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RESUMEN

La inflamacion es una repuesta fisiol6gica benéfica para la reparacion de tejidos, sin embargo,
cuando se produce de forma no controlada, puede llevar a la degeneracién del tejido, asi como
el desarrollo de enfermedades como aterosclerosis, hepatitis crénica, colitis, fibrosis pulmonar,
psoriasis y artritis reumatoide, ya que este proceso descontrolado ha sido considerado como su
mecanismo patogénico basico. Con base en la evidencia acumulada se ha establecido la
correlacion entre la biosintesis de leucotrienos, un tipo de mediadores inflamatorios de
naturaleza lipidica, y algunas de estas enfermedades, convirtiendo a la dioxigenasa 5-
lipoxigenasa, una enzima clave en la biosintesis de leucotrienos, en una diana bioldgica de

gran interés

Actualmente, el Unico inhibidor de la enzima 5-lipoxigenasa en el mercado es el farmaco
zileuton, cuyo uso es limitado por presentar hepatotoxicidad y un perfil farmacocinético pobre,
requiriendo multiples dosis diarias. Lo anterior enfatiza la necesidad de buscar y desarrollar
nuevos, y mas eficientes, inhibidores de 5-lipoxigenasa para el tratamiento de enfermedades

relacionadas con la inflamacion.

En el presente trabajo se empled 8-tocotrienol, un componente del complejo conocido como
vitamina E que ha demostrado la capacidad de inhibir la enzima 5-lipoxigenasa y disminuir la
produccion de leucotrienos, como material de partida para el desarrollo de nuevas entidades
guimicas por medio de la funcionalizaiébn de la cadena lateral, asi como la hibridaciéon con
estructuras de productos naturales de distintas clases con actividad antiinflamatoria. Los
compuestos obtenidos por procesos semisintéticos incluyeron derivados de tocotrienol
epoxidados en la cadena lateral y derivados con cadenas laterales de distintas longitudes.
Mientras que los nuevos hibridos obtenidos poseen estructuras de tipo chalcona, retrochalcona,
3-fenilcumarina, flavanona, flavona y aurona preniladas. Asimismo, se reporta la suceptibilidad
de los derivados de tipo chalcona y retrochalcona prenilados a sufrir diversas transformaciones
como consecuencia de su exposicion a la luz, y la influencia de factores como la sustitucion y

disolventes utilizados en los procesos y productos generados.

En cuanto al potencial antiinflamatorio de los derivados por medio de la inhibicién de la enzima
5-lipoxigenasa, se realiz6 la exploracion por modelamiento de las interacciones proteina-
ligando con base en acoplamiento molecular, llevando a la seleccion de candidatos para futuros

estudios.







ABSTRACT

Inflammation is a benefic physiologic response for tissue repair; however, uncontrolled
inflammatory reactions could lead to tissue degeneration, also development of diseases such as
atherosclerosis, chronic hepatitis, colitis, pulmonary fibrosis, psoriasis, and rheumathoid
arthritis, since this type of processes have been considered as their basic pathogenic
mechanism. Based on the available data, correlation between leukotriene production and some
of previously mentioned diseases has been stablished, thus 5-lipoxigenase, a key enzime for
biosynthesis of this class of mediators, becoming an important biological target.

Currently, zileuton represents the only 5-lipoxigenase inhibitor in the market; however, clinical
application is limited because of its hepatotoxicity and poor pharmacokinetic profile, which
requires multiple doses per day. These facts emphasize the need for searching and developing
new, and more efficient, 5-lypoxigenase inhibitors for the treatment of inflammation-related

diseases.

In the present work &-tocotrienol, a member of vitamin E capable of inhibit 5-lipoxigenase and
decrease leukotriene production, was employed as starting material for the synthesis of new
chemical compounds via side chain functionalization, and hybridization with scaffolds of
different natural product classes with anti-inflammatory activity. Compounds obtainded by
semisynthetic processes included tocotrienol derivatives with truncated or oxirane moiety
inserted into side chain. Novel hybrids mixing natural product scaffolds yielded prenylated
chalcone, retrochalcone, 3-phenylcoumarin, flavanone, flavone, and aurone type deriatives. In
addition, susceptibility of prenylated chalcone and retrochalcone derivatives to suffer light-driven
phototransformations was investigated, and the influence of solvent and substitution on these

processes and their outcome are discussed.

For exploration of anti-inflammatory potential, 5-lipoxigenase inhibition was assessed based on
molecular docking results of derivatives, this analysis allowed the selection of candidates for

further studies.







INTRODUCCION

La inflamacion es una respuesta del tejido dafiado por agentes fisicos o patdgenos; esta
respuesta es caracterizada por enrojecimiento, tumefaccion, calor y dolor (Nesaretham vy
Meganathan, 2011; Male et al., 2006). De forma general, el proceso inflamatorio incluye el
aumento del suministro sanguineo al area afectada y en la permeabilidad capilar, permitiendo
el paso inusual de proteinas y leucocitos fuera de las vénulas para alcanzar los tejidos
circundantes. Asi, la respuesta del sistema inmune permite a los leucocitos, anticuerpos y
moléculas complementarias del sistema, entrar a los tejidos dafiados para fagocitar y destruir
patégenos, reconociendo y destruyendo también células infectadas (Male et al., 2006).

Normalmente, en los seres vivos, las macromoléculas, células y tejidos se encuentran en
constante dafio y reparacién, con la continua produccion de desechos, por lo que muchos
tejidos envejecidos se encuentran en un estado de inflamacion, aunque sin signos de infeccion.
La homeostasis normal para la remodelacién de algunos érganos reemplaza 10-15% de las
células anualmente, lo que sefiala a la inflamaciébn como un mecanismo adaptativo para el

mantenimiento de los tejidos (Nesaretnam y Meganathan, 2011; Male et al., 2006).

Actualmente se reconocen dos tipos de inflamacion: aguda y crénica. La inflamacion aguda se
define como una respuesta transitoria benéfica a condiciones dafiinas, que facilita la
reparacion, el recambio y la adaptacion de muchos tejidos. La inflamaciéon cronica es un
proceso persistente generado mediante diversos mecanismos que eventualmente dafian
elementos estructurales y celulares de los tejidos. Sin embargo, la inflamacion crénica presenta
similitud con el patrén molecular de la inflamaciéon aguda (Radmark, 2015; Male et al., 2006).
Aun cuando se reconoce a la inflamacion como un proceso necesario para la vida, que la
mayor parte de las veces es benéfica, las reacciones inflamatorias pueden ser excesivas,
desencadenando inflamacion crénica que generalmente lleva a la degeneracion del tejido
(Radmark, 2015; Male et al., 2006).

Las condiciones fisiologicas para las cuales se ha considerado la inflamacién crénica como un
mecanismo patogénico incluyen reacciones de hipersensibilidad a farmacos, productos toxicos,
picaduras de insectos, y enfermedades como aterosclerosis, hepatitis crénica, colitis, cirrosis,
fibrosis pulmonar, psoriasis y artritis reumatoide. Esta estrecha relacion justifica la existencia de
numerosos farmacos, cuyo efecto es potenciar los efectos benéficos de la inflamacion,

controlando las secuelas negativas (Gil, 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. ANTECEDENTES

Actualmente se reconocen dos tipos de agentes aplicables para el tratamiento de procesos
inflamatorios: corticoesteroides y antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) (Sendrowski et al.,
2008). Los corticoesteroides son capaces de suprimir muchos de los eventos iniciales de la
respuesta inflamatoria, inhibiendo la vasodilatacion y el aumento de permeabilidad vascular, y
por lo tanto la migracion de leucocitos. El principal mecanismo por el cual actian los
corticoesteroides es apagando multiples genes que codifican mediadores quimicos de
inflamacién, e.g. citocinas, quimioquinas, moléculas de adhesién, enzimas de inflamacién,

receptores y proteinas (Coutinho y Chapman, 2011; Barnes, 2006).

Aun cuando los corticoesteroides han demostrado su efectividad, su uso por via oral durante
tiempos prolongados ha sido asociado con efectos secundarios severos como insuficiencia
adrenal, sindrome de Cushing, ulceracién péptica, osteoporosis, enfermedades metabdlicas,
aumento de riesgo de enfermedades -cardiovasculares, debilidad o atrofia muscular,
crecimiento impar, diabetes, activacion de infeccién, cambios de humor y retraso en la curacion
de heridas; adicionalmente, la incidencia de estos efectos parece aumentar al incrementarse la
dosis (Coutinho y Chapman, 2011; Sendrowski et al., 2008). Sin embargo, el uso de dosis altas,
por tiempos reducidos y en situaciones de emergencia, parece mostrar menores efectos

adversos que el uso prolongado con dosis bajas (Sendrowski et al., 2008).

Por su parte los AINES comprenden un grupo de farmacos desarrollados debido a las
limitaciones en el uso de corticoesteroides, demostrando en algunos casos, no solo actividad
antiinflamatoria, sino también analgésica y antipirética. La actividad analgésica de los AINES se
ha relacionado con su capacidad para suprimir la produccién de mediadores de inflamacion tipo

eicosanoide (Burnett y Levy, 2012; Sendrowski et al., 2008).

Se conoce como eicosanoides a los acidos grasos poliinsaturados derivados del metabolismo
de los acidos eicosapolioicos: el &cido araquiddénico (AA) y el acido eicosapentaenoico (Bostock
et al., 2011). Los eicosanoides se clasifican en dos grupos: los prostanoides y los leucotrienos;

los primeros se caracterizan por la ciclacion parcial de la cadena, existen en todos los tejidos
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de los mamiferos e incluyen a las prostaglandinas, las prostaciclinas y los tromboxanos. El
segundo grupo, los leucotrienos, se caracteriza por la presencia de tres dobles enlaces

conjugados, en una cadena abierta y un grupo carboxilo terminal (Joshi y Saraswat, 2004).

La sintesis de prostanoides (Figura 1.1) es catalizada por la enzima prostaglandina H sintasa,
también conocida como ciclooxigenasa (COX); esta enzima puede presentarse como dos
diferentes isoenzimas, COX-1 o COX-2, dependiendo del tejido en el que se encuentra. Los
AINEs como la aspirina, el ibuprofeno y la indometacina son inhibidores antagonistas de COX-1
o COX-2, compitiendo con el &cido araquidénico, su sustrato natural. Sin embargo, la inhibicion
de COX-1 o COX-2 como estrategia para el tratamiento de la inflamacion ha presentado
limitaciones debido al desarrollo de efectos secundarios no deseados como dafios severos en
el tracto gastrointestinal y el riesgo de problemas cardiovasculares (Khanapure et al., 2007;
Murray et al., 2003). Por otra parte, los leucotrienos, que son formados via la enzima 5-
lipoxigenasa (5-LOX) (Figura 1.1), exhiben potentes efectos proinflamatorios, como el aumento
de permeabilidad de vasos capilares, mediado por el leucotrieno C, (LTC,) y la quimiotaxis
ejercida por el leucotrieno B, (LTB,) (Radmark, 2015; Gil, 2002).

Para evitar los eventos implicados en el proceso inflamatorio e inhibir o suprimir los signos de la
inflamacién, se ha empleado la inhibicibn de las enzimas responsables de la sintesis de
prostanoides y los leucotrienos como una estrategia para suprimir la produccién de los
mediadores inflamatorios. Para el combate de la inflamacién generada por leucotrienos se han
desarrollado, principalmente, antagonistas de los sitios receptores de unién de leucotrienos
(receptores CysLT,) que incluyen los farmacos montelukast (Singulair®, Staytal®, Pluralais®,
Lukanex®), zafirlukast (Accolate®) y pranlukast (Onon®, Ultair®, Azlaire®) (Figura 1.2),

aprobados Unicamente para tratamiento del asma (Peters-Golden y Henderson, 2007).

Sin embargo, los medicamentos antiinflamatorios cominmente utilizados no interfieren con la
sintesis de leucotrienos; de hecho, los farmacos antiinflamatorios no esteroideos utilizados
pueden aumentar la produccién de leucotrienos, mientras que los corticoesteroides pueden
aumentar la expresion de receptores de leucotrienos, potenciando sus efectos (Peters-Golden y
Henderson, 2007).
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Figura 1.2. Antiinflamatorios (antagonistas de sitios de union de leucotrienos) aprobados

para el tratamiento del asma.
El desarrollo de farmacos capaces de suprimir la produccién de leucotrienos es de particular
importancia, ya que ademéas de sus efectos proinflamatorios, la produccion excesiva o
aberrante de estos eicosanoides contribuye a la patofisiologia de enfermedades
cardiovasculares, asma y cancer (Radmark, 2015; Steinhilber y Hofmann, 2014; Peters-Golden
y Henderson, 2007). En la proliferacion del cancer los leucotrienos contribuyen a la regulaciéon
positiva de EGFR (receptor de factor de crecimiento epidérmico), mientras que, en el asma, los
leucotrienos acttan uniéndose a receptores CysLT; externos de la membrana plasmatica de
células estructurales e inflamatorias, que median en la broncoconstriccion sostenida, secrecion
de moco, y edema en las vias aéreas (Radmark, 2015; Bishayee y Khuda-bukhsh, 2013;
Peters-Golden y Henderson, 2007).

Con base en lo mostrado en la Figura 1.1, la inhibicién de la 5-LOX es clave para suprimir la
produccion de los leucotrienos. Esta enzima (Figura 1.3) es usualmente descrita como una
proteina monomeérica, pero con la posibilidad de formaciéon de homodimeros; en los mamiferos
5-LOX contiene 672 o 673 aminoacidos y consiste de dos dominios, un dominio N-terminal
(residuos del 1-112) formado por laminas f y un dominio C-terminal catalitico (residuos 126-
673) con estructura predominantemente helicoidal y que contiene hierro no hemo (Radmark,
2015; Peters-Golden y Henderson, 2007). EI dominio N-terminal es un sandwich g con bucles
de unién a ligantes, compuesto de dos laminas g antiparalelas de cuatro hebras. EI dominio

catalitico, compuesto de varias hélices a, se une al hierro prostético (Radmark, 2015).
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Figura 1.3. Estructura de la enzima 5-LOX; a) El monémero presenta un dominio terminal

(amarillo) y un dominio catalitico (rosa); b) ampliacién del hierro no-hemo coordinado en el

dominio catalitico.
Durante la biosinteis de leucotrienos, la 5-LOX realiza dos funciones cataliticas, la insercién de
oxigeno molecular por la actividad dioxigenasa, formando el acido 5-
hidroperoxieicosatetraenoico (5-HpETE) por la ruptura homolitica y abstraccién de hidrégeno
pro-S en el carbono-7 y el rearreglo de radical, asi como la formacién del epéxido leucotrieno
A,, por la actividad LTA, sintasa. En el mecanismo de reaccioén, el hierro actila como un aceptor
y donador de electrones durante la abstraccién de hidrégeno y formacion de peréxido (Figura
1.4), este hierro se encuentra coordinado por tres residuos de histidina (His-367, His-372, His-

550) y el carboxilato del residuo isoleucina terminal (lle-673) (Radmark, 2015).

A la fecha se ha demostrado que la ruta de la 5-LOX tiene un papel importante en el desarrollo
de enfermedades alérgicas como el asma y los desérdenes inflamatorios. Ademas, existe
evidencia de que la ruta de 5-LOX puede estar involucrada en la tumorogénesis, especialmente
en cancer de préstata y ciertas formas de leucemia, por tanto, la inhibicién de la enzima
responsable resulta una interesante diana terapéutica en la obtencion de farmacos para el

tratamiento de estas enfermedades y la inflamacion en general (Steinhilber y Hofmann, 2014).
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5-LO

Figura 1.4. Ciclo catalitico del hierro no-hemo presente en la enzima 5-LOX.

La mayor parte de los inhibidores de 5-LOX conocidos se unen al sitio catalitico y muestran en
mayor 0 menor grado inhibicibn competitiva de la enzima. De acuerdo al modo de accion de la
inhibicién, es posible reconocer tres tipos de inhibidores de 5-LOX: tipo redox, ligantes de hierro

y no redox (Steinhilber y Hofmann, 2014).

Los inhibidores tipo redox ocasionan la reduccién del hierro en el sitio activo de la enzima en su
forma ferrosa (Fe*?) inactivando la capacidad biosintética de leucotrienos de la enzima. En esta
clase podemos encontrar al acido nordihidroguaiarético, fenidona y BW-755C (Figura 1.5). La
eficacia de estos no puede ser atribuida solamente a los efectos sobre la 5-lipoxigenasa,
debido a que las alteraciones en estados redox pueden interactuar con otros sistemas redox

biol6gicos, como otras oxigenasas y hemoglobina (Back, 2009; Peters-Golden y Brock, 2003).

Los inhibidores ligantes de hierro en general contienen la estructura N-hidroxilurea e inhiben la
actividad enzimatica quelatando el atomo de hierro del sitio activo de la enzima. En este grupo

se encuentran zileuton, atreleuton y setileuton (Figura 1.6) (Back, 2009).
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Adicionalmente, entre los inhibidores no redox desarrollados hasta ahora se encuentran el
naftalenonitrilo L739,010 y el metoxitetrahidropirano ZD2138/ICID2138 (Figura 1.7) (Back,
2009).

Actualmente existe un numero considerable de inhibidores de 5-LOX en desarrollo. En la Tabla
1.1 se enlistan los inhibidores y la etapa en la que se encuentran para su uso en las diversas
enfermedades (Steinhilber y Hofmann, 2014, Bishayee y Khuda-bukhsh, 2013; Ducharme et al.,
2010; Tardif et al., 2010; Masferrer et al., 2010; Rossi et al., 2010; ElImgreen et al., 1989).

HO
o:<\\
HO O OH N/N N- F
F

OH

Acido nordihidroguaiarético (NDGA) Fenidona BW-755C

Figura 1.5. Ejemplos de inhibidores de 5-LOX tipo redox.

LU= ¢ Qo dl

/

HO NH,

Atreleuton Zileuton Setileuton

Figura 1.6. Ejemplos de inhibidores de 5-LOX ligantes de hierro.

L739,010 ZD2138

Figura 1.7. Ejemplos de inhibidores de 5-LOX no redox.
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Figura 1.8. Inhibidores 5-LOX con mecanismos de accién no descritos.

Hasta ahora, el Unico farmaco aprobado como inhibidor de 5-LOX por la FDA (Food and Drug

Administration) es zileuton (Figura 1.6), comercializado para el tratamiento del asma. Sin

embargo, éste presenta inconvenientes como un perfil farmacocinético poco favorable con una

vida media corta de 2-3 h y hepatotoxicidad, factores que limitan su uso clinico. (Steinhilber y

Hofmann, 2014; Back, 2009; Peters-Golden y Henderson, 2007). Actualmente se ha reportado

el desarrollo de ABT-761, un derivado de zileuton (Figura 1.6), con una mayor vida media de

15-18 horas, y setileuton (MK-0633) (Figura 1.6), una cumarina amino-oxazol-sustituida.
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Entre los farmacos inhibidores de 5-LOX existentes (Tabla 1.1), es evidente la presencia de

productos naturales, como el acido nordihidroguaiarético (Figura 1.5), hiperforin, curcumina,

baicaleina, catequina, escopolina y licopodina (Figura 1.9), asimismo, otros productos de origen

semisintético con estructuras derivadas de polifenoles con capacidad antiinflamatoria como

chalconas, flavonoides y cumarinas (Figura 1.10) (Reddy et al., 2010; Burnett et al., 2009; Detsi

et al., 2009; Kontogiorgis y Hadjipavlou-litina, 2005; Kim et al., 2004; Babu et al., 2002; Sogawa

et al., 1993).

Tabla 1.1. Inhibidores de 5-LOX y su estado en pruebas clinicas.

Farmaco Diana Estado Actividad sobre 5-LOX
Curcumina 5-LOX Neoplasma pancreatico: Fase |l 5-LOX Cls0=8 uM
5-LOX RAW264.7 Cl5=0.3 uM
AA-861 5-LOX Artritis reumatoide: Fase || 5-LOX en leucocitos
polimorfonucleares de cobayo
Cls=0.8 mM
Auranofin 5-LOXILTA Leucemia linfocitica cronica: Fase I 5-LOX Clso= 31 uM
sintasa
Baicaleina 5-LOX/12-LOX Osteoartritis (flavocoxid, + catequina):
Fase Il completada
BW A4C 5-LOX
BW B70C 5-LOX
CDC 5-LOX, 12-LOX, Adenocarcinoma: Fase | 5-LOX 1.89 uM
15-LOX Céancer renal: Fase Il
Esculetina 12-LOX/sintesis Inhibe 5-LOX a 0.1-1.0 uM
de LT
ETI 5-LOX/biosintesis  Voluntarios saludables: Fase | 5-LOX 25 uM
de LTC4
Licopodina 5-LOX
NDGA 5-LOX Céncer de prostata, tumor cerebral, 5-LOX Clso= 10 uM
tumores de SNC, neoplasia: Fase Il
completada
Zileuton 5-LOX/sintesis de  Cancer de pulmén, cuello y cabeza: Macréfagos de ratas KO
LTB4 Fase Il completada Clso=21.1 uM
Asma: aprobado por la FDA y lanzado
en 1997
Leucemia mieloide crénica (+ imatinib):
Fase |
Tenidap 5-LOX/COX-1 Inhibicion de la produccién de
IL-1 Cl50=3 uM in vitro.
Atreleuton 5-LOX Enfermedades cardiovasculares: Fase
(VIA-2291) Il completada
Setileuton 5-LOX Asma, COPD, aterosclerosis: fase Il 5-LOX Clso= 3.9 nM
completada
PF-4191834 5-LOX Asma: Fase Il completada 5-LOX Clso= 229 nM

11
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Soforoflavanona G

Figura 1.10. Estructuras polifendlicas con actividad inhibidora de 5-LOX.

Entre los productos naturales con capacidad para inhibir la produccion de leucotrienos se
encuentra también la vitamina E (Figura 1.11), que ha demostrado actividad sobre 5-LOX
humana recombinante aislada, asi como, sobre leucocitos polimorfonucleares (Tabla 1.2) (Pein
et al., 2018).

La vitamina E natural consta de cuatro tocoferoles (T) y cuatro tocotrienoles (T3), en sus formas
o, B, vV 9; estos productos, también conocidos como tococromanoles o tocoles, contienen una
“cabeza” polar de grupo cromanol y una cadena lateral isoprenoide. Dependiendo del precursor
poliprenilico de la cadena lateral, se puede distinguir a los tocoferoles con precursor fitilo y
cadena lateral saturada, y a los tocotrienoles cuyo precursor es el geranilgeranilo con cadena
tri-insaturada (Sen et al., 2007).

Los tocoles son antioxidantes primarios que depuran radicales lipidicos peroxilo (ROO®) por la
donacion de atomos de hidrégeno y también son efectivos supresores de oxigeno singulete,
reaccionan ademas con otras especies reactivas de oxigeno, como los radicales superéxido y
oxhidrilo, que son producidas constantemente durante el metabolismo normal (Janisch et al.,
2005).

Los ocho tocoles en la familia de la vitamina E comparten homologia estructural y por tanto
eficacia antioxidante comparable. Sin embargo, algunos estudios indican que los miembros de
la familia de la vitamina E poseen funciones biolégicas Unicas usualmente no compartidas. Se
ha reportado que esto se debe a que la cadena insaturada permite la penetracién mas eficiente
en los tejidos a través de las capas de acidos grasos como en el cerebro y el higado. Debido a

su mejor distribucién en las capas de acidos grasos, los tocotrienoles presentan un mayor

12
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potencial de depuracion de radicales y por lo tanto un mayor poder antioxidante que los
tocoferoles (Sen et al., 2007). Los tocotrienoles han demostrado también actividades
hipocolesterolémica, anticancer, neuroprotectora, antidiabética, antiinflamatoria, antioxidante,
inmunoestimulante, cardioprotectora, hepatoprotectora y nefroprotectora (Ahsan et al., 2014;
Sen et al., 2007).

Tocoferoles (T)

Ri R;
o Me Me
B Me H
y H Me
8§ H H

Tocotrienoles (T3)

Figura 1.11. Vitamina E, tocoferoles y tocotrienoles.

Tabla 1.2. Actividad inhibitoria de los vitameros de vitamina E sobre 5-LOX.

T BT 7T &T aT3 PBI3 713 oT3

. 075 091 031 033 019 020 017

S-LOXrecombinante  >1 45 (015, (010) (0.08) (0.03) (0.06) (0.10)
808 57 502 85 277 95 132 60
(159) (2 (199 (5 (90) () (33  (15)

5-LOX en PMNL

Desviacion estandar; (Clsg en uM); (Pein et al., 2018).

Los tocotrienoles se localizan en el endospermo de cereales como trigo, arroz y cebada,
centeno, maiz, triticale, mijo y avena; en los frutos oleaginosos de cocotero, en las especies de
palmas, e igualmente en semillas de especies vegetales como uva, almendra, amaranto y el
achiote. En este Ultimo se observa Unicamente presencia de tocotrienoles, principalmente 6-
tocotrienol, por lo que es considerado como una fuente viable para la obtencion de este
producto (Ahsan et al., 2015; Sen et al., 2007; Frega et al., 1998).

En resumen, los polifenoles como las chalconas, cumarinas, flavonoides, asi como las distintas
formas de vitamina E, han exhibido diversidad de actividades bioldgicas, incluyendo actividad
antioxidante, por lo que se les atribuye capacidad de depuracion de radicales libres. Este hecho
toma relevancia, ya que las especies reactivas de oxigeno se encuentran implicadas en los

procesos inflamatorios, y la interaccion de estos antioxidantes naturales con las especies

13
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reactivas de oxigeno ha motivado estudios de sus efectos en la formacion de derivados
eicosanoides proinflamatorios, a partir del metabolismo del acido araquidénico. Por lo tanto, la
evidencia sefiala que los productos naturales y su intrincado marco ofrecen a los quimicos
farmacéuticos un rango de quimiotipos no enlistados para el descubrimiento de farmacos
(Rodrigues et al., 2016; Janisch et al., 2005; O’Leary et al., 2004).

