UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

MODIFICACION ESTRUCTURAL DE HESPERIDINA' Y NARINGINA Y
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA SOBRE LA ENZIMA
GLUCOSA-6-FOSFATASA

Trabajo Especial de Grado presentado ante la
llustre Universidad Central de Venezuela, por la
Br. Ynés M. Rojas C., para optar al titulo de

Licenciada en Quimica, mencion Geoquimica.

Tutores: Dra. Maria Rodriguez

Dr. Freddy Gonzélez

Caracas, Octubre del 2016.



Los abajo firmantes designados por la Universidad Central de Venezuela, como
integrantes del jurado examinador del Trabajo Especial de Grado titulado:
Modificacion estructural de Hesperidina y Naringina y Evaluaciéon de la actividad
bioldgica sobre la enzima glucosa-6-fosfatasa. Presentado por Br. Ynés Maria Rojas
Castellanos, C.1. 7.986.702, certificamos que este trabajo cumple con los requisitos
exigidos por nuestra Magna Casa de Estudios para optar por el titulo de Licenciado

en Quimica.

%Xa/g"‘&%
/ Dra. Maria_Rad}lguez

(Tutor)

A £ /
f i
f/f; o

Dr. G/uéfévo Cabrera _
{Jurado) _ {Jurado)




AGRADECIMIENTOS

A Dios primeramente, por la culminacién de esta meta que iniciara otras.

Mi familia que apoyo esta aventura, papa esto también te pertenece y mami disfratalo en

el cielo. Gracias por entender a la cientifica del hogar.

La estructura académica que representa mi Alma Mater, “la casa que vence las sombras”,
la Universidad Central de Venezuela y todo el profesorado de la Facultad de Ciencias y la
Escuela de Quimica, por haber formado parte importante en mi vida, especialmente al
Prof. Masahisa Hasegawa, por aceptarme y trabajar en este proyecto, el cual me permitio
conocer a los Profesores Maria Rodriguez, Gustavo Cabrera, Jaime Charris, Freddy
Mujica que lo mejoraron y brindaron su amistad. Gracias por la excelencia educativa y

calidad humana.

Los comparfieros de faena en Productos Naturales, Profesores Diana Pachdn, Jairo
Bermudez, Manuel Fermin, Reine Mendoza, Luis De Freitas, los tesistas Sofia, Neydimar,
Yuari, Ricardo, al grupo de Sintesis Organica, Daniela, Ivan y Lourdes, gracias por su

amistad, apoyo y correcciones realizadas a este proyecto.

A los amigos y compafieros que estan en otras faenas, con los cuales estudie y fraternice

estan en mi corazon, gracias por sus buenos deseos en la culminacion de esta Tesis.

Gracias les quiero y aprecio un montén j



Resumen

Los flavonoides son compuestos de origen natural a los cuales se les
atribuyen numerosos beneficios en el tratamiento de diferentes tipos de
enfermedades que aquejan al ser humano, entre ellas destaca la Diabetes Mellitus,
esta dolencia crénica aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o
cuando no es utilizada eficazmente por el organismo. Su descontrol con el tiempo
dafia gravemente drganos y sistemas. Esta enfermedad puede ser estudiada a
través de la inhibicién de la enzima glucosa-6-fosfatasa. En el presente trabajo se
realizd la modificacion estructural de las flavanonas glicosidicas hesperidina (1) y
naringina (2), mediante reacciones quimicas tales como hidrdlisis acida y basica,
hidrogenacioén catalitica y bromacién, obteniéndose las agliconas hesperetina (3)
Pfexp 226-228°C y naringenina (4) Pfey, 244-249°C por hidrdlisis acida. La chalcona
de naringina (5) Pfex, 180-182°C por hidrolisis basica y la floracetofenona 4'-3-

neohesperidésido (6) Pfex, 160-164°C, la cual es un producto de degradacion de (5)
en medio basico. Mientras que, las flavonas glicosidicas de naringina (7) Pfey, 188-

192°C y hesperidina (8) Pfex, 270-273°C y la flavona de hesperetina (9) Pfey, 238-
240°C fueron obtenidas por tratamiento del producto acetilado de (1 y 2) con N-

bromosuccinimida en presencia de peroxido de benzoilo.
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Adicionalmente, se determind el efecto de los compuestos sintéticos (3-7)
sobre el sistema enzimatico glucosa-6-fosfatasa empleando floricina como control
positivo. Los compuestos 3-7 presentaron mayor porcentaje de inhibicion del
sistema enzimatico G-6-Pasa que sus materiales de partida 1 y 2, siendo el
compuesto 6 el mas activo con un ICs (144,17 + 7,03) uM. Hesperidina y naringina
presentaron valores de ICsp> 300 uM. Los productos sintetizados 3-7 presentaron
un porcentaje de pureza = 93% determinado por HPLC y fueron caracterizados por
métodos espectroscépicos UV, RMN-'H, RMN-*C y DEPT-135.



Palabras claves: Diabetes mellitus, Flavonoides, Glucosa-6-fosfatasa,

Hesperidina, Naringina.
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Enhancement by Polarization Transfer.
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DM Diabetes mellitus.
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DMSO-dg Dimetilsulfoxido deuterado.

EtOH Etanol.

g Gramos.

G Glucosa.

Gli Glicésido

Glu Glucopiranosa.

GLUT2 Proteina que transporta glucosa-T2, por sus siglas en inglés, Glucose
transport-T2.
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G-6-P Glucosa-6-fosfato.

G-6-Pasa Enzima Glucosa-6-Fosfatasa.

h Horas.

Hex 1-hexano.

HCI Acido clorhidrico

HCO,H Acido férmico.

H,S0, Acido sulfarico.

+H Con histonas.

-H Sin histonas.

H Hesperidina

Hp Hesperetina

ICso Concentracién inhibitoria para la mitad de poblacion estudiada, por sus
siglas en inglés, Inhibitory Concentration.

IR Infrarrojo.
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M Molar.

MeOH Metanol.
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min Minutos.
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N Naringina

NA No-asignado.

NaHCO; Bicarbonato de sodio.

NaOH Hidroxido de sodio.

NBS N-bromosuccinamida

ND No-determinado.

Ng Naringenina

nm Nanometro.

Pd-C Paladio sobre carbono activado

Pep Punto de ebullicién.

Ptexp Punto de fusion experimental.

Pi Fosfato inorgéanico.

PPi Pirofosfato inorganico.

ppm Partes por millén.

RE Reticulo endoplasmatico.

Rf Factor de retencion.

RMN-"C Resonancia magnética nuclear del is6topo de carbono-trece.

RMN-'H Resonancia magnética nuclear del is6topo de hidrégeno-uno.

S Singlete.

SDS Dodecil sulfato de sodio, por sus siglas en inglés, Dodecyl Sulfate, Sodium
salt.

Se0, Oxido de selenio (I1)

SGLT1 Co-tran Co-transportador de Na'-glucosa, por sus siglas en inglés,
Sodium Glucose Transport-1.

SP Proteina estabilizadora, por sus siglas en inglés, Stability Protein.
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T1 Transportador de G-6-P hacia el [imen del RE.

T2 Transportador de G fuera del [limen del RE.

T3 Transportador de Pi fuera del [limen del RE.

uv Ultravioleta.

UV-Vis. Detector de ultravioleta en el visible.

o - En términos bioldgicos: Células que secretan glucagon.
- En términos quimicos: Disposicién espacial de un enlace quimico.

B - En términos bioldgicos: Células que secretan insulina.
- En términos quimicos: Disposicion espacial de un enlace quimico.

u Micro.
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Estructura de la Naringina

Determinacion del porcentaje de pureza de hesperidina comercial, usada como
material de partida: a) cromatograma HPLC de la hesperidina utilizando el
Sistema de elucion, deteccion a 280 nm; b) espectro de UV en eluente del
Sistema

Determinacion del porcentaje de pureza de naringina comercial, usada como
material de partida: a) cromatograma HPLC de la naringina utilizando Sistema
de elucién, deteccién a 280 nm; b) espectro de UV en eluente del Sistema.
Determinacion del porcentaje de pureza para hesperetina: a) cromatograma
HPLC de la hesperetina utilizando Sistema de elucién, deteccién a 280 nm; b)
espectro de UV en eluente del Sistema.

Cromatografia de capa fina realizada a los productos de las hidrdlisis acidas de
hesperidina 3 — 6. Sistema de desarrollo AN-2 (AcOEt-MeOH-H,O
(100:13,5:10; viviv)); sistema de deteccion: a) lodo, I,; b) 254 nm.
Cromatografia de capa fina realizada a los productos de las hidrdlisis acidas de
Hesperidina 3 — 7, utilizando el sistema de solvente AN-6 (Hex-AcOEt-
HCOOH (75:25:1; v/viv)) y como sistema de deteccion a) lodo I; b) 254 nm.
Determinacién del porcentaje de pureza para nharingenina: a) cromatograma
HPLC de la naringenina utilizando Sistema de elucién, deteccién a 280 nm; b)
espectro de UV en eluente del Sistema.

Cromatografia de capa fina realizada a los productos de las hidrdlisis acidas de
naringina 1 — 3. Sistema de desarrollo; AN-6 (Hex-AcOEt- HCOOH (75:25:1;
v/vIv)); sistema de deteccion: a) visible; b) 254 nm; c) AS, 365 nm sin calor; d)
AS, 365nm con calor, visible.

Cromatografia de capa fina realizada a los productos de la hidrélisis acida de
naringina 1 — 3. Sistema de desarrollo AN-2 (AcOEt-MeOH-H,0O (100:13,5:10;
v/vIv)); sistema de deteccion: a) visible; b) 254 nm; c) AS, 365 nm sin calor; d)
AS, 365nm con calor, visible

Cromatografia de capa fina realizada a los productos de la hidroélisis acida de
naringina, aguas madres y patron. Sistema de desarrollo AN-2 (AcOEt-MeOH-
H,O (100:13,5:10; v/viv)); sistema de deteccién: a) visible; b) 254 nm; c¢) 365
nm; d) AS, 365 nm sin calor; e) AS, visible.

Espectro UV (MeOH) de naringenina (-----) y naringina (—).

Espectros UV de las soluciones de chalcona de hesperidina (CH-H) y chalcona
de hesperetina (CH-Hp) en MeOH (a) antes, (b) después de neutralizar.
Determinacion del porcentaje de pureza para la chalcona de naringina (CH-N).
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Introduccion

Tradicionalmente las plantas han sido la fuente natural para el ser humano en el
tratamiento de enfermedades, proporcionando beneficios, tales como: pocos efectos
secundarios, aceptada tolerancia, economia y uso tradicional. En paises como
China, el uso de la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades, tiene
caracteristicas de un sistema meédico, por la popularidad y tradicion en su
utilizacion.! Igualmente en Venezuela y otros paises de América, es comun el uso
de plantas para el tratamiento de enfermedades como medio alternativo a la

medicina general. *

Para la industria farmacéutica, estos saberes populares,
representan una informacion importante para el desarrollo de drogas en
determinadas dolencias. En el caso de la diabetes, por ejemplo, el descubrimiento de
la metformina (droga antihiperglucemiante) provino de la medicina tradicional china
mediante el empleo de la planta Galega officinalis. ™ En este contexto la obtencion
de los principales componentes de los extractos activos de la plantas, como lo son
los flavonoides, triterpenos y alcaloides han demostrado que poseen aplicaciones

terapéuticas.”

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no-energética
de la dieta humana. Se han identificado mas de 4.000 flavonoides diferentes. Como
caracteristicas generales de estos compuestos debemos sefialar su solubilidad en
agua y etanol, su caracter fendlico y su intensa absorcién en la region ultravioleta y
visible debido a la presencia de sistemas aromaticos conjugados. Se encuentran en
las flores, hojas, semillas y frutas de todos los vegetales y en bebidas como vino y

cerveza. P

Los flavonoides reciben una considerable atencion en la literatura, especificamente
por su importancia biolégica y fisiolégica.’” Tienen un efecto en la salud del ser
humano y animal, debido a su papel en la dieta que se atribuye a sus propiedades

antioxidantes o su accién estrogénica,”! y una amplia gama de actividad
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antimicrobiana y farmacolégica,®® asimismo, son utilizados para el tratamiento de

afecciones cardiacas y diabetes.*”

La Diabetes Mellitus es una enfermedad crénica caracterizada por hiperglucemia
causada por la insuficiente acciéon de la insulina.*” La diabetes tiene dos (02)
variantes: tipo 1 (déficit parcial o total de insulina) y tipo 2 (resistencia de los tejidos a
la actividad reguladora de la insulina). La medicacidén usada para tratarla se basa en
la estimulacion de produccién de insulina (sulfonilureas), la disminucion de la
produccion de glucosa (biguanidinas), la inhibicion de la absorcion intestinal de los
carbohidratos (acarbosa), entre otras drogas™ La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) calcula que esta enfermedad sera la séptima causa de muerte en el 2030,
siendo alrededor de 592 millones de personas (10 % de adultos), que la

padeceran.!*?

En 1963, Horowitz y Gentili*® encontraron que al realizar modificaciones en sitios
especificos en las flavanonas glicosiladas de frutas citricas (hesperidina y naringina),
el producto puede ser amargo, semi amargo, dulce o insipido. Si combinamos el
efecto farmacologico de los flavonoides, con el sabor dulce, estariamos en la ruta de
un edulcorante con actividad terapéutica, especificamente en el tratamiento de la

diabetes.

El interés de este Trabajo se centra en estudiar la actividad antihiperglucemiante de
los derivados de hespiridina y naringina sobre el sistema glucosa-6-fosfatasa (G-6-
Pasa), la cual cataliza los pasos finales de la gluconeogénesis y glucogendlisis, por
conversién de glucosa-6-fosfato (G-6-P) a glucosa y fosfato,**! contribuyendo a la
hiperglucemia, por lo tanto su inhibicién disminuiria su actividad, constituyendo un

enfoque potencial para el tratamiento de la Diabetes.



1 Diabetes Mellitus.

Al ingerir los alimentos constituidos por carbohidratos, grasas o lipidos y
proteinas, se convierten mediante la digestion en sustancias utiles, moléculas mas
sencillas (glucosa, acidos grasos y aminoacidos) para el cuerpo humano, siendo
absorbidos y metabolizados para la produccion de energia y componentes
esenciales para el funcionamiento del organismo (1% Ley de la Termodinamica-
Conservacion de la energia). La glucosa, es el combustible esencial que utilizan las
células para proveer de energia al organismo, esto se realiza mediante la
interrelacion e integracion de procesos bioquimicos de sintesis y degradacion de

los polisacaridos almacenados ¥ (Figura 1).

(ALIMENTOS)
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- Glucosa CcO

Figura. 1 Degradacion de los alimentos.*¥
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La Diabetes es una enfermedad cronica que incapacita al organismo a
utilizar los alimentos adecuadamente, debido a la falta total o parcial de una
hormona llamada Insulina, secretada por las células 3 de los islotes de Langerhans
del pancreas. Cuando no existe insulina o cuando esta no es producida en forma
efectiva, la glucosa se acumula en sangre aumentando los niveles de azucar, esto

es la diabetes.*™

Existen tres tipos de diabetes (Diabetes tipo 1, Diabetes tipo 2, y Diabetes

Gestacional) y el tratamiento dependera del tipo de Diabetes.

