un sélido
cristalino incoloro de un lote de 5.0 g respectivamente. En su espectro de RMN de H
(Figura 34) se apreciaron sefiales que corresponden para un conjunto de dos anillos
aromaticos identificando una sefial simple en 6.97 ppm para H-2’, en 6.89 ppm una sefial
doble (J = 1.8 Hz) para H-5’ y H-6’, asi como una sefial doble en 6.78 ppm que integra
para dos hidrogenos (J = 8.3 Hz) H-6 y H-4. Ademas, en la parte alifatica insaturada se
asignd una sefial doble de dobles en 6.36 ppm (J = 15.7, 2.0 Hz) para el H-a. Se identifico
una sefial maltiple en 6.11 ppm para el hidrégeno H-B. En 5.66 ppm una sefial simple para
el hidrogeno de OH y en 5.10 ppm una sefial doble (J = 9.5 Hz) para el H-2. Se apreciaron
sefiales simples intensas para los hidrégenos de los metoxilos H-7 y H-9” en 3.89 y 3.87
ppm, en 3.45 ppm se asigno una sefial doble de cuadruples (J = 14.9, 7.5 Hz) para el H-3.
Los hidrégenos H-y se identificaron como una sefial doble de dobles (J = 6.6, 1.6 Hz) en
1.87 ppm del grupo metilo y una sefial doble (J = 6.8 Hz) en 1.37 ppm corresponde al
metilo H-8.

El espectro de RMN de 3C (Figura 35), mostro 20 sefiales: 4 para carbonos de metilo, 7
para los metinos y la presencia de 7 sefales en la region de 132 a 146 ppm que representa
los 7 carbonos cuaternarios presentes en la molécula (C-3a, C-5, C-7, C-7a, C-1', C-3 ", C-
4.).72
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Figura 34. Espectro de RMN de H en CDCls a 400 MHz de la licarina-A (21).
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Figura 35. Espectro de RMN de *C en CDCl3 a 100 MHz de la licarina-A (21).
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De la polaridad 97:3 Hex-AcOEt del extracto del EHTG se aislo la licarina-B (22) y se
obtuvieron 100 mg en forma de s6lido amorfo blanco de un lote de 5.0 g. En su espectro de
RMN de *H (Figura 36) se identificaron sefiales de dos conjuntos de anillos aromaticos, se
observo una sefial doble en 6.95 ppm (J = 6.9 Hz) para H-2’, en 6.90 ppm una sefial doble
de dobles (J = 1.7, 0.5 Hz) asignada para H-5’, en 6.85 ppm una sefial doble de dobles
asignada para H-6 (J = 1.7, 0.5 Hz), en 6.80 ppm una sefial multiple para H-6 y H-4. En
6.35 ppm se localiz6 una sefial doble de dobles (J = 15.7 Hz) para H-a, en 6.10 ppm una
sefial multiple para el H-B, en 5.95 ppm se asignd una sefial simple para los H-7" del
metileno del anillo de dioxolano. Tambien se identificd en 5.09 ppm una sefial doble (J =
9.0 Hz) para el H-2, en 3.89 ppm se aprecié una simple intensa que integra para 3H
identificada para H-9 del metoxilo, en 3.45 ppm se asigno6 una sefial doble de cuadruples (J
= 13.6, 6.9 Hz) correspondiente para el H-3. Se identifico una sefial doble de dobles (J =
6.6, 1.6 Hz) en 1.86 ppm para H-y del grupo metilo y una sefial doble (J = 6.8 Hz) en 1.38
ppm del metilo H-8. El espectro de RMN de 3C (Figura 37), se apreciaron 20 sefales: 3
para carbonos de metilo, 1 para metileno, 9 para metinos (C-2, C-3, C-4, C-6, C-2’, C-5’,
C-6’, C-a, C-P) y la presencia de 7 sefiales en la region de 132 a 147 ppm para 7 carbonos
cuaternarios presentes en la molécula (C-3a, C-5, C-7, C-7a, C-1', C-3 ', C-4'). Las sefales

en 93.4 y 45.8 ppm corresponden a los carbonos 2 y 3 respectivamente.
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Figura 36. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la licarina-B (22).
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Figura 37. Espectro de RMN de *C en CDCls a 100 MHz de la licarina-B (22).
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7.3. Derivado de la licarina-A (21)

7.3.1. p-Yodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (30)

A partir de 21 se preparo su derivado 30 utilizando el &cido p-iodobenzoico como reactivo
en presencia de HOBt (1-hidroxibenzotriazol), DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida) y
DIPEA (N,N-diisopropiletilamina). Se obtuvieron 25 mg del derivado como una miel

amarilla y se analiz6 mediante RMN de *H y !3C, Figura 38.

G g o

OCHs OCHg

Figura 38. Reactivos y condiciones para 30. (a) Acido p-yodobenzoico, HOBt, DCC, bafio
de hielo 1 h. (b) Metabolito 21, DIPEA, 4 h en agitacion, t.a, hexano 1 h, 12 h, 2 °C.

Se apreci6 una sefial doble en 7.91 ppm (J = 8.6 Hz) para H-12 y H-12", asi como para H-
13 y H-13" en 7.86 ppm con una J = 8.6 Hz. En 7.13 ppm una sefial simple para H-2" asi
como una sefial multiple en aproximadamente 7.11 ppm para H-5" asignada para el sistema
aromatico, como también en 7.02 para H-6" una sefial doble de dobles (J = 8.1, 1.9 Hz) y en
6.79 para una sefial doble de dobles para H-4 y H-6 con una J = 8.9 Hz. Tambien una sefial
doble en 5.19 ppm correspondiente para H-2 con J = 9.1 Hz, Figura 39. En el resto de las
sefiales no se mostraron diferencias notorias frente a 21. En el espectro de RMN de 3C de
30 (Figura 40) se identificaron 27 sefiales de las cuales en 165.0 ppm se identifico una sefial
para el carbonilo de éster (C-10). Entre las regiones de 150.0 y 130.0 ppm se apreciaron
sefiales de los carbonos cuaternarios (C-3°, C-3a, C-7a, C-7 y C-14). En la zona
correspondiente a los hidrogenos aromaticos se aprecié intensidad de las sefiales debido a la
incorporacion de la parte aromatica del acido yodobenzoico. En la zona de 56.0 ppm se
apreciaron las sefiales para los carbonos de metoxilo (C-9 y C-7"). Posteriormente en 18.5 y

17.5 ppm las sefiales para los carbonos (C-y y C-8).
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Figura 39. Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 100 MHz de p-yodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-
2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (30).
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Figura 40. Espectro de RMN de **C en CDCl; a 100 MHz de p-yodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (30).
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Los compuestos fueron aislados por columna cromatografica y cristalizados en los
disolventes adecuados. Los derivados esterificados (30-41) fueron sintetizados a partir de
(20 y 21) y sus rendimientos se muestran en la Tabla 11.%

Tabla 11. Rendimientos de los derivados esterificados de 20 y 21.
Compuestos  Rendimiento (%) Guillen-Heredia 2020

30 46 —
31 85 75
32 45 56
33 84 86
34 49 42
35 55 65
36 45 60
37 83 55
38 45 64
39 48 46
40 49 55
41 50 52

(—) No procedio la reaccion.

Los rendimientos obtenidos en el presente trabajo fueron similares a los obtenidos por
Guillen-Heredia (2020) y fue posible obtener el derivado 30 con el empleo de DCC como
agente activante. La reaccion transcurre por el ataque nucleofilico del &cido carboxilico (en
este ejemplo del &cido 4-yodobenzoico) al 1,1’-carbonildiimidazol (CDI) y formar el
acilimidazol después de la eliminacion de CO». La adicion de 20 da como resultado un
desplazamiento nucleofilico del imidazol para la formacion de 32.”° Es posible que el
derivado 30 no procediera debido a la disminucion de la reactividad dada por el
intermediario generado por el CDI, como se aprecia en la Figura 41. Por otro lado, con la
DCC vy el acido 4-yodobenzoico forman el intermediario O-acilisourea, que posteriormente
el HOBL participa en el aumento del rendimiento de la reaccién y minimiza la racemizacion
dada por la activacion de la carbodiimida. EI HOBt influye a su vez en la formacion de la
diciclohexilurea (DCU) y el ester activado que es atacado por 21 para la formacion de 30,
como se aprecia en la Figura 42.”* Mientras tanto para 30 con el empleo de la DCC la

reactividad fue mayor y se obtuvo un rendimiento del 46%.
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Figura 42. Mecanismo de reaccién propuesto para 30 con DCC.

Los neolignanos 21 y 22 (6 mg) fueron sometidos a un ensayo con 30 mg de BINOL (1,1'-
bi-2-naftol) con 0.7 mL de CDCl; pasados 5 min y analizados por RMN de 'H para
descartar la mezcla racémica del compuesto.” La comparacion de los desplazamientos
quimicos con respecto al compuesto 21 aislado y determinada su estructura tridimensional
por medio de difraccion de rayos X de la especie A. mycteria Pfeifer y el 21 de A. glossa

Pfeifer, no se apreciaron cambios respecto a los desplazamientos quimicos, Figura 43.7
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Figura 43. Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz con BINOL de 21 de A. glossa
Pfeifer (=) y 21 de A. mycteria Pfeifer (—).

7.4. Estudio bioldgico de neolignanos aislados y sus derivados de Aristolochia glossa
Pfeifer

7.4.1. Andlisis in silico de actividad biologica de Aristolochia glossa Pfeifer

Los compuestos 19-22, 30-41 fueron evaluados in silico con el empleo de las plataformas,
Pass Online, pkCSM, ADMETIlab 2.0, AdmetSAR 2.0 y Swiss TargetPrediction, para
identificar sus perfiles farmacodindmicos, farmacocinéticos y riesgos toxicologicos. En el
perfil farmacodinamico destaca el efecto agonista de apoptosis en donde los valores
mayores al 70% fueron los compuestos 19, 20, 31y 36 (Tabla 12).

Tabla 12. Estimacion del efecto agonista de apoptosis.
Compuestos Efecto agonista de apoptosis (%)

19 75.8
20 78.8
21 67.5
22 64.8
30 59.2
31 74.4
32 68.7
33 66.3
34 65.1
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35 62.6

36 73.4
37 64.0
38 55.7
39 55.2
40 51.4
41 63.6

Se analizaron in silico los compuestos 19-22, 30-41 de tal forma que se obtuvieron
predicciones en las células MCF-7 asi como en la linea NCI-H226 de pulmon determinando
sus porcentajes de citotoxicidad entre 20.8-63.7%, destacando mayoritariamente la
prediccion >60% de citotoxicidad de 19, como se observa en la Tabla 13.

