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DERIVATIZACION DE LA CROMONA AISLADA DEL LIQUEN
ALECTORIA SCROBICULATA

Patricia Morales B., Juana Robles C., Ana P. de Abram

RESUMEN

Uno de los compuestos aislados a partir del liquen Alectoria scrobiculata
fue 1a §, 7-dimetil- 1-(metilen-metil-éter)-2-carboxicromona, a partir de la cual
se obtavicron tres derivados tipo amida, los cuales mostraron diferentes re-
sultados al ser sometidos al bioensayo de la Artemia salina.

INTRODUCCION

Dentro de las investigaciones orientadas al estudio de liquenes peruanos,
que s¢ vienen desarrollando en la Seccion Quimica de la Pontificia Universidad
Cat6lica del Perd, se realizé el estudio fitoquimico del liquen Alectoria
scrobiculata [1].

Entre otros, se logré aislar el compuesto 5, 7-dimetil-1- (metilen-metil-
éter)-2-carboxicromona, identificado por sus datos espectrales IR, TH-NMR
y 13C-NMR.

Seccion Quimica. Pontificia Universidad Catdlica del Perd.
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Este compuesto despertd nuestro interés para realizar reacciones de
derivatizacion paralelamente a estudios de actividad biologica [2]. La reaccion
escogida fue la de formacién de amidas, ya que es conocido que se trata de
una reaccién de relativa facilidad de ejecucion, de buen rendimiento y ademas
existen numerosos ejemplos de este tipo de compuestos que presentan una
marcada actividad farmacoldgica, especialmente como hipndticos y anestésicos,
como por ejemplo el Paracetamol, el Diazepam o el Pentobarbital [3].

El método mds comin para la preparacién de amidas consiste en la
reaccion de halogenuros de acilo con amoniaco o aminas. Se debe trabajar con
un exceso de amina o de alguna otra base que capte el dcido producido en
la reaccién:

RCOCI + 2NH; —> RCONH, + NH,*Cl-

Los cloruros de acilo se preparan normalmente a partir de dcidos
carboxilicos, mediante la sustitucién del grupo hidroxilo por cloruro. Los
reactivos utilizados para la reaccion son, el cloruro de tionilo o los halogenuros
de fésforo, PCl; o PCls. Un método frecuente para la formacion de cloruros
de acilo, emplea cloruro de tionilo en presencia de dimetilformamida (DMF).
Sus resultados parecen ser mejores que los de los procedimientos mas antiguos.

Los derivados de tipo amida obtenidos a partir de la cromona, se prepa-
raron a partir del cloruro de acilo correspondiente y amoniaco, n-propilamina
y p-toluidina respectivamente, segiin el esquema que se muestra en la fi-
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Figura 1. Esquema de reacciones de derivatizacién realizadas con la cromona aislada
del liquen Alectoria scrobiculata
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La actividad biolégica de los derivados obtenidos y de la cromona fueron
analizados utilizando el bioensayo de la Artemia salina Leach [4]. El método
se basa en que los compuestos bioactivos son casi siempre téxicos en dosis
altas. Asi, la letalidad “in vivo” en un organismo zoolégicamente simple puede
ser usada como una alternativa rapida y sencilla. Los huevos de la Artemia
salina son facilmente asequibles comercialmente a bajo costo y si se mantienen
secos, pueden conservarse por mucho tiempo. Una vez colocados en una
solucién salina (agua de mar), los huevos se incuban por 48 horas, obteniéndose
de esta manera una gran cantidad de larvas.

La muestra es sometida al bioensayo a concentraciones iniciales de 10,
100 y 1000 ppm, en viales que contienen agua de mar y diez camaroncitos.
Se trabaja por triplicado para cada concentracién. Después de 24 horas se
cuentan los sobrevivientes y se registran los porcentajes de muertos para cada
dosis. Estos datos son luego procesados en un programa de computadora que
estima valores de LCs, con intervalos de confianza del 95%. Para el caso de
un compuesto puro, s¢ le considera activo si presenta un valor de LCy, menor
a 500.

PARTE EXPERIMENTAL

Purificacién de la cromona: El esquema de separacion aplicado al liquen
Alectoria scrobiculata y el proceso de purificacién de la cromona han sido
reportados previamente [5].

Preparacién del cloruro de acilo: En un balén de 5 mL se colocd 20 mg
de la cromona, cuatro gotas de cloruro de tionilo y una gota de DMF. Se
conectd a un condensador de reflujo y la mezcla se agité con un magneto a
temperatura ambiente, por 10 minutos. Luego se calentd en bafio de arena a
80°C, por 15 minutos. Después de este ticmpo, se esper6 que enfrie a temperatura
ambiente y se diluy6 con 5 gotas de CH,Cl,.