1.1 Diabetes Tipo 1 (insulino dependiente).

En este tipo de diabetes el pancreas no produce insulina o produce muy
poco. Debido a que la insulina es necesaria para poder vivir, las personas, con
diabetes tipo 1 deben inyectarse insulina todos los dias para poder metabolizar los

alimentos que consumen (enfermedad autoinmune).™*®

1.2 Diabetes Tipo 2 (no insulino dependiente).

En este tipo de diabetes a diferencia de la anterior, el pancreas produce
insulina, pero por alguna razon, el organismo no es capaz de usarla
adecuadamente, por lo que a pesar de que existe insulina en cantidades
adecuadas, los niveles de glucosa en la sangre no son normales (resistencia a la
insulina). La diabetes tipo 2, es conocida también como "Diabetes de adultos"”, ya

que generalmente ocurre en personas mayores de 40 afios. ™

1.3 La Diabetes Gestacional.

La Diabetes Gestacional es la que aparece en mujeres durante el embarazo, y
generalmente desaparece después del parto. Los cambios hormonales durante el
embarazo, hacen gque en algunos casos el pancreas no sea capaz de producir

suficiente insulina. [**



1.4 Regulacion hormonal de la glicemia.

La glicemia esta definida como la concentracion de glucosa presente en la
sangre. El nivel normal, con un ayuno de al menos 8 (ocho) horas, es de 70 - 110
mg/dL. Por encima de 125 mg/dL es considerado Diabetes.*®. Estas
concentraciones dependen de la alimentacién (carbohidratos) presentes en los
alimentos, ya que la glucosa es utilizada como fuente de energia por todos los
tejidos. Luego de la ingesta de los alimentos, éstos llegan al intestino delgado en
donde sufren lo que se denomina absorciéon intestinal. Para ello, los nutrientes
deben ser digeridos utilizando enzimas, las cuales hidrolizan a los nutrientes
(grasas, hidratos de carbono y proteinas) y los transforman en moléculas mas
simples capaces de ser absorbidos por el epitelio intestinal. El sistema portal drena
la mucosa intestinal y vierte la sangre directamente en el higado, éste es el primer
tejido comprometido en el control de la glicemia.’” Los niveles de glucosa en

sangre son controlados por las hormonas insulina y glucagon.
1.5 Insulina
La insulina es una hormona polipeptidica, segregada por las células 3 de los

islotes de Langerhans del pancreas. ** Sus efectos principales son:

e aumenta el transporte de glucosa al interior celular produciendo una
disminucién de los valores de glucosa en sangre,
e aumenta la actividad de algunas enzimas tales como la glucogeno sintasa,

aumentando la gluconeogénesis, a su vez disminuye la glucogenalisis.

1.6 Glucagon

Es una hormona polipeptidica, segregada por las células a de los islotes de

Langerhans del pancreas. Su efecto principal es:
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e promueve la glucogendlisis y la gluconeogénesis a partir de aminoacidos en
el higado, ya que estos dos procesos generan un aumento de los niveles de

glucosa disponible para el organismo.

Cuando la glucosa aumenta, por ejemplo tras la ingestion, el higado capta
glucosa y la almacena en forma de glucégeno (gluconeogénesis), esta accion es
regulada por la liberacion de insulina por las células 3 de los islotes endocrinos

" 15
pancreatlcos.[ ]

Cuando la glicemia disminuye, como ocurre en el ayuno, se estimula la
produccion de glucagon, el cual estimula la glucogendlisis, el higado libera glucosa
a la sangre en beneficio del cerebro y otros tejidos. Esta glucosa proviene de la

hidrdlisis del glucégeno o de la gluconeogénesis.*®

La glucosa se almacena en los animales en forma de glucégeno, este se
encuentra mayormente en las células de los masculos y el higado. El glucégeno es
un polisacéarido simple (mas de 30.000 residuos de glucosa), su almacenamiento

provee al organismo de energia en tiempos de necesidad (ayuno o situaciones de

huida o lucha) [15] (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de regulacién de la glucosa en el organismo. [15]

1.7 La Glucogendlisis.

La glucogendlisis consiste en la degradacion intracelular del glucogeno a
unidades monomericas de glucosa, las enzimas que se requieren son similares en

el masculo y en el higado, pero la via tiene diferentes rutas en estos dos sitios.

En el tejido muscular, la degradacion del glucégeno lleva a la formaciéon de
glucosa 6-fosfato (G-6-P) que se metaboliza por la via de la glucdlisis. En el higado,
el producto final de la glucogendlisis es la glucosa, que es llevada al torrente

sanguineo y tomada por las células (cerebro, células rojas de la sangre y los

adipocitos). [15]
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1.8 La Gluconeogénesis.

Es la formacion de glucidos o carbohidratos a partir de precursores no
glucidicos, de los cuales los més importantes son: piruvato, lactato y alanina. Este
proceso permite proveer de glucosa a los tejidos, cuando el glucégeno almacenado
por el higado disminuye (ayuno). La enzima final necesaria para la gluconeogénesis

es la glucosa-6-fosfatasa. [15]

1.9 Glucosa-6-fosfatasa: (E.C.3.1.3.9).

La glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) es una enzima multifuncional embebida
dentro de la membrana del reticulo endoplasmatico. Burchell y Waddel, en 1991,
describen a la G-6-Pasa como un sistema multicomponente, formado por 5
polipéptidos: la subunidad catalitica (SUC), una proteina estabilizadora (PE) y tres
proteinas transportadoras: T1l que transporta G-6-P hacia el lumen del reticulo
endoplamastico, T2 y T3 las cuales transportan, hacia el citosol, los productos de
hidroélisis fosfato inorganico (Pi) y glucosa (G) respectivamente,*® (Figura 3).

Sangre
Glucogenolisis

7

G-6-P

Neoglucogénesis

Célula Hepatica

[19]

Figura 3. Relacion estructura-funcion del sistema Glucosa-6-Fosfatasa.



Esta enzima cataliza la reaccion final de la gluconeogénesis, asi como la
glucogendlisis, procesos que tienen en comun la formacion de glucosa y fosfato

inorgénico a partir de glucosa-6-fosfato.

G-6-Pasa
G-6-P ——— > Glucosa + P,

Las alteraciones en este sistema (G-6-Pasa) tan delicadamente complejo,
produciria una complicacion en el metabolismo de la glucosa, originando una

dolencia con caracteristicas de epidemia, como lo es la Diabetes.

Estudios realizados por McComarck y col. (2001) proponen a la enzima G-6-
Pasa y sus transportadores T1, T2 y T3, como posibles blancos terapéuticos para

farmacos que reduzcan la hiperglucemia del paciente diabético."

2 Los Flavonoides

Todos los flavonoides son difenilpropanos polifenélicos que presentan una

amplia distribucion en el reino vegetal, encontrandose frecuentemente en forma de

glicésidos, siendo las estructuras benzo-y-pirano las mas comunes, (Figura 4).12%

1
8 2 3

7 O 2

6 3
= 6 5

Figura 4. Estructura basica de los flavanoides.

En la Figura 4, podemos ver que la estructura basica mas comun de los

flavonoides, esta constituida por tres anillos, denominados A, B y C. Para enumerar
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el sistema se usa numeros ordinarios (del 1 al 8) para los anillos Ay C y numeros

primos (desde el 1" al 6) para el anillo B.

La proporcién de oxigenacion varia y puede estar como hidroxi (-OH), metoxi
(-OCHg3), metilendioxi (-OCH,0-) 6 formando glicésidos de: glucosa, ramnosa,
xilosa, galactosa y/o arabinosa, entre otros, aunque pueden encontrarse también,
como agliconas. La hidroxilacién en los anillos aromaticos es muy frecuente en las

posiciones 7y 4, frecuente en 5y 3, aveces en 8 y 5’y escasa en 6 y 2'.1%

Los flavonoides son producidos por una ruta biosintética mixtal®®

que
comprende la glicélisis de la glucosa para producir malonil coenzima A (via acetato-
malonato) y cumaroil coenzima A (via shikimato) donde la enzima fenilalanina
amonio liasa es la primera enzima clave en la biosintesis de los fenilpropanoides.¥
es decir, el anillo A de los flavonoides proviene de la cadena del policétido via
acetato-malonato, el anillo B es obtenido a través del acido shikimico, y los tres
atomos de carbono que unen a los anillos A y B provienen del fenilpropano a traves
del acido corismico, es por ello que a los flavonoides se le conocen como unidades

C1s, representados como Cs-Cs-Cs, Figura 5.1°

La accion de la enzima chalcona sintasa sobre el policético (precursor flavonoidal)
origina los primeros flavonoides denominados chalconas y son considerados como
el precursor ¥ de una amplia variedad de nucleos flavonoidales, Figura 5. Las
chalconas son cicladas, a través de la enzima chalcona isomerasa, para obtener las
flavanonas, éstas son flavonoides del tipo benzo-y-pirano y representan a la
mayoria de los flavonoides con un tercer anillo denominado anillo C, cuyo grado de
oxidacion clasifica a los flavonoides en: Flavonas, Flavanonas, Flavonoles,
Flavanonoles (Dihidroflavonoles), Antocianinas y antocianidinas, Auronas,

Isoflavonas y Neoflavonoides (surgen de una modificacion de la estructura base).

10
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[ Policétido (precursor flavonoidal) ]
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Figura 5 (continuacion). Biosintesis de los Flavonoides.*
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Los flavonoides constituyen un grupo de sustancias quimicas, con una
actividad farmaceéutica interesante relacionada en muchos casos a su actividad
antioxidante, asi como su baja toxicidad. Se ha demostrado que pueden inhibir la
peroxidacién lipidica, poseen efectos antimutagénicos, tienen capacidad de inhibir
diversas enzimas (ej. la catecol O-metil transferasa, la histidina decarboxilasa, las
fosfodiesterasas, entre otras). Ademas ejercen otras acciones, tales como:
diurética, antiespasmadica, antidiabética, antitumoral, antimicrobiana, antiulcerosa

géstrica, antiinflamatoria, entre otras.*

2.1 Chalconas.

Las chalconas estan caracterizadas por su disposicion en la estructura Cg(A)-
CO-CH-CH-C; (B), donde tres carbonos alifaticos no participan en la formacion de
un anillo heterociclico, siendo esta caracteristica que los hace diferentes a otros

tipos de flavonoides, (Figura 6).*

Figura 6. Estructura genérica de las chalconas y dihidrochalconas.

Los sustituyentes alquilicos frecuentemente reportados en nucleos del tipo
chalcona son: metilo e isoprenilo, donde éste ultimo puede formar ciclopiranos y/o
ciclofuranos. Las dihidrochalconas son aun méas escasas en la naturaleza, respecto

de las chalconas, y se presentan también como derivados O- y C-prenilados y O-

glicésidos en el anillo A%

13



Revision Bibliogréafica

2.2 Flavonas.

Las flavonas presentan aromaticidad en el anillo C, poseen un grupo carbonilo
en posicion 4 y una insaturacion entre las posiciones 2 y 3 del anillo C, (Figura 7).
Tienen una distribucion mucho mas amplia que sus dihidroderivados (flavanonas) y
su diversidad estructural estd frecuentemente asociada a los sustituyentes

glicosidicos y/o alquilicos??

Figura 7. Estructura general de las flavonas

2.3 Flavanonas.

Las flavanonas, al igual que las flavonas y flavonoles son los flavonoides
presentes en los citricos. Se diferencian de las primeras, por no presentar
insaturacion en la posicion 2 y 3 del anillo C y de los segundos, por la falta de grupo
hidroxilo en la posicion 3 del anillo C, (Figura 8).”? Aunque las flavonas vy los
flavonoles se han encontrado en bajas concentraciones, han mostrado ser potentes
antioxidantes, contribuyendo a la accién anticancerigena y cardioprotectora, entre
otras. Estos compuestos tienen aplicacion en la estabilizacion de los alimentos

debido a su habilidad de protegerlos contra la peroxidacion. 2!

En la mayoria del reino vegetal las flavanonas se encuentran en pequefas
cantidades. Sin embargo, son mayoritarias en los citricos, presentandose como
glucosidos, algunos de ellos responsables del sabor amargo de los citricos y sus

derivados. %

14



Figura 8. Estructura general de las flavanonas.

2.4 Flavonoles.

La sustitucion del grupo hidroxilo en el carbono 3 del anillo C de las flavonas
genera los flavonoles (Figura 9). En este grupo de polifenoles, algunos miembros

destacan por su actividad anti-inflamatoria, antioxidante y antimicrobiana. *

Estos compuestos se encuentran mas frecuentemente en la naturaleza en
[23]

comparacion con otros flavonoides.

Figura 9. Estructura general de los flavonoles.
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2.5 Flavanonoles (Dihidroflavonoles).

Los flavanonoles también son conocidos como 3-hidroxiflavanonas o

dihidroflavonoles, (Figura 10).[22] Son menos frecuentes en la naturaleza que los

fIavonoIes.[ZS]

Figura 10. Estructura general de los flavanonoles.

2.6 Antocianinas

Las antocianinas son derivados glicosilados de las antocianidinas en las
cuales la cianidina (Ry;=0OH, R,=H) y delfinidina (R;=OH, R»=0OH) son mas
frecuentes.””! Se diferencian del resto de los flavonoides por la ausencia del grupo
carbonilo en la posicidn 4 y las insaturaciones en los carbonos 2 y 3 del anillo C,
Figura 11. Se caracterizan por ser pigmentos coloridos (azul, parpura, rojos de las

flores), son altamente inestables en comparacion a sus derivados glicosilados

(antocianinas). Al igual que otros flavanoides, exhiben actividad antiinflamatoria,
(23]

antitumoral y un fuerte potencial antioxidante.

Figura 11. Estructura de las antocianinas.
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El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos
hidroxilos y metoxilos presentes en la molécula (Tabla 1), incrementos en la

hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que

incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas. 271
Tabla 1.Substitucion de las antocianidinas Apa. (NM).
Aglicona Substitucion I max (NM) espectro visible
Ry R>

Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCHj3 510 (azul-rojo)

2.7 Auronas.

Se forman probablemente, a partir de las chalconas por ciclacion oxidativa

con el C-2. Son los pigmentos amarillos dorados que existen en ciertas flores,

Figura 1222

Figura 12. Estructura genérica de las auronas.
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2.8 Isoflavanoides

Los isoflavonoides son aquellos en los cuales, el anillo B se une al C-3 en
lugar del C-2, por lo que el esqueleto cambia (Figura 13). Junto con algunos

flavanoides, estilbenos y lignanos, ciertos isoflavonoides forman parte del grupo de

fitoestrogenos, compuestos de origen vegetal con actividad estrogénica. Diversos

efectos farmacolégicos de los isoflavonoides han sido explorados por su potencial
[28]

uso como inmunomoduladores.

Figura 13. Estructura de los Isoflavonoides

2.9 Neoflavonoides
Los neoflavonoides se forman por la migracién del anillo bencénico B al C-4 y

el grupo carbonilo al C-2, Figura 14. Poseen una menor capacidad antioxidante con

respecto al resto de los flavonoides. [22]

Figura 14. Estructura de los Neoflavonoides
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3 Hesperidina y Naringina.