Tabla 13. Prediccion de citotoxicidad en el tumor.
Compuestos MCF-7 (%) NCI-H226 (%)

PAC 90.9
19 31.0 63.7
20 38.0 43.8
A 23.7
2 - 41.6
30 245 28.9
31 40.8 39.7
32 48.7 46.3
3 0 - 36.9
4 37.9
35 314 39.7
36 34.2 37.1
37 e e
38 0 214
39 0 - 20.8
40 0 - 23.3
41 e e

PAC. Paclitaxel.

La prediccion de los sitios diana de los compuestos 19-22, 30-41 se llevo a cabo en
SwissADME de manera que el compuesto 34 con un 53.3% presenta como sitio diana a las
cinasas, seguido de 41 con un 46.7% cuyo sitio diana se predice hacia receptores acoplados
a proteina G de la familia A y el compuesto 33 con un 40.0% hacia cinasas, Tabla 14.
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Tabla 14. Prediccion de sitios diana.

Compuestos Sitio (%)

PAC Cinasa ) 3 26.7

Receptores acoplados a proteina G de la familiaA  26.7

19 Receptores acoplados a proteina G de la familiaA  33.3

20 Cinasa 26.7

21 Cinasa 33.3
Receptores acoplados a proteina G de la familia A

22 Cinasa 20.0

Receptor nuclear
30 Receptores acoplados a proteina G de la familiaA 33.3
Cinasa

31 Canales ionicos controlados por ligando 333

32 Cinasa 26.7

33 Cinasa 40.0

34 Cinasa 53.3

Transportador electroquimico
35 Cinasa 20.0

Canales idnicos controlados por ligando
Transportador electroquimico

36 Cinasa 20.0
Canales idnicos controlados por ligando
37 Receptores acoplados a proteina G de la familiaA  26.7
38 Receptores acoplados a proteina G de la familiaA 33.3
Cinasa
39 Canales ionicos controlados por ligando 26.7
40 Receptores acoplados a proteina G de la familiaA 33.3
41 Receptores acoplados a proteina G de la familia A  46.7

PAC. Paclitaxel.

7.4.2. Andlisis de consenso farmacolégico de compuestos y derivados de Aristolochia

glossa Pfeifer
Los compuestos 19-22, 30-41 fueron evaluados in silico para identificar sus potenciales
farmacodinamicos, farmacocinéticos y riesgos toxicologicos mostrados en la Tabla 15. Los
compuestos mostraron valores superiores al 70% respecto al perfil farmacodinamico en los

efectos biologicos de agonismo de apoptosis (19, 20, 31-32 y 36) y antineoplasicos (21-22,
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31, 37 y 41). Por otro lado, como antagonista de la tubulina el compuesto més satisfactorio
fue 22. En el perfil farmacocinético los compuestos analizados fueron ligera a
moderadamente solubles en agua, por otro lado, en el compuesto 19 fue menor a la
permeabilidad de los demas compuestos frente a células CaCo2. Los derivados 19, 20, 31-
32 y 34 presentaron la mejor biodisponibilidad de manera oral. La prediccion mostré que
los compuestos 20, 21, 31 y 37 permiten la inhibicion de la mayoria de las isoformas del
citocromo P450 por lo que pudiese afectar en el metabolismo de dichos compuestos. En el
perfil toxicol6gico, el ensayo de AMES para conocer si un compuesto puede inducir
mutagenicidad 40 y 41 fueron positivos para el ensayo. En el aspecto de carcinogenicidad
el compuesto 19 presentd una alerta en este aspecto. Respecto a la genotoxicidad, 34 fue el
que tuvo este modelo elevado en mayor medida frente que 33, 35, 36, 38 y 40-41, con
valores moderados. En la inhibicion de hERG 1y Il los compuestos 19, 20, 30-36, 38-41,
revelaron una inhibicion moderada del 50% que esto pudiera desarrollar algun
padecimiento encaminado a arritmias, mientras tanto los demas compuestos no tuvieron
algun efecto inhibitorio frente hERG. EIl anélisis de la toxicidad hepéatica mostr6 que en
ninguno de los compuestos presentaba este tipo de efecto. El paclitaxel se empleé como

control para comparacién de los compuestos y derivados neolignanicos.
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Tabla 15. Analisis de consenso farmacologico de compuestos y derivados de Aristolochia glossa Pfeifer.

Prediccion de valores de los compuestos

Nombre del modelo PAC 19 20 21 22 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 Unidad

Agonista de apoptosis - 675 648 59.2 65.1 62.6 64.0 55.7 552 514 63.6 %

Antineoplasico 62.7 61.3 61.3 69.9 %

Antagonista de

tubulina B2

52.5 %

Solubilidad enagua | -43 52 -49 -49 55 64 -58 62 -61 56 -68 66 -57 6.0 -62 -6.7 -65 logmol/L

Biodisponibilidad

oral humana logK (%F)
Permeabilidad en log Papp
Caco?2 (105 cmy/s)

Inhibidor del CYP

450 (2C9, 2D6, 3A4) | o No

No No No No (Si/No)

AMES (Si/No)

Carcinogenicidad Categorico
Genotoxicidad Alertas
hERG No No (Si/No)

Hepatotoxicidad (Si/No)

Color verde muestra resultados muy satisfactorios, amarillo satisfactorios y rojo poco satisfactorios. PAC. Paclitaxel.
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7.5. Estudio bioldgico de neolignanos aislados y sus derivados de Aristolochia glossa
Pfeifer

Los valores de ICso de los neolignanos 19-22 y los derivados 30-41 fueron determinados
por el ensayo de MTT durante 24 h en células de cultivo primario CEMB vy lineas
cancerosas HelLa, MCF-7, A549 y K562.

En el andlisis de consenso farmacoldgico se estimé que los compuestos 20, 21, 31, 37 y 39
pudieran tener un buen desempefio al realizarse en ensayos de citotoxicidad in vitro. Al
realizar los ensayos de citotoxicidad se obtuvieron valores de ICso de los compuestos 19-22,
31 y 37 menores a 50 uM en tres de las cuatro lineas celulares cancerosas y fueron
necesarias concentraciones mayores para las células normales. De acuerdo al estudio in
vitro el compuesto 21 fue el que mejores resultados mostrd, debido a que su ICso fue <25
UM en las lineas cancerosas como se expresa por Cos y colaboadores en el 2006 y en
células normales se aprecio un dafio menor.”® Respecto a 21 se han reportado valores de
ICs0 = 26.14 UM en células HeLa, MCF-7 1Csp = 22.2 UM y A549 ICsp = 22.19 uM.""7
Los neolignanos y sus derivados fueron comparados con el paclitaxel como control, Tabla
16.
Tabla 16. Valores de ICso de neolignanos y sus derivados.

uUM

Compuestos CEMB Hel a MCF-7 A549 K562

PAC - 2.6 nM 2.5nM 4.1 nM 1.26
19 176.3+£1.3 >50 40.7£4.0 30.2+£2.2 40.4+2.0
20 303.4+1.1 >50 29.7£2.5 28.7£2.1 22.1+2.3
21 362.5+3.1 22.6x2.1 23.0£3.1 19.2+2.1 25.0+1.3
22 211.6+2.2 >50 32.8+3.1 21.3+3.1 32.312.1

30 91.9+£1.0 >50 >50 >50 >50
31 166.9+2.0 >50 35.5+£2.9 48.9+4.7 21.4+3.1
32 134.1+£2.3 >50 35.84£3.6 >50 36.5£1.4
33 90.2+3.1 >50 >50 >50 34.1£1.9
34 142.4+4.3 >50 >50 >50 40.4+1.4
35 139.4+2.5 >50 >50 >50 21.5+1.7
36 139.0+2.4 >50 32.5£3.3 >50 26.51+2.4
37 229.2+3.1 >50 40.314.1 41.0+1.4 22.31£3.1

38 125.4+3.5 >50 >50 >50 >50

39 135.5+3.4 >50 36.0+3.4 >50 >50

40 111.0+£3.6 >50 28.2+2.4 >50 >50
41 169.6+3.4 >50 >50 >50 24.3+2.4

PAC: Paclitaxel.
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La actividad citotoxica de los derivados 30-41 pudo estar disminuida en ésteres impedidos
actuando como profarmacos, por otro lado, los ésteres poco impedidos pueden tener tener
un mejor efecto bioldgico.® EI compuesto 34 respecto a su constitucion de tres anillos
planos pudiera afectar su interaccion con el ADN vy evitar su accién citotoxica.®® Los
derivados 30 y 32 estarian relacionados con el metabolismo del citocromo p450 debido a la
prescencia de yodo provocando la formacion de cationes que podrian generar a su vez
nefrotoxicidad y hepatotoxicidad.®®® Los datos obtenidos in silico al estar validados in
vitro suelen tener correlacion, sin embargo, es necesario seguir refinando las predicciones y

evaluar un mayor numero de lineas celulares.

Los compuestos 21, 31, 35, 37 y 41 fueron analizados por citometria de flujo mediante el
ensayo de anexina V/7TAAD que posteriormente fueron compensados para determinar el
modo de muerte celular, en la linea celular K562 se obtuvo un 56.2% de apoptosis tardia en
21, en 31 un 23.1%, en el derivado 35 con un 39.8% en apoptosis temprana, en 37 se
obtuvo un 43.6% en apoptosis tardia y en 41 un 14.9% de efecto apoptotico, Figura 44.
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Figura 44. Citometria de flujo de apoptosis y necrosis en K562. (A) Actinomicina D (10
uM). (B) EDTA (250 mM). (C) Vehiculo (EtOH). (D) ICso del 25.0 uM de 21. (E) ICso del
22.3 UM de 31. (F) ICso del 21.5 uM de 35. (G) ICso del 22.3 uM de 37. (H) ICso del 24.3
UM de 41. Ensayo a 24 h.

En la linea celular MCF-7 se obtuvo un 74.1% de apoptosis tardia para 21, con 31 un
20.7%, con el derivado 35 un 19.4% en apoptosis temprana, para 37 se obtuvo un 59.6% en

apoptosis tardia y con 41 un 23.4% en apoptosis temprana, Figura 45.
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Figura 45. Citometria de flujo de apoptosis y necrosis en MCF-7. (A) Actinomicina D (10
pUM). (B) EDTA (250 mM). (C) Vehiculo (EtOH). (D) ICso del 23.0 pM de 21. (E) ICso del
40.31 uM de 31. (F) ICso del 89.6 uM de 35. (G) ICso del 40.3 uM de 37. (H) ICso del 73.2
MM de 41. Ensayo a 24 h.