Los productos naturales usualmente poseen estructuras base biolégicamente relevantes y
patrones de farmacoforos que han evolucionado como caracteristicas preferidas para la union
proteina-ligando. En el periodo entre 1981 y 2019, 30.4% de los nuevos farmacos aprobados
tuvieron su origen en estructuras de productos naturales, ya sea como derivados
semisintéticos, o bien por presentar grupos farmacoéforos identificados previamente de fuentes
naturales. Dicho porcentaje de farmacos, demuestra que los productos naturales han sido y
siguen siendo fuentes invaluables de inspiracion para el disefio de farmacos efectivos. Asi, los
programas de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos pueden beneficiarse en gran
medida de la incorporacién de fragmentos derivados de productos naturales (Newman y Cragg,
2020; Rodrigues et al., 2016).

Existen distintas estrategias en disefio de farmacos que incluyen el mejoramiento de
compuestos conocidos con aproximaciones de quimica farmacéutica, y la identificacién de
nuevos estructuras base de interés (Steinhilber y Hofmann, 2014). En la literatura, se
encuentran reportes de modificacion de tocotrienoles, sin embargo, la mayor parte de ellos se
centran en el mejoramiento de la biodisponibilidad, pero sélo un nimero reducido tiene como
objetivo el mejoramiento de la actividad biolégica de forma directa, siendo en este caso

explorada la actividad anticancerigena.

Elnagar et al. (2010) desarrollaron una serie de analogos de tocotrienol redox-silentes con
actividades antiproliferativas y anti-invasivas mejoradas, comparadas con el compuesto inicial
(o, vy O-tocotrienoles). Estos analogos fueron disefiados con caracteristicas carbamato y éter,

con sustituyentes alifaticos, olefinicos y arométicos (Figuras 1.12 y 1.13).

Behery et al. (2010) sintetizaron analogos esterificados de a, y y &-tocotrienoles obteniendo
aumentos de actividad antiproliferativa y antimigratoria de células cancerigenas, de entre estos
analogos sobresale el maleato de a-tocotrienol demostrando solubilidad en agua 1,000 veces

mayor que el compuesto inicial, aumento en la estabilidad quimica, menor descomposicion en
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plasma de rata y aumento en bioactividad inhibiendo efectivamente la proliferacion (Figura
1.14).

Figura 1.14. Analogos tipo éster de tocotrienoles con actividad antiproliferativa.

15
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Behery et al. (2013) llevaron a cabo la sintesis de 42 nuevos compuestos, generados con el
objetivo de obtener andlogos de &-tocotrienol con un anillo de benzoxazina fusionado
obteniendo actividad antiproliferativa con valores de Clsy en el rango nanomolar contra lineas

celulares del panel NCI-60 (Figura 1.15).

Figura 1.15. Andlogos de &-tocotrienol que presentan anillo de benzoxazina fusionado con
actividad antiproliferativa.

Abu-Fayyad et al. (2015) sintetizaron analogos polietilénglicolados de y-tocotrienol (Figura
1.16), observando retencién de la actividad citotdéxica contra lineas celulares cancerigenas, y

aumentando la biodisponibilidad en un factor de tres con respecto a un sistema de liberacion

O
\o/&o\%/n\ok/ﬁ(o
(6] :
o é = = =
n ~9 mPEG 350

n ~ 24 mPEG 1000

emulsionado.

Figura 1.16. Anélogos de y-tocotrienol polietilénglicolados con mayor biodisponibilidad.

Liu et al. (2016) sintetizaron un analogo de vitamina E (tocoflexol) derivado de &-tocotrienol
disefiado para exhibir un mejor perfil farmacocinético que el compuesto inicial (Figura 1.17); la
sintesis fue llevada a cabo en ocho pasos utilizando como material de partida 3-tocotrienol, con

retencion de la configuracion en el carbono-2 y con un rendimiento general de 24%.

Figura 1.17. Estructura de tocoflexol.
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Recientemente, Alsabil et al. (2017) lograron la sintesis de tocotrienoles o-formilados en
posicion 5 o 7 (Figura 1.18), y Viault et al. (2018) la sintesis de un hibrido fenazina-é-tocotrienol
(Figura 1.19) a través de la formacion de una estructura de ortoquinona, ambas

funcionalizaciones sobre el anillo de cromanol.

R4 R:
7-formil-B-T3 Me CHO
5-formil4-T3 CHO Me
5-formil-6-T3  CHO H
7-formil-3-T3 H CHO

Figura 1.18. Tocotrienoles o-formilados.

Figura 1.19. Hibrido fenazina-3-tocotrienol.

De acuerdo con la informacién anterior, en el presente trabajo se plantea la variacién quimica
de tococromanoles para la obtencion de derivados, con fragmentos fusionados de estructuras
de productos naturales, por medio de semisintesis, con la finalidad de obtener nuevas
estructuras con potencial para inhibir la enzima 5-lipoxigenasa y que por tanto, puedan ser
Gtiles como alternativas de estudio posterior en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de

enfermedades relacionadas con inflamacion.

Para la evaluacion de actividad inhibitoria sobre 5-lipoxigenasa se han utilizado, modelos in
vitro que miden la produccion de LTB4 y 5-HpETE, directamente por la enzima recombiante
semipurificada, o bien en leucocitos polimorfonucleares (Pein et al., 2018), y con base en este
resultado es posible conocer las concetraciones inhibitorias al realizar tratamientos con
diferentes compuestos de interés. Sin embargo, la evaluacién del potencial de compuestos
guimicos sobre dianas de interés bioldgico no se restringe a modelos experimentales, ya que
se ha reportado la prediccion de diversas actividades bioldgicas, por medio de modelos in silico
(Sisa et al., 2020; Dinh et al., 2020; Ul Haq et al., 2016) Asi el modelamiento molecular y
también de las interacciones con diana de interés son una fuente util de informacion en la
prospeccion virtual, dichas interacciones pueden ser estudiadas por programas de

acoplamiento molecular para conocer los modos de union a proteinas.
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La prospeccién por medio de acoplamiento molecular permite, ademas de conocer el modo de
unién de ligandos a sitios especificos de proteinas, también, generar una clasificacion de
compuestos de acuerdo con la estimacion de la afinidad proteina-ligando que es obtenida en
forma de resultado numérico, pudiendo de este modo estudiar compuestos de con estructuras
muy diversas y sin precisar de un conjunto de compuestos de entrenamiento, ya que la
estimacion es realizada por medio de funciones con base en campos de fuerza, datos

empiricos, o bien conocimiento previo (Prieto-Martinez et al., 2018; Vilar y Costanzi, 2012).

A pesar de su versatilidad, entre algunas limitantes del acoplamiento molecular se encuentran
la necesidad de un modelo tridimensional de la diana de interés obtenida por cristalografia de
rayos X, asi como conocimiento del funcionamiento biolégico de la diana (Vilar y Costanzi,
2012). En el caso de la enzima 5 lipoxigenasa, el acceso a la estructura tridimensional por
medio del repositiorio RSCB Protein Data Bank, asi como un extenso, estudio del
funcionamiento de esta enzima, hacen posible proponer el uso de dicha herramienta para

explorar el potencial antiinflamatorio de los compuestos de interés en este trabajo.
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1.2. JUSTIFICACION

La inflamacién crénica es una respuesta fisiolégica estrechamente relacionada con una
variedad de enfermedades y en general con el proceso de envejecimiento. Este proceso es
regulado por mediadores quimicos, de los cuales los leucotrienos son de gran importancia. La
biosintesis de estos mediadores se ha relacionado directamente con enfermedades como
asma, cancer, aterosclerosis y artritis, convirtiendo a la enzima responsable de su biosintesis,

la 5-lipoxigenasa, en una diana terapéutica de gran importancia.

Actualmente se encuentra en el mercado y en desarrollo una cantidad limitada de inhibidores
de la enzima 5-lipoxigenasa, presentando ademas serias desventajas, por lo que es relevante

la busqueda de compuestos con actividad inhibitoria de esta enzima.

Una de las estrategias para el desarrollo de farmacos es la modificacién semisintética, tomando
como base fragmentos de productos naturales bioactivos. Por su parte, los tocotrienoles han
demostrado actividad antiinflamatoria, asimismo, se han reportado en cantidades sustanciales
de fuentes naturales, por lo que la exploracion del potencial inhibidor de lipoxigenasa de
derivados semisintéticos representa una opcién viable en la blsqueda de nuevos agentes
antiinflamatorios, pudiendo emplear como una valiosa herramienta el acoplamiento molecular

de dichos derivados sinteticos con la enzima de interés.
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1.3. HIPOTESIS

La incorporacion de fragmentos, inspirados en productos naturales, a la estructura de
tocotrienol para la obtencién de anillos heterociclicos o cadenas laterales funcionalizadas de
distinta longitud dara lugar a derivados con mayor potencial para la inhibicién de la enzima 5-

lipoxigenasa, en comparacién con el compuesto inicial.
1.4. OBJETIVO GENERAL

Preparar derivados semisintéticos de tocotrienoles y evaluar su potencial antiinflamatorio

utilizando como modelo la inhibicion de la enzima 5-lipoxigenasa.
1.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer una metodologia eficiente para el aislamiento de é-tocotrienol a partir de las
semillas de la especie vegetal Bixa orellana.

2. Aplicar metodologias sintéticas disponibles para la preparacion de derivados de
tococromanol.

3. Evaluar la importancia de las modificaciones estructurales realizadas sobre el potencial

para la inhibicion de 5-lipoxigenasa.
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1.6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental del presente trabajo incluye la extraccién de semillas de B. orellana,
y procesos cromatograficos sucesivos para la obtencion del material de partida (Figura 1.20),

asi como las modificaciones a realizar sobre el material de partida.

Semillas de
Bixa orellana
I Analisis por CCD

[ Extracto diclorometanico de B. orellana

Analisis por CCD con reveladores

[ Procesos cromatograficos sucesivos
Identificacién por CG-EM y RMN

[ S-tocotrienol ]

Figura 1.20. Estrategia experimental para la obtencion del material de partida.

Tomando como material de inicio el 3-tocotrienol obtenido se proponen diversas modificaciones
estructurales, que incluyen funcionalizacion y ruptura de la cadena lateral e inclusién de
fragmentos para la formacién de analogos tipo cumarina, chalcona y flavona, con potencial
para inhibir la enzima 5-lipoxigenasa, a través de las metodologias de sintesis quimica organica
(Figura 1.21). Se observa en la Figura 1.21 la sustitucion seleccionada para los derivados tipo
chalcona, flavanona y cumarina, de izquierda a derecha en orden de menor a mayor nimero de
sustituyentes en el anillo afiadido sobre la estructura de la vitamina E. La seleccién de
sustituyentes atiende a criterios de actividad biol6gica, teniendo grupos metoxilo, ya que se ha
observado que los compuestos que presentan anillos con metoxilos son capaces de inhibir la
enzima 5-LOX, posiblemente por la interaccion de caracter polar de estos grupos con
estructuras especificas de la enzima. Asimismo, el anillo sin sustitucién surge de la necesidad
de obtener una estructura base, para la comparacion en cuanto aumento o disminucién de
actividad inhibitoria. Por su parte, la sustitucion con el heteroatomo flGor ha sido descrita como
de importancia farmacéutica por considerarse un isOstero del hidrégeno, al presentar un
volumen similar, pudiendo ejercer cambios en la distribucién electrénica en el anillo aromético y
consecuentemente modificando potencialmente su interaccion con la diana (Patani y LaVoie,
1996). Ademas del aumento en la afinidad de derivados fluorados, también se ha documentado
gue esta sustituciébn puede mejorar caracteristicas farmacocinéticas y fisicoquimicas como

estabilidad metabdlica y paso a través de membranas (Gomes et al., 2017; Shah y Westell,
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2007). Finalmente, la introduccion de ambos grupos, flior y metoxilo, en una misma estructura

resulta interesante como punto de encuentro

mencionadas.

A v

chalcona flavona

S-tocotrienol

=C

en el

cual convergen las dos influencias
v
monoepoxidos
< a7
o :
o™
A
o . o o

Formilados terminales con cadena de longitud varfable

Figura 1.21. Modificaciones propuestas para realizar sobre el material de partida.

Finalmente, para evaluar el potencial antiinflamatorio de los derivados semisintéticos del

presente trabajo se propone el modelado de las interacciones proteina ligando con la enzima 5-

lipoxigenasa, por medio de acoplamiento, utilizando los resultados de estimacion de afinidad

relativa generados y asociarlos a la inhibicion por parte de los distintos ligandos.
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OBTENCION DE §-TOCOTRIENOL
2.1. INTRODUCCION

Se conoce como vitamina E a la familia de compuestos con grupo cromanol con una cadena
lateral larga isoprenoide; dependiendo de la naturaleza de la cadena lateral, se pueden

distinguir a los tocoferoles y tocotrienoles (Sen et al., 2007).

Todos los tocoles exhiben actividad antioxidante mediante la donacién de atomos de hidrogeno
y se localizan en el endospermo de las semillas de cereales como trigo, arroz, cebada y avena,
y en otras, como las semillas de uva y almendras, y en especies de palmas (Janisch et al.,
2005).

Una de las especies reconocida por presentar un contenido particularmente alto de
tocotrienoles es la palma Elaeis guineensis, siendo el contenido mayor a los 800 mg/kg en el
aceite crudo extraido de los frutos, presentando predominantemente las formas y y a (Ahsan et
al., 2015).

Debido a su similitud estructural, los tocotrienoles y tocoferoles pueden ser dificiles de separar
(Tan y Foley, 2002), sin embargo, existe otra especie vegetal que contiene Unicamente
tocotrienoles, Bixa orellana, conocida como achiote o annato. En las semillas de esta especie la
vitamina E se encuentra principalmente como &-tocotrienol, y el contenido general de
tocotrienoles oscila en el rango de 140-147 mg/100 g de semillas secas, por lo cual representan
una opcion viable para el aislamiento de tocotrienoles (Frega et al., 1998).

El achiote o annato (Bixa orellana) es un arbusto nativo de América tropical, y que es apreciado
como condimento y una fuente clave de pigementos naturales, utilizados en la industria
alimentaria, cosmética y textil. Se ha reportado que América Latina provee cerca del 60% de la
produccion global de achiote, siendo Peru, Brazil y México los paises con mayor produccion
(Gémez-Linton et al., 2021).

Para la extraccién de tococromanoles presentes en las semillas de achiote se han empleado y

comparado diversos métodos que incluyen extracciones clasicas por maceracion y soxhlet, asi
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como asistidas por ultrasonido, destilacion de subproductos oleosos y el empleo de fluidos

supercriticos directo sobre semillas.

En el trabajo realizado por Gomez-Linton et al. (2021) se compar6 un ciclo de maceraciéon con
diclorometano, extraccion con aparato soxhlet con diclorometano, sonicacién con lactato de
etilo, sonicacion pulsada con acetato de isopropilo y también sonicacion continua, encontrando,
que si bien el uso de una extraccion asistida por ultrasonido hacia posible obtener mejores
extracciones al compararse con la maceracion probada, la extraccién exhaustiva con aparato

soxhlet lograba extracciones similares a las logradas por sonicacion.

Se ha descrito que las semillas de B. orellana contienen ademas geranilgeraniol, y debido a
esto se ha reportado una metodologia para la separacion de geranilgeraniol y tocotrienol por
destialcion, a partir de una disolucion aceitosa formada como subproducto posterior a la
remocion de los colorantes de anatto por extraccion en medio basico (Tan y Foley, 2002). Para
lograr esto, es necesario como paso inicial, remover posibles residuos de agua en un
evaporador rotatorio, posteriormente afiadir aceite de salvado de arroz hasta obtener un
contenido de 10% de este ultimo en la disoluciéon y proceder a la destilacion, empleando
temperaturas desde los 115° C hasta los 200° C para finalmente obtener distintas fracciones
con diferentes composiciones, poseyendo las obtenidas a menores temperaturas mayormente

geranilgeraniol y las obtenidas alrededor de 200° C mayores porcentajes de tocotrienol.

En el trabajo realizado por Vardanega et al. (2019) empleando CO, supercritico, logré la
extraccién de tocotrienoles y geranilgeraniol a partir de las semillas completas de B. orellana,
en un proceso de dos pasos de forma secuencial, utilizando como primer paso CO, de baja
densidad (10 MPa, 60° C, 290 kg/m?®) y posteriormente de mayor densidad (20 MPa, 40° C, 840
kg/m®) generando dos fracciones una rica en geranilgeraniol (408 mg de geranilgeraniol y 44
mg de tocotrienol por gramo de extracto) y la segunda rica en tocotrienoles (132 mg de
geranilgeraniol y 226 mg de tocotrienol por gramo de extracto).

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Prospeccion y monitoreo de compuestos presentes con actividad antioxidante

El monitoreo de las fracciones con analogos de vitamina E se realizé por cromatografia en capa
delgada (CCD) utilizando los reveladores: acido fosfomolibdico, KMnO, basico, y una disolucion
del radical difenilpicrilhidrazilo (DPPH) al 0.2% en EtOH absoluto.
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2.2.2. Andlisis por resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN-'H) se obtuvieron en un
espectrémetro Varian/Agilent Premium Compact 600, con sonda de 5 mm, o un espectrometro
JEOL 400HY, utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCIs), marca Aldrich. Los
desplazamientos quimicos se proporcionan en partes por millén (ppm) y referidos a los

protones residuales del disolvente deuterado.
2.2.3. Obtencion de extracto BOD

En total, 955.2 g de semillas de B. orellana se maceraron con 3 L de diclorometano (CH,Cl,)
durante 48 h y posteriormente se filtr6 para retener las semillas. El extracto se concentré en un
evaporador rotatorio y se recuperé el disolvente, realizando seis ciclos de extraccion,

obteniendo 76.1 g de extracto crudo.

Con un proceso similar al anterior se procesaron 4 kg de semillas, macerando cada 2 kg con 3
L de CH,CI,, realizando seis ciclos, y obteniendo en total 342.8 g de extracto crudo.

2.2.4. Fraccionamiento primario general

Cada extracto crudo se sometié a fraccionamiento por cromatografia liquida a vacio CLV con
CH,CI,, obteniendo para el extracto de 76.1 g, 18.4 g de una fraccion rica en vitamina E, y para

el extracto de 342.8 g, 149.0 g de fraccién enriquecida.
2.2.5. Fraccionamiento secundario A

La fraccion obtenida a partir de 1 kg de semilla (18.4 g) se fraccion6é en porciones de
aproximadamente 3 g, por columna de exclusion en gel por sephadex LH-20 con la mezcla
Hx/CH,CIl,/MeOH (20:20:1). Luego de reunir las fracciones analogas, se obtuvieron 2.5 g de
una fraccion enriquecida con &-tocotrienol (vitamero mayoritario). Finalmente, purificando el
compuesto por medio de cromatografia en columna y eluyendo con CH,Cl,, se obtuvo 1.7 g de

d-tocotrienol puro.
2.2.6. Fraccionamiento secundario B

La fraccion obtenida a partir de 4 kg de semilla (149.0 g) fue resuspendida en CH,Cl, y filtrada

a través de celita 545, removiendo posteriormente el disolvente.
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Unos 25 g de la fraccion obtenida fueron mezclados con 30 g de gel de silice, empacando la
mezcla en una precolumna plastica para su separacién. La separaciéon se llevé a cabo por
medio de un aparato de separacion cromatografico CombiFlash, utilizando una columna de gel
de silice de 330 g, flujo 120 mL/min, presibn maxima de 200 psi con los disolventes A:
ciclohexano y B: ciclohexano/AcOEt (7:2), iniciando con 100% A y llevando a los 7 min hasta
25% B, manteniendo esta mezcla hasta 35 min; la deteccion se realizé a 254 y 295 nm, y la

recoleccioén se inicié a los 12 min.

Las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografia en capa delgada, utilizando

como agente revelador KMnQOy,, obteniendo una fraccion de 3 g con é-tocotrienol.
d-tocotrienol
Aceite amarillo palido

RMN-'H (CDCls, 400 MHz,) &: 6.50 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.17 (m, 3H),
5.04 (br, OH), 2.77-2.65 (m, 2H), 2.15 (s, 3H), 2.13-2.05 (m, 6H), 1.98-1.94 (m, 4H), 1.85-1.72
(m, 2H), 1.71 (s, 3H), 1.63 (s, 6H), 1.62 (s, 3H),1.62-1.50 (m, 2H), 1.29 (s, 3H).

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El monitoreo de la extracciébn de semillas permiti6 determinar que después de la sexta
extraccion la cantidad de compuestos con actividad antioxidante frente a DPPH, es indetectable

al realizar el revelado.

Como resultado de los fraccionamientos sucesivos, y con ayuda del monitoreo de actividad
antioxidante se logré el aislamiento del componente principal con actividad antioxidante
presente en las semillas de B. orellana, mediante dos distintos procedimientos de

fraccionamiento (Figura 2.1).

En el espectro de RMN-1H del compuesto obtenido por medio del fraccionamiento secundario
A, se observan cinco sefiales singuletes correspondientes a seis metilos, una a 6 1.29
generada por un metilo unido a un carbono sp®, tres sefiales a § 1.62, 1.63 y 1.71
correspondientes a cuatro metilos unidos a carbonos sp?, y la Gltima a & 2.15 caracteristica de
metilos unidos a anillos aromaticos. Asimismo, presenta una sefial multiple a & 5.17 generada

por tres hidrégenos vinilicos, y dos sefales dobles de protones aromaticos a 6 6.40 y 6.50 con
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constante de acoplamiento de 3.0 Hz, caracteristica de hidrégenos en posicién para en anillos

de benceno tetrasustituidos.

/ Semillas de B. orellana .

’ | \

Extracciony I |

 fraccionamiento Tkg 4kg , |
! primario Maceracion Maceracion :
' 3 L de CH2Cl2 '
! 3L de CHClz 48 hx6 o !
| 48 h x 6 ciclos X © 0ICoS |
: (porciones de 2 kg) \
: Extracto BOD Extracto BOD I
: 76.1 g 3428 g !
cLv cLv :
| CHCl> CH2Cl> |
! (porciones de 38 g) (porciones de 85 g) i
A 1B C A B C /

| 1849 | | 14909 !

Sss il i o Zzzzgpooz? -7
. Sephadex LH-20 N Resuspension en CHzCl2 RS
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I CHCl i 3ocotrienol ! l
Voo | 3 I '
| . | ' g .
i 1 O-tocotrienol puro ! L e ' '
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‘. Fraccionamiento secundarioA -\ Fraccionamiento secundario B !

Figura 2.1. Diagrama de obtenciéon de &-tocotrienol a partir de semillas de B. orellana,
empleando dos fraccionamientos secundarios diferentes.
Comparando los datos espectroscépicos con los reportados en la literatura, (Ohnmacht et al.,
2008), se logré la identificacién del compuesto como &-tocotrienol, siendo el mismo aislado
mediante el fraccionamiento B. Este hecho es consistente con la literatura, ya que para B.

orellana se reporta la presencia exclusiva de tocotrienoles, y predominantemente 3-tocotrienol.

En ambos casos, procesos de separacion A y B, se obtienen cantidades que superan los
estimados del contenido de 5-tocotrienol en semillas de B. orellana reportados en la literatura,

147 mg por cada 100 g de semillas secas (Frega et al., 1998), obteniendo variacion en la
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cantidad obtenida, pudiendo ser debida al distinto momento de obtencién del material vegetal, e

igualmente dejando de lado el grado de pureza de la fraccidén obtenida por el método B.

Ambas fracciones pueden ser utilizadas tal como se obtienen con distintos fines. Con base en
reportes de que los compuestos presentes en las semillas de B. orellana, ademéas de los
tocotrienoles, apocarotenoides y terpenos lineales (Jondiko y Pattenden, 1989), poseen
caracteristicas estructurales que coinciden con la reactividad de la cadena lateral (cadenas con
multiples dobles enlaces), se propone el uso del material obtenido por el método B para las
modificaciones sobre el anillo de cromanol, siendo posteriormente purificados con mayor
facilidad, mientras que el material obtenido por el método A sea utlizado para las
modificaciones sobre la cadena lateral, por la posibilidad de obtener una amplia variedad de
productos del material de partida, lo que dificultaria en gran medida su separacion.

2.4. CONCLUSIONES

A partir de semillas completas de B. orellana, se establecieron dos metodologias para el
aislamiento y purificacion de 8-tocotrienol, que pueden ser utilizados con distintos fines segun el
tipo y abundancia de impurezas que presentan. Asimismo, ambas metodologias permiten una
recuperacion adecuada de é-tocotrienol, de acuerdo con el contenido reportado en las semillas

de la especie vegetal seleccionada.
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TRANSFORMACIONES FOTOQUIMICAS DE HIBRIDOS CHALCONA-VITAMINA E
3.1. INFORMACION DEL ARTICULO

Manuscrito “Photochemical transformations of chalcone-vitamin E hybrids” publicado en la
revista Journal of the Mexican Chemical Society (J. Mex. Chem. Soc. 2022, 66(1), 120-129,
DOI: http://dx.doi.org/10.29356/jmcs.v66i1.1670).

Autores: Jimmy Josué Ceballos-Cruz, Jean-Jacques Hélesbeux, Guillaume Viault Denis
Séraphin, Gumersindo Mirén-Lopez, Rubén M. Carballo, Pascal Richomme, Luis Manuel Pefia-

Rodriguez.

