UN | M
POSGRADO ow

>~ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

“ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS PARTES AEREAS DE Mimosa

tenuiflora (Willd.) Poir. Y EVALUACION DE SUS COMPONENTES

COMO INHIBIDORES DE CICLINAS DEPENDIENTES DE CINASAS
(CDK’s)”

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q.F.B. FRANCISCO ELIHU BAUTISTA REDONDA

\% TUTOR: DR. ALFREDO ORTEGA HERNANDEZ

Ciencias
Quimicas

MEXICO D. F. ANO: 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO

Presidente: Dr. Alfonso Romo de Vivar Romo

Vocal: Dr. Carlos Martin Cerda Garcia Rojas
Secretario: M. en C. Baldomero Esquivel Rodriguez
Primer suplente: Dra. Maria Yolanda Rios Gomez
Segundo suplente: Dra. Maria Isabel Aguilar Laurents

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Alfredo Ortega por la asesoria brindada como mi tutor en mis estudios de licenciatura y
maestria.

Al Dr. Joaquin Gonzélez Marrero por su ayuda para llevar a cabo la evaluacion biolégica de

los componentes aislados y por invitarme a colaborar con él en su proyecto posdoctoral.

Ala M. en C. Emma Maldonado Jiménez por sus valiosos comentarios y sugerencias en la
realizacion de mi trabajo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y al Sistema Nacional de
Investigadores (SNI) por las becas otorgadas para la realizacion de este estudio.

Al cuerpo técnico del Instituto de Quimica por su ayuda en la determinacion de espectros, en especial
a Isabel Chavez y Nieves Zavala.



INDICE

Pagina
RESUMEN ..ottt e et e e et e et e et eee et e e et e et e st et eseaetantane et eeeseeesenseseentesteaneseeaeesreanes 1
INTRODUGCCION ..o et s st e st en st es st s s sen st as s eeseseenas 2
OBUIETIVOS ..ottt ettt ettt e et et et et et e et e et e et e eeeeaeeeeeee et et et et aneneeneeneeerennn 4
ANTECEDENTES ... oottt et et e et ettt et e e ste e et e seeseeseesaeastesteessesneenseessesneensessesreeseesneesns 5
GENEIO MIMOSA ...ttt ettt e et e e et e et e st e st et e eteenteateentestesneanseseneneeaeenns 5
Mimosa tenuiflora (Willd.) POIT. ........coovoeiiiiiccece e 5
DESCHIPCION 1.vvviiicreieisiese ettt 5

Usos en la medicina tradiCloNal ...........ooveeeeceee et se e 6
QUIMICA ..ttt 7

FIAVONOIAES ...ttt ettt ettt et e et e et et e et e et e et e e et et e st ente et e nteennenreeneeenes 11
GENEIAUAUES ...ttt ettt e e et e et e et e et e e e e eeeneeneees 11

Clasificacion de flaVONOIAES ..........eveeeeeeeeeeee ettt 12

BioSintesis de flAVONOIAES .......ooveeeieee ettt ettt a e 14

TEIPENOIUES ..ottt 17

GENETANAUES ...ttt ettt e et et et e et e et esteeeee st e steetenreeneeens 17

AICAIOIARS ..ot ettt ettt e e e et e e e e st e e et e st e eeteesteesteenreennens 18
GENETANAAUES ...ttt ettt e e et e e e et e e e st e st eeeeseeneeaeeneeens 18

Ciclinas dependientes de €iNasas (CDK'S) .....cccvviennneenneeessnseesesnens 19

PARTE EXPERIMENTAL ©.ooveite ettt ee et e et ee e st estesssessessesssesseessesssessesssesseessesssessesssesns 21

EXETACCHON .ttt e e et e et e e e te et et et et et et et et esteseessesreseeaeearennes 21

Aislamiento Y PUFIfICACION ..........ccoovvviiiccccccece s 21

28

Actividad DIOIOGQICA .......ccevviiiiicee e



Material y equipo ULIHZACO .........ccccveericccccsee e 29

RESULTADOS Y DISCUSION

........................................................................................ 30
FIAVANONAS ... 30
FIAVONOIES ... e 33
FENOXICIOMONAS ....cvvivviiieieisinieieie sttt 37
Actividad DIOIOGICA .........cvviirieice e 41

CONGCLUSIONES ...ttt 46

REFERENCIAS ..ottt ne e 47

APENDICE (ESPECIIOS).......oocvveecreeresseessseesesessessissssssesssesssssssssssssssssssssssssssssasssssness 51



RESUMEN

RESUMEN

Las plantas con importancia en la medicina fradicional mexicana, han sido objeto de

varios estudios por parte de investigadores en diversas partes del mundo.

La especie Mimosa tenuiflora es conocida en la medicina tradicional con el nombre de
“Tepezcohuite”, la corteza pulverizada de este arbol se utiliza para la formulacion de
cremas y pomadas, cuya aplicacion ayuda ala rapida cicatrizacién de heridas sobre todo

las causadas por quemaduras.

El estudio fitoquimico de las partes aéreas de M. tenuiflora condujo al aislamiento de
ocho compuestos de tipo flavonoide; dos flavanonas, tres flavonoles y tres 2-
fenoxicromonas; la identidad de cada uno de estos compuestos fue verificada por

métodos espectroscdpicos.

Las posiciones relativas de los grupos OH en el esqueleto de flavonoide de los
compuestos aislados fue en los carbonos 5, 6y 7 del anillo A y mono o dihidroxilaciones

en los carbonos 3’y 4 del anillo B.

Los ocho compuestos aislados fueron evaluados como inhibidores de ciciinas
dependientes de cinasas (CDK's), este tipo de enzimas son empleadas como blancos
moleculares en la busqueda de nuevos farmacos que pueden ser empleados en la
terapéutica moderna confra padecimientos cronico-degenerativos. Las enzimas
empleadas para la evaluacién de los compuestos aislédos fueron: CK1, CDK5, GSK3 y
DYRK1A 'y de los ocho compuestos evaluados sélo el compuesto identificado como 47, 5,
7-Trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona mostré una actividad moderada contra las enzimas
DYRK1A y GSK3.
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INTRODUCCION

México es un pais con una gran diversidad floristica y con una basta serie de
conocimientos que constituyen la medicina tradicional, obtenidos a través de la
experiencia de varias generaciones en el tratamiento de los distintos padecimientos que
han aquejado a nuestros antepasados, por lo que resulta de sumo interés ampliar esa
serie de conocimientos y enfocarlos a la busqueda de nuevos principios activos que

puedan tener uso en la terapéutica moderna.

Algunas de la plantas mexicanas en las que se ha tenido éxito en la bisqueda de
principios activos son: la valeriana (Valeriana edulis) de donde fue aislado el &cido
valerénico y que es el compuesto responsable del efecto sedante y relajante que se
obtiene al beber una infusion del rizoma de esta planta o tras ingerir el rizoma pulverizado
en capsulas;! y la pastora (Salvia divinorum) de donde se aislo la salvinorina A, un
diterpeno con afinidad selectiva por el receptor x opioide y cuya interaccion con el
receptor produce un efecto psicoactivo que es producido al ingerir una infusion de las
hojas de esta planta;? pero no menos importancia ha tenido en los ultimos afios el
tepezcohuite, ya que su corteza pulverizada es empleada de manera empirica en la
formulacion de cosméticos auxiliares de la cicatrizacion de heridas causadas por

quemaduras.

El tepezcohuite es una especie con una amplia distribucion en América, que va desde
Brasil hasta los estados de Chiapas y Oaxaca en México. En Brasil, Mimosa tenuiflora es
conocida con el nombre comun de “jurema”, su corteza se utiliza para preparar una
bebida sacramental llamada “vino de jurema”. Esta bebida produce un efecto psicoactivo
a las personas que la ingieren y es consumida en ritos magico-religiosos. Recientemente
se aislé un alcaloide de tipo inddlico de la corteza de M. tenuiflora, al cual se atribuye el
efecto psicoactivo que causa esta bebida.?

Por otra parte, el tepezcohuite es una planta silvestre del suroeste de México y existen
varios estudios de la composicion quimica de diferentes partes de esta planta, de donde

se han aislado compuestos de tipo flavonoide,*6 alcaloide3’ y terpenoide;5 810 en el caso

-
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de los compuestos flavonoides se han aislado las llamadas fenoxicromonas®, que son
compuestos poco comunes en la naturaleza y con distribucion restringida a las familias
Compositae,!! Rosaceae,!! Berberidaceael! y Mimosidae.ll Existen estudios de la
actividad biologica de la 2-fenoxicromona llamada capilarisina, que han mostrado
actividad como antioxidante,!2 y como inhibidor de metastasis.1? Lo anterior sugiere que
las fenoxicromonas que han sido aisladas del tepezcohuite deben ser objeto de mas
estudios para conocer su actividad biologica, ya que son compuestos de gran interés por

Su estructura poco comdn.

-
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OBJETIVOS

Aislar los flavonoides presentes en el extracto acetonico obtenido de las partes aéreas de
Mimosa tenuiflora, determinar sus estructuras y evaluar su actividad como inhibidores de

ciclinas dependientes de cinasas (CDK’s).

