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Los flavonoides se fornian en las plantas a partir de los aminoacidos fenialanina, tirosina

- y-malonato. Sﬁs es;mcthras quimicas estan basadas en un esqueleto de C-15 (Cs-C3-Cs) que
consiste en dos anillos arématicos (A y B) y un anillo heterociclico (C) con un atomo de
6xigeno. Estos son clasificados de acuerdo al patrén de sustitucién que presente el anillo “C” y
a la posicion de los grupos hidroxilo en el anillo “B”. Los flavonoides pueden encontrarse en

forma de aglicona y glicosido.

En la actualidad se tiencn datos de mas de 4000 flavonoides que han sido aislados e
indentificados. Estos muestran una gran variedad de funciones tanto bioquimicas, fisiologicas y
ecologicas, como por ejemplo en la coloracion de los pétalos de las flores, frutos y en la
germinacion de las mismas, defensa contra microorganismos (fitoalexinas), participacion en el

proceso de fijacion del nitrégeno y proteccion contra la radiacion ultravioleta del tipo B

(UV-B).

Ademas de las funciones fisiologicas en las plantas, los flavonoides son componentes
importantes en la dieta humana, El nivel adecuado en la dieta es considerablemente alto (50 a
800 mg/dia) dependiendo del consumo de vegetales y frutas, evitando de esta manera contraer

enfermedades coronarias y cancer.

La gran diversidad de estos compuestos —hidroxilados, metilados, sulfonados,
glicosilados, prenilados, entre otros— ha permitido un mayor conocimiento en la determinacién
de su estructura-actividad en actividades biologicas como: antioxidantes, antiinflamatorio,
estrogénica, antimalarica, hipoglucémica, antimicrobiana, antihepatotoxica, antiviral, entre

otras.

La presencia de diferentes grupos prenilo —geranil, lavandulil, dimetilalil, farnesil,
derivados del cromano y furano— dentro del esqueleto del flavonoide permite un incremento

en la relacion estructura-actividad en propiedades bioldgicas importantes como: antifungicas,
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antimicrobianas, antioxidantes y antivirales (VIH); siendo las flavanonas preniladas la clase mas

abundante de los flavonoides prenifados, las cuales pueden encontrase di- 6 tri-preniladas.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como finalidad obtener algunos de los
derivados de la glabranina (flavanona prenilada) para poder evaluar su potencialidad como
posibles agentes antimicrobianos y antitumorales, ya que la glabranina es e! flavonoide
mayoritario aislado de las partes aéreas de FEsenbeckia berlandieri ssp acapulcensis, planta

endémica de México.
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Los flavonoides son un gru o°'de . productos naturalcs qu:mlcameme derivados del

nucleo de la fenilbenzopirona, ;e en anas partes de a plama, como en frutas ho_|as y

“tallos, ademas de semillas, nuece! Actualmente son constderados consutuyemes

importantes en la dieta hurﬁ'anq [1]:

Los ﬂavonondes consmuyen uno de los compuestos mas caractensucos de las planlas y

de mayor dlstnbucmn en el reino vegetal como se ha mencionado. Sus estructuras quxmncas -

‘tienen como esqueleto base quince atomos de carbono —— Ce-C3-Ce— con un anillo de pirano

’(el anitlo “C”). que sostiene al anillo aromatico (anillo “B") en la posicion 2, 3 6 4 (1) [2].

o Varios subgrupos de flavonoides son clasificados de acuerdo a la substitucion que presente el

anillo *C *“ y al patron de hidroxilacion del anillo “B™; asi como en las posiciones 5 y 7 del anillo

A [2,3).

, Anillo "B"

.
Anillo "A™

.
Anillo "C"

De . esta - manera . se. pueden distinguir: 1,3-diarilpropanos (flavonoides, - 2),

1,2-diarilpropanos (isoflavonaides, 3) y 1,1-diarilpropanos (neoflavonoides, 4) [4, 5].



1.1). 1,3-diarilpropanos.

El elemento comun de estos compuestos esta relacionado con el niicleo basico del
2-fenilcromano. Cabe mencionar que el término 1,3-diarilpropanos abarca una gran diversidad -

de estructuras, de las cuales destacan:

a) 2-Fenilcromonas: flavonas (5), flavonoles (6) y flavanonas (7).

b) 2-Fenilcromanos (flavanos): 3-flavanol (8) y 3,4-flavandioles (9).

c) Flavilios: antocianos (10).

d) Chalconas: formas abiertas isoméricas de las flavanonas (11).

e) Auronas: homologos de las flavonas con heterociclo pentagonal (2-bencilideno

cumaranonas, 12).
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1.2). 1,2-diarilpropanos.

Los isoflavonoides tienen la caracteristica al igual que los flavonoides de poseer un

esqueleto Cs-C3-Cs, pero estos corresponden al tipo 1,2-diarilpropanos.

En los vegetales, la mayoria de los isoflavonoides corresponden a sustancias producidas

por la planta en respuesta a una infeccion por un agente patogeno, denominadas fitoalexinas.

Los 1.,2-diarilpropanos poseen una diversidad estructural de compuestos muy
importante como las isoflavonas (13), isoflavanonas (14), 3-arilcumarinas (15) y los rutenoides

(16), los cuales tienen la caracteristica de poseer un carbono adicional.

1.3). 1,1-diarilpropanos.

El término neoflavonoide se le da a los compuestos de quince atomos de carbono, del

tipo Ce-C3-Cs, cuyo esqueleto base es el 1,1-difenilpropano. La diversidad estructural de este
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tipo de compuestos es limitado, algunos ejemplos caracteristicos de estos metabolitos son: las

4-arilcumarinas (17). dalbergionas (18). neoflavanos (l9) y 4-aril¢romanos (20).

17 18
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1.4). Flavonoides Glicésilados.

Los flavonoides pueden encontrarse en su forma libre (aglicona) 6 flavonoides O-glicosilados o

C-glicosilados.
1.4.1). Flavonoides O-glicdsilados.

Los flavonoides se presentan generalmente como flavonoides O-glicosilados; en los

cuales uno o mas grupos hidroxilo se encuentran unidos a uno o varios aziicares por medio de

un enlace hemiacétalico (21).

Gu—0

OH O

21 Glu= glucosa

El efecto de glicosidacion es hacer al flavonoide menos reactivo y mas soluble en agua,

lo cual .permite que los flavonoides sean almacenados en las vacuolas de las células

(donde comiinmente son encontrados).
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El patron de ghcosxlacxon mas comun esen el C-7 (22) en compuestos como, flavonas,

|soﬂavonas y dlhndroﬂavonas'k ‘ln embargo tamblen se pueden encontrar glicosilados en los C-3

y C- 7 (23) y en los C-3 y C- 5 (antoclamdmas

2R H: R,= ramnosa: Ry= OH
23R, glucosa R= O-aceulrutmosndo R3 H

El azicar identificado con mayor frecuencia en la glicosilacion de los ﬂavonoides es la
glucosa aunque también se ha determinado la presencia de galactosa. xdosa arabinosa.y

ramnosa {t, 6]
1.4.2). Flavonoides C-glicésilados.
Los azicares también pueden estar ligados al carbono del niicleo del flavonoide,

mediante un enlace C-C, que no puede ser hidrolizado en medio acido y generalmente se

encuentran unidos a los C-6 y C-8 del niicleo del flavonoide (24) {6].

OH

! Otros aziicares encontrados ocaci son: fructosa. opiosa y dcidos galacturénicos.
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La extraccion de los flavonoides gcneralmente se. real:za con. dlsolventes de polaridad

creciente, . su separacion y purlﬁcaclon se- logra a: vés. de..las ~diferentes técnicas

cromatograﬁcas empleando diferentes upos de fase esta 7'—‘-ﬁolia'mida celulosa, silica,

entre otras—. Su |dent|f cacuon se reahza a traves de metodos espectroscoplcos en donde la

. espectroscopia de UV tlene una nmponancm espec I, ya que p ent espcctros caractenstlcos

dependlendo dela naturaleza y posxc" n del susmuyem los cuales pueden ser modificados por

ionizacion, reaccnones con actdos de Lewns o formaclon de comp ejos [ ] v

Dentro de Ios r tlvos empleados en la ldenuf cacion de los flavonoides se encuentran
AICl; (color amanllo ﬂuorescente) los vapores de NH; (amarillo palido, amarillo verdosa o

azul intenso) y con sales de zwcomo IV (color amarillo-verde). Para detectar la presencia de

flavonoles se utlhza | acido 2-aminoetilesterdifenilborico produciendo un color amarillo (7, 8].

2. BIOGENESIS,

En la naturalem, la formacmn del nicleo aromatico se realiza inicamente en vegetales y
mxcroorgamsmos en raras ocasiones (sintesis de estrogenos), los animales requieren de la
alimentacion para elaborar todas las sustancias que poseen este elemento estructural:

aminoacidos, vitaminas, pigmentos, toxinas, entre otras.
Para la génesis del nicleo aromatico se conocen tres vias:

1. Via Siquimato/Arogenato: Conduce a la formacion de aminoacidos, fenilalanina, tirosina,
triptofano (Ce-Cs) y sus derivados (fenilpropanoides), después por desaminacién de los acidos
cinamicos y sus numerosos derivados: acido benzoico, fenoles simples, cumarinas, ligninas,

lignanos, entre otros.

= 2 Vla de Acetato/Malonato: Por esta ruta se generan las quinonas, y la elongacion de un lado

de Ia cadena de los fenilpropanoides da lugar a la formacion de los flavonoides (C4-C:-Cs).
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3. ‘Via de "Acetato/Mevalonato: Es la aromatizacién de compuestos del metabolismo de
: terperios:y mono, sésqui. diterpeno, entre otros; compuestos que provienen de metabolitos del

isopreno, en los cuales la aromatizacion es un fenémeno secundario [9].

El anillo A’ del esqueleto de los flavonoides se deriva de tres unidades de acetato
(r}rﬁéloﬁnato).mientras el anillo B y los tres carbonos del anillo C son de la fenilalanina, De esta

'nylaneira‘: la ‘biogénesis de los flavonoides involucra la participacion simultinea de las vias
B siqhi'niato/érogenato y acetato/malonato, al igua! que para la elaboracion de compuestos mixtos
*" como por ejemplo: estilbenos, pirona, xantona. También es posible la participacion del acido
'siquimyico y del mevalonato, en la biogénesis de ciertas quinonas y furo- o piranocumarinas

[10].
2.1). Via Siquimato/Arogenato.

Esta ruta conduce a la formacion de tres aminoacidos: L-fenilalanina, L-tirosina y
L-triptéfano. Esta via es muy importante para la formacién de hormonas y de varios-

compuestos secundarios incluyendo a los fenilpropanoides.

La secuencia de reacciones para la obtencién de fenilalanina y tirosina necesita de un
total de 11 enzimas (E-1 a E-11). La via comienza con la condensacién de la eritrosa-4-fosfato
y del fosfoenolpiruvato (PEP) como precursores, y es catalizada por la enzima E-i, para

ob(ehér 2-dihikdro-3-deoxiarabinoheptulasonato-7-fosfato (DAHP) (25) [9, 11, 12].

El segundo paso consiste en la conversion de DAPH al 3-dehidroquinato (26) mediante

la accion de E-2, y que conlleva una serie de reacciones quimicas —oxidacion, eliminacion

“Q .2),rvrAéducci6n y condensacion intramolecular— posteriormente, (26) sufre una deshidratacion

o cata]iiéda por E-3 para dar 3-dehidrosiquimato (27).



s
El 3- dehldrosxqunmato es reducudo a siquimato (28) por la enznma E-4 el cunl sufre una
fosforilacion en el C-3 por E-S resultando el siquimato-3-fosfato (29) que reaccnona con PEP
catalizado por la enznma E-6 para la produccién del enoleter S-enolpnruvnlsxqunmato -3-fosfato

(EPSP) (30) [9, 1 2] .
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La conversion del prefenato a arogenato (33), es catalizada por la prefenato
aminotransferasa (E-9). Posteriormente se dara lugar a dos aminoacidos a partir del arogenato
por las enzimas arogenato-dehidrogenasa (E-10) y arogenato-dehidratasa (E-11) que catalizan

la formacion de tirosina (34) y fenilalanina (35) respectivamente, ver esquema 1 [9, 12].

H, COO" H, ,COO".
- CHa—¢ CH,—CL_ 0
OOC,“ &3 C\Nﬂz 2 \NHZ :
OH R
33 34 R= OH
3SR=H

La via siquimato/arogenato se desarrolla en los plastidos que se encuentran en los

cloroplastos y en el citoplasma de las células vegetales [12, 13].
2.2). Via fenilalanina/hidroxicindmatos.

La via fenilalanina/hidrocindmatos es definida como “metabolismo general de los
fenilpropanoides”, en donde se incluyen reacciones que proceden de la fenilalanina a los

hidroxicinamatos y sus derivados.

El primer paso consiste en una desaminacién de la fenilalanina catalizada por la enzima
fenilalanina amonia-liasa (PAL, A-1). La enzima es finalmente regenerada por la liberacion de

~amonio. el cual es reasimilado por la accién de la glutamina sintasa para obtener cinamato (36).

(ole]0)
Va

36
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NH, [_E:10 O «ES O
on 6u
L-fenilalanina . L-arogenato prefensto
Enzimas
C,L'_'*(.'C(m E-1  2-dchidro-3-deoxifosfoheptonato aldoasa
T NH, E-2  3.dehidroquinato sintasa
Eat E-3  3.dehidroquinato dchidmtasa
a E-q1  siquimato 3-dehidrogenasa
E-§ siquimato cinasa
ol E-6 3-fosfosiqui 1-carboxivinil [
L-tirosina E-7  corsmato sintasa
E-8  corismato mutasa
E-9  prefenato aminotransfersa
E-10  arogenato dehidrogenasa
E-11 arogenato dehidratasa

Esquema 1.Via Siquimato/Arogenato para la formacion de L-fenilalanina y L-tirosina
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Una sene de rcacclones de hidroxilacion y metilacion, son catalizadas por cuatro
enzlmas delaA-2a la A-5 ‘que llevan a la formacidn secuencial de hidroxicinamatos comunes,

ver csqm'ma [9]

. El paso final del “metabolismo general de los fenilpropanoides™ es la adicion carboxilica
de_hidroxicindmatos, catalizada por la CoA-ligasa (A-6) o por la accién de la transferasa
O-glucosil (A-7), los hidroxicinamatos CoA formados entran a sucesivas reacciones especificas

de fenilpropanoides tales como la condensacién con malonilCoA, llevada a cabo para la

- formacion de los flavonoides. reducciones para la obtencion de ligninas o reacciones de

conjugacion en la formacion de ésteres y amidas entre otras, ver esquema 3 [9, 12].

2.3). Biogénesis de Flavonoides.

La biogénesis de los flavonoides involucra dos rutas metabélicas que son:
a) acido siquimico: Proporciona los productos fenilalanina y acido cinamico.

b) acetato/malonato; Proporciona tres moléculas de malonil-CoA.

La combinacion de estas vias da la formacion de la chalcona que es el intermediario en

comun de todos los flavonoides (37), utilizando a la enzima chalcona sintasa como catalizador.

OH

o]
37

La conversion estereoespecifica de la chalcona a la (-)-flavanona, es catalizada in vivo
por la enzima chalcona isomerasa que es considerada como la segunda enzima clave en la
biosintesis de los flavonoides, ver esquema +; todo esto se ha confirmado mediante marcadores

de nivel enzimatico.
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Esquema 2. Via de fenilalanina/hidroxicinimatos.
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VA SIQUEMATO/AROGENATO

VIA FENILALANINA/IIIDROXICINAMATO

|

) Acido Hidrodcindmlico

Esquema 3. Formacion de fenilpropanoides utilizando hidroxicinamatos. X= OH o glucosa (1-O-

acilglucosido).
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Esquema 4. Conversion estereoespecifica de la chalcona a (-)-flavanona.
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Finalmente, la flavanona puede modificarse por reacciones adicionales que incluyen
oxidaciones, alquilacién, acilacién y glicosilacién, las cuales producen una gran diversidad

estructural de estos compuestos, ver esquema 3 [3, 10, 12-15]...

Posnblemente la smtesm de los ﬂavonmdes se da nive de los plastidos citoplasmaticos

: acumulandose en el j jugo vacuolar Se encucnlran en el mesoﬁlo y la epidermis de las hojas, en

: 'vvla cutlcula epldermxca de los frutos entre otros organos [l6]
13, ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FLAVONOIDES.

Los flavonoides se han aislado de muchas drogas vegetales debido a su amplia
distribucién, Su presencia en una droga vegetal no necesariamente explica sus propiedades

_farmacolégicas.

Aunque todavia no se conoce exactamente el papel que los flavonoides desempeiian cn
las plantas. En la literatura especializada se ha resefiado una gran diversidad biolégica entre las
que sé encuentran: antitumorales, antiinflamatorias, antihepatotoxica, antimicrobiana, antiviral,
.‘ iangialergénica. antiulcerosa,  analgésica, antimalarica, hipoglucémico, antioxidantes,
anticoagulantes, desordenes gastrointestinales, sobre el sistema vascular y neuroactivos

{17-20].

3.1). Flavonoides y el color de las flores.

Los flavonoides juegan un papel importante en la reproduccion de las flores, ya que
estos forman parte de los pétalos y son los responsables de la atraccion de diferentes vectores
de polinizacion (abejas, pajaros, mariposas, etc.). Los flavonoides junto con el olor y el néctar
son los principales atractores, para la fertilizacion de las flores y por tamo la preservacion de la

especie.
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Esquema 5. Mecanismo general de la biogénesis de los flavonoides.
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Las antocianinas son {as mas importantes en la coloracién de las plantas y el efecto de la

hidroxilécién es més evidente por el sistema flavilium. La contribucion de fas antocianinas es

' reprcsemada por tres de estas: pelargonidina (38), cianidina (39) y delfinidina (40). La

' : metales que son Fe y Mg? [21].

a'de delﬁdma glicosilada produce el color guinda, por lo que para dar el color azul
devla presencna de un copigmento de flavona y ocasionalmente de uno o mas cationes
ntre los que estan el magnesio (Mg?"), aluminio (AI"") y fierro (Fe **). Ejemplo de

’as ‘es la malonilawabanina (41) que tiene al copigmento flavo-comelinin y dos

El color producido por los flavonoides se ve influenciado por la posicion de los grupos

hidroxilo en los anillos del esqueleto de los flavonoides, provocando un aumento en el efecto

batocromico, cambiando las propiedades en la formacion del color, ver tabla 1 [18].