La hesperidina es una flavanona glicosilada conformada estructuralmente
por la flavanona (2S)-hesperetina y rutindésido (ramnosilglucésido). También se
designa como (2S)-7-[[6-O-(6-desoxi-a-L-manopiranosil)-B-D-glucopiranosil]oxi]-2,3-

dihidro-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona, Figura 15.°

Este flavanoide se encuentra principalmente en frutas citricas tales como el
limén y las naranjas. La hesperidina y la hesperetina reducen la permeabilidad

capilar y son antiinflamatorios.”

OH
H3C Ho)
HO HO H
O
O “CH,
O
HO O O .\‘\\\ OH
HO OH
OH O

Figura 15. Estructura de la Hesperidina

La Naringina (4',5,7-trihidroxiflavanona 7-ramnoglucosida) es una flavanona
glicosilada (Figura 16) que se extrae de la cascara de algunos citrus (Citrus
paradisi, Citrus aurantium) y es la principal responsable de su sabor amargo.
También esta presente en la pulpa de los frutos, hojas, flores y semillas de la
planta.*!
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Usada en perfumeria y para dar sabor a golosinas, bebidas y productos de
panaderia, actualmente, su estudio sigue vigente por su propiedad antioxidante
como estabilizante de aceites y como derivado dihidrochalcona correspondiente, la
cual por su importante capacidad endulzante y su aplicacion potencial como

edulcorante. B9

OH

OH

Figura 16. Estructura de la Naringina.
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3.1 Antecedentes.

Horowitz y Gentili (1963), ®? estudiaron el alto contenido de flavanonas
glicosiladas (naringina, poncirina, neohesperidina y hesperidina) presentes en los
citricos, principalmente en la piel de las frutas. La naringina y poncirina son muy
amargas (toronja), mientras que la neohesperidina es un poco amarga (naranja). La
hesperidina, presente en los citricos (limon y naranjas dulces), no es amarga. La
fraccion glicosilada de las flavanonas, estan conformadas por la ramnosa y glucosa,
respectivamente. Estos disacaridos presentan dos formas isoméricas, rutinosa o
neohesperidosido. Estos investigadores concluyeron que las flavanonas citricas
gue contienen neohesperidésido son amargas, mientras las que contienen la

fraccion rutinosa son insipidas (Tabla 2).[32]

, oH
OH @f H
O
\ (@]
o AN S 5 \
o
mo NN

OH
H,C o OH O
HO
HO
OH OH O
Naringina: R":0OH, R:H
Poncirina: R’: H, R:OCHj, Hesperidina

Neohesperidina: R’: OH, R: OCHS3.

Tabla 2. Propiedad relativa de la amargura de algunos compuestos.*[sz]
Flavanona Concentracion (M) Relacion
Floracetofenona 4'-neohesperidésido 1x10° 1
Neohesperidina 5x10* 2
Naringina 5x10° 20
Poncirina 5x10° 20

* Hesperidina no fue amarga a 2 x 10 M
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Horowitz y Gentili (1969),[13] continuaron sus investigaciones respecto a la
fraccion glicosilada presente en las flavanonas y su relacion con el sabor amargo o
insipido de las frutas citricas, realizando modificaciones en sitios especificos de las
flavanonas neohesperidosidas obteniendo productos que presentaban sabores

amargo, dulce amargo, dulce o insipido. Estas modificaciones fueron:

e Remocioén de grandes fragmentos de la molécula (una o ambas azucares o
del anillo B)
e Conversion de la flavanona en otros tipos de flavanoides y

e Cambios en los grupos sustituyentes.

Particularmente interesante fue en la obtencién de la dihidrochalcona
neohesperidodsida, la cual mostro una intensa dulzura (Tabla 3). En experimentos
con animales de laboratorio (ratas), mostro baja o ninguna toxicidad, siendo

interesante su estudio como edulcorante.

Tabla 3. Sabor y dulzura relativa de neohesperidésidas DHC y Sacarina sédica.[ls]

Dulzura relativa

Compuesto Sabor Concentracion (M)
Molar Peso
Naringina DHC Dulce 2x10™ 1 0.4
Neohesperidina DHC Dulce 1x10° 20 7
Neoeriocitrina DHC Parcialmente dulce
Poncirina DHC Parcialmente amarga
Sacarina sédica Dulce 2x10™ 1 1
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Cedefio (2008),*¥ realizd6 la modificacién estructural de los flavonoides
naringina y hesperidina, obteniendo los productos hesperetin-7-glucosa, flavona y
chalcona de la hesperidina y chalcona, aurona y flavona de naringina,
respectivamente. Estos productos fueron evaluados por su actividad biolégica sobre
la enzima G-6-Pasa, donde la chalcona (cis), aurona y flavona de naringina y la
hesperetin-7-glucosa, mostraron un mayor porcentaje de inhibicion, indicando un
efecto mayor sobre el transportador T1 que sobre la subunidad catalitica (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de hesperidina, naringina y sus derivados sobre la G-6-Pasa.[33]

% Inhibicidn en microsomas

Compuesto (%)
Intactos (-H) Rotos (+H)

Hesperidina 19.9 32.6
Naringina 18.2 18

Hesperetin-7-glucosa 51.8 27.8
Hesperidin trans-chalcona 4.2 24.2
Naringina trans-chalcona 14.3 5.6
Hesperidina flavona 33.6 31.5
Naringina flavona 56.4 35.4
Naringina cis-chalcona 79.3 48.9
Naringina aurona 60.2 36.9
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4 Justificacion

Tomando en cuenta la actividad antihiperglucemiante de los flavonoides, en
especial de la floricina y el sabor dulce de las dihidrochalconas, se planteé el
estudio de los derivados de hesperidina y naringina sobre el sistema glucosa-6-
fosfatasa (G-6-Pasa), esta enzima cataliza los pasos finales de la gluconeogénesis
y glucogendlisis, por conversion de glucosa-6-fosfato (G-6-P) a glucosa,
contribuyendo al aumento de ésta en la sangre del individuo (hiperglicemia), por lo
tanto su inhibicién disminuiria su actividad, constituyendo un enfoque potencial para

el tratamiento de la diabetes.
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5 Objetivos

5.1 Objetivos Generales

e Sintetizar derivados de los flavonoides hesperidina y naringina con posible

propiedad hipoglucemiante.

5.2 Objetivos Especificos

e Obtener mediante hidrolisis acida la aglicona de las flavanonas de
hesperidina y naringina.

e Obtener mediante la hidrélisis basica la chalcona de las flavanonas de
hesperidina y naringina.

e Obtener mediante la bromacioén y deshidrobromacion la flavona partiendo de
la flavanonas hesperidina y naringina.

e Obtener mediante la hidrogenacién catalitica la floracetofenona
ramnoglucdsida (producto de degradacion) de la chalcona de naringina.

e Caracterizar e identificar los compuestos sintetizados mediante métodos
espectroscopicos de RMN-'H, RMN-*C y DEPT-135

e Determinar la actividad biologica de los compuestos sintetizados mediante

bioensayos sobre la enzima glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa).
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6 Metodologia Experimental

6.1 Solventes y reactivos.

Solventes

Acetato de etilo

Acetona

Acetonitrilo P.A.

Acido acético P.A.

Acido clorhidrico P.A.
Acido formico P.A.

Acido sulfurico P.A.
Alcohol Isoamilico
Anhidrido Acético P.A.
Agua destilada

Butanol P.A.

Cloroformo P.A
Diclorometano (P.A y destilado)
Dimetilsulféxido P.A.
Etanol
Etilenglicol-monoetiléter
Hexano P.A.

Metanol (P.A. y destilado).
Piridina P.A

Tolueno (P.A. y destilado)

Métodos cromatograficos.

Reactivos

Anisaldehido.

Hesperidina aprox. 80%

Hidroxido de potasio.

Hidroxido de sodio.

Naringina = 95% HPLC
N-bromosuccinamida

Oxido de Selenio (11)

Paladio 10% sobre carbono activo
Peroxido de Benzoilo

Silica gel.

Sulfato cérico

Peréxido de Hidrogeno 10%
Yodo.

Resina de intercambio iénico Dowex 50W
Dimetilsulféxido deuterado

Metanol deuterado

Se utilizaron placas analiticas de silica gel 60; 0,25 mm con indicador de

fluorescencia UVz2s4. Los sistemas de desarrollo empleados requirieron las

siguientes mezclas:

AN-2: AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v/v)
AN-6: Hexano-AcOEt-HCO,H (75:25:1; viviv)



Metodologia experimental

L-1: AcOEt-AcOH-HCO,H-H,0 (100:10:10:10; viviviv)

Empleando como reveladores anisaldehido en acido sulfarico (AS) y vapores

de yodo, lye).
Para la preparacion del revelador (AS), se mezclan 0,5 mL de anisaldehido
con 10 mL de acido acético glacial, a continuacion se agregan 85 mL metanol y 5

mL de acido sulfiirico concentrado, todo en ese orden.

La placa de TLC es rociada con este revelador, luego es calentada a 100 °C

por uno o dos minutos y evaluada en el visible o0 UV-365 nm.

6.2 Reactivos para ensayos bioldgicos.

Acido ascorbico Glucosa-6-fosfato

Acido sulfarico HEPES

Albumina bovina Heptamolibdato de amonio

Carbonato de sodio Hidroxido de sodio

Cloruro de sodio Histona II-A.

Cloruro de magnesio Kit para la determinacion enzimatica de
Dimetilsulfoxido glucosa (Glucosa oxidasa, Peroxidasa,
Dodecilsulfato de sodio Antipirina y Fenol).

EDTA. Sacarosa

Floricina Sulfato Cuaprico

Folin Ciocalteus Tartrato de sodio y potasio

Fosfato diacido de potasio

28



6.3 Instrumentacion.

v Balanza Denver Instrumental
Company, modelo AA-200

v' Cava Ultra-low regulable

v' Centrifuga Survall Instruments
(Duport). Modelo RC5C. Rotor SS34.

v' Equipo infrarrojo, modelo
Espectréometro IR 200

v' Fusiometro de marca SYBRON-
Thermolyne, modelo MP-12615

v' Equipo de resonancia magnética
nuclear, marca JEOL, modelo Eclipse
270: campo de aplicacién 270 MHz
para '*Hy 67,5 MHz para **C.

v' Cromatografo HPLC-Dionex,
modelo UltiMate®3000

4 Espectrémetro de absorcion
molecular (UV), marca THERMO
electrén, modelo Nicolet evolution 300

v Espectrofotdmetro Pharmacia,

modelo Novaspec I

v Lampara de Xendén de UV; marca
UVP, modelo UVGL-25, A= 254 y 365nm

4 pHmetro

v Rotavapor modelo RE 200 de
marca Yamato con bafio de agua modelo
BM 100

4 Ultracentrifuga Beckman; modelo
L5-75B; rotor 30 de titanio
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6.4 Bioensayos sobre la enzima Glucosa-6-fosfatasa.

La enzima glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) cataliza el paso final de los
procesos de la gluconeogénesis y glucogendlisis, produciendo glucosa y fosfato
inorganico (Pi), al torrente sanguineo a partir de la glucosa-6-fosfato (G-6-P).

G6P + Ho  S°%P%  Glcosa + Pi

El seguimiento de la reaccion se realiza mediante la desaparicion del sustrato
G-6-P o la formacion de los productos (glucosa o Pi). Siendo el fosfato inorganico
(Pi) utilizado en este trabajo el cual, en medio &cido y heptamolibdato de amonio

(NH.)sM07024, forman un complejo azul, con absorbancia a 820 nm.

Para determinar el sitio de acciéon del inhibidor sobre la enzima
(transportadores o subunidad catalitica), se utilizan tanto microsomas intactos como
rotos; los primeros son vesiculas en las cuales la membrana limitante actia como
una barrera de permeabilidad selectiva, mientras que los segundos carecen de esta
selectividad y el sustrato tiene libre acceso a la subunidad catalitica. Los
microsomas rotos se obtienen por la incorporacién de histonas, que son proteinas

basicas que rompen la integridad de las estructuras microsomales, Figura 3.
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6.4.1 Obtencion de microsomas hepaticos.

Para la preparacion de los microsomas, fuente de la enzima (G-6-Pasa), se
basé en el procedimiento descrito por Marcucci et al., (1983) B el cual se describe

en el siguiente esquema:

Ratas Sprague-Dawley (machos-24 h ayuno)

Higado
Homogenato de higado en sacarosa 0,32 M @
Centrifugar 20.000g (T: 4-8°C, t: 20min)
; | !
Liquido sobrenadante sedimento
Centrifugar 105.000g (T: 4-8°C, t: 1 h)
' I
Sedimento Liquido sobrenadante
(microsomas)
Suspender en sacarosa 0,25 M (b)
Repartir en eppendorf y almacenar T: -80°C
(a) Sacarosa 0,32 M; MgCl, 3 mM
(b) Sacarosa 0,25 M; HEPES 5 mM; MgCl,1 mM pH: 6,5
[35]

Esquema 1. Procedimiento para la obtencion de los microsomas.
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6.4.2 Determinacion de la actividad sobre la Glucosa-6-Pasa.

Se utilizd6 como sustrato G-6-P 5 mM, tanto con histonas (+H) como sin ellas

(-H). En la Tabla 5, se muestran los reactivos y cantidades necesarias para su

preparacion.

Tabla 5. Preparacioén de los sustratos.

G-6-P EDTA HEPES
Sustrato 100 mM (uL) 0,21M (uL) 1M (uL) H,O (uL) Histonas (uL) Vt (mL)
pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5
250 100 80 1570 -
+H 250 100 80 1370 200 2

enzima G-6-Pasa se empled la metodologia descrita por Burchell et al.,

Para determinar la actividad de los extractos y compuestos purificados sobre la

B4 Esquema

2. A continuacién se describe brevemente la metodologia seguida para el ensayo de
G-6-Pasa:

a)

b)

f)

Se utilizaron cuatro tubos de ensayo para cada compuesto a ensayar (blanco y
triplicados), tanto con histonas (+H) como sin ellas (-H).

Para los ensayos control se colocé en cada tubo 40 pL de sustrato mas 40 uL
de agua (o del solvente en que fue disuelto el compuesto a ensayar). Para los
ensayos con la fraccibn o el compuesto a analizar, se afiadié 40 pyL de la
solucion problema o del compuesto a probar a la concentracion deseada en
lugar de agua.

Los microsomas fueron diluidos hasta una concentracion final de 1 mg de
proteina/mL, en sacarosa (0,25 M); HEPES (5 mM); MgCl, (1 mM) y pH =6,5.
Se colocaron los tubos en un bafio de temperatura controlada a 30°C.

Se adicionaron 20 pL de los microsomas a los triplicados y se incubdé por 10
min, manteniendo la T (30 °C).

La reaccion se detuvo, tubo por tubo, en el orden e intervalo de tiempo en que
se colocaron los microsomas, afladiendo 0,9 mL del reactivo de parada,
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incluyendo a los blancos. Por ultimo, se afiadié 20 pL de los microsomas a los
blancos.

g) Seincubaron por 20 min., en un bafo de temperatura controlada a 46 °C.

h)  Se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 820 nm.

) La actividad enzimatica se expreso en umoles de Pi/min./mg de proteina.

Para determinar la cantidad de fosfato liberado en la reaccion se realizé una
curva de calibracion con un rango de concentracién de 0 a 75 nmol de Pi tomando
alicuotas correspondientes de una solucién madre de KH,PO4 1 mM en un volumen
final de 100 pL.