3.2. PHOTOCHEMICAL TRANSFORMATIONS OF CHALCONE-VITAMIN E HYBRIDS.
3.2.1. Abstract

Chalcone-vitamin E hybrids 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-5tocopherol-chalcone (1), 3,4,5-
trimethoxy-&tocopherol-chalcone (2), 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&tocopherol-retrochalcone (3)
and 3,4,5-trimethoxy-5-tocopherol-retrochalcone (4) were synthesized as part of a search for
new biological activities in these types of derivatives. We report herein on the
photoisomerization products of hybrids 1-4, and the effects of the solvent and substitution
patterns in producing secondary products such as flavanone 6, 3-deoxyanthocyanidin 8, and
hemiketal 10. Photochemically-induced changes are considered important since structural
modifications and/or the presence of additional products can affect the biological activity of this
type of semisynthetic hybrids.

3.2.2. Resumen

Los hibridos de chalcona-vitamina E, 6’-O-tosil-3,4,5-trimetoxi-5tocoferol-chalcona (1), 3,4,5-
trimetoxi-5-tocoferol-chalcona (2), 6’-O-tosil-3,4,5-trimetoxi- 5-tocoferol-retrochalcona (3) y 3,4,5-
trimetoxi-5-tocoferol-retrochalcona (4), fueron sintetizados como parte de la busqueda de
nuevos perfiles de actividad biologica para este tipo de derivados. En este trabajo reportamos

los productos de fotoisomerizacion de los hibridos 1-4, y los efectos del disolvente, asi como de
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distintos patrones de sustitucion en la generacion de productos secundarios como la flavanona
6, la 3-deoxiantocianidina 8, y el hemicetal 10. Los cambios fotoinducidos son considerados de
gran importancia debido a que la modificacién en la estructura y/o la presencia de productos

adicionales puede afectar la actividad biolégica de este tipo de hibridos semisintéticos.
3.2.3. Introduction

Vitamin E is a group of phytochemicals comprising two major classes, tocopherols and
tocotrienols, which share a common chroman-6-ol ring bearing a geranylgeranyl side chain in
tocotrienols, and a fully saturated polypropenyl side chain in tocopherols (Wong et al., 2015).
Both are naturally occurring metabolites found in fruits, vegetables, nuts and edible oils, with
tocotrienols having a more restricted distribution (Khor et al., 2021; Jiang, 2014). All vitamin E
isoforms are potent antioxidants and exhibit antiinflammatory effects. Mechanistic studies have
demonstrated that the antiinflammatory activity in vitro and in vivo assays occurs through
inhibition of ciclooxygenase-2 and 5-lipoxygenase (Harlan et al., 2020), and suppression of
signaling pathways of inflammatory mediators NF-kb and JAK-STAT6 and JAK-STAT3 (Reiter
et al., 2007). Currently, inflammatory-related diseases are recognized as a major cause of
morbidity in humans; since the inflammatory process can contribute to the development more
severe health problems such as cancer (Reiter et al., 2007), development of anti-inflammatory

drugs is an important subject for medicinal chemistry.

Chalcones are a group of secondary metabolites found in fruits and vegetables, characterized
by a propenone core linking two phenyl rings (Shaik et al., 2020). Because of their diverse
biological activities, which include antimicrobial, anticancer, antitumor, antioxidant,
antihyperglycemic and anti-inflammatory, the chalcone skeleton is considered a privileged
scaffold with potential in medicinal chemistry (Zhuang et al.,, 2017). Recently, prenylated
chalcones, and specifically pyranochalcones, have been investigated for their pharmacological
properties, particularly a potent anti-inflammatory activity (Damodar et al., 2016). In view of this,
the combination of two well-known precursors known for their anti-inflammatory activity, i.e. a
chalcone and vitamin E, to produce a new class of pyranochalcones, represents a useful
strategy for the preparation of new hybrids with an improved anti-inflammatory activity. To date,
the only report dealing with the preparation of similar chalcone-vitamin E hybrids describes the
applicability of a synthetic method, without evaluating their biological activity (Narender y Papi
Reddy, 2007).
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Recently, as part of a project dealing with the search for new biological activities in chalcone-
vitamin E hybrids we observed a photoisomerization of the propenone moiety in the reaction
products. Since spatial arrangement is of great importance in the interaction of drugs with
biological targets, careful attention should be paid to changes in the torsion angles of the bonds
in the propenone moiety of the chalcone core which can occur as a result of E-Z
photoisomerization (Nicodem y Matos, 1981). Furthermore, the many potential uses for
chalcones in technology (Sidharth et al., 2014) and medicine (Maldonado et al., 2018), makes
the possibility of phototransformation a major concern. Recent studies on the photoirradiation of
chalcones and anthocyanins have contributed to the understanding of the network of chemical
reactions that can occur in different reaction media (Leydet et al., 2013; Pina et al., 2012a),
revealing that equilibrium in aqueous medium can lead to new skeletons depending on pH, light,
and substitution patterns (Leydet et al., 2013). We wish to report herein on the conditions
favoring the photoisomerization of the propenone moiety in chalcone-vitamin E hybrids as well
as on the structure of a number of secondary products obtained under these conditions.

1 R=0Ts

2 R;=OH

CieHaz = M

Figure 3.1. Structures of synthesized chalcone and retrochalcone-vitamin E hybrids: (E)-6’-
O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&tocopherol-chalcone (1), (E)-3,4,5-trimethoxy-s-tocopherol-
chalcone (2), (E)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-tocopherol-retrochalcone (3) and (E)-3,4,5-
trimethoxy-&tocopherol-retrochalcone (4).

3.2.4. Experimental

All solutions were freshly prepared and samples were protected from light before their analysis.

Direct sunlight was used as irradiation source in photoreactive processes.
NMR spectrometry

'H-NMR and **C NMR spectra were recorded on a Bruker Avance or JEOL HY 400 MHz NMR

spectrometers, using the specified deuterated solvents and their corresponding residual solvent
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signals as internal reference. For monitoring, spectra were recorded at reported irradiation times

using 4 mg mL* solutions for each analog.
UV-visible spectroscopy

UV-visible spectra (200-800 nm) of 3 were recorded on an Agilent Cary 60 UV-Vis
spectrophotometer using the specified solvent and spectra recorded at the specified irradiation

times.
Synthetic procedures

(E)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-6-tocopherol-chalcone (1) and (E)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-

tocopherol-retrochalcone (3)

In a 50 mL round bottom flask, 5-acetyl-6-O-tosyl-&-tocopherol or 5-formyl-6-O-tosyl-8-
tocopherol (0.36 mmol) was dissolved with ethanol (10 mL). A solution of 3,4,5-
trimethoxybenzaldehyde or 3’,4’,5'-trimethoxyacetophenone (0.37 mmol, 1 equiv.) in ethanol (5
mL), and lithium hydroxide (1.40 mmol, 3.9 equiv.) was added and the reaction mixture was
allowed to stir at room temperature (25 °C), until TLC showed the presence of the chalcone as
the major product (cerium ammonium molybdate was used as stain). The reaction was
guenched by adding 1M HCI (5 mL) until a color change from orange to yellow was observed;
water was then added (10 mL) and the aqueous mixture was extracted three times with
methylene chloride (15 mL). The combined organic fractions were dried over anhydrous sodium
sulfate, filtered and the solvent removed under reduced pressure. The residue was purified by
flash chromatography eluting with a mixture of n-hexane and ethyl acetate 9:1 v/v, to yield 1 or
3.

(E)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-6-tocopherol-chalcone (1). (48% yield) Pale yellow oil Ry = 0.34
(hexane-ethylacetate 8:2); *H NMR (acetone-dgs, 400 MHz) & 7.66 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.32 (2H,
d, J = 8.2 Hz), 7.12 (1H, d, J = 16.1 Hz), 7.01 (1H, s), 6.96 (2H, s), 6.81 (1H, d, J = 16.1 Hz),
3.88 (6H, s), 3.78 (3H, s), 2.57 (2H, dt, J = 7.8, 4.0 Hz), 2.30 (3H, s), 2.18 (3H, s), 1.84 — 1.68
(2H, m), 1.63 — 1.56 (2H, m), 1.55 — 1.49 (2H, m), 1.49 — 1.29 (10H, m), 1.28 (3H, s), 1.27 —
1.21 (2H, m), 1.19 — 1.06 (8H, m), 0.87 (6H, d, J = 6.7 Hz), 0.86 (3H, d, J = 6.7 Hz); *C NMR
(acetone-ds, 100 MHz) & 193.7, 154.8 (2C), 151.5, 146.9, 146.6, 141.7, 139.3, 134.0, 132.4,
131.1, 130.9 (2C), 129.4, 129.2 (2C), 127.8, 122.8, 120.2, 107.1 (2C), 77.4, 60.8, 56.7 (2C),
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40.7, 40.2, 38.3 (2C), 38.1, 38.1, 33.6, 33.5, 31.1, 28.8, 25.6, 25.2, 24.5, 23.1, 23.0, 21.7, 21.6,
21.1, 20.2, 20.2, 16.6.

(E)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-6-tocopherol-retrochalcone (3). (50 % vyield) Pale yellow oil
R=0.37 (hexane-ethylacetate 8:2); *H NMR (CDCl;, 400 MHz) & 7.63 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.58
(1H, d, J = 15.9 Hz), 7.48 (1H, d, J = 15.9 Hz), 7.33 (2H, s), 7.18 (2H, d, J = 8.5 Hz), 6.84 (1H,
s), 3.97 (6H, s), 3.95 (3H, s), 2.74 (2H, t, J = 6.7 Hz), 2.37 (3H, s), 2.13 (3H, d, J = 0.7 Hz), 1.87
—1.70 (2H, m), 1.54 — 1.48 (2H, m), 1.45 — 1.26 (9H, m), 1.25 (3H, s), 1.23 — 1.00 (10H, m),
0.86 (9H, d, J = 6.7 Hz), 0.84 (3H, d, J = 6.7 Hz); *C NMR (CDCl;, 100 MHz) & 189.0, 153.4
(2C), 151.0, 145.5, 142.6, 140.4, 136.6, 133.5, 133.1, 129.7 (2C), 129.4, 128.7 (2C), 127.7,
125.8, 122.8, 121.5, 106.3 (2C), 76.0, 61.1, 56.5 (2C), 40.0, 39.5, 37.6 (3C), 37.4, 32.9, 32.8,
30.8, 28.1, 24.9, 24.6, 24.0, 22.8, 22.7, 21.8, 21.2, 21.1, 19.9, 19.8, 16.5.

(E)-3,4,5-trimethoxy-8-tocopherol-chalcone 2 and (E)-3,4,5-trimethoxy-8-tocopherol-

retrochalcone (4)

In a 50 mL round bottom flask, a suspension of 3,4,5-trimethoxy-6’-O-tosyl-8-tocopherol-
chalcone (1) or 3,4,5-trimethoxy-6-O-tosyl-6-tocopherol-retrochalcone (3) (0.17 mmol) in MeOH
(10 mL) was refluxed for 5 minutes until complete dissolution. A methanolic solution (5 mL) of
NaOH 2M was added and reflux continued until complete consumption of the starting material
was observed by TLC. The reaction was quenched with 1M HCI aqueous solution (15 mL) until
a color change from red to yellow was observed; the resulting mixture was diluted with water (10
mL) and extracted three times with methylene chloride (20 mL). The combined organic fractions
were dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and after removing the solvent under
reduced pressure, the crude reaction product was purified by flash chromatography, eluting with

a mixture of n-hexane and ethyl acetate 9:1 v/v, to produce 2 or 4.

(E)-3,4,5-trimethoxy-8-tocopherol-chalcone (2). (43 % vyield) Orange oil R=0.34 (hexane-
ethylacetate 8:2); '"H NMR (acetone-dg, 400 MHz) & 8.65 (1H, s), 7.39 (1H, d, J = 16.0 Hz), 7.11
(1H, d, J = 16.0 Hz), 7.03 (2H, s), 6.64 (1H, s), 3.88 (6H, s), 3.76 (3H, s), 2.70 (2H, t, J = 6.8
Hz), 2.14 (3H, s), 1.81 — 1.67 (2H, m), 1.63 — 1.56 (2H, m), 1.55 — 1.48 (2H, m), 1.47 — 1.28
(10H, m), 1.27 (3H, s), 1.20 — 1.03 (7H, m), 0.88 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.87 (6H, d, J = 6.7 Hz),
0.86 (3H, d, J = 6.7 Hz); *C NMR (acetone-ds, 100 MHz) & 196.9, 154.7 (2C), 149.7, 146.2,
144.7, 141.4, 131.5, 130.8, 128.8, 124.9, 119.8, 117.5, 106.9 (2C), 76.1, 60.7, 56.6 (2C), 40.6,

33



CAPITULO lI

40.2, 38.3, 38.2, 38.1, 38.1, 33.6, 33.5, 31.9, 28.7, 25.6, 25.2, 24.5, 23.1, 23.0, 21.9, 21.7, 20.2,
20.1, 16.8.

(E)-3,4,5-trimethoxy-3-tocopherol-retrochalcone (4). (55 % vyield) Yellow gum R=0.20 (hexane-
ethylacetate 8:2); *"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.96 (1H, d, J = 15.7 Hz), 7.79 (1H, d, J = 15.7
Hz), 7.29 (2H, d, J = 0.9 Hz), 6.57 (1H, s), 3.93 (9H, s), 2.85 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.16 (3H, s),
1.81 (2H, m), 1.53 — 1.47 (2H, m), 1.43 - 1.27 (9H, m), 1.25 (3H, s), 1.20 — 1.00 (10H, m), 0.86
(6H, d, J = 6.7 Hz), 0.85 (3H, d, J = 6.1 Hz), 0.83 (3H, d, J = 6.5 Hz); **C NMR (CDCl;, 100
MHz) & 190.7, 153.2 (2C), 149.1, 146.2, 142.4, 139.1, 134.0, 130.7, 125.3, 121.4, 118.1, 116.8,
106.3 (2C), 75.0, 61.1, 56.4 (2C), 39.8, 39.5, 37.6 (3C), 37.4, 32.9, 32.8, 31.3, 28.1, 24.9, 24.6,
23.8,22.8, 22.7,21.3,21.1, 19.9, 19.8, 16.6.

3.2.5. Results and discussion

During the synthesis of the chalcone and retrochalcone-vitamin E hybrids 1-4 (Fig. 3.1), the *H-
NMR spectrum of the purified protected E chalcone 1 showed, in addition to the vinylic proton
signals at ¢6.81 (d, J = 16.1 Hz, He) and 67.12 (d, J = 16.1 Hz, Hp), the presence of a new set
of signals at 66.28 (d, J = 12.8 Hz, Ha) and 6 6.84 (d, J = 12.8 Hz, Hp), which appeared over
time. This suggested the possibility of an isomerization of the propenone moiety to produce the
corresponding Z (s-cis) isomer 5. The fact that these changes were observed only when
solutions of 1 in deuterated chloroform or acetone-ds were exposed to sunlight (Fig. 3.2), and
the absence of this new set of signals when similar samples were kept in the dark, confirmed
that the changes were due to a photoisomerization process and ruled out the possibility of

impurities present in the solvent being responsible for the changes.

Since photoisomerization of the propenone moiety in chalcones has been previously reported
(Maldonado et al., 2018; Sidharth et al., 2014; Leydet et al., 2013; lwata et al., 1997; Nicodem y
Matos, 1981), the potential photoisomerization of the chalcone-vitamin E hybrids 1 and 2,
together with that of the corresponding retrochalcone hybrids 3 and 4, was studied theoretically
using computational chemistry methods. Energetic calculations on the change of the torsion
angle of the carbon-carbon double bond in the propenone moiety showed that the two pairs of E
chalcone/retrochalcone hybdrids follow a path that goes from the excited triplet state (T),
passing through a conical intersection to get to the singlet state (Sy), to yield the corresponding
Z isomer (Fig. 3.3). Since the calculated energy required to excite E chalcones 1-4 from the

singlet to the triplet state is between 2.31 - 2.71 eV, and the fact that this amount of energy can
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be readily supplied by a photon of visible light (Yadav, 2005), the photoisomerization of these

four hybrids is expected to occur based on theoretical calculations.

3 sunlight
o e

3C.gHss CDCl3 or (CD3),CO

sunlight
——> no change
CDCl3
o

_O

O
sunlight !
——> flavanone
(CD3),CO 6
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3Cy6Ha3 CDCl3 or (CD3),CO
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—_—

| CDCl5 or (CD3),CO
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10
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Figure 3.2. Chalcone and retrochalcone-vitamin E hybrids 1-4 and their photoisomerization
products. (Z)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-tocopherol-chalcone (5), 3,4,5-trimethoxy-&
tocopherol-flavanone (6), (2)-6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-d&-tocopherol-retrochalcone (7),
3,4,5-trimethoxy-5tocopherol-3-deoxyanthocyanidin  (8), (Z2)-3,4,5-trimethoxy-&tocopherol-
retrochalcone (9) and 3,4,5-trimethoxy-stocopherol-3-deoxyanthocyanidin hemiketal (10).
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Figure 3.3. Theoretical energy diagrams of the photoisomerization of the two pairs of E
chalcone/retrochalcone hybdrids. A) tosyloxy-chalcone (1), B) hydroxy-chalcone (2), C)
tosyloxy-retrochalcone (3), D) hydroxy-retrochalcone (4). Singlet state #; triplet state i;
suggested path for E-Z isomerization m.
To demonstrate that this process was responsible for the observed changes, *H-NMR data was
obtained during a time-course study in which samples of each hybrid (1-4), dissolved in either
deuterated chloroform or acetone-ds, were exposed to sunlight for different periods of time (Fig.
3.1S-3.8S). Samples of the protected chalcone 1 dissolved in deuterated chloroform or acetone-
de showed evidence of a light-induced E-Z isomerization by the presence of two AB spin
systems corresponding to the « and g protons of the propenone moiety of each isomer (Fig.
3.4). The photoisomerization of 1 reached equilibrium after 5 min, showing a slightly higher
proportion for Z isomer (5) formation in the sample prepared in acetone-dg (Fig. 3.9S). However,
when a solution of the unprotected chalcone 2 in deuterated chloroform was exposed to
sunlight, no photoisomerization appeared to take place as indicated by the *H-NMR spectrum of
the sample. Alternatively, sunlight exposure of an acetone-ds solution of 2 for one hour led to
flavanone 6, identified by the absence of the signals for the vinylic protons in its *H-NMR
spectrum and the presence of the characteristic signals corresponding to H-2 (6 5.39, dd, J=
13.4, 2.9 Hz) and H-3 (¢ 3.06, dd, J= 16.4, 13.3 Hz; ¢ 2.73, dd, J= 16.4, 2.9 Hz) of the
flavanone’s C-ring [Fig. 3.3S(e)].
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Even though the photoreactivity of E-chalcones 1 and 2 coincides with that previously described
for simpler chalcone analogs (Norikane et al., 2002), the experimental results showed that this
reaction does not take place in deuterated chloroform, and that the flavanone 6 is obtained in
acetone-dg instead of the expected Z chalcone. Similar cyclizations of simpler chalcone analogs
of 2 leading to flavanone-type structures have been previously reported (Norikane et al., 2002;
Matsushima y Kageyama, 1985); in these cases, formation of a six-membered tautomeric
intermediate by means of an intramolecular hydrogen bond, between the carbonyl and the
unprotected peri-hydroxyl group, reportedly favors the cyclization of the unprotected E-chalcone
2 rather than the expected Z-isomerization (Norikane et al., 2003; Norikane et al., 2002). The
inability of the E-chalcone 2 to form the flavanone 6 in deuterated chloroform under similar
irradiation conditions, suggests that formation of the six-membered intermediate in this solvent
is not favored.
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Figure 3.4. "H-NMR spectrum (400 MHz, acetone-dg) of 1 after sunlight irradiation (t = 20

min): E (s-trans) isomer O, Z (s-cis) isomer @.
Alternatively, sunlight exposure of both E-retrochalcone-hybrids 3 and 4 in deuterated
chloroform and acetone-ds produced the expected photoisomerization products 7 and 9,
respectively; additionally, cyclization products 3-deoxyanthocyanidin 8 and the hemiketal
derivative 10 were also observed, with the latter identified on the basis of the characteristic H-3
and H-4 signals (George et al.,, 1999) at 6 5.86 (d, J= 9.8 Hz) and ¢ 6.78 (d, J= 9.8 H2z),
respectively [Fig. 3.7S(d)]. The cyclization product 8 was identified on the basis of a new set of
signals appearing at 69.29 (d, J = 9.1 Hz) and 69.66 (d, J = 9.2 Hz), which could be assigned
to H-4 and H-3 of a flavylium system (Figures 3.6S and 3.10S), respectively (Devia et al., 2002).
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In addition to 7 and 8, the "H-NMR of the crude photoisomerization reaction product from 3
showed weak signals at 6 4.96 and ¢ 4.71, suggesting the formation of a dimeric derivative
bearing a cyclobutane core (Zhang et al., 2013b). Even though similar dimers have been
previously isolated from chalcone-rich sources, the limited number of examples, and the low
yields in which they are obtained, indicate that formation of these type of products is not favored
(Menezes y Diederich, 2019; Aljancic¢ et al., 2014, Pina et al., 2012b).

The formation of 3-deoxyanthocyanidin (8) could be detected by the presence of a band at 500
nm, characteristic of flavylium-type skeletons (Kalchevski et al., 2018; Zhang et al., 2013b),
when using UV-vis spectroscopy to monitor the effect of sunlight irradiation on solutions of 3 in
chloroform or acetone (Fig. 3.11S). These results, together with the development of a red
pigmentation during sunlight irradiation of 3, confirmed the identification of 8. Although flavylium
salts such as 8 are not expected to be stable in chloroform or acetone, its formation and stability
could be explained on the basis of the amphiphilic properties of 8, since its positively-charged
“head” and its lipophilic “tail” could produce reverse micelle-type structures that encapsulate
humidity in the medium (Fig. 3.12S) (Correa et al., 2012; Mulinacci et al., 2001).

The presence of different photoisomerization products during the irradiation of 3 indicates that
their formation depends on the solvent used, with faster maxima on the production of both the Z
isomer 7 and the 3-deoxyanthocyanidin 8 obtained in deuterated chloroform (Fig. 3.5). The
favored formation of 8 in chloroform can be explained by the heterogeneity of the chloroform-
water mixture which stabilizes micellar structures. Alternatively, the more hydrophilic acetone
favors solubility and dispersion of the 3-deoxyanthocyanidin 8, which in turn reduces
aggregation and, consequently, stability (Sakhawat y Ejaz-ur-Rehman, 1987; lonescu y De
Favere, 1982).

Finally, unlike the unprotected E-chalcone 2, the unprotected E-retrochalcone 4 did produce the
expected photoisomerization product 9, together with the hemiketal derivative 10, when
exposed to sunlight in both deuterated chloroform and acetone-ds. In this case, the relative
positions of the unprotected phenolic group and the conjugated carbonyl group in 4 prevented
the cyclization to produce a flavanone-type product (Kalchevski et al., 2018). The formation of
hemiketal 10 during the photoisomerization of 4, confirms that photoreactivity of chalcones can
promote a complex equilibrium network to produce different derivatives (Basilio y Pina, 2016;
Pina et al., 2012b).
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Figure 3.5. Formation of photoisomerization products during light irradiation of E-

retrochalcone 3 in acetone-dg (A); and in deuterated chloroform (B): E-retrochalcone 3 #, Z-

retrochalcone 7 &, 3-deoxyanthocyanidin 8 I, cyclobutane core dimer
It is interesting to mention that while formation of anthocyanins structurally similar to 8 has been
reported to occur via an hemiketal intermediate during acid treatment of retrochalcones bearing
an unprotected C-2 phenolic group (Leydet et al. 2013), hemiketal 10 and 3-deoxyanthocyanidin
8 were not obtained as an intermediate and a product of the same reaction, but were obtained
separately from the photoisomerization of the unprotected and protected E-retrochalcones 4
and 3, respectively. The fact that photoisomerization of the protected E-retrochalcone 3
produces 8, apparently without going through hemiketal intermediate 10, strongly suggests that
the tosyloxy group in 3 plays a key role in the reaction, since tosyloxy groups are known to
activate specific positions and to participate in different reactions. Even though examples of
tosyloxy involvement in photochemical reactions are limited, the proposed photocyclization
leading to the formation of 8 can only be explained through the participation of the tosyloxy
group, as a leaving group during the final aromatization/oxidation step (Fig. 3.14S) (Neo, et al.,
2010; Charlton et al., 1980).