FLAVONOIDE POSICION DE COLOR ESTRUCTURA
HIDROXILACION
Flavonas
Apigenina 5.1.4 | Ante 1 42
Luteolina 5.7.3.4 | Ante | 43
Flavonol
Quercetina 3,5.7,.3.4 | Crema_ I 44
Gossipetina 3,5.783.4 | Amarillo ] 45
Chalcona
Betuina 3424 | Amarill 1 46
Okanina 3,42 4.5 | Amarillo 1 47
Auronas
Sulfuretina 6.3 4 | Amarillo intenso | 48
Maritimetina 6,73.4 | Amarillo intenso | 49
Antocianinas
Apigenidina 5.1.4 Amarillo-Naranja S0
Lutcolinidina 57,34 Naranja 51
Pelarginidina 5,7,3.4.5" Naranja-Rojo 52
Tricetinidina 3,574 Escarlata s3
Cianidina 357,34 Carmesi 39
Delfinidina 3,5.713.4.5 Azul 40

‘Tabla 1. Efecto del grupo hidroxilo en la produccion del color de las flores.
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38R,=R,=H..
39R=0H;R,=H
40 R,=R,= OH

42 Ri=R=Rs=H

43 Ry=Ry=H; R;=OH
44 Ry= H; Ry=R3=OH
45 R1=Ry=R;= OH

Ry . OH
HO 0]
SSeag

48 R=H
49 Ry= OH

6R=H

47 R,=OH
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50 R)=R=R;=H

51 Ry= OH; Ry*Ra=H
52 Rj=Ry= OH; Ry;=H
53 Ry=R;= H; Ry;= OH



3.2). Flﬁiyonoides ¥y Proteccién UV-B en las Plantas.

es la que proporcnonan los ﬂavonondes que se encuentran presentes en las hOjaS de las plantas.

Estos flavonoides generalmente absorben a una longitud de onda de 280-315 nm, que
corresponde a la de los rayos UV-B, por lo que estos son capaces de actuar como filtros,
proporcionandole una proteccién contra los dafios que causaria dicha radiacion en las plantas,

como por ejemplo el Kamferol (54).

Se han realizado numerosos experimentos fisiologicos que han proporcionado
evidencias de que los flavonoides estan involucrados dentro de la proteccion de la radiacion
UV-B. Algunos flavonoides en estado libre (aglicona) dan diferentes caracteristicas de

proteccion contra la radiacién UV-B, ya que absorben a una longitud de onda de 250-320 nm.

Los flavonoides que son generalmente protectores de la radiacion UV-B, son las

flavanonas y flavonoles glicésilados {21].
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Se han estudiado a dos especxes de (maphalum ( vira-vira y lueo album) de la familia

Composnae de'las cuales se aislaron ﬂavonmdes on una alta capacidad de proteccion contra

la radiacién UV-B como son: araneol (55) : 'at' opte na‘ (56) y gnafalma (57) [21].

‘55 Ry= OCHy; Ry=H -
56 Ri= OCH;, Rz-— OH
57 R|=Rz— H :

Asi como en estas especnes de plantas en otras se han encontrado una amplia gama de
flavonoides que sirven de proteccmn comra to rayos del tipo UV-B, los cuales se localizan en
diferentes partes de la planta, como puede ser en la hojas onduladas, vellocidades y en las

células de la epidermis, ver tabla 2 [21].

ESPECIE DE PLANTA

LOCALIZACION DEL
FLAVONOIDE

FLAVONOIDE
PROTECTOR

Arabidopsis thaliana

células epidermales

Kamferol-3-gentiobiosido-

7-ramnosido

Brassica napus

células epidermales

Quercetina-3-soforésido-7-

glucosido

Brassica oleracea

células epidermales

Glicosido de la cianidina

Gnaphalum luteo-album

hojas onduladas

Calicopterina

Hardeum vulgare

células epidermales

Saponarina y Lutonarina

Quercus ilex vellocidades de las hojas Glicosido del kamferol
acetilado
Zea mays células epidermales Antocianinas

Tabla 2. Flavonoides con efecto protector a la radiacion UV-B.
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3.3). Actividad Antimicrobiana.

Las plantas son capaces de defenderse por si mismas de hongos y bacterias; o bien
después de haber sufrido algin dafio causado por agentes quimicos o mecanicos, mediante la
biosintesis de metabolitos secundarios —fitoalexinas— en respuesta a estas nuevas condiciones

de estrés.

Dentro de las fitoalexinas se han caracterizado fenoles, polifenoles, diterpenos y
flavonoides. Estos ultimos han demostrado poseer propiedades antifiingicas, antibacteriales y

como agentes antivirales, ver tabla 3 [21].
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Planta

Sustancia

Actividad Ref.
2’4" dihidroxi-6"-metoxi-3',5’ -dimetilchalcona (58) Cladosporium cucumerinum 2
Myrica serrata 2',4’-dihidroxi-6"-metoxi-5'-metilchaleona (59) Bacillus subtilis
Escherichia coli
Staphylococcus epidermis 23
Helichrysum picardii 5,7-dihidroxi-3,8-dimetoxiflavona (60) Bacillus ssp
E. coli
Serratia marcenses
Maclura tictoria 2’4" 4,2 tetrahidroxi-3’-{3"-metilbut-3"-cnil}-chalcona C. albicans 24
(61) Cryptococcus neoformans
Isobachalcona (62)
Glycyrrhiza glabra glabridina (63) Staphylocaccus aureus 25
B. subtilis
Aspergillus niger
Mucro pusilus
Glycyrrhiza inflata licochalcona A (64) S. aureus 25
B. subtilis
Mariscus psilostachys (2S)-4"-hidroxi-5,7,3 -trimetoxiflavano (65) 26
(#)-3" 4 -dihidroxi-5, 7-dimetoxiflavano (66) C. albicans
(£)-3,4"-dihidroxi-7,3 -dimetoxiflavanona (67) C. cucumerinum
(1)-5,7,4 -trihidroxi-3"-metoxiflavanona (68)
Scutellaria baicalensis 7-0-B-D-glucdsido de baicaleina (baicalina) (69) virus VIH 21
Rhus succedanea robustaflavona (70) VIH-| transcriptasa reversa 27
hinokiflavona (71)
Acer okamatoanum quercetina 3-0-(2"-galoil)-a-L-arabinopiranosida (72) VIH-1 integrasa 28
6-hidroxiuteolina (73) virus de mieloblastosis 29
pedalitina (74) virus de mieloblastosis 29
scutelareina (75) virus de leucemia 29
amentoflavona (76) virus de leucemia 29
quercetagetina (77) virus de leucemia 29

Tabla 3. Flavonoides con actividad antifingica-antibacteriana y antiviral.
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92 . 73R=Rs=Ry=R;=Rs= OH; R¢= H

74 R|=R2=R3=R5= OH, R4= CHJ, R6= H
75 R|=R1=R3=R5= OH:; Ri=Rs=H
76’R|=R1=R3=R4=R5= OH; R¢= OCH‘c

OH

3.4). Actividad Antiéxidante.

La actividad antioxidante de los flavonoides esta determinada por la presencia de ciertos
grupos en su estructura base: hidroxilacion en el anillo B, C-3 y C-5, grupo carbonilo en C-4 y
por la doble ligadura entre C>-C; (78) (30].

A los flavonoides se les ha demostrado la capacidad de remover varias especies
oxidantes como el anidn superoxido (0:°7), los radicales hidroxilo (HO*), los radicales peroxil
(ROO-*) y la formacion de enlaces con los cationes de Fe’' endégenos que actuan en la

peroxidacion {21].
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78

En trabajos previos se ha demostrado que las 3,4-dihidrochalconas son mas activas que
en su forma de flavanonas, ya que estos poseen la habilidad de una mayor deslocalizacion de
electrones. Algo similar ocurre con las isoflavonas que son mucho mas activas que las flavonas,
esto por los efectos del grupo carbonilo del C-4 y del grupo hidroxilo del C-5. En la rabla 4, se

muestran algunos flavonoides con propiedades antioxidantes.

Planta Sustancia Ref.

Sideritis haicalensis wogonina (79) 21

baicalcina (80)

Glvevrrhiza glabra glabrena (81) 25

Glvevrrhiza inflata licochalcona B (82) 25

Lespedoza homoloba lespedazol A2 (83) 20
lespedazol A3 (84)
lespedazol B2 (85)

gossipina (86) 31

7-]6"-acetilalopiranosil (1-2)glucopi ]-5.8-dihidroxi— 'metoxiflavona (87)
Sideritis 7-lalopiranosil (1-2)glucopiranosa]-$,8-dihidroxi-4'metoxiftavona (88)
Javalambrensis 7-[6"-acetilalopiranosi! (1-2)glucopiranosa)-5.8.3 -trihidroxiflavona (89)

7-[6"-acctilalopiranosil (1-2)glucopiranosal-5.8.4 -trihidroxiflavona (94)
7-lal

il (1-2)glucopi 1-5,7.3" 4 -tetradroxi-4 "metoxiflavona (91)

Tabla 4. Flavonoides con actividad antioxidante.
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Ry Rz R3 - R4 Rs Rg
87 H OH OAAG OH H OCHj3
88 H OH OAG OH H OCH3
89 H OH OAAG OH OH OCH3
9 . H OH OAAG OH H OH
91 H OH OH OG OH OH

AAG= 6"""-acctilalopiranosil(1:2)glucopiranosa

AG-= alopiranosil(1:2)glucopiranosa

G= Glucosa

Se ha comparado el efecto antioxidante de los flavonoides y de los a-tocoferoles, en

donde se encontro que los flavonoides son capaces de inhibir en mayor proporcion la formacion
de productos reactivos derivados del acido tiobarbitirico (TBAROs); estos efectos son
atribuidos a la capacidad que tienen los flavonoides para atrapar los radicales libres, formados
durante la autooxidacion y formar enlaces con los cationes Fe*~ endégenos que activan la

peroxidacion, el mecanismo de accion de los flavonoides aislados de Plectranthus amboinicus

fue determinada por comparacion con la de los a-tocoferoles [32].

Un aspecto muy importante es el consumo de frutas y vegetales que poseen flavonoides
antioxidantes, ya que estos pueden reducir el riesgo de contraer enfermedades del corazén y de
cancer, se ha demostrado que la cebolla, manzana, té, contienen antioxidantes mas fuertes que
las vitaminas antioxidantes. Algunos flavonoides con estas caracteristicas son luteolina (43),
miricetina (92), resveratrol (93) para la prevencion de enfermedades del corazon y el galato de

la epigalocatequina (94) para el cancer [33, 34].
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3.5). Actividad Antiinflamatoria.

Los flavonoides como antiinflamatorios naturales, presentan ventajas muy importantes
en comparacion con los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (NSAID), ya que estos
presentan un alto margen de seguridad, una minima capacidad ulcerogenicida y baja toxicidad
cuando se emplean en tratamientos prolongados [35]). Se piensa que los flavonoides pueden
inhibir la cicloxigenasa (CO) y/o la 5-lipoxigenasa (LO) dentro de la ruta de! metabolismo del
acido araquidonico.

El mecanismos de accion de los flavonoides, son atribuidos a los siguientes aspectos:

e [nhibicion en la liberacién de histamina.

La liberacion de histamina se lleva a cabo por agentes como la concanavalina A,

antigeno, lectinas, ATP, dextranos de alto peso molecular. Todos estos agentes son
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dependxentes de la presencm de calmo extracclular AJgunos flavonoides incrementan la

kcﬁcnencm de la bomba de xones dependlemes de ATP inhibiendo la ATPasa-Na/K™ y la

ATPasa-Ca mnocondreal la cual es responsable para el mantenimiento de niveles bajos de
: calmo mtracelular mhlbnendo la secrecion de hlstamma que es dependiente de un incremento de

calc:o Ilbre mtrace]ular [35]
e Efectos en leucocitos.

La quercetina es un inhibidor potente de la quimiotaxis, desgranulacion de neutréfilos,
produccién de superdxidos y también bloquea varias C-cinasas, que son necesarias para la
activacion de neutrofilos. Asimismo, inhibe la reaccion de fosforilacion dependiente de

calmodulina que es importante para la activacion de neutrofilos, mastocitos y basofilos.
* Metabolismo del acido araquidénico.

Los flavonoides inhiben a la enzima (fosfolipasa A;) involucrada en el metabolismo del acido

araquiddnico, inhibiendo por tanto la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos [35].

Las antocianinas como la cianidina, son compuestos con alta actividad antiinflamatoria ,
las cuales tiene la capacidad de inhibir a la Prostaglandina Endoperéxido Hidrégeno Sintasa-1
y 2 (PGHS-1 y 2). Un efecto adverso que producen los farmacos antiinflamatorios no
esteroidales es la ulcerogenicidad —inhibicion de la PGHS-1— | sin embargo la inhibicidn
preferencial de la enzima PGHS-2 por parte de la cianidina, hace que se reduzca
considerablemente el efecto adverso provocado por la inhibicion de la enzima PGHS-1 [35]. En

la tabla 5, se enlistan algunos flavonoides y su mecanismo de accion.
La actividad antiinflamatoria de los flavonoides esta relacionada con su poder como

agentes antioxidantes, ya que estos poseen la caracteristica de atrapar radicales libres

impidiendo la unién con enzimas especificas.
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Sustancia Mecanismo de accién Ref.
nepetrina (95) Inhibicion de histamina 36-39
taxifolina (96)

3-O-soforosido del kamferol (97)
timonina (98)
sideritoflavona (99) inhibicion de las enzimas COy LO 37.39,
diosmetna (100)
cirsiliol (101) inhibicion de las enzimas COy LO 39

fisctina (102)
chrisina (103)

orabol (104)

galangina (105) inhibicién de las enzimas COy LO 35
hesperetina (106)

morina (107)

3.6.4 -trimetoxikamferol (108) inhibiciéon de las enzimas COy LO 40

3.6,3 -trimetoxiquercctagetina (109)
G6-mctoxiluteolina (110)

artemetina (111) inhibicion del edema producida por carragenina 41

apigenina (112) inhibicion dc crecimi de fibrob!; 42
genisteina (113) inhibicién de las enzimas COy LO

4-metoxidalbergiona (114) liberacion de histamina 43

ccaroina (115)

Tabla 5. Flavonoides con actividad anti-inflamatoria.

95 Ri1=Rs=R¢= OH, R;=0OCHi: Rs=H

98 R{=R;= OH; Ry=R4= Rs=R¢= OCH:

99 R1=Rs=R¢= OH; R;=R;= Ry= OCH:
100 Ri=R;=Rs= OH; R:=R,= H; R¢= OCHj;
101 R=R;s=Rs= OH; R2=R3= OCH: Ry=H
103 R=R;= OH; R2=RJ=R5=R6= H
110 R1=R3= R5=R6=" OH; Ry= OCH_zl Ry=H
112 R|=R3=R6= OH; R2=R4=R5= H
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102 R;=R3=R4= H; R>=Rs=Rs= OH
105 R=R;= OH; Ry=Rs=Rs=Rs=H

107 R;=R;=R;= OH; Ry=Rs= H; R¢= OCH:

108 R;=Rs= OH;-R;=H
109 R|=R;= OH. Ro= OCH:.
111 R|=R2=R3=. OCHJ

H:CO

En el mecanismo de accion sobre la lipoxigenasa, se ha sugerido que los grupos

hidroxilos en C-3" y C~ 4* permiten la formacion de quelatos con Cu®* y otros iones divalentes

que conducen a la formacion de radicales libres {35].

34



3.6). Actividad Citotéxica-Antitumoral.

Bioensayos realizados para determinar la actividad citotoxica de diferentes extractos de
plantas empleados en la medicina tradicional China, han mostrado estar constituidos
principalmente - por catequinas, dihidrochalconas, flavanos, chalconas, flavanonas,
dihidroflavonoles, ﬂavonas, biflavonoides y flavonoles [21]. Por ejemplo: tangeretina (116) y la
nobiletina (117), que s encucntran. en las frutas citricas, han mostrado poseer actividad
anncarcmogemca Y. anmumoral [21] En la tabla 6, se muestran algunos ejemplos de

ﬂavonoxdes col acnvndad cit

bxica-antitumoral.

M6R=H » 118 R;=R;=Ry= OH
3 E 119 Ri=Ry;=OH; Ry=H

122R=a-H R 123 R=B-H
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Planta Sustancia Actividad Ref.
Ononis natrix ssp ramasissima 4,2°,6'-trihidroxi-4’-metoxidihidrochalcona (118) P-388, A-549, HT-29 44
2’,6’-dihidroxi-4’-metoxidihidrochalcona (119)
2',4’-diacetoxichalcona (120)
Muntingia calabura 3’ 8-dihidroxi-7,4’,5’-trimetoxoflavona (121) P-388 21
Baeckea frutescens BF-4 (122) L-1210 45
BF-5 (123)

Arnica montana y jaceosidina (124) ‘GLC, - 46

Arnica chamissonis ~-'COLO 320
Scutellaria indica (2S)-5,7-dihidroxi-8,2'-dimetoxiflavanona (125) “: LA1210; SNU-1, | 47

wogonina (79) T HLA60 y K562
(25)-5,2,5-trihidroxi-7,8-dimetoxiflavanona (126) g R .

Mutingia calabura (25)-7,8,3°,4’,5’-pentametoxiflavano (127) Mel2, KBy 48
(25)-5"-hidroxi-7,8,3" 4’-tetrametoxiflavano (128) P-388
(2S)-8-hidroxi-7,3’,4°,5’-tetrametoxiflavano (129)

7,.8,3'.4',5'-pentametoxiflavona (130)
Scutellaria baicalensis 5,7,2 -trihidroxiflavona (131) antitumoral (tumor EBV-EA) | 21
5,7,2,3'-tetrahidroxiflavona (132)
Amorpha fruticosa amorfispironona (133) antitumora! (tumor EBV-EA) | 21
tefrosina (134) células cancerosas de mama
3,7-dimetoxiflavona (135)

Tabla 6. Flavonoides con actividad citotoxica y anti-tumoral.

