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1. Resumen

El cancer ha cobrado gran importancia en los tltimos afios como una de las principales causas
de muerte a nivel mundial, segiin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Se trata de
una enfermedad multifactorial caracterizada por el crecimiento y diseminacién incontrolada
de células. Uno de los posibles factores que participan en la aparicion de este padecimiento
es el estrés oxidante. Numerosos estudios han demostrado que los radicales libres tienen
implicacién directa en una gran variedad de padecimientos en el hombre, como el céncer.
Por lo anterior, es importante encontrar o desarrollar agentes que sean utiles para
contrarrestar los efectos de los radicales libres y es deseable que posean otros efectos
farmacoldgicos relevantes.

En el diseno de farmacos, una de las estrategias para la obtencién de nuevos compuestos
bioactivos es la generacion de compuestos hibridos; estos consisten en la unién de dos
nucleos con actividades bioldgicas por separado y, se espera, que los nuevos compuestos
presenten los mismos efectos biolégicos o se potencien. A este tipo de sustancias se les
denomina ‘“hibridos” o “agentes duales”. En el presente trabajo, se reporta la sintesis y
evaluacion bioldgica (citotéxica y antioxidante), de una serie de hibridos de cumarina y 4cido
cindmico.

La sintesis se realiz6 mediante la preparacion de la 3-acetilcumarina (3-AC), a través de la
condensacion de Knoevenagel. Después, la 3-AC se hizo reaccionar con distintos aldehidos
aromadticos, en presencia de cantidades cataliticas de piperidina y empleando radiacién de
microondas como fuente de energia. Lo anterior permitié6 obtener una primera serie de
diferentes cumarinilchalconas (la-d), posteriormente, y con la finalidad de explorar la
importancia de la regién de la cetona o,B-insaturada en las relaciones estructura-actividad,
las cumarinilchalconas se modificaron mediante la introduccién de un anillo dihidropirazol,
haciendo reaccionar a los hibridos de la serie 1 (1a-d) con hidrato de hidracina y medio basico
en un reactor de microondas para obtener la segunda serie de hibridos (2a-d). Todos los
compuestos fueron caracterizados estructuralmente mediante el andlisis de sus espectros de
IR, RMN 'H, 3C y espectrometria de masas. También se realizaron las evaluaciones de
citotoxicidad sobre cinco lineas celulares con el ensayo de MTT, y de actividad antioxidante
mediante los ensayos de decoloraciéon de DPPH y ABTS.

En los resultados de la sintesis, los rendimientos en la formacion de los hibridos de la serie 1
fueron bajos (19-65%); mientras que la serie 2 del anillo pirazol, los rendimientos mejoraron
bastante (47-90%). No obstante, los tiempos de reaccion fueron sensiblemente menores
(minutos), que los reportados en la literatura. En lo que respecta a las evaluaciones bioldgicas,
los derivados de la serie 2 fueron las moléculas que presentaron moderada actividad
antioxidante, mientras que la serie 1, presenté mejor actividad citotéxica, sobresaliendo el
compuesto 1d, en las cinco lineas celulares, con valores de 7.65 (SW620), 3.72 (HeLa), 23.57
(SKLU-1), 53.65 (MDA MB 231) y 8.64 (K562) uM.



2. Introduccion

Los productos naturales han jugado un papel muy importante en el combate de enfermedades
y también son la fuente méds abundante de moléculas empleadas en la terapéutica actual o en
la obtencion de nucleos base para la modificacién o disefio de nuevas moléculas bioactivas.
Con el avance de las nuevas tecnologias para el descubrimiento de farmacos tales como el
disefio racional de farmacos, la quimica combinatoria y el cribado de alto rendimiento; los
productos naturales siguen siendo un elemento esencial en el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos.

En México y a nivel mundial, cada vez son més recurrentes los casos de cancer, llegando a
ocupar un lugar importante entre los principales casos de muerte en la poblacion, por lo que
es importante averiguar las causas de este mal, asi como distintos medios para combatirlo.
Uno de los principales factores que hoy en dia se reconocen como agente causal en esta
enfermedad son los radicales libres (RL). Los RL han tomado un rol muy importante en el
campo de la biologia por su implicaciéon en distintas enfermedades de tipo crénico-
degenerativas. Entre estas enfermedades estdn, neurodegenerativas, sindrome metabdlico,
complicaciones de la diabetes, tuberculosis, cédncer, entre otras. Estos padecimientos
requieren de un arsenal de medicamentos de distinta clase para su mitigacién o tratamiento.
El enfoque clésico en el desarrollo de farmacos contra estos padecimientos nos dice que “un
compuesto-un blanco”, pero hoy en dia resulta poco rentable para enfrentar a estas
enfermedades cronico-degenerativas e infecciosas. Para atacar estos males se utilizan varios
medicamentos y muchas veces termina siendo perjudicial, ya que el paciente termina por
abandonar su medicacion, ya sea por el excesivo nimero de medicamentos a consumir, por
la presencia de efectos indeseables propios de los farmacos administrados o por las
interacciones que estos compuestos pueden tener.

Por este motivo, la formulaciéon de dos o mds sustancias activas en una sola presentacion
farmacéutica mejora el desempefio de dichos tratamientos. Mejor atn, el disefio de una sola
sustancia que pueda contener los grupos farmacé6foros de varios compuestos con multiples
efectos bioldgicos es deseable. A estos compuestos se les denomina “fadrmacos
multifuncionales o formacos hibridos.! 2

En nuestro esfuerzo por encontrar nuevas moléculas multifuncionales, se propone en este
proyecto de servicio social el disefio y la sintesis de compuestos hibridos a partir de una
asociacion molecular de los nucleos de la cumarina y derivados del 4cido cindmico, para
formar nuevos compuestos lideres que sea mads efectivos que sus precursores como
citotéxicos, antiinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos.



3. Antecedentes
3.1. Cancer

El término céncer engloba a mds de 100 diferentes tipos de enfermedad que tienen como
caracteristica principal el rdpido y desordenado crecimiento de células anormales. Por
tratarse de un padecimiento crénico-degenerativo, su incidencia y tasa de mortalidad se
incrementan con la edad.! Se trata de uno de los principales problemas de salud piiblica y la
segunda causa de muerte a nivel mundial.

En México, el cancer es la tercera causa de muerte. Se ha reportado que por esta enfermedad
fallecen 14 de cada 100 mexicanos, quienes la padecen cuentan con una baja esperanza de
vida y la prevalencia de este mal aumenta dia con dia. Este es un serio problema y un gran
desafio para la medicina moderna por su diagndstico especifico, seguido de la efectividad del
tratamiento.