Photo-induced changes in pharmaceuticals are a major concern during its development since
any modification of the original structure and physico-chemical features can decrease, enhance
or change a biological activity, and have a great impact in effectiveness and safety. However,
the new chemical species obtained during the photoirradiation of chalcone-vitamin E hybrids 1-4
possess the potential to improve desirable properties such as the enhanced antiproliferative
activity observed in chalcones isomerized from the E to the Z form (Ilwata et al., 1997), or the
improved antiproliferative activity and cytotoxicity of chalcone dimers when compared to that of

parent chalcones (Menezes y Diederich, 2019).
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3.2.6. Conclusions

In summary, the results of this investigation confirm that chalcone-vitamin E hybrids are
photosensitive pigments, and that their reactivity depends on both intrinsic and extrinsic factors
such as substitution patterns and solvent of choice, respectively. Variations explored in solvents
and substitution patterns, can influence the outcome of photo-induced processes, displaying
formation of different chemical species. Even though chalcone transformation under light
irradiation has been previously described, the results obtained in this investigation show that
there exist new pathways in the photochemical reactivity network of chalcones to produce novel

derivatives representing relevant scaffolds in the development of new pharmaceuticals.
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Figure 3.1S. Stacked 'H-NMR spectra (400 MHz, acetone-dg) from time-course study
monitoring sunlight irradiation of 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-tocopherol-chalcone (1). a)
t=0 min, b) t=60 min darkness, c¢) t=5 min sunlight, d) t=10 min sunlight, ) t=15 min sunlight,
f) t=20 min sunlight.
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Figure 3.2S. Stacked 'H-NMR spectra (400 MHz, CDCI5) from time-course study monitoring
sunlight irradiation of 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-5tocopherol-chalcone (1). a) t=0 min, b)
t=60 min darkness, c) t=5 min sunlight, d) t=10 min sunlight, e) t=15 min sunlight, f) t=20 min

sunlight.
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Figure 3.3S. Stacked 'H-NMR spectra (400 MHz, acetone-dg) from time-course study
monitoring sunlight irradiation of 3,4,5-trimethoxy-&tocopherol-chalcone (2). a) t=0 min, b)
t=60 min darkness, c) t=5 min sunlight, d) t=10 min sunlight, ) t=60 min sunlight.
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Figure 3.4S. Stacked 'H-NMR spectra (400 MHz, CDCI5) from time-course study monitoring
sunlight irradiation of 3,4,5-trimethoxy-dJ-tocopherol-chalcone (2). a) t=0 min, b) t=60 min
darkness, c) t=5 min sunlight, d) t=10 min sunlight, €) t=60 min sunlight.
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Figure 3.5S. Stacked 'H-NMR spectra (400 MHz, acetone-dg) from time-course study
monitoring sunlight irradiation of 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-5tocopherol-retrochalcone (3).
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Figure 3.7S. Stacked 'H-NMR spectra (400 MHz, acetone-dg) from time-course study
monitoring sunlight irradiation of 3,4,5-trimethoxy-&5tocopherol-retrochalcone (4). a) t=0 min,
b) t=60 min darkness, c) t=5 min sunlight, d) t=10 min sunlight, €) t=15 min sunlight.
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Figure 3.9S. Photoisomerization process monitoring for E-chalcone 1: A) in deuterated
chloroform, B) in acetone-dg; E-chalcone #, Z-chalcone 5 &4).

CDCl3z*
Position E-retrochalcone Z-retrochalcone 3-deoxyanthocyanidin  dimer

®) () (8)

a(3) 7.48d (15.9) 6.79d (12.1) 9.66 d (9.2) 4.96**

B4) 7.58 d (15.9) 6.90d (12.1) 9.29d (9.1) 4.71%
8 6.84s 6.36s 7.77s u
2y® 7.33s 7.14 s 7.74s u
MeO 3’y & 3.97s 3.88s 4.03s u
MeO 4’ 3.95s 3.89s 4.06 s u

An-dg*
Position E-retrochalcone Z-retrochalcone 3-deoxyanthocyanidin  dimer
3 7 ®)

a(3) 7.47 d (15.9) 6.58 d (12.1) 9.53d (9.2) 4.94**

B(4) 7.53d (16.0) 7.05d (12.1) 9.02d (9.1) 5.72%
8 6.87 s 6.58 s 8.23s u
2y® 7.36s 7.17s 7.99s u
MeO 3’y & 3.94s 3.87s 4.05s u
MeO 4’ 3.85s 3.79s 4.00s u

*Spectroscopic data collected at 5 min of exposure to light
**Protons characteristic of cyclobutane core
u - unassigned

Figure 3.10S. Characteristic '"H-NMR signals (chemical shifts in &, coupling constants in Hz)
of photoisomerization products 7 and 8.
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Figure 3.11S. Stacked UV-vis spectra from time-course study monitoring sunlight irradiation
of 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-5-tocopherol-retrochalcone (3). a) In chloroform, b) In acetone.

Figure 3.12S. Schematic illustration for the distribution of 3-deoxyanthocyanidin (8) in
reverse micelle-like aggregates, encapsulating moisture. The number of monomers shown
in the aggregate are for visualization purposes only.
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Figure 3.13S. Stacked '"H-NMR spectra (400 MHz, CDCI;) showing changes in chemical
shift values of key proton signals of 3-deoxyanthocyanidin 8 (evidence of aggregation
process during time-course study).
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Figure 3.14S. Proposed reaction pathways for the conversion of 6’-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-
o-tocopherol-retrochalcone (3) to 3-deoxyanthocyanidin (8).
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Figure 3.15S. 'H-NMR spectrum (400 MHz, acetone-ds) of 6-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-
tocopherol-chalcone (1).
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Figure 3.16S. >C-NMR spectrum (100 MHz, acetone-ds) of 6'-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-
tocopherol-chalcone (1).
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Figure 3.17S. 'H-NMR spectrum (400 MHz, acetone-dg) of 3,4,5-trimethoxy-&-tocopherol-

chalcone (2).
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Figure 3.18S. *C-NMR spectrum (100 MHz, acetone-dg) of 3,4,5-trimethoxy-&-tocopherol-

chalcone (2).
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Figure 3.19S. 'H-NMR spectrum (400 MHz, CDCl;) of 6-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-&-
tocopherol-retrochalcone (3).
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Figure 3.20S. B¥C-NMR spectrum (100 MHz, CDCl;3) of 6-O-tosyl-3,4,5-trimethoxy-o&
tocopherol-retrochalcone (3).
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Figure 3.21S. '"H-NMR spectrum (400 MHz, CDCIls) of 3,4,5-trimethoxy-d&tocopherol-

retrochalcone (4).
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Figure 3.22S. B¥C-NMR spectrum (100 MHz, CDCI3) of 3,4,5-trimethoxy-dtocopherol-

retrochalcone (4).
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CAPITULO IV
SINTESIS DE ANALOGOS TIPO CHALCONA PRENILADA
4.1. INTRODUCCION

Las chalconas son compuestos 1,3-difenilpropeno con caracteristicas de cetona o,p-insaturada
(Figura 4.1), que han sido encontradas en fuentes naturales y son importantes precursores
relacionados en la biosintesis de auronas y flavonoides (Nowakowska, 2007). Ademas de su
relacién e importancia biogenética con estos Ultimos, las chalconas han sido y siguen siendo un
grupo de compuestos de gran interés sintético debido al nimero de actividades biolégicas
exhibidas vy, por tanto, con potenciales aplicaciones farmacéuticas. Las actividades que se han
demostrado con éxito para este grupo de compuestos incluyen antifingica, antibacteriana,
antitumoral, antioxidante y antiinflamatoria, entre otras (Bandgar et al., 2010; Dimmock et al.,
1999).

Figura 4.1. Estructura general y numeracion del esqueleto de chalcona.

Reddy et al. (2010) reportaron la sintesis de chalconas preniladas capaces de inhibir la
formacion de productos de la actividad de 5-LOX, dicho reporte pone de manifiesto el potencial
de este grupo de compuestos como antiinflamatorios mediante la inhibicién de leucotrienos en
la via de 5-LOX.

El reporte anterior incluye la sintesis de chalconas por medio de condensacion de Claisen-
Schmidt, que comprende el ataque de un enolato, derivado de acetofenona, a un benzaldehido;
ésta puede ser llevada a cabo en presencia de bases alcalinas acuosas, Ba(OH),, LiOH, con
irradiacion con microondas o ultrasonido (Patil et al., 2009). Se han reportado ademas variadas
estrategias para la sintesis del esqueleto chalcona, como acilacion de Friedel-Crafts con cloruro
de cinamoilo, rearreglo de Fries o foto-Fries de fenilcinamatos, reaccion de Wittig de un iluro de
trifenilbenzoilmetileno con aldehidos (Xu et al., 1995), acoplamiento de Suzuki entre un cloruro

de cinamoilo y &cidos fenilbordnicos, o cloruro de benzoilo y acidos estirilborénicos (Selepe y
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Van Heerden, 2013) y acoplamiento carbonilativo de Heck de haluros de arilo con estirenos en

presencia de mondxido de carbono (Figura 4.2) (Wu et al., 2010).

o O‘ 0
=
Rr@)K ' K(E»Rz R1© N C|*/\©’R2

Condensacion alddlica
o
Condensacion de Claisen-Schmidt

QH o
N =
OH CI
R1© . */\@»Rz
(e}

o
=
()
P )K/\@»Rz
’

«@A B\/\@» Rearreglo de Fries o foto-Fries
Acoplamiento de Suzuki \

(e]
X = __PPh3 0/
R4 + R, + co Ry + R,

Acoplamiento carbonilativo de Heck Reaccion de Wittig

Acilacion de Friedel-Crafts

Figura 4.2. Algunas de las estrategias utilizadas para la sintesis de chalconas.

Aunque las metodologias son variadas, la sintesis por condensacion de Claisen-Schmidt de
benzaldehidos con acetofenonas es mas utilizada debido en parte a la gran diversidad de
benzaldehidos y acetofenonas comercialmente disponibles; sin embargo, como requisito para
la aplicacion de metodologias de condensacién sobre compuestos aromaticos se tiene la
formacion de los precursores carbonilicos, esto es, mediante formilacién o acetilacion, para la
obtencion del benzaldehido o acetofenona, respectivamente. La obtencién de las acetofenonas
necesarias se ha descrito a través de diversas metodologias de obtenciéon que incluyen de
forma general: acetilacion de Friedel-Crafts, rearreglo de Fries, reaccion de Hoesch (Figura 4.3)
(El-Desoky et al., 2015).

Sin embargo, en el caso de los analogos de vitamina E, estas metodologias no son liboremente
aplicables, en especial con las diversas formas de tocotrienol, debido a la reactividad de los
dobles enlaces en la cadena lateral con &cidos de lewis. Las metodologias compatibles con las
diferentes formas de vitamina E soportan el uso de medios basicos, acidos no concentrados en
condiciones suaves, o bien el uso de reactivos organometdlicos. Con base en el planteamiento
de compatibilidad, y tomando como base las metodologias de metalacion, se propone el uso de

metalacion orto-dirigida, produciendo un rearreglo de tipo Snieckus-Fries, reportada por Lo et
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al. (2014) (Figura 4.4) para la formacién de un derivado C-acetilado de vitamina E, para la

ulterior condensacion con diversos benzaldehidos.

0O
AcCl
Acetilacion de Friedel-Crafts R4 — Ry
O
o)k OH © OH
Rearreglo de Fries R1© - - RL@)k + Ry
@)
OH
» 1) MeCN
Reaccion de Hoesch R — R
2) H,0
0]

Figura 4.3. Metodologias mas comunes para la sintesis de acetofenonas.

L~

o0~ o OH O 1) LDA OH O
© LDA ©)kN/\ 2) TMSCI @){
M

Figura 4.4. Ruta sintética para la obtencién de 2’-hidroxiacetofenonas, a partir de N,N-
dietilcarbamato.

4.2. MATERIALES Y METODOS

Todas las reacciones descritas a continuacion fueron realizadas utilizando el compuesto -
tocoferol (11), producto comercialmente disponible a un menor precio que el 3-tocotrienol (12),

cuya semejanza en el anillo de cromanol lo convierte en un modelo de prueba adecuado.
4.2.1. Sintesis de O-(N,N-dietilcarbamoil)-8-tocoferol (13)

En un matraz se colocaron 402.7 mg de &-tocoferol (11) y fueron disueltos en 10 mL de THF
seco, a la mezcla se afiadieron 207.3 mg de K,CO3;, en agitacion a temperatura ambiente. A la
suspension anterior se afiadieron 0.19 mL de cloruro de dietilcarbamoilo, y se colocé a reflujo
por 17 h. Transcurrido el tiempo, la reaccion se detuvo retirando el disolvente por evaporacion,
se afiadi6 agua y se extrajo con cloroformo, la fase organica se sec6 sobre Na,SO,, eliminando

el disolvente.
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La mezcla obtenida fue disuelta en 10 mL de N,N-dimetilformamida seca, se afiadieron 80 mg
de hidruro de sodio y 0.19 mL de cloruro de carbamoilo, se dejé reaccionar a temperatura
ambiente con agitacion constante, transcurrida una hora se agregaron 70 mg mas de hidruro de
sodio y 0.19 mL de cloruro de carbamoilo, y se dej6 continuar la reaccion por 17 h. Transcurrido
el tiempo, la reaccion se detuvo por adicion lenta de acido clorhidrico 1 M y agua, y se extrajo
con dietil éter. La fase organica se secO sobre Na,SO, y el compuesto 13 se aislé por
cromatografia en gel de silice con éter de petroleo/acetato de etilo (95:5) teniendo un
rendimiento de 42.7%.

O-(N,N-dietilcarbamoil)-5-tocoferol

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) & 6.70 (dd, J = 2.9, 0.8 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.38 (s,
4H), 2.82 — 2.64 (M, 2H), 2.13 (s, 3H), 1.84 — 1.67 (m, 2H), 1.56 (s, 3H), 1.61 — 1.26 (m, 10H),
1.25 (s, 3H), 1.24 — 1.00 (m, 14H), 0.88 — 0.82 (m, 12H).

4.2.2. Sintesis de 5-bromo-é-tocoferol (17)

A una disolucién de 500 mg de d-tocoferol (11) en 20 mL de CH,CI,, se le agregaron 265 mg de
N-bromosuccinimida, la reaccién se llevo a cabo a 0 °C, en bafio de hielo, por 30 min. La
reaccion se detuvo agregando agua y separando la fase organica, la cual se secO sobre
Na,SO,, y se separd por cromatografia en gel de silice con éter de petréleo, con un rendimiento
de 75.3%.

5-bromo-&-tocoferol

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) &: 6.73 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 2.68 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.11 (d, J = 0.8
Hz, 3H), 1.88 — 1.71 (m, 2H), 1.61 — 0.98 (m, 21H), 1.24 (s, 3H), 0.90 — 0.81 (m, 12H).

4.2.3. Sintesis de 5-formil-3-tocoferol (20)

Una mezcla de 500 mg de é-tocoferol (11), 960 mg de MgCl,, 1.4 mL de trietilamina, 5 mL de
THF y 450 mg de paraformaldehido (CH,0), se coloc6 a reflujo, el cual se mantuvo hasta
consumir todo el material de partida. La reaccion fue detenida afiadiendo HCI 1 M lentamente y
luego extrayendo con éter etilico, la fase orgénica se secé sobre Na,SO, anhidro, y se separd
por cromatografia en gel de silice con éter de petréleo/cloruro de metileno (95:5), obteniendo

un rendimiento de 80.0%.
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5-formil-5-tocoferol

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) &: 11.68 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 6.64 (t, J = 0.8 Hz, 1H), 3.04 (t, J =
6.8 Hz, 2H), 2.19 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 1.91 — 1.67 (m, 2H), 1.64 — 0.99 (m, 24H), 0.89 — 0.82 (m,
12H).

4.2.4. Sintesis de 5-(1-hidroxietil)-8-tocoferol (21)

Una disolucién de 52 mg de 5-formil-3-tocoferol en 2 mL de dietil éter (Et,O) seco se colocé en
un bafo de hielo (0 °C). Se afadieron dos porciones de 0.15 mL de reactivo metil litio (1.6 M),

dejando en agitacion por 20 min posterior a la adicion de las dos porciones.

La reaccion fue detenida con cloruro de amonio (NH,CI), y se afiadieron 5 mL de éter, la fase
organica se separo, se lavo con salmuera (NacCl), y se sec6 sobre Na,SO, anhidro. El crudo fue
sometido a cromatografia en gel de silice con éter de petréleo/dietil éter (9:1), obteniendo un

rendimiento de 72.1%, considerando las dos fracciones que corresponden a los isomeros.

Diastereomero 21a

RMN-'H (CDCl,, 400 MHz) &: 7.91 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 5.26 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 2.67 (dt, J =
16.8, 6.8 Hz, 1H), 2.55 (s, 1H), 2.46 (dt, J = 16.7, 6.9 Hz, 1H), 2.10 (d, J = 0.7 Hz, 3H), 1.84 —
1.66 (m, 2H), 1.63 — 0.92 (m, 21H), 1.53 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.21 (s, 3H), 0.88 — 0.83 (M, 12H).

Diastereomero 21b

RMN-*H (CDCl;, 400 MHz) & 7.87 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 5.26 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 2.73 — 2.63 (m,
1H), 2.50 (s, 1H), 2.46 (dt, J = 16.7, 6.3 Hz, 1H), 2.10 (s, 3H), 1.83 — 0.91 (m, 23H), 1.54 (d, J =
6.6 Hz, 3H), 1.25 (s, 3H), 0.89 — 0.82 (m, 12H).

4.2.5. Sintesis del tosilato de 5-formil-8-tocoferol (22)

Una mezcla de 48.8 mg de 5-formil-3-tocoferol con 51 mg de cloruro de tosilo (TsCl) y 22 mg de
hidruro de sodio (NaH 60%, en aceite mineral) fue suspendida y puesta en agitacién en 5 mL
de N,N-dimetilformamida seca, a temperatura ambiente por 16 horas. La reaccion fue
monitoreada por CCD con éter de petréleo/ dietil éter (95:5). La reaccion se detuvo con NH,CI,
y se afiadieron 5 mL de éter, la fase organica se separ0, se lavé con agua y con salmuera

(NaCl), y se seco sobre Na,SO, anhidro, obteniendo el producto con 91.0% de rendimiento.
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5-formil-6-O-tosil-5-tocoferol [(R)-5-formil-2,8-dimetil-2-((4R,8R)-4,8,12-trimetiltridecil)croman-6-

il 4-metilbencenosulfonato] (22)
Aceite amarillo

RMN-'H (CDCl5,400 MHz) &: 10.09 (s, 1H), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
6.84 (s, 1H), 3.10-2.95 (m, 2H), 2.46 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.82-1.64 (m, 2H), 1.57-1.45 (m, 3H),
1.43-1.99 (m, 18H) 1.24 (s, 3H), 0.86 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 0.85 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.84 (d, J =
6.6 Hz, 3H).

RMN-3C (CDCls, 100 MHz) &: 190.1, 151.3, 146.0, 145.5, 134.8, 131.9, 130.1 (x2), 128.6 (x2),
124.9, 123.2, 123.1, 76.4, 40.0, 39.5, 37.6, 37.5 (x2), 37.4, 32.9, 32.8, 30.5, 28.1, 24.9, 24.6,
24.0,22.8,22.7,21.9, 21.2, 21.1, 19.9, 19.8, 17.2.

4.2.6. Sintesis del tosilato de 5-(1-hidroxietil)-8-tocoferol (23)

Una disolucién de 32.6 mg del tosilato 5-formil-6-tocoferol en 2 mL de dietil éter (Et,O) seco, se
colocd en un bafio de hielo (0 °C). Se afiadieron dos porciones de 0.06 mL de metil litio (1.6 M),
dejando en agitacién por 20 min posterior a la adicion de las dos porciones. La reaccion fue
detenida con cloruro de amonio (NH,Cl), y se afiadieron 5 mL de éter, la fase organica se
separd, se lavd con salmuera (NaCl), y se secé sobre Na,SO, anhidro, para obtener el
producto con un rendimiento del 92.9%.

5-(1-hidroxi-etil)-6-O-tosil-3-tocoferol [(2R)-5-(1-hidroxietil)-2,8-dimetil-2-((4R,8R)-4,8,12-

trimetiltridecil)croman-6-il 4-metilbencenosulfonato] (23)

Aceite amarillo palido
Diasterebmero 23a

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) &: 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.48 (s, 1H),
5.25 (q, J = 6.8 Hz, 1H), 3.15 (dt, J = 16.9, 5.6 Hz, 1H), 2.82 (dt, J = 16.4, 7.7 Hz, 1H), 2.47 (s,
3H), 2.34 (sh, 1H) 2.02 (s, 3H), 1.74 (dd, J = 7.6, 5.7 Hz, 2H), 1.59-1.47 (m, 3H), 1.50 (d, J = 6.9
Hz, 3H), 1.41-1.24 (m, 10H), 1.24 (s, 3H), 1.15-1.01 (m, 8H), 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 6H), 0.86 (d, J
= 6.7 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 3H).
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RMN-'3C (CDCls, 100 MHz) &: 151.5, 145.6, 139.1, 133.1, 133.0, 129.9 (x2), 128.7 (x2), 127.0,
122.0, 121.1, 75.9, 64.8, 41.2, 39.5, 37.6 (x3), 37.4, 32.9, 32.8, 30.9, 28.1, 24.9, 24.6, 23.9,
22.9,22.8,21.9, 21.7, 21.0, 20.1, 19.9, 19.8, 16.3.

Diastereémero 23b

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) &: 7.81 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.50 (s, 1H),
5.24 (g, J = 6.8 Hz, 1H), 3.04 (dt, J = 17.1, 6.4 Hz, 1H), 2.86 (ddd, J = 17.0, 7.7, 6.0 Hz, 1H),
2.47 (s, 3H), 2.31 (s, 1H), 2.02 (s, 3H), 1.81 (dt, J = 13.2, 6.1 Hz, 1H), 1.71 (ddd, J = 13.6, 7.9,
5.9 Hz, 1H), 1.57-1.47 (m, 3H), 1.50 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.44-1.22 (m, 9H), 1.26 (s, 3H), 1.19-
0.99 (m, 9H), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 6.6 Hz, 3H).

RMN-*C (CDCls, 100 MHz) &: 151.4, 145.6, 139.2, 133.2, 133.0, 129.9 (x2), 128.7 (x2), 126.9,
122.1, 120.9, 75.9, 65.0, 39.7, 39.5, 37.6, 37.5, 37.4, 32.9, 32.8, 31.1, 28.1, 24.9, 24.8, 24.6,
24.0,22.9, 22.8, 21.9, 21.8, 21.1, 20.2, 19.9, 19.7, 16.3.

4.2.7. Sintesis de 5-acetil-6-O-tosil-(+)--tocoferol (24)

Una disolucién de 6.3 mg de tosilato de 5-(1-hidroxietil)-6-tocoferol en 1 mL de CH,Cl,, se
afadio a una suspension de 6.9 mg de clorocromato de piridinio en 1 mL de CH,Cl,, la mezcla
de reaccion se agité por 45 min a temperatura ambiente. La reaccion fue monitoreada por CCD
con éter de petréleo/dietil éter (95:5), y revelado con 2,4-dinitrofenilhidrazina, obteniendo

coloracién azul para el producto deseado.

Concluida la reaccion, el crudo de reaccion se filtré a través de gel de silice, lavando la silice

con dietil éter obteniendo el producto deseado con un rendimiento del 95.0%.

5-acetil-6-O-tosil-(+)-8-tocoferol [(R)-5-acetil-2,8-dimetil-2-((4R,8R)-4,8,12-
trimetiltridecil)croman-6-il 4-metilbencenosulfonato] (24)

Aceite amarillo palido

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) & 7.69 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.72 (s, 1H),
2.68-2.51 (M, 2H), 2.45 (s, 3H), 2.41 (m, 3H), 2.08 (s, 3H), 1.77-1.61 (m, 2H),1.57-1.45 (m, 3H),
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1.43-1.25 (m, 9H), 1.24 (s, 3H), 1.22-0.99 (m, 9H), 0.86 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 0.85 (d, J = 6.6 Hz,
3H), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 3H).

RMN-*C (CDCls;, 100 MHz): &: 201.8, 151.1, 145.6, 138.0, 132.6, 132.5, 129.9 (x2), 129.5,
128.6 (x2), 122.4, 118.5, 76.4, 40.2, 39.5, 37.5 (x2), 37.5, 37.4, 32.9, 32.8, 32.3, 30.6, 28.1,
24.9,24.6, 24.1, 22.8, 22.7, 21.9, 21.0, 20.4, 19.9, 19.7, 16.5.

4.2.8. Sintesis de la 6’-O-tosil-8-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-retro-chalcona (3)

Una mezcla de 14 mg de tosilato de 5-formil-5-tocoferol (22), 5 mg de 3’,4’,5-trimetoxi
acetofenona y 2 mg (4 equivalentes) de hidréxido de litio (LiOH), disueltos en 3 mL de etanol
(EtOH), se dejo en agitacion a temperatura ambiente por 96 h, monitoreando por CCD con
CH,ClIs.

La reaccién se detuvo afiadiendo acido clorhidrico 1 M, se agregaron 5 mL de dietil éter y se
recuperé la fase orgdanica, ésta se lavé con agua, salmuera (NaCl) y se secé sobre Na,SO,4
anhidro. La chalcona se aisl6 por CCDP con CH,CI, (2 eluciones), dando un rendimiento del
50.1%.

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) § 7.63 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.48 (d, J =
15.9 Hz, 1H), 7.33 (s, 2H), 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.84 (s, 1H), 3.97 (s, 6H), 3.95 (s, 3H), 2.74
(t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.37 (s, 3H), 2.13 (d, J = 0.7 Hz, 3H), 1.87 — 1.70 (m, 2H), 1.54 — 1.48 (m,
2H), 1.45 — 1.26 (m, 9H), 1.25 (s, 3H), 1.23 — 1.00 (m, 10H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 9H), 0.84 (d, J
= 6.7 Hz, 3H).

RMN-*C (CDCl;, 100 MHz) & 189.0, 153.4 (2C), 151.0, 145.5, 142.6, 140.4, 136.6, 133.5,
133.1, 129.7 (2C), 129.4, 128.7 (2C), 127.7, 125.8, 122.8, 121.5, 106.3 (2C), 76.0, 61.1, 56.5
(2C), 40.0, 39.5, 37.6 (3C), 37.4, 32.9, 32.8, 30.8, 28.1, 24.9, 24.6, 24.0, 22.8, 22.7, 21.8, 21.2,
21.1,19.9, 19.8, 16.5.

4.2.9. Sintesis de la é-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-retro-chalcona (4)

A 4.2 mg de 6’-O-tosil-6-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-retro-chalcona (3) se afadieron 2 mL de
NaOH 2 M en MeOH, la mezcla se colocé en un bafio de aceite a 70 °C con agitacién por 5
min. Posteriormente se agregé HCI 1 M, se afiadieron 5 mL de CH,Cl,, y se separ6 la fase

organica, ésta se lavo con agua, salmuera y se sec6 sobre Na,SO, anhidro. La chalcona se
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aislé por CCDP con CH,ClI, (2 eluciones), dando un rendimiento del 55.0%.