P-388= células dc leucemia; A-549= células cancerigenas. HT-29= cincer de colon humano; L-1210= lcucemia de raton: GLC4= carcinoma de pulmén
humano; COLO 320= adenocarcinoma de colon humano; SNU-1= carcinoma humano, HL-60 y K562= [cucemia humana; Mel2= melanoma humano y
KB= carcinonta humano ncofaringco.
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Al R3
: R OH O
124 R.-—Rx-— OCHx Re=H; m OH “wv 20125 Ry= OH; Ry= OCHy; Ry=H

131 Rj=Ri=R,= H; Ry= OH S 126 R=R;= OH; R;= OCH;
32 Rr"R.a—' H; Rz—R;— OH : K CEAN S »

127 Ri=Ry= OCH;;R;=H 130 R;=R;= Ry= Rs= OCH;; R;=H '
128 ;R‘=, OCHI, R;’f H; R3= OH 135 Ri=R;= R«= Rs=H; Rz=ﬁ 0CH3
12‘97R'|= OH; Ry= H; Ri= OCHg
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3.7). Otras actividades biolégicas.

Por otro lado, también se ha informado de flavonoides con propiedades neuroactivas, la

primera referencia de un flavonoide con estas propiedades fue informada en 1983 por Luk y

col, al aislar de la orina bovina dos isoflavanos —4’,7-dihidroxiflavano (136) y

3‘;7-dihidr6xiﬂavano (137)— los cuales sirven como receptores de benzodiacepinas

(BDZéRecéb). Otro ejemplo es la amontoflavona (138), la cual tiene una alta afinidad por los

BDZ-R en el cerebro, y presenta caracteristicas similares a las del diazepam [19].
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136R=H;R=OH . .=
137 R=OH;R;=H.

Fla‘vbo'ndi‘desv oméllﬁ_,’gos‘sipina. epicatequina (139), kr'nbrihzb«x'(IO7) y rutina (140), tienen
actividad analgégic&i ‘rh‘libyysigjn‘iﬁcvﬁ‘ti\bla. En estudios realizados paré evaluar la relacion estructura
actividad de Ia$ ﬂé&dnhs, se ha demostrado que la hidroxilacion en el C-5 incrementa la
potenciakahalgé‘sic}:a. 1a cual se ve desfavorecida por el grupo metoxilo en el C-3. La
metoxiiacién en los.C-6 o C-4’ producen un incremento en la actividad; sin embargo si los
grupos metoxilov'se localizan en las posiciones C-7 o C-2’, disminuye la actividad del flavonoide

[21].

139 140

"En China, la Artemisia annua es usada tradicionalmente para el tratamiento de la
malaria, de donde se han aislado artemisina —lactona sesquiterpénica— y la artemitina

—flavonoide— las cuales han demostrado poseer una actividad antimalarica similar.
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Por otro- lado, " en dnferemes especnes de. {/varia se han alslado ﬂavonondes con

prop:edades anumalancas emre los que deslacan la - uvareuna (l4l) y sus denvados

——dluvareuna (142) y chamuvareuna (l43)—[21]

4. FLAVONOIDES PRENILADOS.

" En los t'lltimds 20 afios ha habido un gran incremento en la descripcion de flavonoides
premlados especnalmente en flavanonas, chalconas y flavonas. Los substituyentes mas

,frecuememente encomrados son: el 3 3-dimetilalilo, 1,1-dimetilalilo, geranilo, lavandulilo,

‘ farnesﬂo entre otros ver esquema 6 {49].

Las flavanonas (2S) preniladas pueden encontarse di- y tri-preniladas —prenilo,
geranilo, lavadulilo, dimetilalilo, entre otros— la presencia de este tipo de substituyentes les
permite tener propiedades biologicas importantes como son: antimicrobianas, antifingicas,

antioxidantes y antivirales [49].
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3, 3-dimetilali) I, 1-<imetilalil Geranil 1 dutil Epoxiprenl
Q
;()H X .
Con R OH
2-hidroxi-3-meti}- Nerl - '7.v 3-(2 Zﬁmﬁlm) 7. 82, 2-dimetilcromans
o OH
6 74(2, 2-dimetilcromeno) 6, 7-furmno

Esquema 6. Grupos prenilo presentes en flavonoides.

4.1). Actividad bioldgica

La actividad biologica de los flavonoides prenilados es muy importante, principalmente

como substancias antimicrobianas, antioxidantes y antivirales, ver rabla 7.

La actividad antifiingica-antimicrobiana, es atribuida a la presencia del hidroxilo
fendlico, que presenta una gran afinidad por proteinas y en consecuencia actua inhibiendo

enzimas, no permitiendo la fosforilacién oxidativa [49].

La adicion de los grupos prenilo dentro de la molécula de los flavonoides. permite un
~ incremento en la lipofilicidad y por lo tanto un aumento en la actividad antimicrobiana, debido a

la interaccion de estos con la membrana celular de los microorganismos [49).

w0 TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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Planta Sustancia

Actividad Ref.
Lysenhardtia texana 4' 5, 7-trihidroxi-8-metil-6-(3",3"-dimetilalil)-flavanona Candida alhicans 50
(144) Staphylococeus aureus
45, 7-trihidroxi-6-metil-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona
(145)

Derris scandes derrisisoflavona (146) Trichophyton 51

5,7,4’-trihidroxi-6,8-diprenilisoflavona (147) mentagrophyltes

lupaibigenina (148)
Glycyrrhiza inflata licochalcona C (149) Bacillus subtilis 52
S. aureus
Micrococcus luteus
Physena madagascariensis remangiflavanona A (150) S. aureus y epidermis 53
remangiflavanona B (151) Listeris monocytogenes

Enterococcus sp
Monotes engleri 6-(1,1-dimetilalil)-naringenina (152) A431, BCl, Col2, 54

6-(1,1-dimetilalil)-eriodictyol (153) HT, KB, LNCaP,

3’-0-metil-6-(1,1-dimetilalil)-eriodictyol (154) Lul,Mel2y U373

6,8-diprenileriodictyol (155) *
hiravanona (156)
Monotes africanus 6,8-diprenilaromadendrina (157) ciclo de repicacion viral | 55
6,8-diprenilkaempferol (158) de VIH®
lonchocarpol A (159)

Anaxagorea luzonensis (28)-8-isopentenilnaringenina (160) estrogénica 56

Tabla 7. Actividad biolégica de flavonoides prenilados.
a. Aumento de la actividad al presentar dos grupos prenilo en la molécula.
b. Puede presentarse en solo dos ctapas de este: adsorcion del virus v transcripcion reversa.

A431= carcinoma; BC1= cancer de mama; Col2= cancer de colon, HT= fibrocarcinoma; KB= carcinoma oral; LNCaP= cancer de prostata;

Lul= cncer de pulmén; Mel2= melanoma y U373= glioma.




ISOR=H
JISLR=OH= -

1S5SR=0OH
156 R= OCH,
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152 R=H
153 R= OH
154 R= OCH;

157 R=0H
159 R=H




158 160
5. PROPIEDADES OPTICAS DE LOS FLAVONOIDES.

La actividad optica de los flavonoides se manifiesta en las flavanonas y flavonoles, ya

que presentan centros estereogénicos en los C-2 y C-3 respectivamente.

~flavanona - . - ) flavonol

Para la determinacién de la configuracion absoluta en el C-2 de las flavanonas se debe
tomar en cuenta su mecanismo de formacion a partir de la chalcona catalizada in vivo por la

" enzima chalcona flavanona isomerasa (CFI), ver esquema 7 (57,58).

La formacion del anillo C tiene lugar mediante un ataque nucleofilico sobre la cara si del
doble enlace de la cetona o, B-insaturada para generar el flavan-3-en-4-ol como intermediario,
" el cual sufre la adicion estereoespecifica de un protén por la cara si. La adicion global es una
reaccion de tipo syn. El producto generado por la CFI corresponde al enantidmero (2S), ver

esquema 8.
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Esquema 7. Mecanismo propuesto para la formacion de una flavanona.
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Esquema 8. Detalle estereoquimico en el mecanismo propuesto en la formacion del anillo C de

las flavanonas.
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"La utilizacién de los métodos dpticos ha permitido establecer la posible configuracion

absoluta del C-2 de las flavanonas.

En iestudi‘os realizados a flavanonas de configuracion conocida {(-)-hesperetina (161),
(-)-liquiritigenina (162), (-)-eriodictiol (163) y la (+)-sakuranetina (164)] por DC y DOR y
auxilidndose en la regla del octante permitié determinar que los tres primeros presentan una

configuracion 25 y el ultimo 2R, presentando al grupo arilo en la posicion pseudoecuatorial en

el anillo C [59].
Ry
O A

Ry (o]

R; R, Rs Rs
161 OH OH OCH: OH
162 OH H OH H
163 OH OH OH OH
164 OCH; OH OH H

Gaffield (1975) realiza un estudio para determinar la configuracién absoluta del C-2 de
la naringenina en la toronja (Citrus paridisi), en donde demuestra que la configuracion del C-2

se ve afectada por la maduracion, esto en virtud de la presencia de los carbohidratos [60].
6. METODOS QUIROOPTICOS DE FLAVONOIDES.

Alrededor de ciento cincuenta grupos funcionales y derivados cromoforicos
encontrados frecuentemente en quimica organica se pueden investigar facilmente por Dicroismo

Circular y Dispersion Optica Rotatoria.
Cualquier substancia que posea un grupo funcional que dé lugar a un efecto Cotton que

permita medirse, puede investigarse por estos métodos. Entre estas substancias se hallan los

terpenos, esteroides, carotenoides, alcaloides, antibidticos, flavanonas, aminoacidos,
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prostaglandinas, péptidos, proteinas, carbohidratos, nucledsidos y hormonas naturales y

sintéticas [62-64]. En la 7abla &. se presentan los datos de DC para algunas flavanonas.

Sustancia Conc. Datos de Dicroismo Circular Ref.
5.6,7-trihidroxi 0.065 [B]34s +5260; [0]19 -27800: [0]215 +32400 60
flavanona (165)

Pinocembrina (166) 0.062 [8]32s +13100; [B]:xs -50800; [8]21s +28800
Strobopinina (167) 0.020 (6310 +5410; {8140 -25000; |B]31 +27000;
[6]110.+14900
Poriol (168) 0.007 181330 +7800; [8]300 -40000; [B],5; +5300;
[0]21s +37000; {8]20s +10600
Artocarpanona (169) 0.047 [B132s +520; [B)200.20¢ ~1040; [0]275 +880:
16]z23s -3380; [0]::: -1820
Dihidrotectochrisina (170) 0.010 [B]325.130 +2700: [B s -8110: [B]25s O
Percicogenina (171) 0.036 [B]330 +4570: [B]200 -20600; {B8]250.255 +2640;
[8]240 -3080: [08]:20 +13600
Sakuranctina (172) 0.036 [8]326 -3180: [8]axs +10300: [0]235 5960
Isosakuranctina (173) 0.041 181325 +10800: [0]2x7 -43600; [B]250+6630:
[8]235 +6980
Liquiritigenina (174) 0.046 [6]330 +17100; [8]30s -28200; [B]30 +12400
Lonchocarpo! A (175) (8)3:0 +5900; [B1]523 +4000; [0]3,7 +5400: 65
{8]393 37600
Lupincnol (176) 0.035 [B]162 +3300: [0]201 -15600; [0]230 +15100
(25)-8-isopentenil —_ [B]312 +6600; [8]35s -37100; [O]z53 +7200: 56

naringenina (177)

[6]a1s +25700

(2R)-8-isopentenil
naringenina (178)

[8]312 -6800; [B]2¢5 +35000; {B]135 -6700;
0]a11 -25600

Tabla 8. Datos de Dicroismo Circular para flavanonas.

165 R;=R,=R;= OH; Ry=Rs=Re=R;= H
166 R)=Ry= OH; R,=R4=Rs=Rs=Rs= H

175
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167 Ri=R;= OH; R4= CHj; Rs=Rs=R:=H 176
168 R\=Ris= OH; R;= CHj; Ri=Rs=R¢= H; R;= OH ‘
169 R;=Rs=Rs= OH; R3= OCHj; R;=Rs=Rs=H

170 R\= OH; R;= OCH:;; R2=Rs=Rs=Rs=Rs=H

171 R|=R6= OH; R3=R7= OCH:A; R2=R4=R5= H

172 R|=R7‘= OH: R3= OCH;: R2=R4=R5=R6= H

173 R|=R3= OH; R7= OCHJ'. R1=R4=R5=R6= H

174 R;=R7= OH; R=R,=R;=Rs=Rs= H

177 178

' 7. GENERALIDADES DE LOS ENSAYOS BIOLOGICOS

Cuando se decide realizar un ensayo bilogico a los extractos y/o las sustancias puras,
obtenidos de las plantas, el primer paso consiste en escoger el organismo blanco adecuado.
Estos pueden ser organismos inferiores (microorganismos, insectos, crustéceos o moluscos),
sistemas subcelulares (enzimas, receptores, organelos), cultivo de células de origen humano,

organismos aislados de vertebrados o animales integros [66].
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Debido a la complejidad para realizar los bioensayos, estos estaran en funcion de las
fac1l|dades fuentes y personal disponible, asi como proponer ensayos simples y economicos
. para el momtoreo de extractos de plantas, fracciones y sustancias puras. En la rabla 9, se

: encuentra una scleccxon de este tipo de bioensayos que cubren una gran variedad de blancos

: que permllen mvesugar diferentes propiedades y tipos de enfermedades [66].

TIPOS DE ENSAYOS BIOLOGICOS

ACTIVIDAD BLANCO

Antibacterial Bacterias patogenas (Staphylococcus aureus.

Escherichia coli, Erwinia ssp)

Antifingica Hongos y levaduras patogenos (Aspergillus sssp,
) Candida albicans, Cladosporium sssp)
Toxicidad del camarén de mar Artemia salina L.
Inhibicién de desarrollo de tumorcs Células de papa (Solanum tuberosum) tubéreulo
(cnsayos de discos de papa) transformado por Agrobacterium tumerfascicns,
Actividad antimitotica Erizo de mar (Strongyl i ssp) hu illo.
Actividad insecticida Spodoptera ssp. (gusano africano), Epilachna

varivestis (escarabajo de haba mexicano).

Actividad larvicida Aedes egypti (mosquito vector de la ficbre
amarilla).
Actividad moluscocida Caracol tr isor de la esquistosomiasi

(Bromphalaria glabrata).

Tabla 9. Tipos de ensayos biolégicos utilizados en una investigacion biodirigida [66]

Los bioensayos en las primeras etapas de una investigacion biodirigida’, no son
especificos, solo se refieren a toxicidad o inhibicion de microorganismos. El bioensayo de
toxicidad frente a Artemia salina L. de Meyer [68] y el ensayo antimicrobiano de Mitscher [69]

que continuacion se describen.

* Un estudio biodirigido tiene como finalidad seguir Ia actividad biolégica d el fraccic i de
extraclos. La actividad bioldgica a través de un ensayo permite conocer la naturaleza, constitucion o potencia de
un material o sustancia a través de la dosis empleada [67).
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7.1). Biocnsayo frente a Artemia salina L.

Artemia salina L. es el nombre de Anastrocan crustaceans, pertenece a la subclase

Branchiopoda —filépodos— cominmente llamado camaron hada o camaron salmuera.

Son de cuerpo ligero, con una caracterlsuca que es la ausencla de un caparazon

desarrollan una clara segmentacién y son ¢vndentes tres‘reglone abeza, torax Y abdomen.

Sus caracteristicas fisicas 'de nden en’ gran medlda de las condlcmnes en las que se

encuentre, ya que sus dlmensxones arian c.on la’ temperatura —10-12 mm— en tanto que el

color varia dependnend dad de oxlgeno presente —tojo claro con poco oxigeno y de

* Los huevecillos son de bajo costo y se mantienen viables por varios afios en estado seco.
» * Proporcionan una prueba de toxicidad a corto plazo debido a su rapido crecimeinto.

® Se obtienen poblaciones homogéneas sincronizadas en diferentes estadios de desarrollo.

El bioensayo frente a Artemia salina L. determina la toxicidad —CLso— en productos
naturales; tanto extractos como en productos aistados del mismo [68]. Este método ha
mostrado una gran utilidad en analisis de residuos de pesticidas y micotoxinas, anestésicos,

compuestos como la morfina entre otros.
7.2). Pruebas antimicrobianas.

Existen diferentes métodos para determinar la actividad antimicrobiana y pueden ser
clasificados en tres grupos: dilucion, difusion y bioautografica; los cuales presentan diferentes

caracteristicas y difieren en su sensibilidad {71].
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7.2.1). Método de dilucién.

El mé(édo de dilucion puede efectuarse de dos maneras: en un medio liquido y en un
medio solido, ambos métodos se fundamentan en la dispersién homogénea de la muestra en un
medio de cultivo. Se recomicnda utilizar esta técnica cuando las muestras a evaluar son solubles
en agua o son muestras lipofilicas, suspensiones de solidos o emulsiones y sustancias
antimicrobianas que no pueden difundirse a través del agar y que no pueden ser incorporadas

directamente dentro del agar [72].

El método de dilucién en medio liquido es recomendado para la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de una muestra pura y la Concentracion' Minima
Bactericida (MBC), ya que la técnica tiene la caracteristica de ser mas precisa que la técnica en

un medio sélido.

El método de dilucion en agar tiene la ventaja de ser un método simple, en el cual se
pueden evaluar muestras solubles e insolubles en agua; asi como evaluar seis microorganismos

en el mismo bioensayo [72].
7.2.2). Método de difusién.

En este método se emplea un disco, un cilindro o perforacion en el agar como
reservorio y se basa en medir el diametro de la zona de inhibicién. La desventaja de la
utilizacion de este método es que no se pueden emplear sustancias poco solubles en agua o
extractos no polares. Una ventaja importante de la utilizacion de este método es que pueden ser

utilizados cinco o seis compuestos por caja de petri contra un simple microorganismo.

El método de perforacion, se usa para suspensiones acuosas de extractos de plantas; el

método de disco en papel filtro permite ensayar antibidticos solubles en agua [73, 74].
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7.2.3). Método bioautogrifico.

Consiste en localizar la actividad antimicrobiana en un cromatograma. La mayoria de
los procedimientos empleados se basan en la técnica de difusion en agar, en el cual los
compuestos antibacteriales son transferidos desde la capa cromatografica a una caja de agar
inoculado, seguido de un proceso de difusion del compuesto, las zonas de inhibicion son
después vizualizadas, Otra técnica consiste en realizar una suspension del microorganismo en

un caldo, para posteriormente ser aplicado a la cromatografia en capa fina (CCF) desarrollada.