Analizar las diferencias en los resultados obtenidos de estudios fitoquimicos anteriores y
los que se obtengan de este estudio de las partes aéreas de Mimosa tenuiflora, para

determinar su relacion con las condiciones edaficas del sitio de recoleccion de la planta.
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ANTECEDENTES

Género Mimosa

El género Mimosa esta constituido aproximadamente por 420 especies y se ha dividido
en cinco secciones; cada seccidén a su vez se subdivide en series. Las secciones del

género Mimosa son las siguientes:14

Seccion Mimadenia. Consta de 4 series.
Seccion Batocaulon. Esté constituida por 25 series.

v
v
v" Seccion Calothamnos. No esta subdividida en series.
v" Seccion Habbasia. Esta subdividida en 9 series.

v

Seccion Mimosa. Esta conformada por 37 series.

El término Mimosa se deriva del espafiol mimoso, que quiere decir sensible; en alusion al

follaje tigmotactico que poseen algunas especies de este géenero.

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Descripcién
La especie Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. pertenece a la familia Fabaceae-Mimosidae,
seccion Batocaulon y pertenece a la serie Leiocarpae Benth. del género Mimosa.l> En
México, la especie ha recibido varios nombres comunes como son: “ tepescahuite”,
“tepezcohuite”, “tepesquehuite”.’> Por otra parte, la etimologia del término
“Tepezcohuite™: “tepetl”, cerro y “cuahuitl”, arbol, es decir, “arbol del cerro” (figura 1). Sin
embargo, desde 1987 se hizo popular en el pais el nombre “arbol de la piel”.’* En

Honduras, Colombia y Venezuela se conoce con el nombre de “carbon”, “carbonal”,

“cabrera” o “cabrero” y en Brasil es conocida como “calumbi”, “jurema” o “jurema preta”.1®

Esta especie ha recibido seis nombres cientificos distintos,® siendo Mimosa tenuiflorat
el nombre correcto de la especie; sus sinonimias son: Acacia tenuiflora, Mimosa hostilis,

Mimosa cabrera, Mimosa nigra y Mimosa limana. Puede tener forma de arbusto o arbol
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de hasta 8 m de altural® con hojas alternas compuestas de 6 a 9 pares de pinas, flores
blancas en espigas de 6 a 8 cm y sus frutos son vainas oblongas.l” Con una amplia
distribucion en América, que va desde Brasil hasta los estados de Chiapas y Oaxaca en
México,6 crece en zonas semiaridas y sus semillas son consumidas por cabras y otros
rumiantes.18 La especie es un recurso de interés cultural y economico. 16 A nivel regional
en los estados de Oaxaca y Chiapas, destaca su uso en la construccion de cercas y

posteria,’® como combustible,8 para la recuperacion de suelos y vegetacion.16

Figura 1. Mimosa tenuiflora

Usos en la medicina tradicional

La corteza de M. tenuiflora es utilizada como se destaca en la medicina tradicional de
México, para ayudar a la cicatrizacion de heridas causadas por quemaduras,’® en la
prevencion de la inflamacidnl® y como agente antimicrobiano.l® En Brasil, como ya se
menciond, la corteza de Mimosa tenuiflora es empleada para preparar una bebida
sacramental llamada “vino de jurema”, por su traduccion del portugués (vinho da jurema);
que es consumida en ritos magico-religiosos.?

Existen numerosos estudios farmacolégicos de diferentes extractos de la corteza de M.
tenuiflora,”. 2023 en donde se destaca: un efecto antimicrobiano del extracto de AcOEt,
induccién de la excitabilidad de la musculatura lisa por parte del extracto de BUOH y un
efecto hemolitico y hemaglutinante del extracto de MeOH.” También se ha evaluado el
potencial mutagénico de su corteza.2® Sin embargo, a la fecha no hay estudios de la
actividad bioldgica de los extractos y componentes aislados de las hojas y flores del

tepezcohuite.

6"/
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Quimica
La especie M. tenuiflora muestra una gran variedad de componentes quimicos; de su

corteza se han aislado saponinas triterpénicas® (figura 2) y alcaloides de tipo indolico* 22

(figura 3).

Mimonésido A: Ry = Rha, R, = H
Mimonésido B: Ry =R, =H

OR,

OR

k OR, J OR,
R,0—

O

OR, OR,

Figura 2. Saponinas triterpénicas aisladas de la corteza de M. tenuiflora.?
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N,N-dimetiltriptamina:R,=H, R,=R3=Me
5-Hidroxitriptamina: Ry= OH, Ry=R3=H

OH 5-Metoxitriptamina:R;= OCHg, Ry=R3=H
5-Metoxi-N,N-dimetiltriptamina: R;= MeO, R,=R3=Me

HO

OH

Yuremamina

Figura 3. Alcaloides de tipo inddlico identificados en la corteza de M. tenuiflora.?
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La composicion quimica de las partes aéreas de M. tenuiflora depende de las
condiciones edaficas del lugar donde fue recolectada la planta, y de los distintos
ejemplares estudiados se han aislado chalconas*® (figura 4), fenoxicromonas® (figura 5),

flavonast (figura 5), flavanonas® (figura 5) y ramnosidos de diterpenoss: ® (figura 6),

OR
R, !

Rg
Rg O

Isoliquiritigenina: R1=0CHs, R,=R3=R,=H, Rg=OH

Kukulkanina A: R5=R6=H, R2=R4=OH, R1=R3=OMG

Kukulkanina B: Rs=Rg=H, R1=R,=R,=0OH, R3=OMe
2',6"-Dihidroxi-4,4"-dimetoxichalcona: Ri=R,= OCH3 R,=Rs=0H, R3=Rs=H
2',4"-Dihidroxi-4-metoxichalcona: Rj=OCH3 R,=R;=OH, R3=Rs=Rg=H
2,45 -Trihidroxichalcona: R;=R,=R5=0H, R3=R,=Rg=H

Figura 4. Chalconas aisladas de las partes aéreas de M. tenuiflora.4 6

Las kukulkaninas A y B son chalconas que Unicamente han sido aisladas de un
espécimen recolectado en el estado de Chiapas,* mientras que isoliquiritigenina, 2°,6"-
dihidroxi-4,4"-dimetoxichalcona, 2" .4 -dihidroxi-4-metoxichalcona y 2°45-
trihidroxichalcona, son chalconas que se aislaron de un espécimen recolectado en Sao

Paolo, Brasil.6

-
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Rs

HO o_ _O R,

OH O OH O

Tenuiflorina A: R;= OMe, R,=0OH, R3=Me
Tenuiflorina B: Ry= R,=OMe, R3=H

Tenuiflorina C: Ry= H Ry=OH, R3= Me
6-Demetoxi-4"-O-metilcapilarisina: R1= Ry= H, Rg=Me
6-Demetoxicapilarisina: R1=R,=R3=H

Apigenina: Ry=H, R,=R3=OH
Genkwanina:R,=H, R3=OH, R,=OMe

4’ 5,8-Trihidoxiflavona: R1= R3= OH, Ry=H
8-Metoxi-5,7,4 -trihidorxiflavona: R;=OMe, Ry=R

OH O

Artocarpanona: R1=0CHz R»=R4=0OH, R3=H
Naringenina: R;1=R4=0OH, R,=R3=H
4’-O-Metilnaringenina: R;=0H, Ry=R3=H, R4=OCHj3
Sakuranetina: Rj=OCH3z R,=R3=H, R,=OH

Figura 5. Fenoxicromonas, flavonas y flavanonas aisladas de las partes aéreas de M.

tenuiflora.> ¢

Las fenoxicromonas, por su parte solo han sido aisladas de un especimen de M.
tenuiflora recolectado en el estado de Oaxaca.®> Las flavonas y flavanonas que se

muestran en la figura 5 fueron aisladas del espécimen de Brasil.t

Los ramnosidos de diterpenos se han aislado de especimenes recolectados en Brasil y el
estado de Oaxaca en México; las diferencias estructurales de los ramnosidos aislados
en ejemplares de M. tenuiflora recolectados en Brasil y Oaxaca se muestran en la figura
6 y son las siguientes: los ramndsidos aislados de la especie recolectada en Brasil, tienen

una doble ligadura entre los carbonos 8 y 17, también tienen una configuracion S en el

3:OH
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carbono 13;610 |os ramndsidos aislados de la poblacion recolectada en Oaxaca tienen
una doble ligadura entre los carbonos 13 y 14 con geometria E y tienen una doble
ligadura entre los carbonos 8 y 17 (Ramnomimosidos A, C y E) o una doble ligadura entre

los carbonos 7 y 8 (Ramnomimdsidos B, D y F).2

OR; OR;

Mimosasido A: R;=R,=H Ramnomimésido A: R;=R,= H Ramnomimdsido B: R;=R,=H
Mimosasido B: R;=Ac, R,=H Ramnomimésido C: R;= Ac, R,=H Ramnomimdsido D: Ry= Ac, Ry=H
Mimosasido C: Ry=R,= Ac Ramnomimésido E: Ry=H, R,= Ac Ramnomimdsido F: Ry=H, Ry= Ac

15-0-(3"-O-Acetil)-a-L-ramnopirandsido
de ent-8(17)-labdeno: R,=Ac, R4=H

M. tenuiflora (Especimen recolectado en Oaxaca)
M. tenuiflora (Especimen recolectado

en Brasil)