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) § 7.96 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.29 (d, J =
0.9 Hz, 2H), 6.57 (s, 1H), 3.93 (s, 9H), 2.85 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.81 (m, 2H), 1.53 —
1.47 (m, 2H), 1.43 — 1.27 (m, 9H), 1.25 (s, 3H), 1.20 — 1.00 (m, 10H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 6H),
0.85 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

RMN-2C (CDCl;, 100 MHz) & 190.7, 153.2 (2C), 149.1, 146.2, 142.4, 139.1, 134.0, 130.7,
125.3, 121.4, 118.1, 116.8, 106.3 (2C), 75.0, 61.1, 56.4 (2C), 39.8, 39.5, 37.6 (3C), 37.4, 32.9,
32.8,31.3, 28.1, 24.9, 24.6, 23.8, 22.8, 22.7, 21.3, 21.1, 19.9, 19.8, 16.6.

6’-O-tosil-d-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-retro-chalcona [(R)-5-((E)-3-(3-fluoro-4-methoxyphenyl)-
3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,8-dimethyl-2-((4R,8R)-4,8,12-trimethyltridecyl)chroman-6-yl 4-
methylbenzenesulfonate] (31)

Aceite amarillo

RMN-'H (acetona-ds, 400 MHz) &: 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 12.2, 1.5 Hz, 1H), 7.63
(d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.33-7.24 (m, Hz, 3H),
6.91 (s, 1H), 4.01 (s, 3H), 2.81 (g, J = 6.1 Hz, 2H), 2.30 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.82 (t, J = 6.6 Hz,
2H), 1.65-1.31 (m, 11H), 1.29 (s, 3H), 1.27-1.03 (m, 10H), 0.92-0.83 (m, 12H).

RMN-3C (acetona-ds, 100 MHz) &: 186.9 (d, J = 2 Hz), 152.8 (d, J =245 Hz), 152.7 (d, J =11
Hz), 151.7, 146.5, 141.3, 136.9, 133.8, 131.9 (d, J =5 Hz), 130.7 (x2), 129.5, 129.2 (x2), 127.6,
126.9 (d, J =3 Hz), 126.8, 123.6, 122.1, 116.4 (d, J =19 Hz), 113.8 (d, J =2 Hz), 76.7, 56.8,
40.5, 40.1, 38.1 (x3), 38.0, 33.5, 33.3, 31.4, 28.7, 25.5, 25.1, 24.1, 23.0, 22.9, 22.0, 21.6, 21.5,
20.1, 20.0, 16.6.

4.2.10. Sintesis de la 6’-O-tosil-3-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-chalcona (1)

Una mezcla de 20 mg de tosilato de 5-acetil-5-tocoferol (24) se mezclaron con 6.5 mg de 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido y 3.7 mg (4 equivalentes) de hidroxido de litio (LiOH), 3 mL de etanol
(EtOH), se dejé en agitacion a temperatura ambiente por 96 h, monitoreando por CCD con
CH,ClIs.

La reaccién se detuvo afiadiendo acido clorhidrico 1 M, se agregaron 5 mL de dietil éter y se

recuperé la fase organica, ésta se lavé con agua, salmuera (NaCl) y se sec6 sobre Na,SO,
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anhidro. La chalcona se aislé por CCDP con éter de petroleo/acetato de etilo (8:2) (2 eluciones)

obteniendo un rendimiento de 48.3%.

RMN-'H (acetona-ds, 400 MHz) § 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.12 (d, J =
16.1 Hz, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.96 (s, 2H), 6.81 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 3.88 (s, 6H), 3.78 (s, 3H),
2.57 (dt, J = 7.8, 4.0 Hz, 2H), 2.30 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 1.84 — 1.68 (m, 2H), 1.63 — 1.56 (m,
2H), 1.55 — 1.49 (m, 2H), 1.49 — 1.29 (m, 10H), 1.28 (s, 3H), 1.27 — 1.21 (m, 2H), 1.19 — 1.06
(m, 8H), 0.87 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 3H)

RMN-*C (acetona-ds, 100 MHz) § 193.7, 154.8 (2C), 151.5, 146.9, 146.6, 141.7, 139.3, 134.0,
132.4, 131.1, 130.9 (2C), 129.4, 129.2 (2C), 127.8, 122.8, 120.2, 107.1 (2C), 77.4, 60.8, 56.7
(2C), 40.7, 40.2, 38.3 (2C), 38.1, 38.1, 33.6, 33.5, 31.1, 28.8, 25.6, 25.2, 24.5, 23.1, 23.0, 21.7,
21.6,21.1, 20.2, 20.2, 16.6.

4.2.11. Sintesis de la é-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-chalcona (2)

A 6.9 mg de la 6’-O-tosil-5-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-chalcona (1) se afadieron 2 mL de NaOH 2
M en MeOH, la mezcla se coloc6é en un bafio de aceite a 70 °C con agitacion por 2 min.
Posteriormente se agregd HCI 1 M, se afiadieron 5 mL de CH,Cl,, y se separo la fase organica,
ésta se lavé con agua, salmuera y se secé sobre Na,SO, anhidro. La chalcona se aislé por
CCDP con éter de petréleo/acetato de etilo (7:3) (2 eluciones) obteniendo un rendimiento de
43.0%.

RMN-'H (acetona-ds, 400 MHz) & 8.65 (s, 1H), 7.39 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 16.0 Hz,
1H), 7.03 (s, 2H), 6.64 (s, 1H), 3.88 (s, 6H), 3.76 (s, 3H), 2.70 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.14 (s, 3H),
1.81 — 1.67 (m, 2H), 1.63 — 1.56 (m, 2H), 1.55 — 1.48 (m, 2H), 1.47 — 1.28 (m, 10H), 1.27 (s,
3H), 1.20 — 1.03 (m, 7H), 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.87 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz,
3H)

RMN-C (acetona-ds, 100 MHZz) & 196.9, 154.7 (2C), 149.7, 146.2, 144.7, 141.4, 131.5, 130.8,
128.8, 124.9, 119.8, 117.5, 106.9 (2C), 76.1, 60.7, 56.6 (2C), 40.6, 40.2, 38.3, 38.2, 38.1, 38.1,
33.6, 33.5, 31.9, 28.7, 25.6, 25.2, 24.5, 23.1, 23.0, 21.9, 21.7, 20.2, 20.1, 16.8.
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4.2.12. Anédlisis por resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN-'H) se obtuvieron en un
espectrémetro JEOL 400HY, utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCIs), marca

Aldrich. Los desplazamientos quimicos se proporcionan en partes por millén (ppm)
4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la formacién del carbamato de tocoferol 13 se exploraron dos diferentes condiciones de
reaccion de forma sucesiva, utilizando dos bases diferentes. Mientras que el uso de K,CO3; no
resulté en una conversiéon completa de la materia prima en 13, con una conversion del 40% con
base en las integrales de las sefales en posiciones 5y 7, el uso de una base mas fuerte como

el hidruro de sodio (NaH) resulté en el consumo total del material inicial (Figura 4.6).

(
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Figura 4.6. Espectros apilados de RMN-'H (CDCl3, 400 MHz) de la carbamoilacion de &

tocoferol. A) Crudo de reaccion con K,COj;. B) O-(N,N-dietilcarbamoil)-3-tocoferol (13)

obtenido utilizando NaH.
Sin embargo, al intentar el rearreglo de Snieckus-Fries y la transferencia de metilo del éter de
silicio, para la formacién del derivado tipo acetofenona de &-tocoferol (14), no se observo
cambio alguno, aun utilizando una mayor cantidad de equivalentes del reactivo LDA, ni a —78
°C, ni a 0 °C. Tampoco se obtuvieron resultados positivos al intentar llevar a cabo solamente el
rearreglo para obtener el intermediario 15. Es por esto que, con el fin de comprobar si se
llevaba a cabo la metalacién orto-dirigida por carbamato, se repitié el protocolo, deteniendo la

reaccion con agua deuterada. Al no observar el intercambio del hidrégeno H-5 por deuterio
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(16), se confirmé que la orto-metalacion no se estaba llevando a cabo (Figura 4.7).

Debido a que no fue posible utilizar la propuesta anterior, se procedié a la bromacién con N-
bromosuccinimida obteniendo el derivado 5-bromado (17), con el fin de lograr la metalacion por
intercambio del hal6égeno y posteriormente atrapar el aniéon formado utilizando el electréfilo
cloruro de acetilo, para conseguir la formacién del derivado tipo acetofenona (14). Sin embargo,
como resultado de este proceso se obtuvo el derivado O-acetilado (18) (Figura 4.8), con
intercambio de bromo por hidrogeno, independientemente del uso de uno o mas equivalentes

del cloruro de acetilo o anhidrido acético como agente acilante.

HO
\Q\/Oj\(:m"’sa
1

Et,NCOCI, NaH,
DMF, r.t.

o
e

o
\Qfoj\omms

13 1) LDA, THF,0°Car.t., 12h

1)LDA, THF,-78 °Car.t, 12 h
2) LDA, TMSCI, 0 °C ar.t. 2) D,O
LDA, THF,

-78°Cart., 12h

LDA,OTHF, ﬁ

0°Cart,12h (NYO D
(6]

Figura 4.7. Pruebas realizadas para el rearreglo por orto-metalacion.

Dado que el electréfilo utilizado resultd ser ineficiente para atrapar el anién derivado del
intercambio de bromo, se eligié una clase de electréfilo caracterizada por su capacidad de
combinarse con compuestos organometalicos para la formacién de cetonas, esta clase se

conoce como las amidas de Weinreb.

La amida correspondiente para la formacion del derivado tipo acetofenona, N-hidroxi-N-metoxi-
acetamida (19), fue sintetizada, aunque con bajo rendimiento, y utilizada para atrapar el

intermediario de intercambio metdlico; sin embargo, nuevamente se obtuvo el derivado
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tocoferol O-acetilado (18) (Figura 4.8).

1) n-BuLi, THF, o
0°C, 15 min \(
HO NBS, CH,Cl,, HO 2) AcCl 0 Ac,O o
0 °C, 30 min o amida de Weinreb
—_—
072 CygHs3 0" = CigHss 0" : CgHa3
11 18
(@]
amida de Weinreb AN/
N-hidroxi-N-metoxiacetamida (19) é

Figura 4.8. Metalacion inducida por intercambio con halégeno.

La opcion a seguir para la obtencion del derivado tipo acetofenona fue utilizar 5-formil-5-
tocoferol (20) (Figura 4.12), un compuesto carbonilico previamente sintetizado con éxito (Alsabil
et al., 2017) para luego obtener, por atague de un reactivo organometalico metilante y

subsecuente oxidacion, el derivado acetofenona 14.

La formilacion realizada exhibe alta regioselectividad generando como producto mayoritario el
derivado 5-formilado. La mayor reactividad de la posicion 5, en comparacién con la posicién 7,
ha sido explicada por medio de la localizacion de enlaces inducida por tension (SIBL, Strain-
Induced Bond Localization). Este efecto asume que la uniéon de un anillo aromatico a un ciclo,
requisitos cumplidos por el ndcleo cromanol, ocasiona tensién, que a su vez deriva en la
rehibridizaciéon en los &tomos con geometria comprometida, de este modo, los nuevos enlaces
dentro del anillo aromético presentan longitudes distintas. Dichas longitudes son directamente
afectadas por la suma de los angulos formados entre los carbonos del ciclo adyacente,
mayores angulos tendran menor caracter “p” generando un enlace de menor longitud dentro del
anillo aromético y, por tanto, mayor localizacion de los enlaces (Patel et al., 2009; Rosenau et
al., 2005; Stanger, 1998). Como consecuencia de la menor deslocalizacién de los electrones
del anillo aromatico se obtiene una reactividad distinta para las posiciones 5y 7, privilegiando la
obtencion del derivado cuya sintesis involucra el flujo electrénico hacia la posicién 5, como se

muestra en la Figura 4.9.

A partir del derivado 5-formilado (20), se realiz6 la adicién del reactivo metil litio obteniendo el
par diastereomérico (21) en proporcién 1:1 (Figura 4.10). Antes de llevar a cabo la oxidacion
para la obtencion del derivado tipo acetofenona (14), ante la suceptibilidad del fenol a la
oxidacion, fue necesario proteger el fenol en el derivado 5-formilado (20) por medio de una

reaccion de tosilacion. De esta manera, la adicién del reactivo metil litio y la oxidacién al
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derivado tipo acetofenona (23) se llevaron a cabo con éxito y buenos rendimientos (Figura
4.12).

Producto mayoritario

.7 Enlace localizado por tension

Figura 4.9. Racionalizacion de la regioselectividad de la formilacion de vitamina E por el

efecto SIBL en el nicleo cromanol.
Contando con los derivados de tocoferol tipo benzaldehido y acetofenona fue posible proponer
tanto la obtencion de derivados tipo 2’-hidroxi-chalconas preniladas (5-acetil-tococromanol (23)
+ benzaldehido comercial) como derivados tipo 2’-hidroxi-retro-chalconas preniladas (5-formil-
tococromanol (21) + acetofenona comercial) a través de condensacion de Claisen-Schmidt
(Figura 4.11).

a)

b)

x M |
N Ju* , — Mu\«‘r\'wuwjd\ MW WMW -

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.
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Figura 4.10. Comparacion de espectros de RMN-'H (CDCl3, 400 MHz) del producto de
adicion de metil litio sobre 5-formil-3-tocoferol (21), a) crudo de reaccion, b)
diastereoisémero A, c) diastereoisomero B.
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acetofenona  derivado de vitamina E
comercial tipo benzaldehido

CieHas
derivado de vitamina E  benzaldehido derivado tipo chalcona
tipo acetofenona comercial

Figura 4.11. Estrategia de obtencion de derivados tipo chalcona y retro-chalcona.

El distinto arreglo en la cadena de propenona de los derivados tipo chalcona y retro-chalcona
propuestos permiten explorar las variaciones en actividad generados por cambios sutiles pero
importantes, ya que suponen una distribucion electronica debido al cambio de posicion del
carbonilo, asi como las posibles interacciones polares que puedan generarse por la proximidad
o lejania de dicho carbonilo con respecto al grupo fenol presente inicialmente en los

cromanoles.

Para la reaccion de condensacion se evaluaron distintos reactivos como hidroxido de potasio
(KOH/EtOH) (zhang et al.,, 2013a), diisopropilamina de litio (LDA/THF), pirrolidina
(pirrolidina/DMF) (Gu et al., 2014) e hidréxido de litio (LiIOH/EtOH) (Bhagat et al., 2006), siendo
éste ultimo el Unico mediante el cual se obtuvieron resultados positivos para la formacion de las

chalconas tosiladas deseadas (1 y 3) (Figura 3.12).

Aun cuando se ha reportado la posibilidad de prescindir de grupos protectores en reacciones
de condensacion (Won et al., 2005; Konishi et al., 1983), en este caso se encontré que la
formacion de la retro-chalcona requiere del grupo protector, ya que bajo condiciones de
reaccion semejantes no fue posible obtener de forma directa la retrochalcona (4) a partir de la
condensacion del derivado formilado (20) con la acetofenona comercial correspondiente (Figura
4.12).

Finalmente, la desproteccion de las chalconas se realiz6 utilizando una disolucién fuertemente

bésica de NaOH 2 M en MeOH, demostrando que periodos cortos de reaccién (hasta 2 min), en
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agitacion a 70 °C, son suficientes para la desproteccion completa del producto tosilado. De este
modo, utilizando la secuencia de reacciones mencionadas fue posible obtener una ruta sintética

para obtener derivados tipo chalcona prenilada a partir de -tocoferol (2 y 4).

Aplicando la estrategia desarrollada para la obtencion de anélogos tipo chalcona prenilada
sobre é-tocoferol y 6-tocotrienol fue posible obtener diversas chalconas y retrochalconas, cuyas

estructuras se muestran a continuacion (Figura 4.13).

o
O H O H HO
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Ho Ho o PCC, CH,CI.
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Figura 4.12. Ruta sintética establecida para la obtencion de chalconas preniladas con

esqueleto de tipo cromanol.
Durante el proceso de purificacion de la retrochalcona 3 se observo la generacion de una
impureza, dicha impureza fue separada, y comparada con el espectro de la fraccion completa
inicial y la retro-chalcona aislada de la misma muestra (Figuras 4.14 y 4.15). En los espectros
se observa que tanto la fraccion A (retro-chalcona deseada), como la fraccién B (impureza
aislada) presentan sefiales atribuibles a la cadena prenilica del tocoferol, asi como los grupos
metoxilo del anillo afiadido durante la reaccién de condensacion. De igual forma, en la region
aromatica se observan sefales atribuibles al sistema AA'BB’ del grupo protector, el protén H-7
del nacleo de cromanol y las sefiales dobles correspondientes a los protones o y 3 de la union
propenona (que evidencian la estructura de chalcona), por lo anterior se asume que la

impureza es un isomero del compuesto deseado, también de tipo chalcona. No obstante,
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ademas de la diferencia en desplazamiento quimico, la constante de acoplamiento de los
protones o y B de la estructura de propenona presentan una diferencia clave, para la fraccion A
la J = 16.0 Hz, mientras que para la fraccion B es J = 12.4 Hz, la diferencia sefiala la aparicion
del isémero geomeétrico cis (fraccién B), formado a partir del producto trans (fraccion A).

retrochalconas R; R, R3 R.
30 Ci6H33 H F H
32 Ci6H33 F MeO H
4 CisHizz MeO MeO MeO
34 CiHa7 H F H
36 Ci6H>7 F MeO H
38 CigHy MeO MeO MeO
chalconas R, R, R R4
40 CieHas H F H
retrochalconas chalconas 42 CieHas F MeO H
2 CiHzz MeO MeO MeO
44 (O o PW H F H
46 CiHa7 F MeO H
48 CisH; MeO MeO MeO

Figura 4.13. Chalconas y retrochalconas hibridos de &-tocoferol (11) y é-tocotrienol (12),

sintetizadas aplicando el camino sintético desarrollado que incluye condensacion de

Claisen-Schmidt como se muestra en la figura 4.12.
Ademas de las diferencias en cuanto a las caracteristicas mencionadas, el cambio en la
proporcion de las integrales de los dos compuestos demuestra que el compuesto mayoritario
en la fraccion B se ha generado durante el proceso de separacion, observando un cambio de
proporcion trans/cis de 94:6 en la muestra inicial a 77:23 en la fraccién A, sin considerar la
cantidad de isémero cis separada en la fraccién B, comprobando un aumento mayor al 17% de
isdmero cis. El fendmeno observado, asi como las subsecuentes transformaciones han sido
documentadas en el capitulo 3 de este trabajo, sin embargo, algunas precisiones adicionales

necesarias relacionadas con estos procesos se incluyen a continuacion.

Con respecto al fendmeno observado, se sabe que el doble enlace en la estructura de
propenona de una chalcona puede encontrarse en geometrias cis (Z) o trans (E), sin embargo,
termodindmicamente el isomero trans es mas estable, por lo que la mayor parte de las
chalconas en la naturaleza han sido aisladas en esta forma (Figura 3.16) (Padhye et al., 2009;
Ducki et al., 1998).
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b)

c)

Figura 4.14. Espectros de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) apiladosde las muestras de
purificacion de la trimetoxiretrochalcona (3), a) muestra inicial, b) fraccién A, c) fraccion C.

a) cis /trans 94 : 6

B N T B

b) cis / trans 77 : 23

o isémero trans
J=16.0 Hz

S o NRaL —

c)

isébmero cis
J=12.4 Hz

7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 6.3(
1 (ppm)

Figura 4.15. Ampliacién de espectros de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) apiladosde las
muestras de purificacion de la trimetoxiretrochalcona (3), a) muestra inicial, b) fraccién A, c)
fraccion B.
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A su vez, las chalconas son consideradas como compuestos sensibles a la luz, debido a su
fotorreactividad reportada con luz UV. Existen en la literatura diversos ejemplos de cis
chalconas preparadas a partir de trans chalconas por medio de irradiacion con luz ultravioleta,
a longitudes de onda definidas, lAmparas de luz solar, e incluso luz de dia, en diversos
disolventes con propiedades que cubren un amplio rango de caracteristicas, incluyendo
disolventes de baja polaridad como benceno y de mayor polaridad tanto apréticos como
proticos, dioxano y metanol, respectivamente (Sidharth et al., 2014; Ilwata et al., 1997; Nicodem
y Matos, 1981; Noyce y Jorgenson, 1963; Noyce y Jorgenson, 1961).

o ‘ O
/ hV —
l l l hv l i

trans s-trans < trans s-cis > Cis s-cis > cis s-trans
E transoide E cisoide Z cisoide Z transoide

ESTABILIDAD

Figura 4.16. Isbmeros geométricos del esqueleto chalcona.

Iwata et al. (1997) describieron la isomerizacién de 3-hidroxi-3’-metoxichalcona y 3-hidroxi-4'-
metoxichalcona de la forma E cisoide (trans s-cis) a la forma Z cisoide (cis s-cis), por irradiacion
de disoluciones metanolicas con luz de dia. Y reporta tiempos de conversién de chalconas
fototransformadas de trans a cis entre 1 y 3 dias, obteniendo en el dia 1 una conversién de
65%, y posteriormente alcanzar un equilibrio con proporcién de los productos trans/cis 15:85,

generalmente, al cabo de los tres dias.

Sin embargo, se ha descrito que no todas las chalconas sufren fotoisomerizacién, como las
aisladas de regaliz (Glycyrrhiza glabra), que incluyen licochalcona A, echinatina e
isoliquiritigenina (Figura 3.17); éstas poseen en comun un grupo hidroxilo en la posicion 2’ o 4,

y se propone que debido a esto resisten la fotoconversion (lwata, et al., 1997).

En contraste, se ha observado que la introduccién de grupos metoxilo en posiciones 2, 4y 6 en
el anillo B de las chalconas aumenta la suceptibilidad a la fotoconversion, disminuyendo la
energia libre de activacion, y proponiendo que reduce el caracter de doble enlace del enlace
Ca-CpB.
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o o OH O
o’
HO ~o OH HO ~o OH HO OH

licochalcona A echinatin isoliquiritigenin

Figura 4.17. Chalconas de Glycyrrhiza glabra estables ante la irradiacién con luz solar.

Es posible separar los isémeros trans y cis de chalcona, y la conversion se evidencia en RMN-
*H por una reduccion en el desplazamiento de las sefales de los protones olefinicos H, y Hg, y
una disminucién en su constante de acoplamiento (Iwata et al., 1997), cambios observados al
comparar el espectro de la fraccion B con respecto al componente mayoritario de la muestra

inicial.

Aunque se ha llevado a cabo la isomerizacién de chalconas del isémero cis al trans, utilizando
acido sulfurico concentrado e irradiando con luz solar (Noyce y Jorgenson, 1963; Noyce y
Jorgenson, 1961), el fendmeno de fotoisomerizaciéon no es el Unico cambio que las chalconas
pueden sufrir. Dependiendo de los sustituyentes presentes también pueden formar nucleos
distintos, como el cation flavilio, formando la antocianidina correspondiente; este cambio se
puede llevar a cabo por medio de equilibrios reversibles bajo la accion de cambios en el pH e
irradiacion luminosa de la disolucién (Figura 3.18) (Leydet et al., 2013). Ademas, algunas
chalconas, igualmente con iluminacion UV, son capaces de entrecruzarse, y los grupos carbonil
a,B-insaturados son responsables de esta reaccion, por lo que se ha reportado la obtencion de
dimeros de chalconas por fotocicloadicion intermolecular 4n(2+2), generando un nucleo de
ciclobutano como unién, en disolucion de cloroformo expuesta a luz UV, con resultados
variables en términos de composicion de productos (Figura 3.19) (Yayl et al., 2005; Sidharth, et
al., 2014; Lei, et al., 2017). Es por esto que se sugiere en todo caso proteger las disoluciones

de chalconas de la luz (Padhye, et al., 2009).

Con respecto a la posible actividad bioldgica de las cis-chalconas, no se ha reportado si existe
diferencia en actividad en modelos de inflamacién entre los distintos isbmeros, pero se ha
observado que pueden exhibir diferente actividad sobre modelos tumorales (lwata et al., 1997).
Por tanto, se vuelve importante el estudio de esta isomerizacion, ya que la presencia de

productos de esta reaccion puede cambiar la actividad bioldgica de una muestra.
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o[
SO S 0 0
OH +
= hv = hv o pH o pH O\
— ) p

trans s-cis cis s-cis hemicetal cation flavilio
chalcona chalcona (antocianidina)

pH - pH dependiente
hv - dependiente de la luz

Figura 4.18. Equilibrios para la formacién del cation flavilio a partir del esqueleto chalcona.

A
f Ar O
o) Ar
A & “, -0 o “,
' // Ar Ar

Ar

syn cabeza-cola syn cabeza-cabeza anti cabeza-cabeza anti cabeza-cola

Figura 4.19. Dimeros de chalcona con nucleo de ciclobutano, productos de fotocicloadicién.

4.4. CONCLUSIONES

El ndcleo de cromano presenta caracteristicas electrénicas definidas, debidas a la oxigenacion
en posiciones opuestas del anillo aromatico y la tension generada por el ciclo de pirano, las
cuales le confieren gran oxidabilidad, hecha patente en el importante papel de los vitAmeros de
vitamina E como agentes antioxidantes, y la alta selectividad al reaccionar con electroéfilos,

conformando retos importantes para la obtencion de nuevos derivados hibridos.