Preparacionde la 5, 7-dimetil-1-(metilen-metil-éter)-2-amidocromona: En
un vial cénico de 3 mL, equipado con un agitador magnético y un condensador
de aire, se coloc6 10 gotas de NH; concentrado. El vial se enfri0 en un bafio
de hiclo y se agregé gota a gota y con agitacion, la solucién de cloruro de
acilo preparada anteriormente. Cuando se completé la adicién, se removié el
bafio de hielo y la mezcla se agito por cinco minutos mas. Se agregd 10 gotas
de CH,Cl, para disolver el precipitado formado. Se separ6 la fase de
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diclorometano de la fase acuosa y se pasé por una microcolumna que contenia
200 mg de Na,SO, anhidro. La fase acuosa se extrajo con dos porciones de
0,5 mL de diclorometano adicionales, pasindose tambi€n estos extractos a
través de la microcolumna.

Los eluatos se combinaron, se evaporé el solvente y el producto se
recristalizd en una mezcla de etanol-agua, recolectandose los cristales por
filtracion. Estos eran de color amarillo palido y fundian con descomposicién
a 218-220°C. El peso del producto fue de 12,4 mg (Rdto. 62,6%).

Preparacion de la 5, 7-dimetil-1-(metilen-metil-éter)-2-(n-propilamido -
cromona: En un vial cénico de 3 mL, equipado con un agitador magnético
y un condensador de aire, se colocé 5 gotas de n-propilamina y 10 gotas de
CH,Cl,. La soluci6n se enfrié en un bafio de hielo y se agreg6 la solucién
de cloruro de acilo, de la misma manera que en la preparaci6n anterior. Cuando
se completo la adicién, se removi6 el bafio de hielo y la mezcla se agité por
10 minutos mds. La fase de diclorometano se lavé con 0,5 mL de agua, 0,5
mL de HCl(ac) 5%,0,5 mL de NaOH(ac) 5% y 0,5 mL de agua sucesivamente.
La solucién himeda de CH,Cl, se pas6 por una microcolumna que contenia
200 mg de Na,SO, anhidro. Los eluatos se combinaron, se evapor6 el solvente
y €l producto se recristalizé de una mezcla de etanol-agua, de la misma manera
que en la preparacion anterior. Se obtuvieron cristales en forma de agujas finas
de color amariliento, que fundian con descomposicién a 235°C. El peso del
producto fue de 10,9 mg (Rdto. 47,4%).

Preparacion de la 5, 7-dimetil-1-(metilen-metil-éter)-2-(p-tolilamido)-
cromona: Se sigui6 el mismo procedimiento aplicado en la preparacién anterior,
utilizando 0,294 g de p-toluidina. En este caso se obtuvieron cristales menudos
de color amarillo ocre, que fundian con descomposicién a 265°C. El peso del
producto fue de 17,9 mg (Rdto. 67,0%).

Los tres derivados obtenidos fueron sometidos a andlisis espectroscopico
IR, utilizando un Espectrometro Infrarrojo Perkin Elmer 882 (PUCP).

Bioensayo de la Artemia salina aplicado a la cromona y sus derivados:
Se incubaron los huevos de 1a Artemia salina en agua de mar artificial por
dos dias, al cabo de los cuales las larvas estaban listas. Paralelamente, se
prepararon tres juegos, de tres viales cada uno, conteniendo soluciones de la
muestra a concentraciones de 1000, 100 y 10 ppm respectivamente, utilizando
como solvente etanol. Para cada muestra se preparé un vial de control que
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contenia solamente el mismo volumen de solvente. Se dej6 luego evaporar el
solvente hasta sequedad en todos los viales. Se agregd agua de mar a cada
vial y se colocaron diez camaroncitos en cada uno, es decir, treinta por dilucién
y s¢ ajusté el volumen con agua de mar hasta tener 5 mL/vial. Veinticuatro
horas después, se contd el nimero de sobrevivientes en cada vial. Los datos
de nimero total de muertos por cada dosis se procesaron en un programa de
computadora, obteniéndose asi los valores correspondientes LCg, (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados del bioensayo de la Artemia salina aplicado a la cromona
y sus derivados

Muestra ) % muertos LCsq

10" ppm 100 ppm 1000 ppm
Cromona 33,33 43,33 53,33 435,32
Amida 26,67 4333 60,00 233,87
n-Propilamida 13,33 46,67 80,00 120,64
p-Tolilamida 13,33 23,33 33,33 8022,45

RESULTADOS Y DISCUSION

Espectro IR de la cromona: El espectro IR de la 5, 7-dimetil-1-(metilen-
metil-éter)-2-carboxicromona mostrd las siguientes sefiales caracteristicas:

3428 ¢cm-! (muy fuerte) : estiramiento OH para 4cido carboxilico

1759 cm-1 (fuerte) : estiramiento C=0 del grupo -COOH

1708 cm-1 (fuerte) : estiramiento C=0O en anillo de seis miembros

1646 cm-1 (fuerte) : estiramiento C=C

1435 y 1290 cm-1

(fuertes) :  estiramiento antisimétrico CO-O, combinado con
flexion O-H

959 cm-1 (mediana) : flexién fuera del plano O-H

Espectro IR de la 5, 7-dimetil-1-(metilen-metil-éter)-2-amidocromona: El
espectro IR del primer derivado de la cromona mostrd las siguientes modi-
ficaciones:
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3417 y 3239 cm! (fuertes) :

1736 ¢cm-1 (muy fuerte y
ancha)

1642 y 1243 cm!
(fuertes)

748 cm-! (mediana)

aparici6n de dos sefiales correspondientes al
estiramiento simétrico y antisimétrico del

grupo "‘NH,

sefial modificada, correspondiente al
estiramiento C=0, desplazada hacia frecuen-
cias menores debido al cambio de grupo
funcional

. sefiales modificadas por efecto de la apari-

cién de flexiéon N-H en el plano combinada
con estiramiento C-N

aparicion de sefial correspondiente a la flexién
N-H fuera del plano

La sefial a 959 cm-1, correspondiente a la flexién fuera del plano para

O-H, desaparece.

Espectro IR de la 5, 7-dimetil-1-(metilen-metil-éter)-2-(n-propilamido)-
cromona: El espectro IR del segundo derivado de la cromona mostré las

siguientes modificaciones:

3454 cm-! (fuerte y
ancha)

2922 cm-! (fuerte)

1735 cm-1 (muy fuerte
y ancha)

1606 c¢m-1 (fuerte)

sefial modificada, correspondiente al
estiramiento N-H para amidas secundarias
sefial modificada, correspondiente al
estiramiento C-H, incrementada por la intro-
duccién del grupo n-propilo

sefial modificada, correspondiente al
estiramiento C=0 amidico, desplazada hacia
frecuencias menores debido al cambio de
grupo funcional

sefial modificada, correspondiente a la flexién
en el plano de N-H, combinada con
estiramiento C-N y C=C

La sefial a 959 cm-! tampoco aparece en este caso.
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Espectro IR de la 5,7-dimetil-1-(metilen-metil-éter)-2-(p-tolilamido)-
cromona: El espectro IR del tercer derivado de la cromona mostrd las siguientes
modificaciones:

3338 cm-! (fuerte) : sefial modificada, correspondicnte al estira-
miento N-H para una amida secundaria

2957, 2917, 2852 cml

(fuertes) : sefiales caracteristicas al estiramiento C-H

1699 cm-! (muy fuerte) : sefial modificada, correspondiente al
estiramiento C=0 amidico, desplazada hacia
frecuencias menores debido al cambio de
grupo funcional

1611 cm-! (fuerte) : sefal modificada, caracteristica de la flexion
en el plano N-H, combinada con estiramiento
C-NyC=C

801 cm! (fuerte) : sefial modificada por la introduccién del grupo

p-tolilo, correspondiente a la flexién fuera del
plano del anillo aromatico

733 cmr! (mediana) : aparicion de sefial correspondiente a la flexién
fuera del plano N-H

La sefial a 959 cm-1 tampoco aparece en esie caso.

En base a estos resultados, consideramos que hay evidencias suficientes
para confirmar la identidad de cada uno de los derivados obtenidos.

Bioensayo de la Artemia salina aplicado a la cromona y sus derivados:
A partir de los valores de LCy, podemos sefalar que la cromona original es
una sustancia débilmente activa; sin embargo, su actividad es incrementada
al cambiar el grupo -COOH por el grupo -CONH,. La introduccién de un
grupo alquilo, como el n-propilo, en el segundo derivado, modificé la actividad
incrementandola considerablemente. En cambio, cuando el grupo sustituyente
en la amida secundaria fue un anillo aromadtico, como el grupo p-tolilo, la
actividad desaparecio.

Una probable explicacién de estos resultados podria estar relacionada con
la variacién obscrvada en la actividad bioldgica de ciertos grupos, entre ellos
las amidas, de caracter hipnético-anestésico con algunas propicdades fisicas
tales como 1a lipofilicidad, la distribucion electrénica y la naturaleza estérica,
que debe ser complementaria al receptor [3].
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En nuestro caso, la introduccién de un grupo n-alquilico, como el n-

propilo, aumenta en algin grado la lipofilicidad de la molécula, lo que repercute
en el incremento de su actividad, lo que no ocurre cuando el sustituyente de
la amida es un grupo arilo, como el p-tolilo.

had
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