Microsomas
Sustrato (G-6-P)
-H +H
v v v
Blanco Control Muestra a ensayar
-Hl+|-| -H +H -H +H
Incubacion: Microsomas
T=30°C, t=10min
Reactivo de Incubacion: Incubacion:
parada* T=30°C, t=10min T=30°C, t=10min
— Microsomas Reactivo de Reactivo de
parada* parada*

v l ) l
Incubacion: Incubacion: Incubacion:
T=46°C, t=20min T=46°C, t=20min T=46°C, t=20min
Medir absorbancia a Medir absorbancia a Medir absorbancia

820nm 820nm a 820nm

-H: sin histonas;+H: con histonas
*Reactivo de parada: (NH4)sM07024 0,42% en H,SO4 0,5M: SDS 5%: Acido Ascorbico 10% en una proporcion
de 6:2:1.

Esquema 2. Ensayo general de inhibicion sobre la enzima G-6-Pasa.*¥
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6.4.3 Determinacion de Proteinas.

La cantidad de proteinas se determind siguiendo el procedimiento de Lowry
et al.,'*® modificado por Markwell et al.,*” que combina la reaccién de Biuret basada
en la unidn de los enlaces peptidicos de las proteinas con los iones de cobre en
medio alcalino y la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteus por los residuos de
tirosina y triptéfano de las proteinas, esta reaccion intensifica el color del complejo

cobre-proteina.®!

En la determinacion de la concentracion de proteinas presentes en cada
ensayo se elabor6 una curva de calibracion con un rango de concentracion entre 25
y 100 pg/mL en un volumen final de 500 pL. La cantidad de proteinas se estimé en
base a una curva de calibracién usando albamina como proteina patron de acuerdo

con el Esquema 3.

Microsomas (20 uL)

480 uL de H,0
1,5 uL del reactivo de Lowry*

Reposo t=10 min

150 uL Folin-Ciocalteus/H,O (1:1)

Reposo t=40 min

!

Medir absorbancia a 660 nm

*Reactivo de Lowry: A+B (100:1)
A = Na,CO3; 2%, NaOH 0,4%, KNaC4H,0¢ 0,16%, SDS 1%.
B = CuS0,.5H,0 4%.

Esquema 3. Procedimiento para la determinacién de proteinas. 371
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7 Procedimientos para la sintesis de los derivados de los flavonoides

hesperidina y naringina.

El siguiente esquema de reacciones quimicas, fue utlizado para la

preparacion y obtencion de los derivados de los flavanoides hesperidina y naringina,

Ry Ry
RO O \\\\@ HO O \\\\@
" R B " R B

Flavanona
OH O glicosilada OH O Aglicona

respectivamente.

auronas flavonol

R=ramnosil (1-2)glucésido R,=H R,=OH, naringina

R=ramnosil (1-6)glucésido  R,=OH R,=OMe, hesperidina

Esquema 4. Modificacion estructural propuesta para los flavonoides hesperidina y naringina.
i) &) H,SO4/etilenglicolmonoetil éter, 6h (T: 80-90 °C) 6 b) H,SOL/EtOH 6h, T: 90°C; ii) NaOH ¢, 200,
6h a T,mp; iii) Ho/Pd;0y-C/MeOH, 6h, 40 psi a Tmy; iv) @) Piridina y anhidrido acético, 4 dias a Tamp; b)
NBS, CHCI3, perdxido de benzoilo, 4h, T 60°C; v) a) Piridina, anhidrido acético, 6 h, (T: 95-100°C); b)
SeO,, alcohol iso-amilico, 24 h, 110 °C; vi) HyO3 (ac, 15%)/NaOHac, 160:/MeOH.
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7.1 Derivados de la Hesperidina y Naringina.

7.1.1 Procedimiento para la Hidrélisis Acida de Hesperidina y Naringina (obtencién

de la Aglicona).Fo 14041

Un equivalente de la flavanona glicosilada (H 6 N), se disolvié en 20 mL
solvente (Etilenglicol monoetil éter (EtEG) y/o Etanol (EtOH)). Seguidamente, se
agrego acido sulfurico concentrado (H2SOs(c), 1-5 mL) y la mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion constante por 6 horas a una temperatura (T) entre 80-90 °C.
Posteriormente, se agregdé agua destilada al medio de reaccion para precipitar la
aglicona correspondiente. El producto se filtré por succion y se recristalizé de EtOH
y se almacend en un desecador. Con ambos sustratos, el porcentaje de rendimiento
fue similar, reproducible y satisfactorio: hesperetina (Hp) (75-83 %) y naringenina
(Ng) 75-85 %.

7.1.2 Procedimiento para la Hidrdlisis Basica de Hesperidina y Naringina

(obtencién de la Chalcona)*? [431 [44]

Se disolvio un equivalente de la flavanona glicosilada (H 6 N) en una solucién
acuosa de hidroxido de sodio (NaOHc, 20%), 20 mL) y se mantuvo en agitacion
constante a temperatura ambiente (T,mp) durante 6 horas. Luego, se enfrid la
solucion (0 °C) y se neutralizdé con acido clorhidrico concentrado (HCl), frio).
Seguidamente, la solucion neutra fue enfriada para precipitar la chalcona
correspondiente. El precipitado fue filtrado por succion en frio y lavado con agua
fria. Posteriormente, el precipitado fue recristalizado de agua y almacenado en

desecador.
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7.1.3 Procedimiento para la obtencion de la Dihidrochalcona de Hesperidina y

Naringina #2437 [44]

Se disolvio en EtOH (25 mL) un equivalente (1 eq) de la chalcona de
hesperidina (CH-H) o naringina (CH-N) y se adicion¢ el catalizador paladio sobre
carbon activado (Pd104/C, 0.1eq), esta solucion fue tratada con Hyg a una presion
de 40-50 psi a Tamp durante 2 h. El proceso de hidrogenacién catalitica fue repetido
tres veces, con lo cual el tiempo total de hidrogenacion fue de 6 h. Transcurrido el
tiempo, la solucidn se filtr6 a través de celita 545 y lavado con EtOH.
Posteriormente, el filtrado fue acidificado con HCl ) (pH 3) y finalmente fue enfriada
a 0 °C durante 24 h. El precipitado fue filtrado por succidn en frio recristalizado de

agua y almacenado en desecador.

7.1.4 Procedimiento para la obtencion de la Flavona de Hesperidina y Naringina.
[44], [45), [46]

Se ensayaron dos procedimientos, los cuales son descritos a continuacion:

a) Se hizo reaccionar un equivalente (1 eq) de la flavanona glicosilada (H 6
N) con anhidrido acético (152 eq) en presencia de piridina (36 eq) a Tamp durante 4
dias mediante agitacion constante. Luego, se adicioné agua destilada al medio de
reaccion para precipitar el producto acetilado, el cual fue filtrado y lavado con agua.
El producto acetilado y seco fue disuelto en cloroformo (15-20 mL) y se agrego
peréxido de benzoilo (0.1 eq). Seguidamente y mediante agitacion continua se
adicioné N-Bromosuccinamida (1,5 eq) disuelta en cloroformo (15 a 20 mL). El
medio de reaccion se mantuvo a 60 °C durante 4 horas. Posteriormente, se dejo
evaporar el solvente a temperatura ambiente y el residuo viscoso resultante fue
disuelto en EtOH (30 mL) y basificado con NaOHc, 15%), (11 mL). La solucion
alcalina fue calentada cerca de la ebullicion durante 5 minutos, enfriada y
neutralizada con H,SOq(c) (PH 6-7). Seguidamente, se adicion6 EtOH para favorecer

la precipitacion de sales inorganicas, las cuales fueron eliminadas por
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centrifugacion. El producto de reaccion fue obtenido a partir de la solucion

hidroetandlica.

b) Las flavanonas hesperidina y naringina (1 eq) fueron acetiladas
individualmente por tratamiento de las mismas con anhidrido acético (152 eq) y
piridina (36 eq) durante 6 horas a T (95-100 °C). Seguidamente, la mezcla de
reaccion fue llevada a Tamp ¥ Se adicioné agua destilada helada para precipitar el
producto acetilado el cual fue filtrado por succion, lavado con agua destilada y
recristalizado de benceno-hexano. El producto acetilado fue disuelto en 131 mL de
alcohol iso-amilico y se adiciono diéxido de selenio (10 eq). La mezcla de reaccién
se calento a temperatura de reflujo (120 °C) durante 24 horas. Posteriormente, se
filtrd la solucion para retirar el metal formado (selenio) y se evapor6 el solvente.
Luego, se afadid una solucion acuosa de NaOH ¢, 150 (113 mL) y se calento la
mezcla a 100 °C durante 10 minutos. La solucion se enfrio y se adiciond 20 mL de
HClc), se filtro la solucion y se tratd con 250 mL de acetato de etilo. Seguidamente,
se acidificé la solucion acuosa con HClc) (pH= 3) y se filtrd6 el precipitado
correspondiente a flavona de hesperidina (FH) o naringina (FN), también conocidas

como diosmina y rhoifolin respectivamente.

7.1.5 Procedimiento para la obtencion de la Aurona y Flavonol de Hesperidina y

Naringina. "]

Se agrego 5,3 mL de una solucion fria de H2O; (ac,15%) Sobre una solucion fria
gue contiene un equivalente de chalcona (CH-H 6 CH-N). La mezcla de reaccion se
mantuvo a 0 °C durante 12 horas. El precipitado formado, aurona de la chalcona,
fue filtrado, lavado con metanol y recristalizado de acetona. La solucion metandlica
fue utilizada para obtener el flavonol de las chalconas correspondientes. En el caso
del flavonol la solucién metandlica anteriormente descrita fue evaporada a Tamp Y €l

residuo fue recristalizado de MeOH y secado.
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8 Resultados Sintéticos: Discusion.

En la presente investigacion, los productos sintetizados son presentados con
las enumeraciones relacionadas a sus datos espectroscépicos. Adicionalmente, se
muestran las siglas con las cuales son identificados, la férmula molecular
condensada, el peso molecular asociado a la misma, el punto de fusién
experimental, el porcentaje de rendimiento obtenido, el porcentaje de pureza
determinado por HPLC y el niamero de registro CAS (por sus siglas en inglés,

“Chemical Abstracts Service”).

El progreso de las reacciones fué monitoreado mediante la técnica de
cromatografia de capa fina (CCF) comparando el material de partida con el crudo de
reaccion y en algunos casos utilizando patrones del producto deseado. Para ello se
utiliz6 como sistema de desarrollo las mezclas de solventes AcOEt-MeOH-H,0O;
100:13.5:10; v/viv (AN-2), Hex-AcOEt-HCO2H; 75:25:1; viviv (AN-6) y AcCOEt-AcOH-
HCO2H-H20; 100:10:10:10; v/viviv (L-1). La deteccion de los productos fue
realizada con lamparas de UV a 254 y 365 nm, y los agentes de coloracion
anisaldehido en acido sulfurico (AS) y/o vapores de yodo (l>).

Los cromatogramas de HPLC fueron obtenidos empleando software
Chromeleon®6.80 en un equipo Dionex UltiMate®3000, utilizando como sistema de
elucién: Columna Acclaim 120 C18 (2,1x100 mm; 3 pm); flujo: 0,450 mLmin™;
solvente A: H>O-AcOHgjacial (991,7:8,3; v/v); solvente B: ACN-ACOHgjacial (992:8; V/Iv);
gradiente lineal: 0-5,3 min 88%A, 5,3-10 min 79,5%A, 10-21,3 56%A, 21,3-22 min
0%A,; deteccion: 280 nm; espectro UV: 200-800 nm.

A continuacién se presenta un resumen, donde se observa los porcentajes
de rendimientos obtenidos, para las modificaciones estructurales de hesperidina y
naringina, a las cuales se les determiné el porcentaje de pureza por HPLC

(Esquema 5 y Esquema 6).
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_ l deteccién por
vi

uv
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@\Z\\% OAc O

A N-acetil

vl 34%

Esquema 5. Modificacion estructural de naringina: i) a) H,SO,/etilenglicolmonoetil éter, 6h a T 80-90
°C o6 b) HZSO4/EtOH 6haT 90°C,II) NaOH(aC, 20%)s 6h a T amb: |||) H2/Pd10%-C/MeOH, 6h, 40 pSl a Tamp:
iv) a) Piridina y anhidrido acético, 6 horas a Tam,; V) NBS, CHCIs, peroxido de benzoilo, 4h, T 60°C;
VI) H,0O, (ac, 15%)/NaOH(aC, 15%)/MeOH.
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Esquema 6. Modificacion estructural de hesperidina: i) a) H,SO,/etilenglicolmonoetil éter, 6h a T 80-
90 °C o0 b) H,SO,/EtOH 6h a T 90°C; ii) NaOH ac, 20%), 24h @ Tamp; 1v) &) Piridina y anhidrido acético, 4
dias a T.mp; @) NBS, CHCIs, perdxido de benzoilo, 10h, T 60°C; iv) b) Piridina, anhidrido acético, 6 h,
T 95-100°C; b) SeO,, alcohol iso-amilico, 24 h, 110 °C; vi) H;03 (ac, 1506/NaOHac, 1696/MeOH.
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8.1 Determinacion de la pureza de hesperidina comercial: (2S)-7-[a-ramnopiranosil
(1 - 6)-B-D-glucopiranosiloxi]-2,3-dihidro-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-4H-1-
benzopirano-4-ona.

OH

HC o H
HO HO H
o @O\CHs C2gH34015: 610,56 g/mol
o Pfoxp: 250-256°C
HOMO O o OH exp

OH % Pureza: >84 %

| [CAS]: 520-26-3

En las modificaciones realizadas sobre el flavonoide hesperidina (H) se utilizé
una muestra comercial de Sigma Aldrich, aprox., 80%, H5254-100g, la cual

presentd un porcentaje de pureza experimental >80 %, determinado por HPLC.

Figura 17.
a) b)
700 Hesperidina eluente UV VIS 2
mAU WVL:280 nml 1,25 230
283
1,00 A
500+
_0,75
375+ <
~ D
< Py
Qo
é 250+ <l:0,50 1
%)
<
125 338
0,25 A
B ===
0,0 25 5,0 75 100 125 150 175 220 0,00 T T T )
200 250 300 350 400
Tiempo (min) [1(nm)

Figura 17 Determinacion del porcentaje de pureza de hesperidina comercial, usada como material
de partida: a) cromatograma HPLC de la hesperidina utilizando el Sistema de elucién, deteccion a
280 nm; b) espectro de UV en eluente del Sistema.
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8.2 Determinacion de la pureza de naringina comercial:4',5,7- trihidroxiflavanona-7-
ramnoglucdsido.

OH
OH N
° o o ©/
HOHO oV Cy7H3,014: 580,53 g/m0|

Pfexp: 164-166°C

H.C 0 OH O % Pureza: >93 %

HO on [CAS]: 10236-47-2
En las modificaciones realizadas sobre el flavonoide naringina (N) se utilizd
una muestra comercial de Sigma Aldrich= 95% HPLC, 71162-100g, la cual presento

un porcentaje de pureza experimental >93 %, determinado por HPLC, Figura 18.

a) b)
300 WA
] 0,40 -
2500] 224
200&: 0,30 -
] < 283
] 2
1500] ] a2
] £0,20 A
<
glcnq / ‘
& 0,10 - / \ 321
P
O 500
<< |
.107””HHHHHHHHHHHHHHH"{' 0,00 T T T T
00 25 80 75 100 125 10 175 20 200 250 300 350 400
[1(nm)
Tiempo (min)

Figura 18 Determinacién del porcentaje de pureza de naringina comercial, usada como material de
partida: a) cromatograma HPLC de la naringina utilizando Sistema de elucion, deteccién a 280 nm; b)
espectro de UV en eluente del Sistema.
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8.3 Hidrdlisis Acida de Hesperidina: Obtencion de Hesperetina, (Hp): 3',5,7—
trinidroxi -4’-metoxiflavanona.