Tomando en cuenta las caracteristicas mencionadas, fue posible establecer caminos sintéticos
para la obtencion de nuevos hibridos tipo chalcona y retro-chalcona de seis y cuatro pasos a
partir de distintas formas de vitamina E (d-tocoferol y &-tocotrienol). A su vez, fue posible
explorar la suceptibilidad de los hibridos ante condiciones medioambientales que pueden

generar la aparicion de nuevos derivados en la muestra expuesta.
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CAPITULO V

SINTESIS DE OTROS ESQUELETOS TIPO FLAVONOIDE PRENILADOS
5.1. INTRODUCCION

5.1.1. Flavonoides

Los flavonoides son una clase importante de productos naturales, particularmente ellos
pertenecen a los metabolitos con estructura polifendlica, El término flavonoide es utilizado
generalmente para describir una amplia coleccién de productos naturales que incluyen el
esqueleto fenil-benzopirano (Figura 5.1) (Panche et al., 2016; Marais et al., 2006).

Figura 5.1. Esqueleto 2-fenil-benzopirano.

Los flavonoides pueden subdividirse en diferentes grupos dependiendo del carbono del anillo C
al cual se une el anillo B, el grado de insaturacion y oxidacién del anillo C, siendo: flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanonoles, flavanoles o catequinas, antocianidinas y chalconas
(Panche et al., 2016).

Biogenéticamente, las chalconas son precursores inmediatos de las flavanonas, y algunas
flavanonas se isomerizan por apertura de anillo a chalconas durante el aislamiento de la fuente
vegetal o tratamiento con bases. A su vez, las flavanonas son intermediarios de la biosintesis
de otros grupos de flavonoides que incluyen a las flavonas. Las flavonas (Figura 5.2a)
presentan un enlace doble entre las posiciones 2 y 3 y un carbonilo en posicion 4 del anillo C.
Por su parte, las flavanonas (Figura 5.2b) son también llamadas dihidroflavonas, y prescinden
del doble enlace entre los carbonos 2 y 3 en el anillo C del esqueleto flavonoide (Panche et al.,
2016; Grayer y Veitch, 2006).

En la naturaleza, los flavonoides son extraidos de plantas, encontrandose en varias partes
anatémicas. Son utilizados por los vegetales para el crecimiento y defensa, constituyendo un

conjunto ampliamente distribuidos en el reino plantae y caracteristicos en las plantas
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superiores, siendo facilmente reconocidos como pigmentos de flores para las angiospermas,
siendo responsables del color, y aroma, en frutos como atractores de polinizadores para la
dispersién de semillas y germinacion de esporas, no estando restringido a dichas partes. La
mayor parte presentan baja toxicidad para mamiferos y algunos han sido ampliamente
utilizados en medicina, debido a que exhiben efectos biolégicos como antihepatotéxico,
antiinflamatorio, antiulceroso, antiviral, antiarteroesclerético, antioxidante, antitumoral,
antiosteoporético, antibacterial, antifingico. También han demostrado ser capaces de inhibir
enzimas como aldosa reductasa, ciclooxigenasa, Ca'>-ATPasa, xantina oxidasa,
fosfodiesterasa y lipoxigenasa (Panche et al., 2016; Agrawal, 2011).

Figura 5.2. a) Esqueleto de flavona, b) esqueleto de flavanona.

Entre los flavonoides capaces de inhibir la enzima 5-lipoxigenasa, en la literatura se han
reportado los flavonoides cyperaflavosido, vitexina, orientina, cinarosido, quercetin 3-O-D-
glucopirandsido y mircetin 3-O-D-glucopiranésido obtenidos de las partes aéreas de Cyperus
rotundus con Clsg desde 5.9 hasta 2.3 uM (Figura 5.3) (Ibrahim et al., 2018).

R=H R4=0OH, R,=R3=H =H
R=0OH R1=R,=R3=OMe R=0OH

Figura 5.3. Flavonoides aislados de las partes aéreas de Cyperus rotundus por lbrahim et

al. (2018).
Ali et al. (2012) aislaron la pirano-flavanona mildona y la pirano-chalcona correspondiente
mildbenona que demostraron también potencial para inhibicién de lipoxigenasa con Cls, de

41.8 y 59.7 uM, respectivamente (Figura 5.4).

80



CAPITULO |

OH
a) i%;?)@w b)
(0]

Figura 5.4. Flavonoides mildona (a) y mildbenona (b).

Mientras que Hanakova, et al, (2017) extrajeron una gran variedad de flavonoides geranilados
de los frutos de Paulownia tomentosa que presentan Cls, entre 2.46 uM hasta 0.5 uM, incluso
menores que el farmaco que se encuentra actualmente en el mercado (zileuton, 0.35 uM)
(Figuras 5.5 y 5.6), todo esto sefalando a los flavonoides prenilados como importantes e
interesantes compuestos para su estudio con respecto a la inhibicion de 5-lipoxigenasa.

OH

OH
oo LI
(@) [ORGSS = : (0]
= OH |
AN HO
OH O
OH O
tomentona tomentodiplacona N

= o}
NN
OH
OH O
tomentodiplacona O paulowwniona C

Figura 5.5. Piranoflavanonas aisladas de Paulownia tomentosa (Hanakova et al., 2017).

La sintesis de conocidos y nuevos flavonoides prenilados es una parte esencial para el
desarrollo de andlogos, asi como la exploracion de nuevos perfiles de actividad biol6gica.
Existe actualmente una gran diversidad de estrategias para la sintesis de flavonas, que pueden
agruparse en ciclacién oxidativa de chalconas, ciclacién de difenildionas, anillacién de

halofenoles, ciclacion por olefinacion y arilacion sobre C-2.

Una de las dos estrategias mas utilizadas es la ciclacion oxidativa de chalconas (Figura 5.7),
teniendo como ejemplo, el procedimiento utilizado por Sashidhara et al. (2012) que reportan la
sintesis sencilla de flavonas con importancia farmacéutica a partir de 2-hidroxichalconas bajo

condiciones libres de disolvente, en presencia de yodo molecular.
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Figura 5.6. Flavonoides prenilados aislados de Paulownia tomentosa (Hanakova et al.,

2017).
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OH o}

O N O lp, 110 °C, 1.5 h

Figura 5.7. Ciclacién oxidativa de chalconas utilizada por Sashidhara et al. (2012).

La segunda estrategia mas utilizada es la ciclaciéon de difenildionas (Figura 5.8) como la
descrita por Romanelli et al. (2010) para obtener flavonas utilizando un catalizador reutilizable,
catalizada por un heteropoliacido en gel de silice (catalizador &cido de Preyssler).

OH O ©O catalizador de Preyssler
‘/“\)‘\‘ H14[NaP5W9gM00O1 0]
O O 110 °C, 7-13 min

Figura 5.8. Ciclacién de difenildionas utilizada por Romanelli et al. (2010).

La anillacién de halofenoles (Figura 5.9) ha sido utilizada en trabajos como el realizado por
Yang et al., (2010) que obtuvieron una amplia diversidad de cromonas con rendimientos de
entre 68 a 92%, utilizando una metodologia de ciclocarbonilacion selectiva catalizada por
paladio libre de ligantes, para hacer reaccionar o-iodofenoles con acetilenos terminales y
mondxido de carbono en un liquido iénico de sal de fosfonio.

I | | PdCl,, EtsN
R + R |
OH  R' Cy4Hp9(CgH13)sP Br 0~ "R

CO (1 atm), 110 °C

Figura 5.9. Anillacién de halofenoles utilizada por Yang et al. (2010).

Utilizando la ciclacion por olefinacién (Figura 5.10) Das y Gosh (2011) realizaron la sintesis de
piroflavonas en medio acuoso mediante la reaccién de Wittig fotoinducida a partir de los

compuestos ariloxicarbonil y las sales de bromuro de fosfonio adecuadas.

Finalmente, Kim et al. (2012) llevaron a cabo la arilacién selectiva en posicién 2 de cromonas
(Figura 5.11) via activacion de enlaces C-H mediante paladio, para la obtencion de las flavonas

respectivas.
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O o O

R PPhsBr 11,0, EtsN, hv

Figura 5.10. Olefinacion utilizada por Das y Gosh (2011).
(0]

©\)j Ar-H, Pd(OAc),, AgOAc

(¢} PivOH, CsOPiv, 110 °C

Figura 5.11. Arilacion sobre C-2 utilizada por Kim et al. (2012).

5.1.2. Isoflavonoides y neoflavonoides

Los isoflavonoides (3-fenil-benzopiranos) y neoflavonoides (4-fenil-benzopiranos) (Figura 5.12),
son los otros dos grupos mayores en los que pueden clasificarse los productos naturales con
esqueleto fenil-benzopirano (Marais et al., 2006; Donelly y Sheridan, 1988; Dewick, 1988). Su
distribucion en la naturaleza se encuentra mas restringida, y su origen biogenético se encuentra
relacionado con la biosintesis de flavonoides general, incluyendo en el caso de los
isoflavonoides la migracion del anillo aromatico B desde la posiciéon 2 a la posicion 3 del
benzopirano via un intermediario hidroxilado (Dewick, 2009); sin embargo para la sintesis de
neoflavonoides se ha considerado una distinta convergencia de los precursores malonil y
cinamoil via acido floroglucinolpropiénico para la generaciéon del esqueleto base (Harborne,
1973).

Figura 5.12. Esqueleto base de: a) isoflavonoides (3-fenil-benzopirano), b) neoflavonoides
(4-fenil-benzopirano).
Se ha considerado que algunas cumarinas pueden ser situadas como grupos menores de estas
clases de compuestos, perteneciendo las 3-aril-cumarinas y 4-aril-cumarinas a los

isoflavonoides y neoflavonoides, respectivamente. Pese a que el reducido numero de aril-
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cumarinas encontradas en la naturaleza (Figura 5.13) no se ha descrito con mdltiples o
potentes actividades, derivados sintéticos con dicho nucleo han sido estudiados en mdultiples

ocasiones por la diversidad de actividades que presentan (Botta, et al., 2009).

Figura 5.13. 3-Aril-cumarinas preniladas aisladas de fuentes naturales.

5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Sintesis de &-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-flavanona (50)

Una mezcla de 86.6 mg de la 6’-O-tosil-6-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-chalcona (41), 5 mL de
metanol y 140.1 mg de carbonato de potasio se calenté a reflujo, con agitacién contante, por
1.5 h. Posteriormente, la reaccion se detuvo afladiendo una disolucion de acido clorhidrico 1 M,
la mezcla se extrajo con dietil éter, y la fase organica se lavé con una disolucién saturada de
cloruro de sodio y se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro. Después de eliminar el disolvente
con presion reducida, el crudo se purificé por cromatografia en columna flash utilizando como
eluyente la mezcla éter de petréleo/dietil éter (95:5), recuperando 62.5 mg del producto

(rendimietno de 91.3%) 3-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-flavanona (50).
Flavanona 50 (diastereomero 1)

RMN-'H (acetona-ds, 600 MHz) § 7.36 (dd, J = 12.4, 1.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.18
(t, J = 8.6 Hz, 1H), 6.77 (s, 1H), 5.42 (dd, J = 13.0, 2.7 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.16 (t, J = 6.9 Hz,
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2H), 3.02 (dd, J = 16.5, 13.1 Hz, 1H), 2.81 (s, 3H), 2.77 (s, 2H), 2.75 (dd, J = 16.5, 3.0 Hz, 1H),
2.18 (s, 2H), 1.84 — 1.72 (m, 2H), 1.64 — 1.04 (m, 17H), 1.26 (s, 3H), 0.91 — 0.83 (m, 12H).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la obtencion de derivados tipo flavona prenilada, se ha descrito la sintesis a partir de las
chalconas correspondientes en un solo paso, sin embargo, los reactivos oxidantes utilizados
frecuentemente como yodo, presentan incompatibilidad con la estructura del facilmente
oxidable &-tocotrienol, y derivados de vitamina E con el fenol desprotegido. Por otro lado, es
posible ciclar la chalcona para obtener la flavanona correspondiente en medio acido o bésico, y
posteriormente realizar la oxidacion en el anillo C, formando un doble enlace entre los carbonos
2 y 3, obteniendo por consecuencia la flavona correspondiente. Siendo ésta una aproximacién
compatible con la estructura de la vitamina E, se planteé llevarla a cabo para obtener flavonas y

a su vez las flavanonas intermedias correspondientes.

Debido a la obtencion de los derivados de tipo flavanona como subproductos de la
desproteccion de los hibridos de tipo chalcona, se consider6 la opcién de incluir estos
derivados para los ensayos de actividad inhibitoria de la enzima 5-LOX, ya que tanto
flavanonas naturales y sintéticas no preniladas, como naringenina y hesperetina, y preniladas
como tomentodiplacona G, B, H, L y M, mimulonas F, G y H, paulownionas A y B han mostrado
actividad antiinflamatoria, y especificamente las flavanonas preniladas sigmoidina A y
sigmoidina B exhiben actividad potente para la inhibicién de la enzima 5-LOX (Hanakova et al.,
2015; Bano, et al., 2013; Njamen, et al., 2004).

Al obtenerse como subproductos, los rendimientos de los derivados de tipo flavanona no eran
satisfactorios para su uso subsecuente en reacciones de oxidacién, sin embargo, como se
muestra en la Figura 4.15, a partir de la 6’-O-tosil-5-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-chalcona (41), la
ciclacion puede ser llevada a cabo en medio basico utilizando K,CO3 obteniendo el producto
con un rendimiento de 91.3% (Figura 5.14). El andlisis de las sefiales e integrales de las
mismas en el espectro de la flavanona obtenida (50) sugiere un producto puro, sin embargo, la
multiplicidad de la sefial con desplazamiento quimico entre 2.68 y 2.77 ppm, que corresponde
al proton H-2 del anillo C, no es consistente con las caracteristicas esperadas, esto es, una
sefial doble de dobles, presentandose en cambio como una sefial doble de doble de dobles,
sugiriendo entonces una mezcla de diastereoisomeros, ya que debido a la presencia del centro

estereogénico en la posicion 2 de las flavanonas, éstas pueden adoptar dos configuraciones 2S
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y 2R. Previamente se ha reportado que someter a 2’-hidroxichalconas a condiciones acidas o
basicas lleva a la formacién de flavanonas racémicas; esta reaccién también se puede dar
lentamente bajo condiciones fisiolégicas o bien de forma espontdnea en disoluciones,
igualmente produciendo la mezcla racémica de flavanonas (Mondal et al., 2011; Marais et al.,
2006; Bohm, 1998).

K,CO3 / MeOH
- - .
reflujo
91.3%

2 CygHas

Figura 5.14. Ciclacion en medio béasico de la chalcona 41.

Para confirmar la suposicion anterior, la muestra fue sometida a cromatografia en columna,
obteniendo dos fracciones cuyos espectros de RMN-'H se muestran en las Figuras 5.15 y 5.16.
Se observa para la fraccion A una sefial que corresponde con la multiplicidad esperada (doble
de dobles), mostrando la obtencién de uno de los diastereémeros puros, mientras que la

fraccion B muestra todavia la mezcla en una proporcion semejante a la inicial.

a)

T L N JUDUMML
b) X

T " by JM“JJJW M
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7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
1 (ppm)

Figura 5.15. Comparacién de espectros de RMN-'H (An-ds, 400 MHz) de las muestras
obtenidas en la sintesis de la flavanona (50), a) crudo de reaccién, b) fraccién A, c) fraccion
B.
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Figura 5.16. Ampliacién de espectros de RMN-'H (An-ds, 400 MHz) de las muestras

obtenidas en la sintesis de la flavanona (50), a) crudo de reaccidn, b) fraccion A, c) fraccion

B.
Como se menciond anteriormente, algunas chalconas se pueden ciclar formando una mezcla
racémica de flavanonas, pero se ha reportado que flavanonas 6pticamente activas de fuentes
naturales pueden racemizarce durante el crecimiento de la planta o procedimientos de
aislamiento (Krause y Galensa, 1991); un ejemplo de lo anterior es la naringina, presente en
citricos inmaduros en la forma epimérica 2S, y que durante la maduracion de los frutos es
almacenada en vesiculas y sufre una epimerizacion en la posicién 2. Este efecto también ha
sido reportado al comparar jugos recién exprimidos y jugos comerciales, y dicho cambio ha sido
asociado a diferencias de sabor. Se ha reportado también que a 70 °C la 2S-naringenina,
aglicona de la naringina, se racemiza en un periodo de tres horas en disoluciones Unicamente
de metanol y agua, por lo que los resultados de algunos andlisis podrian ser afectados.
Ademas, la racemizacion puede ocurrir también en fluidos fisiol6gicos, como el ambiente &cido
del estbmago, que puede tener efectos en la actividad al ser administrados por via oral (Yafiez
et al., 2007; Witsuba et al., 2006).

Aun cuando las flavanonas son obtenidas formando parte de mezclas diastereoméricas 1:1, se
considera importante realizar los ensayos de actividad inhibitoria empleando la mezcla para
conocer el potencial en la inhibiciébn enzimatica como primer paso en la prospeccion incluso si

hubiese racemizacion, y tomando también en consideracién que en trabajos previos se han
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realizado bioensayos de actividad antiinflamatoria sobre mezclas racémicas de flavanonas

mostrando resultados positivos (Bano et al., 2013).

Posteriormente, la flavanona 50 fue sometida a oxidaciébn con DDQ, reactivo utilizado para

deshidrogenacion de

las posiciones adyacentes a carbonilos o anillos aromaéticos,

obteniéndose la flavona correspondiente (56, fraccion D) con un rendimiento de 11.3% y una

baja regioselectividad, resultado de la obtencion de subproductos de deshidrogenacion (Figuras
5.17 y 5.18).

b)

c)

DDQ / dioxano
50

reflujo
z CigHss g

Fraccionn A Fraccion C Fraccion D
20.7% 1.9% 11.3%
54 55 56

Figura 5.17. Productos formados durante la oxidacion por DDQ de la flavanona 50.

Ll

Figura 5.18. Espectros de RMN-'H (An-dg, 400 MHz) de las muestras obtenidas en la
reaccién con DDQ de la 8-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-flavanona (50), a) crudo de reaccion,
b) fraccion A, c) fraccién D.

Fraccion B
4 47.1%
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Otras condiciones fueron aplicadas para la deshidrogenacién de flavanona utilizando las
metodologias reportadas por Lockhande et al. (2014), que incluye el uso de CuCl,e2H,0 en
dimetilsulféxido, y por Barontini et al. (2010) que utilizan el acido 2-yodoxibenzoico (IBX) en
dimetilsulféxido, sin embargo, el producto deseado fue escasamente detectado durante el
seguimiento de las reacciones por cromatografia en capa fina, resultando para la primera
metodologia en la descomposicion total de la muestra, mientras que para la segunda, se

obtuvo descomposicion parcial.

Como metodologia alternativa para la obtencion de flavonas se considerd la estrategia utilizada
por Zheng et al. (2003) condensando w-haloacetofenonas con benzaldehidos para la obtencion

de las flavonas correspondientes (Figura 5.19).

Figura 5.19. Estrategia utilizada por Zheng et al. (2003) para la obtencion de flavonas a
partir de w-cloro-acetofenonas.

Para la insercion del halégeno en la posicion 2 de la acetofenona (24) se utiliz6 N-
bromosuccinamida como fuente de bromo, en diclorometano a temperatura ambiente; sin
embargo, no se observo la formacion del compuesto halogenado, recuperandose Unicamente

materia prima.

Cambiando las condiciones de reaccion utilizando como catalizador &cido p-toluensulfénico en
reflujo fue posible obtener el compuesto monohalogenado deseado (57), asi como los
productos di y trihalogenado, con rendimiento de 66% para el compuesto monohalogenado y

un 22% de material de partida recuperado.

De acuerdo con la estrategia utilizada, la acetofenona halogenada fue sometida a

condensacion con benzaldehido en medio basico utilizando hidréxido de sodio en metanol a
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reflujo, obteniendo un compuesto amarillo intenso. En el espectro de RMN-'H del compuesto
obtenido se observaron sefales correspondientes a la estructura de tocoferol y benzaldehido, y

una sefial simple con 6.75 ppm posible indicativo de la flavona deseada (58).

Igualmente, utilizando la estrategia presentada por Zheng et al. (2003), se realiz6 la secuencia
de ciclacion intramolecular en medio basico del derivado tipo 2-bromo-2’-hidroxiacetofenona, y
posterior condensacion con benzaldehido, para obtener la aurona correspondiente (60). Al
examinar los espectros de RMN-'H de los dos Gltimos compuestos obtenidos se observo que
en ambos casos se obtuvo la aurona (60) y no la flavona correspondiente (58), con base en el
intenso color amarillo del producto y el desplazamiento de la sefial simple a 6.75 ppm (Figura
5.20). Lo anterior fue confirmado al comparar los productos con la flavona obtenida por

deshidrogenacion de flavanona con DDQ (56) y con flavonoides reportados en la literatura.

| o

b)

o l . LMWL

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
1 (ppm)

Figura 5.20. Comparacion de espectros de derivados de &tocoferol. a) derivado tipo
flavona (58) y b) derivado tipo aurona (60).
Con la finalidad de obtener la flavona deseada se hizo uso de hidroxido de litio para obtener el
producto de condensacion sin ciclar, esto es, lograr la union del benzaldehido sin llegar a la

obtencion de la aurona, logrando la obtencion de un intermediario de reaccién que presenta
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sefiales a 4.06 y 3.87 ppm, indicando la retencién del grupo protector tosilo y la adicién de la
estructura del benzaldehido. Este compuesto corresponde a el producto de una condensacion
de Darzens (61) (Arai et al.,1999) que, al calentarse a reflujo en medio basico, genera la aurona
correspondiente. Esto indica, contrario a lo que se pudiese proponer, que la aurona que se
genera de forma directa en reflujo, lo hace via el epéxido de chalcona 61 y no via ciclacion

intramolecular con posterior condensacion con benzaldehido.

Teneniendo en cuenta ahora que la reaccion procede por el epoxido de chalcona, se considerd
gue ademas de poder realizarse la ciclacion en posicion o, seria posible controlar la reaccion
de modo que se obtuviera el producto del ataque en posicion B, la flavona, de acuerdo con los
resultados reportados por Gowan et al. (1955), De Meyer et al. (1991) y Patonay et al. (1996)
(Figura 5.21).

= CygHas 60
aurona

ataque en a

= CygHas

ataque en B

flavona
58

Figura 5.21. Ataques que puede sufrir el derivado epoxido de chalcona, dando lugar a una

aurona o una flavona.
Para esto se realizé la condensacion del derivado tipo 2-bromo-2’-hidroxiacetofenona (57) con
benzaldehido a 0 °C, observando por cromatografia en capa fina la desaparicion del material
de partida y obteniendo exclusivamente el epéxido de chalcona (61), y dejando reaccionar
posteriormente a temperatura ambiente, obteniendo ademas de la aurona (60), un compuesto
gue, de acuerdo con sus caracteristicas espectroscépicas, especificamente da sefiales dobles
a 3.09y 3.20 ppm (J = 13.8 Hz) que forman un sistema AB, se propone puede ser un derivado
tipo auronol (62) (Thi Lan et al., 2015) (Figura 5.22).
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KoCO3 0°C hasta ta. *

EtOH

reflujo 71.0% de 60
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Figura 5.22. Condensacion del derivado tipo 2-bromo-2’-hidroxiacetofenona de §-tocoferol

bajo distintas condiciones de reaccién conduce a la obtencion del hibrido tipo aurona de 8-

tocoferol.
Por otro lado, se explord la obtencion de cumarinas por condensacion del derivado 5-formil-
tocoferol (20) con reactivos que presentan metilenos activos, como el acetoacetato de etilo con
catalisis basica de piperidina, formando por condensacion de Knoevenagel la 3-acetil-cumarina

correspondiente (63).

0" : CyeHj3  piperidina, EtOH

20

Figura 5.23. Condensacion de Knovenagel para obtener el derivado tipo 3-acetil-cumarina
de d-tocoferol.
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Con la finalidad de obtener 3-fenilcumarinas correspondientes se recurrié al uso de acido
fenilacético como reactivo con metileno activo, y se procedié a la condensaciéon basica, sin
embargo, no se observd la formacién de la cumarina deseada, en cambio se obtuvo un
compuesto rojizo como Unico producto, que posterior al anélisis de su espectro de RMN-'H, se
sugiere es el aminal (64) formado por el ataque de dos unidades de catalizador piperidina sobre
el carbonilo del 5-formil-tocoferol (Figura 5.24). La formacion de dicho producto sugiere que el
metileno del &cido fenilacético no es lo suficientemente activo para condensarse a través de
dicho procedimiento, por lo que se cambiaron las condiciones utilizando el reactivo
deshidratante N,N*diciclohexilcarbodiimida (DCC) en DMSO a 110 °C, metodologia a través de

la cual se obtuvo la 3-fenilcumarina (65) correspondiente.

(0]
DCC, DMSO,
o 110°C, 7%

[ peri :
piperidina
EtoH Ac,0, Et3N,

reflujo, 25%
CieH3z

Figura 5.24. Condensacién tipo Knovenagel para obtener el derivado tipo 3-aril-cumarina
de 5-tocoferol (65).