En hombres, los principales tipos de cdncer que padecen son en orden descendente; prostata,
pulmon, bronquios, colon, recto y vejiga. En mujeres, la mds alta prevalencia se encuentra
en cdnceres de seno, pulmén, bronquios, colon, recto, uterino y tiroideo.® En nifios, los
padecimientos neopldsicos que se presentan con mayor frecuencia son los relacionados con
la sangre y con el cerebro.*

En general, el cancer interrumpe las relaciones celulares y provoca la disfuncién de los genes
vitales. Esta alteracién es dafiina en el ciclo celular y conduce a una proliferacién anormal.®’
Los protooncogenes son responsables de la division celular y el crecimiento en condiciones
normales, pero se convierten en oncogenes durante la mutacion genética, que son los mas
peligrosos para la existencia celular.® Ademds, la falta de genes supresores de tumores
desencadena una division celular no controlada. Normalmente, los genes de reparacion se
traducen en proteinas o enzimas que tienen propiedades de reparacion.’

El proceso carcinogénico se desencadena de manera inicial, por una serie de mutaciones en
genes que cambian el funcionamiento de la célula. Algunos productos quimicos que tienen
un importante rol formando dichas mutaciones en los genes y células cancerigenas son los
RL. Estos compuestos causan diferentes tipos de cambios quimicos en el ADN, por lo que
podrian ser mutagénicos y estar involucrados en la etiologia del cancer. Las células
cancerosas en particular, en comparacion con las células normales, tienen niveles mas altos
de especies reactivas de oxigeno (EROS) y son mas susceptibles a la disfuncién mitocondrial
debido a su mayor tasa metabdlica. Las células cancerosas muestran niveles elevados de
estrés oxidativo debido a la activacién de oncogenes y la pérdida de supresores de tumores.
Las EROS, al alterar las sefiales de crecimiento y la expresion génica, causan la proliferacién
continua de células cancerosas, ademds pueden danar el ADN al inducir modificaciones de
la base, deleciones, roturas de la hebra, reordenamientos cromosémicos ademads de hiper-e
hipo-metilacién del ADN.’

3.2. Estrés oxidativo

Se define al estrés oxidativo (EO) como la ausencia en el balance entre la ocurrencia o
aparicion de especies reactivas de oxigeno (EROS) y nitr6geno (ERNS) en los organismos,
y la pérdida de la capacidad para contrarrestar su accion mediante los sistemas de proteccion
antioxidante internos. Es decir, el EO se da por una disminucién en la capacidad protectora
de los sistemas endogenos para luchar contra la oxidacion hacia las biomoléculas importantes



como lipidos, proteinas o dcidos nucleicos. Los RL en el estrés oxidativo se han confirmado
como contribuyentes en la patogénesis de muchos problemas de salud crénica como
condiciones neurodegenerativas, enfisema, enfermedades cardiovasculares, cataratas y
cancer.!”

Los RL representan especies quimicas reactivas que poseen un electrén desapareado en su
orbital mds externo y son capaces de tener una existencia independiente. Algunos ejemplos
de estos son el siper oxido (02™), radical hidroxilo (HO") y radical peroxilo (ROO").

Se pueden producir a partir de fuentes endégenas o exdgenas, las fuentes endégenas de estas
especies incluyen diferentes 6rganos celulares, como mitocondrias, peroxisomas y reticulo
endopldsmico, donde el consumo de oxigeno es alto y las fuentes exdgenas pueden venir de
malos hdbitos de alimentacién o estilo de vida.!!

3.3. Antioxidantes

Un antioxidante es una especie quimica capaz de evitar la oxidacién de otras especies
quimicas, previniendo el dano que los RL pueden causar en otras moléculas.

El cuerpo humano tiene sus propios mecanismos de defensa para contrarrestar los altos
niveles de EROS y ERNS. Estos contienen antioxidantes tanto enziméticos como no
enzimaticos (antioxidantes enddgenos). Algunos de los enzimaticos son la superdéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Por su parte, los no enzimaticos como el glutation,
vitamina C, B-caroteno y selenio, est4n presentes en el organismo.'?

En la actualidad existen una gran variedad de antioxidantes exdgenos, pueden ser de origen
natural o sintético, que se utilizan en la terapéutica actual como el resveratrol. Aunque estos
antioxidantes presentan algunos inconvenientes, los estudios in vitro han mostrado que son
excelentes inhibidores de los RL. No obstante, su capacidad de atraparlos en células o tejidos
es muy baja comparada con las enzimas antioxidantes endégenas.

Estos antioxidantes exégenos de origen natural, como las polihidroxiflavonas, flavononas,
flavonoles, isoflavonas, chalconas, entre otros mas; pueden ser encontrados en plantas. Por
tanto, las caracteristicas antioxidantes de los materiales derivados de las plantas se pueden
atribuir a su contenido de polifenoles. Ademds de estos, existen antioxidantes sintéticos,
como el butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), galato de propilo y
terbutilhidroquinona. A pesar de ser excelentes antioxidantes, se ha demostrado que el BHT
y el BHA, conllevan a problemas de salud importantes, como dafios en el higado y
carcinogénesis.'?

3.4. Los productos naturales en el descubrimiento de nuevos farmacos

Por miles de afios, la humanidad ha confiado en la naturaleza para cubrir sus necesidades
basicas de alimentacién y de salud. En particular, las plantas medicinales han representado
la base de sus sistemas de salud tradicionales, con registros muy antiguos, en ellos se detalla
el uso de distintas especies vegetales para el tratamiento de varias enfermedades. Pero no
solo los preparados obtenidos de las plantas resultan utiles en la terapéutica, también los
compuestos obtenidos por modificacion de los metabolitos aislados de ellas son apreciados,
no solo por sus efectos bioldgicos, sino también porque representan excelentes niicleos base
para la obtencion de moléculas con mejores perfiles farmacocinéticos, farmacodindmicos y
toxicolégicos. '



En el disefio de nuevas moléculas con actividad terapéutica, se presta especial atencion al
grupo de los compuestos heterociclicos. La presencia de estos sistemas en una gran variedad
de derivados biologicamente activos da cuenta de su importancia. Entre los nicleos mds
cominmente observados destacan aquellos que en su estructura poseen uno o dos atomos de
nitrégeno, oxigeno y azufre.!> Los productos naturales son una fuente de estas estructuras
quimicas novedosas, a partir de ellos se han obtenido muchas estructuras quimicas que se
utilizan como moléculas “lideres”. Estas moléculas poseen caracteristicas estructurales que
son dificiles de obtener por sintesis, tales como sistemas de anillos fusionados o centros
quirales. De lo anterior, muchas revisiones bibliogréficas han dado cuenta y han enfatizado
la importancia de los productos naturales en el proceso para el descubrimiento de nuevos
firmacos.'®