En células HL-60 de leucemia se determind que la licarina-A induce el modo de muerte por
apoptosis por medio de la via de la caspasa 3.2* En células CCRF-CEM de leucemia se
aprecio que la licarina-A induce apoptosis temprana por la activacién de caspasas con un
48.9% a las 24 horas de tratamiento con una ICso = 4.3 uM.%

Por otro lado, en células de cancer de pulmén como A549 se ha determinado que la
licarina-A puede inducir la muerte celular por medio de induccién de autofagia por medio
del incremento de especies reactivas de oxigeno por el arresto de la fase G1 del ciclo
celular.”® Nuestros resultados mostraron un modo de muerte por apoptosis en etapa

temprana y tardia, datos similares a los reportados por la literatura.
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8. Conclusiones

Mediante este proyecto de tesis se elucidaron y caracterizaron los principales compuestos:
hexadecanoato de metilo, &cido hexadecanoico, dodecanoato de 2-butoxietilo,
hexadecanoato de etilo, octadeca-9,12,15-trienoato de metilo y el acido (9Z,12Z,157)-
octadeca-9,12,15-trienoico, asi como a los compuestos aislados -sitosterol y estigmasterol
en EDT y EDH de A. foetida Kunth. EDT (ICso de 45.9 ng/mL) y EDH (ICso de 47.3
pg/mL) de A. foetida Kunth son citotoxicos contra MCF-7 produciendo apoptosis tardia por
medio de la via intrinseca. Se requirieron concentraciones mayores para mostrar un efecto

citotoxico en el cultivo primario de células normales (CEMB).

La sintesis de 30 con el empleo de la DCC mostré un rendimiento de un 46%. Por otro
lado, en los ensayos de citotoxicidad se obtuvieron valores de ICso menores a 50 UM de los
compuestos 19-22, 31 y 37 en las lineas celulares MCF-7, A549 y K562. En las células
HelLa Unicamente 21 su ICso fue menor a 50 uM. Con 19-22, 31 y 37 fueron necesarias
concentraciones elevadas para dafar las células CEMB. Los compuestos 20, 21, 31 y 37
presentaron una correlacion positiva con la prediccion realizada mediante el analisis de
consenso farmacoldgico y los analisis in vitro de viabilidad celular. De 21, 31, 35, 37 y 41

se determind que el modo de muerte celular en mayor porcentaje es via apoptosis tardia.

En A. foetida Kunth y A. glossa Pfeifer no se logrd la identificacién de &cidos
aristoloquicos o sus derivados. Los extractos, compuestos y derivados requieren mas

estudios para corroborar el uso terapéutico de los mismos.
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9. Parte experimental
9.1. Procedimientos generales

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher Johns los valores no estan
corregidos. Los espectros de resonancia magnética nuclear a 400 MHz para *H y *C a 100
MHz en un equipo Varian Mercury Plus 400 del 11QB-UMSNH. En los extractos se empled
DMSO-ds y en los compuestos cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente, fueron
referenciados con TMS y reportados en ppm, las constantes de acoplamiento (J) en Hz. Las
purificaciones cromatograficas se realizaron con el empleo de gel de silice MERCK 60
(230-400 mesh) y las reacciones fueron monitoreadas mediante cromatografia en capa fina
(TLC). Los espectros de masas por cromatografia de gases se determinaron en un Thermo
Scientific Trace-1310 con un espectrometro de masas de cuadrupolo simple, equipado con
una columna capilar de silice TG-SQC (15 X 0.25 mm, con un espesor de 0.25 pm).

Las células MCF-7, HeLa, A549, K562 y MCF-12 se contaron en el contador automatico
Bio-Rad TC20™, asi como las CEMB en cdmara de Neubauer. Las absorbancias para el
ensayo de viabilidad celular MTT se determinaron con un espectrofotometro Bio-Rad
iMark™ a una longitud de onda de 595 nm, los datos fueron procesados con el programa
MPM 6, el ICso de los compuestos activos se determind con el programa de analisis de
datos GraphPad Prism 8 para Windows. Los analisis de citometria de flujo se realizaron
mediante un citdmetro BD AccuriTM C6, los datos fueron procesados con el BD Accuri C6
Software.

9.2.  Procesamiento de la planta

Las especies Aristolochia foetida Kunth fueron colectadas en el municipio de Apatzingan y
la especie Aristolochia glossa Pfeifer localidad de Santa Casilda en el municipio de Gabriel

Zamora en el estado de Michoacéan. Las muestras fueron separadas en tallos y hojas.

9.3.  Obtencidon de extractos

Las distintas partes de la planta fueron separadas manualmente, los tallos se cortaron en
pequerios trozos y separados de las hojas. Cada una de las partes de la planta se someti6 a
maceracion con el empleo de los disolventes hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol en un periodo de tres dias repitiendo el procedimiento por triplicado con cada

disolvente, se filtraron y se llevaron a sequedad bajo presion reducida en rotavapor. Los
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extractos de hexano y diclorometano fueron disueltos en metanol y se dejaron a 4 °C para
la precipitacion de las grasas, el procedimiento se realiz6 de tres a cuatro veces,
dependiendo de la cantidad de grasa que presentd cada muestra. Una vez obtenidos los

extractos desengrasados se determinaron los rendimientos.
9.4.  Condiciones cromatograficas

Los extractos de cada disolvente se purificaron por cromatografia en columna abierta con
fase estacionaria de silice gel 60, de 230-400 mallas y con fase maévil una mezcla de
disolventes hexano-acetato de etilo (Hex-AcOEt) y acetato de etilo-metanol (AcOEt-
MeOH) en orden ascendente de polaridad, estas fracciones fueron sometidas a

recromatografia.

Para las recromatografias se utiliz6 la misma fase estacionaria anteriormente descrita y

como fase mévil mezclas de Hex-AcOEt en orden ascendente de polaridad.

Las fracciones eluidas fueron analizadas por cromatografia en placa fina, observadas bajo

luz UV y reveladas con sulfato cérico amoniacal.
9.5. Identificacion de compuestos

Los extractos crudos, los desgrasados y las fracciones obtenidas fueron analizados mediante
Resonancia Magnética Nuclear de *H a 400 MHz, utilizando como disolventes DMOS-ds y
CDCls, con el empleo de un espectrometro Varian Mercury Plus 400. Se empled la
cromatografia de gases Thermo Scientific Trace-1310 con un espectroémetro de masas de
cuadrupolo simple, equipado con una columna capilar de silice TG-SQC (15 x 0.25 mm,
con un espesor de 0.25 um). La identificacion de los compuestos se baso en la comparacion

de su espectro de masas con la libreria NIST.
9.6. Ensayos de citotoxicidad

A los extractos crudos y derivados debidamente caracterizados se les determind su efecto
citotoxico sobre células de cancer de mama MCF-7 y la selectividad frente a células
normales MCF-12 y CEMB en A. foetida Kunth. En A. glossa Pfeifer se determiné la
citotoxicidad de los neolignanos y sus derivados en MCF-7, HelLa, A549, K562 y la
selectividad en CEMB.
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9.7. Preparacion de medios de cultivo para la linea celular MCF-7, HelLa, A549,
K562, MCF-12 y CEMB

Medio completo (MC)
10 g de medio F12-Ham (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
5% de suero fetal bovino (10% para MCF-12)

5% de suero de ternera

1% de antibidtico de penicilina-estreptomicina
250 pg/mL de Anfotericina B

1.5 g de Bicarbonato de sodio

Medio completo para K562

La linea celular de leucemia mieloide cronica K562 se obtuvo de la Coleccion American
Type Culture, fueron cultivadas con medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Mayimex) y 100 U/mL penicilina-estreptomicina (Gibco).

Medio incompleto (M1)

10 g de medio F12-Ham (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
5% de suero fetal bovino

5% de suero de ternera

1.5 g de Bicarbonato de sodio

9.8. Cultivo celular MCF-7, HelLa, A549, K562 y MCF-12

Para el mantenimiento de las lineas celulares MCF-7, HeLa, A549, MCF-12 y CEMB, las
células fueron sembradas en cajas de cultivo de 70 mm de diametro en medio completo. Se
incubaron en una atmosfera estéril a 37 °C y 5% de CO.. Cuando el cultivo se encontr6 en
una confluencia del 80-100% las células fueron tripsinizadas (con excepcion de las células
K562) centrifugadas por 2500 rpm x 10 min y contadas usando un hematocitometro en un
microscopio invertido (Primo Vert, Zeiss).

Dependiendo del destino de las células, se pasaron a cajas de cultivo de 70 mm de diametro
para su proliferacion, o se sembraron en placas de 96 pozos para los ensayos de
citotoxicidad. La criopreservacion de las células se realiz6 en nitrégeno liquido, con
dimetilsulféxido (DMSO) al 10% (v/v) y suero fetal bovino (108 células/mL; 1 mL/vial).
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9.9. Cultivo primario de células de epitelio mamario bovino (CEMB)

Las células de epitelio mamario bovino (CEMB) fueron aisladas de tejido alveolar de ubre
de una vaca sana lactante. Las CEMB se cultivaron en medio de crecimiento compuesto de
medio DMEM/mezcla de nutrientes F-12 Ham (Sigma), suplementado con suero fetal
bovino (10%, Mayimex), insulina (10 pg/mL), hidrocortisona (5 mg/mL), penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 pug/mL) y anfotericina B (1 pg/mL, Sigma). Las células fueron

cultivadas en una atmosfera de 5% CO, a una temperatura de 37 °C.%
9.10. Ensayo MTT

El ensayo se basa en la conversion del MTT a cristales de formazan por la reduccién de la
enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas. La cantidad de

formazéan formado es proporcional al nimero de células viables, Figura 46.

No /© Succinato deshidrogenasa N—NH
N (SDH)
N=H N=N

BT ?\ll// >/\

MTT Formazan
Figura 46. Ensayo de citotoxicidad MTT.
Las lineas celulares, asi como el cultivo primario se cultivaron con una densidad de 1x10*
células en placas de 96 pozos realizando el conteo en un contador automatico Bio-Rad
TC20™ con ayuda de azul de tripano y con el medio de crecimiento completo (MC)
durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo se cambio por el medio incompleto (MI) y se
volvié a incubar por 24 h. Los tratamientos se realizaron por triplicado mediante un barrido
de concentraciones, 0.0-150.0 pg/mL para los extractos de tallos y hojas de los diferentes
macerados, se colocaron 2 pL en cada pozo de extracto disuelto en EtOH como vehiculo
méas 98 pL de MI, el tratamiento se dejé actuar durante 24 h para posteriormente ser
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removido y colocarse el Ml con 10% de MTT (5 mg/mL en PBS) dejando incubar durante
4 h a 37 °C en atmdsfera de 5% CO». Una vez que la incubacion cumplié el tiempo
establecido se retird el medio, los cristales de formazan se disolvieron en una mezcla de
isopropanol: HCI 1M (19:1), finalmente se midio la absorbancia del MTT reducido a 595
nm en un espectrofotdmetro Bio-Rad iMark™.® La viabilidad celular se determind como
porcentaje de células viables con respecto al vehiculo (EtOH). La concentracién inhibitoria

méaxima media (ICsp) se calcul6 utilizando el software Microsoft Excel.
9.11. Azul de tripano

El método de azul de tripano se empled para evaluar muerte celular acompafiado del ensayo
de MTT. El ensayo consistié en la aplicacion de 15 uL del colorante azul de tripano &cido
(32,3'2)-3,3'-[(3,3-dimetilbifenil-4,4'-diil)di(1Z)hidracin-2-il-1-ilideno]bis(5-amino-4-o0xo-
3,4-dihidronaftaleno-2,7-disulfénico al 0.4% en 15 uL de células previamente cultivadas y
tratadas a 24 h en placas de 96 pozos. Con la ayuda de un hematocitometro o con el
contador automatico se visualizaron las células dafiadas en su membrana de color azul,

diferenciandose de las viables que permanecieron incoloras, Figura 47.8°

NH, HoN
OH HO
W\ /7
-
O3 Os
Figura 47. Estructura del azul de tripano.