5.4. CONCLUSIONES

La secuencia de ciclacion-oxidacion a partir de hibridos de tocoferol tipo chalcona permite el
acceso a nuevos derivados tipo flavanona como mezcla diastereomérica equimolecular
separable, asi como nuevos hibridos de tipo flavona, en conjunto con otros derivados con
grados y posiciones de insaturacion diversos. Si bien la baja regioselectividad hacia el hibrido
de flavanona actua en detrimento de la propuesta inicial, puede ser utilizada en la

diversificacion para la exploracion del espacio quimico de los hibridos tipo flavona.
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La obtencion de los derivados de tipo aurona y 3-fenil-cumarina, como parte de hibridos con
fragmentos de flavonoides, a partir de los derivados 5-acetilado protegido (24) y 5-formilado
(20) de 6-tocoferol afiade valor a la obtencién de estos ultimos, demostrando su versatilidad

para acceder a nuevas entidades quimicas.
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CAPITULO VI

MODIFICACIONES EN LA CADENA LATERAL
6.1. INTRODUCCION

Entre el grupo de productos considerados vitamina E, se ha reportado que los pares analogos
de tocoferoles y tocotrienoles han exhibido distintos resultados en los ensayos de actividad
biologica en los cuales han sido evaluados, teniendo los tocotrienoles mayor bioactividad como
anticancerigenos, antidiabéticos, antiinflamatorios, antioxidantes, inmunoestimulantes, asi
como cardio-, neuro-, hepato- y nefroprotectores. Dichos pares de analogos presentan
diferencias estructurales Unicamente en la cadena lateral, saturacion total para tocoferoles y
tres insaturaciones para tocotrienoles (Ahsan et al., 2014). Esta observacién permite proponer
gue, a través de modificaciones estructurales sobre la cadena lateral exclusivamente, también

es posible modular la actividad de los tococromanoles.

En la naturaleza existe una gran diversidad de cromanoles con modificaciones en la cadena
lateral, ademas de los ya mencionados tocoferoles y tocotrienoles, es posible encontrar

tocodienoles y tocomonoenoles (Figura 6.1), en aceites de semillas.

R1

tocomonoenoles

HO

Rz

HO tocodienol

Figura 6.1. Tococromanoles con cadenas mono y biinsaturadas encontrados en fuentes

vegetales.
Con respecto a modificaciones que implican la funcionalizaciéon de la cadena lateral podemos
encontrar muchos y muy variados analogos, en estos predominan las funciones oxigenadas,
hidroxilos, carbonilos, formilos, asi como carboxilos. Incluyendo productos aislados de especies
terrestres como el acido §-garcinoico, garcinal, y la serie de aplexicromanoles y aplexicromanal
obtenidos a partir de las especies Garcinia kola, G. amplexicaulis, asi como otras especies
perteneciente a la familia Clusiaceae o los litchtocotrienoles A-G aislados de Litchi chinensis
(Figura 6.2).
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S-E-amplexicromanal

Figura 6.2. Algunos tococromanoles naturales funcionalizados en la cadena lateral

Asi también se ha logrado el aislamiento de derivados de tococromanol de fuentes marinas
como son esponjas, ascidias, algas verdes y sobre todo algas pardas, a partir de estas Ultimas

se logo el aislamiento de una serie de derivados denominados sargacromanoles.

La diversidad quimica de derivados tipo cromanol encontrados a la fecha en la naturaleza es
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amplia, incluyendo compuestos policiclicos formados por el plegamiento y ciclacion de la

cadena lateral prenilica, formando distintos tipos de meroterpenos (Figura 6.3).

HO HO

=

walsurol sargacromanol P

demetoxicistocetal cromano

strongiloforin 17

N

HOOC_ o

HO HO J

0 o)

strongiloforin 3 strongiloforin 2

Figura 6.3. Algunos meroterpenoides ciclicos derivados de tococromanoles.

La mayor parte de los productos presentados anteriormente han sido estudiados por la posible
actividad antiinflamatoria que pudiesen exhibir, utilizando para esto modelos tan diversos como
la disminucion de la produccion de 6xido nitrico, disminucion de produccién de prostaglandinas,
inhibicion de las enzimas ciclooxigenasas y lipoxigenasas, en enzimas semipuras, macrofagos
o células cancerigenas, por lo cual no es posible observar de manera directa una tendencia y
andlisis de los factores estructurales que influencian la actividad antiinflamatoria. No obstante,

Birringer et al. (2018) proponen la identificacion de dominios generales que modulan la
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actividad antiinflamatoria de estos meroterpenoides.

Estableciendo como lineas generales (Figura 6.4):

1. La presencia del dominio tococromanol sefializador es indispensable para la actividad.

2. La actividad del dominio sefalizador depende en gran medida del patrén de metilacion.

3. La actividad depende de la longitud de la cadena, siendo la mayor cuando se tiene la
longitud hasta C-13'.
La presencia de dobles enlaces en los carbonos 4’, 8’, y 12, ejerce poca influencia.
Cuando existen sustituyentes hidroxilo o carboxilo en las posiciones 9, 10’ y 15’ exhibe
actividad moderada.
La ciclacion parcial o total la cadena lateral aumenta la actividad.
Exhibe la mayor actividad cuando la posicion 13’ presenta sustituyentes hidroxilo o

carboxilo.

Dominio cromanol
indispensable
para la actividad

Baja influencia Actividades moderadas
de dobles con sustituyentes OH o
enlaces COOHen 9,10y 15

Mayor actividad con
longitud hasta C-13’

Mayor actividad con
sustituyentes OH o COOH
en C-13’

Figura 6.4. Dominios propuestos por Birringer y colaboradores, que influencian la actividad

antiinflamatoria de los derivados de tococromanoles.

Los lineamientos generales presentados previamente consideran observacién y contraste de
informacién de derivados oxidados, sin embargo, se excluye la funcionalizacién de tipo oxirano,
ya que en la naturaleza unicamente se ha reportado el aislamiento del 11’,12’-epoxi-6-
tocotrienol (Figura 6.5) a partir del alga parda Sargassum tortile (Kato et al., 1975), y cuya
estereoquimica no ha sido claramente definida, ademas de carecer de estudios de actividad

antiinflamatoria.

Figura 6.5. Monoepdxido de 3-tocotrienol aislado de S. tortile.
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Como se expone, existe escasa informacion sobre derivados epoxidados de tocotrienoles, con
excepcién del trabajo realizado por Bentinger et al. (2008), quienes demostraron que mezclas
no caracterizadas de monoepoxidos y biepdxidos de a-, B-, y- y é-tocotrienoles pueden afectar
el metabolismo de lipidos en células HepG2 disminuyendo la biosintesis de colesterol y
aumentando la biosintesis de coenzima Q. Siguiendo la misma linea de estudio, Xu et al.
(2017) demostraron que una mezcla de monoepéxidos de a-tocotrienol puede aumentar la
curacion de heridas en ratones diabéticos, posiblemente por estimulacion de angiogénesis y

migracion celular.

La evidencia anterior implica la posibilidad de mejorar la interaccién de derivados de vitamina
E, por la inclusion de anillos de oxirano. De igual forma, los trabajos de Altmann et al. (2000) y
Xie et al. (2005) (Figuras 6.6 y 6.7), muestran a través de analogos de epotilonas y paullonas,
respectivamente, que el cambio estructural de una insaturacion por un anillo oxirano es capaz
de ejercer cambios en la actividad exhibida por los compuestos, al interactuar con dianas

biolégicas.

polimerizacion ICso ICso polimerizacién ICso ICso
R X de tubulina (nM) (nM) R X de tubulina (nM) (nM)
% KB-31 KB-8511 % KB-31 KB-8511
Me S 83 0.13+0.02  0.09+0.02 Me S 76 0.45+0.03  0.23+0.03
H NMe 97 0.13+0.01  0.46+0.03 H NMe 86 0.46+£0.09  0.91+0.10
Me NMe 99 0.14+0.01  0.38+0.10 Me NMe 94 0.21+0.01  0.73+0.04
H CH=CH 78 0.11+0.01  0.10+0.02 H CH=CH 90 0.59+0.04  0.38+0.03

Compuesto  polimerizaciéon ICso ICso

de de tubulina (nM) (nM)

referencia % KB-31 KB-8511

Epotilona A 69 2.15+0.07 1.91+0.07

Epotilona B 90 0.19+0.05 0.18+0.01

Epotilona D 83 2.70+0.76  1.44+0.46

paclitaxel 49 2.92+0.18 626+32

Figura 6.6. Derivados de epotilonas sintetizados por Altmann et al. (2000).

Mientras, Knddler et al. (2008) establece la relacion de la actividad inhibitoria sobre 5-LOX por
parte de fenoles lipidicos con ndcleo resorcinol, dejando claramente sefialado que el nimero de
insaturaciones en la cadena lateral es un factor importante en la actividad de estos
compuestos, ya que al reducirse el nimero de insaturaciones se obtiene una disminucién en la

actividad del analogo, sin embargo no logran establecer claramente la relacion que existe entre
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la actividad y la variacién de la longitud de la cadena en dichos anélogos.

Clsg Clsg
X Y (uM) (uM)
HCT-116  LOX IMVI
H 0] H Br 2.00 5.01
O &’i}'l CFs 269 1.26
X
— &Jﬁ\% CFs 3.24 3.08
HN
Y H
o f’“ Br 3.47 3.98
&{% Br 3.09 123

Figura 6.7. Paullonas sintetizadas por Xie (2005).

Es con base en las observaciones anteriores, que se propuso explorar la variacion de la
actividad de compuestos derivados de &-tocotrienol, con distintas longitudes de cadena lateral,
e igualmente la variacion de la actividad inhibidora de 5-LOX al realizar oxidaciones en la

cadena lateral por la inclusion de caracteristicas de epdéxido.
6.2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1. Epoxidacién de &-tocotrienol a temperatura ambiente

Unos 22.7 mg de 6T3 (12) fueron disueltos en 5 mL de CH,CI, en agitacion constante a
temperatura ambiente, posteriormente se afiadieron dos equivalentes de mCPBA 85% (11.62
mg, 1 equivalente), uno cada hora, y se dejo reaccionar por 17 h.

Transcurrido el tiempo, la reaccion fue detenida extrayendo con una disolucion de NaHCO;
saturada, y secada con Na,SO, anhidro, el disolvente fue retirado, y la mezcla de reaccion
sometida a cromatografia en columna con éter de petr6leo/AcOEt (8:1).

6.2.2. Epoxidacién de &-tocotrienol a0 °C

Unos 103.8 g de 8T3 (12) se disolvieron en 12 mL de CH,CI, y se colocaron en un bafo de
hielo. Una disolucion de mCPBA 85% fue preparada disolviendo 56 mg (1 equivalente) en 3 mL
de CH,Cl,, y se afiadié por goteo, 0.5 mL cada 10 min, luego de afiadir toda la disolucion, la
mezcla de reaccion se dejo reaccionar por 20 min mas en el bafio de hielo, retirando el bafo

después y dejando en agitacion por 17 h.
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Transcurrido el tiempo, la reaccién fue detenida extrayendo con una disolucion de NaHCO;
saturada, y secada con Na,SO, anhidro, el disolvente fue retirado, y la mezcla de reaccion

sometida a cromatografia en columna con éter de petréleo/AcOEt (8:1).
6.2.3. Andlisis por resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN-'H) se obtuvieron en un
espectrometro JEOL 400HY o un espectrometro Anasazi Eft 90, utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCl3), marca Aldrich. Los desplazamientos quimicos se proporcionan
en partes por millon (ppm) y referidos a los protones residuales del disolvente deuterado.

6.2.4. Analisis por cromatografia liguida de alta eficiencia

Se realiz6 la busqueda de un sistema adecuado para la separacion de los derivados
monoepoxidados de &-tocotrienol, utilizando un cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia
marca Waters, separations module 2695 con detector PDA 2998, y una columna Luna®Cig
100A, 150 mm x 4.6 mm x 5 um (Phenomenex). Las inyecciones realizadas fueron de 10 pL,
en distintos sistemas en gradiente e isocréticos, con flujo de 0.5 mL/min, y la deteccién se

realizé a A = 300 nm.
6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la epoxidacion a temperatura ambiente fue posible conocer el desarrollo de la
reaccion de epoxidacion sobre &-tocotrienol. En la Figura 6.8 se puede observar que los
distintos derivados formados se agrupan segun el grado de epoxidacién en la cadena lateral al

ser analizados por cromatografia en capa delgada.

Lo anterior fue confirmado por el andlisis de las distintas fracciones aisladas, en cuyos
espectros (Anexo 1) se observa un decremento en la integral del conjunto de sefiales
correspondientes a los protones vinilicos (alrededor de 5 ppm) y un aumento coherente en el
conjunto de sefales alrededor de 2.7 ppm, los protones de carbonos unidos a oxigeno, lo cual

indica el grado de epoxidacion de cada fraccion.

Debido a la pequefia cantidad de material obtenida para cada fraccion (2.3 mg de monoepo6xido
mezcla 1, 2.0 mg de monoepdxido mezcla 2, 1.3 mg de biepdxido mezcla 1 y 1.7 mg de
biepoxido mezcla 2) no se prosiguid con la caracterizacion, en cambio, tomando el

conocimiento adquirido sobre el monitoreo de la formacion de derivados epoxidados se planted
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la posibilidad de aumentar la cantidad de material inicial y disminuir el nimero de derivados

generados.

a) b)
«— 3873 7:
— monoepoxidos

\ biepoxidos /
— triepoxidos ———»

a

Figura 6.8. Epoxidacién a temperatura ambiente. a) Monitoreo 8T3 vs reaccion en CCD
corrida en ciclohexano/AcOEt (7:3), b) Andlisis de fracciones aisladas por cromatografia en
columna (en rectangulos se marcan dos distintas fracciones que pertencen al grupo de
biepdxidos).
Con base en los resultados obtenidos, y tomando en cuenta el protocolo de epoxidacion a
temperatura reducida utilizado por Neighbors et al. (2005), se decidié disminuir la temperatura
con un bafio de hielo (0 °C), y utilizar Gnicamente un equivalente de mCPBA, con la finalidad de

restringir la formacién mayoritaria de monoepoxidos.

Al llevar a cabo la separacion fue posible detectar la formacién mayoritaria de derivados
monoepoxidados con un rendimiento de 49%, y recuperacion de 34% del material de partida (6-
tocotrienol), que al comparar con el procedimiento a temperatura ambiente, para el cual se
tiene obtencion de 47% de mezcla de monoepdxidos, asi como 54% de mezcla de biepdxidos,
sin recuperacion de material de partida, convierten al procedimiento a temperatura reducida en

un procedimiento mas adecuado para la obtencién de derivados monoepoxidados.

Para la bausqueda de sistemas de separacion aplicables a los compuestos monoepoxidados se
recurrio a la cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa, restringiéndose al uso de

los modificadores metanol (MeOH) y acetonitrilo (ACN).

Es posible observar en la Figura 6.9 que utilizando mezclas MeOH/H,O no se obtiene
separacion alguna de los monoepoxidos contenidos en la muestra, generando un Unico pico

con tg = 36.6 min.
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Por el contrario, por medio del uso de mezclas ACN/H,O (Figura 6.10) es posible observar la

separacion de picos que se propone son generados por distintos derivados monoepoxidados

de &-tocotrienol.

. o
a) Mezcla de monoepéxidos (5%) b) Mezcla de reaccion (4%):
monoepoxidos + biepoxidos
+ d-tocotrienol
§-tocotrienol (5%)
< 4
Mezcla de reaccion (4%):
monoepoxidos
+ biepoxidos
+ 3-tocotrienol .
3 L 2 a s &
mmn ma
Figura 6.9. a) Apilado de cromatogramas, MeOH: 100%. b) Cromatograma de la mejor
separacion obtenida con mezclas MeOH/H,0 (90:10).
a) b) . Mezcla de reaccién (4%):

zs4 monoepoxidos + biepoxidos
+ &-tocotrienol
Mezcla de monoepoxidos (5%)

8-tocotrienol (5%)

Mezcla de reaccion (4%):

monoepoxidos a1

+ biepoxidos

+ 3-tocotrienol o
e —

0 " 10 T 20 e 1 20 g 40 0 0

min mn

Figura 6.10. a) Apilado de cromatogramas, ACN: 100%. b) Cromatograma con separacion
mejorada con mezclas ACN/H,0 (70:30).
Observando la mayor separacion con el sistema con elucién en gradiente, indicado en la Figura
6.11, en la cual se observan tres picos con tg = 113.6, 116.4, 119.6 min, los cuales se propone
corresponden cada uno a los distintos regioisomeros epoxidados en las posiciones 3’, 7’y 11,
presentando, sin embargo, la problematica de no poder observar la separacion de los seis

posibles is6meros.
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a) Mezcla de reaccion (4%): b)
monoepoxidos + biepoxidos
+ 3-tocotrienol

Figura 6.11. a) Cromatograma de la mejor separacion obtenida con mezclas H,O/ACN.

Gradiente ACN: 20% - 40 min, 60% - 60 min, 70% - 90 min, 70% - 130 min, 100% - 145

min. b) Ampliacién del cromatograma entre 110 y 124 min.
Con el objetivo de lograr una mejor separacion, se optd por el cambio de fase estacionaria a
otra de fase reversa de tipo pentafluorofenil (PFP), recomendada para la separacion de
compuestos aromaticos. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 6.12. En el
cromatograma de la Figura 6.12b es posible observar la formacion de seis picos no resueltos
entre 30 y 45 min, para los cuales se propone que cada pico corresponde a cada uno de los

seis diastereoisbmeros monoepoxidados.

De acuerdo con Jang et al. (2005), es posible realizar la separacion de mezclas
diasteroméricas de tococromanoles con oxidaciones en la cadena lateral por CLAE en
columnas de Ci5 con sistemas de MeOH/H,0, utilizando proporciones que implican un bajo uso
del modificador MeOH (25%), requiriendo por lo tanto mayores tiempos de separacion. Al
aplicar dicho principio en la elucién, como se puede observar en el cromatograma de la Figura
6.12c, los tiempos de retencién de los componentes de la mezcla aumentan y la resolucion

disminuye, posiblemente por difusién longitudinal.

Debido a los resultados obtenidos, se propone la derivatizacion de los analitos para la
modificacion de sus caracteristicas fisicoquimicas, esperando un impacto positivo en los

tiempos de retencion para la separacion de los diferentes diastereisémeros.

Con respecto a la propuesta de generar derivados de tococromanoles con cadena lateral de
tres distintas longitudes con el extremo formilado, se llevd a cabo la secuencia de reacciones
mostradas en la Figura 6.13. La secuencia incluye la proteccion del fenol, por medio de
acetilacion, de acuerdo con el protocolo sefialado por Mojtahedi y Samadian (2013), seguido

por epoxidacibn con mCPBA, apertura del anillo de oxirano para la formacion de dioles
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vecinales con &cido percldrico y, finalmente, la ruptura hasta tres aldehidos de distinta longitud
(67-69) con peryodato de sodio, de acuerdo con la metodologia reportada por West et al.
(2008).
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Figura 6.12. Cromatogramas de las separaciones de la mezcla de epoxidos obtenidos

utilizando la columna PFP. a) ACN: 100%, b) ACN: 50%, H,O: 50%, c) ACN: 40%, H,O:

60%.
Fue posible detectar cada intermedio y producto final de la secuencia sintética propuesta. Sin
embargo, es preciso sefialar la baja estabilidad de los derivados escindidos con funcionalidad
de formilo al final de la cadena lateral (67-69), posiblemente oxidandose a acidos carboxilicos,
apoyado por la conservacién de la integral de las sefiales correspondientes a la estructura,

excepto la sefial generada por los protones de aldehido (9.7-9.8 ppm).

Una segunda aproximacion es la oxidacion de los dobles enlaces del 8-tocotrienol con KMnO,
para obtener los &acidos carboxilicos directamente. Para esta secuencia igualmente es
necesaria la proteccion del fenol, y se utilizé igualmente el grupo acetato, posteriormente la

ruptura oxidativa se realiz6 utilizando KMnO, en acetona a reflujo, obteniendo una mezcla, que

107



CAPITULO I

al comparar por CCD parece contener los tres acidos correspondientes, sin embargo, al mismo
tiempo una gran diversidad de subproductos fue observada, por lo que no se continué con la

exploracion de dicha alternativa.
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Figura 6.13. Propuesta probada para la obtencion de productos de ruptura con
funcionalizacién de aldehido.

6.4. CONCLUSIONES

El uso de las insaturaciones en la cadena lateral del 3-tocotrienol constituye una estrategia Util

para su funcionalizacion; asimismo, el uso de acido m-cloroperbenzoico, debido a su
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mecanismo de oxidacion por insercion de oxigeno a dobles enlaces, es compatible con el

nucleo de cromano.

Es posible preferenciar la generacién de derivados monoepoxidados de 3-tocotrienol, por medio
del control de temperatura y equivalentes utilizados de &cido m-cloroperbenzoico. Sin embargo,
no fue posible llevar a cabo la separacién de los seis diastereoisomeros correspondientes

incluso haciendo uso de cromatogréfia liquida de alta eficiencia con columna de fase reversa.

Haciendo uso de la misma estrategia de epoxidacion en conjunto con la apertura-ruptura de
cada anillo de oxirano fue posible ganar acceso a derivados de cadena corta, sin embargo,
estos ultimos presentan baja estabilidad.
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CAPITULO VII

EXPLORACION DEL POTENCIAL PARA LA INHIBICION DE 5-LIPOXIGENASA DE
LOS DERIVADOS DE VITAMINA E POR ACOPLAMIENTO MOLECULAR

7.1. INTRODUCCION

El acoplamiento molecular puede ser utilizado para modelar la interaccion entre una molécula
pequefia, el ligando, y una proteina a nivel atdémico, lo cual permite caracterizar su
comportamiento en el sitio de unién de proteinas diana (Meng et al., 2011). Los algoritmos de
acoplamiento molecular ejecutan predicciones cuantitativas de las energias de union,

proveyendo una clasificacion para los ligando evaluados (Ferreira et al., 2015).

El proceso de acoplamiento para la identificacion de las conformaciones mas suceptibles a
ocurrir en la unién involucra dos pasos basicos: la exploracién del gran espacio conformacional
gue representan los modos potenciales de unién (usualmente referido como pose) y la
determinacion de la energia de interaccion asociada a cada conformacion predicha. Estos
pasos implican por tanto métodos de muestreo y esquemas de puntaje (usualmente referido
como scoring), que los programas de acoplamiento molecular realizan y aplican a través de un
proceso ciclico, en el cual la conformacion del ligando es evaluada por funciones que le otorgan
un puntaje, y este proceso se lleva a cabo en repetidas ocasiones hasta que converge a una

solucién de minima energia (Ferreira et al., 2015; Meng et al., 2011).

En la etapa de busqueda conformacional, los parametros estructurales del ligando como los
grados de libertad torsional, translacional y rotacional son modificados en incrementos. Los
algoritmos de busqueda conformacional efectiian esta tarea aplicando métodos de busqueda
sistematicos y también estocasticos. En la etapa de asignacion de puntajes se emplean
funciones que estiman la energia de unién predicha para los complejos ligando-receptor. La
variacién de energia debida a la formacion de la estructura ligando-receptor, es dada por la
constante de union (Ky) y la energia libre de Gibbs (AG). La prediccion de esta energia se lleva
a cabo evaluando los fenomenos fisicoquimicos méas importantes involucrados en la union del
ligante con el receptor, que incluyen las interacciones intermoleculares, la desolvatacion y el

efecto entropico (Ferreira et al., 2015).

El acoplamiento molecular se ha establecido y empleado ampliamente con buenos resultados
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para la identificacion de nuevos compuestos bioactivos sobre proteinas diana especificas, por
lo que actualmente se sitla embebido en el flujo de trabajo para el descubrimiento y desarrollo
de farmacos, en conjunto con otras herramientas in silico y técnicas experimentales. Entre las
diversas aplicaciones del acoplamiento molecular podemos encontrar estudios de estructura-
actividad, optimizacién de estructuras lideres, encontrar lideres potenciales por cribado virtual,
proveer hipétesis de union para facilitar predicciones en estudios de mutagénesis, estudio de
mecanismos quimicos y disefio de bibliotecas combinatorias (Prieto-Martinez et al., 2018;
Ferreira et al., 2015; Meng et al., 2011; Morris y Lim-Wilby, 2008).

Aunque el acoplamiento molecular es empleado usualmente con el propdsito de encontrar la
orientacion preferida de un ligando y asi modelar las interacciones con una macromolecula
objetivo, también ha sido utilizado para la prediccion de la actividad de ligandos (Vilar y
Costanzi, 2012).

Las metodologias basadas en estructura mas exactas para clasificar un conjunto de ligandos
segun su afinidad de unién con una proteina son métodos de primeros principios para el célculo
de su energia libre de union, por ejemplo, a través de perturbacién de energia libre (FEP, por
sus siglas en inglés), sin embargo, estos requieren mayor tiempo y esfuerzo para la
preparacion y optimizacion del sistema para aplicarse a grandes conjuntos de compuestos. Si
bien es cierto, que se considera que las funciones de scoring generan resultados que no
correlacionan perfectamente con las afinidades experimentales aun cuando el calculo se base
en complejos geométricamente exactos, han demostrado la capacidad de clasificar compuestos
activos e inactivos, lo que, en conjunto con su rapidez, convierten al acoplamiento molecular
una atractiva herramienta para la prediccion de actividades biolégicas. Para realizar estas
predicciones las funciones de scoring de acoplamiento molecular no requieren conjuntos de
entrenamiento para realizar la clasificacién, sin embargo, debido a que los resultados no
representan exactamente energias libres de union, si se tiene un conjunto de entrenamiento,
entonces puede ser utlizado para correlacionar dichos resultados con las afinidades

experimentales (Trisciuzzi et al., 2018; Vilar y Costanzi, 2012).