3.5. Cumarinas: su importancia en el desarrollo de nuevos farmacos

Las cumarinas, también conocidas como 2H-1-benzopiran-2-onas (Figura 1), pertenecen a la
familia de los fenoles y forman parte de un grupo selecto de moléculas de origen natural que
poseen caracteristicas muy interesantes desde los puntos de vista terapéutico y estructural,
que pueden servir de base para el disefio de nuevas moléculas con actividad farmacoldgica.
Representan una familia de compuestos con una gama de actividad bioldgica muy
interesante, dentro de estas destacan los efectos antiinflamatorios, antioxidantes,
anticancerigenos, antivirales, neuroprotectores, antimicrobianos y anticoagulantes. '’
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Figura 1. Nicleo 2H-1-Benzopiran-2-ona o cumarina.

Esta relevancia bioldgica inherente de las cumarinas ha atraido la atencién de muchos
investigadores en la busqueda de nuevas moléculas activas utilizando el nicleo 2H-1-
benzopiran-2-ona como molécula lider. Como estas moléculas no se aislan en cantidades
suficientes a partir de fuentes naturales, se ha optado por obtenerlas a través de sintesis
quimica. Entre los métodos de obtencion destacan: la condensacidon de Pechmann, la reaccion
de Perkin y de Wittin, asi como la condensaciéon de Knoevenagel, entre otras, para poder
disponer de cantidades suficientes para posteriores modificaciones estructurales. '8

3.6. Acido cindmico y sus derivados

Por su parte, el d4cido cindmico (Figura 2) es un compuesto ampliamente distribuido en la
naturaleza, es un acido acrilico sustituido por un grupo fenilo en posicién 3. Este dcido y sus
derivados polihidroxilados (los 4cidos cafeico, sindpico y ferulico) se les encuentran en el
café, las manzanas, frutas citricas, los prop6leos y el vino, entre otras.

En afios recientes, los derivados del 4cido trans-cindmico han sido de gran interés debido a
sus efectos bioldgicos que incluyen actividades anticancerosa, antioxidante, antimicrobiana
y antiparasitaria.'” Recientemente se demostré que los dcidos cafeico y fertlico inhiben a las
enzimas 5 y 12-lipooxigenasas, lo cual podria ser de utilidad para tratar el asma bronquial.
Por esto mismo se han sintetizado diversos compuestos hibridos que contienen el grupo



farmacofdrico cinamoil en su estructura y se ha observado una mejora significativa en su
actividad citotéxica, antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante.?*?!
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Figura 2. Acido cindmico.

3.7. Hibridos como estrategia para el disefio de farmacos

Dentro de las metodologias para la sintesis rdpida de nuevos farmacos y el desarrollo de
andlogos empleando productos naturales o sintéticos, destaca la preparacion de compuestos
hibridos. La hibridacién molecular es una estrategia de disefio racional de nuevos ligandos o
prototipos basados en el reconocimiento de las subunidades farmacoféricas de dos o mas
compuestos activos de los cuales derivard la nueva molécula, a través de una adecuada unién
de esas subunidades.?

Desde hace algunos afios, esta estrategia de hibridaciéon molecular ha surgido como un
enfoque novedoso porque involucra la unién de dos o mas farmacéforos en una sola
estructura base para desarrollar moléculas hibridas multifuncionales. En otras palabras, es
una modificacién molecular para obtener compuestos multi-ligandos con ventajas en sus
propiedades farmacocinéticas sobre la administracion concomitante de las moléculas de
donde proceden los farmacéforos. El término “multi-ligando” se aplica para farmacos que
reconocen mas de un receptor o blanco terapéutico.?

Estas nuevas moléculas tienen actividades biologicas multiples, un perfil selectivo
modificado, modos de acciéon diferentes o duales y/o reducidos efectos secundarios
indeseables, todo esto debido a la mezcla de los farmacéforos en una sola estructura. Una
vez evaluada, estas moléculas pueden ser optimizadas para mejorar sus perfiles
farmacocinéticos y su biodisponibilidad. Empleando esta estrategia, varios grupos de
investigacién han disefiado y sintetizado una gran variedad de moléculas hibridas.?* En la
naturaleza también existen ejemplos de hibridos exitosos, tal es el caso de la vinblastina, un
indol-alcaloide dimérico constituido por la catarantina y la vindolina. Ambos compuestos por
si solos presentan un efecto citotoxico débil, una vez juntos en la vinblastina se obtiene un
compuesto con una alta actividad citotéxica.?> La hibridacién o acoplamiento de diversas
cumarinas con otros niicleos como el resveratrol, chalconas, triazoles, pirazolinas o el 4cido
a-lipéico han producido nuevas moléculas con efectos biol6gicos importantes como
vasorelajantes, inhibidores de la MAO-B (monoaminooxidasa B), antimicrobianos,
antioxidantes y antiinflamatorios, entre otras actividades. Por lo tanto, el enfoque de la
hibridacion molecular juega un papel muy importante en el desarrollo de nuevas moléculas
para tratar enfermedades multifactoriales.
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3.8. Disefio de los hibridos de cumarina y derivados del 4cido cindmico

Como ya se menciond, el nicleo cumarina provee un farmacéforo importante por sus
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, citotéxicas y antiinflamatorias. Por su parte la
porcién de los derivados de tipo cinamoil proveen propiedades antimicrobianas,
antiprotozoarias, antioxidantes y antiinflamatorias. Los compuestos hibridos resultantes
podrian poseer mejores efectos antiinflamatorios, antioxidantes, antimicrobianos y
citotoxicos que sus precursores.

De lo anterior, en este trabajo se propuso la sintesis de dos series de compuestos hibridos. En
la primera serie (Figura 3) se obtendran los hibridos de la cumarina con derivados del 4cido
cinamico, el sistema carbonilo a,B-insaturado permanecerd inalterado y se observara el efecto
de los sustituyentes en el anillo aromético en la actividad biol6gica a evaluar. Mientras que
en la segunda serie (Figura 4) se estudiara el efecto de modificar el carbonilo a,f -insaturado,
con la formacién de un pirazol, el cual ha mostrado actividades antiinflamatorias, analgésicas
y antipiréticas cuando se encuentra presente en algunas moléculas.?