Hp
C16H1406: 302.28 g/mol
Pfexp: 228-230 °C
Rend.: 48-97 %

% Pureza: >93 %
[CAS]: 520-33-2

Segun el procedimiento descrito,?% la hidrélisis &cida de hesperidina a 90 °C,
produce hesperetina, con un rendimiento promedio de 36 % con Pfe, (224-226) °C.
Sin embargo, las modificaciones respecto al solvente, tiempo de reaccion y cantidad
de acido, produjo mejores porcentajes de rendimiento entre 48-97 %, (Tabla 6),
cuyo porcentaje de pureza experimental >93 %, fue determinado por HPLC, Figura

19.

a) b)
5001 UV_VIS 2
] Hp 125 . 226
40,0 283
] 1,00 -
30,01
] S 075 -
20,01 s \
< ] 9
> ] < \
£ 100] 0,50 - ‘
P ] \ 338
< ool 0,25 - \ /
4
O e S S A B B B 0,00 T T
00 25 50 75 100 125 150 17,5 200 C(hm) 300 400
Tiempo (min)

Figura 19. Determinacién del porcentaje de pureza para hesperetina: a) cromatograma HPLC de la
hesperetina utilizando Sistema de elucion, deteccion a 280 nm; b) espectro de UV en eluente del

Sistema.
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Tabla 6. Parametros de la hidrélisis acida de hesperidina, porcentaje de rendimiento y punto de
fusién experimental.

Hesperidina Solvente  H,SOy(

Réplica (mg) (20 mL) (mL) t(h)  Hpep(Mmg) % Rend. (%) Pfep (°C)
1 1000 EtEG 1 5 239 48 225-227
2 1001 EtEG 1 7 359 73 223-228
3 1000 EtOH 1 6 482 97 223-226
4 1055 EtOH 1 13 461 88 228-230
5 1000 EtOH 1 12 621 -2 224-225
6 1001 EtOH 5 12 575 -2 222-225

a) producto hiumedo.

La hidrdlisis acida es un método empleado para remover total o parcialmente
los glicésidos presentes en la estructura del flavanoide poliglicosilado con el fin de
obtener la aglicona. Debido a la baja solubilidad de la hesperidina en agua y
solventes organicos, se realizaron diversas modificaciones a los métodos
reportados en relacion a: solvente, pH, temperatura y tiempo de reaccion. Al utilizar
EtEG-H,SO4() (20:1; v/v) como solvente, el rendimiento de la reaccion aumenta al
incrementar el tiempo de reaccién de 5 a 7 h a temperatura de reflujo, lo cual no es
observado al utilizar EtOH-H,SO4) (20:1, 6 20:5; v/v). Sin embargo, Al utilizar
EtOH-H,SO4) (20:1; viv) a temperatura de reflujo durante 6 h, se obtuvo un
porcentaje de rendimiento de 97 %, similar al rendimiento reportado (99 %) para la
obtencion de hesperetina empleando MeOH-H,SOy4() (20:1; v/v) a temperatura de

reflujo durante 7% h.1*%

La hesperetina se obtuvo como un solido de color beige claro soluble en:
MeOH, AcOEt, acetona, EtOH y parcialmente soluble en: CH,Cl,, H,O; e insoluble
en hexano, Pfey, 228-230 °C. El progreso de la reaccion fue monitoreado por CCF
con los sistemas AN-2 (Figura 20) y AN-6 (Figura 21), donde se observo la
formacion del producto deseado con valores de Rf de 0,92 y 0,33 respectivamente.
Para ello, se empled la hesperidina, como material de partida y un patrén de
hesperetina previamente obtenida en el Laboratorio*
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b)

1 Hesperidina
2 HaH patron
3 HaH 2
4 HaH 3
5HaH 4
6 HaH 5

1 2 3455 2R3T4 5 6

Figura 20. Cromatografia de capa fina realizada a los productos de las hidrolisis &cidas de
hesperidina 3 — 6. Sistema de desarrollo AN-2 (AcOEt-MeOH-H,O (100:13,5:10; v/v/v)); sistema de
deteccién: a) lodo, I,; b) 254 nm.

1 Hesperidina patron
2 Hesperetina patron
3 HaH 2
4 HaH 3
5HaH 4
6 HaH 5
7 HaH 6

NS4 5 6 7

Figura 21. Cromatografia de capa fina realizada a los productos de las hidrélisis acidas de
Hesperidina 3 — 7, utilizando el sistema de solvente AN-6 (Hex-AcOEt- HCOOH (75:25:1; viviv)) y
como sistema de deteccion a) lodo I,; b) 254 nm.

En las CCF de los productos de hidrdlisis acida de hesperidina (HaH),
obtenidos en las diferentes réplicas reportadas en la Tabla 6, se observé la
ausencia de material de partida de Rf 0,29 en AN-2 (Figura 20) y la aparicién de una
mancha en comun con el patrén de hesperetina de Rf 0,33 en AN-6 (Figura 21). La
identidad inequivoca del producto de reaccion (hesperetina) fue establecida por
RMN-'H y RMN-*3C, respectivamente.
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En la caracterizacion del producto de hidrélisis acida de hesperidina (H) a
hesperetina (Hp) se analizaron los datos espectroscépicos en DMSO-ds de RMN-'H
(Espectros 1y 2), RMN-'3C (Espectro 3) y DEPT-135 (Espectro 4). En el espectro
de RMN-'H (Espectro 1) se observan tres singletes centrados en 12,13; 10,85 y
9,14 ppm asignados a los grupos hidroxi fendlicos en C-5, C-7 y C-3
respectivamente, los cuales han sido previamente reportados para un patron
estandar de hesperetina en DMSO-ds.*® Con lo cual se confirma que el proceso de
hidrélisis y purificacion fue exitoso. En la tabla 7, se puede observar la asignacion
de las sefiales detectadas en RMN-'H, RMN-*C y DEPT-135 para la muestra
hesperetina (Hp) y son comparables a los datos reportados para hesperetina
semisintética o natural en Acetona-ds *®' y DMSO-dg °% BU B2 (Tablas A1y A2 en

Anexo).

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de H y 3¢ para la hesperetina (Hp) (270 MHz, DMSO-dg).

H/IC dw (ppm) multp; Int J (Hz) de (ppm) DEPT-135
2 5,42 dd; 1H 12,1/2,7 78,77 CH
3ec 3,19 dd; 1H 17,1/12,3 42,62° CH,

3ax 2,73 dd; 1H 17,2/3,1
4 196,64 C
5 12,13 s; 1H 164,05 C
6 5,89 d; 1H 1,7 96,42 CH
7 10,85 s; 1H 167,22 C
8 5,89 d; 1H 1,7 95,59 CH
9 163,36 C
10 102,42 C
1 131,80 C
2 6,91 s; 1H 114,66 CH
3 9,14 s; 1H 147,11 C
4 148,51 C
5 6,96 d; 1H 8,2 112,77 CH
6 6,86 d; 1H 8,2 118,22 CH
4-OMe 3,77 s; 3H 56,34 CHs

a) Sefial con fase negativa (1) en el espectro DEPT-135 (Espectro 4).
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En el espectro de RMN-"*C (Espectro 3) se observan 16 sefiales, asignadas
por DEPT-135 (Espectro 4) como: ocho carbonos cuaternarios, seis metinos uno de
ellos alifatico, un metileno y un metilo tipo metoxi. En el espectro de UV (Figura 19)
se observa la presencia de tres maximos de absorcion en 226, 283 y 338 nm, los
cuales son caracteristicos para nucleos flavonoidales del tipo flavanona. Dicho
nucleo flavonoidal presenta constantes de acoplamiento caracteristicas (12-17 Hz)
para el patron de sustitucion del anillo C, éstas fueron observadas en el espectro de
RMN-'H (Espectro 2) para los dobletes de dobletes centrados en 5,42 (dd; 12,1/2,7
Hz; 1H; H-2), 3,19 (dd; 17,1/12,3 Hz; 1H; H-3¢) vy 2,73 (dd; 17,2/3,1 Hz; 1H; H-3,).
Las sefales de H-6 y H-8 pertenecientes al anillo A se observan como un doblete
de acoplamiento meta en 5,89 ppm (d; 1,7 Hz; 2H; H-6, H-8). A 3,76 ppm se
observa un singlete asociado a un grupo metoxi (-OCHs) presente en el anillo B.

Basados en estos datos se confirmd la identidad de hesperetina.
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8.4 Hidrolisis Acida de Naringina: Obtencion de naringenina, (Ng): 4',5,7-
trihidroxiflavanona.

Ng
C15H1205: 272.25 g/mol
Pfexp: 246-249 °C
Rend.: 76-86 %

% Pureza: >93 %
CAS: 480-41-1

Segun el procedimiento descrito,®® la hidrélisis acida de naringina a 90 °C,
produce naringenina, con un rendimiento promedio de 88 %. ¥ Se realizé el
procedimiento de hidrélisis de manera similar al utilizado con hesperidina, para ello
se utilizé EtOH (20 mL), H2SO4) (1 mL, 10 eq) durante 4-5 horas, entre 80-90 °C. El
crudo de reaccion fue recristalizado en EtOH-H,0. El procedimiento fue realizado
con diversas condiciones de reaccion y se obtuvo el producto deseado con
porcentajes de rendimiento entre (77-86) %, (Tabla 8), cuyo porcentaje de pureza
de 93 % fue determinado por HPLC, (Figura 22).

a) b)
W VIS 2
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Figura 22. Determinacion del porcentaje de pureza para naringenina: a) cromatograma HPLC de la
naringenina utilizando Sistema de elucidn, deteccidon a 280 nm; b) espectro de UV en eluente del
Sistema.
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Tabla 8. Parametros de la hidrélisis acida de naringina, rendimiento y punto de fusién experimental.

L Naringina EtOH H2S04(q) Ngex, % Rend.
Replica (mg) (mL) (mL) ) g ) Plee(O
1 1003 20 1 6 485 -2 240-246
2 720 14,5 1 5 291 86 245-250
3 2025 40 2 4 728 77 246-249

a) producto hiumedo.

La solubilidad de la naringina (N) en medio acuoso es mayor que la
hesperidina (H) lo cual beneficia la obtencion de la aglicona naringenina (Ng)
mediante la hidrélisis acida™ La naringenina (Ng) se obtuvo como un soélido de
color amarillo claro, soluble en: MeOH, EtOH, DMSO, Et,0, acetona, e insoluble en:
H,O. El progreso de la reaccién fue monitoreado por CCF con los sistemas AN-6
(Figura 23) y AN-2 (Figura 24), donde se observé la formacion del producto
deseado con valores de Rf de 0,35 y 0,64 respectivamente. Para ello, se empled un
patrén de naringenina (NgP) previamente obtenida en el Laboratorio.®

En las CCF de los productos de hidrdlisis acida de naringina, obtenidos en
las diferentes réplicas reportadas en la Tabla 8, se observd la ausencia de material
de partida en AN-6 (Figura 23) y en AN-2 (Figura 24) y la aparicién de una mancha
en comun con el patron de naringenina con Rf de 0,66 (Figura 25). La identidad
inequivoca del producto de reaccién (naringenina) fue establecida por RMN-'H y

RMN-*3C, respectivamente.
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Figura 23. Cromatografia de capa fina realizada a los productos de las hidrélisis acidas de naringina
1 — 3. Sistema de desarrollo; AN-6 (Hex-AcOEt- HCOOH (75:25:1; v/v/v)); sistema de deteccion: a)
visible; b) 254 nm; c) AS, 365 nm sin calor; d) AS, 365nm con calor, visible.

d)

Figura 24. Cromatografia de capa fina realizada a los productos de la hidrélisis 4cida de naringina 1
— 3. Sistema de desarrollo AN-2 (AcOEt-MeOH-H,0O (100:13,5:10; v/v/v)); sistema de deteccién: a)
visible; b) 254 nm; c) AS, 365 nm sin calor; d) AS, 365nm con calor, visible.
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N Ng(P) AgMNg AN2-UV254nm AN2  UV-365nm AN2, tratada (AS), AN, tratada (AS),
antesd UV- 365nm después A VIS
Figura 25. Cromatografia de capa fina realizada a los productos de la hidrolisis acida de naringina,
aguas madres y patrén. Sistema de desarrollo AN-2 (AcOEt-MeOH-H,O (100:13,5:10; v/v/v));
sistema de deteccién: a) visible; b) 254 nm; ¢) 365 nm; d) AS, 365 nm sin calor; €) AS, visible.

Rf=0,66

Rf=0,43

El producto de la hidrdlisis acida de naringina fue disuelto en DMSO-dg y se
analizé por RMN-'H (Espectros 5 y 6), RMN-**C (Espectro 7) y DEPT-135 (Espectro
8). En RMN-'H (Espectro 5) se observan tres sefiales centradas en 12,14; 10,76 y
9,59 ppm, al igual que en la hesperetina, y fueron asignadas a los grupos hidroxi
fendlicos en C-5, C-7 y C-4' respectivamente, las cuales han sido previamente
reportados para un patron estandar de naringenina en DMSO-dg. Con lo cual se
confirma que el proceso de hidrolisis y purificacion fue exitoso. El singlete en 12,14
ppm (s, 1H, Cs-OH), es caracteristico del hidroxilo en la posicion C-5 del anillo A en
nucleos flavonoidales, debido al puente de hidrégeno intramolecular con el carbonilo
en C-4 del anillo C. En la zona de aromaticos (Espectros 5y 6) se observan un par
de dobletes, que integra para dos protones cada uno, caracteristicos de un patron
de sustitucién 1,4- (para), el primero centrado en 7,31 ppm, con constante de
acoplamiento J= 7,9 Hz asociados a los protones H-2'y H-6', y el segundo centrado
en 6,79 ppm con constante de acoplamiento J= 8,4 Hz asignados a los protones H-
3'y H-5', correspondientes al anillo B del flavonoide. La sefial centrada en 5,89 ppm
observada como un singlete que integra para dos protones, pertenece a los
protones H-6 y H-8 del anillo aroméatico A. Continuando con las sefales, se muestra
un doblete de doblete a 5,43 ppm con una constante de acoplamiento J: 12,1y 1,7
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Hz correspondiente al proton H-2 del anillo C. También se observa dos dobletes de
dobletes en 3,25 ppm (dd, J= 16,9y 13,1 Hz) y en 2,71 ppm (dd, J= 16,8 y 2,2 Hz),
atribuidos a los protones alifaticos H-3ec y H-3ax del metileno C-3,

respectivamente.[48]

En el espectro de UV (Figura 22) se observa la presencia de tres maximos de
absorcion en 226, 289 y 334 nm, el cual es caracteristico para nucleos flavonoidales
del tipo flavanona y es comparable al espectro de UV de un patrén comercial de la
flavanona glicosilada naringina (N), (Amax: 224, 283 y 321 sh (nm)), la cual fue
utilizada como material de partida en la obtencion de naringenina (Ng), (Amax: 226,
289y 334 (sh) nm), Figura 26.