El método biautogrifico generalmente se describe utilizando la CCF, ya que presenta
una mayor resolucién y es mucho més rapido en comparacion con la cromatografia en papel
_(CP):la cual :ﬁ‘resema desventajas como io es la separacion no satisfactoria de diversos

compuestos [75-77]."

El Método de Mitscher se fundamenta en la inhibicion del crecimiento de diversos
microorganismos cuando son expuestos a un medio de cultivo que contiene el extracto o
sustancias puras a probar, en este método la concentracion final para los exractos crudos es de

1000 pg/ mL y 100 pg/ mL para sustancias purificadas.
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anteanicnts detl Problema

Los. ﬂavonondes 'son.un grupo de productos naturales, quimicamente derivados del

nucleo de la fcmlbenzoplronn. aislados de una gran vanedad de plantas, semillas, frutas, flores,
ho_;as y tallos En la literatura quimica, se han descmo mas de 4000 flavonoides, el nimero de
‘estas sustancias va en constante incremento debldo a su diversidad estructural, la cual surge de
‘ los diferentes patrones de ‘sustitucion presentes en estas sustancias, —hidroxilacion,

metoxilacion, sulfonacion, glicosilacién y prenilacion— (30, 49].

La actividad biologica de estas sustancias es muy amplia, ya que presentan propiedades
antitumorales, antiinflamatorias, antimicrobiana, antiviral, antimalarica, antioxidante,

analgésica, antihepatotoxica, vasculares y neuroactivas [17-20].

Especialmente, los flavonoides prenilados han demostrado poseer propiedades

biologicas entre las que destacan: antifingica, antimicrobiana y antiviral (VIH) [29, 49, 55].

Debido a que la busqueda de antibidticos y analégos sintéticos siguen siendo fuente de
estudio dentro del drea clinica en la prevension de enfermedades infecciosas, ademés de que el
cancer cérvico uterino es una enfermedad de gran incidencia en nuestro pais, ya que ocupa el

primer lugar como causa de muerte entre las mujeres.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como finalidad obtener algunos derivados de la
glabranina® (flavanona prenilada) y evaluar su actividad biolégica como posibles agentes
antimicrobianos y antitumorales, ya que la glabranina es e} flavonoide mayoritario aislado de las

partes aéreas de Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis, planta endémica de México [16].

? Primera vez que se informa la existencia de flavanonas en cl género Esenbeckia (16]
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Ofjetivos

1. OBJETIVO GENERAL

Obtencion quimica y evaluacién biolégica —antimicrobiana y. frente a la linea celular

HeLa— de los derivados de la glabranina —flavanona prenilada dg’; Esenbeckia berlandieri ssp

acapulcensis, ;-

' l‘:l'.'kl Revision bibliogrifica sobre las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los
'f_ylavonoides‘.
’ 1.1.2. Purificacion de las fracciones del extracto etandlico de E. herlandieri ssp acapulcensis® .
1.1.3. Obtencion de la metilglabranina, a partir de la glabranina y diazometano.
1.1.4. Obtencion del epoxido de la glabranina, a partir de la glabranina y AMCPB.
1.1.5. Obtencion del 7, 8-(2, 2-dimetilcromano) de la glabranina con acido p-toluensulfénico.
1.1.6. Obtencion del 7, 8-(2, 2-dimetilcromeno) de la glabranina con DDQ.
1.1.7. Obtencion del 3-hidroxi-7, 8-(2, 2-dimetilcromano) de la glabranina con AMCPB/H;0".
1.1.8. Obtencion del epoxido de la metilglabranina, con AMCPB y metilglabranina.
1.1.9. Apetura del epoxido de la metilglabranina en medio acido.
1.1.10. Determinacién de la actividad antimicrobiana de los derivados quimicos de la
glébranina.
1:1.11. Determinaciéon de la actividad antitumoral en la linea celular HeLa, proveniente de

. carcinoma cérvico-uterino® .

* Sustanci previ C izada ¢ identificada del extracto etanélico de E. berlandieri ssp acapulcensis
[16].

’La actividad anti | fue determinada en el Laboratorio L-324 de Biologia Celular y Molecular del Cancer.
FES. Zaragoza, Campus I, UNAM.
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Los flavonoides son un grupo de productos naturales, aislados de una diversa variedad
de plantas, Estos presentan una gran diversidad estructural, debido a los diferentes patrones de

sustitucion presentes —metoxilacion, hidroxilacion, sulfonacién y prenilacion—.

Dentro del grupo de los flavonoides prenilados, destacan las flavanonas preniladas como
la' clase mas abundante de estos. La adicion o substitucion de derivados del grupo prenilo
—egeranil, lavandulil, farnesil, dimetilalil, derivados del dimetilcromano y furano— en el
esqueleto de la flavanona en el C-6 y en el C-8 permiten un incremento en la relacion
estructura-actividad, ampliando de esta manera sus propiedades biologicas, entre las que

destacan; antimicrobiana, antioxidante y antiviral (VIH).

Por lo anterior, en el presente trabajo se pretende realizar las transformaciones quimicas
en el grupo prenilo de la Glabranina (Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis) para determinar
“la actividad bilogica como agentes antimicrobianos y antitumorales de los derivados quimicos

o‘bteynidos.
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1. MATERIAL PARA LA PURIFICACION, CARACTERIZACION E
IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION.

¢ Disolventes.
Acetato de etilo (grado técnico)” .
Benceno (grado analitico).
Cloroformo (grado analitico).
Diclorometano (grado técnico)®.
Etanol (grado analitico).
Eter etilico (grado analitico).
Hexano (grado técnico)®.

Propanol (grado analitico).

¢ Reactivos.

Acido meta-cloro perbenzoico (AMCPB).

Acido clorhidrico (HCI, solucién al 10%).

Aéido, para-toluensulfonico (p-TsOH).
Bikéar'li)v‘.)ﬁtritp de sodio (NaHCO3, solucion saturada).
Bisﬁlﬁfd de sodio (NaHSO;, solucién al 10 %).
Celita 545 (tamafio de particula 0.001-0,004 mm).

' Cloruro férrico (FeCl3, al 1% en etanol).

Dfazald (N-metil-N-nitroso-p-toluensulfénamida).
2,3-Dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona (DDQ).
Sulfato cérico amonico (NH4Ce(SO.) ).

Sulfato de sodio anhidro(NayS04).

Sulfito de sodio (NapSO3, al 10%).

Silica gel para cromatografia en capa fina 60G.

S Estos disolventes fucron purificados por medio de una destilacién fraccionada
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¢ Equipo. :
Aparato para determinar el punto de fusion (Fishér Johns).

Balanza analitica (100A, Ainswort). .

Balanza granataria (Ohaus, serie 700-800).

Balanza semianalitica (Ohaus-E 400), '

Equipo de diazald.

Espectrofotometro de IR Perkin Elmer, modelo 283 y 681.
Espectrofotémetro Nicolet FT IR , modelo § Sx.
Espectrofotometro de RMN varian FT 8A y VxR-3005 (200 y 300
MHz para 'Hy de 50 y 75 MHz para "*C.

Lampara de Ultravioleta listed INSA & MEAS 399-J.

Rotavapor Biichi B-481.

¢ Material de vidrio.

- Camaras de elucién de 100 y 500 mL.,
Camara de elucion para placa preparativa.
Capilares, _ . s ;

_Columnas de vidrio 'p'ara cromatografia en columna de diferentes
tamafios.
Cromatoplacas de silica gel para cromatografia en capa preparativa,
espesor de 2mm (20x20, G-200 UV2s4) y 0.2mm (10x20).
Cromatofolios de aluminio con silica gel 60F354 para cromatografia en
capa fina, espesor de 0.2 mm.
Embudo de separacion de 125 mL y 500 mL.
Matraces erlenmeyer de 50 y 25 mL
Matraces de kitazato de 500 y 125 mL.
Matraces bola de 500 mL, 250 mL y 100 mL.
Pinzas de tres dedos con nuez.

Probetas de SO0 mL, 100 mL y 10 mL.
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2. MATERIAL PARA ENSAYO MICROBIOLOGICO.

& Reactivos.
Tween 80.
Cloruro de sodio (NaCl).

¢ . Material de vidrio.
Cajas de Petri. -
Ffascos viales estériles (10 mL).
kMatraz Erlenmeyer 25 mL:
Matraz bola 24/40 lkOOVkth.
Pipeta 5 mL.
Pipeta 10 mL.
Probeta 50 mL.

¢ Equipo.

Autoclave.

Incubadora.

Balanza analitica (100A, Ainswort).
Balanza semianalitica (Ohaus-E 400)

¢ Material bioldgico
Bacillus subtillis.
Candida albicans.
Escherichia coli.
Pseudomona aeruginosa.
Micrococceus luteus.
Staphylococcus aureus.
Streptococcus faecalis.

Salmonella typhi.
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v
3o
DDQ - Oy
reflujo, 6.10 h
on 0
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AMCPB/CH,CI,, H,0* 0. O
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oH o
v

Esquema 9. Transformaciones quimicas de la glabranina.
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Ac,0/Py
reflujo,23 h

CHXO

o [

AMCPB

0 °C, 55 min.

5@ O

dc. p-TsOH
0°C,5h
CH,0

Esquema 10. Transformaciones quimicas de la metilglabranina.
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1. TRANSFORMACIONES QUIMICAS DE LA GLABRANINA.
1.1). Obtencién de 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3",3”-dimetilalil)-flavanona (1I).

En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se disolvieron 168 mg de glabranina en 10 mL de
etano! absoluto, la solucion resultante se introdujo a una mezcla frigorifica (-5°C), adicionando
a continuacion diazometano’ disuelto en éter ctilico lentamente, ver esquema 11. E! curso de la
reaccion fue seguida por CCF, una vez terminada la reaccion, el producto fue recristalizado con
n-Hex/cOEt obteniéndose 158.8 mg (99.52 %) de un solido amarillo de pf. 126-128 °C y cuyas
propiedades espectroscopicas corresponde a la S5-hidroxi-7-metoxi-8-(3".3"-dimetilalil)-

flavanona (II).

' |
110 0. _..|© MeO. O, .._,©
CHaNa/éter elilico
-5°C
OH (o} ol o
u

Esquema 11. Reaccion de metilacion de la Glabranina.

DC (c= 0.04 mg/mL, Hex): [8]33 -292; [6]zs5 +1576; [B]239 +360: [6]221 -2104.

IR vyx (CHCI3, espectro 5) em™: 3006, 2926, 2853, 1654, 1583, 1444, 1373, 1303, 1270,

1162y 1103.

7'A 4.01 g de KOH disucltos cn 10 mL de H,O sc agregaron por medio de un embudo de adicién 10 mL de
. El-O y 15 mL dc EtOH absoluto. A csta solucién sc le adicionaron 10.75 mg de Diazald (N-metil-N-nitroso-p-
16 ida) disucltos en 75 mL de E1,O y se destilo a 36°C.
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(s, C9), 5 102.95 (s, c-m) a' :
C-5, & 21.58 (r c-1" a 1224

193 (26 33), ‘191 (78. 05) 179 (52. 44) 176 (26 83) 104 (36.58), 103 (48. 78) 91 (40.24),
179 (25.61), 78 (36.59), 77 (59.76) y 69 (47.56).

1.2). Obtencién de 7-acetil-S-hidroxi-8-(3”,3”-dimetilalil}-flavanona (111}

La glabranina (49.3 mg) fue disuelta en la minima cantidad de CHCl; a la solucion
resultante se le adicionaron 1 mL de anhidrido acético y 0.5 mL de piridina seca. La reaccion se
llevé a cabo a temperatura ambiente, siguiendo el curso de ta reaccion por CCF, ver esquema
12. Una vez terminada la reaccion, se adicionaron 5 mL de agua, para posteriormente extraer el
producto de reaccion con CHCl; (7 x 5 mL), la fase organica resultante se lavdo con una
solucién de HCl al 10% (9 x 3.5 mL), seguido de un tratamiento con una solucién saturada de
NaHCOx (9 x 3 mL) y finalmente lavados con agua. La fase organica fue secada sobre Na,SO,
‘banhldro purificando el producto de reaccion por CCF preparativa. De donde se obtuvieron
22,5 mg (45.6%) de un solido amarillo claro de pf 89-90°C cuyas propiedades

espectroscopicas corresponden al 7-acetil-5-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (III).
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HO. Q. ~_..© Ac), 0. _,..©

Ac20/Py
T. ambiente, 30 min.

OH (o) OH O

Esquema 12. Reaccion de acetilacion de la Glabranina con Ac;O/Py.

IR Ui (CHCI, espectro 9) cm™: 2970, 2916, 1769, 1649, 1625, 1593, 1456, 1372, 1298,
1186, 1137, 1078 y 1062.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,, TMS, espectro 10): & 1.65 (s, 3H, CH;-4"), 8 1.66 (s, 3H,
CH;-5"), 8 2.31 (s, 3H, CH;-CO), & 2.88 (dd, J= 17.2 y 3.3 Hz, IH, CH-3y.), 5 3.12
(dd =171 v 12.9 Hz, IH, CH-3var), §3.17 (4, J= 7.7 Hz, 2H, CH 55,05 (;c. J;;7.l y
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1.3). Obtencién de 5,7-dihidroxi-8-(3”-metil-2",3"-epoxibutano)-flavanona (1V).

Se disolvieron 1.02 g de 5,7-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (I) en 37 mL de
CH,Cl;, a continuacion se adicionaron 1.0 g de AMCPB a una temperatura de 0°C, ver
esquema 13. El curso de la reaccion se siguio por CCF* | una vez terminada la reaccién (4.5 h),
se agregaron 3 g de hielo a la reaccion, posteriormente se realizaron extracciones con CH‘;Clz
(4 x 5 mL), la fase orgdnica resultante se lavd con una solucion de NaHSO; 10% (4 x 251 m‘L).
seguido de una solucion saturada de NaHCO; (4 x 25 mL) y finalmente con agua (4 x 25 mL),
;é seco la fase organica con Na;SO, anhidro. El producto de la reaccién fue purificado
utilizando CCV, obteniéndose 1.0 g (98.03 %) de una sustancia de consistencia aceitosa de
;:olor amarillo, cuyas constantes espectroscopicas corresponden a la 5,7-dihidroxi-8-(3"-metil-

2",3"-epoxibutano)-flavanona (IV).

|
YINe Ve
0°C, 45h
H
1

Esquema 13. Reaccién de epoxidacion de la Glabranina con AMCPB.

IR Upix (CHCl;, espectro 13) em™: 3591, 3066, 2978, 2929, 1642, 1475, 1383, 1249, 1144 y
1078.

RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS, espectro 14): & 1.21 (s, 3H, CH;-4"), & 1.19 ¢s¢ 3H,
CH;-5"), & 2.82 (dd, J= 17.1 y 3.3 Hz, 1H, CH-3y..), 8 3.06-2.99 (sehal compleja, 2H, -
CHy-1"), 8 3.07 (dd, J= 17.1 y 12.6 Hz, 1H, CH-3y,). 8 4.71 (1, J= 8.9 Hz, 1H, CH-2"),

§ 5.44 (dd, J=12.7 y 32 Hz, IH, CH-2), § 6.04 (s, |H, CH-6), 5 7.47-7. a3 (senal muluple :
SH),  12.00 (s, 1H, Cs-OH)..

® Sistema de clucién [Hex-AcOEt (8:2)).
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; 78 (IOO) l77 (64. 63) 176 (51 22)‘ l65 (48 78),

o seco se disolvieron 500.9 mg de glabranina (I), a la solucién
: 0!; | mg de acido p-TsOH. posteriormente se calentd a 70°C
a'I;.J. El curso de la reaccion fue seguida por CCF’, una vez
uﬁmé} ‘el disolvente a baja presion y al residuo resultante se le
éké.tevx; eiilicé El exceso de dcido p-toluensulfonico fue eliminado mediante
ur a solu : on de. NaHCOa al 10 % (7 x 15 mL). seguido de seis lavados con agua
de 15 mL cada uno, para finalmente secar la fase etérea con Na;SO, anhidro, el producto final
. 'de la reaccion fue recnstallzado utilizando CHCIy/PrOH, obteniéndose 386 mg (77.2 %) de un

: sqhdo de color amarillo palido de pf. 128-130 °C, cuyas propiedades espectroscopicas

cpﬁesbonde al 7, 8-(6",6"-dimetilcromano) de la glabranina (V).

{a)s =+ 39.28 (c= 4.2 mg/mL, CHCI,)

IR vyix (CHCI3, espectro 17) cm-1: 3070, 3040, 3035, 2979, 2943, 1642, 1586, 1484,
1447, 1324, 1318y 1159. 7

? Sistema dc clucion {Hex-AcOEt (8:2)].
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HO. o) © dc. p-TsOH o O O

beneeno seco
reflujo 4.50 h

11 o ol o

Esquema 14. Reaccion de ciclizacién de la Glabranina con p-TsOH.

RMN-'H (200 MHz, CDCl3, TMS, espectro 18): 5 1.26 (s, 6H, 2CH3-C-6"), § 1.76 (dd, J=7
y 2 Hz, 2H, CHp-5"), § 2.61 (1, J=7 Hz, 2H, CHp-4"), & 2.52 (dd, J=17 y 3.4 Hz, 1H,

CH-34.), 6 3.05 (dd, J=17 y 13 Hz, 1H, CH-Bq,,,) 5.44. (dd J—' 13 Y 4 Hz, IH, CH-2),

'(c 9,5 10253(
512591 (c-4)ya 31,
@ zcm-c-a").

EM (IE) m/z: 325 [M +|_ 323 (29. 27). 269 (43 90) .,220'(19 SI) ,'2 .
196 (24 39), 177 (29 27), 165 (51 22), 104 (34.15), 103 (21.95), 78 (24 39) 77 (25 60) '
69 (30.95) y 41 (12.20).

1.5). Obtencion de 7, 8-(6”,6”-dimetilcromeno) de la glabranina (VI).
El compuesto 1 (520.6 mg), se disolvio en 40 mL de benceno seco, a la solucién

resultante se le adicionaron 389.7 mg de DDQ y se colocé a reflujo durante 6.10 h, ver

esquema 15. Una vez terminada la reaccion, el matraz se introdujé en un bafio de hielo,
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formandose unfsélido blanco que se elimind por filtracion a vacio.: Las aguas madres se

: cont_ﬁemraron a Saja presion, el residuo fue disuelto en 20 mL de CHCl;. La fase organica se
lavbé cbn una solucién saturada de NaHCOs (4 x 15 mL), seguida de tres lavados con agua de
15 mL cada uno, la fase cloroférmica se secd sobre Na;SO, anhidro y se concentré a baja
presion. El residuo obtenido fue recristalizado con CHCI3/PrOH/Et,0. obteniéndose 280.7 mg
(53.82 %) de un solido de color amarillo de pf. 110-112 °C.