9.12. Citometria de flujo
9.12.1. Evaluacién de células vivas y muertas

El ensayo de células vivas y muertas se realizo para confirmar la ICso de los extractos de
tallos y hojas de diclorometano de A. foetida Kunth, asi como a la mezcla de j-sitosterol y
estigmasterol con los fluoréforos de Syto-9-yoduro de propidio (IP). Se cultivaron 4x10*
células MCF-7 por pozo en placas de 24 pocillos incubadas durante 24 h. Después de la

aplicacion del tratamiento las células fueron tripsinizadas y lavadas con PBS,
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posteriormente fueron tratadas con Syto-9-1P y se leyeron cada uno de los tratamientos en

el citdmetro de flujo.
9.12.2. Determinacion de apoptosis y necrosis

En el ensayo de apoptosis y necrosis se cultivaron 4x10* células MCF-7 y K562 por pozo
en placas de 24 pocillos incubadas durante 24 h. Después de que las células fueron
tripsinizadas las células adherentes y lavadas con PBS se trataron con anexina V 'y 7AAD
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Annexin V, Alexa Fluor® 488 conjugate,
Invitrogen). Para este ensayo se preparé un buffer para los fluoréforos y los tratamientos
con 10 pL. de Hepes 1M mas 90 pL de agua desionizada estéril filtrada, asi como 1400 puL
de NaCl 1M y 25 pL de CaClz 1M, se ajusté el pH a 7.4 y se aforé a 10 mL con agua
desionizada. Una vez preparado el buffer se prepararon los fluoréforos. El ensayo de
apoptosis y necrosis fue analizado utilizando un citémetro de flujo BD Accuri™ C6 (BD
Biosciences) y el software FlowJo (TreeStar, Inc.). La actinomicina D (Cayman Chemical
Company, 10 uM) fue utilizada como un control positivo de apoptosis y de necrosis el
EDTA (250 mM). Se realizaron 10,000 eventos en el analisis. Las lecturas fueron

compensadas en A. glossa Pfeifer.
9.12.3. Ensayo de potencial de membrana mitocondrial (4%¥m)

Una vez sembradas 4x10* células MCF-7 se preparé el buffer para JC-1 10x diluido 1:10
en agua desionizada. Se prepar6 una solucion de trabajo 1:100 del stock de JC-1
reconstituido en DMSO en buffer 10x previamente atemperado a 37 °C. Posterior esto se
adicionaron 100 uL de solucion de trabajo JC-1 a tubos eppendorf con las células y los
tratamientos después se incub6 a 37 °C 15 min y se agregaron 200 uL de buffer 1x y se
centrifugaron a 2500 rpm por 10 min. Una vez concluido lo anterior se resuspendieron en

100 uL de buffer 1x esto se repitid dos veces para después leer en el citometro de flujo.
9.12.4. Medicion del potencial de membrana

En placa de 96 pozos de fondo obscuro se agrego colageno de rata 1:10 en agua destilada
estéril a cada pocillo la cual se incubo a 37 °C por 10 min, después el colageno de rata fue
retirado y se dejé en radiacion UV por 15 min. Una vez tratada la placa se sembraron 1x10*

células por pozo y se incubaron por 24 horas a 37 °C en presencia de CO2. Una vez
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incubadas las células fueron lavadas dos veces con el buffer Hanks-Hepes y se agregaron
200 uM de DISC3z (5) por pozo y se incub6 por 30 min a 37 °C en CO2. Posteriormente se
leyeron 5 puntos de fluorescencia basal a 625 nm-670 nm y después de la lectura se
adicionaron los tratamientos y se realizo la lectura durante 3.5 horas. La valinomicina 0,4

mM se empled como control positivo de cambio en el potencial de la membrana.
9.12.5. Ensayo de hemolisis de eritrocitos humanos

Para analizar la actividad hemolitica de EDT y EDH, se emple6 el método de Rico-Mata et
al. (2013). Se obtuvo sangre humana entera fresca en tubos con Acido
Etilendiaminotetraacético (EDTA, 0.2 mg / mL) la cual se centrifug6 a 1500 rpm por 5 min
y se lavé por triplicado con PBS, posteriormente se resuspendid hasta el volumen inicial y
se consideré como el 100% de eritrocitos. A partir de la solucion anterior, se prepar6 una
dilucion al 2% y los tratamientos se agregaron en un volumen de reaccion de 200 pL y se
incubaron a 37 °C durante una 1 h. Después de la incubacidn, las muestras se centrifugaron
a 2500 rpm durante 5 min y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 540 nm en un
espectrofotometro (Bio-Rad iMarkTM). El control negativo fueron eritrocitos tratados con

PBS y el control positivo fue Triton 1% (Sigma).*°
9.13. Anadlisis de los extractos de tallos gruesos de Aristolochia glossa Pfeifer

En la busqueda de metabolitos se utilizaron 5.0 g del extracto de hexano de tallos gruesos y
de las fracciones eluidas con una polaridad 9:1 de Hex-AcOEt se obtuvieron 4.1, 5.0y 5.1
mg de una mezcla de esteroles identificados como B-sitosterol (25) y estigmasterol (26) de
las polaridades de hexano, diclorometano y acetato de etilo respectivamente. Del extracto
de hexano y CH2Cl> de los tallos tallos gruesos se obtuvieron 70 y 20 mg respectivamente
en forma de un solido blanco del eupomatenoide-1 (19) obtenido de la polaridad 49:1 de
Hex-AcOEt. El eupomatenoide-7 (20) se obtuvo como un solido de color marrédn vy se aislé
de los tallos gruesos en la polaridad de 19:1 Hex-AcOEt, obteniéndose 300 mg en el
extracto de CH2Cl2 y en la polaridad 9:1 Hex-AcOEt 100 mg en el extracto de AcOEt de un
lote de 5.0 g. De los extractos de los tallos gruesos de hexano, CH2Cl, y AcOEt se aislé la
licarina-A (21) en la polaridad de 19:1 Hex-AcOEt, obteniendo 50, 100 y 400 mg de un

solido cristalino incoloro de un lote de 5.0 g respectivamente. De la polaridad 97:3 Hex-
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AcOEt del extracto de hexano de tallos gruesos se aislo la licarina-B (22) y se obtuvieron

100 mg en forma de sélido amorfo blanco de un lote de 5.0 g.

9.14. Preparacion de ésteres con el empleo de la DCC

Se colocé el &cido carboxilico, un equivalente de HOBt y 1.4 equivalentes de DCC, 2.5
mililitros de acetato de etilo como disolvente, estos reactivos se colocaron en bafio de hielo
por un periodo de una hora obteniendo un precipitado color blanco. Una vez transcurrido el
tiempo de reaccion se agrego el alcohol en este caso los metabolitos de la planta (20 6 21),
y se empled como base DIPEA dejandose reaccionar 4 horas en agitacién a temperatura
ambiente, posteriormente se adicionaron 3 mL de hexano y reacciond por una hora,
posteriormente se dejé durante 12 horas a una temperatura de 2 °C, se removié el DCU
formado por filtracion y se lavo el precipitado con acetato de etilo. Para la extraccién se
empled HCI al 10% para realizar dos lavados, se neutralizd con solucion saturada de
bicarbonato de sodio y se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtro, se llevé a concentrar

con presion reducida.®*

9.15. Andlisis in silico de compuestos y derivados acetilados de Aristolochia glossa
Pfeifer

Las predicciones fueron realizadas in silico de los compuestos 30-41. Las predicciones del
andlisis del consenso farmacoldgico fueron empleadas para determinar las propiedades
farmacodindmicas, farmacocinéticas y toxicoldgicas de los compuestos como se describe
por Daina et al. (2017), Pires et al. (2015), Dong et al. (2018) y Yang et al. (2019).92% La

prediccion del potencial bioldgico fue de acuerdo a Filimonov et al. (2014).%
9.16. Analisis estadistico

Los datos se obtuvieron de manera independiente por triplicado cada uno, se realiz6 un
andlisis de varianza unidireccional utilizando una prueba de Tukey con un nivel de
significancia P < 0.05. La concentracién requerida para inhibir el 50% de la viabilidad
celular (ICso) y el error estandar de la media fueron calculados utilizando una curva de
regresion lineal. El anélisis estadistico fue realizado por el software GraphPad Prism

(version 8.0.2) para determinar diferencias significativas.
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10. Datos espectroscopicos

10.1. Eupomatenoide-1 (19)

Solido blanco con p.f. de: 154-157 °C. RMN
de 'H (400 MHz, CDCls): § 7.28 (2H, m, H-2’
y H-6"), 7.02 (d, J = 1.4 Hz, H-4), 6.89 (d, J =
8.5 Hz, H-5"), 6.82 (d, J = 1.5 Hz, H-6), 6.49
(dd, J = 15.7, 1.7 Hz, H-a), 6.21 (m, H-P),
6.00 (2H, s, H-7"), 4.03 (3H, s, H-9), 2.39 (3H, s, H-8), 1.90 (3H, dd, J = 6.6, 1.7 Hz, H-y).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): & 151.1 (C-2), 147.8 (C-3"), 147.4 (C-4), 144.8 (C-7),
142.1 (C-7a), 133.6 (C-5), 132.9 (C-3a), 131.4 (C-a1), 125.3 (C-1"), 124.4 (C-B), 120.9 (C-
6), 110.5 (C-3), 109.1 (C-4), 108.5 (C-57), 107.3 (C-2"), 104.6 (C-6), 101.2 (C-7"), 56.1
(C-9), 18.4 (C-y), 9.6 (C-8).

10.2. Eupomatenoide-7 (20)

Sélido blanco con p.f. de: 154-157 °C. RMN de 1H (400
MHz, CDCls): § 7.29 (2H, m, H-2’ y H-6"), 7.05 (1H, s, H-
4), 7.00 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5"), 6.82 (1H, s, H-6), 6.49
(1H, d, J = 15.7 Hz, H-a), 6.22 (1H, m, H-B), 5.74 (1H, s,
OH-4) 4.04 (3H, s, H-9), 3.99 (2H, s, H-7°), 2.41 (3H, s,
H-8), 1.91 (3H, dd, J = 6.6, 1.7 Hz, H-y).