El espectro de RMN-'3C (Espectro 7), se observan 15 sefiales, asignadas por
DEPT-135 (Espectro 8) como: siete carbonos cuaternarios, siete metinos uno de
ellos alifatico y un metileno. En el RMN-'3C (Espectro 7) se observa una sefial en
196,81 ppm correspondiente al carbonilo C-4 presente en el anillo C; las sefiales en
167,22; 164,08; 158, 29 y 163,50 ppm se corresponden a los atomos de carbono
aromaticos sustituidos con atomos de oxigeno enlazados a grupos hidroxilo
asignados a C-7, C-5, C-9 y C-4' respectivamente, distribuidos en los anillos Ay B
de la flavanona. Igualmente se observan sefales caracteristicas de carbonos
aromaticos 1,4-disustituidos en; 129,47 ppm (C-1'), 128,85 ppm (C-2'y C-6’), 115,78
ppm (C-3' y C-5), lo cual justifica la presencia del anillo B de la flavanona. Otros
desplazamientos quimicos interesantes son mostrados en el espectro DEPT-135

(Espectro 8), en 78,9 ppm y 42,6 ppm que corresponden a los carbonos C-2 y C-3,

siendo este ultimo el metileno (CH,), presente en el anillo C.

En la Tabla 9, se puede observar la asignacion de las sefales detectadas en
RMN-'H, RMN-*C y DEPT-135 para la muestra naringenina (Ng) y son
comparables a los datos reportados para naringenina semisintética o natural en
Acetona-dg 95 y DMSO-dg 1854 1351 581 1571 (Taplas A4 y A5 en Anexo).
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos para la naringenina, (Ng) (270 MHz, DMSO-dg).

H/C dy (ppm) multp; Int J (Hz2) dc (ppm) DEPT-135
2 5,43 dd; 1H 12,1/1,7 78,98 CH
3ec 3,25 dd; 1H 16,9/13 42,56° CH,

3ax 2,68 dd; 1H 16,8/2,2

4 196,81 C
5 12,14 s; 1H 164,08 C
6 5,89 s; 1H 96,41 CH
7 10,76 Sancho; 1H 167,22 C
8 5,89 s; 1H 95,57 CH
9 163,50 C
10 102,40 C
1 129,47 C
2 7,31 d; 1H 7,9 128,79 CH
3 6,79 d; 1H 8,4 115,78 C
4 9,59 Sancho; 1H 158,29 C
5 6,79 d; 1H 8,4 115,78 CH
6’ 7,31 d; 1H 7,9 128,79 CH

a) Sefal con fase negativa (1) en el espectro DEPT-135 (Espectro 8).

0,60 -

0,00 — .
200 250 - (MM) 309 350 400

Figura 26. Espectro UV (MeOH) de naringenina (-----) y naringina (—).

54



8.5 Sintesis de las Chalconas de Hesperidina (CH-H): 3, 2’,6’-trihidroxi-4-metoxi-4'-
(Og-a-L-ramnopiranosil-B-D-glucopiranosiloxi)-trans-chalcona y Hesperetina (CH-
Hp): (E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil) propen-2-en-1-one.

CH-H
C28 Has 015: 610,57 g/mol

CH-Hp
C16 His 06: 302,28 g/mol

La hidrdlisis basica en los flavanoides permite la apertura del anillo central
(heterociclico), el cual es particularmente fragil en las flavanonas, originando varios
grupos estructurales.”? E| caracter carbaniénico de carbonos o a un grupo
carbonilo hace que presenten un comportamiento como nucledfilo, el medio basico
fuerte facilita la ionizacién del enlace Co—H y forma el carbanion, estabilizado por

conjugacion a través del enolato.®

[59]

Esquema 7. Formacion de chalcona via carbanion.
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La reaccion de hidrélisis basica para la obtencién de la respectiva chalcona
de la hesperidina (Ch-H) y hesperetina (Ch-Hp) respectivamente, se llevo a cabo
siguiendo el procedimiento previamente descrito (pag. 36). Asi, mediante agitacion
constante a temperatura ambiente se uso hesperidina (1 eq, 1 g, 1,3 mmol), NaOH
(20 %, 76 eq, 99,02 mmol, 20 mL); con hesperetina (1 eq, 1 g, 3,3 mmol) se utilizo
NaOH (20 %, 30 eq, 99,02 mmol, 20 mL). Luego de 6h, cada mezcla fue enfriada a
0° C (12 h de refrigeracion), la mezcla de Ch-H se dividié y una parte se neutralizo
con HCl y otra con resina de intercambio ionico Dowex 50W, la mezcla de CH-Hp
se neutralizd con HCl) solamente, dejandose enfriar nuevamente a 0°C por 24 h
cada mezcla. Los precipitados obtenidos fueron filtrados por succion y lavados con
agua fria, recristalizados de agua caliente y secados en un desecador. Las
reacciones fueron monitoreadas por UV, evidenciando la formacién en solucién de
la chalcona (antes de neutralizar), en CH-H 281 y 362 nm en MeOH y en CH-Hp
254 y 324 nm en el mismo solvente (Figura 27), valores que indican la presencia de
una cetona a-B-insaturada, después de neutralizar cada solucién, presentaron
méaximos en 280 nm, en las flavanonas evidenciando la ausencia del sistema enona

conjugado (chalcona).

En literatura consultada reporta la existencia del equilibrio de la flavanona y
chalcona,® esta reaccion es reversible y es desplazado hacia la flavanona por la
existencia de un grupo OH en el C-5 de la flavanona o su equivalente C-6" en la

[22]

chalcona*“. Por lo anterior no se aislaron los productos CH-H y CH-Hp, solo se

evidenciaron en solucion. Es importante sefialar que la obtencion de la chalcona de
hesperidina, es reportada en literatura “? 31144 pajo las condiciones anteriormente
citadas, pero al neutralizar la solucién para precipitar la chalcona, se obtenia la
flavanona hesperidina o hesperetina.
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Figura 27. Espectros UV de las soluciones de chalcona de hesperidina (CH-H) y chalcona de
hesperetina (CH-Hp) en MeOH (a) antes, (b) después de neutralizar.
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8.6 Sintesis de la Chalcona de naringina (CH-N): 4’-ramnoglucosil-2',6',4-
trinidroxichalcona.

@O CH-N
A C,7 Hz2 O14: 580,53 g/mol
NG, 27 F32 Uy ,
o> g Pfexp: 180-182°C
‘1 Rend: 40 %
-

C/3(\0// % Pureza: >84 %

m@ﬁbé \f CAS: 50376-43-7
OH

Esta reaccion se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito
previamente (pag.36). Asi, mediante agitacion constante a Tomp Se mezclé N (1 eq,
1 g, 1,7 mmol) y NaOH (ac, 20%, 58 €q, 99,02 mmol, 20 mL) después de 6h, la mezcla
fue enfriada a 0° C (12 h de refrigeracién), y posteriormente fue neutralizada con
HCl,), dejandose enfriar nuevamente a 0°C por 24 h, obteniendo un precipitado, de
color amarillo claro, fue filtrado por succion, lavado con agua fria, recristalizado en
agua (402,1 mg; 40%) y secado en un desecador. El sélido cristalizado present un
Pfexp 180-182 °C (H,0), (Pfrep: 201-202 °C; H,0)** es inestable en solucién de pH
acido, neutro!®®

HPLC, Figura 28.

0 basico y mostré un porcentaje de pureza > 84 % determinado por

wv_Vis 1 25 .
mAU WVL:360 nm ' 367

2.500

CH-N 2,0 4

A\
vooo] Lo 2 / | \

N “ 1]\ / \\

2.000

1.500

Abs (UA)

0,0

0] mi 200 300 400
0,0 25 50 75 100 125 180 175 22,0 J(nm)

Figura 28. Determinacidon del porcentaje de pureza para la chalcona de naringina (CH-N). a)
cromatograma HPLC de la CH-N utilizando Sistema de elucién, deteccién a 280 nm; b) espectro de
UV en eluente del Sistema.
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El producto de reaccion, chalcona de naringina (CH-N), fue un sdlido amarillo
soluble en EtOH, MeOH, AcOEt. Al ser desarrollado en CCF las muestras CH-N, N
y patron de CH-N (CH-N), en el sistema de solventes AN-2 (Figura 29) y L-1
(Figura 30) con el fin de evaluar la pureza del precipitado obtenido CH-N. Las CCF
fueron reveladas con el agente de coloracion AS y se observan que presentan
manchas de color amarillo-marron en el visible y de color azul a 365 nm, los valores
de Rf obtenidos comparativamente para las muestras (CH-N1 y CH-N2), patron
(CH-Np) y material de partida (N), son poco diferenciables entre si: Rfan.2: N 0,31;
0,71; CH-N 0,28 (Figura 29) y Rf_1: N 0,53; 0,89; CH-N 0,55, Figura 30.

N CH-Np CH-N1 CH-N2 N CH-Np CH-N1 CH-N2

Figura 29. Cromatografia de capa fina realizada a las muestras de naringina (N), chalcona de
naringina (CH-N) y chalcona de naringina patron (CH-Np), utilizando el sistema de solvente AN2:
AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v/v) y como sistema de deteccién a) visible; b) 365 nm; c) 254 nm
d) revelado AS, visible con calor.
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a) d)
—
|
i ‘ e
N CH-Np. ciﬁi&?j " N CH-Np CH-N1 CH-N2

Figura 30. Cromatografia de capa fina realizada a las muestras de naringina (N) y chalcona de
naringina (CH-N), utilizando el sistema de solvente L-1:AcOEt-AcOH-HCO,H-H,O (100:10:10:10;
viviviv) y como sistema de deteccién a) visible; b) 365 nm; ¢) 254 nm d) revelado com AS, visible con
calor.

Las muestras CH-N1 y CH-N2 fueron monitoreadas por UV en solucién antes
y después de neutralizar, observandose tanto en la solucién como en el precipitado
la presencia de la chalcona, con un méximo de absorcion en la region de 300 a 400
nm (Banda I) y 220 a 270 nm (Banda Il), en las muestras se evidenciéo CH-N UV-Vis
(MeOH): 211, 283 y 356 nm, comparandose con el material de partida N, UV-Vis
(MeOH): 212, 284 y 333 (sh) nm. (Figura 31).

= e CHN
Naringina

200 250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 31. Espectro UV de la solucién de chalcona de narinigina (CH-N) (después de neutralizar y/o
acidificar) y naringina (N) en MeOH.
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La muestra CH-N fue analizada por espectrometria IR (Espectro 9),
presentando una banda ancha de absorcién en 3370 cm™, asignada a enlaces OH
caracteristica de alcoholes y fenoles (intervalo normal 3650—3200 cm™), presente
en los anillos A, B y grupo glicosidico. Adicionalmente, se observa una banda
intensa a 1069 cm™ asignada a enlaces C—O, caracteristica de alcoholes CH-OH
(intervalo normal 1125-1000 cm™), asociados al grupo glicosilado del anillo A de la
CH-N; otra banda de absorcién intensa a 1626 cm™ asociada a enlaces C=0
(intervalo normal 1775-1650 cm™), esta banda presenta un subintervalo de cetonas
conjugadas a,f—insaturadas a enlaces C=C (intervalo normal 1650-1600 cm™),
observada en la estructura de la CH-N. La banda de absorcién débil en 823 cm™
(intervalo normal 860-780 cm™) determina el tipo de sustitucién para en anillos
aromaticos, observada en el anillo B de la CH-N.

[60] o basico,

La muestra CH-N es inestable en solucién de pH acido, neutro
donde el equilibrio de isomerizacién de chalcona (CH-N) a flavanona (N) es rapido (t
< 150 min.), lo cual fue evidenciado en los espectros de RMN tomado en DMSO-g
para la muestra CH-N, para la cual se observan los desplazamientos, mayoritarios,
asociados a N en lugar de CH-N. Sin embargo, en el espectro de RMN-'H (Espectro
11) se observan dos dobletes centrados en 7,94 (15,4 Hz) y 7,55 (8,1 Hz) asociados
a enlaces olefinicos trans- y cis-chalcona respectivamente. Adicionalmente, en el
espectro de RMN-3C (Espectro 13) se observan las sefiales en 130,08 y 116,61
ppm atribuibles a los metinos del anillo 1,4-disustituido de la chalcona. Asi, en el
espectro de RMN-'H (Espectros 10 y 11), tomado en DMSO-dg, la CH-N muestra
las siguientes sefales, un desplazamiento quimico de 12,06 ppm asociado a un
grupo OH formando puente de hidrégeno con un carbonilo y otra sefial a 9,67 ppm
correspondiente a protones hidroxi fendlicos asignados a —OH-5 y —OH-4’
respectivamente. Se observan par de dobletes que integran para dos protones, con
desplazamientos quimicos en 7,33 y 6,81 ppm cuyas constantes de acoplamiento
son iguales a 8,4 Hz, lo cual es caracteristico en anillos aromaticos con patrén de
sustitucion -para (1,4-) Dos singletes centrados en 6,11 y 6,09 ppm que integran

para un protén cada uno, estan asociados a H-8'y H-6" en N respectivamente. En
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5,54 ppm se observa inicialmente un triplete de doblete con constantes de
acoplamiento de 9,6 y 2,5 Hz, sin embargo, esta asignacion corresponde a dos
dobletes de dobletes, solapados entre si, centrados en 5,52 y 5,49 ppm con
constantes de acoplamiento 9,6 y 2,5 Hz y estan asociados a los protones H-2 de
los diasteroisomeros de naringina 2S y 2R respectivamente, previamente
reportados en la literatura.l*® Esta observacion confirma la reversibilidad racémica
de la reaccion de chalcona a flavanona de naringina en solucién. A continuacion se
observan sefales asociadas a la parte glicosidica de la muestra CH-N, donde
resaltan par de dobletes, el primero a 5,17 ppm y constante de acoplamiento 4,2 Hz;
y la segunda sefial a 5,16 ppm y constante de acoplamiento 5,9 Hz asociados a
los protones anomeéricos de la glucosa en la mezcla racémica de naringina 2S y 2R,
mientras que para la ramnosa se observa un multiplete centrado en 5,10 ppm
asociado a los protones anoméricos de la ramnosa en la mezcla racémica de 2S y
2R de naringina presente en la muestra denominada CH-N. En 1,15 ppm, se
observa un doblete con constante de acoplamiento de 6,5 Hz, asociado a los

protones metilicos de la ramnosa en la muestra.

Al comparar las sefiales en el espectro de RMN-*C (Espectro 12),
observamos una sefial con desplazamiento de 197,80 ppm correspondiente al
grupo carbonilo. También desplazamientos desde 165 a 95 ppm que corresponden
a carbonos de sistemas aromaticos y otros enlazados a un hidroxilo. La fraccion
glicosidica de la estructura aparece en el rango de 79,37 ppm hasta 68,84 ppm. La
sefal con desplazamiento 18,57 ppm esta asignada al CHsz (ramnosa). En el DEPT-
135 (Espectro 13) se observan dos sefales de fases negativas con
desplazamientos de 61,02 y 42,66 ppm caracteristicas los metilenos de la glucosa

y del carbono C-3 de la flavanona.