I
O.
HO. .,.-© DD ©
bchcm\ scu\
reflujo 6.10 h

Esquema 15. Reaccion de ciclizacion de la Glabranina con DDQ.

[o]y'= - 3.68 (c= 3.8 mg/mL, McOH)

Difraccién de rayos X: CioH3c0s; PM= 644.7, monoclinico; space group P2,, a= 12.401(6) A,
b= 10.409(5) A, c= 12.567(6) A, B= 90.2707(10) A, V= 1622.8(15) A3, Z=2,
Dc= 1.319 mg/cm3, MOKa radiacién, A= 0.7107 A, dimensiones del cristal 0.56 x 0.42 x 0.30.

IR U4y (CHCI3, espectro 21) cm’': 3016, 2981, 1640, 1589, 147
y 1070, o

RMN-'H (200 MHz, CDCIi3, TMS, espectro 22): & 1.43 (s, 3H, CH3 6")".‘ l45 (s 3H,
CHi-6"), & 2.83 (dd, J=17 y 4 Hz, CH-3y,.), 8 3.07 (dd, J=17 y 12. Hz, IH CH “3upax)s
8 5.44 (dd, J=13 y 4 Hz, 1H, CH-2), 5 5.48 (d, J=10 Hz, 1H, CH-5"), § 6.01 (s IH, CH-6),
8 6.55 (d, =10 Hz, 1H, CH-4"), 5 7.48-7.42 (seiial multiple, SH) y & 12.14 (s, |H. Cs5-OH).
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RMN-"C. ] Muz, cncn,, TMS espec(ro 23): 5 79.02 (d. C-2), & 43.35 (1. C-3), 6 195.66
(s, C-4); a 1623l (.s c-5) 69859 (d C-6). 5 163.79 (s, C-7), & 102 89 (s. C-8), & 156.75
(5, C9).8 |01 97(5 C-10), & 138.54 (s, C-1" ) 5128.76 (4, C-2" y C-6"), 6 128.82 (4, C-3' y
C-5), 8 126.52 (d, C-4), 6 97.67 (d, C-4"), § 115.57 (d, C-5"), & 78.17 (¢, C-6"), 5 28.53 y
528.28 (¢, 2CH;-C-6").

1.6). Obtencion de 5”-hidroxi-7,8-(6,6"-dimetilcromano) de la glabranina (VII).

En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se disolvieron 200 mg de glabranina (I) en 10 mL
de CHiCl,, la solucién resultante fue colocada en un bafio de hielo a 0-5°C, al que se le
adicionaron 4 mL de CH,Cl, acidificado', lentamente y con agitacion. Posteriormente se
_agregaron 10 mL de AMCPB'!, el curso dela reaccnon fue segutdo por CCF ver eNquema 16,
Al termmar la reaccién (45 min) se adlcnonaron al malraz 12 mL de una solucuon de ‘Na:SO; al
;~l0 % lentamente y con agitacién a 0°C; el producto de la reacmon fue recuperado por medxo de.
;extracmones con CHCl, (4 x°7 mL) postenormente se reallzaron lavados con NaHCO;
(4 x7 mL) y agua (3 x 5 mL), finalmente la fase organica fue secada con Na:SO4 anhidro, la
cual fue concentrada obteniéndose 171.5 mg (85.75%) de un residuo de consistencia aceitosa
de color café cuyas propiedades espectroscopicas corresponden a 5"-hidroxi-7,8-(6",6"-

dimetilcromano) de la glabranina (VII).

|
Ho. O, @ O
CH2Cl2. H30*
AMCPB/CH2CI2
45 min.. 0°C

OH O I 0

Esquema 16. Reaccion de la Glabranina con AMCPB en medio acido

1 2 gotas de HCI conc. [6= 1.18 g/mL, 37.0% de purcza] en 50 ml. de CH.Cl,.
" 200 mg dc AMCPB cn 10 mL de CH,Cl,.
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'3019:°2981.- 1645, 1476, 1387, 1339, 1215,

IR Upnis (CHCl, espectro 25), em'': 3583, 3426
1144, 1093 y 758. S

CHy-6"). § 282 (dd, )= 17.1 yk3

178 (66.10), 177 (44.91), 150 (55.

1.7). Obtencién de 5-acetil-7-metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (Ila) y 2',6'-diacetil-
4'-mc(oii-.’i'-(S".,S"-dimctilnIil)-chalcona (11Ib).

Al compuesto 11 (140.3 mg) disuelto en la minima cantidad de CHCI;, se le adiciond
lentamente y con agitacion 2 mL de anhidrido acético y 0.5 mL de piridina seca a reflujo
durante 2 h, siguiendo el“‘curso de reaccion por CCF. Una vez concluida la reaccién, se
adicionaron Skva de agua, los productos de reaccion fueron recuperados por medio de

o _extrai:ciones ¢on CHCls (2 x 3 mL). La fase cloroférmica obtenida fue lavada con una solucién

: “~de HCl al 10% (2 x 3 mL) y posteriormente con una solucién saturada de NaHCOs (5 x 5 mL)

‘,'y ﬁnalmente con agua (5 x 3 mL), se seco sobre Na;SO, anhidro. obteniendo una mezcla

constituida de dos productos, ver esquema 17, los cuales fueron purificados por CCP.
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Esquema 17. Reaccion de acetilacion de la metilglabranina con Ac,O/Py.

El producto menos polar Ila (42.6 mg, 30.4%) es un sélido de color amarillo claro,
mientras que el producto de mayor polaridad 1Ib (12 mg, 8.55%) es un aceite de color
amarillo. Ambos fueron caracterizados con base a sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas como: S-acetil-7-metoxi-8-(3",3 -dimetilalil)-flavanona (11a) y 2°,6’-diacetil-

4’-metoxi-3’-(3",3"-dimetilalil)-chalcona (IIb).

Los datos espectroscopicos y espectrométricos para la 5-acetil-7-metoxi-8-(3",3"-

dimetilalil)-flavanona (Ila)

IR Uy (CHCL, espectro 29) cm’': 3016, 3008, 2970, 2914, 1766, 1679,1607, 1573, l4ll
1367, 1290, 1168y 1097. .

85.15(tc, )= 73y 1.4 Hz, 1H, CH-2"), § 5.44 (dd, J= 13 y3 1 Hz, IH CH-Z) 5630(5 IH .
CH-6), § 7.44-7.42 (seiial multiple, SH). U v
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. RMN-YC (50 MHz, CDCl5, TMS, c’sﬁectfo 3|)~ 5 78.02 (d, c-z) 5 45.28 (1, C-3). 5 189.64
- (5, C-4), § 160.54 (5. C-5), 5 lOOlS(zI C-6),8 16280(9 C-7); 6 115.95 (s, C-8), & 149.90
(s. C9). & |osoa(\ C-10), 5 138.92 (s\ 21):8 128, 51 (d, C- 2‘yC 6. 5 128.68 (d, C-3'y
C-5Y). 5 125.94 (d. C-4'), 5 21.18 (; C-1").'6 121.84 , C-2"), 8 131.87 (5, C-3"). § 17.72

" (¢, C-4"), §22. I7(c c -5"),'8 55.95 (c. CH:OPh ‘8"169 78 (s -c00)y525 78 (c. CHxCO)

EM (LE) m/z' 381 [M‘ +

100 323 (4460) 295 (15 ll) 283 (1259), ‘

H CHxOPh) 6 5. lO (tc =7 y 1. 3 Hz, 1H, CH-Z") 5 659 (s, lH. CH- 6) 5 6.94
16 l Hz. IH H-a), 5748 (d J=16. S Hz, 1H, H-B), & 7.40-7.27 (seiial multlple SH).

-~ EM (LE) .ii/z: 422 [M", 43.22), 379 (60.17)_ 362 (4.23), 337 (100), 323 (52.54), 295 (24.58),
/283 (34.75), 249 (10.17), 233 (43.22), 219 (30.08), 179 (32.20).

Ik.8). Obtencién de 7-metoxi-8-(3"-metil-2",3"-epoxibutano)-glabranina (Ilc).

A 158.8 mg de metilglabranina (II) se disolvieron en 4.5 mL de CHCI,, la soluciéon
resultante fue colocada en una mezcla frigorifica (-12°C) adicionando 159.0 mg de AMCPB, el
curso de la reaccion fue seguido por CCF, ver esquema /8. Una vez terminada la reaccion (4 h)
se agregaron 3 g de hielo. El producto de la reaccion fue recuperado mediante extracciones con

CHCI;3 (4 x 5 mL). posteriormente se realizaron lavados con Na;HSO: (4 x 15 mL), la fase
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orgénic'a se lavé con NaHCO; (4 x 15 mL) y agua (4 x 15 mL). finalmente se seco con Na,SO,
-anhidro y el exceso de disolvente se elimino a baja presion, obteniéndose 154.3 mg de un solido
amanllo de pf 106-109 cuyas propiedades espectroscopica y espectrométricas corresponden a

la 7-metoxi-8-(3"-metil-2",3"-epoxibutano)-glabranina (llc).

MeO o -© MeO 0O ..-©

AMCPB/CHC13
0°C, 55 min

OH O OH O
1 Ie

Esquema 18. Reaccion de epoxidacion de la metilglabranina con AMCPB.

RMN-'H (200 MHz, CDCl;, TMS, cspectro 35): § 1.25 (s, 3H, CHa-4"), 8 1.26 (s, 3H,
CH3-5"), 6 2.90 (dd, J= 17.4 y 3.3 Hz, 1H, CH-3.), 6 3.09 (dd, J= 174 y 12.6 Hz, IH,
CH-3ya), & 3.0-5.4 scfal compleja (CHy1"). 8 3.87 (s. 3H, CH;0-C;), & 3.0-5.4
(sefial compleja CH-2"), § 542 (dd, J= 126 y 3.0 Hz, 1H, CH 2) 5 6 13 (s, IH CH 6)'.
8 7.45-7.38 (sefial multiple, 5H).

RMN-"C (50 MHz, CDCl;, TMS, espectro 36): 8 78.99 (d.
(5, C-4), & 163.24 (s, C-5), & 92.59 (d. C-6), & 166.07 (s; ;
(5. C-9), 5 102.95 (s, C-10), § 138.39 (5, C-1. 5 126.15 (d, c'{:f,4'y .8 128.75 S (@ CHy
C-5), 8 22.21 (1, C-1). § 63.44 (d, C-2"). 5 59.04 (.\ c37.8 18.92 (c, C-4"), 5 18.89"
(e, 57, 35.93 (c, PhOCH) ‘
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1.9). Obtencién de 7;metoxi-8-(2"-hidroxi- “.metil-3"-buten)-glabranina (11d).

En un matraz Erlenméyer de 25 mL se colocaron 129.2 mg disueltos en 10 mL de

. .CHCl;, y la solucién resultante se colocd en una mezla frigorifica (-5°C), adicionando 152.2 mg
v “de p-TQOH, ver e.\;quemawlf9. el curso de la reaccion de siguio por CCF. Una vez terminada la
* reaccion ‘se .procékdic') Va ‘extraer el producto de reaccion utilizando CHCi; (3 x 10 mL).
Posterioﬁnenle se tratd con una solucion de NaHSO; (4 x 15 mL), NaHCO; (4 x 15 mL) y
'agua (4 x 15 ml). La fase organica se secé con Na,SO4 anhidro y se concentro a baja presion.
La purificacion del producto mayoritario fue realizada utilizando CCV, obteniéndose 42 mg de
una sustancia de consistencia aceitosa de color amarillo, cuyas propiedades espectroscopicas y
espectrométricas corresponde a la mezcla del 7-metoxi-8-(2"-hidroxi-3"-metil-3"-buten)-

glabranina (I1d, y 11d,).

V4
o
OH
MeO. o McO. O, "
ac. p-TsOH '
0°C.5h
oH O
d

Ua

Esquema 19. Reaccion de apertura de epoxido de la metilglabranina con p-TsOH.

RMN-'H compuesto [1d, (200 Mz, CDCIl,, TMS, espectro 38): § 4.89 (1, J= 3 Hz, 2H,
CH;-4"), 8 1.71(s, 3H, CH,-5"), § 2.85 (dd, J= 17.4 y 3.3 Hz, 1H, CH-3,.), 6 3.06 (dd,
= 17.1y 12.6 Hz, 1H, CH-34.), 6 2.87 (d, J= 17.01 Hz, |H, CHz-1"),6 2.78 (d, J= 8.22 Hz,
1H, CHz-1"), 8 3.87 (s, 3H, MeO-C5), 5 4.22 (ddd, J= 17.4 y 8.22 Hz, 1H, CH-2"), § 5.40
(dd, )= 12.9 y 3.3 Hz, IH, CH-2), 6 6.14 (s, 1H, CH-6), § 7.43-7.35 (seiial multiple, SH).
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(s, C9) 5 |0303(‘ c: |0) 5 138.60 (s. C~l) 5 ]‘7874(d C-2'4 y6) 5 12882(d c3'
C-5Y. 5 29.28 (1, C-1 "), 5 110.28 (d, C-2"), § 147.40 (s, C-3"). 5 18.12 (c. C-4"). & 125.85
(c. C-5"), 6 56.06 (¢, CH;OPh).

2. EVALUACION BIOLOGICA.

2.1). Bi yo con Artemia salina L. [68]
* Preparacion de la muestra.

Se pesaron 20 mg de cada sustancia, las cuales se disolvieron en 2 mL de disolvente, a
continuacion se tomaron por triplicado 5, 50 y 500 uL, colocandolos en viales de 20 mL. El
disolvente se dejo evaporar para posteriormente utilizarlos en el bioensayo.

e Incubacion de Artemia salina.
Se incubaron 50 mg de huevecillos de Artemia salina L. en agua de mar artificial a una

temperatura de 27-28 °C, con un sistema de aereacion continuo y bajo una lampara eléctrica

por48 h.
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» Bioensayo.

‘A cada v1a| con muestra se. Ie adu:lonaron 200 nl de DMSO y 2 mL de agua de mar

"'colocaron 10 Arlemla.s por vial, aforando posteriormente a 5 mL con

s concentracnones de 10, 100 y 1000 ppm. A la par se

artificial,” en segulda

ﬁnalme e
realizd un bla’ o m mas condlones
Los vnales ue on colocados bajo llummacton por 24 h, transcurrido este tiempo, se

contaron las Iarvas muertas y se calculd la LCso mediante un programa de computo que utiliza

el analisis de Probllas descrito por Finney.
2.2). Pruchas antimicrobianas

2.2.1). Método de Mitscher [69, 78].

* - Preparacion de los microorganismos.

Los microorganismos mantenidos en agar nutritivo, fueron inoculados al medio de

cultivo caldo soya tripticaseina (CST) en tubos de ensayo, incubandolos a 37°C por 24-48 h.

Después de la incubacién, se tomé una alicuota de 0.1 mL de medio de culiivo y se
diluyo en 9.9 mL de solucion salina estéril para alcanzar una dilucion final de 1:100 misma que

se utilizo para el bioensayo.

e Preparacion de la muestra para la prueba.

4 mg de muestra, se disolvieron en 0.5 mL de Tween-80 y 1.5 mL de solucién salina al
0.8% en un vial de 10 mL, una vez solubilizado se adiciono la mezcla a un matraz Erlenmeyer
que contenia 38 mL de! medio agar soya tripticaseina (AST) a una temperatura de 50°C, se
mezcld y se vertio por partes iguales en dos cajas de Petri. Una vez solidificado el agar, se

incubo a 37°C durante 24 h para realizar la prueba de esterilidad.
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¢ Prueba microbiolédgica.

Las dos cajas de Petn con “extraclo, ﬁJeron de:das en ocho sectores cada una,
procedlendose a reahzar la siembra por la tecmca de estria, ‘vcr esquema 20, Finalmente se
mu stras 2:37°C por 24 h.y se procedlo ‘a ‘observar la. inhibicién del

mcubaron
mlcroorgamsmo en las cajas Petri. A la par fue reahzado un blanco y un control positivo con

estreplomlcma.

Esquema 20. Forma de sembrado de los diferentes microorganismos

1. Bacillus subtillis (Bs), 2. Candida albicans (Ca), 3. Escherichia coli (Ec), 4. Pseudomona

aeruginosa (Pa), 5. Micrococcus luteus (M), 6. Staphylococcus aureus (Sa), 7. Streptococcus

Jaecalis (Sf) y 8. Salmonella tiphy (St).
2.3). Actividad antitumoral en linea celular HeLa.

La actividad antitumoral se considera como la disminucion de la proliferaciéon
presentada por las células estimuladas por los compuestos quimicos en comparacion con la

proliferacion presentada por las células en condiciones de control.
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En una placa de 96 pozos: que conuene RPMI ‘al ' 10% de suero fetal bovino, se
sembraron 5.x 10° células HeLa por pozo, mcubandose a 37°C, en una atmosfera de 5% de
CO; y una humedad a punto de rocio, con la ﬁnahdad de que las células se adhieran al plato de

culuvo Una vez adheridas, se retira el medlo de culuvo

Posteriormente las células son inducidas con las sustancas a probar de la siguiente

manera:

Se preparan cuatro concentraciones diferentes { 0.1, 1, 10, 25 pg/ml. en RPMI1 él 10%
de suero fetal bovino] y se colocan en un minimo de tres pozos por condicién y se incuban por
48 h bajo las mismas condiciones establecidas previamente. Al mismo tiempo se realiza un
control con et}é‘ﬁjol;(sustancias 1V, V, VI, V11 y Ilc), metanol (sustancia I) y acetato de etilo

(sustancia 1I) dUe es considerado como el 100% de crectmiento celutar.

Transcumdo el periodo de incubacion las células se lavan tres veces con solucion salina
buffer: de fosfatos (PBS) y son fijadas con una solucion de glutaraldehido al 1.1% por 15 min,,

el exceso es retlrado mediante lavados con PBS, finalmente se dejan secar al aire libre.