Figura 6. Glicésidos de diterpenos aislados de las partes aéreas de M. tenuiflora.6. 10
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Flavonoides

Generalidades
Los flavonoides son un grupo de compuestos de origen natural y presentan un amplio
rango de coloraciones que van del color blanco, rojo y hasta el azul.?* Los flavonoides se
encuentran en todas la plantas y le confieren pigmentacion a hojas, flores y frutos, rara
vez son encontrados en hongos y hasta ahora no han sido reportados en bacterias.?*
Los compuestos de tipo flavonoide en las plantas tienen funciones que van mas alla de la

simple pigmentacion; como son:

v" Dar proteccion a las plantas de cierto tipo de radiaciones UV.%

v' En el caso de las leguminosas se ha observado que la presencia de flavonas en
las raices es fundamental para que ocurra la infeccion por bacterias del género
Rhizobium que son las encargadas de la fijacion del nitrdgeno en las plantas.26 27

v" Proteger a las plantas de bacterias, hongos e insectos.?4

Los flavonoides son los metabolitos secundarios que se encuentran en mayor cantidad
en las plantas,?* se calcula que en la dieta humana se consume 1 gramo de flavonoides
por dia,2* en muchos casos son los responsables del efecto terapéutico de las plantas
que son usadas en la medicina tradicional?* y poseen un amplio espectro de actividades

biolégicas en organismos ajenos a su fuente natural,2* por ejemplo:

v" Actividad estrogénica en mamiferos.28. 29

v" Actividad antioxidante.30

v" Actividad inmunomoduladora en mamiferos.3!
v" Actividad antiviral.32

v"Actividad anticancerigena.®

<
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Clasificacién de flavonoides
Los distintos tipos de flavonoides y la numeracion de los carbonos del esqueleto
fundamental se muestran en la figura 7; estan clasificados de acuerdo a su origen

biosintético, aunque existen otros criterios para su clasificacion:2*

v" Sielanillo C es saturado o no.
v La funcionalizacién del anillo C.

v" El tamafio molecular (monémeros, dimeros, oligomeros, etc).

o) OH o)
Chalcona Dihidrochalcona

OH

OH ) OH o)
Flavanona Dihidroflavonol

Figura 7. Esqueletos de los distintos tipos de flavonoides.?

&
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o

Flavona Flavonol

Flavano

Proantocianidina

HO o HsCO 0 0
HO =
OH (@]
OH .
Neoflavonoide
|soflavona
OH

Figura 7. Esqueletos de los distintos tipos de flavonoides (continuacién).
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OH OH
Flavan-3,4-diol

OH O
Fenoxicromona

Figura 7. Esqueletos de los distintos tipos de flavonoides (continuacién).?

Biosintesis de flavonoides
Los flavonoides son compuestos que se generan en los organismos que los contienen
mediante una biosintesis mixta; ésta inicia con una unidad de p-cumaroilCoA
proveniente de la ruta del acido siquimico; posteriormente el numero de carbonos
aumenta por la condensacion de tres unidades de malonilCoA que es la unidad de
extension, esta parte de la biogenesis de los flavonoides corresponde a la ruta de
policétidos. 34 El anillo A de los flavonoides se forma a través de una reaccion tipo Claisen
y se aromatiza por medio de reacciones de enolizacion; este paso es catalizado por la
enzima chalcona sintasa, ya que como su nombre lo indica el producto es una
chalcona.3* A partir de la chalcona se originan los distintos tipos de flavonoides conocidos
por medio de reacciones de adicion tipo Michael, O-metilaciones, oxidaciones y
reducciones principalmente.34 3 En la figura 8 se muestra la formacion de algunos de los
distintos flavonoides; por otra parte las fenoxicromonas estan relacionadas con los
flavonoides y son compuestos poco comunes en la naturaleza, los anillos Ay C de su
esqueleto estan unidos por el anillo B a través de un atomo de oxigeno 3¢ y la hipdtesis

mas reciente de su biosintesis se muestra en la figura 9.37

<
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QMeﬂonilCoA o SCoA
Chalcona sint g 0
CoAS alcona sintasa
o) o) o

HO O - HO. OH
\Qi’g Chalcona isomerasa
OH (@]

OH (@]
Chalcona

Flavanona
0O,, 2-Oxoglutarato

0,, 2-Oxoglutarato

HO o .-
OH O

Dihidroflavonol

Flavona

NADPH
O,, 2-Oxoglutarato

HO.__ o
OH OH' OH
Flavan-3,4-diol
OH (@]
Flavonol

Figura 8. Biosintesis de flavonoides.3

1
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HO
Oxidacion
OH  OH OH  OH
Flavan-3,4-diol
-2 H,0
NADPH ‘
®
HO o}
O -
Z on
OH
OH Antocianidina

Catequina
Figura 8. Biosintesis de flavonoides (continuacion).3

@
OH 0)

HO o HO o)
o) - > 6]
H;CO OH H5CO H
OH o OH o}
HO o) o)
H;CO OH
OH o)

Figura 9. Mecanismo propuesto para la biosintesis de 2-fenoxicromonas.¥

N
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Terpenoides

Generalidades
Los terpenoides constituyen un amplio grupo de compuestos naturales formados por
unidades de isopreno; cada unidad de isopreno posee cinco atomos de carbono.34 Esta
clase de compuestos son biosintetizados en plantas, bacterias y algas; algunas de las
funciones que desempefian los terpenoides en los organismos que los producen pueden

Ser.

v’ Para defenderse de depredadores y patdgenos3®
v Hormonales#

v" Para interactuar con otros organismos (alelopatia)*
Los terpenoides también poseen un amplio espectro de actividades biolégicas como son:

v" Citotoxica.3’

v" Anti-inflamatoria.3
v' Anti-oxidante.3®
v" Psicoactiva. 40

v" Antibacteriana.!

<
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Alcaloides

Generalidades
Los alcaloides son compuestos nitrogenados de origen natural formados a partir de
aminoécidos como la a-L-fenilalanina, a-L-ornitina, a-L-tirosina, a-L-lisina y el a-L-
triptofano; o por reacciones de aminacion de otros sustratos como acetato de fenilalanina,
de terpenoides, de esteroides, etc.3* Los alcaloides son biosintetizados por
microorganismos, plantas y animales; el término alcaloide se deriva de la palabra alcal,
debido a las propiedades bésicas que poseen.34
La actividad biol6gica de los alcaloides depende del tipo de amina que poseen en su
estructura y que posteriormente es protonada a amina cuaternaria en el medio

fisiologico,34 algunos de los tipos de actividad biolégica que poseen los alcaloides son:

v" Antibiética.*?

v" Inhibidora de la angiogénesis.*

v' Depresora del sistema nervioso central.44
v' Antiviral.%

v" Antimalarica.46

N
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Ciclinas dependientes de cinasas (CDK’s)

El estado fisiologico de la célula es controlado por mecanismos de transduccion que
regulan el balance entre proteinas de tipo cinasa y la actividad de proteinas de tipo
fosfatasa.#’ La familia de las cinasas esta constitutida por aproximadamente 518 tipos
y constituyen uno de los modelos biolégicos mas prometedores para el desarrollo de
agentes quimioterapéuticos y de nuevos farmacos. Debido a la existencia de una gran
cantidad de evidencias que indican que varias cinasas funcionan de manera irregular en
celulas cancerosas, en padecimientos neurodegenerativos como el Alzheimer o el
Parkinson, y en los procesos inflamatorios; se ha llevado a cabo una bulsqueda
exhaustiva de inhibidores de la activacion de tirosina y serina-treonina cinasas, como
una propuesta prometedora para el tratamiento de varias de las enfermedades ya

mencionadas.48 49

La familia de enzimas de tipo cinasa estd constituida en su gran mayoria por
serina/treonina cinasas y pueden interactuar con: factores de transcripcion, receptores y
otras proteinas.5 Se clasifican en los siguientes grupos de acuerdo al sustrato con el que

interacttian.s°

v" AGC (Adenina Guanidina Cinasas). Considera a las enzimas dependientes de
AMP (PKA’s) y GMP¢ (PKC’s).

v' CaMK . Son enzimas dependientes del complejo Calcio-Calmodulina.

v" CMGC. Considera a las ciclinas dependientes de cinasas (CDK's), cinasas
activadas por mitdgeno (MAP cinasas), y a las cinasas de tipo glicégeno sintasa
(GSK’s).

v CK1. Son enzimas Casein-cinasas

v" TKL. Son enzimas tipo tirosina cinasas.




ANTECEDENTES

En el presente trabajo se hace énfasis en las cinasas del grupo CMGC y CK1 debido a
que los compuestos aislados fueron evaluados como inhibidores de ciclinas dependientes
de cinasas (CDK5), de cinasas activadas por mitdgeno (DYRK1A), de cinasas de tipo
glicogeno sintasa (GSK3) y de casein-cinasas (CK1). Estas enzimas en conjunto son

conocidas de manera general con el nombre comun de CDK's.

N]
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Extraccion
El material vegetal fue recolectado en Marzo de 2007 a 15 km del puerto de Salina Cruz
a la orilla de la carretera Oaxaca-Huatulco. Posteriormente la planta fue secada a la

sombra a temperatura ambiente por una semana.