Figura 3. Hibridos de cumarina con derivados del acido cindmico propuestos, con el sistema carbonilo o,B-
insaturado inalterado.

N—NH

Figura 4. Hibridos de cumarina con derivados del 4cido cindmico propuestos, con el carbonilo o, -insaturado
sustituido por un pirazol.

4. Planteamiento del problema y objetivos

4.1. Planteamiento del problema

Considerando la necesidad de contar con agentes terapéuticos eficaces contra
enfermedades de importancia en México y en el mundo, es necesario realizar investigacion
basica que permita obtener moléculas con amplio potencial terapéutico empleando enfoques
novedosos como la generaciéon de compuestos hibridos.
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4.2. Objetivo general

Sintetizar y evaluar el efecto antioxidante y citotoxico de dos series de hibridos de cumarina
y derivados del 4cido cindmico.

4.3. Objetivos especificos

e Sintetizar una primera serie (la-d) de hibridos de cumarina y derivados de acido
cindmico con sustituciones en el anillo aromadtico del 4cido con grupos metoxilo,
empleando microondas como fuente de energia.

e Sintetizar una segunda serie de hibridos (2a-d) de cumarina y derivados de 4cido
cindmico con las mismas sustituciones en el anillo aromadtico, pero introduciendo un
anillo dihidropirazol en el sistema del carbonilo o,B-insaturado, empleando
microondas como fuente de energia.

e Caracterizar la estructura de los compuestos obtenidos mediante métodos
espectroscopicos y espectrométricos (resonancia magnética nuclear, espectroscopia
de infrarrojo y espectrometria de masas).

e Evaluar la citotoxicidad sobre seis lineas celulares, empleando el método de MTT.

e Evaluar el efecto antioxidante en las dos pruebas de decoloraciéon (DPPH y ABTS™)
de las dos series de hibridos.

5. Metodologia

La sintesis y purificacion de las dos series de hibridos, asi como sus intermediarios, se realizo
en el laboratorio de Sintesis y aislamiento de sustancias bioactivas (N-015) de la Unidad
Interdisciplinaria de Docencia, Investigacién y Servicios (UIDIS) de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco. De igual forma, se realizaron los estudios de
citotoxicidad y efecto antioxidante.

Equipos y reactivos

Para la sintesis de los compuestos se utilizaron materias primas comerciales de la marca
Sigma-Aldrich (acetoacetato de etilo, piperidina, hidrato de hidracina, benzaldehido,
salicilaldehido, 4-metoxibenzaldehido, 3,4-dimetoxibenzaldehido, 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido) y disolventes grado analitico de las marcas J.T. Baker (etanol
absoluto, acetato de etilo). Las reacciones se llevaron a cabo en un reactor Monowave 300
de la marca Anton Paar que utiliza microondas como fuente de energia. El monitoreo del
avance de las reacciones se realiz6 mediante cromatografia en capa fina (CCF) en placas de
silica gel Fas4 de la marca Millipore; para el revelado de las placas se utiliz6 una lampara de
UV Entela modelo UVGL-25. La purificacién de los compuestos se realiz6 mediante
cristalizacion simple utilizando etanol absoluto. Los puntos de fusién se determinaron con
un equipo Melting Point M-565 de la marca Biichi.

Las estructuras de los compuestos se establecieron mediante espectroscopia infrarroja,
utilizando un espectrofotémetro infrarrojo con transformada de Fourier marca Perkin Elmer,
modelo FT-IR Spectrum RX, en pastilla de KBr y reportando sefiales en cm™'. Ademds, se
usé Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno y carbono (RMN 'H y '3C) utilizando un
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equipo de 600 MHz marca Varian, tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y CDCl3
como disolvente. Para las pruebas de actividad antioxidante y citotoxicidad se us6 un equipo
Synergy 2 Lector de microplacas multimodo BioTek (BioTek, Winooski, VT, USA).

5.1. Sintesis
5.1.1. Sintesis de 3-acetilcumarina (3-AC)

La 3-AC, se sintetiz0 mediante una reacciéon de condensacién entre 1 equivalente de
salicilaldehido y 1.2 equivalentes de acetoacetato de etilo en presencia de piperidina (Figura
5).

En un matraz bola se colocaron 10 mmol de salicilaldehido y 12 mmol de acetoacetato de
etilo en presencia de etanol absoluto utilizando 500 pL de piperidina sobre un bafio de hielo
y en agitacion. Al cabo de 20 a 25 minutos, se obtuvo un precipitado de color amarillo, este
se filtré y se recristalizé en etanol absoluto; la reaccién se monitoreo por cromatografia en
capa fina.

0
0 o ()
N N
P P .
O/\ Agitacion
OH o} o)

Figura 5. Sintesis de 3-acetilcumarina (3-AC).

5.1.2. Sintesis de la serie uno (1la-d) de los hibridos de cumarina

Las cumarinilchalconas fueron sintetizadas a partir de la condensacién entre la 3-AC y el
correspondiente aldehido aromadtico sustituido (Figura 6).

En un tubo cénico de vidrio de 30 mL para reactor de microondas provisto con una barra
magnética, se pusieron a reaccionar 1 mmol de 3-AC con 1.2 mmoles del respectivo aldehido
aromdtico sustituido, en presencia de piperidina y 5 mL de etanol como disolvente. Las
reacciones se realizaron en tres ciclos de 5 minutos cada uno a 100 °C de temperatura y una
velocidad de agitacion de 600 rpm. Enseguida, se enfriaron a temperatura ambiente y se
dejaron reposar en bafio de hielo hasta que se obtuvieron precipitados. Estos se filtraron y se
recristalizaron con etanol absoluto.
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Figura 6. Sintesis de la serie 1 (1a-d) de cumarinilchalconas.

Tabla 1. Grupos sustituyentes de cumarinilchalconas

1a Ri: H; R2: H; Rs: H.
1b R:: H; Ry: OCHs; Rs: H.
1c R;: OCH3; Ry: OCH3; Ris: H.