20

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): § 151.4 (C-2), 146.6 (C-3°), 145.7 (C-4’), 144.8 (C-7),
142.1 (C-7a), 133.6 (C-5), 133.0 (C- 30/), 131.4 (C-a), 124.3 (C- B), 123.6 (C-1°), 120.6 (C-
6), 114.4 (C-5°), 110.4 (C-3), 109.4 (C-4), 109.1 (C-2"), 104.3 (C- 6), 56.1 (C-7"), 55.9 (C-
9), 18.4 (C-y), 9.6 (C-8).
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10.3. Licarina-A (21)

Sélido cristalino incoloro con p.f. de: 130- 132 °C. RMN
de 'H (400 MHz, CDCls): 6 6.97 (1H, s, H-2"), 6.89 (2H,
d, J= 1.8 Hz, H-5" y H-6"), 6.78 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-6 y
e H-4), 6.36 (1H, dd, J = 15.7, 2.0 Hz, H-a), 6.11 (1H, m, H-
B), 5.66 (1H, s, OH-4"), 5.10 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-2), 3.88 (6H, d, J = 8.1 Hz, H-9 y H-7"),
3.44 (1H, dq, J = 13.6, 6.9 Hz, H-3), 1.87 (3H, dd, J = 6.6, 1.6 Hz, H-y), 1.37 (3H, d, J =
6.8 Hz, H-8).
RMN de 13C (100 MHz, CDCla): & 146.6 (C-3°), 146.5 (C-7a), 145.7 (C-4°), 144.1 (C-7),
133.2 (C-3a), 132.2 (C-5), 132.0 (C-17), 130.9 (C-a), 123.5 (C-B), 119.9 (C- 6°), 114.0 (C-
5%, 113.3 (C-4), 109.2 (C-6), 109.1 (C-), 108.8 (C-2’), 93.8 (C-2), 55.9 (C-9), 55.8 (C-7"),
45.7 (C-3), 18.4 (C-y), 17.5 (C-8).

10.4. Licarina-B (22)

Solido blanco con p.f. de: 85-87 °C. RMN de *H (400
MHz, CDCl3): 6 6.95 (1H, d, J = 6.92 Hz, H-2"), 6.90 (dd,
J=17,05Hz, H-5"), 6.85 (1H, dd, J = 1.7, 0.5 Hz, H-6"),

" 6.80 (2H, m, H-4 y H-6), 6.35 (dd, J = 15.7 Hz, H- o), 6.10
(1H, m, H-B), 5.95 (2H, s, H-7"), 5.09 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-2), 3.89 (3H, s, H-9), 3.45 (1H,
dg, J = 13.6, 6.9 Hz, H-3) 1.86 (3H, dd, J = 6.6, 1.6 Hz, H-y), 1.38 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-8).

OCH,
9

RMN de 2*C (100 MHz, CDCls): § 147.9 (C-3"), 147.6 (C-4"), 146.5 (C-7a), 144.1 (C-7),
134.3 (C-1"), 133.0 (C-3a), 132.2 (C-5), 130.9 (C-0), 123.5 (C-B), 120.2 (C-6"), 113.3 (C-
4), 109.2 (C-6), 108.0 (C-5), 106.8 (C-2), 101.1 (C-7"), 93.4 (C-2), 55.9 (C-9), 45.7 (C-3),
18.4 (C-8), 17.85 (C-y).
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10.5. p-sitosterol (25)

Solido blanco amorfo con p.f. de: 137-138 °C. RMN de
'H (400 MHz, CDCls): § 5.36 (1H, d, J= 5.6 Hz,H-6),
3.50 (1H, m, H-3), 1.00 (3H, s H-28), 0.92 (3H,d, J=
6.4 Hz, H-19), 0.84 (3H, d, J= 2.8 Hz, H-27), 0.82 (3H,
d, J=2.0 Hz, H-26), 0.68 (3H, s, H-29).

Solido cristalino en forma de agujas blancas con p.f.
de: 136-138 °C. RMN de H (400 MHz, CDCls): § 5.36
(1H, d, J = 5.6 Hz, H-6), 5.15 (1H, dd, J = 15.0, 8.8 Hz,
H-21), 5.05 (1H, dd, J = 15.2, 8.8 Hz, H-20), 3.50 (1H,
m, H-3), 1.02 (3H, s, H-19), 1.00 (3H, s, H-28), 0.85
(3H, d, J = 2.8Hz, H-26), 0.80 (3H, d, J = 2.0 Hz, H-27), 0.70 (3H, s, H-29).

10.7. Feofitina-a (27)

Solido de color verde. RMN de *H (400
MHz, CDCls): & 9.51 (s, H-10), 9.35 (s,
H-5), 8.60 (s, H-20), 7.95 (dd, J = 17.85,
11.48 Hz, H-3!) 6.30 (s, H-13%), 6.27
(trans, d, J = 17.95 Hz, H-3%), 6.18 (cis,
d, J = 11.10 Hz, H-3?), 4.34 (m, H-18),
o~ ° P10, R12 Plipig P16 4.15 (m, H-17), 3.91 (5, H-13%), 3.69 (s,

P2 P3 P
= Po
Yol e LR L s He12Y), 363 (m, HeY), 3.39 (5, HA2Y),
P3
”? 3.19 (s, H-7Y), 1.84 (d, H-181), 1.66 (m,
H-82).
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10.8. p-Yodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (30).

Liquido oleoso de color amarillo. RMN de
'H (400 MHz, CDCls): 6 7.91 (2H,d, J=8.6
Hz, H-12, H-12"), 7.86 (2H, d, J = 8.6 Hz,
H-13 y H-137), 7.13 (1H, s, H-2"), 7.11 (1H,
m, H-5%), 7.02 (1H, dd, J = 8.1, 1.9 Hz, H-
6%), 6.79 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-4, H-6), 6.37 (1H, dd, J = 15.7, 1.8 Hz, H-a), 6.11 (1H, m,
H-B), 5.19 (1H, d, J = 9.1 Hz, H-2), 3.91 (3H, s, H-9), 3.80 (3H, s, H-7"), 3.47 (1H, m, H-
3), 1.87 (3H, dd, J = 6.6, 1.6 Hz, H-y), 1.43 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-8).

RMN de °C (100 MHz, CDCls): § 164.2 (C-10), 151.3 (C-3"), 146.4 (C-7a), 144.1 (C-7),
139.6 (C-14), 137.8 (C-13 y C-13"), 133.2 (C-3a), 133.0 (C-1°), 132.4 (C-5"), 131.6 (C12),
130.9 (C-0), 128.85 (C-11), 123.6 (C-12), 122.6 (C-B), 118.7 (C-6), 113.3 (C-5), 110.3
(C-4%), 109.3 (C-6), 101.3 (C-2), 93.0 (C-2"), 55.9 (C-9), 55.8 (C-7"), 45.7 (C-3), 18.4 (C-
8), 17.5 (C-y).
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12. Anexos

Derivados del eupomatenoide-7 (20)

Acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]Jbenzofuran-2-il)fenilo
(31)

Los derivados mostrados a continuacion presentaron caracteristicas similares a los
reportados por Guillen-Heredia 2020. Se utiliz6 20 como materia prima para preparar su
derivado bajo las condiciones de acetilacion, con el uso de anhidrido acético como reactivo
y piridina como disolvente; se obtuvieron 29 mg del derivado 31 en forma de sélido blanco

que fue caracterizado mediante sus espectros de RMN de H y *C, Figura 46.
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Figura 46. Condiciones para la obtencion del acetato del eupomatenoide-7.

En el espectro de RMN de *H de 20 (Figura 47) se identifico una sefial simple alrededor de
2.34 ppm tipica del metilo de acetato, asi como la ausencia de la sefial en 5.78 ppm del

hidrogeno del hidroxilo.

Las demas sefales del sistema no presentaron cambios significativos en su desplazamiento
quimico. En el espectro de RMN de *C (Figura 48), se identifico en 169.1 ppm la sefial del

carbonilo de acetato y en 20.7 ppm la sefial asignada al metilo del acetato.
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H en CDCl; a 400 MHz de acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (31).
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Figura 48. Espectro de RMN de '3C en CDCl; a 400 MHz de acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-

il]benzofuran-2-il)fenilo (31).
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p-Yodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]benzofuran-2-
iNfenilo (32)

Partiendo de 20 como materia prima y se utilizo el acido p-iodobenzoico, se obtuvieron 29
mg del derivado 32 en forma de solido blanco. Esta técnica consta de dos etapas: en la
primera etapa se debe de activar el carboxilo del acido p-iodobenzoico con HOBt, DCC y
después el metabolito 20 y la DIPEA se adicionan en agitacion para posteriormente dejar en

frio, Figura 49.
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Figura 49. Reactivos y condiciones para 32. (a) Acido p-iodobenzoico, HOBt, DCC, bafio
de hielo 1 h. (b) Metabolito 20, DIPEA, 4 h en agitacion, t.a, hexano 1 h, 12 h, 2°C.

En el espectro de RMN de H de 32 (Figura 50) se identificé de 7.94 ppm una sefial doble
con una constante de acoplamiento de J = 8.5 Hz que integra para 2 hidrégenos H-12, H-
12" asi como una doble en 7.88 ppm para H-13 y H-13" con una J = 8.5 Hz, de igual
manera se observd la ausencia de la sefial en 5.78 ppm del hidrégeno del hidroxilo. Las
demés sefiales no mostraron cambios significativos. Se asignaron nuevas sefiales del
derivado en su espectro de RMN de *C (Figura 51), en 164.3 la sefial correspondiente al
carbono del carbonilo del éster C-10, en 142.2 ppm el carbono base de éster C-4", en 100.6
ppm la sefal del carbono base de yodo y finalmente en 137.9, 133.9, 131.7 ppm las demas
sefiales de los carbonos aromaticos del derivado C-12 y C-12°, C-11, C-13 y C-13%

respectivamente.
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Figura 50. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de p-iodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (32).
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Figura 51. Espectro de RMN de *3C en CDCl; a 400 MHz de p-iodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (32).
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p-Fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]Jbenzofuran-
2-il)fenilo (33)

El derivado 33 se prepar6 a partir de 20, utilizando cloruro de p-flourocinamoilo como
reactivo en presencia de piridina en bafio de vapor. Se obtuvieron 27 mg de dicho derivado

en forma de sélido blanco y fue analizado mediante RMN de *H y *C, Figura 52.

OCHs OCH,
F F
TG OO
(6] 84% o \
o

OCH; OCH,
20 33

Figura 52. Reactivos y condiciones para 33. (a) Cloruro de p-fluorocinamoilo, piridina,
b.v., 4 h.