Las sefiales mayoritarias en los espectros RMN-'H y **C del compuesto CH-
N, indican que la estructura elucidada se corresponde a una mezcla racémica del
material de partida naringina y difiere de la estructura de la chalcona (CH-N). Sin

embargo las sefiales minoritarias confirman la presencia de la chalcona de
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naringina y por ende el equilibrio flavanona-chalcona. En la Tabla 10, se muestra las
sefiales de RMN-'H y C asignadas tanto para la mezcla racémica de naringina

como la mezcla cis- y trans-chalcona de naringina.
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de protones y carbono para la Naringina (270 MHz, DMSO-dg).

Constante de acoplamiento en paréntesis (J en Hz).

Sefiales Mayoritarias (Naringina, N)
Isbmero 2S Isbmero 2R
H/C dy (ppm) Multp; J (Hz) dy (ppm) Multp; J (Hz) | 8¢ (ppm) | DEPT
2 5,52 dd; 9,6/2,5 5,49 dd; 9,6/2,5 | 79,35 CH
3 3,40¢cuat m; 3,43.al m; 42,69% CH,
2170axial m 2175ecuat m
4 197,80 C
5 165,47 C
6 6,11 S 96,91 CH
7 165,47 C
8 6,09 S 95,68 CH
9 163,43 C
10 100,96 C
1 129,13 C
2 7,33 d; 8,4 128,91 CH
3 6,81 d; 8,4 115,81 CH
4 158,40 C
5 6,81 d; 8,4 115,81 CH
6’ 7,33 d; 8,4 128,91 CH
1" 5,17 d; 5,2 5,16 5,9 97,98 CH
2" 77,71 CH
3’ 79,37 CH
4" 70,18 CH
5" 77,45 CH
6" 3,67 61,02° CH,
3,40(s)
1 5,10 m 5,10 m 98,13 CH
2" 71,07 CH
3” 76,81 CH
4™ 72,42 CH
5 68,84 CH
6" 1,15 d; 6,2 18,59 CH;
Sefiales Minoritarias (Chalcona de naringina, CH-N)
du (PPm) Multp; J (Hz)
o 7,95 d; 15,4
B 7,69 d; 15,9
1" 101,18° | CH
1" 97,19 CH
35 95,26" CH
26 | 7,55 d; 8,1 131,08° | CH
3,5 116,61° | CH

a) Sefial con fase negativa (1) en el esg)ectro DEPT 135° (Espectro 13), desplazamiento quimico
reportado en DMSO-dg 39,7 ppm (RMN-l C) y 2,5ppm (RMN-lH). b) asignadas a través del espectro
DEPT-135 (Espectro 13).
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La muestra CH-N tratada por HPLC, evidencio la interconversion de la muestra CH-
N a la muestra de partida N, varios estudios revelan ** que el sistema se desplaza
a la formacién de chalcona (apertura de anillo C) si el medio es basico, cambiando a
la flavanona (formacién de ciclo) si es acido. El eluente usado para tratar la muestra
CH-N por HPLC fue la mezcla: solvente A: H;O-AcOHgpcia (991,7:8,3; viv) y
solvente B: ACN-ACOHgjacia (992:8; v/v), un medio acido para este sistema, por lo
cual esta presente la mezcla racémica del material de partida N (>12%), pero se
observa en el cromatograma la especie CH-N (>84%), el procedimiento entre la
preparacion de la muestra CH-N, su dilucion en una mezcla de ACN-AcOH vy
posterior estudio por HPLC fue alrededor de 30 min, tiempo que permitio evidenciar
el inicio del equilibrio CH-NT—N, (Figura 32), en donde el pico a 10,5 min del
cromatograma, pertenece a la flavanona naringina (N) a una longitud de onda de
280 nm vy el pico situado a 12,5 min pertenece a la chalcona de naringina (CH-N), a

360 nm, donde esta su maximo.
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Figura 32. Espectro UV y cromatograma HPLC comparativo a A: 280 nm (en rojo) y A: 360 nm (en
negro) de la muestra chalcona de naringina (CH-N) en equilibrio con naringina (N).
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8.7 Sintesis de la Floracetofenona 4'-3-neohesperidosido (Fa4n): 4-acetil-3, 5-
dihidroxi-fenil-(O2-a-L-ramnopiranosil-3-D-glucopiranosido).

Fadn
CooH28013: 476,43 g/mol
Pfexp:160-164°C
Rend: 34 %

CAS: 23643-71-2

Siguiendo el procedimiento descrito previamente (pag. 37) para la obtencion de la
dihidrochalcona de naringina (DCH-N) partiendo de la chalcona de naringina (CH-
N), se realiz6 la sintesis de la floracetofenona 4'-3-neohesperidosido (Fa4n) como
un producto de degradacion, soélido de color beige claro (168,7mg, 34 %), Pfey, 160-
164°C (Pf.p 164-166°C) 131, soluble en CH,Cl,, EtOH, AcOEt, H,0, poco soluble en
MeOH e insoluble en Hex y CHCI;. La muestra Fa4n fue evaluada por HPLC,
determinando un porcentaje de pureza > 90%, (Figura 33). Se observa en el
cromatograma la presencia del equilibrio chalcona-flavanona, ademas del producto

de degradacion Fa4n.
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Figura 33. Determinacion del porcentaje de pureza para la floracetofenona 4" -3-neohesperidosido
(Fa4n). a) cromatograma HPLC de la Fa4n utilizando Sistema de elucion, deteccion a 280 nm; b)
espectro de UV en eluente del Sistema.
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La hidrogenacion catalitica como proceso reductivo, es una reaccion que permite la
saturacion de un doble o triple enlace mediante el uso de un catalizador y
condiciones de reaccion adecuadas (disolvente, presion y temperatura) incluyendo
el compuesto mismo. En casos donde la concentracion con alcali es mayor de 30%
y calor, se favorece la fragmentacion de los anillos Ay B y los carbonos C-2 y C-3
[22]] 3 alta presién atmosférica aplicada y agitacion continua favorecieron la reaccion
retro Claisen-Schmidt, lo cual produjo la fragmentacion de la chalcona de naringina
para la obtencién del producto de degradacién cetdnico, identificado como

floracetofenona 4’-B-neohesperidosido (Fa4n).

La CCF aplicada a la muestra obtenida floracetofenona 4’-B-neohesperidosido
(Fa4n) frente a la naringina (N) y chalcona de naringina (CH-N), en el sistema de
solventes AN-2 (AcOEt-MeOH-H,0 ; 100:13,5:10; v/v/v)) (Figura 34) y L-1: (AcOEt-
AcOH-HCO,H-H,0; 100:10:10:10; v/v/viv), (Figura 35), revela manchas de color
amarillo a marrén en el visible y naranja y azul a 365 nm asociadas a un esqueleto
flavonoidal, al ser rociadas con AS y calentar se intensifico la coloracion anterior
(marron oscuro), para las muestras de N y CH-N, los valores de Rf de las muestras
son diferenciables (Rfan-2: 0,31 ; 0,66 N; 0,29 CH-N y 0,20 ; 0,68 Fa4n, (Figura 34) y
Rf_1: 0,44 ;0,80 N; 0,50 CH-Ny 0,42 ; 0,86 Fa4n, (Figura 35).
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N Fa4n CH-

Visible 365 nm 254 nm Visible despues

calentar con AS
Figura 34. Cromatografia de capa fina realizada a las muestras de naringina (N), floracetofenona 4'-
B-neohesperidosido (Fa4n) y chalcona de naringina (CH-N), utilizando el sistema de solvente AN2:
AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v/v) y como sistema de deteccidn a) visible; b) 365 nm; c) 254 nm
d) AS, 365 nm con calor.

N Fa4n CH-N

a) b) d)

N Fa4n "CH-N

Visible 365 nm 254 nm Visible despues

calentar con AS
Figura 35. Cromatografia de capa fina realizada a las muestras de naringina (N), floracetofenona 4'-
B-neohesperidosido (Fa4n) y chalcona de naringina (CH-N), utilizando el sistema de solvente L-1:
AcOEt -AcOH-HCO,H-H,0 (100:10:10:10; v/v/viv) y como sistema de deteccion a) visible; b) 365 nm;
¢) 254 nm d) AS, 365 nm con calor.

N Fa4nCH-N N Fa4n CH-N
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En el espectro de UV-Vis la muestra floracetofenona 4’-3-neohesperidosido
(Fa4n) evidencia dos bandas de absorcion a 228 y 291 nm, lo cual es caracteristico
de compuestos aromaticos y son diferentes a las observadas en el material de
partida chalcona de naringina (CH-N) a 226 y 372 nm, esta Ultima asociada a la

banda | de un flavonoide tipo chalcona (300-400nm) (Figura 36).
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Figura 36. Espectros U.V de floracetofenona 4'-B-neohesperidosido (Fa4n) y
chalcona de naringina (CH-N) en eluente del sistema HPLC.

En el espectro de RMN-'H (Espectros 14 - 16) tomado a la muestra (Fa-4n)
en DMSO-4s se observa un singlete con desplazamiento a 5,98 ppm que integra
para dos protones, es atribuida a los protones H-3 y H-5 del sistema aromatico, con
un ambiente quimico igual. Otras sefiales van desde un rango de 5 ppm hasta 3
ppm, que representan la parte glicosidica de la estructura, en el espectro 16-
integrado, la sefial a 1,16 ppm y constante de 5,7 Hz, el cual integra a 3 protones
es observada como un doblete que sugiere la presencia de ramnosa,
conjuntamente con la sefial del proton anomeérico a 4,76 ppm y constante de 7,7 Hz,
a 5,05 ppm se observa un doblete que integra a dos protones y constante de
acoplamiento de 10,6 Hz, que corresponde al protbn anomérico de la glucosa. A
2,57 ppm se observa un singlete asociado a un metilo unido a un grupo carbonilo,
se reporta un valor de 2,55 ppm para alcanos monosustituidos. El espectro de
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RMN-C (Espectro 17) de la muestra Fa4n se observa una sefial con
desplazamiento 204,05 ppm atribuida al grupo carbonilo, seguida de otras sefiales
a 164,38 ppm y 163,50 ppm asignadas a los carbonos C-4, C-2 y C-6 del anillo
aromatico por la influencia del oxigeno (grupo OH y O-R), los carbonos C-3 y C-5
presentan sefial a 97,87 ppm en consecuencia de los efectos del grupo hidroxilo en

las posiciones orto y para respectivamente y el sustituyente O-R en posiciones orto.

La sefal para el carbono C-1 se ubica en 106,25 ppm por el efecto orto- y
para- de los sustituyentes OH y O-R. El grupo de sefales desde 77,67 hasta 60,91
ppm se atribuye a la parte glicosidica de la estructura, destacandose en DEPT-135
(Espectro 18) las sefales a 60,91 ppm y 18,16 ppm, pertenecientes a los carbonos
metilénico de la glucosa y metilo de la ramnosa. El metilo unido al carbonilo se

observa a 33,13 ppm.

La informacién espectroscépica RMN-'H y *3C del compuesto floracetofenona-4'-p-

neohesperidosido (Fa4n) se asignaron segun la tabla 11.
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de protones y carbonos para la floracetofenona-4'-3-

neohesperidosido Fa4n (270 MHz, DMSO-d;). Constante de acoplamiento en paréntesis (J en Hz).

H/C On(ppm) J (Hz) Oc(ppm) DEPT
1 106,23 C
2 163,50 C
3 5,98 (s) (H) - 97,87 CH
4 164,38 C
5 5,98 (s) (H) - 97,87 CH
6 163,50 C
CcoO 204,05 C
CHs 2,57 (s) (3H) - 33,13 CH;,
1 5,38 49 100,19 CH
2 4,07 - 77,67 CH
3 3,34 4,2 77,35 CH
4 3,67 12,9 71,12 CH
5 5,05 (d) 10,6 77,35 CH
6 4,55 (d) 5,7 60,91° CH,
1" 5,19 (d) 5,9 100,19 CH
2" 3,44 5,2 72,40 CH
3" 3,38 10,9 70,79 CH
4" 3,38 10,9 72,40 CH
5" 4,73 (d) 4,2 68,75 CH
6" 1,16(d)(3H) 5,7 18,16 CH;,

a) Sefial con fase negativa (1) en el espectro DEPT 135° (espectro 18), desplazamiento quimico
reportado en DMSO-dg 39,7 ppm (RMN-"*C) y 2,5ppm (RMN-"H).

72



8.8 Sintesis de la Flavona de Hesperidina (F-H): 5, 7, 3'-trihidroxi-4’-metoxi-
flavona-7-rutinosido (Diosmina).

F-H
C27H30014: 608,54 g/mol
Pfexp:248-256 °C
%Pureza: 51,54
Rend: 38,5%
CAS: 520-27-4

De acuerdo al procedimiento descrito previamente (pag. 37), la hesperidina
acetilada (2,199 g; 2,3 mmol; 1eq), se disolvié en CHCI3, se agregé NBS (0,6664 g;
3,7 mmol; 1,6 eq), (CsHsCO),0, (0,1009 g; 0,4 mmol; 0,2 eq) y se mantuvo a
temperatura de reflujo (60°C) por 10 horas. El residuo viscoso obtenido se disolvid
en EtOH y se basific6 con una soluciéon acuosa de NaOH al 15%, la cual fue
calentada a ebulliciobn por 5 minutos y neutralizada con H,SOy4(c). El precipitado
obtenido fue lavado con una mezcla H,O-EtOH (1:1, v/v), obteniéndose 544,6 mg
(38%), Pfeyy 248-256 °C, (Pfep: 272-280 °C) *°l. Se purificé la muestra por
cromatografia en columna, usando mezclas de polaridad ascendente de Acetona-
MeOH (100:0; v/v) - (0:100; v/v), obteniéndose 161,8 mg de una mezcla, cuyo
analisis por HPLC (Figura 37) mostré que contiene a la flavona de hesperidina (F-H)
en 51 % y su aglicona (flavona de hesperetina/ F-Hp) en un 35 %, las cuales son

conocidas como diosmina y diosmetina respectivamente.
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Figura 37. Determinacion del porcentaje de pureza para la flavona de hesperidina (F-H)-. a)
cromatograma HPLC de la flavona de hesperidina (F-H) utilizando Sistema de elucién, deteccion a
330 nm; b) espectro de UV en eluente del Sistema.

Las etapas esenciales para la obtencion de la flavona comprenden:

1. La acetilacion de la flavanona mediante el tratamiento con anhidrido
acético y piridina en reflujo, con el fin de proteger los grupos OH.
2. La oxidacion de la flavanona acetilada mediante:
a) N-bromosuccinimida (NBS) y peréxido de benzoilo
b) Oxido de selenio (SeO,) en alcohol isoamilico.

3. La hidrdlisis basica del producto oxidado con el fin de eliminar los

grupos acetilo y restablecer los grupos OH.46

La utilizacion de NBS y peroxido de benzoilo es con el fin de realizar una
halogenacién selectiva, introduciendo el bromo en el C-3 de flavanona glicosilada,

para luego eliminar el HBr mediante una base fuerte, formando un alqueno.!®!