1d Rli OCH3; Rz: OCH3; R3Z OCH3

5.1.3. Sintesis de la serie dos de hibridos (2a-d)

Los compuestos de la serie dos fueron el resultado de la introduccién de un anillo
dihidropirazol, aprovechando Ila reactividad del sistema o,B-insaturado de las
cumarinilchalconas de la serie uno (Figura 7). La reaccion se realiz6 en un reactor Monowave
300 de Anton Paar, en tubos cénicos de 30 mL provistos con una barra magnética. Se
pusieron a reaccionar 1 mmol del hibrido correspondiente con 1.2 mmoles del hidrato de
hidracina en presencia de 5 mL de etanol como disolvente. Se usaron tres ciclos para el caso
de 2a, ¢ y d. En el caso de 2b, fueron solo 2 ciclos. Para a, ¢ y d, el primer ciclo fue de 15
minutos con una temperatura maxima de 160 °C a 400 rpm; posteriormente siguieron 2 ciclos
de cinco minutos cada uno con una temperatura méxima de 120 °C con la misma agitacion.
Por su parte el hibrido 2b solo necesitdé dos ciclos, el primero de 15 minutos con una
temperatura maxima de 160 °C a 400 rpm, el segundo de 5 minutos con una temperatura
maxima de 120 °C y la misma velocidad de agitacion. Una vez terminada la sintesis, los tubos
de reaccion se dejaron reposar hasta obtener un precipitado, el cual se filtré y recristaliz6 en
etanol absoluto hasta su purificacion.

Figura 7. Sintesis de cumarinildihidropirazoles.
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Tabla 2. Grupos sustituyentes de cumarinildihidropirazoles

2a Ri: H, R2: H, R3: H.
2b Rli H, Rz: OCH3, R3I H.
2c R;: OCH3, Ry: OCH3, R;: H.

2d Rli OCH3, Rzl OCH3, R3Z OCH3

5.2. Evaluacion de la actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante se realiz6 por los métodos de decoloracién de los
radicales DPPH: y ABTS-. Ambas son pruebas espectrofotométricas basadas en la pérdida
de color que ambos radicales tienen, una vez neutralizados se pierde esta coloracion y se
cuantifica en un espectrofotémetro.

5.2.1. Ensayo de decoloracién de radical DPPH

El ensayo de decoloracién del radical DPPH se realizé de acuerdo al método de Chanda?’
con algunas modificaciones. Se utilizaron 100 pL de los hibridos de ambas series a diferentes
concentraciones (1.95-500 pg/mL) con 100 pL de una solucion metandlica de DPPH (0.208
mM) en una placa de 96 pozos. Esta mezcla se dejo reposar durante 20 min en la oscuridad
y se ley6 en un lector ELISA a una longitud de onda de 517 nm. "

Se utilizé como control positivo al butilhidroxitolueno (BHT). Para ello, se realiz6 una curva
de calibracién (1.95-500 pug/mL).

5.2.2. Ensayo de decoloracion del cation radical ABTS

La preparacién del cation radical se lleva a cabo 16 horas previas al ensayo mezclando
cantidades iguales de dos soluciones, una de ABTS 7 mM y otra de persulfato de potasio a
2.45 mM manteniéndolo en la oscuridad.'® A esta solucién se le llamé, solucién Stock. El
dia del ensayo, la solucién de Stock se ajusta a una absorbancia de 0.8, esta solucién se le
denomina, solucién de trabajo.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 pL de los hibridos de prueba a diferentes
concentraciones (1.95-500 pg/mL) y 150 pL de la solucion de trabajo del radical ABTS* en
cada pocillo, dejando reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos en la oscuridad. La
placa se ley6 en un lector ELISA a una longitud de onda de 734 nm. "

Como control positivo se utiliz6 BHT, por lo que se realiz6 una curva de calibracién (1.95—
500 pg/mL).

Para ambas determinaciones, se calculé el porcentaje de atrapamiento de radicales con la
siguiente ecuacion:
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) Ac — Ap
% atrapamiento = — 100

Ac es la absorbancia del control negativo y Ap es la absorbancia del problema.

5.3. Evaluacidn de la citotoxicidad sobre lineas celulares de cancer
5.3.1. Ensayo MTT

La citotoxicidad se evaludé en seis lineas celulares de cancer: SW620 (colon), HelLa
(cervicouterino), SKLU-1 (pulmén), PC-3 (préstata), MDAMB231 (seno) y K562
(leucemia), con una modificacién del ensayo de MTT. Brevemente, cada una de las lineas
celulares se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 6x10° células/pozo que
contienen 20 mg/mL de fitohemaglutinina y las células de cada linea a 7x10° células/ pocillo
conteniendo 200 pL del medio correspondiente. Después de 24 h, las células se trataron con
diferentes concentraciones de los hibridos o el vehiculo, que se agregaron a cada pocillo en
un volumen de 50 plL, para dar un volumen total de 250 pL con la concentracién final
indicada. La viabilidad celular se determiné 48 h mas tarde, momento en el que se eliminé el
medio y se agregaron 20 pl. de MTT a una concentracion de 2.5 mg/mL (Sigma, St Louis,
MO, USA) en PBS pH 7.2. Después de 2 h, se afiadieron 0.2 mL. de DMSO a cada pocillo,
seguido de agitacion suave. La absorbancia se midi6 a 540 nm utilizando un lector de
microplacas multimodal (BioTek, Winooski, VT, USA). La cantidad de formazan detectada
es proporcional al nimero de células vivas, y la inhibicién del crecimiento celular se
determiné mediante la férmula:

1 — Abs de celulas tratadas
Inhibicién del crecimiento celular % = ( ) * (100)
Abs de celulas no tratadas

Los datos presentados son el resultado de tres experimentos independientes con seis
repeticiones cada uno. Los valores de concentracion inhibitoria para el 50% del crecimiento
celular (Clso) se determinaron a partir de curvas de inhibicién de concentracién / viabilidad
utilizando una regresién no lineal con el paquete de software OriginPRO 7.0, (OriginLab,
Northampton, MA, EE. UU.).

6. Resultados y discusiéon

Los compuestos sintetizados se obtuvieron en cantidad suficiente para la determinacion de
sus puntos de fusién y su caracterizacion por métodos espectroscépicos de IR, RMN vy
Espectrometria de masas, asi como su posterior evaluacion bioldgica en ensayos in vitro. En
la Tabla 3 y Tabla 4 se muestran los puntos de fusion obtenidos, asi como sus rendimientos
particular y global.
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6.1 Sintesis
6.1.1 Sintesis de la 3-acetilcumarina (3-AC)

La materia prima de partida para la sintesis de los hibridos es la 3-AC. Finalizada la reaccion,
se obtuvo un sélido amarillo, el cual se filtré y se recristalizé con etanol. El producto final
fueron cristales amarillos opacos, la reacciéon tuvo un rendimiento del 90% vy el producto
presenté un punto de fusién de 125° C. Acorde con lo reportado en la literatura.?