En el espectro de RMN de *H (Figura 53), se identificd en 7.87 ppm (d, J = 16.0 Hz) y en
6.62 ppm (d, J = 16.0 Hz) sefiales para los hidrogenos vinilicos H-12 y H-11
correspondientes a un sistema AX. Aproximadamente en 7.60 ppm (dd, J = 8.6, 5.4 Hz) se
apreciaron sefiales para los hidrogenos H-14 y H-14" y en 7.20 ppm (d, J = 8.2 Hz) para H-
15y H-15". El resto de las sefiales no mostraron efectos significativos con respecto a 20. En
el espectro de RMN de 3C (Figura 54), se apreciaron sefiales alrededor de 165.4 donde se
identificd la sefal correspondiente al carbono del carbonilo del éster C-10. Se identificaron
sefiales en 144.9 ppm el carbono base de éster C-4", en 145.4 y 116.6 ppm los carbonos
vinilicos C-12 y C-11, en 164.8 ppm el carbono base de flior C-16. Ademaés de las sefiales
en 130.3 ppm C-14 y C-14", 130.2 ppm C-13 y en 116.3 ppm C-15y C-15".
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Figura 53. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de p-fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (33).
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Figura 54. Espectro de RMN de *3C en CDCl3 a 100 MHz de p-fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (33).
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Benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (34)

A partir de 20 se prepar6 su derivado 34, utilizando como reactivo el cloruro de
benzofurano-2-carbonilo en presencia de piridina en bafio de vapor, y se obtuvieron 23 mg
del derivado en forma de solido blanco, el cual se analiz6 mediante RMN de H y *C,

Figura 55.

OCHjy OCHjg

OMOO

OCH3 OCH3
34

Figura 55. Reactivos y condiciones para 34. (a) Cloruro de benzofurano-2-carbonilo,

piridina, b.v., 4 h.

El derivado 34 mostré en su espectro de RMN de *H (Figura 56) la aparicion de nuevas
sefiales, una simple en 7.78 ppm que integra para H-12 y una doble en 7.75 con J = 7.9 Hz
de H-13. Se identificaron otras sefiales dobles en 7.65 ppm para el H-16 y una sefial doble
de dobles en 7.49 J = 15.0, 4.4 Hz para H-15 y H-14. Las demas sefiales no mostraron
diferencias significativas con respecto a 20. El espectro de RMN de **C (Figura 57), se
identificd alrededor de 157.2 la sefial que corresponde al carbono del carbonilo del éster C-
10, en 134.1 ppm el carbono base de éster C-4", en 127.8 y 151.2 ppm los carbonos puentes
12ay 16a, y en 110.7, 115.3, 115.6, 123.7, 124.3 ppm las demas sefiales del derivado 34.
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Figura 56. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-
1-en-1-il]benzofuran-2-il)fenilo (34).
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Figura 57. Espectro de RMN de *3C en CDCls a 100 MHz de benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-
1-en-1-il]benzofuran-2-il)fenilo (34).

113



o-Clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]Jbenzofuran-2-
ifenilo (35)

Se utiliz6 20 como materia prima para la obtencion del derivado 35, utilizando cloruro de
o-clorocinamoilo como reactivo en presencia de piridina en bafio de vapor, se obtuvieron

22 mg en forma de solido blanco y se analiz6 mediante RMN de H y *3C, Figura 58.
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Figura 58. Reactivos y condiciones para 35. (a) Cloruro de o-clorocinamoilo, piridina, b.v.,
4 h.

En el espectro de RMN de *H de 35 (Figura 59), se observa en 8.32 ppm una sefial doble (J
= 16.0 Hz) para H-12 y en 6.69 ppm (d, J = 16.0 Hz) para el H-11en un sistema AX. En
7.40 ppm una sefial doble de dobles (J = 8.3, 1.2 Hz) para H-16. Entre 7.33 ppm una sefial
multiple correspondiente a los hidrégenos H-17, H-16", H-2", no se identificd la sefial en
5.78 ppm del hidrégeno de hidroxilo. En el espectro de RMN de *C (Figura 60), En 164.4
se aprecia la sefial que corresponde al carbono del carbonilo del éster C-10, en 144.9 ppm el
carbono base de éster C-4", en 139.4 y 119.4 ppm los carbonos vinilicos C-12 y C-11. Asi
mismo en 132.8 ppm el carbono base de ClI (C-14) y en 133.7, 130.2, 130.1, 127.8 y 127.1
ppm las demas sefiales de los nuevos carbonos aromaticos agregados al sistema
correspondientes identificados como C-13, C-16, C-15, C-17 y C-18.
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Figura 59. Espectro de RMN de H en CDCl; a 400 MHz de o-clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (35).
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Figura 60. Espectro de RMN de *C en CDCI3 a 100 MHz de o-clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (35).
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Cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-ilJbenzofuran-2-il)fenilo
(36)

El derivado 36 se preparo a partir de 20 se utilizd como reactivo el cloruro de cinamoilo en
presencia de piridina en bafio de vapor y se obtuvieron 21 mg del derivado en forma de

sélido blanco, el cual fue analizado mediante RMN *H y 13C, Figura 61.
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Figura 61. Reactivos y condiciones para 36. (a) Cloruro de cinamoilo, piridina, b.v., 4 h.

En su espectro de RMN de *H (Figura 62), se aprecid dos sefiales dobles con una constante
de acoplamiento (J = 16.0 Hz) en 7.94 ppm y 6.73 ppm correspondientes a los hidrégenos
vinilicos H-12 y H-11 en un sistema AX. En 7.63 ppm una sefial doble de dobles (J = 5.7,
2.5 Hz) para los hidrogenos H-14 y H-14". En aproximadamente de 7.45 ppm una sefial
maultiple para los hidrégenos H-16, H-15 y H-15". No se aprecio la sefial en 5.78 ppm del
hidrogeno de hidroxilo. En el espectro de RMN de *C (Figura 63), en aproximadamente
164.6 ppm la sefial del carbono del carbonilo del éster C-10, en 144.8 ppm ademaés el
carbono base de éster C-4", en 139.4 y 119.6 ppm los carbonos vinilicos C-12 y C-11.
Tambien se apreciaron en 134, 132.4, 127.9 ppm, las demas sefiales no presentaron

diferencias significativas frente a 20.
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Figura 62. Espectro de RMN de 'H en CDCl; a 400 MHz de cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (36).
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Figura 63. Espectro de RMN de *C en CDCl; a 100 MHz de cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]benzofuran-2-il)fenilo (36).
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Derivados de la licarina-A (21)
Acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-dihidrobenzofuran-
2-il)fenilo (37)

La preparacion del derivado 37 se llevo a cabo por tratamiento de la licarina-A (21) con
piridina y anhidrido acético en bafio de vapor durante 4 horas, se obtuvieron 25 mg del

compuesto de interés, el cual se analiz6 mediante RMN de *H y 13C, Figura 64.
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Figura 64. Condiciones para la obtencion del acetato de la licarina-A.

El espectro de RMN de 'H de 37 (Figura 65) se identificd una sefial simple alrededor de
2.31 ppm caracteristica del metilo de acetato, no se presentd la sefial en 5.66 ppm del

hidrogeno del hidroxilo. Las sefiales restantes no mostraron diferencias respecto a 21.

En el espectro de RMN de 13C (Figura 66) se identifico en 169.1 ppm la sefial del carbonilo

de acetato y en 20.5 ppm la sefial identificada para el metilo del acetato.
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Figura 65. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (37).
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Figura 66. Espectro de RMN de 3C en CDCls a 100 MHz de acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (37).
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p—Fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (38)

A partir de 21 se prepar0 su derivado 38 utilizando el cloruro de p-fluorocinamoilo como
reactivo en presencia de piridina y en bafio de vapor. Se obtuvieron 20 mg del derivado
como una miel blanquecina y se analiz6 mediante RMN de *H y 13C, Figura 67.
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Figura 67. Reactivos y condiciones para 38. (a) Cloruro de p-fluorocinamoilo, piridina,
b.v., 4 h.

Se apreciaron nuevas sefiales en el espectro de RMN de *H del compuesto 38 (Figura 68)
que corresponden al derivado formado; en 7.84 ppm (d, J = 16.0 Hz) y 6.59 ppm (d, J =
16.0 Hz) para los hidrogenos vinilicos H-12 y H-11 en un sistema AX. Tambien en
alrededor de 7.58 ppm una sefial maltiple que integra para 2 hidrdégenos correspondientes a
H-14 y H-14". En aproximadamente 7.10 ppm una sefial mdltiple que integra para 4
hidrogenos H-15, H-15", H-5" y H-6". Respecto a su espectro de RMN de 2C (Figura 69),
se aprecié en 165.3 la sefial que corresponde al carbono del carbonilo del éster C-10, en
144.1 ppm el carbono base de éster C-4", en 145.3 y 116.6 ppm los carbonos vinilicos C-12
y C-11. En 164.8 ppm se identifico el carbono base de fluor (C-16) y en 130.2, 130.1, y en
116.2 ppm para los carbonos C-14 y C-14", C-13, C-15 y C-15"respectivamente, las demés

sefiales no sufren cambios significativos respecto a 21.
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Figura 68. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de p-fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (38).
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Figura 69. Espectro de RMN de *3C en CDCl3 a 100 MHz de p-fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (38).
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Benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (39)

El derivado 39 se prepar6 a partir de 21 utilizando como reactivo el cloruro de
benzofurano-2-carbonilo en presencia de piridina y en bafio de vapor, se obtuvieron 23 mg
de su derivado como un aceite denso amarillo, el cual se analiz6 mediante RMN de H 'y
13C, Figura 70.

OCH, OCH,
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39
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Figura 70. Reactivos y condiciones para 39. (a) Cloruro de benzofurano-2-carbonilo,

piridina, b.v., 4 h.

El espectro de RMN de H del derivado 39 (Figura 71), se asigné una sefial maltiple que
integra para los 2 hidrogenos de H-12 y H-13 en 7.74 ppm. En arproximadamente 7.64 ppm
una sefial doble para H-16 (J = 8.4 Hz), asi como en 7.49 ppm (t, J = 7.8 Hz) para H-15. En
7.34 ppm se identifico una sefial triple con una J = 7.3 Hz para H-14. En H-5" y H-6" se
identificaron sefiales dobles en 7.18 ppm con J = 8.1 Hz y en 7.12 ppm con una J = 1.4 Hz
respectivamente. Se observo en su espectro de RMN de 3C (Figura 72) alrededor de 157.3
ppm la sefial que corresponde al carbono del carbonilo del éster C-10, en 144.1 ppm el
carbono base de éster C-4", en 156.1 y 126.9 ppm los carbonos puentes 16a y 12a, y en
151.3, 127.9, 126.9, 123.6, 122.6, 113.3 y 112.4 ppm las demas sefiales de los carbonos
aromaticos de nuevo derivado C-16a, C-15, C-12a, C-14, C-13, C-16 y C-12
respectivamente. Las demas sefiales no mostraron diferencias con respecto al compuesto de
partida 21.