Una vez secas, las células son teiiidas con el colorante cristal violeta durante 20 min., el
exceso es retirado con lavados de agua desionizada y se dejaron secar al aire. posteriormente el
colorante retenido es solubilizado con una solucién de édcido acético al 10% y se mide la

absorbancia a una longitud de onda de 590 nm.
e Determinacion del numero celular.

La medicion del efecto de proliferacion se realizd por espectrofotometria, utilizando la
técnica de cristal violeta. Utilizando placas de 96 pozos se realiz6 una curva estandar (nimero
celular vs absorbancia) sembrando una cantidad conocida de células por pozo, manteniendose
el tiempo necesario para que las células se adhieran al piso, después se procedio a realizar una

tincién con cristal violeta, finalmete se midio la absorbancia a una longitud de onda de 590 nm.
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prohferacnon) El numero celular y la deswacxon estand son convemdos a porcemajes de esta

manera la aclMdad antitumoral obtemda por la dlsmmucnon de la prollferacmn se’'expresa en

porcentaje celular,
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Tabla 10. Datos de espectroscopia de infrarrojo de productos de reaccion de la
5,7-dihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona.

Sustancia cm-!

I 3583, 3379, 3080, 3957, 2968, 2918, 2860, 1639, 1442, 1254, 1155y 1103

11 3006, 2926, 2853, 1654, 1583, 1444, 1373, 1303, 1270, 1162 y 1103

I 2970, 2916, 1769, 1649, 1625, 1593, 1456, 1372, 1298, 1186, 1137 y 1062

1V 3591, 3066, 2978, 2929, 1642, 1475, 1383, 1249, 1144 y 1078

\4 3070, 3040, 3035, 2979, 2943, 1642, 1586, 1484, 1447, 1324, 1318 y 1159

VI 3016, 2981, 1640, 1589, 1478, 1374, 1161, 1115, 1091 y 1070

VII 3583, 3426, 3019, 2981, 1645, 1476, 1387, 1339, 1215, 1144, 1093 y 758

Espectofotometro Nicolet Ft IR, modelo 5 Sx, disolvente: CHCl;.
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Tabla 11. Datos de RMN-'H de productos de reaccién de la 5,7-dihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona.

Sustancia
H 1 11 11 v A V1 Vi
H-2 543 dd 5.41dd 544dd 5.44 dd 5.44dd 5.44 dd 5.44 dd
(126y33) | (3y33) (129y3.3) | (127y32) | 13y | (13y4) (129y3)
H-3ye 2.84 dd 2.85dd 2.88dd 2.82dd 2.52dd 283 dd 2.82dd
(171y3.00 | (17.1y36) | (17.2y3.3) (17.1y3.3) (17v3.4) (17vy4) (17.1y3.3)
H-34ux 3.06 dd 3.06dd 3.12dd 3.07dd 3.05dd 3.07dd 3.07dd
(73y129) | (170y123) | 071y129) | (171y126) | 7y13) | (17y12) | QL1y129)
H-6 6.045 6.10s 630s 6.04s 5.98s 6.01s 6.045
H-1" 3.37d 3.244d - . 3.17d 3.06-2.99 — —_ —
(1.2) 2 (6.9) ) seiial compleja
H-2" 5. S 5.05 e 411t —_ — —_
2 (T:.1y 1.4) (8.9) O L cl
H-4" 1.65s “121s 2611t 6.55d:." | 73.12:2.99..
i (7 (10) i | sefial oscuresidal| :
H-5” 1.19s 1.76 dd 5484 | - 471d
ayy | o @Iyl
H-6" = - 1.26s 143s o B2l s
- e 1.26s 1455 . |. 1335
C;-OH 12005 “12.14s 11745 12.00 5 11755 12.145 12.30s
C+-OCH; — 386y [y — e — —
_QH\CO —_ —_ 231s — — — -
H-2'yH-6'| 7.48-7.39 7.48-7.36 747-741 7.47-1.43 7.48-7.41 748-1.42 7.46-7.41
H-3'y H-5" s.m. s.m. s.m. s.m. s.m. s.m. s.m.
H-4’ 5H SH SH SH

Espectrofotémetro de RMN Varian FT8A y VXR-3005
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Tabla 12. Datos de RMN-""C de productos de reaccion de la 5,7-dihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona.

Sustancia
C I 11 11 v v V1 VII
C-2 78.91 78.67 79.15 79.13 78.89 79.02 79.05
C-3 43.29 43.42 43.57 43.59 43.32 43.35 43.38
C4 196.23 196.30 197.47 195.12 195.62 195.66 195.10
C-5 162.23 162.64 159.95 165.10 161.48 162.31 165.05
C-6 96.92 92.48 103.94 91.67 97.56 98.59 91.64
C-7 163.77 165.77 160.78 168.63 163.10 163.79 168.23
C-8 106.26 109.00 113.51 104.76 100.84 102.89 104.74
C-9 159.17 158.74 156.72 157.11 159.75 156.75 156.90
C-10 103.72 102.95 105.59 103.10 102.63 101.97 103.08
C-1’ 138.68 138.91 138.30 138.00 138.84 138.54 138.45
C-2’ 125.93 128.52 125.99 126.07 128.67 128.76 126.06
C-3 128.69 128.70 128.82 128.85 128.80 128.82 128.02
c4 125.93 128.52 125.99 126.07 125.91 126.52 126.06
C-5 128.69 128.70 128.52 128.85 128.80 128.82 128.02
C-6' 125.93 128.52 125.99 126.07 128.67 128.76 126.06
C-1" 2197 21.58 20,90 26.78 —_ — —
c-2" 121.57 122.40 121.53 29.71 — — —
C-3” 134.92 131.38 131.99 71.86 — — —_
C4" 17.82 17.64 17.33 23.92 31.86 97.67 26.77
C-5" 25.80 25.76 22.62 25.92 16.29 115.57 71.83
c-6" — — _— — 16.15 78.17 78.99
CHy-C-6 — — — — 21.10 28.53 25.94
26.38 28.28 23.88
CH,0-Ph — 55.88 — — — — —
-C00 — — 168.44 — — — —
CH,CO — o 25.70 — — — —

Espectrofotometro de RMN Varian FT8A y VXR-3005
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Tabla 13. Datos de RMN-'H de productos de reaccién de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3",3"-
dimetilalil)-flavanona (I1)

" Sustancia

cm

lia

3016, 3008, 2970, 2914, 1766, 1679,1607, 1573, 1411, 1367,

1290, 1168 y 1097.

|
-

3007, 2968, 2928, 1770, 1669, 1610, 1576, 1448, 1369,
1286, 1165, 1125 y 1096.

Esbectofotémelro Nicolet Ft IR, modelo 5 Sx, disolvente: CHCl;.

Tabla 14. Datos de RMN-'H de productos de reaccion de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3",3"-
dimetilalil)-flavanona (IT)

Sustancia
H {la 1Ib IIc 11d, I1d,
H-2 5.44 dd 5.42dd 5.40 dd 5.38 dd
(13Y3.1) (126y3.0) ] (129y3.3) | (129y3.3) |
H-3yec 2.75dd 2.90 dd 2.85dd 2.85dd
(168y3.0) (174vy3.3) | (17.4y3.3) | (17.4y3.3)
H-3yax 2.99dd 3.09dd 3.06 dd 3.06 dd
(16.7y3.0) | (174v126 | (17.1y126) { (17.1y 126
H-6 6.30s 6.59 s 6.13s 6.14s 6.14s
H,t™ 3.32d 3.24d 3.0-54 2.87d 2.87d
: 6.8) 7 s.c. (17.0) (17.0)
' ' 2.78d 2.78d
; (8.2) _(8.2)
< H-2" 5151 5.10¢1c. 3.0-54 4.22 ddd 4.22 ddd
S 1.3y L) 7y 1.3): " s.c. (174y82) | (17.4y8.2)
Hm o 1.65 s - 1.67s 1.25¢ 4.89¢ 4.81¢
' i ' S G) 3)
- -H-5" 1.65 5 1.72s 1.26s 1.71 8 1.71s
" C3-OCH; 3.87s 3.87s 3.87s 3.87s 3.87s
H-2’ y H-6" 7.44-7.42 7.40-7.27 7.45-7.38 7.43-7.35 7.43-7.35
H-3" y H-5° s.m. s.m. s.m. s.m., s.m.
H-4' 5H SH SH SH 5H
CH;-CO- 239 2.17 s
212y
H-a 6.94d
(16.1)
H-B 7.48d
(16.5)

Espectrofotéometro de RMN Varian FT8A y VXR-3005
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Tabla 15. Datos de RMN-"C de productos de reaccion de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3",3"-
dimetilalil)-flavanona (1I)

Sustancia
C IIa lc 11d
C-2 78.02 78.99 78.99
C-3 45.28 43.06 44.45
C-4 189.64 196.28 196.22
C-5 150.54 163.24 163.11
C-6 100.18 92.59 92.74
C-7 162.80 166.07 166.30
C-8 115095 105.13 105.83
C-9 149.9 159.48 159.52
C-10 108.06 102.95 103.03
C-1" 138,92 138.39 138.60
C-2’ 128.51 126.15 128.74
Cc-3° 128.68 128.75 128.82
c-4’ 125,94 126.15 128.74
C-5" 128.68 128.75 128.82
C-6’ 128.51 126.15 128.74
C-1" 21.18 22.21 29.28
Cc-2" 121.84 63.44 110.28
C-3" 131.87 59.04 147.40
c-4" 17.72 18.92 18.12
C-5" 22.17 18.89 125.85
C-6"
CH3-C-6
CH3-OPh 55.95 55.93 56.06
-COO 169.78
CH3-CO 25.78

Espectrofotémetro de RMN Varian FT8A y VXR-3005
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Tabla 16. Resultados de la evaluacion antimicrobiana de derivados de la
5, 7T-hidroxi-8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona por el Método de Mitscher

Microorganismo

Sustancia| Bs Ca Ec Pa Mi Sa Sf St
I - - -~ — - + - -

A4 - + - - - - - -

\4 - - - - + — - -

VI - - - - - - - -
VIl - - - - + - - -
Ilc - - - - - - - -
IId - - - - — - — —

Bs:Bacillus subtillis ATCC 6633, Ca:Candida albicans ATCC 10231, Ec: Escherichia coli ATCC 536, Pa: Pseudomona aeruginosa ATCC 25019.
M Aficrococcus luteus ATCC 9341, Sa: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Sf: Streptococcus faecalis ATCC 6130 y St: Salmonella tiphy ATCC 6539.

-: no inhibe crecimiento.
+: inhibe crecimiento.
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Tabla 17. Actividad antitumoral de derivados de la Glabranina utilizando linea celular Hela.

Sustancia Concentracién Proliferaciéon celular % Inhibicion de
(ng/mL) crecimiento celular

0.1 141.9 £ 0.8 —

r | 148.1 £ 5.8 —
10 1428+ 2.4 —

25 263.4+ 1.7 —

0.1 1579.1 £ 46 —

n 1 1489.5 £ 41.6 —
10 1290 £ 42.3 —

25 222.7£12.6 —

0.1 167.88 £ 10, —

14.5

\'% —_
62.6

VIS . J—
77.4

i ~.90.3
VII® 88
: ©753
93.6

0.1 97.7+£29 2.3

IIct 1 1322 +5 —_
10 66.8+0.7 33.2
25 7.6+2 92.4

* Control= Metanol

" Control= Acetato de etilo.
¢, Control= Etanol.
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1. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE DERIVADOS DE LA GLABRANINA,
1.1). Obtencidn de 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona (II).
De la reaccion de metilacion de la glabranina (I). se aislo un solido amarillo, de pf.

126-128°C, ver esquema 21, que por sus propiedades espectroscopicas fue identificado como

la metilglabranina, sustancia aislada de Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis [16].

! I
HO. 0. .,.-O MeO). Q. ".,©

CHaNp/éter etilico
-5°C

oo OH O
! it

Esquema 21. Reaccion de metilacion de la Glabranina con CH;N2,

En el espectro de IR (espectro 5); en 1654 cm™ se observa la presencia de una cetona;
la interaccion del grupo carbonilo con el grupo hidroxilo del C-5 a través de un puente de
hidrégeno, provoca el desplazamiento de la banda de absorcion hacia un nimero de onda mas
bajo que el informado en la literatura (1680-1750 cm™) [24. 25}. Las bandas de absorcion en
3006 y 1583 cm™ corresponden a las v(C-H) y (C-C) de Csp’, las bandas en 144467 y
1373.91 cm” son atribuidos a las v(C-O). La presencxa de los "metilenos alilicos y vinilicos
quedan de manifiesto por las bandas en 1444 y l373 cm que son caracteristicos de estos

grupos respectivamente [79].

En su RMN-'H (espectro 6), se observaron las sefiales caracteristicas para el esqueleto

de la flavanona.
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a) La sefial éimpblé'ﬁenk 512,14 i:c‘)rrésbo‘ridbe al hidrégeno del grupo hidroxilo en Cs-OH.

6 5. 41 corresponde a la parte X de un
n las senales en 8 3.06(dd,J=17y 12 Hz, 1H) y

’ b) Una senal doble de dobl
k snstema ABX. la cual muestra acoplam: nt

v5285(dd J—l7ly36l-lz.lH)

Los valores de sus constantes de acoplamiento suguieren que el sistema AB esta
formado por dos hidrogenos geminales, mientras que la parte X del sistema corresponde a un
hidrégeno bencilico, que de acuerdo con sus constantes de acoplamiento, permiten situarlo con

una disposicion trans (J= 12 Hz) y cis (J= 3.6 Hz), con respecto al C-2 (sistema AB), ver

esquema 22

Hy
o H
Hyec
Hagx H:hc
: it
Hyax
L L U T I O L T
5,40 5.28 [-[T.1] ]!5 2.59 poe

Esquema 22. Acoplamientos quimicos de los H-2 e H-3 en el sistema ABX.

c) Dos sefiales doble de doble para los H-3y, (6 3.06, J= 17.3 y 12.3 Hz, 1H) y H-3y.c
(5 2.85, J= 17.1 y 3.6 Hz, 1H), tomando en consideracion que los hidréogenos en posicion
ecuatorial aparecen a campo mas alto que los hidrogenos en posicion axial, ver esquema 22

(80].

- d) La presencia de una sefial compleja entre & 7.48-7.36 ppm que integra para cinco hidrogenos

"'que corresponde a un anillo aromatico monosubstituido.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Asmlsmo se observan las sefales correspondientes al grupo premlo en § 5.18 una seial
triple de cuanexos (lc - 7 y 1.5 Hz) que corresponden al hldrogeno vinilico, el cual se acopla
(5 3.34,d.}

seﬁales S|mples end l 65 y l 63 respecuvamentc

con eI H- I'

6 9 Hz) de este fragmemo Los zrupos metilos se observan como

o La d:ferencna en los espectros de RMN H deI producto (II) y el de la glabranina (I), es
“la presenc:a de una seflal simple en 8 3.86 que corresponde a un éter aromatico, ver esquema
23 Por.lo que se concluyo que la sustancia obtenida corresponde a la 5-hidroxi-7-metoxi-8-
(3", 3"-dimetilalil)-flavanona (1I), la cual ya habia sido previamente caracterizada de Tephrosia

villosa (Leguminosa) [81].

§1.73.s BL73s 81638 81655
]
H&5211c . H 85181«
& 3.86.s
HO CH;0
OH OH
1 £

Esquema 23. Desplazamientos quimicos de la Glabranina y 1.

1.2).0Obtencion de 7-acetil-5-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (III).

Al realizar cl tratamiento de la glabranina (I) con AcO/Py, ver esquema 24 | se aislé un
solido de color amarillo, que en infrarojo (IR) se observan las siguientes bandas: 1769 cm’
v(COO). 1649 vw(C=0) y 1456, 1372 cm™' que corresponde a los metilenos alilicos y vinilicos

respectivamente.
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HO 0. © AcO. O ©

Ac20My
T. ambiente, 30 min,

OH QO OH O
m

Esquema 24. Reaccion de acetilacion de la Glabranina con Ac,O/Py.

En el espectro de RMN-'H (espectro 10) se observan las sefiales caracteristicas al
esqueleto de la flavanona. ademas de la presencia de una sefial simple (s) en & 2.31 que
corresponde a los hidrogenos del metilo del grupo acetato, ver esquema 235, que confirma que
la sustancia obtenida corresponde a la 7-acetil-5-hidroxi-8-(3",3”-dimetilalil)-flavanona (III),

sustancia no descrita previamente en la literatura [82]

Q 55.44.dd
%‘: H 8 7.47-7.4 1 seal multiple
CHa- e

5231

sooHax 8 1.12.dd
Qll ) Hec s 288,04

810174

Esquema 25. Desplazamientos quimicos del producto 111
1.3).Obtencién de 5,7-dihidroxi-8-(3"-metil-2",3"-¢epoxibutang)-flavanona (IV).

De la reaccién de epoxidacion de la glabranina (I) con AMCPB, ver esquema 26, se
aislo una sustancia de aspecto aceitoso de color amarillo, que en su espectro de infrarrojo (IR}

se observan en 3591 cm” v(O-H) de los alcoholes, una banda de absorcién en 3066 cm’

v(C sp*-H) y la banda en 1642 cm™ v(C=0) del grupo carbonilo en C-4.
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Q

AMCPB
0¢C.45h

Esquema 26. Reaccion de epoxidacion de la Glabranina con AMCPB

En el espectro de RMN-'H (espectro 14) se observan las sefiales caracteristicas del

esqueleto de la flavanona, como se muestra en el esquema 27.

8544, zld
@}5 7.47.7.43 settal multiple
Lant
AN §3.07, dd

.0 Hec 28144

5!200.1

Esquema 27. Desplazamientos quimicos del nicleo de la flavanona.

Al comparar el espectro de RMN-'H de 1 con IV, en este ultimd s¢ observa una sefial
triple (f) en 8 4.71 ppm que integra para un hidrégeno geminal a un atomo de oxigeno como se

indica en el esquema 28. Con base en estos resultados se confirma como estructura al epoxido
"de la glabranina (1V).

TESIS CON
%... | [FALLA DE ORIGEN

Esquema 28. Desplazamientos quimicos del grupo prenilo en la Glabranina (I) y IV.
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1.4). Obtencién del 7,8-(6”,6"-dimetilcromano) de la glabranina (V).