6.1.2 Sintesis de los hibridos 1a-d

En la sintesis de los hibridos de tipo cumarinilchalcona, los rendimientos fueron bajos. Esto
se debid a que hubo la necesidad de realizar varias recristalizaciones hasta obtener al
producto puro. No obstante que los cuatro hibridos (1a-d) se sintetizaron mediante la misma
metodologia (asistida por MO), se obtuvieron resultados distintos. El hibrido 1b, present6 el
mejor rendimiento después de la cristalizacion (Tabla 3); por su parte, el hibrido 1a se obtuvo
en cantidades moderadas (42.2%), esto porque requirié varias recristalizaciones para obtener
un producto de buena calidad. El compuesto 1¢, presentdé mayores problemas; requirié de la
disminucién de la cantidad de piperidina para promover la formacién del compuesto, el
rendimiento fue moderado. En general, los rendimientos fueron de moderados a malos, pero
se obtuvieron en cantidad suficiente para caracterizarlas y realizar las evaluaciones previstas.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la sintesis de las cumarinilchalconas

COMPUESTO CONDICIONES ASPECTO Y COLOR P.F. RENDIMIENTO
(Clave) (Temperatura, °O) (%)
tiempo)
1a 120°C, 4 min Cristales Naranjas 166.9 42.2
1b 120°C, 8 min Cristales Amarillos 165 64.6
1c 120°C, 10 min Cristales Amarillos 156 19.5
1d 140°C, 10 min Cristales Amarillos 167.5 40.3

Una vez obtenidos los hibridos de la primera serie, ademas de las evaluaciones bioldgicas y
su caracterizacion por espectroscopia y espectrometria, estos se utilizaron como materia
prima para la obtencién de la segunda serie donde se modificé el sistema carbonilo a,p-
insaturado agregando hidrato de hidracina y formar un heterociclo dihidropirazol, de acuerdo
a la Figura 4. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados obtenidos de la formacién del anillo pirazol en la cumarinilchalcona

COMPUESTO CONDICIONES ASPECTO Y P.F. RENDIMIENTO

(Clave) (Temperatura, tiempo) COLOR O (%)

2a 140°C, 25 min Cristales 126 90
Amarillo

2b 140°C, 25 min Cristales 101 47
Amarillo

2¢ 140°C, 20 min Cristales 183 72
Amarillo

2d 140°C, 25 min Cristales 142 69
Amarillo

6.2. Elucidacién estructural

Los compuestos fueron caracterizados por técnicas espectroscépicas de IR, RMN de 'Hy 1*C
y Espectrometria de masas. Para el andlisis de los espectros de RMN se utiliz6 el software
MestReNova V.6.0.2 2009 Mestrelab Research S.L.

6.2.1. Espectroscopia IR

Las sefales obtenidas en los espectros de infrarrojo son muy parecidas entre las dos series.
Destaca que para la serie 1 se observa la presencia de dos grupos carbonilo (a-pirona de la
cumarina y el carbonilo a,B-insaturado), mientras que en la serie 2 desaparece la segunda
sefal del grupo carbonilo y se aprecian los grupos amino. Para la serie 1, el grupo carbonilo
del sistema a,-insaturado muestra sefiales de 1580 a 1610 cm™', el carbonilo en el anillo del
niicleo cumarina muestra sefiales de 1716 a 1727 cm’!, el estiramiento de los C-H en el anillo
aromatico va de 3414 a 3448 cm™, el estiramiento de los C-H de los alquenos va de 2935 a
3034 cm™! y finalmente la sefial del doble enlace se aprecia de 1634 a 1656 cm™!. En la Tabla
5 se resumen las sefiales mds importantes observadas para la 3-AC y la serie 1.

Tabla 5. Sefiales representativas de los espectros IR (cm™) de 1a 3-AC y las
cumarinilchalconas de la serie 1.

3-AC la 1b 1c 1d
C=0 1706 1610 1606 1604 1580
C=0 Ar 1634 1726 1719 1716 1727
C-H Ar 3422 3448 3414 3431
C-H Alqueno 3022 3034 2935 2946
Cc=C 1655 1634 1654 1656
c:0 123
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En el caso de los productos de la serie 2, donde se generd un dihidropirazol aprovechando la
reactividad del grupo carbonilo a,B-insaturado, las sefiales observadas en sus espectros de
IR son muy parecidas a las de la serie 1 (Tabla 6). Destaca la desaparicion de la sefial del
carbonilo del sistema o,B-insaturado y la deteccion de la sefial N-H en el intervalo de 3288
a 3341 cm’'; se conserva el grupo carbonilo del nicleo cumarina (1716 a 1733 cm), el
estiramiento de C-H en el sistema aromatico en 3030 y hasta 3448 cm™', los dobles enlaces

dentro de los anillos dieron sefiales de 1591 a 1608 cm™! formando pelicula de KBr para todos
los hibridos.

Tabla 6. Sefiales representativas de los espectros IR (cm™) de los dihidropirazoles de la

serie 2
2a 2b 2¢ 2d
N-H 3341 3314 3322 3288
C=0 1716 1733 1726 1731
C-H Ar 3030 3448 3340 3443
C=C Ar 1604 1608 1607 1591

6.2.2. Resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas

Los espectros de RMN ('H y 1*C) y de espectrometria de masas fueron analizados y asignados
a cada compuesto. A continuacidn, se presenta los datos obtenidos de este proceso. Los
espectros estdn en los anexos a este escrito.

3-Acetilcumarina (3-AC). '"H RMN (600 MHz, CDCI3) § 8.51 (s, 1H), 7.66 (m, 2H), 7.39 (s,
1H), 7.35 (m, 2H), 2.73 (s, 3H).

3-Cinamoil-2H-cromen-2-ona (1a). "H RMN (600 MHz, CDCl3) & 8.59 (s, 1H), 7.94 (s, 1H),
7.89 (s, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.42 (m 3H), 7.36 (ddd, 1H). EM (m/z) 277.

3-(3-(4-Metoxifenil )acriloil)-2H-cromen-2-ona (1b). '"H NMR (600 MHz, CDCl3) & 8.57 (s,
1H), 7.88 — 7.78 (m, 2H), 7.65 (dd, J = 17.8, 8.1 Hz, 4H), 7.40 — 7.32 (m, 2H), 6.92 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 3.85 (s, 3H). '3C NMR (151 MHz, CDCl3) § 186.26, 161.93, 159.35, 155.13,
147.83, 145.07, 134.08, 130.80, 129.95, 127.54, 125.46, 12491, 121.56, 118.57, 116.64,
114.36, 55.41. EM (m/z) 307.