Las hojas secas de Mimosa tenuiflora fueron molidas (1000 g) y sometidas a extraccion
por percolacion con hexano, acetona y metanol. Se obtuvieron 58.81 g de extracto

hexanico, 51.42 g del de acetonay 88.75 g del metandlico.

Aislamiento y purificacion

El extracto de acetona (51.42 g) fue sometido a cromatografia en columna (CC) de gel de
silice en una proporcidn 1:5 y se obtuvieron tres fracciones. Se eluyé con CHCIs (Fr. A,
11.44 g), acetona (Fr. B, 36.0 g) y acetona/metanol 4:1 (Fr. C, 3.64 g).

La fraccion A (11.44 g) fue sometida a CC con una proporcion 1:5 de silica gel 60 G. Se
obtuvieron 12 fracciones; se eluy6 con hexano/AcOEt 9:1 (A1-A10) y acetona (All-
Al12).

Las fracciones A11-A12 fueron reunidas y suspendidas en celita con CH2Cly; la celita se
dejd secar con vacio, posteriormente se percolé con hexano (a) y AcOEt (b). La fraccion
A12b (0.328 g) fue sometida a CC con silice 60 G (6 cm x 2.5 cm), se eluy6é con
CHCly/acetona 95:5 (fr bl) y acetona (fr b2).

La fraccion A12b2 se percol6 en una columna de tonsil (arcilla decolorante) con CHCls,
y al concentrar se obtuvo el compuesto 1, que posteriormente fue purificado por

cristalizacion en un sistema de acetona/hexano. Se aislaron 35.7 mg.

g
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Compuesto 1. pf 182-183 °C; IR(pastilla) vmax: 3328, 1650, 1629, 1586, 1517, 1461cm-;
UV Amax (MeOH) 224nm (e = 8872); RMN H (Espectro 1, CDCl3) y 13C (Espectro 2,
CDCls) tabla 1, DC (CH3OH ¢ 2.27848 x 10° M) Ae: 18.344 (213 nm), -16.069 (290 nm),
4.574 (334 nm); EM-IE 70 eV (Espectro 3), m/z: 316 [M]* (98), 301 [M-CHa]* (8), 182
[CsHeOs]* (100), 167 [CeH704]" (67), 134 [CoH100]* (30); []2%= -70.6.

OCHj
HO 0 O/

H3CO
OH O
6-Metoxi-4"-O-metilnaringenina (1)

La fraccion B del extracto acetonico (36 g) se sometid a CC de silica gel en una
proporcion 1:5, usando como eluyente CHCI; (B1), CHCls/acetona 95:5 (B2), acetona
(B3) y MeOH (BA4).

Las fracciones de B1 y B2 fueron reunidas para ser sometidas a CC con silica gel 60 G
(11 cm x 8.5 cm), se eluyo con CH2Cl, (B1B2 1-8), CHxCl,/acetona 99.5:0.5, (B1B2 9-41),
CH.Clo/acetona al 99:1 (B1B2 42-52), CH.Clyacetona  97:3 (B1B2 53-59),
CH.Clz/acetona 95:5 (B1B2 60-62), CH.Cl/acetona 9:1 (B1B2 63-65). Las fracciones
obtenidas fueron analizadas por c.c.f., y se reunieron las fracciones que mostraron una
composicion semejante: frs. 1-8 (B1B2a), 9-12 (B1B2b), 13-15 (B1B2c), 16-20 (B1B2d),
21(B1B2e), 22-25 (B1B2f), 26-35 (B1B2g), 36-43 (B1B2h), 44-49 (B1B2i), 50-54
(B1B2j), 55-65 (B1B2K).

De la fraccion B1B2d (0.675 g) se obtuvieron 301 mg de un sdlido amarillo (2) que fue
purificado por cristalizacion en un sistema acetona/hexano. Las aguas madres de la
cristalizacion fueron reunidas y percoladas sobre carbén activado con MeOH. El residuo
obtenido (0.369 g) fue sometido a CC de silica gel 60 G (5 cm x 2 cm) eluida con mezcla
de hexano/AcOEt de polaridad ascendente. Se obtuvieron 48 fracciones de la siguiente
forma: hexano (d1-d3), hexano/AcOEt 95:5 (d4-d19), hexano/AcOEt 9:1 (d20-d36),
hexano/AcOEt 8:2 (d37-d43), hexano/AcOEt 1:1 (d44-d46), AcOEt (d47-d48).

5
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Las fracciones d6-d16 se reunieron con las fracciones B1B2c y B1B2e por la similitud
en rf que mostraron los componentes de cada fraccion en el andlisis de c.c.f. Esta mezcla
(0.698 g) fue sometida a CC con silica gel 60 G (9 cm x 3 c¢cm). Se obtuvieron 14
fracciones eluidas con: CHxCl> (fr 1), CH2Clo/AcOEt 190:1 (frs 2-8), CH2Clo/AcOEt 99:1
(frs 9-11), CH,Clo/AcOEt 97:3 (fr 12) y CH2Clo/AcOEt 4:1 (frs 13-14).

De las fracciones 2-3 de esta Ultima cromatografia se obtuvieron 16 mg del compuesto 1

y de las fracciones 4-11 se obtuvieron 74 mg del compuesto 2.

Compuesto 2. pf 161-163 °C; IR (pastilla) vmax: 3380, 2937, 1653, 1608, 1558, 1469 cm-
LUV Amax (MeOH) 215, 271, 336 nm; RMN IH (Espectro 5,DMSO) y 13C (Espectro 6,
DMSO) tabla 2; EM-IE 70 eV (Espectro 6), m/z: 344 [M]* (100), 329 [M-CHa]* (38), 301
[M-CH3-COJ* (27), 283 [C16H110s]".

OCH,

HO

HzCO

OH o}
Santina (2)

La fraccion B1B2f (1.213 g) fue sometida a CC (9 cm x 3.5 cm). Se obtuvieron 18
fracciones y fueron eluidas con CH.Cl; (f1-f13), CH2Cl/AcOEt 190:1 (f14-f16) y acetona
(f17-f18).

Las fracciones f6-f16 fueron reunidas por el resultado del anlisis de c.c.fy se les realiz6
una nueva CC (7.5 cm x 2.5cm), eluida con hexano/AcOEt/MeOH 90:10:0.5, de donde
se obtuvieron 7 fracciones, de las fracciones 4-6 de esta cromatografia se obtuvo una
mezcla de los compuestos 3 y 4, mismos que fueron separados por su diferencia de
solubilidad en CH.Cl, debido a que el compuesto 4 es muy soluble en CHxCl, y
posteriormente fueron cristalizados en un sistema AcOEt/hexano; se obtuvieron 89 mg

del compuesto 3 y 80 mg del compuesto 4.

B
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Compuesto 3. pf 215-217 °C; IR (pastilla) vmax: 3510, 3301, 2946, 1637, 1600, 1516 cm-
LUV Amax: 212, 291 nm; RMN 1H (Espectro 9, CDCls) y 13C (Espectro 10, CDCls) tabla 1;
DC (CH3OH, ¢ 2.98013 x 105 M)) Ae: 10.356 (215), -8.589 (291), 2.698 (334); EM-IE 70
eV (Espectro 9), m/z: 302 [M]* (100), 182 [CgHsOs]* (83), 167 [CsH704]* (68).

OH
HO o) O/

H3CO

OH @)
6-Metoxinaringenina (3)

Compuesto 4. pf 186-188 °C; IR (pastilla) vmax: 3506, 1662, 1620, 1576, 1494 cm1; UV
Amax (MeOH): 234 nm, 292 nm; RMN H (Espectro 13, CDCI3-DMSO) y 13C (Espectro 14,
CDCI3-DMSO) tabla 3; EM-IE 70 eV (Espectro 11), m/z: 346 [M]* (100), 331 [M-CHa] (45),
328 [M-H20]* (27), 303 [M-CH3-COJ".

HO O @) OH

H5CO OCHj

OH O
Tenuiflorina A (4).

Las aguas madres de la cristalizacion de los compuestos 3 y 4 fueron reunidas y
sometidas a CC (2 cm x 10 cm), obteniendo 35 fracciones. La columna fue eluida con
hexano/AcOEt/MeOH  70:30:2  (1-8), hexano/AcOEt/MeOH  70:30:3  (9-23),
hexano/AcCOEt/MeOH 50:50:3 (24-31) y hexano/AcOEt/MeOH 50:50:10 (32-35). De las
fracciones 17-21 se aislo el compuesto 3 y de las fracciones 23-27 el compuesto 4.
Después de cristalizar los compuestos 3 y 4 en un sistema AcOEt/hexano se obtuvieron

44 mg de 3y 96 mg de 4.
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De la fraccion B1B2g (2.048 g) se obtuvo un solido, el cual fue separado y disuelto en
AcOEt; se cristalizd en un sistema AcOEt/hexano; de donde se aislaron 65 mg del

compuesto 5.

Compuesto 5. pf 230-233 °C; IR (pastilla) vmax: 3513, 3111, 1659, 1605, 1566, 1477 cm-
LUV Amax (MeOH): 214, 271, 314 nm; RMN 1H (Espectro 17, DMSO) y 13C (Espectro
18, DMSO) tabla 2; EM-IE 70 eV (Espectro 14), 330 [M]* (100), 315 [M-CHa]* (40), 287
[M-CH3COJ* (22).