La caracterizacion e identificacion del producto de reaccion de la glabranina (1) con
acido p-TsOH, ver esquema 29, se logré mediante el analisis de sus datos espectroscopicos y

espectrométricos.

|
Ho. O -O ic. p-TsOH O 0. O
benceno seco
reflujo4.50 h
OH [e]
1

I (¢]

Esquema 29. Reaccidn de ciclizacion de la Glabranina con p-TsOH.

En su espectro de IR (espectro 17), se observan en 1642 cm™ la banda correspondiente
a las v(C=0), que interaccionan con el grupo hidroxilo de la posicion 5. Asimismo en su
espectro de RMN-'H (espectro 18), se muestran las sefiales correspondientes al nucleo de la

flavanona, ver esquema 30.

& 544, dd
o H 8 7.48-7.40.5clal multiple
ql

u «1tHax 5 3.08, dd
Hee
§2.52. dd
-
~ue
811755

Esquema 30. Desplazamientos quimicos de la flavanona.
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" La reaccion de la glabranina pcrmmo la formacion de un anillo de seis miembros (anillo
2 vdel plrano) el cual se puede predecir de acuerdo a las reglas de Baldwin (6-endo-trigonal) {83]
y comprobarsc por las sefiales en & 1.76 (d,J=7y 2 Hz, 2H) v 8 2.61 (t, J= 7 Hz, 2H), que

correspond_en alos metxlenos del C-5" y C-4" respectivamente, ver esquema 31.

H& 176, st

§1.26, 3

ol 0

Esquema 31. Desplazamientos quimicos de los H-4" y 5.

La formacion de un solo producto de ciclizacion permitio confirmar quimicamente la
posicion del grupo prenilo en la posicién 8 del esqueleto de la flavanona. La posicion del grupo
pf;nilo fue precisada por métodos espectroscopicos (NOESY, COLOC y HETCOR) [82].

Cabe sefialar que en la literatura quimica, se han informado reacciones de ciclizacion
para flavanonas preniladas en la posicion 6 con acido formico [84]. El tratamiento de la
3.4°,5'. 7" -tetrahidroxi-6-(3",3" .dimetilalil)-flavanona con ac. p-TsOH se ilustra en el esquema
32

[o/1)
OH
0. o
HO O A o, oM
p-TsOH .
i reflyjo., 30 min. O
OH © e} OH O

Esquema 32. Reaccion de ciclizacion de la 3,4°,5°,7 -tetrahidroxi-6-(3°,3".dimetilalil)-
flavanona con p-TsOH
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1.5). Obtencion del 7,8-(6",6"-dimetilcromeno) de la glabranina (VI).

El tratamiento de la glabranina (I) con DDQ permitié la caracterizacion de un solido
amarillo de pf. 110-120°C, de acuerdo con lo indicado en el esquema 33. En su espectro de
RMN-'H (espectro 22), se observan las sefiales caracteristicas de una flavanona, como se

observa en el esquema 34.

|
g )
(o] K
Ho n . DDQ 0. O .
scco
reflujo 6.10 h .
ol o H O
vi

Esquema 33. Reaccion de ciclizacion de la Glabranina con DDQ.

85.44,dd
o H 8§ 7.48.7.42 seital multiple
o

«vHax §3.07, dd
Hec
- 52.83.dd
H”
12145

Esquema 34. Desplazamientos quimicos de la flavanona.

La formacién del anillo de seis miembros se puede predecir con base en las reglas de
Baldwin (6-endo-trigonal) [83] y comprobarse por las sefiales en & 548 (J= 10 Hz) y
8 6.55 (J=10) que aparecen como una seiial doble que integra para un proton cada una y que
corresponde a los hidrogenos vinilicos de las posiciones C-4" y C-5" de acuerdo al esquema
35. Los datos de difraccion de rayos X, para dicha sustancia son las que se enlistan en la pagina

67, su arreglo molecular determinado por esta técnica, se encuentra en el esquenia 36.
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"

o

Esquema 36. Arreglo molecular de la sustancia VI, determinado por rayos X.

1.6). Obtencion del 5”-hidroxi-7,8-(6",6"-dimetilcromano) de 1a glabranina (VII).

De la reaccion de la glabranina (I) con AMCPB en medio acido, ver esquema 37, se
obtuvo una sustancia amarilla de consistencia aceitosa. En su espectro de masas [EM (1E)). se_

observa un ion molecular de 340 uma, que corresponde a un compuesto de formula CaHzOs

con 11 Q.
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I ot
HO, 0O, .© O, ¢ ..©
cHacn, 3@ 3
AMCPB/ICH2Cl2
45 min., 0°C
OH O
v

Ot [¢]

Esquema 37. Reaccion de la Glabranina con AMCPB/H".

En su espectro de IR (espectro 25), se observan las bandas correspondientes a: v(O-H)
3583 em™, W(C=0) 1645 cm y v(C *-H) , v(C 5p-H) en 3019 y 2981 cm’ respectivamente.
En su espectro de RMN-'H (espectro 26), se observan las sefiales caracteristicas del esqueleto
de la flavanona: H-2 en 5 5.44 (dd, J=12.9 y 3.0 Hz), H-3,.. 8 2.82 (dd, J= 17.1'y 3.3 Hz),
H-34. 8 3.07 (dd, J= 17.1 y 12.9 Hz) y Cs-OH § 12.30 (s).

Sin embjargo,val' éprhparar el ‘espectro de RMN-'H de la glabranina (Y) con el del

compuesto V1, se bbsérva la ausencia de las sefiales correspondientes al grupo prenilo; como

se niuestra"en' el squema 38. La presencia de una sefial a campo bajo en 5 4.71.(/d, J=87 Y-

1 Hz), la cual lmegra para un hidrogeno es asignada al H-5" y entre § 3.12-2.99 se observa una

i senal compleja correspondleme a los dos hidrogenos diastereotopicos de la posicion H-4".

Las seiiales simples en 6 1.33 y 1.21 corresponden a los metilos en la posicion 6", el
acoplamiento de los hidrogenos de la posicion 4” y 5" se confirma al aplicar la técnica del
COSY., ver esquemu 39, por lo que se puede concluir que el producto aislado es el 5™-hidroxi-

7,8-(6".6"-dimetilcromano) de la glabranina (VII).
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51335

81219

Esquema 38. Desplazamientos quimicos del grupo prenilo de los compuestos 1y VI

Esquema 39. COSY (300 MHz, CDCl;, TMS) de la 5™-hidroxi-7.8-(6".6"-dimetilcromano) de
la glabranina (VLI).

% TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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1.7). Obtencion de Ia S-acetil-7-metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (lla) y

2',6’-diacetil-4’-metoxi-3'-(3",3"-dimetilalil}-chalcona (IIb).

Del tratamiento de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (II) con Ac,0 a
- reflujo, se obtuvierén dos productos, ver esquema 40. El producto menos polar muestra en su

“espectro de infrarrojo (espectro 29), las siguientes sefiales: 1766 cm™ W(COO), 1679 cm”

“V(C=0), 3016 cm™ W(Cypz-H), 1573 cm™ v(C 5-C 5p?) y 1097-1168 cm™! v(C-O).

cu,n&)J,.—O

LS ]

CHO, ] ,‘O IIa
reflujo, 23 h
0OAc O
11
CHO. OAC
oAe O
b

Esquema 40. Reaccion de acetilacion de la metilglabranina con Ac,O/Py.

En el espectro de RMN-'H (espectro 30) muestra las sefiales correspondientes a la
metilglabranina, con la ausencia de la seiial en 8 12.37 para el hidrogeno fendlico y la presencia

en & 2.39 que cs asignado a los hidrogenos del grupo acetato, ver esquema 41.

Con base en lo anterior, se caracterizd como la S-acetil-7-metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-

flavanona (1la).
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5544, dd
o H 5 7.44.7.42.schal multiple

«vwHax 6§2.99. dd

Esquema 41. Desplazamientos quimicos del producto de Ila.

El producto de mayor polaridad mostro las siguientes sefiales de infrarrojo (espectro 33)
que corresponden a: 3007 cm™'v(C gp*-H), 1770 em™ v(COO), 1610 cm™ v(C=0), 1576 cm’*

(C=C) y 1448 y 1369 cm"’ que son atribuidos a los metilenos alilicos y vinilicos.

comparaclon con el producto Ia; asi como la ausencia de los hidrogenos de las posncnon
3 respecuvamente ya que las condiciones de reaccion permitieron la apertura del amllo “C
——formacmn de fa chalcona, precursor en la biogénesis de los flavonoides—. Lo antenor} fue_»
confirmada por la presencia de dos seiiales dobles en 8 6.94 y § 7.48 que correspohden a los

hidrogenos de una cetona o-f insaturada, como se ilustra en el esquema 42.

Con base en sus propiedades espectroscopicas fue caracterizado como la 2°,6"-diacetil-.
4’-metoxi-3’-(3",3"-dimetilalil)-chalcona (Ilb). ’

97




ruitiacs de Resutiadss

8163 s 8165, 5 61.67. s &1.72, 5

SI80.
CH,O ot
“tHAX § 2.85, o
Hee 53.06.4
&1204. 5
1] 11b

Esquema 42. Comparacion de los desplazamientos quimicos entre la metilglabranina (11} y el
compuesto 1Ib.

1.8). Obtencién de 7-metoxi-8-(3"-metil-2",3"-epoxibutano)-glabranina (Ilc).

De la reaccion de epoxidacion de la metilgrabanina (I1), ver esquenia 43, se aislo’ una
mezcla de productos diastereoisomericos. En su espectro de RMN-'H (espectro 35) se
observan las sefiales caracteristicas del esqueleto de la flavanona. Sin embargo con respecto a
las sefiales observadas para la sustancia I se observan la desaparicion de la sefial en 8 5.18 (/c),
que corresponde al H-2 y la seiial en & 3.17 (d) sufre un desplazamiento a campo alto debido al

cambio en el grupo funcional entre los C-2"y C-3".

| [¢)
Me0) O MeO O v
AMCPR/CHCI
0°C, 55 min.
o o0 oH
ilc

Esquema 43. Reaccion de epoxidacion de la metilglabranina con AMCPB.
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Las sefiales correspondientes al H-1" ¢ H-2" son sefiales que se encuentran traslapadas
con los H-3 de la metilglabranina. Esto esta de acuerdo con la entrada del oxigeno electrofilico
presente en el peracido, sobre la ligadura del grupo prenilo para generar un centro quiral
adicional en la molécula, como se muestra en el ¢esquema 4. La presencia de este centro quiral

incide en la naturaleza diastereotopica de los hidrogenos en el C-17.

(o

R

;{CHz H %CH: *Su

ataque cara re

ataque cara si

Esquema 44.Formacion de productos en la reaccidon de epoxidacion de la metilglabranina (11).
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Los desplazamientos quimicos de '>C (tabla /5 ) y la ayuda mediante la técnica DEPT

de alguna manera corroboran la obtencion de la mezcla de reaccion.
I.9). Obtencién de 7-metoxi-8-(2"-hidroxi-3"-metil-3”,4”-buten)-glabranina (11d).

De la apertura en medio dcido (p-TsOH) del compuesto llc, ver esquema 43, se obtuvo
una sustancia de consistencia aceitosa que fue caracterizada con base en sus propiedades
espectroscopicas de RMN-'H y "C. Las que suguieren que se trata de una flavanona
funcionalizada en el C-8 por el grupo 2-hidroxi-3-metil-3-butenilo cuyas sefiales se indican en el

esquema 46,

V4
(o)
Ol
McQ) O o MeO. O, e
dc. p-TsOH -
0°C.5h
OH o
11d

Esquema 45. Reaccion de apertura de epoxido de la metilglabranina con p-TsOH.

51715 84891 s5171s 54811

84.22 ddd / 84.22 ddd /
H H
52.87d*H OH 52.87d*H OH
52184*H 52.784+H

1d, 14,

* Desplazamientos quimicos intercambiables

Esquema 46. Desplazamientos quimicos del grupo 2-hidroxi-3-metil-3-butenilo.
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La ‘apertura’ del” epoxido conduce a la obtencion de -sustancias diastereoisomericas

debido a la adicion de un centro esteredgenico que presenta la sustancia llc.

" 'La explicacién en la formacion de la mezcla diastereoisomerica del compuesto 11d es
considerar: que la apertura del ep6xido en medio acido esta determinada por factores de tipo

clectronico, en el esquema 47 se indica un posible mecanismo de reaccion.

0O
o - u;—n’j
 —— - ~_/ —_— Y
j/- e « pTsO
" \{cu: H ci” " TH

CHy
4

id,

P

CH H
D i
R

) 1 P .
\(L ?, \(('"“ o "
14,

\(C

Esquema 47. Posible mecanismo de reaccion para la apertura del epoxido en medio acido.
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2. ANALISIS DE DESPLAZAMIENTOS QUiMICOS DE RMN-"C
EN FLAVANONAS

Los desplazamientos quimicos de RMN-"C de los derivados de la glabranina se dan a
conocef en Ia tahla 12 (pp. 80) y /5 (pp. 82). Las asignaciones de las diferentes sefiales de cada
“uno dc Ios axomos de carbono (metilo, metino, metileno y carbono cuaternario), se realizé con
jayuda de los. experimentos de DEPT y APT. Asimismo se compararon los desplazamientos
,quxmlcos con algunos compuestos estructuralmente similares, permitiendo la asignacion de
ctro de C-13.

cada una de las sefiales observadas en su sp

i Las ﬂavanonas presentan como nucleo bésico a la 2-fenilcromona, donde el C-2 de la
: co. por lo que los dos estereoisomeros de esta estructura son
: posnbles. la unhzamon de,metodos opucos han permitido determinar la configuracion absoluta

“de algunas ﬂavanonas que se encuentran en la naturaleza como (25) {60], donde el grupo fenilo

de la posnc:on‘del C-2 adqunere una orientacion a-pseudoecuatorial, ver figura /.

o} . o H
Lot . H
2T -
v yax Ph

BE:
0 Twee Hyax

Fig. 1.

De esta manera el anillo C de la flavanona esta conformado por un oximetino (C-2), un

metileno alifético»(CJZi') y’dl.m(gnl'tipo carbonilo (C-4), los cuales aparecen entre los siguientes

intervalos & 80.3-71‘2%, 46.4 39.5y 198.5-186.4 respectivamente [85].
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El C-2 para los defi?ados de la glabranina aparece en & 78.97 + 0.16 ppm, sin embargo
en estudios realizados a flavanonas sustituidas o disustituidas en los C-2' y 6’ demuestran el
efecto sobre el C-2, donde su desplazamiento quimico es de aproximadamente 75.03 + 0.09

pprh, como se ilustra en la tabla 18.

i5 R

Sustancia S(C-2) | &5 @ad)
HCO N7 1 79.9 —
) : 2 74.9 -5.0
) 3 7511 a8
1 R= H '3 R=0Ac 3 3T =y

S 2R=0H‘ 4 R=0CH3

Tabla 18 lnﬂuencna de los sutituyentes del C-2’ en el desplazamiento quimico del C-2 en las
: flavanonas.

Mlentras que el desplazamlento quimico para el C-3, de las sustancias obtenidas como

: producto de reaccxon esded43.42+0.11 ppm.

La introduccién de un grupo hidroxilo en el anillo aromatico de la acetofenona ejerce un

" efecto de proteccion sobre el grupo carbonilo, debido a factores de tipo estérico; ya que los
sustituyentes de las posiciones orfo, orto’ en el anillo aromético impiden la coplanaridad del
doble enlace del grupo carbonilo y el grupo fenilo [86], mientras que la formacion de puentes
de hidrégeno intramoleculares, causan un efecto de desproteccion en el carbono del grupo

carbonilo, ver esquema 48.

52031
Q

o—H

8Cmen=197.4 & Cpaa= 197.1

Esquema 48. Influencia de la formacion de puentes de hidrogeno en los desplazamientos
quimicos.
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El desplazamlento qulmnco observado para el C-4 para las sustancias obtenidas es de

195.93 +.0.77 ppm el cual queda determmado por el npo de hibridacion del carbono

carbomhco (sp ) asx como la’ ausencta o presencla de un susmuyente en la posicion C-5

a asngnacnon de Ias senales de C-13 del anillo A, se tomo como referencia los .

-desplazamlentos qulmlcos asngnados a los carbonos de la pinocembrina B por Wagner y'

colaboradores [87]

% Los despl i imi de C-13 para aldchidos, cetonas, acidos carboxilicos y derivados. aparccen -
Centre 150 y 200 ppm. Los grupos carbonilo de aldehidos y cctonas a campo mas bajo (190-220 ppm)
que los grupos carbonilo de los acidos y sus derivados. lo cual sc explica con base en las formas resonantes que

presenta cada grupo funcional,

g /IO\’}' - )\9 150-180 ppm

Y=Q, N, halégeno

T vd |9o‘zon‘ 7
-——— B m
R)k“. R "R/FVR‘, By ;ppr’

R= nlqui!o R=Houmn grupo'ulqliilo
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¥ ‘
Ry

Rj O
Flavanona C-3 AS
A. R;=Rs= OH; Ry~ H; Ry=Rs= OCH; | 43.20 13
B. Ry=R;=R;= OCH;; R;=H; R:=0H | 45.50 1.0
C. Ri=Ry=R;=Rs=Rs= H 44.50
D Ry=R;= OH; R;=R4=Rs=H 42.20 =23

Tabla 19. Varniaciones en el desplazamiento quimico del C-3 de la flavanona, ocasionados por
el sustituyente de la posicion C-5.

Como ya se menciono, la naturaleza electronica del grupo hidroxilo es la que determina
el desplazamiento quimico de los carbonos aromiticos a los que se encuentra unido. En las
flavanonas se observan que los carbonos oxiarilos (C-5, C-7 y C-9) se encuentran entre
166.7-162.9 ppm [86]. Para las sustancias obtenidas en el presente estudio (II-VIII), la seiial
desplazada a campo bajo corresponde al C-7 (164.87 £ 2.63 ppm), mientras que el C-5 y el C-9
aparece en 162.68 + 1.72 y 158.30 + 1.24 ppm respectivamente.

La acetilacion de los grupos hidroxilo fendlicos introduce dos atomos de carbono que

corresponden al grupo carboxilo del éster (168-172 ppm) y el grupo metilo (18-22 ppm).

Las flavanonas poseen grupos hidroxilo unidos al anillo aromatico, que al ser acetilados
cambian los desplazamientos quimicos de los carbonos bencénicos, debido a la naturaleza
electronica  del grupo acetato —grupo electrodonador— el efecto producido queda de
manifiesto principalmente en las posiciones orto y para, la cual queda demostrado en los

derivados acetilados (11a y ITI), ver esquema +49.
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H;COCO 2

02

OCOCl-h OH
Ifa HI

Esquema 49. AS de las sustancias con respecto a los compuestos 1 y 11 respectivamente.