3-(3-(3,4-Dimetoxifenil)acriloil)-2H-cromen-2-ona (1c). '"H NMR (600 MHz, CDCl;) § 8.64
(s, 1H), 7.93 — 7.85 (m, 2H), 7.73 (dd, J = 14.2, 7.5 Hz, 2H), 7.47 — 7.40 (m, 2H), 7.33 (d, J
=9.2 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.00 (d, J =9.7 Hz, 6H). '>*C NMR (151 MHz, CDCl;)
0 186.21, 159.41, 155.11, 151.68, 149.14, 147.84, 145.32, 134.10, 129.96, 127.79, 125.44,
124.94, 124.01, 121.74, 118.56, 116.64, 110.94, 110.11, 55.98, 55.91. EM (m/z) 337.
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3-(3-(3,4,5-Trimetoxifenil)acriloil)-2H-2-ona (1d). 'H NMR (600 MHz, CDCl3) & 8.58 (s,
1H), 7.81 (q, J = 15.6 Hz, 2H), 7.69 — 7.63 (m, 2H), 7.41 — 7.33 (m, 2H), 6.89 (s, 2H), 3.91
(s, 6H), 3.89 (s, 3H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) § 186.26, 159.41, 155.16, 153.36, 148.05,
145.17, 140.61, 134.24, 130.26, 130.02, 125.28, 125.01, 123.15, 118.52, 116.68, 105.97,
61.00, 56.16. EM (m/z) 267.

3-(5-Fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-il)-2H-cromen-2-ona (2a). "H RMN (600 MHz, CDCl5)
0 8.75 (d, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.66 (dd, 1H), 7.60 (m, 1H), 7.57 (td 3H), 7.50 (ddt, 1H), 7.41
(m, 2H), 7.33 (qd, 1H), 4.37 (dtd, 1H), 2.86 (m, 2H), 2.75 (dd, 1H). '3C NMR (151 MHz,
CDClz) 6 164.32, 153.76, 151.06, 135.96, 131.14, 130.82, 130.8, 128.76, 128.41, 127.09,
123.61, 123.22, 120.03, 116.77, 57.49, 40.11. EM (m/z) 291.1128.

3-[5-(4-Metoxifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-il]-2H-cromen-2-ona (2b). 'H RMN (600
MHz, CDCl3) ¢ 8.65 (d, 2H), 7.75 (d, 1H), 7.66 (dd, 2H), 7.33 (m, 2H), 7.01 (m, 2H), 4.37
(dtd, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.86-2.85 (dd, 2H). '3*C NMR (151 MHz, CDCl;) § 164.32, 161.17,
153.76, 150.82, 135.96, 130.8, 128.76, 127.09, 124.69, 124.1, 123.61, 120.03, 116.77,
118.63, 57.49, 55.32, 40.22. EM (m/z) 321.1228.

3-[5-(3,4-Dimetoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]-2H-cromen-2-ona (2¢). 'H RMN (600
MHz, CDCl3) 6 8.49 (d, 2H), 7.75 (d, 1H), 7.66 (dd, 2H), 7.57 (td, 2H), 7.48 (dd, 1H), 7.08
(d, 1H), 4.37 (d, 6H), 3.85 (d, 1H), 2.89-2.78 (dd, 2H). '*C NMR (151 MHz, CDCl;) §
164.32, 153.76, 151.45, 150.62, 147.52, 136.96, 130.8, 128.76, 127.09, 125.64, 123.61,
120.03, 113.08, 116.77, 110.65, 106.98, 57.49, 55.9, 40.16. EM (m/z) 351.1337.

3-[5-(3,4,5-Trimetoxifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-il]-2H-cromen-2-ona (2d). 'H RMN
(600 MHz, CDCls) 6 7.75 (d, 1H), 7.66 (dd, 1H), 7.57 (td, 2H), 7.33 (m, 2H), 7.01 (s, 2H),
4.37 (dtd, 1H), 3.9 (s, 6H), 3.84 (s, 3H), 2.92-2.81 (dd, 2H). '3*C NMR (151 MHz, CDCl3) §
164.32, 153.76, 150.32, 141.18, 135.96, 130.8, 127.09, 123.61, 120.03, 116.77, 100.57,
60.79, 57.49, 56.25, 40.11. EM (m/z) 381.1446.

6.3. Evaluacién de la actividad antioxidante

Los resultados de los ensayos para la actividad antioxidante in vitro por la decoloracion de
los radicales ABTS* y DPPH- no presentaron buenos resultados. Solo en la segunda serie,
donde los compuestos tienen el anillo dihidropirazol, se observé efecto antioxidante, aunque
pobre (Tabla 7). Estos resultados nos permiten proponer que la actividad antioxidante de esta
serie de compuestos puede deberse a la presencia del anillo dihidropirazol, ya que es la inica
diferencia estructural que se puede apreciar con respecto a la serie 1, los cuales fueron
1mnactivos.
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Tabla 7. Resultados Clsg para la serie 2

2a 2b 2c 2d BHT
ICso (uM) DPPH 949.226 776 2043.7 142834 1324.93
ICso (uM) ABTS 542.656 315.63 414.76 452.3 1240
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Grifica 1. Actividad antioxidante de los hibridos de la serie 2 y el compuesto de referencia BHT por el método
de decoloracién de ABTS.

En el ensayo de ABTS, todos los hibridos de la serie 2 mostraron mejor inhibicién que el
compuesto de referencia. EI compuesto 2b, que tiene un metoxilo en la posicion 4 del anillo
cinamoilo, muestra una Clsp de 315.63 uM, enseguida el 2¢, 2a y finalmente, 2d, en un

intervalo de Clso de entre 414.76 y 452.3 uM.
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Gréfica 2. Actividad antioxidante de los hibridos de la serie 2 y el compuesto de referencia BHT por el método
de decoloracién del DPPH.
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En el caso de la prueba de decoloracion del DPPH, podemos observar para la serie 2, una
pobre actividad comparandolos con la referencia, el BHT. Tal vez se puede destacar la
actividad del compuesto 2, teniendo muy buena actividad antioxidante incluso mejor que la
referencia.