OH O

4’ 5, 7-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (5)

El filtrado de la fraccion B1B2g fue llevado a sequedad y sometido a CC flash con silica
gel 70-230 (15.5 cm x 3 cm), se obtuvieron 50 fracciones; la columna fue eluida con
hexano/AcOEt/MeOH 80:20:1.5 (g1-g33), hexano/AcOEt/MeOH 70:30:1.5 (g34-g43),
hexano/AcOEt/MeOH 70:30:5 (g44-g46) y AcOEt (g47-g50). Las fracciones obtenidas de
esta cromatografia fueron reunidas de acuerdo al analisis de c.c.f. de la siguiente forma:
91-97, 98-924, g25-934, g35-g46, g47-g50.

La fraccion g8-g24 fue triturada y lavada con CH2Cl, y del sdlido resultante se aislo el

compuesto 6 con un rendimiento de 18 mg.

Compuesto 6. pf 235-238 °C, UV Amax (MeOH): 227, 254, 285 nm; IR vmax: 3500, 2900,
1680, 1630 cm -1, RMN H (Espectro 21, CDCI-DMSO) y 13C (Espectro 22, CDCls-
DMSO), tabla 3; EM-IE 70 eV m/z : 300 [M]* (100), 148 (55), 120 (25), 92 (16), 77 (19).
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HO

OCH,

OH o

6-Desmetoxi-4"-O-metilcapilarisina (6).

En la fraccion g25-g34 se obtuvo una mezcla de los compuestos 4 y 7; esta mezcla fue
lavada con CHCly; el lavado concentrado a sequedad y cristalizado de AcOEt/hexano;
de donde se obtuvieron 22 mg del compuesto 4. Del residuo que resulté insoluble al lavar
con CHxCl, se obtuvo el compuesto 7 y fue cristalizado en un sistema AcOEt/hexano. Se

aisl6 con un rendimiento de 46 mg.
Compuesto 7. pf 278-280 °C; UV Amax (MeOH): 268, 340 nm; RMN 'H (Espectro 23,

DMSO) y 3C (Espectro 24, DMSO) tabla 2; EM-IE 70 eV, m/z: 316 [M]* (100), 298 [M-
H,0J* (30), 273 [M-CH3COJ* (71).

HO

HzCO

OH (0]
6-Metoxikaempferol (7)

En las fracciones g35-g46 cristalizd un solido blanco, los cristales fueron lavados con

AcOEt/hexano y filtrados, obteniendo 125 mg del compuesto 4.

La fraccion B1B2h (2.9 g) fue lavada con AcOEt, el residuo fue disuelto en AcOEt
hirviendo y cristalizado en un sistema AcOEt/hexano, de donde se obtuvieron 980 mg del
compuesto 5. Las aguas madres de la cristalizacion fueron reunidas con el lavado de
AcOEt, se les sometié a c.c. (5.5 cm x 3.5 cm). Se obtuvieron 18 fracciones con el
siguiente gradiente: CHxCl, (h1-h4), CH:Cl,/acetona 95:5 (h5-h13), CH.Cl./acetona 9:1

N
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(h14-h17) y acetona (h18). De las fracciones h7-h8 se aislaron 277 mg mas del

compuesto 7.

En la fraccion B1B2i se formo un sdlido blanco, se filtrd y se lavé con AcOEt de donde
se obtuvo el compuesto 8 (69 mg). El filtrado (1.279 g) fue sometido a CC de silica gel (7
cm x 4 cm). Se obtuvieron 55 fracciones de la columna que fue eluida con hexano/
AcOEt/MeOH 80:20:1 (i1-i8), hexano/AcOEt/MeOH 75:25:1 (19-140),
hexano/AcOEt/MeOH 75:25:2 (i41-i48), hexano/AcOEt/MeOH 75:25:5 (i49-i50), hexano/
AcOEt/MeOH 75:25:10 (i51-i55). De las fracciones i12-i13 se obtuvieron 10 mg del
compuesto 6. En las fracciones i21-i34 se obtuvieron 279 mg del compuesto 5 y de las

fracciones i38-i55 fueron aislados 37 mg del compuesto 8.

Compuesto 8. pf 285-287 °C, IR (pastilla) vmax: 3430, 3098, 1656, 1624, 1591, 1567,
1503 cm?; UV Amax (MeOH): 231 nm (e = 29512), 288 nm (e = 14791); RMN IH
(Espectro 26, DMSO) y 13C (Espectro 27, CDClz-DMSO), tabla 3; EM-IE 70 eV (Espectro
19), m/z: 316[M]* (100), 301 (1), 287 (4), 273 (2), 245 (2), 195 (5), 164 (22), 153 (28),

149 (8).
HO OO~ i jOH
OCH;

Tenuiflorina C (8).
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Actividad biologica
Los ensayos fueron realizados en el laboratorio de ciclo celular a cargo del Dr. Laurent
Meijer en la Estacion Biologica de Roscoff (Francia) adscrita al Centro Nacional de la

Investigacion Cientifica (CNRS).

El ensayo de inhibicion de CDK’s consiste en usar reguladores del ciclo celular
purificados como dianas moleculares y se emplea p34¢PC2/ciclina BCPC13 purificada por

cromatografia de afinidad en p9ckshs-sefarosa.

La actividad enzimatica se ensay6 en un buffer tris-HCl a pH 7.5, a una temperatura de
30 °C y se ajustd a una concentracion de AT32P de 15 puM en presencia del inhibidor
potencial disuelto en 1 % de DMSO e histona H1, con un volumen final de 30 uL (figura
10). Después de 30 minutos de incubacion, se tomé una alicuota de 25 uL y se filtrd
sobre papel de fosfocelulosa Whatman P81, 20 segundos después de la filtracion, se
lavé el filtrado cinco veces con una disoluciéon de acido fosférico en agua al 1 %.
Finalmente los papeles con el filtrado se impregnaron con 1 ml de fluido de centelleo

para realizar la cuantificacion de la inhibicion enzimatica en un contador de centelleo.

Ensayo CDK1/ciclina

CICLINA B ga
-T14
CDK1 RIS
ﬂ—T161—P
Histona H1 l . 32P-Histona H1

ATP-32p > ADP

Figura 10. Modelo de busqueda de inhibidores de ciclinas dependientes de cinasas.
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Material y equipo utilizado

Para realizar el aislamiento por cromatografia en columna se empled silica gel Merck 60
G de fase normal y celita como adsorbentes. El punto de fusion se tom6 en una aparato
Fisher-Johns. Se emple6 como revelador sulfato cérico al 3 % en acido sulfurico 2N y/o
lampara de UV Spectroline modelo CX-20 a 254 y 366 nm. Los espectros de infrarrojo
fueron obtenidos en un equipo  Perkin Elmer 343 (pelicula). Los espectros de
ultravioleta fueron obtenidos en un aparato Shimadzu UV 160 U empleando MeOH como
disolvente. Las curvas de dicroismo circular se obtuvieron de un espectropolarimetro

Jasco Modelo J720 empleando MeOH como disolvente.

Los espectros de masas se determinaron utilizando la técnica de impacto electronico a 70
eV en un espectrometro JEOL JMS-AX505HA (baja resolucion). Los espectros de RMN:
1H, 13C, DEPT, COSY, HMBC, HSQC, NOESY fueron obtenidos en un equipo Varian
Unity Inova 500 MHz, empleando CDClz y DMSO como disolventes y/o en un equipo
Eclipse JEOL 300 MHz.

.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio fitoquimico de las partes aéreas de Mimosa tenuiflora se aislaron 8
compuestos de tipo flavonoide, de tres diferentes clases: dos flavanonas, tres flavonoles

y tres fenoxicromonas.

Flavanonas
Las flavanonas se caracterizan por no tener doble ligadura entre los carbonos 2y 3 del
esqueleto basico. La flavanona 1 fue aislada por cromatografias en columna sucesivas y
purificada por cristalizacion en un sistema acetona/hexano. Se obtuvieron cristales
blancos con un rendimiento del 0.0036 % (35.7 mg); su estructura fue determinada por

RMN mono y bidimensional.

El espectro de masas de 1 (Espectro 4) presenta un i6n molecular m/z 316 que es
consistente con la formula molecular C17H16Oe, la cual es apoyada por la presencia de 15

sefales en el espectro de RMN 13C (Espectro 2).

En el espectro de RMN H (Espectro 1) se observa un sistema ABX, caracteristico de los
protones H2, H3y H3" de las flavanonas con 6 =5.35 (dd, J23=13.0y J»3 =3.0), 3.10
(dd, J33 =17.0, J23=13.0) y 2.79 ppm (dd, J33 =17.0, J23 =3.0). La J23 = 13 Hz indica
una relacion trans entre H2 y H3, en tanto que la J23 = 3.0 Hz revela una relacion cis de
H2 y H3". En el espectro se observan dos dobletes (J =9.0) que integran para dos
protones cada uno Y se atribuyen a H2", H6'(6 =7.38) y a H3", H5'(6 =6.95) de un anillo
aromatico 1,4 -disustituido (anillo B). El sustituyente en C4" es un grupo metoxilo cuya
sefial aparece en 6 =3.84 ppm y correlaciona con C4'(6 =160.1 ppm) en el espectro
HMBC.