El efecto de proteccion sobre los carbonos ipso, para el compuesto lla es de

AS(I1-11a)= -12.10 ppm mientras que para el compuesto 11 es de AS(I-11)= -2.99 ppm.

La acenlacxon del grupo hldroxllo de la pos:cnon C 5, causa un efecto de proteccion

sobre C-4 en 6. 66 ppm como se llustra en lafgu 2, 7

La posicion del grupo premlo en la posncnon 8,. fue determmada por metodos

espectroscoplcos (COLOC, HETCOR. NOESY) Por lo que la seﬁal en 94.29' + 3,71 ppm*

~corresponde al C-6 en las 5, 7-d|h1droxnﬂavanonas premladas mlemras que la 7-metoxi- 5-
hidroxiflavanonas preniladas es de 92. 23 3. 42 ppm El C-8 en estos compuestos se presema

en 105.51 + 1.06 ppm y en 107.91 £ 2.15 ppm - respectivamente, el cual sufre un’
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desplazamiento quimico a campo bajo en épro{dmadameme A8=10.91 ppm con respecto al C-8

de la naringenina (179), debido al efecto aﬁue ejerce el érupo prenilo en dichas sustancias.

OH

En el espectro de C-13 aplicando la técnica del APT o DEPT para las compuestos del
presente estudio se observan las sefiales correspondientes al grupo prenilo y sus derivados, las
cuales pueden justificarse con base al cambio en el tipo de hibridacion —sp® a sp>— yala
naturaleza del sustituyente en las posiciones del C-2” y C-3", tal como se muestra en el

esquema 50.

81812 812588

5134.62 571.86 /5 147.40
(o)
5121.57 579.13 a110.28 OH
52198 52676 52928

1 v Ild,yd,

Esquema 50. Desplazamientos quimicos de RMN-'2C para el grupo prenilo.

Los productos de ciclizacion de la glabranina (V,VL,VII) en los que se llevo a cabo la
formacion del anillo del pirano, los desplazamientos quimicos de los C-4" y C-5" en dichas
sustancias varian de acuerdo al tipo de hibridacion o el tipo de sustituyente presente, asi por

ejemplo ¢l C-5" de la sustancia VI se encuentra en 8 115.57 ppm por poseer una hibridacion
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sp’; mientras que para el compuesto VII aparece en § 71.83 debido a la presencia del grupo

hidroxilo y para el compuesto V el C-5" se presenta en 8 16.29, como se indica en el esquema

51
[
B701s 8l %
[0}
OH OH on
v Vi VIl

Esquema 51. Desplazamientos quimicos de RMN-'*C en los productos de ciclizacion de la
glabranina (I).

Con lo que respecta al desplazamiento del C-6" este se ve influenciado por la
funcionalizacion del C-5", lo cual queda de manifiesto por el efecto de desproteccion que sufre
este carbono en las sustancias VI (Ad= 2.02) y VII (A5= 2.84), con respecto al desplazamiento
quimico del C-6" del compuesto V. En la rabla 12, se puede observar que los grupos metilos
unidos al C-6", se ven protegidos en las sustancias V y VI, mientras que en VII, se observa una
desproteccion con respecto a V; lo anterior se puede explicar debido a la distorsion que sufre el

anillo debido a la presencia de la doble ligadura entre C-4™ y C-5".
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3. ANALISIS OPTICO DE FLAVANONAS.

En estudios realizados de DC a flavanonas de configuracion absoluta 2(S), en donde el
grupo arilo se encuenta en configuracion pseudoecuatorial, exhiben un efecto Cotton positivo

debido a la transicion n—mw*, en aproximadamente 330 nm y un efecto Cotton negativo

producido por la transicion n—n* en la region de 280-290 nm [60].

AJ detemunar la configuracion del C-2 de los enantiémeros de la 8-(3".3"-dimetilalil)-

'A(l77 178), el enantiomero con configuracion 2(S) muestra los efectos Cotton en :

(+) 330 nm y (-) 280-290 nm; mientra que el compueto 2(R), muestra efectos Cotton inversos,

: como se ilustra en el esquema 52, [56).

i (2R)

+ 320
o
" ~. /7 \\
ac . Y s ~——
5 /‘\ e
3 \ /,
o - \ /
2 \ 1
Q \ ]
E \ 1
= =301~ A I’ i
2 \\ [
2 3 \ i
= vl
m v

—~40}- \J 2S)

1 —d i 1 1
250 ELC 350
A nm

Esquema S2. Curva de DC de la 8-(3",3"-dimetilalil)-naringenina
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En la I&bla 20, se déscriben los valores de DC de los enantidmeros de la 8-(3",3"-
- dimetilalil)-naringenina y de los compuestos 1 y 11, observdndose que las sustancias estudiadas

en el presente trabajo muestran efectos Cotton similares a la 2(K)-8-(3",3"-dimetilalil)-

naringenina.

Sustancia Datos de DC Tipo de Efecto Cotton
2(5)-8-(3".3"-dimetilalil)-naringenina (177) | [0]31; +6600: [0]g -3710. (+) 312;(-) 288
2(R)-8-(3".3"-dimetilalil)-naringenina (178) | [0];y2 -6800: [0]sss +3500. (<) 312; (+) 288
Glabranina (1) [8]311 -1618; [0]zss +8201. (-)311; (+) 288
Metilglabranina (11) 161331 -292: [O a5 +1576. (-) 331: (+) 288

Tabla 20. Datos de DC de la 8-(3",3"-dimetilalil)-naringenina, Glabranina y Metilglabranina.

OH
HO o ©

OH O

177,

OH O
1 R=OH
11 R=OCH,
Pbr l;) tanto, se podria proponer que estas sustancias poseen una configuracién absoluta
L 2AR), ver esqﬁema 53, 54,contrario a lo que se indica en la bibliografia [60, 61] y que se
';‘enqﬁéﬁl:ﬁ’x sustentada por el mecanismo biogénetico, ilustrado en el esquema 4 (pp.17 ). Por lo
,‘qug’se ‘sru'giere, realizar el analisis de los otros derivados de la Glabranina con la finalidad de

poder concluir de manera contundente.
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2068 nm 8 20112 l
HO. (o)
ot
OH O
242 nm 1 2254
18] o W
I Am.1.81848

sk

242 nm..7 55954

°200 300 400 550

A nm
Esquema 53. Curva de DC de la Glabranina (I)
0
288 nm,15 7801 I
CH;30 o
10+
239 nm.3 80248
OH O
0] e Ne—
331 nm, 29294
Aol
a0t
29 v 21 043
.;gw 1 2 N
300 k nm 400 450

Esquema 53. Curva de DC de la Metilglabranina (11)
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4. EVALUACION BIOLOGICA.
4.1). Actividad Antimicrobiana.

Al realizar la evaluacion antimicrobiana de los derivados de la glabranina [1V, V, VI y
VI1] y productos de reaccion de la metilglabranina (I1), utilizando el Método de Mitscher, y de
acuerdo a la tabla 16 (pp. 83), se puede mencionar que las sustancia Ilc, Ild y V, no presentan
actividad hacia ningin microorganismo de pr);leba. no asi el epoxido de la glabranina (IV) que
! s, ae igual manera dos de los productos de
f glabramna (V) y 5"-hidroxi-7,8-(6",6"-

dimetilcromano)-de la glabramna (Vll)] muestran atnvndad frente a Micrococcus luteus.

presenta actividad contra Candida "a[biéan

ciclizacion [7,8-(6", 6"-dlmet|lcromano) de

Al someter a la glabranina‘(l) a la evaluacion antimicrobiana, esta muestra inhibicién en

el crecimiento de Staphylococeus aureus, lo cual ya ha sido informado en la literatura (88].
4.2). Biocnsayo frente a Ariemia sa{ind L:

Solo fueron evaluadas dos de las sustancias obtenidas como productos de reaccion (I y

1V} y la glabranina (I).

Para poder determinar que la sustancia evaluada presenta antividad toxica utilizando a la

Artemia salina como organismo blanco, su CLso debera ser menor a 1000 ppm.

La sustancia caracterizada como la 5,7-dihidroxi-8-(3"-metil-2",3"-epoxibutanoc)-
flavanona (IV) y la glabranina (I) mostraron toxicidad frente a este crustaceo —CLgo= 298.27 y
CLso= 252.28 ppm respectivamente—. Por lo que se procedio a realizar el analisis sobre la linea

celular HelLa.
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4.3). Evaluacién sobre linea celular HeLa.

La actmdad antitumoral de Ios dcnvados de la Glabramna (I)- fue . determinada en
. funcnon de la capacidad de inhibir la prohferaclon celular de la lmea celular HeLa provememe :

de carcmoma cérvico-uterino humano

Con base en los resultados obtemdos (ver labla l7 pp 8¢

de las sustancias evaluadas (v, v y V) preseman una’ dlsmmucnon .en:el ‘nimero celular T

14.5, 62.6 y 77. 4%) utilizando la concentracion de 25 ug./ml. en cada un “Al scr uuhzada la

ksustancna Ic en las concentraciones de 0. 1, 10y 25 ug/ml., estas muestran una mhlbmlon de las
celulas en un 2.3, 33.2 y 92.4% respectivamente. La Glabranina (I) y la 7-me;nlglabranma (1

no presentan inhibicion alguna en ninguna de las concentraciones utilizadas -

El producto de ciclizacion de la glabranina con AMCPB/H;O’ [5"-hidroxi-7.8-(6",67-
dimetilcromano) de la glabramna (VII)] muestra actividad en la proliferacion de las células en

las cuatro concentracmnes utlhzadas tenlendo un porcentaje de inhibicion de 90.3, 88.0, 753 y

1.93.6 respecuvamente Por lo que se sugunere reallzar otros estudlos para determinar su funcion

como cnotoxnco ) cnostauco en Ia rephcaclon celular de la linea celular HeLa

113







Conclusioncs

‘Se Iogro fa’ punﬁcacnon y la caracterizacion estructural de diez sustancias como

productos de reacclon de Ia glabramna (1), compuesto mayoritario de Esenbeckia berlandieri

ssp acapulccn ] cspecu; endemnca de Meéxico. las cuales fueron identificadas como:
S?hierXi-7¢metoxi-Sj-i(J"y,3‘;’-dimetiIalil)-ﬂavanona (.

o 7-acetil-5-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (I11).

. 5.7-dihidroxi-8-(3"'-meti|-2",3“-epoxibutano)-ﬂavanona (1v).

) 7,8-(6".6“-dimetilcromaho) de la glabranina (V).

e 7.8-(6",6"-dimetilcromeno) de la glabranina (VI).

e 5'-hidroxi-7,8-(6",6"-dimetilcromano) de la glabranina (VII).

* 5-acetil-7-metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (11a).

e 2°.6'-diacetil-4’-metoxi-3’-(3",3"-dimetilalil)-chalcona (11b).

e 7-metoxi-8-(3"-metil-2",3 "-epoxibutano)-glabranina (ilc).

e 7-metoxi-8-(2"-hidroxi-3"-metil-3"-buten)-glabranina (11d).

Por otra parte las sustancias VII, [la, IIb, IIc y 11d son por primera vez descritos como
productos de reaccion, ya que en el presente trabajo se informan sus propiedades
espectroscopicas, espectrométricas y evaluacion biologica — antimicrobiana, antitumoral— de

algunas de ellas.

De la evaluacion antimicrobiana, el epoxido de la glabranina (IV) presentd actividad
antimicrobiana frente a Candida albicans, de igual manera dos de los productos de ciclizacion
(V y VH) mostraron inhibicién en el crecimientc de Micrococcus luteus. La glabranina (1)

presenté actividad contra Staphylococcus aureus.
El producto de ciclizacion de la glabranina en medio acido (VII), presenta actividad

antitumoral frente a la linea celular HeLa proveniente de carcinoma cérvico-uterino en

concentraciones de 0.1, 1.0, 10y 25 ug/mL.
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Espectro 1. IR (CHCly) de la 5, 7-dihidroxi-8-(3", 3”-dimetilalil)-flavanona (I).
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Espectro 2. RMN-'H (300 MHz, CDCl,, TMS) de la 5, 7-dihidroxi-8-(3”, 3”-dimetilalil)-flavanona (I).
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Espectro 3. RMN-"C (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 5, 7-dihidroxi-8-(3", 3”-dimetilafil)-flavanona (1).
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Espectro 4. RMN-C, TECNICA APT (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 5, 7-dihidroxi-8-(3”, 3”-dimetilalil)-
flavanona (I).
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Espectro 5. IR (CHCl;) de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona (11).
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Espectro 6. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona
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Espectro 7. RMN-"C (75 MHz, CDCl, TMS) de Ia 5-hidroxi-T-metoxi-8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona
(1.
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Espectro 8. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 Milz, CDCl;, TMS) de la S-hidroxi-7-metoxi-8-(3", 3"-

dimetilalil)-flavanona (I1I).
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Espectro 9. IR (CHCI;) de la 7-acetil-5-hidroxi-8-(3”, 3”-dimetilalil)-flavanona (Ii1).
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Espectro 10. RMN-'IT (200 Mllz, CDCl3, TMS) de In 7-acetil-5-hidroxi-8-(3", 3”-dimetilalil)-Mlavanona
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Espectro 11. RMN-RC (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 7-acetil-5-hidroxi-8-(3", 3’-dimetilalil)-flavanona
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Espectro 12, RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCls, TMS) de Ia 7-acetil-5-hidroxi-8-(3", 3"

dimetilalil)-flavanona (I1).
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Espectro 13. IR (CHCl;) de la 5, 7-dihidroxi-8-(3f’-me(il-2”, 3”-epoxibutano)-flavanona (1V).
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Espectro 14. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) de la 5, 7-.dihidrox:i'-k8->(3”-metil-2", 3"-epoxibutano)-
flavanona (V). . =~

i
&
==
-
mm
(ap}
()
g%
=
=

H
\ :
H-4°
i
|
i i
v "n-5"
s Qi wr il L
" " " " Teps
501 -6
H-1- P
]
J_ LJ
.—»L_. HO.
T — ,;“-‘.-.,.-.ﬁ—,




6z1

VITVd
NOD S1saz

NIDO 40

Espectro 15. RMN-"C (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 5, 7-dihidroxi-8-(3"-metil-2", 3”-epoxibutano)-

flavanona (1V).
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Espectro 16. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) de Ia 5, 7-dihidroxi—8-(3”-metil-2"’, -
epoxibutano)-flavanona (IV).
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Espectres
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de la glabranin
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Espectro 18, RMN-'H (200 MHz, CDCl, TMS) de la 7, 8-(6”,6"-dimetilcromano)-de la glabranina (V).
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Espectro 19, RMN-BC (75 MHz, CDCl;, TMS) dela 7, 8-(6”,6"-dimetilcromano)-de la glabranina (V).
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Espectro 20. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 7, 8-(6”,6”-dimetilcromano)-de
la glabranina (V).
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Espectro 21, IR (CHCI;) dela 7, 8-(6”, 6"-dimetilcromeno)-de la glabranina (VI).
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Espectro 22, RMN-'H (200 MHz, CDZ;, TMS) de la 7, 8-(6",6"-dimetilcromeno)-de la glabranina (VI)
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Espectro 23. RMN-"C (75 MHz, CDCls, TMS) de la 7, 8-(6”,6”-dimetilcromeno)-de Ia glabranina (V1).
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Espectro 24. RMN-”C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl, TMS) de la 7, 8-(6”,6”-dimetilcromeno)-de
la glabranina (VI).
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Espectro 25. IR (CHCl;) dela 5’?-hidf0xi-7, 8-(6", 6”-dimetilcromano)-de 1a glabranina (V11).
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Espectro 26, RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) de la 5”-hidroxi-7, 8-(6”, 6"-dimetilcromano)-de la

glabranina (VII).
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Espectro 27. RMN-"C (75 MHz, CDCl;, TMS) de Ia 5”-hidroxi-7, 8-(6”, 6”-dimetilcromano)-de la

glabranina (VII).
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Espectro 28. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 5"-hidroxi-7, 8-(6”, 6"- -

dimetilcromano)-de la glabranina (VII).
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Espectro 29, IR (CHCl;) de la 5-acetil-7-metoxi-8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona (lla).
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Espectro 30. RMN-'H (200 MHz, CDCly, TMS) de la 5-acetil-7-metoxi-8-(3", 3”-dimetilalil)-flavanona
(11a).
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Espectro 31. RMN-"C (50 MHz, CDCl;, TMS) de la S-acetil-7-metoxi-8- (3” 3"-dimetilalil)-flavanona

(11a),
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Espectro 32. RMN-C, TECNICA DEPT (50 MHz, CDCl;, TMS) de Ia 5-acetil-7-metoxi-8- (3” kN
dimetilalil)-flavanona (11a).
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Espectro 33. IR (CHCly) de la 2°,6 -diacetil-4-metoxi-3"-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (11b),
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Espectro 34. RMN-'H (200 MHz, CDCl;, TMS) de la 2’,6’-diacetil-4’-metoxi-3'-(3”,3"-dimetilalil)-

flavanona (IIb).
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Espectro 35. RMN-"H (200 MHz, CDCl;, TMS) de Ia S-hidroxi-7-metoxi-8-(3”-metil-2", 3"-epoxibutano)-
flavanona (llc).
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Espectro 36. RMN-"C (75 MHz, CDCls, TMS) de la 5-hidroxi-7-metoxi-8-(3”’-metil-2”, 3"-epoxibutano)-
flavanona (Ilc). -
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Espectro 37. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl,, TMS) dc |d 5-h|drox1-7-mctox1-8-(3”-metll-
2", 3"-epoxibutang)-flavanona (llc)." S
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Espectro 38. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) de Ia 5-hidroxi-7-metoxi-8-(2"-hidroxi-3"-metil-3"-
buten)-glabranina (11d).
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Espectro 39. RMN-"C (75 MHz, CDCl;, TMS) de la S-hidroxi-7-metoxi-8-(2"-hidroxi-3"-metil-3"-
buten)-glabranina (I11d).
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Espectro 40. RMN-"C, T ECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) de la 5-h|drm&|-7-metox1 8 (2”
hidroxi-3”-metil-3"-buten)-glabranina (11d). D
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