126



97

12 I

56 64

16 2
151 ],

N L B UL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 68 66 6.4 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 22 2.0 1.8 1.6 1.4
ppm

Figura 71. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-
1-en-1-il]-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (39).
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Figura 72. Espectro de RMN de *3C en CDCl; a 100 MHz de benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-
1-en-1-il]-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (39).
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o-Clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (40)

A partir de 21 se preparo el derivado 40, utilizando el cloruro de o-clorocinamoilo como
reactivo en presencia de piridina y en bafio de vapor, se obtuvieron 20 mg de dicho
derivado como una miel transparente y fue analizado mediante RMN de H y 3C, Figura
73.

OCHjy OCH,
g Chon 0 S
i OH a mt (o)
(@)
40
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21

Figura 73. Reactivos y condiciones para 40. (a) Cloruro de o-clorocinamoilo, piridina, b.v.,
4 h.

En el espectro de RMN de *H del derivado 40 (Figura 74), se apreciaron sefiales respecto a
una sefial doble en 8.29 ppm para H-12 (J = 16.0 Hz) también una sefial doble en 6.67 ppm
con una constante de acoplamiento de 16.0 Hz para H-11 en la region vinilica de la
molécula en un sistema AX. Tambien se apreciaron sefiales en la seccién adicionada del
derivado 41 en 7.71 ppm se aprecié una sefial doble de dobles para H-15 con una J = 7.1,
1.9 Hz también una sefial del sistema aromatico adicionado en 7.45 ppm para el compuesto
H-18 con una J = 7.7, 1.4 Hz. En las sefales para H-16 y H-17 se aprecidé una sefal
maultiple en 7.34 ppm correspondientes al mismo sistema aromatico. El resto de las sefiales
para 41 no fue significativamente diferente a la materia de partida. En cuanto al espectro de
RMN de °C (Figura 75), las sefiales se caracterizaron en 164.4 ppm por mostrar una sefial
del carbono del carbonilo del éster C-10. En 142.3 ppm se aprecio una sefial para el
carbono base de éster C-4", en 139.3 ppm y 119.5 ppm los carbonos vinilicos C-12 y C-11,
en 130.3 ppm el carbono base de cloro. Adicionalmente en 132.6 ppm se identificé una
sefial para C-13, 130. 4 ppm para los carbonos C-14 y C-16, en 127.8 y 127.3 ppm para C-
15y C-18, 123.6 ppm para el C-17.
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Figura 74. Espectro de RMN de 'H en CDCl3 a 400 MHz de o-clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-
2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (40).
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Figura 75. Espectro de RMN de *C en CDCIl3 a 100 MHz de o-clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
il]-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (40).
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Cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (41)

El derivado 41 se preparo a partir de 21 utilizando como reactivo el cloruro de cinamoilo en
presencia de piridina y en bafio de vapor, se obtuvieron 18 mg de su derivado como una
miel transparente y se analizd mediante RMN de *H y 1*C, Figura 76.
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Figura 76. Reactivos y condiciones para 41. (a) Cloruro de cinamoilo, piridina, b.v., 4 h.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 77) se apreciaron sefiales adicionales, una sefal
doble en 7.84 ppm y en 6.59 ppm (d, J = 16.0, 15.9 Hz) para los hidrégenos vinilicos H-12
y H-11 en un sistema AX. En 7.10 ppm se aprecié una sefial multiple para H-16 y entre
7.54 y 7.61 ppm, asi como un conjunto de sefiales multiples para los hidrogenos H-14, H-
14", H-15 y H-15" que integraron para 4 hidrégenos. Las demas sefiales no mostraron

cambios significativos con respecto a 21.

En el espectro de RMN de *3C (Figura 78), se observé en 164.8 ppm una sefial asignada al
carbono del carbonilo del éster C-10, en 151.4 ppm el carbono base de éster C-4", en 145.3
y 118.9 ppm los carbonos vinilicos C-12 y C-11. En 132.5, 130.8, 130.5, 130.2, 130.1 ppm
se presentan las demés sefiales del derivado C-16, C-15, C-15", C-14 y C-14

respectivamente.
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Figura 77. Espectro de RMN de 'H en CDCl3 a 400 MHz de cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (41).
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Figura 78. Espectro de RMN de *3C en CDCl; a 100 MHz de cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (41).

134



Datos espectroscopicos

Acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]benzofuran-2-il)fenilo
(31)

Solido de color blanco con p.f. de: 108-110 °C. RMN de
'H (400 MHz, CDCls): § 7.41 (d, J = 1.9 Hz, H-2"), 7.36
(dd, J = 8.3, 1.9 Hz, H-6"), 7.12 (d, J = 8.2 Hz, H-4), 7.06
(s, H-5"), 6.85 (d, J = 1.4 Hz, H-6), 6.50 (d, J = 15.7, H-
a), 6.23 (m, H-B), 4.04 (3H, s, H-9), 3.93 (3H, s, H-7"),
2.44 (3H, s, H-8), 2.34 (3H, s, Ac0), 1.91 (3H, dd, J = 6.6, 1.7 Hz, H-y).

RMN de °C (100 MHz, CDCls): & 168.0 (C-AcO), 151.2 (C-2), 150.6 (C-3), 144.9 (C-4),
142.3 (C-7), 139.4 (C-7a), 133.8 (C-5), 131.4 (C-30), 130.1 (C-a), 124.6 (C-B y C-1"),
122.8 (C-6"), 119.5 (C-57), 111.9 (C-3), 110.9 (C-4), 109.3 (C-2"), 104.8 (C-6), 56.1 (C-7’
y C-9), 20.7 (Me-AcO), 18.4 (C-y), 9.7 (C-8).

p-Yodobenzoato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]benzofuran-2-
ifenilo (32)

Solido de color blanco con p.f. de: 111-113 °C.

RMN de *H (400 MHz, CDCls): § 7.94 (2H, d, J
| =85 Hz, H-12, H-12"), 7.88 (2H, d, J = 8.5 Hz,

H-13 y H-13"), 7.45 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2"),

7.40 (1H, dd, J = 8.3, 1.9 Hz, H-6"), 7.24 (1H,
m, H-4) 7.07 (1H, s, H-5), 6.86 (1H, s, H-6), 6.50 (1H, dd, J = 15.5, 2.0 Hz, H-a), 6.23
(1H, m, H-B), 4.05 (3H, s, H-9), 3.91 (3H, s, H-7"), 2.46 (3H, s, H-8), 1.92 (3H, dd, J = 6.7,
1.7 Hz, H-y).

OCHs 12713
9

32

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): § 164.3 (C-10), 151.3 (C-2), 150.3 (C-3"), 144.9 (C-4"),
142.4 (C-7a), 139.4 (C-7), 139.4 (C-12 y C-127), 133.8 (C-11), 133.0 (C-5), 131.8 (C-13 y
C-13°), 131.4 (C-3a), 130.5 (C-a), 128.7 (C-B), 124.6 (C-1°), 122.9 (6"), 119.5 (C-5"),
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111.9 (C-3), 110.9 (C-4), 109.3 (C-27), 104.8 (C-6), 101.5 (C-14), 56.1 (C-7" y C-9), 18.5
(C-y), 9.7 (C-8).

p—Fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]Jbenzofuran-
2-il)fenilo (33)

Solido de color blanco con un p.f. de: 116-
118 °C. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): &
7.87 (d, J = 16.0 Hz, H-12), 7.60 (2H, dd, J
= 8.6, 5.4 Hz, H-14 y H-14"), 7.45 (s, H-
2"), 7.40 (1H, dd, J = 8.2, 1.6 Hz, H-6"),
7.20 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-15 y H-15"), 7.10 (2H, dd, J = 18.2, 9.6 Hz, H-4 y H-5"), 6.86
(1H, s, H-6), 6.62 (d, J = 16.0 Hz, H-11), 6.50 (1H, dd, J = 15.3, 0.9 Hz, H-a), 6.23 (1H, m,
H-B), 4.05 (3H, s, H-9), 3.94 (3H, s, H-7"), 2.46 (3H, s, H-8), 1.93 (3H, dd, J = 6.3, 0.6 Hz,

H-vy).

RMN de 2*C (100 MHz, CDCls): 8 165.4 (C-10), 164.8 (C-16), 151.3 (C-2), 150.3 (C-3' y
C-12), 144.9 (C-4°), 142.4 (C-7a), 139.4 (C-7), 133.8 (C-5), 132.8 (C-3a), 132.4 (C-a),
130.6 (C-14 y C-14"), 130.2 (C-13), 124.6 (C-B), 122.9 (C-1), 119.5 (6"), 116.7 (C-11),
116.5 (C-15 y C-15), 111.9 (C-5"), 110.9 (C-3), 109.3 (C-4 y C-2), 104.8 (C-6), 101.5 (C-
14), 56.1 (C-7" y C-9), 18.5 (C-y), 9.7 (C-8).

Benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-
illbenzofuran-2-il)fenilo (34)

Solido de color blanco con p.f. de: 105-107
°C. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 7.78,
(1H, s, H-12), 7.75 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-13)
7.65 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-16), 7.49 (2H, dd, J
=15.0, 4.4 Hz, H-15 y H-14), 7.41 (2H, m, H-
2"y H-6"), 7.07 (2H, s, traslapadas, H-4 y H-5"), 6.86 (1H, s, H-6), 6.50 (dd, J = 15.7, 1.3

34
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Hz, H-), 6.25 (1H, m, H-B), 4.05 (3H, s, H-9), 3.93 (3H, s, H-7), 2.47 (3H, s, H-8), 1.92
(3H, dd, J = 6.5, 1.1 Hz, H-y).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): § 157.2 (C-10), 151.2 (C-16a), 150.5 (C-2), 144.9 (C-3"),
1445 (C-4"), 142.3 (C-11), 133.8 (C-7), 132.8 (C-7a), 131.3 (C-5 y C-a ), 130.5 (C-3a),
124.3 (C-15), 115.3 (C-13), 123.7 (C-14), 122.9 (C-B), 120.8 (C-1), 119.5 (C-6"), 115.6
(C-16), 110.7 (C-5" y C-12), 127.8 (C-12a), 110.9 (C-3), 109.3 (C-4 y C-2°), 104.8 (C-6),
56.1 (C-7" y C-9), 18.5 (C-y), 9.7 (C-8).

o-Clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-ilJbenzofuran-2-
il)fenilo (35)

Solido de color blanco con p.f. de: 108-109
°C. RMN de H (400 MHz, CDCls): § 8.32
(d, J=16.0 Hz, H-12), 7.72 (dd, J = 7.2, 1.6
Hz, H-15), 7.44 (1H, d, J = 3.8 Hz, H-18),
7.40 (1H, dd, J = 8.3, 1.2 Hz, H-16), 7.33
(3H, m, traslapadas, H-17, H-6" y H-2"), 7.23 (s, H-4), 7.07 (s, H-5), 6.86 (s, H-6), 6.69 (d,
J =16.0 Hz, H-11), 6.50 (d, J = 15.6 Hz, H-a), 6.23 (m, H-B), 4.05 (3H, s, H-9), 3.94 (3H,
s, H-7"), 2.46 (3H, s, H-8), 1.92 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-y).