El espectro de RMN 1H (Espectro 1) muestra 4 sefiales adicionales. La primera

(6 =6.11, s) se atribuye a H8 por su desplazamiento quimico y por las correlaciones con

N
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C9 y C10, observadas en el espectro HMBC (Espectro 3). Las sefiales en 6 = 12.19 y
6.50 ppm corresponden a protones fendlicos. La sefial en & =12. 19 ppm corresponde a
un fenol quelatado y es caracteristica de flavonoides con hidroxilo en C5, mientras que la
sefial que aparece en & = 6.52 ppm se asigno al hidroxilo en C7 por las correlaciones con
C7y C8, que mostro en el espectro HMBC (Espectro 3). La sefial en & = 3.95 ppm (3H)
corresponde a un segundo grupo metoxilo que se asigné en C6 (5 =128.3) por que

correlaciona con este carbono en el espectro HMBC (Espectro 3).

De lo anterior se dedujo que la estructura del compuesto 1 corresponde a la de la 6-
metoxi-4"-O-metilnaringenina, flavanona aislada previamente de Chromolaena odoratas?
y cuya configuracion absoluta en C2 fue determinada como S, debido a que mostré una
[a]p?® —=70.6° ya que se ha establecido que las flavanonas levorrotatorias poseen esta

configuracion.?

7 &
HCO™ 6 Y2

OH o]
6-Metoxi-4"-O-metilnaringenina (1).

El compuesto 3 fue aislado por cromatografias sucesivas realizadas al extracto de
acetona y fue purificado por cristalizacion en un sistema AcOEt/hexano; se aislo con un
rendimiento del 0.013 % (132.4 mg). El espectro de masas de 3 (Espectro 12) muestra
un i6n molecular m/z 302 que corresponde con una formula molecular C16H1406 Y difiere
con 1 por la ausencia de un grupo metoxilo, la sefial de este grupo en el espectro de
RMN IH (Espectro 9) tiene un & = 3.87 ppm (3H) y se asignd a C6 (6 =128.4 ppm) por la

correlacion observada con este carbono en el espectro HMBC (Espectro 11).
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Debido a lo anterior y a la comparacion de los datos espectroscopicos de RMN IH

(Espectro 9) del compuesto 3 con los reportados en la literatura,> se identifico a 3 como

la 6-metoxi-naringenina en donde se observa igualdad en las sefiales descritas,

corroborando asi su estructura .

OH

6-Metoxinaringenina (3)

Tabla 1. Datos de RMN de 'H y 13C de los compuestos 1y 3.

6-Metoxi-4 -O-metilnaringenina (1)? 6-O-Metilnaringenina (3)°
© H & (ppm), m, J (Hz) 13C 3 (ppm) H & (ppm), m, J (Hz) 13C 3 (ppm)
2 5.35 dd (13.0, 3.0) 79.1 5.29 dd (13.2, 3.0) 78.7
o 3.10dd (17.0, 13.0) 3.08dd (17.1,13.2)
3 B 2.79 dd (17.0, 3.0) 43.2 2.74 dd (17.1, 3.0) 427
L R 196.3
S Y 154.5
I I 128.4
I 1574 | e 158.1
8 6.11s 94.6 6.08 s 94.6
R N 158.2
O O 102.3
i 1304 | e 128.7
2 7.38d (9.0) 127.7 7.27d(8.4) 127.3
3 6.95d (9.0) 114.2 6.89 d (8.4) 115.3
L s 160.1 | e 157.3
5 6.95d (9.0) 114.2 6.89 d (8.4) 115.3
6 7.38d (9.0) 127.7 7.27d (8.4) 127.3
5-OH 1219s | e 1217s | -
7-OH 652s | e | e [ e
6-OCHs 3.95s 61.0 3.87s 60.3
4'OCHs 3.84s 554 | e[ e

aDeterminado en CDCls a 500 MHz/125 MHz
bDeterminado en CDClz a 300 MHz/75 MHz.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Flavonoles

Las flavonoles poseen una doble ligadura entre los carbonos 2,3 y un grupo hidroxilo,
metoxilo u O-glicésido en el carbono 3 del esqueleto basico; en el presente estudio
fitoquimico fueron aislados tres flavonoles identificados como santina (2), la 4°,5,7-

trihidroxi-3,6-dimetoxi-flavona (5) y el 6-metoxi-kaempferol (7)

El flavonol 2, se aislo con un rendimiento del 0.038 % (375.2 mg), sus datos
espectroscopicos de RMN de *H y 13C se muestran en la tabla 2. En su espectro de EM-
|E (Espectro 8) se observa un ién molecular con m/z 344, que corresponde con una
formula molecular C1gH1607 y €es sustentada por la presencia de 15 sefiales en el
espectro de RMN 13C (Espectro 6).

El espectro de RMN de H de 2 (Espectro 5) muestra un singulete en 8= 12.71 ppm,
mismo que fue asignado al protdn fendlico en C5, cuyo & es caracteristico de flavonoides
con un grupo fenol en C5; en 6.55 ppm (1H) se observa un singulete asignado al proton
en C8y el fenol en C5 esté en posicion para a este protdn, lo anterior indica que el anillo
aromatico A esta pentasustituido. Las sefiales en 6 =7.12 (d, J= 9.0) y 8.01 (d, J= 9.0)
ppm indican la presencia de un anillo aromatico 1",4"-disustituido (anillo B) e integran
para dos protones cada una. El primer doblete fue asignado a H3" y H5", por su parte el
segundo doblete fue asignado a H2" y H6", debido a que en estudios de otros
flavonoides con un anillo B 1",4"-disustituido se ha observado que el doblete de los
protones sobre C3" y C5” tiene un desplazamiento quimico cercano a 7 ppmy el doblete

de los protones en C2"y C6” tiene un desplazamiento quimico cercano a 8 ppm.

El espectro de RMN tH (Espectro 5) muestra 3 sefiales adicionales en & =3.75 (3H),
3.78 (3H) y 3.85 (3H) ppm que indican la presencia de tres grupos metoxilo en la
estructura de 2. La posicion de estos grupos metoxilo fue determinada por las
correlaciones heteronucleares C-H a tres ligaduras observadas en espectro del
experimento FLOCK (Espectro 7), por lo que el singulete en 3.75 ppm fue asignado al
metoxilo en C3, el singulete en 3.78 se asignd al grupo metoxilo en C6 y el singulete en

3.85 ppm se asigno al metoxilo en C4'.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 2 se identifico como santina por RMN, asi como por la comparacion con

sus datos espectroscdpicos reportados en la literatura.>®
OCHj,

Santina (2)

El compuesto 5 se aislé con un rendimiento del 0.13 % (1325 mg). Su espectro EM-IE
(Espectro 20) muestra un ion molecular m/z 330, que es congruente con una formula
molecular C17H1407, la cual es apoyada por la presencia de 15 sefiales en su espectro
de RMN 13C (Espectro 18).

En el espectro de RMN 1H de 5 (tabla 2) se observa en 12.77 ppm un singulete
(Espectro 17). Este fue asignado al proton de un grupo hidroxilo en C5, quelatado con el
oxigeno del grupo carbonilo sobre C4 y en los flavonoides la presencia de un singulete
con un desplazamiento quimico cercano a 12 ppm es caracteristica de un OH sobre C5.
La sefial en & =6.53 (1H) ppm es un singulete que fue asignado al proton en C8, cuyo
desplazamiento es caracteristico de protones aromaticos, lo anterior indica que los anillos
Ay C del compuesto 5 tienen la misma sustitucion que 2, la cual es apoyada por la
similitud de sus datos de RMN tH (Espectro 17) y 13C (Espectro 18). En el espectro de
RMN H (Espectro 17) de 5 presenta una sefial menos que en el espectro de RMN IH de
2 (Espectro 5) en & = 3.85 (s, 3H) ppm, lo que indica la falta de un grupo metoxilo en
C4’; lo anterior se apoya por el valor del desplazamiento para C4" (160.2) que es
caracteristico de un carbono aromatico sustituido con un grupo hidroxilo y es
corroborado por las correlaciones mostradas en el espectro HMBC (Espectro 19) de la
sefial en & = 3.76 (s, 3H) con C3 (137.3) y de una segunda sefial en 6 = 3.78 (s, 3H) con
C6 (131.1).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a lo anterior y a la comparacion de los datos espectroscopicos del compuesto 5
con los datos en la literatura,® se identificc a 5 como la 4'5,7-trihidroxi-3,6-

dimetoxiflavona.

OH 0]

4' 5,7-Trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (5)

El compuesto 7 fue aislado de la partes aéreas de M. tenuiflora con un rendimiento del
0.032 % (323 mg). Su espectro de EM-IE muestra un ién molecular con m/z 316, que
corresponde con una férmula molecular C1sH1207 y es apoyada por la presencia de 14
sefiales el espectro de RMN 13C (Espectro 24) que son caracteristicas de un flavonoide.

Sus datos espectroscopicos de RMN 1H y 13C se muestran en la tabla 3.