6.4. Evaluacion de la citotoxicidad

Para determinar el potencial citotoxico, se emplearon las lineas celulares SW620 (cancer de
colon), SKLU-1 (pulmén), PC-3 (préstata), MDAMB231 (Seno), K562 (leucemia) y HeLLa
(céncer cervicouterino). Los resultados obtenidos mostraron que solo la primera serie de los
hibridos a una concentracion de 50 uM provocaron una disminucién notable de la viabilidad
celular en las dos lineas celulares, por lo que se decidi6 determinar su concentracion
inhibitoria media (Clso). De los productos evaluados, el compuesto 1d fue el mds activo sobre
varias de las lineas celulares empleadas, este compuesto contiene en su estructura tres grupos
metoxilo como sustituyentes. Los demds presentaron buena actividad citotéxica, sin
embargo, fueron ligeramente menores. La serie 2 resulté inactiva (>120 uM).

Tabla 8. Clso (uM) de los hibridos sobre las lineas celulares a 48 h de exposicion.

SW620 HeLa SKLU-1 PC-3 MDAMB23 K562
(colon) (cervicouterino) (pulmén) (préstata) 1 (seno) (leucemia)
Serie 1
la 28.46+5.75 33.11+8.98 43.43+9.71 32.46+21.5 | 95.95+28.43 | 17.72+10.8
1b 32.68+12.87 16.16+5.92 36.81+15.43 >120 65.27+£10.52 >120
1c 49.53+7.93 32.22+14.19 36.66+19.21 >120 74.62+10.78 >120
1d 7.65£2.21 3.72+2.35 23.57+4.96 >120 53.65+10.68 | 8.64+3.12
Serie 2
2a >120 >120 >120 >120 >120 >120
2b >120 >120 >120 >120 >120 >120
2¢ >120 >120 >120 >120 >120 >120
2d >120 >120 >120 >120 >120 >120

7. Conclusiones

En esta investigacion se logré la sintesis de los ocho hibridos propuestos, en cantidades
suficientes para su caracterizacion, asi como para las pruebas bioldgicas a las que se les
sometio.

Segin lo reportado en la bibliografia, los nicleos empleados para sintetizar los hibridos
presentan gran cantidad de actividades bioldgicas, por este motivo la decision de utilizarlos
esperando encontrar actividad dual o potenciar alguna de las que cada uno ofrece por
separado. En esta ocasion solo se reviso la actividad citotoxica y antioxidante. En el caso de
la actividad antioxidante, la primera serie fue inactiva, mientras que la serie 2, una vez
formado el anillo dihidropirazol en el sistema a,B-insaturado, mostré una actividad
antioxidante modesta. Por su parte, el andlisis de citotoxicidad, contrario a la actividad
antioxidante, la segunda serie fue inactiva, solo la primera fue activa por lo que se concluye
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que esta actividad estd relacionada con el sistema o,fB-insaturado y el patrén de sustitucién
trimetoxilado del hibrido mds activo. De lo anterior, se tiene registrado en la literatura que
los compuestos trimetoxilados presentan buena actividad citotdxica.
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8. Anexos

Anexo 1. Espectro IR 3-AC
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Anexo 2. Espectro IR hibrido 1a
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Anexo 3. Espectro IR hibrido 1b
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Anexo 4. Espectro IR hibrido 1¢
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Anexo 5. Espectro IR hibrido 1d
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Anexo 6. Espectro IR hibrido 2a
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Anexo 7. Espectro IR hibrido 2b
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Anexo 8. Espectro IR hibrido 2¢
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Anexo 9. Espectro IR hibrido 2d
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Anexo 10. Espectro RMN 'H de la 3-AC

3-Acetilcumarina

ﬁ:
5/-\2/7\5/‘2\%
[ 1 | =
:\4/3\0/7-\\\0

e it
B E
o —
'
A s

=Ly

-7.34
733

2.10—2 .80
1.99-3.10—

@
n
b}
@
n
a
o
i
4
i
n
=
~
&
B
~
&
&
~
o
B4
~
el
ES

T T T T T T
765 7.64 7.63 741 7.40 7.39 7.38 7.37

T T
7.32 731
f1 (ppm)

~
i
@
i
i
&
~
i
¥
~
i
o

Anexo 11. Espectro RMN 'H del hibrido 1a

3-(1-oxo-3-phenyl-2-propen-1-y1)-2H-1-Benzopyran-2-one
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Anexo 12. Espectro RMN 'H del hibrido 1b

3-[3-(4-methoxyphenyl)-1-oxo-2-propen-1-vl]-ZH-1-Benzopyran-2-one
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Anexo 13. Espectro RMN '3C del hibrido 1b
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3-[3(4-methylphenyl)-1-oxo-2-propen-1-y1]-2H-1-Benzopyran-2-one
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Anexo 14. Espectro RMN 'H del hibrido 1¢
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Anexo 15. Espectro RMN *C del hibrido 1¢
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3-[3+(3.4-dimethoxyphenyl}-1-ox0-2-propen-1-yl]-2H-1-Benzopyran-2-one
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Anexo 16. Espectro RMN "H del hibrido 1d
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Anexo 17. Espectro RMN '3C del hibrido 1d
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Anexo 20. Espectro RMN '3C del hibrido 2a
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Anexo 22. Espectro RMN '3C del hibrido 2b
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Anexo 25. Espectro RMN 'H del hibrido 2d
1H 5 ssad lesfnea s oans e daen s Ldanad e 19000
= B MR i A e oo ) I = VSN S 411 A L8000
[T RS ARLAT
+17000
+16000
. O— B
E\N |1y~ | Vel CH3 15000
T
4 NN F14000
1 7 Ll Ve 3 19— (o
DSl Vi) - \;:=,/’ A L13000
I | | it CHs
'\4/3\0/’%0 2 +12000
10 I8 f
HE +11000
~10000
—_/_ 3000
t t -8000
As) 1,6,7 (m) |4 {dty |5 (m) 05,2 (d) 115" (dd) 15" (dd) +7000
8.15 7.53 | 7.34 | 7.29 3.8 | 367 | 323
: ; ¥ t +6000
F5000
+4000
+3000
| 167 +2000
i - e +1000
il gt 1 JU e
N JM_M_ AJJLLAM ML TV TR
2 = 2 g 8 = i - [-1000
; ! ; | ; v 4 ! ; | | ; | : | ; ; —
8.15 755 750 735 730 72565 6.60 615 495 490 395 390 3.85 380 370 3.65 3.25 320
f1 (pom)

41



Anexo 26. Espectro RMN '*C del hibrido 2d
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Anexo 27. Espectroscopia de masas del hibrido 1a
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Anexo 28. Espectroscopia de masas del hibrido 1b
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Anexo 30. Espectroscopia de masas del hibrido 1d

s
gt
388 0975

VA, 1 41 Femin RS T

80 e a8 W 400 am
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Anexo 32. Espectroscopia de masas del hibrido 2b
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