RMN de 2*C (100 MHz, CDCls): § 164.4 (C-10), 151.3 (C-2), 150.6 (C-3'), 144.9 (C-4"),
142.4 (C-7 y C-7a), 139.4 (C-12), 135.2 (C-5), 133.8 (C-13), 132.9 (C-14), 131.4 (C-3a),
130.3 (C-a), 127.8 (C-16), 127.1 (C-15 y C-17), 124.5 (C-18), 122.9 (C-p y C-1), 119.5
(C-6" y C-11), 111.9 (C-5), 110.9 (C-3), 109.3 (C-4 y C-2"), 104.8 (C-6), 56.1 (C-7" y C-
9), 18.4 (C-y), 9.7 (C-8).
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Cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]Jbenzofuran-2-il)fenilo
(36)

Sélido de color blanco con p.f. de: 100-103
°C. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 7.94
(d, J=16.0 Hz, H-12), 7.63 (2H, dd, J = 5.7,
25 Hz, H-14 y H-14"), 7.45 (3H, m,
traslapadas, H-16, H-15 y H-15"), 7.24 (2H,
d, traslapadas, H-2" y H-6"), 7.10 (2H, s, H-4 y H-5"), 6.89 (s, H-6), 6.73 (d, J = 15.9 Hz,
H-11), 6.53 (dd, J = 16.0, 0.7 Hz, H-a), 6.26 (1H, m, H-B), 4.08 (3H, s, H-9), 3.97 (3H, s,
H-7"), 2.49 (3H, s, H-8), 1.95 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-y).

36

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): § 160.2 (C-10), 151.4 (C-2), 151.3 (C-3"), 146.8 (C-7),
146.5 (C-7a), 144.8 (C-12), 142.3 (C-4"), 134.2 (C-5), 133.8 (C-13), 133.7 (C-c), 133.0 (C-
3a), 131.4 (C-15 y C-15"), 128.9 (C-14 y C-14"), 124.4 (C-B) 122.9 (C-1), 120.6 (C-6"),
116.9 (C-11), 114.3 (C-5"), 110.9 (C-3), 109.4 (C-4 y C-2'), 104.8 (C-6), 56.1 (C-7" y C-9),
18.4 (C-y), 9.7 (C-8).

Acetato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-dihidrobenzofuran-
2-il)fenilo (37)

r Miel blanquecina. RMN de *H (400 MHz, CDCls): & 7.06
(d, J = 1.7 Hz, H-2"), 7.00 (2H, m, H-5 y H-6"), 6.78 (2H,
o5 d, J = 10.5 Hz, H-6 y H-4), 6.36 (dd, J = 15.7, 1.9 Hz, H-
), 6.11 (m, H-B), 5.16 (d, J = 9.1 Hz, H-2), 3.90 (3H, s,
H-9), 3.82 (3H, s, H-7), 3.46 (m, H-3), 2.31 (3H, s, AcO),
1.87 (3H, dd, J = 6.6, 1.6 Hz, H-y), 1.41 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-8).

RMN de *C (100 MHz, CDCls): § 169.0 (C-AcO), 151.2 (C-3), 146.5 (C-7a), 144.3 (C-
4), 139.6 (C-3a), 139.3 (C-1), 133.0 (C-7), 132.4 (C-5), 130.8 (C-c), 123.6 (C-B), 122.6
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(6°), 118.7 (C-5), 113.3 (C-4), 110.3 (C-6), 109.3 (C-2°), 93.1 (C-2), 55.9 (C-7" y C-9),
45.8 (C-3), 20.7 (Me-AcO), 18.4 (C-y), 17.9 (C-8).

p-Fluorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (38)

oo, Miel blanquecina. RMN de 'H (400 MHz,
23
‘. y CDCl3): & 7.84 (d, J = 16.0 Hz, H-12),
o5 )\ = 758 (2H, dd, J = 8.6, 5.4 Hz H-14 y H-
OCH;, © 13 15°
9

. s 14'), 7.10 (4H, m, H-15 y H-15", H-5" y
H-67), 7.01 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, H-2"), 6.79 (2H, dd, J = 9.0 Hz, H-6 y H-4), 6.59 (d, J =
16.0 Hz, H-11), 6.37 (m, H-at), 6.12 (m, H-B), 5.18 (d, J = 9.1 Hz, H-2), 3.91 (3H, s, H-9),
3.83 (3H, s, H-7"), 3.48 (dg, J = 9.6, 6.9 Hz, H-3), 1.87 (3H, dd, J = 6.6, 1.6 Hz, H-y), 1.43
(3H, d, J = 6.8 Hz, H-8).

RMN de 23C (100 MHz, CDCls): § 165.3 (C-10), 164.8 (C-16), 151.3 (C-3"), 146.4 (C-7a),
1453 (C-7 y C-12), 144.3 (C-4"), 139.6 (C-3a), 139.1 (C-5), 132.9 (C-ar), 1325 (C-1),
130.9 (C-13), 130.3 (C-14 y C-14), 123.9 (C-B), 122.8 (C-6), 118.7 (C-5"), 116.3 (C-15 y
C-15), 116.0 (C-11), 113.4 (C-4), 110.5 (C-6), 109.5 (C-2"),93.2 (C-2), 55.8 (C-7" y C-9),
45.7 (C-3), 18.3 (C-y), 17.7 (C-8).

Benzofuran-2-carboxilato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (39)

) ol Miel de color amarilla. RMN de H (400
\/\@fg @L MHz, CDCl): & 7.74, (2H, m, H-12 y H-13),
}"—”{:@ 7.64 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-16), 7.49 (1H, t, J

OctHs w = 7.8 Hz, H-15), 7.34 (1H, t, J = 7.3 Hz, H-

14) 7.18 (d, J = 8.1 Hz, H-5), 7.12 (d, J =

1.4 Hz, H-6"), 7.03 (dd, J = 8.2, 1.4 Hz, H-2"), 6.79 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-6 y H-4), 6.37
(dd, J = 15.7, 1.2 Hz, H-)), 6.12 (1H, m, H-B), 5.20 (d, J = 9.1 Hz, H-2), 3.91 (3H, s, H-9),
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3.83 (3H, s, H-7"), 3.49 (dg, J = 10.7, 7.0 Hz, H-3), 1.88 (3H, dd, J = 6.6, 1.1 Hz, H-y),
1.44 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-8).

RMN de *C (100 MHz, CDCls): § 157.3 (C-10), 156.0 (C-16a),151.3 (C-11), 146.4 (C-3),
144.6 (C-7a), 144.2 (C-4"), 139.8 (C-7), 139.0 (C-3a), 133.1 (C-5), 132.5 (C-1"), 130.9 (C-
o), 128.1 (C-15), 126.9 (C-12a), 123.8 (C-B), 120.8 (C-1'), 123.5 (C-14), 122.6 (6"), 118.6
(C-13), 1155 (C-5°), 113.2 (C-16), 112.4 (C-12), 110.3 (C-6), 109.2 (C-2°), 93.1 (C-2),
55.9 (C-7"y C-9), 45.8 (C-3), 18.4 (C-y), 17.9 (C-8).

o-Clorocinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (40)

Miel incolora. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls): 5 8.29 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-12),

2

ZHHT©LO o0 - '’
/ O}—\\;Qﬂ 7.71 (1H, dd, J = 7.1, 1.9 Hz, H-15), 7.45
40

7
OCH
Y 3

(1H, dd, J = 7.7, 1.4 Hz H-18), 7.34 (2H, m,
H-16 y H-17), 7.11 (2H, d, J = 8.1, H-5 y H-
6, 7.01 (1H, dd, J = 8.0, 1.5 Hz, H-2'), 6.79 (2H, d, J = 7.7 Hz, H-6 y H-4), 6.67 (d, J =
16.0 Hz, H-11), 6.37 (1H, dd, J = 15.5, 0.8 Hz, H-at), 6.12 (1H, m, H-B), 5.19 (d, J = 9.2
Hz, H-2), 3.91 (3H, s, H-9), 3.84 (3H, s, H-7"), 3.49 (1H, dg, J = 9.9, 7.0 Hz, H-3), 1.88
(3H, dd, J = 6.5, 0.8 Hz, H-y), 1.43 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-8).

RMN de °C (100 MHz, CDCls): § 164.4 (C-10), 151.3 (C-3°), 146.5 (C-7a), 145.3 (C-7),
142.3 (C-4"), 139.8 (C-3a), 139.4 (C-12), 135.3 (C-5), 132.4 (C-13). 131.4 (C-1), 130.8
(C-01), 130.4 (C-14 y C-16), 127.9 (C-15), 127.1 (C-18), 123.6 (C-17), 122.8 (C-B), 119.5
(C-11), 118.9 (C-6), 113.3 (C-5" y C-4), 110.3 (C-6), 109.5 (C-2'), 93.1 (C-2), 56.0 (C-7y
C-9), 45.7 (C-3), 18.4 (C-y), 17.8 (C-8).
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Cinamato de 2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-[(E)-prop-1-en-1-il]-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenilo (41)

T Miel incolora. RMN de 'H (400 MHz,
%”3@% . 2., CDCl):87.84(d,J =160, H-12), 7.10 (m,
= O}M\@W H-16), 758 (2H, dd, H-15 y H-15)
a1 oo traslapada con 7.58 (2H, dd, H-14 y H-14"),
7.10 (2H, m, H-5 y H-6") traslapada con H-16, 7.01 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, H-2"), 6.79 (2H, d,
H-6 y H-4), 6.59 (d, J = 15.9 Hz, H-11), 6.37 (dd, J = 15.5, 1.3 Hz, H-a), 6.11 (m, H-B),
5.18 (d, J = 9.0 Hz, H-2), 3.91 (3H, s, H-9), 3.84 (3H, s, H-7), 3.49 (m, H-3), 1.87 (3H, dd,
J=6.6, 1.4 Hz, H-y), 1.43 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-8).

 OCH;,

OCH,
9

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): & 151.3 (C-10), 146.7 (C-4'), 146.6 (C-3" y C-7a), 145.7
(C-7), 144.1 (C-12), 139.2 (C-3a), 134.1 (C-13), 133.0 (C-5), 130.8 (C-1"), 130.6 (16),
128.9 (C-15 y 15°), 128.3 (C-14 y 14), 123.6 (C-o), 122.7 (C-B), 119.1 (C-6), 118.7 (C-
11), 113.9 (C-5), 113.3 (C-4), 110.3 (C-6), 108.8 (C-2),93.8 (C-2), 55.9 (C-7" y C-9),
45.6 (C-3), 18.4 (C-y), 17.8 (C-8).

141