En el espectro de RMN H del compuesto 7 (Espectro 23) se observan dos singuletes en
6.53 (1H) y 12.55 (1H) ppm. El primero fue asignado al protén en C8 debido a que
aparece en la region de los protones aromaticos, el segundo se asignd, por su
desplazamiento, al proton de un grupo hidroxilo en C5. En la region de los protones
aromaticos se muestran dos sefiales en & =6.91(d, J=9.0, 2H) y 8.03 (d, J= 8.7, 2H) ppm;
el primer doblete se asigno a los protones en C3" y C5’, el segundo singulete por su parte
fue asignado a los protones en C2"y C6’, debido a que en estudios de otros flavonoides
con un anillo B 1",4"-disustituido se ha observado que el doblete de los protones sobre
C3"y C5" tiene un desplazamiento quimico cercano a 7 ppmy el doblete de los protones
en C2'y C6’ tiene un desplazamiento quimico cercano a 8 ppm. En & =3.75 (3H) ppm se
observa un singulete, caracteristico de un grupo metoxilo y su posicion estructural fue
asignada por la interaccion heteronuclear C-H a 3 ligaduras observada en el espectro

FLOCK (Espectro 25) , debido a que correlaciona con C6 (130.8 ppm).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Lo anterior indica que la estructura de 7 corresponde con la estructura del 6-metoxi-

kaempferol.

HO

H;CO

OH

OH O
6-Metoxikaempferol (7)

OH

Tabla 2. Datos espectroscopicos de RMN de 'H y 13C de los compuestos 2,5y 7.

Santina (2)2 4’ ,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxi-flavona (5)2 6-metoxi-kaempferol (7)2
BCS 1H 8 (ppm), m, J 15C
C_|'"H3(ppm). m, J(Hz)| (ppm) 'H 3 (ppm), m, J (Hz) 1C & (ppm) (H2) 3 (ppm)

A 1552 | = -memememmeemeee N I 147.0

S e 1376 | e T 135.3

e 1782 | e 1783 | - 176.1

5 | e 1523 | e 1524 | e 1517

6 | e 1312 | e 1311 | e 130.8

s N Y 1514

8 6.55s 94.0 6.53 s 94.0 6.53 s 93.8

s 1574 | e 1574 | e 157.2

1 N 1046 | e 1034

e 1222 | e N 1217

2 8.01d (9.0) 129.9 7.92d (9.0) 130.2 8.03d(9.0) 129.5

3 7.12d (9.0 114.2 6.93d (9.0 115.7 6.91d (9.0 1154

N 1613 [ e 1602 | - 159.2

51 7.12d (9.0 114.2 6.93d (9.0 115.7 6.91d (9.0 1154

6 8.01d (9.0 129.9 7.92d (9.0 130.2 8.03d (9.0 129.5

5-OH 1271s | - 1277s | e 12555 | -
6-0H | e | e | e | e
7-0H | e | e | e | e
40 | e | e | e e

3-OCHs 3.75s 59.9 3.76s 59.7 375s | -

6-OCHs 3.78s 59.7 3.74s L 60.0
4’-OCHs 3.85s 554 | e | e

aDeterminado en DMSO a 300 MHz/ 75/MHz
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoxicromonas

Las fenoxicromonas son sustancias consideradas de tipo flavonoide y son las Unicas
que presentan la caracteristica de que la union de los anillos C y B esta mediada por un
atomo de oxigeno. En el presente estudio fueron aisladas 3 fenoxicromonas que fueron
identificadas como tenuiflorina A (4), 6-desmetoxi-4"-O-metilcapilarisina (6) y tenuiflorina

C (8), 3de las 5 reportadas en un estudio anterior de M. tenuiflora.®

La fenoxicromona 4 fue aislada con un rendimiento del 0.032 % (323 mg). El espectro
de masas de 4 (Espectro 16) muestra un ion molecular m/z 346, que corresponde con
una formula molecular C17H140g. En su espectro de RMN de H (Espectro 13) se observa
una sefial en 6 =5.25 (s) ppm cuyo desplazamiento es caracteristico de un proton vinilico,
asignado en C3 'y este proton es caracteristico de todas las fenoxicromonas aisladas
hasta la fecha. La presencia de un singulete en 6 =6.47 (1H) ppm es caracteristica de un
proton aromatico en C8. Las sefales en 6 = 6.76 (d, J= 3.0), 6.87 (d, J=8.7) ppm vy
6.67 ppm (dd, J= 8.7, 3.0) indicaron una sustitucion 1°,3,4" en el anillo B, por lo
siguiente, el primer doblete fue asignado al protdn ya que el valor de su constante de
acoplamiento indica la presencia de un proton en posicion meta, el segundo doblete fue
asignado a H5" debido a que presenta una constante de acoplamiento con un proton en

posicion orto; la sefial del dd con & en 6.67 se asign6 a H6".

El espectro de RMN H (Espectro 13) del compuesto 4 muestra en 6 =12.92 ppm un
singulete ancho asignado al protdn del grupo hidroxilo en C5; en 6 3.92 (3H) y 3.95 (3H)
se observan los singuletes que se atribuyen a los protones de dos grupos metoxilo. La
posicion de estos grupos metoxilo fue determinada por la comparacién con los datos
espectroscopicos de RMN de H de la tenuiflorina A5 y por las correlaciones observadas
en el espectro FLOCK (Espectro 15). El singulete en 3.93 ppm fue asignado al grupo
metoxilo sobre C4" (6= 144.4) y la sefial en 4.01 ppm se asignd al grupo metoxilo en C6
(6=130.8).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion de los datos espectroscopicos de 4 permitié identificar a este producto

natural como tenuiflorina A.>

HO o @) OH
H;CO OCH;4
OH O
Tenuiflorina A (4)

El compuesto 6 fue aislado con un rendimiento en la planta del 0.0027 % (27 mg), en su
espectro de RMN H (Espectro 21) se observa un singulete en 5.17 ppm asignado al
proton en C3, caracteristico de todas las 2-fenoxicromonas aisladas a la fecha; en 6.96
(J= 9.0 y 7.11 (J= 9.0) ppm se observan dos dobletes con un acoplamiento
caracteristico para un anillo aromatico 1",4"-disustituido, el primer doblete fue asignado a
los protones en C3" y C5"; el segundo doblete fue asignado a los protones en C2" y C6".
En 12.67 (1H) ppm se observa un singulete que se asigno al proton de un grupo hidroxilo
en C5y en 3.84 ppm se observa un singulete que fue asignado al grupo metoxilo en C4’
por la comparacion de los datos espectroscopicos de 6 (Tabla 3) con los de la 6-
desmetoxi-4"-O-metilcapilarisina,® observando completa correspondencia entre las
sefiales de uno y otro compuesto; debido a lo anterior se identifico a 6 como la 6-

desmetoxi-4"-O-metilcapilarisina.®

HO

OCH,

OH @)

6-desmetoxi-4"-O-metilcapilarisina (6)




RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 8 sdlo difiere de 4 por la ausencia de un grupo metoxilo en C6, ya que los
espectros de RMN 1H (Espectro 21) y 13C (Espectro 22) son muy similares. Los datos
espectroscopicos de RMN 1H (tabla 3) de 8 fueron comparados con los datos
espectroscopicos de RMN 1H de la tenuiflorina C reportados en la literatura,®

corroborando asi su estructura.

HO @) o OH
OCH3
OH @)
Tenuiflorina C (8)

Las diferencias encontradas en los resultados del presente estudio con estudios
anteriores de M. tenuiflora, son las siguientes: el espécimen de este estudio fue
recolectado en el estado de Oaxaca, se aislaron tres fenoxicromonas (6-desmetoxi-4"-O-
metilcapilarisina y las tenuiflorinas A 'y C), de las cinco que fueron aisladas y reportadas

del espécimen recolectado en Oaxaca.’

Las flavonas aisladas en el presente son diferentes a las aisladas del ejemplar
recolectado en Brasil,® por lo que aumenta de cuatro a seis el nimero de flavonas
aisladas en la planta y para el caso de las dos flavanonas aisladas en el presente estudio
fueron también dos de las ya aisladas en el espécimen de Brasil,® con excepcion de la

sakuranetina y la artocarpanona.

Es la primera ocasion que se aislan flavonoles de M. tenuiflora y ha la fecha solo se han

aislado chalconas de los ejemplares recolectados en Brasil® y el estado de Chiapas.*

.



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN de *Hy 13C de los compuestos 4,6 y 8.

Tenuiflorina A (4)2 6-desmetoxi-4'-O-metil-capilarisina (6)° Tenuiflorina C (8)°
H 5 (ppm), m, J (Hz) | 3C & (ppm) [ *H & (ppm), m, J (Hz) 13C 8 (ppm) | H S (ppm), m, J (Hz) | 3C & (ppm)

----------------- 167.5 167.7 167.2

3 525s 86.9 517s 87.3 517s 86.9

4 | e 1838 | @ - R 183.0

5 | e 1523 | = - I 161.3

6 | e 130.8 6.30 sa 99.6 6.24d (2.1) 99.2
e 1551 | - 1636 |  --mmmmmmmoeo-- 163.8

8 6.47 934 6.36 d (1.5) 94.0 6.33d(2.1) 93.8

9 | e 1499 | - 1551 | e 154.9
L L L 101.9
N N I e — 144.4
2 6.76 d (3.0) 107.6 7.11d (9.0) 1215 6.74 d (3.0) 108.2
S 146.8 6.96 d (9.0) N 147.8
4 | e N 1578 | e 146.5
5 6.87.d (8.7) 110.9 6.96 d (9.0) 115.0 6.90 d (9.0) 112.7
6 6.67 dd (8.7, 3.0) 110.8 7.11d (9.0) 121.5 6.63 dd (9.0, 3.0 110.6

6-OMe 3.95s [ e s

3'04’-OMe 3.92s 55.8 3.84s 55.4 3.89s 55.9
5-OH 1292s | e 1267s | - 1275s | e
7-OH | - | - 10.10sa [ - 1034sa [ -

3040H [ --—-—--ree | e | e s

aDeterminado en CDCls-DMSO a 300 MHz/75MHz.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad biologica

La basqueda de nuevos compuestos que puedan ser empleados en la medicina moderna
ha conducido a la evaluacion de la actividad de compuestos de origen natural en modelos
hioldgicos. Esta busqueda se enfoca sobre todo en el desarrollo de tratamientos contra

padecimientos crénico-degenerativos, como el cancer.