De este modo, los resultados de acoplamiento molecular han sido empleados para la
prediccion de actividad biologica de ligandos para inhibir la quinasa B-Raf tipo Il (Liu et al.,
2015), multiples quinasas y metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Fukunishi et al., 2018) y el

potencial androgénico de diversos compuestos (Trisciuzzi et al., 2017).
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En estudios previos se ha realizado acoplamiento molecular con la enzima 5-LOX
especificamente sobre el sitio activo (Shaaban et al., 2020; Ul-Haq et al., 2016), utilizando
como ligantes derivados de tipo 5-bencilidén-2-feniltiazolinonas y pirazoloquinazolina,
respectivamente (Figura 7.1). Sin embargo, también se ha reportado el uso de derivados de
lipidos fendlicos con nucleo de tipo hidroquinona y resorcinol (Figura 7.1), asi como derivados
de vitamina E, en estudios de acoplamiento en un sitio alostérico propuesto, situado en la
region intermedia entre los dominios catalitico y tipo-C2, cuyo volumen esta definido por los
residuos GLN15, TYR81, TYR100, ARG101, TRP102, VAL110, GLU134, ASP170, ARG401 y
GLU622 (Figura 7.2) (Sisa et al., 2020; Dinh et al. 2020; Pein et al., 2018). De acuerdo con los
resultados obtenidos por Pein et al. (2018) para el acoplamiento molecular de acido garcinoico,
un derivado de vitamina E con sobresaliente inhibicibn sobre 5-LOX, y que presenta
funcionalizacién carboxilo al final de la cadena lateral, las interacciones mas relevantes para
este ligando con la enzima son puentes de hidrégeno con los residuos TRP102 y VAL110, asi
como interacciones hidrofébicas con VAL110, HIS130, LIS133, TYR383, ARG401. Por su parte,
en el trabajo realizado por Sisa et al. (2020) con lipidos fendlicos, se sefiala la importancia de la
formacion de puentes de hidrégeno con TYR142 y presencia de la interaccién con ARG138, en
conjunto con la elongacion de la cadena lateral desde 5 hasta 11 carbonos, ya que la perdida
de dichas caracteristicas deriva en disminucion de actividad. Finalmente, Dinh et al. (2020)
sefala los puentes de hidrégeno con los residuos TRP102, VAL110, GLU134, ASP170 y
ARG401 como relevantes para la de actividad inhibitoria de distintos derivados de vitamina E,
presentando de forma conjunta el establecimiento de un modelo semicuantitativo para la

estimacion de la inhibicion enzimatica basado en los resultados del acoplamiento molecular.
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5-benciliden-2-feniltiazolinonas pirazoloquinazolinas
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2-metoxi-6-alquil-1,4-hidroquinonas

Figura 7.1. Estructuras base de derivados utilizados para acoplamiento molecular sobre 5-
LOX.
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Con base en lo anterior y la posibilidad de acceso a una biblioteca de datos de compuestos
derivados de vitamina E, se propuso realizar el acoplamiento molecular para los compuestos

contenidos en el presente trabajo.

Figura 7.2. Sitio de unién alostérico situado entre los dominios catalitico (rojo) y tipo C2
(superior, azul) de 5-LOX.

7.2. MATERIALES Y METODOS
7.2.1. Preparacion de los ligandos y la proteina

Las estructuras de los ligandos (Anexo 4) fueron las correspondientes a compuestos
propuestos y otros obtenidos en este trabajo, asi como las estructuras pertenecientes a una
biblioteca quimica de analogos de vitamina E sintetizados en el laboratorio SONAS (Angers),
los cuales han sido previamente evaluados para la inhibicion de 5-LOX. Los ligandos fueron
construidos utilizando el software ChemDraw y Chem3D (ChemOffice 16), y minimizados
energéticamente utilizando el campo de fuerza MM2. La estructura de la enzima 5-lipoxigenasa
estable fue obtenida desde el repositorio Protein Data Bank (PDB ID: 308Y), y utilizando el
progama UCSF Chimera 1.14 se eliminaron las moléculas de agua y se retuvo la cadena B, se
afadieron hidrégenos considerando puentes de hidrogeno, también se afadieron cargas
utilizando el campo de fuerza AMBERff14SB para residuos estandar y Gasteiger para residuos

no estandar.
7.2.2. Pardmetros para el acoplamiento molecular

Para el acoplamiento molecular se utilizé el software AutoDock Vina 1.1.2 (Trott y Olson, 2009)

via interfaz del progama UCSF Chimera 1.14, se defini6 la regién de busqueda (coordenadas x,
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y, z) situada con centro en el punto x = -10.874, y = 74.1295, z = 26.4636 y con dimensiones x
= 15.8183, y = 21.5337 y z = 21.8292 A, region que incluye la cavidad interdominio, el sitio
reportado previamente (Sisa et al., 2020; Dinh et al. 2020; Pein et al., 2018); para el ligando se
asignaron cargas y removieron los hidrogenos no polares, y se definié el namero de modos de
union en 10, exhaustividad de la basqueda de 8 y méxima diferencia energética en 3 kcal/mol
Los resultados fueron analizados con el software Discovery Studio Visualizer V19.1.0 (Biovia),

para la visualizacion de interacciones no covalentes.
7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la metodologia descrita se realiz6 el acomplamiento molecular en la estructura
de la enzima 5-LOX, obteniendo el score para cada compuesto en la biblioteca quimica de
analogos de vitamina E, definiendo dos grupos, el conjunto de entrenamiento y el conjunto de
prueba. Utilizando el conjunto de entrenamiento fue posible establecer un modelo lineal que
relaciona la actividad biol6gica (inhibiciébn enzimética reportada) con el score (el cual en este
caso es presentado como un estimado de la energia de unién para el complejo proteina-

ligando) (Figura 7.3, tabla 7.1 y anexo 2).
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Figura 7.3. Modelo lineal de la actividad inibitoria vs score.

Al comparar las concentraciones inhibitorias experimentales contra las concentraciones
inhibitorias calculadas para el mismo conjunto de entrenamiento (Figura 7.4), asi como el error
experimental asociado al ensayo in vitro contra la diferencia absoluta de las concentraciones
inhibitorias experimental y calculada (Figura 7.5), fue posible observar una mayor discrepancia
entre los datos experimentales y las concentraciones inhibitorias ajustadas al modelo para los

cuatro compuestos con mayor concentracion inhibitoria.
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Tabla 7.1. Tabla resumen del modelo lineal de la actividad inibitoria vs score.

Variable dependiente

Vscore
pIC50 -1.001***
(0.066)
Constante -0.430
(0.498)
Observaciones 150
r? 0.605
r* ajustada 0.602
Error Est. Residual 0.416 (df = 148)
Estadistico F 226.833*** (df = 1; 148)

Nota: *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01

I
T | III B

Figura 7.4 Comparacién de concentracion inhibitoria experimental contra calculada para el
conjunto de entrenamiento.
En el caso del conjunto de prueba, al emplear el modelo para la prediccion de la concentracion
inhibitoria se encontré que la diferencia entre las concentraciones inhibitorias experimental y
calculada fue en la mayoria de los casos superior al error experimental (Figura 7.6), aun asi,
guedando por debajo de la concentracion inhibitoria experimental. Esto dltimo nos indica
desviaciones que pueden ser importantes para la aplicaciéon del modelo para la prediccién

exacta de la actividad inhibitoria, sin embargo, estos resultados pueden ser de utilidad para
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desarrollo de nuevas propuestas de inhibidores potenciales.
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Figura 7.5. Comparacion del error asociado a las concentraciones experimentales contra la
diferencia absoluta de las concentraciones absolutas (Cley — Clea) del conjunto de
entrenamiento.

MO

Figura 7.6. Comparacion del error asociado a las concentraciones experimentales contra la

diferencia absoluta de las concentraciones absolutas (Cley, — Clcac) del conjunto de prueba.
Posteriormente el modelo obtenido se empled para la prediccion de las concentraciones
inhibitorias medias de analogos propuestos de tipo chalcona, retrochalcona, 3-fenilcumarina, R
y S flavanonas, flavona, asi como aurona y derivados de cadena corta, con estructura base de
d-tocoferol, 3-tocotrienol y acido 8-garcinoico. En la Figura 7.7 se muestran los resultados para
todos aquellos analogos cuya concentracion inhibitoria calculada fue menor a 600 nM. Es
evidente que la mayor parte de los analogos hibridos de tipo flavanona fueron excluidos,

asimismo el conjunto incluido de analogos de tipo flavona presentan altas concentraciones
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inhibitorias. Por el contrario, los analogos de tipo aurona, asi como el conjunto de intermedios

desprotegidos de reaccion de la ruta de sintesis de chalconas presentaron menores

concentraciones inhibitorias.

Con base en los resultados anteriores, se seleccionaron los analogos con concentracion
inhibitoria calculada menor al &cido 3-garcinoico, compuesto con mejor actividad inhibitoria de

las estructuras incluidas en el modelo (57 nM).
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Figura 7.7. Concentraciones inhibitorias medias calculadas para los analogos propuestos,

con resultado menor a 600 nM.
Los compuestos marcados como SHOEtdGA (125S, 30 nM), 3F4MeOdT3Chalcona (48, 49 nM)
y las auronas 4CIldT3Aurona (116, 48 nM), 4FdT3Aurona (115, 21 nM) y dT3Aurona (60, 43
nM) fueron seleccionados, y se analizaron las interacciones que cada uno de éstos presentan
con la enzima (Anexo 3) y se compararon con las presentadas por el acido &-garcinoico,
presentando todos los compuestos coincidencias en interacciones hidrofébicas con los residuos
ALA-388, ARG-401 y VAL397, mientras que otras coincidencias no fueron compartidas por
todos los compuestos mencionados, que incluyen las interacciones hidrofébicas con los
residuos TYR-383, PHE-393 y HIS-624. Todas las interacciones sefialadas corresponden a las
gue se presentan entre dichos residuos y la porcion de cada molécula que corresponde al
esqueleto de cromano, lo cual es consistente con el acomodamiento de cada compuesto en el

bolsillo de unién, que, como puede apreciarse en la Figura 7.8, la orientacion espacial de este

nudcleo coincide en gran medida.
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Figura 7.8. Superposicion de poses de los analégos con menores concentraciones
inhibitorias.
Es preciso sefialar que, de los cinco analogos seleccionados, cuatro de ellos, tienen como
nucleo base para su formacion el 8-tocotrienol (167 nM), lo cual nos indica que por medio de la
inclusion de fragmentos de tipo flavonoide obteniendo nuevos hibridos, especificamente de tipo

aurona, se puede obtener hibridos con actividad inhibitoria sobre 5-LOX mejorada.
7.4. CONCLUSIONES

Se establecié un modelo para la estimacion de actividad inhibitoria sobre 5-LOX por medio de
acoplamiento molecular, y este fue utilizado para la prediccion de actividad de derivados de
vitamina E propuestos. De este modo, fue posible identificar compuestos que potencialmente
poseen actividad similar al compuesto con mejor actividad en el modelo (4cido §-garcinoico) vy,
a su vez, una concentracion inhibitoria menor a un tercio de la correspondiente al compuesto
base (5-tocotrienol). En cuanto a las interacciones compartidas, son de tipo hidrofébico y
corresponden al acomodamiento de la cadena lateral dentro del sitio de union, resaltando la

importancia de la cadena lateral como una pieza clave para la actividad de los derivados.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

8.1. CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacion de las dos metodologias utilizadas que incluyen el uso de cromatografia en
columna clasica con permeacion en gel, o bien utilizando cromatografia flash automatizada
permiten el aislamiento y purificacion de vitamina E en su forma d&-tocotrienol a partir de
fracciones enriquecidas obtenidas de las semillas completas de Bixa orellana, con rendimientos
similares y de acuerdo con el contenido que ha sido reportado previamente para dicha fuente

vegetal.

A través de la ruta semi-sintética establecida fue posible obtener no solamente derivados tipo
chalcona prenilada, sino también de tipo retro-chalcona prenilada. A su vez fue posible
comprobar la necesidad de contar con el fenol del nucleo de cromanol protegido por la
susceptibilidad de éste a las condiciones basicas de condensacion.

La fotosensibilidad de chalconas y retro-chalconas preniladas corresponde a reportes previos
en cuanto a la isomerizacion trans-cis, asi como la generacion de otros derivados posterior a la
irradiacion. La cantidad de derivado formado, asi como la rapidez del proceso, esta fuertemente
influenciada por los patrones de sustitucion y el medio, imposibilitando, permitiendo y variando
las cantidades encontradas de los derivados, destacando el caso de la retro-chalcona prenilada
protegida, ya que ésta Ultima es capaz de generar bajo las condiciones descritas en este
trabajo el derivado correspondiente con esqueleto tipo flavilio, es decir, una 3-
desoxiantocianidina prenilada, cuya formacion directa, sin equilibrios, no ha sido reportada

previamente.

En cuanto a la generacién de derivados tipo flavona, fue posible obtener acceso a ellos via
ciclacion y posterior oxidacién a partir de los derivados tipo chalcona prenilada, ya que otras
aproximaciones no generaron los derivados objetivo. Sin embargo, como resultado de esta
bdsqueda, se establecio la posibilidad de generar nuevos derivados que igualmente son de

interés, esto es, de tipo flavanona y aurona preniladas.

La epoxidacién y ruptura oxidativa son procesos de gran utilidad para la funcionalizacion de la

cadena lateral de las formas de vitamina E que poseen insaturaciones en dicha porcién de la
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molécula. Aunque los productos generados presentan importantes retos en su manejo, como
son la degradacion de productos de ruptura oxidativa por desproporcién, y la compleja

separacion de la mezcla diastereomérica de epoxidos.

Por medio de modelado y acoplamiento molecular fue posible estimar la inhibicién de diversos
analogos de vitamina E sobre la enzima 5-LOX. De acuerdo con los resultados obtenidos se
tiene que los hibridos con esqueleto 2-aril-4-cromano (flavonas y flavanonas) poseen un bajo
potencial de inhibicibn enzimatica, mientras que los hibridos con esqueleto 2-
bencilidénbenzofuran-3-ona (auronas) con baja o nula sustitucion, poseen potencial como
inhibidores de 5-LOX.
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8.2. PERSPECTIVAS

Emplear las metodologias semi-sintéticas cuya aplicacion exitosa ha sido corroborada en el
presente trabajo con la finalidad de obtener analogos de tipo aurona y 3-aril-cumarina
prenilados.

Explorar la utilizacion de una columna quiral para llevar a cabo el aislamiento de los diferentes
diastereoisdmeros monoepoxidados en la cadena lateral y posteriormente realizar la apertura
del epoxido.

Realizar el ensayo de actividad inhibitoria sobre 5-LOX para cada uno de los nuevos derivados
obtenidos en conjunto con bioensayos que brinden informacion de su potencial en el

tratamiento de enfermedades relacionadas con la inflamacion.
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Anexo 1. Espectros de RMN-'H de compuestos obtenidos.
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Figura Al.1. Espectro de RMN-'H (CDCls, 400 MHZz) del O-acetil-3-tocoferol (18).
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Figura Al1.2. Espectro de RMN-"H (CDCl3, 400 MHz) de 5-formil-3-tocoferol (20).

143



ANEXOS

)]

o n muwmnmmo < o
o RERE R NS
— NINNNNO NN
[ SN Lol

T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura A1.3. Espectro de RMN-'H (CDCls;, 400 MHz) del tosilato de 5-formil-5-tocoferol

(22).
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Figura Al.4. Espectro de RMN-"H (CDCl3, 400 MHz) del tosilato de 5-(1-hidroxietil)-o-
tocoferol (23).
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Figura Al1.6. Espectro de RMN-'H (CDCls, 400 MHz) de la 6-O-tosil-5-tocoferol-3,4,5-
trimetoxi-retro-chalcona (3).

145



ANEXO

,3.89
\3.87
—2.38
—217

w & & ua
i M Q e -
[a\] m — — N
T T T T T T T T T

76 75 74 73 72 71 7.0 69 68 67

f1 (ppm)

o8 F
3.09=
3.61=

7.96
7.93
7.81
7.77

/7

T

5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura Al.7. Espectro de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) la 6-O-tosil-5-tocoferol-3,4,5-

trimetoxi-chalcona (1).
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Figura A1.8. Espectro de RMN-"H (CDCl3, 400 MHz) de la &-tocoferol-3,4,5-trimetoxi-retro-

chalcona (4).
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Figura A1.10. Espectro de RMN-'H (An-dgs, 400 MHz) de la 6'-O-tosil-5-tocoferol-3-fluoro-4-
metoxi-retro-chalcona (31).
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Figura Al1.11. Espectro de RMN-'H (An-dg, 400 MHz) de la 6’-O-tosil-3-tocoferol-3-fluoro-4-
metoxi-chalcona (41).
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Figura A1.12. Espectro de RMN-"H (An-ds, 400 MHz) de la 6-O-tosil-5-tocoferol-4-fluoro-
chalcona (39).
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Figura A1.13. Espectro de RMN-'H (An-dg, 400 MHz) de la 6’-O-tosil-6-tocotrienol-3, 4, 5-
trimetoxi-chalcona (1).
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Figura Al.14. Espectro de RMN-"H (An-ds, 400 MHz) de la 6’-O-tosil-5-tocotrienol-3-fluoro-

4-metoxi-chalcona (45).
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Figura A1.15. Espectro de RMN-"H (An-ds, 400 MHz) de la 6’-O-tosil-3-tocotrienol-4-fluoro-

chalcona (43).
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Figura Al1.16. Espectro de RMN-'H (An-ds, 400 MHz) de la §-tocoferol-3-fluoro-4-metoxi-

flavanona (50).
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Figura Al1.17. Espectro de RMN-'H en (CDCl3, 400 MHz) del compuesto obtenido por medio de
la condensacion del derivado m-bromoacetofenona con benzaldehido en medio basico,
derivado tipo aurona (60).
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Figura A1.18. Espectro de RMN-'H en (CDCls;, 400 MHz) del epéxido de chalcona (61)
sintetizado por condensacion de Darzens.

151



ANEXO

L L B B
320 315 3.0
f1 (ppm)

| ‘ ol L

T T T T T T T T T T T T T T T T
4.5 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 o0.!
f1 (ppm)

Figura A1.19. Espectro de RMN-'H en (CDCls, 400 MH2z) del producto producto secundario
(62) de la condensacién de 2-bromo-2’-hidroxiacetofenona con benzaldehido
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Figura A1.20. Espectro de RMN-"H del derivado 3-acetilcumarina-tocoferol (63)
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Figura A1.21. Espectro de RMN-"H del producto (64) del tratamiento de 5-formil-tocoferol
con piperidina.

'z X iy
o [} —
— N Il
T T T T T T T T T T T T T
80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68
f1 (ppm)
\y JI | J 11. J‘—‘AL_J L“-%
N A
g8 m = 8
-~ Il —
T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 . X :

4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura Al1.22. Espectro de RMN-1H de la 3-fenilcumarina (65) obtenida por condensacion
utilizando DCC.
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Figura A1.23. Espectro de RMN-'H (CDCl3, 400 MHz) de la mezcla de epoxidos.
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Figura Al1.24. Espectro de RMN-'H (CDCl3, 400 MHz) del monoepéxido mezcla 1.
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Figura A1.25. Espectro de RMN-"H (CDCls, 400 MHZz) del monoepéxido mezcla 2.
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Figura A1.26. Espectro de RMN-'H (CDCl3, 400 MHz) del biepéxido mezcla 1.
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Figura A1.27. Espectro de RMN-"H (CDCl3, 400 MHz) del biepéxido mezcla 2.
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Figura A1.28. Espectro de RMN-"H (CDCls, 400 MHz) de la mezcla de monoepoéxidos de 8-
tocotrienol.
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Figura A1.29. Espectro de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) de la mezcla de glicoles de §-

tocotrienol.
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Figura A1.30. Espectro de RMN-"H (CDCl;, 400 MHz) del derivado de escicion de 8-
tocotrienol de mayor longitud (67).
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Figura A1.31. Espectro de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) del derivado de escicién de &-

tocotrienol de longitud media (68).
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Figura A1.32. Espectro de RMN-"H (CDCl;, 400 MHz) del derivado de escicion de 8-

tocotrienol de menor longitud (69).
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Anexo 2. Datos del modelo de regresion lineal.

Tabla A2.1. Cuadro resumen del modelo lineal

Modelo

Residuos

Coeficientes

Error estandar residual
R? multiple
R? ajustada

Estadistico F

Im(férmula = DB_dock$Vscore ~ DB_dock$plC50)

Min 1Q Mediana 3Q Max
-0.93288 -0.23042 0.00418 0.20056 1.86894
Estimado  Error estadndar  Valor t PC|t])
Intercepto -0.43033 0.49845 -0.863 0.389
Pendiente  -1.00146 0.06649 -15.061  <2e-2-16***

0.4162 en 148 grados de libertad

0.6052

0.6025

226.8 en 1y 148 DF, valor p: < 2.2e-16

Cadigo de significancia: 0 *** 0.001 “** 0.01 * 0.05°.” 0.1’ 1

o
w0

)
w0

B_dock$Vscore
80 .75 .7

D
5

80 -8

D8_dock$plC50

Figura A2.1. Curva de regresion lineal
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Residuals

Figura A2.2. Grafico de residuales vs valores ajustados para el modelo lineal
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Figura A2.3. Gréfico Q-Q del modelo de regresion lineal
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Anexo 3. Interacciones de compuestos con prediccion de actividad relevate.
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Figura A3.1. Interacciones del &cido garcinoico (6-AG) con 5-LOX.
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Figura A3.3. Interacciones del compuesto 3F4MeOdT3Chalc (48) con 5-LOX
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Figura A3.4. Interacciones del compuesto 4CIdT3Aurona (116) con 5-LOX
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Figura A3.5. Interacciones del compuesto 4FdT3Aurona (115) con 5-LOX
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Figura A3.6. Interacciones del compuesto dT3Aurona (60) con 5-LOX
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Figura A3.7. Interacciones de compuestos con menor concentracion inhibitoria calculada con
residuos en el sitio de unidn alostérico de 5-LOX.
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Anexo 4. Estructuras de compuestos empleados para acoplamiento molecular.

Tabla A4.1. Conjunto de entrenamiento para modelo por acoplamiento molecular.

Clave IC50 Estructura
nM
(Error)
4R8RaKY463 | 1458
(112)
4R8RaT 1722
(166)
4R8SbT 754
(154)
4S8RgT 914
(145)
4S8SdT 305
(95)
aKy427 1180
(104)
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aTE13diOH | 106
(a-AC) (29)
bKY382 (KA- | 211
319) (11)
bKY410 (KA- | 470
320) (14)
bKY414 1490

(86)
bTE13diOH | 91
(b-AC) (15)
dKY69 (KA- | 80
91) (25)
dTE13COOH | 57 (9)
(d-AG)
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dTE13diOH | 148
(d-AC) (35)
gTE13diOH | 110
(9-AC) )

Tabla A4.2. Conjunto de prueba para modelo por acoplamiento molecular.

Clave IC50 Estructura
nM
(Error)
a-AG 401
(78)
b-AG 154
(38)
g-AG 303
(99)
a-T3 332
(79)
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b-T3 186
(31)
d-T3 167
(97)
g-T3 197
(56)
5-formyl-d- 172
AC
a-CDMD-en 438
(67)
a-deoxyAC 106
11)
d-CDMD-en 472
(143)
d-deoxyAC 147
(54)
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dz-AG 182
(47)
dZ-deoxyAC 137
9)
A97 174
(39)
Al101 171
™
KA-321 625
(127)
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derivados tipo 3-fenil-cumarina

derivados tipo aurona derivados tipo retrochalcona derivados tipo chalcona

WOH

(R) C2Hs0 = \rﬁ
OH

o= T
CigHaz = \‘y{/\/\/\/\/\)\

CqgHo7 = = = =

derivados simples

CigH50, = = = =

Figura A4.1. Estructuras base de compuestos utilizados para prediccién de actividad por

medio de acoplamiento molecular
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Flavanona R C2 R Rs Ra
70R CiHzz R H H H Cumarina R1 R2 Rs Ra
70S CiHsz S H H 65 CieHas H H H
71R CiHss R H H 77 CieHas H F H
718 CieHss S H H 78 CieHas F MeO H
50R CieHas R F MeO H 79 Ci6Has MeO MeO MeO
50S CieHas S F MeO H 80 CieH27 H H H
72R CiHiz R MeO MeO MeO 81 CieHz7 H F H
72S CieHas S MeO MeO MeO 82 CieH27 F MeO H
73R CieHzz R H H 83 CieHzz  MeO MeO MeO
73S CiHzr S H H H 84 CisHosO2,  H H H
74R CiHz R H H 85 CieH2s0,  H F H
74S CiHar S H H 86 Ci6H2502 F MeO H
75R CiHz R F MeO H 87 CieHzs02 MeO MeO MeO
75S CiHa2z S F MeO H
76R CiHz R MeO MeO MeO
76S CiHz S MeO MeO MeO
Aurona R1 Rz
60 Ci6Has H
chalcona retrochalcona  flavona R1 R2 R3 R4 110 CieHas F
88 94 58 CieHas H H H 111 Ci6Has cl
40 30 100 Ci6Hss H F H 112 CieHss HO
42 32 56 CasHss F MeO H 113 CiHss  MeO
2 4 101 CieHas MeO MeO MeO 114 CieH27 H
44 34 102 CiH27 H H H 115 CieH27 F
46 36 103 CieH27 H F H 116 CieH27 cl
48 38 104 CieHar F MeO H 117 CieHzr  HO
89 95 105 CieHo7 MeO MeO MeO 118 CieH27 MeO
90 96 106 CiHzs0,  H H 119 CiHsO2 H
91 97 107 CiHzs0,  H F 120 CiHsO2  F
92 98 108 CpHsO» F  MeO H 121 CiHs0,  Cl
93 99 109 CieHzO2 MeO MeO MeO 122 CieHzs0, HO
123 CieH2s02  MeO
Derivados R, R>
simples
24 CieHss Ac
23R CiHss  (R) C2HsO
23S CieHas3 (S) C2Hs0
28 CieH27 Ac
27R CiHo7 (R) C2HsO
27S CieH27 (S) C2HsO
124 Ci6H2502 Ac

125R CisHzs02  (R) CoHsO
1258 CieH2s02  (S) CoHsO

Figura A4.2. Cuadros con asignacion de claves de acuerdo con la estructura base y
sustitucion de los compuestos utilizados para el acoplamiento molecular
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