Existen estudios donde se muestra que los compuestos de tipo flavonoide son capaces
de inhibir enzimas del tipo CDK,% las que a su vez son reguladoras del ciclo celular. Se
ha observado que al inhibir algunos tipos de CDK’s es posible controlar o erradicar
canceres.>” Los resultados de los ocho compuestos aislados que fueron evaluados como
inhibidores de CDK’s en cuatro tipos de estas enzimas (DYRK1A, CK1, CDK 5y GSK3)

se observan en latabla 5y la gréfica 1.

Tabla 5. Resultados de la inhibicién de CDK's de los compuestos aislados.

IC50 en M

Nombre Compuesto DYRK1A CK1 CDK5 GSK3
6-Metoxi-4"-O-metilnaringenina 1 > 10 > 10 > 10 > 10
Santina 2 > 10 > 10 > 10 >10
6-O-Metil-naringenina 3 >10 > 10 > 10 >10
Tenuiflorina A 4 > 10 > 10 > 10 >10

4" 5,7-Trihidroxi-3,6-dimetoxi-flavona 5 | e s >10 a0
6-Desmetoxi-4"-O-metil-capilarisina 6 > 10 > 10 > 10 > 10
6-Metoxikaempferol 7 > 10 > 10 > 10 > 10
Tenuiflorina C 8 > 10 > 10 > 10 >10

De los ocho compuestos ensayados solo el compuesto 5 mostrd actividad significativa
como inhibidor de dos de las enzimas en un rango que va de 8-10 uM. Lo anterior
resulta de interés para continuar con los estudios, ya que las enzimas empleadas son
blancos para el desarrollo de nuevos farmacos y agentes quimioterapéuticos en los
siguientes padecimientos:

v" DYRKI1A. Déficit de memoria en personas con sindrome de Down.58
v CK1. Control del ciclo circadiano en padecimientos cancerosos.>®
v’ CDK5. Alzheimer.5

v GSK3. Enfermedades proliferativas renales como la nefropatia.t

¢



RESULTADOS Y DISCUSION

Por otra parte, al relacionar la estructura de los compuestos aislados con la actividad
obtenida, se puede decir que para tener actividad, el sistema debe ser plano y con un
hidroxilo sobre el carbono 4°; esto se muestra al comparar la santina (2) que resultd
inactiva y el compuesto 5 que si mostro actividad. La diferencia entre estos dos

compuestos es que la santina tiene un O-metilo en lugar del OH sobre C4".

De la misma forma, al tener un atomo de oxigeno que une a los anillos B 'y C en los
flavonoides la actividad se pierde, como en el caso de las fenoxicromonas. La doble
ligadura entre los carbonos 2 y 3 tambien es fundamental para la actividad, asi como la
presencia de un grupo metoxilo en C3 en lugar de un OH. La estructura de todos los

compuestos aislados y evaluados se encuentra en la figura 8.

FUNAM-13 (200?;’890)
DYRK1A = 8,1 uM; ( ;
CDK5 IC50 = 20 pM; GSK3 ICSD = 10 uM
120
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Grafica 1. Inhibicion de CDK's del compuesto 5
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Figura 8. Compuestos aislados y evaluados como inhibidores de CDK's
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RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos compuestos considerados como moléculas lider en la inhibicion de CDK’s se
muestran en la figura 9. El mecanismo de accion propuesto para estos inhibidores de
CDk’s es por medio de la interaccion en el sitio activo de la enzima, formando un
complejo enzima-inhibidor estable, esto se logré mediante estudios de co-cristalizacion
del complejo enzima-inhibidor.6! El intervalo de inhibicién de CDK’s (Clso) de estos cuatro

compuestos va de 0.1-25.0 uM.6264
| o

OH

HO o}

OH O

OH (6]
Flavopiridol

Luteolina

T N NH
H NH CH,
CH,
o HO
Indirubina Roscovitina

Figura 9. Moléculas lider en la inhibicién de CDK's.®
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 10. Imagen de la interaccion inhibidor-enzima obtenida por célculos teéricos.t

Roscovitine/CDK 2

ontacls

83
34

Figura 11. Imagen de la interaccion inhibidor-enzima obtenida por co-cristalizacién.62
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

En el estudio fitoquimico de las partes aéreas de Mimosa tenuiflora fueron aislados ocho

compuestos y su estructura fue determinada por métodos espectroscépicos.

De los ocho compuestos aislados se obtuvieron: dos flavanonas, tres flavonoles y tres
fenoxicromonas; todos los compuestos aislados son conocidos; no se aislaron
chalconas, por lo que hasta ahora solo han sido aisladas del ejemplar de M. tenuiflora
recolectado en Chiapas* y del ejemplar recolectado en Brasil.6 Es la primera ocasion que
se aislaron flavonoles de la planta y solo se aislaron tres fenoxicromonas de las cinco

reportadas en un estudio anterior.>

De acuerdo a los resultados obtenidos existe una diferencia en los componentes

quimicos de M. tenuiflora y depende del sitio de recoleccion de la planta.

Se realiz por primera vez un estudio de evaluacion biologica de las tenuiflorinas A y C;
en el ensayo de inhibicion de los cuatro tipos de enzimas CDK. De los ocho compuestos
aislados que fueron evaluados solo la 4", 5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona mostro
actividad moderada como inhibidor y se observé que es fundamental en la estructura
para inhibir las enzimas CDK un OH sobre el carbono 4, la presencia de la doble

ligadura entre los carbonos 2y 3, asi como la presencia de un metoxilo en el carbono 3.
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Espectro 1. RMN de 'H de la 6-Metoxi-4"-O-metil-naringenina (1). Obtenido en CDCl,.
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Espectro 2. RMN de *3C de la 6-Metoxi-4"-O-metil-naringenina (1). Obtenido en CDCl,.
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Espectro 3. Experimento HMBC de la 6-Metoxi-4"-O-metilnaringenina (1).
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Espectro 4. EM-IE de la 6-Metoxi-4"-O-metilnaringenina (1).
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Espectro 5. RMN de H de la santina (2). Obtenido en DMSO.
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Espectro 6. RMN de 13C de la santina (2). Obtenido en DMSO.
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Espectro 7. Experimento FLOCK de la santina (2). Obtenido en DMSO.
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Espectro 9. RMN de la 6-metoxi-naringenina (3). Obtenido en CDCl,.
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Espectro 10. RMN de 3C de la 6-metoxi-naringenina (3). Obtenido en CDCl,.
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Espectro 12. EM-IE de la 6-metoxi-naringenina (3).
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Espectro 14. RMN de 3C de la tenuiflorina A (4). Obtenido en DMSO-CDCl..
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Espectro 15. Experimento FLOCK de la tenuiflorina A (4). Obtenido en CDCl,.
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Espectro 16. EM-IE de la tenuiflorina A (4).
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Espectro 17. RMN de tH de la 4',5,7-Trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (5). Obtenido en DMSO.
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Espectro 18. RMN de 3C de la 4',5,7-Trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (5). Obtenido en DMSO.
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Espectro 19. Experimento HMBC de la 4',5,7-Trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (5). Obtenido en DMSO.
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Espectro 20. EM-IE de la 4',5,7-Trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (5)
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Espectro 21. RMN de H de la 6-Desmetoxi-4"-O-metil-capilarisina (6). Obtenido en CDCl,-DMSO.
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Espectro 22. RMN de 3C de la 6-Desmetoxi-4"-O-metil-capilarisina (6). Obtenido en CDCl,-DMSO.
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Espectro 23. RMN de H del 6-Metoxi-kaempferol (7). Obtenido en DMSO.
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Espectro 24. RMN de 13C del 6-Metoxi-kaempferol (7). Obtenido en DMSO.
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Espectro 25. Experimento FLOCK del 6-Metoxi-kaempferol (7). Obtenido en DMSO.
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Espectro 26. RMN de H de la Tenuiflorina C (8). Obtenido en CDCl,-DMSO.
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Espectro 27. RMN de 13C de la Tenuiflorina C (8). Obtenido en CDCl,-DMSO.
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Espectro 28. Experimento FLOCK de la Tenuiflorina C (8). Obtenido en CDCl,-DMSO.
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Espectro 29. EM-IE de la Tenuiflorina C (9)




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Antecedentes
	Parte Experimental
	Resultados y Discusión
	Conclusiónes
	Referencias
	Apéndice (Espectros)