RO OH/\ RO 0) /\

RO Oo_ H
</_\> NBS n=" | -HBr | =
H Br
OAc O OH O
OH O

74




La oxidacion de la flavanona acetilada mediante el uso de SeO,, promueve la
deshidrogenacion del carbono a al grupo carbonilo presente en el anillo C de la

estructura. [58]

La CCF aplicada a la muestra obtenida flavona de hesperidina (F-H) frente al
material de partida hesperidina (H) y la hesperidina acetilada (H acetilada), en el
sistema de solvente AN-2 (AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v/v)) revela manchas
de color amarillo a marrén en el visible y naranja y azul a 365 nm asociadas a un
esqueleto flavonoidal, al ser rociadas con AS y calentar se intensifico la coloracion
anterior (marrén oscuro), para las muestras, los valores de Rf de las muestras son
diferenciables (Rfan-2: 0,33 H; 0,83 H-acet; 0,27 F-H) (Figura 38).

a) b) C) d)

H H-Acet F-H H H-Acet F-H H H-Acet F-H H H-Acet F-H

Visible 365 nm 254 nm Visible después
calentar con AS
Figura 38. Cromatografia de capa fina (NBS) realizada a las muestras de hesperidina (H),
hesperidina acetilada (H-Acet) y flavona de hesperidina (F-H), utilizando el sistema de solvente AN2:
AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v/v) y como sistema de deteccién a) visible; b) 365 nm; c) 254 nm
d) AS, 365 nm con calor.
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Al emplear el segundo procedimiento utilizando SeO, (10 eq) y alcohol
isoamilico (pag. 38), el precipitado obtenido fue lavado con una mezcla H,O-EtOH
(1:1; viv), obteniéndose 968,7 mg (21%). La CCF aplicada a la muestra obtenida
flavona de hesperidina (F-H) frente a la hesperidina (H) y hesperidina acetilada (H
acetil), en el sistema de solventes AN-2 (AcOEt-MeOH-H,O; 100:13,5:10; v/v/v),
revela manchas de color amarillo a marrén en el visible y naranja y azul a 365 nm
asociadas a un esqueleto flavonoidal, al ser rociadas con AS y calentar, se
intensificd la coloracion anterior (marron oscuro), los valores de Rf de las muestras
son diferenciables (Rfan-2: 0,32 H; 0,80 H-acet; 0,74 ; 0,24 F-H) (Figura 39),
observandose dos manchas para la muestra F-H (0,74 ; 0,24), la de menor Rf con
valor similar a la hesperidina (0,32), la otra mancha de la muestra un Rf cercano a la
hesperidina acetilada (0,80), presentando menos polaridad con respecto a las

primeras.

GISSECACer -F-H HegH-Acet F-H H H-Acet F-H

Visible 365 nm 254 nm Visible despues

calentar con AS
Figura 39. Cromatografia de capa fina (SeO,) realizada a las muestras de hesperidina (H),
hesperidina acetilada (H-Acet) y flavona de hesperidina (F-H), utilizando el sistema de solvente AN2:
AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/vl/v) y como sistema de deteccién a) visible; b) 365 nm; c) 254 nm
d) AS, 365 nm con calor.
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Se realizé un CCF con la hesperetina (Hp) obtenida y la muestra flavona de
hesperidina (F-H) en (Se0.,), se observa que ambas presentan un valor similar de
Rf 0,78 Hp y 0,75; 0,63 F-H, revelando que presentan polaridades similares y aun
contintia con impurezas (Figura 40).

g ——

) wr (=S OSSR | b e -
LW L T =
Ly AT s et iA
.. Visible después calentar
Visible 365 nm 254 nm con AS

Figura 40. Cromatografia de capa fina realizada a las muestras de hesperetina (Hp) y flavona de
hesperidina (F-H), utilizando el sistema de solvente AN2: AcOEt-MeOH-H,0O (100:13,5:10; v/viv) y
como sistema de deteccion a) visible; b) 365 nm; c¢) 254 nm d) AS, 365 nm con calor.

El espectro UV de flavona de hesperidina (F-H) muestra dos bandas de
absorcién a 253, 270 nm (banda Il) y en 344 nm (banda |), estas son caracteristicas
para las flavonas. Los picos observados en la banda I, son indicativos de aumento
de la oxigenacion en el anillo B de la flavona, originando uno o dos picos,
designados como Il ay Il b, siendo el de mayor longitud de onda el pico Il a, este
Gltimo puede observarse como un pico menor (“shoulder”) entre 250 — 275 nm 2
(Figura 41).
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Figura 41. Espectro U.V de la flavona de hesperidina (F-H) en eluente.

La muestra flavona de hesperidina (F-H) obtenida por el primer
procedimiento (NBS) se aplico el esquema de separacion (esquema 8), en donde
las fracciones solubles se hallaron la aglicona (flavona de hesperetina), y el residuo

2 se hall6 la flavona de hesperidina aun con impurezas.

F-H (NBS) 361,9 mg
i Lavados con EtOH (3 x 7 ml)/T amb

Residuo 1
Lavados con EtOH (4 x 3 ml)/ A

Fraccion soluble 1
(Aglicona de flavona)
Pfexp 238-240 °C
Fraccion soluble 2 Residuo 2
(Aglicona de flavona) (Flavona H)
Pfexp 270-273 °C

Esquema 8. Separacion de la muestra flavona de hesperidina F-H (NBS).
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En el andlisis por CCF, para las fracciones solubles (Fs) 1y 2 y el residuo (R)
2, se observan, que la Fsl presenta una mancha con Rf: 0,94, en cambio la Fs2
presenta una mancha con Rf: 0,94 y una ligera impureza con Rf: 0,32 aproximado y
el R2 muestra tres manchas cada una con Rf: 0,94; 0,71 y 0,32. (Figura 42). Para

realizar la espectrometria RMN-'H y *3C se toman la Fs1 (Aglicona de flavona) v el
R2 (Flavona H).

c)
0,32
i A |
Fsl Fs2 R2
—————

Figura 42. Cromatografia de capa fina realizada a las fracciones solubles 1 y 2 y residuo 2, utilizando
el sistema de solvente AN2: AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v/v) y como sistema de deteccién a)
254 nm, b) 365 nm; c) lodo I, visible, d) 254 nm.

La fraccién de la flavona de hesperetina (diosmetina) evaluada por RMN-H
fue analizada en CD3;OD (Espectros 19 y 20), observandose las siguientes sefiales
en la regiébn aromatica, un doblete de doblete en 7,51 ppm con una constante de
acoplamiento (J= 8,0; 2,0 Hz), que integra para un protén asignado al H-6,
seguidamente en 7,39 ppm se observa un doblete con constante de acoplamiento
de J= 2,2 Hz, asociado a un proton H-2', en 7,09 ppm se muestra un doblete (J=
8,4Hz) asignado al proton H-5'. De acuerdo con los datos reportados en la literatura,
los singletes centrados en 6,58; 6,44 y 6,20 ppm corresponden a los protones H-3,
H-8 y H-6, respectivamente, en la flavona de hesperetina (diosmetina).’®® En 3,94
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ppm se observa un singlete asociado al grupo metoxi (4'-OMe) del anillo B de la

flavona.

El uso de RMN-'3C (Espectro 21) mostro las sefiales a 118,71; 112,66;
111,45; 103,23; 98,95 y 93,79 ppm caracteristicas de carbonos en sistemas
aromaticos y asignados a los C-6’, C-5, C-2', C-3, C-6 y C-8 respectivamente,
reportados en literatura ®*. También se observa la sefial del grupo metoxi del anillo
B de la flavona a 55,20 ppm.

La segunda fraccion (residuo 2) de la flavona glicosilada (diosmina) se
disolvi6 en DMSO-dé y analizé con espectrometria RMN-'H (Espectros 22 - 25), el
Espectro 22 se observan los siguientes desplazamientos quimicos, a 12,03 ppm
caracteristica del OH (C-5) en ndcleos flavonoidales, el cual forma puente de
hidrogeno intramolecular con el carbonilo en C-4, un singlete a 9,47 ppm asignado a
un protédn hidroxifendlico presente en C-3'. El Espectro 23, muestra sefales en la
region aromatica, observandose a 7,59 ppm un doblete de dobletes con constante
de acoplamiento J= 8,6 y 1,6 Hz, asignado a un proton H-6’, a 7,45 ppm un doblete
con constante J= 1,6 Hz asociado al proton H-2', a 7,15 ppm un doblete con
constante J= 8,9 Hz asignado al proton H-5', todos pertenecientes al anillo B de la
flavona. A 6,83 ppm un singlete asignado al protén H-3 ubicado en el anillo C de la
flavona. Los desplazamientos quimicos a 6,77 y 6,46 ppm vistas como dobletes e
igual constante de acoplamiento J= 1,6 Hz, asociados a los protones H-8 y H-6,
respectivamente, pertenecientes al anillo A de la flavona. En el Espectro 24, se
detectan las sefiales del protdbn anomérico de la glucosa a 5,09 ppm como un
doblete con constante acoplamiento J= 7,0 Hz, y el protdn anomérico de la ramnosa
a 4,54 ppm como un doblete muy fino. En 3,85 ppm se observa un singlete
asociado a los protones (3H) del grupo metoxi (O-Me-4’), el resto de sefiales
pertenecen a protones glicosidicos de la flavona de hesperedina. El Espectro 25 se
observa la sefial a 1,06 ppm, de un doblete perteneciente a los protones (3H) de la

ramnosa.
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La espectrometria de RMN-"3C (Espectro 25) aplicada a la muestra revel las
siguientes sefiales a 182,50 ppm caracteristica de un grupo carbonilo en C-4, en la
regiéon de aromaticos con un sustituyente, las sefiales observadas a 164,80; 163,56;
161,80; 157,55; 151,93 y 147,41 ppm fueron asignados a los carbonos C-2, C-7, C-
5, C-9, C-4" y C-3, respectivamente. Continuando con las sefiales a 123,54;
119,52; 113,78; 112,93; 106,07; 104,45; 101,12; 100,59; 100,22 y 95,42 ppm,
asociados a los carbonos C-1', C-6', C-2', C-5, C-10, C-3, C-1", C-6, C-1", C-8.
Estos presentan el efecto orto y para de los sustituyentes. La fraccion glicosidica de
la muestra se observa en los desplazamientos a 76,86; 76,20; 73,69; 72,64; 71,33;
70,91; 70,17; 68,91; 66,66; 56,38 y 18,36 ppm, asignadas a C-3", C-5", C-2", C-4",
Cc-47, C-2”, C-37, C-5", C-6", C-4" (O-Me) y C-6" (ramnosa). En el Espectro 26
(DEPT-135), se observan las sefales de la fraccion glicosidicas y la perteneciente

al carbono metilénico de la glucosa (CHy).
En la tabla 12, se puede observar la asignacion de las sefales detectadas en RMN-

'H y RMN-*C para la muestra flavona de hesperidina (F-H) (diosmina) y

correspondiente aglicona (flavona de hesperetina F-Hp- diosmetina).
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de H y B¢ para la flavona de hesperidina FH (diosmina) (270
MHz, DMSO-dg) y flavona de hesperetina F-Hp (diosmetina) (270 MHz, CD3;0D).

Flavona de hesperidina (Diosmina)

Flavona de hesperetina (Diosmetina)

H/C

© 00 NO Ol WD

4'-OMe
17
2
3”
47
5"
6"
17
o
3
4"
5
6"

dx (Ppm)

6,83 (s) (H)

6,46 (d) (H)

6,77 (d) (H)

7,45 (d) (H)

7,15 (d) (H)
7,59 (dd) (H)
3,82 (s) (3H)
5,00 (d) (H)

4,54 (d) (H)

1,06 (s) (3H)

J (Hz2)

8,6/1,6

7,0

dc (ppm)
164,80

104,45
182,50
161,80
100,59
163,56
95,42
157,55
106,07
123,54
113,78
147,41
151,93
112,93
119,52
56,38
100,22
73,69
76,86
71,33
76,20
66,66 2
101,12
70,91
70,17
72,64
68,91
18,38

DEPT
C
CH
C

C
CH
C
CH
C

C

C
CH
C

C
CH
CH
CHs
CH
CH
CH
CH
CH
CH,
CH
CH
CH
CH
CH
CHs

dx (Ppm)

6,58 (s) (H)

6,20 (d) (H)

6,42 (d) (H)

7,39(d) (H)

7,07(d) (H)
7,49(d) (H)

3,97 (s) (3H)

J (Hz2)

1,9

1,9

2,2

8,4
8,6/2,2

dc (ppm)
112,63
103,19
161,91
98,94
164,97
93,78
158,15
103,55
123,79
112,63
146,95
151,32
111,44
118,69
55,19

DEPT

CH

CH

CH

CH

CH
CH
CHs

a) Sefial con fase negativa (1) en el espectro DEPT 135° (Espectro 26), desplazamiento quimico

reportado en DMSO-dg 39,7 ppm (RMN-BC) y 2,5 ppm (RMN-lH); desplazamiento quimico reportado
en CD;OD 49 ppm (RMN-"3C) y 4.8; 3,1 ppm (RMN-"H).
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8.9 Sintesis de la Flavona de Naringina (F-N): 7-[[2-O- (6-deoxi-a-L-
mannopiranosil)-B-D-glucopiranosilloxi]-5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-benzopirano-
4-ona.

F-N
Co7H30014: 578,52 g/mol
Pfexp: 188-192 °C
Rend: 34 %

CAS: 17306-46-6

De acuerdo al procedimiento descrito (pags. 37 y 38), se utilizé naringina acetilada
(2,5 mmol; 1eq), la cual se disolvi6 en CHCI3, se agregd NBS (0,6345g; 3,6 mmoaol;
1,4 eq), Cs H5CO),0, (0,0631g; 0,26 mmol; 0,1 eq), a temperatura de reflujo (60°C)
por 4 horas, el residuo viscoso fue disuelto en EtOH y basificado con una solucién
acuosa de NaOH al 15%, la cual fue calentada a ebullicibn por 5 minutos y
neutralizada con H,SO4c), el precipitado obtenido fue lavado con una mezcla H,O-
EtOH (1:1, v/v), obteniéndose 499,2 mg (34%), Pfey, 188-192°C, (Pfrep 198-200
°C) 8l | a muestra F-N fue evaluada por HPLC, obteniendo un porcentaje de

pureza > 91% (Figura 43).
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Figura 43. Determinacién del porcentaje de pureza para la flavona de naringina (F-N). a)
cromatograma HPLC de la F-N utilizando Sistema de elucién, deteccion a 330 nm; b) espectro de UV
en eluente del Sistema.
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Resultados Sintéticos-Discusion

La CCF aplicada a la muestra obtenida flavona de naringina (F-N) frente al material
de partida flavanona naringina (N) y la naringina acetilada (N acetilada), en el
sistema de solvente AN-2 (AcOEt-MeOH-H,0 ; 100:13,5:10; v/v/v)) revela manchas
de color amarillo a marrén en el visible y naranja y azul a 365 nm asociadas a un
esqueleto flavonoidal. A 254 nm se observa que el producto obtenido (F-N) esta sin
restos de material precursor (N y N acetilada), al ser rociadas con AS y calentar se
intensifico la coloracion anterior (marrén oscuro), para las muestras, los valores de
Rf de las muestras son diferenciables (Rfan-2: 0,53 N; 0,85 (mpureza de n); 0,96 N-acet;
0,53 F-N) (Figura 44).

T s < B
)

N N-acet F-N N N-acet F-N | N N-acet F-N N N-acet F-N

- Visible después calentar
Visible 365 nm 254 nm con AS

Figura 44. Cromatografia de capa fina realizada a las muestras de naringina (N), naringina acetilada
(N-aceti) y flavona de naringina (F-N), utilizando el sistema de solvente AN2: AcOEt-MeOH-H,0
(100:13,5:10; v/viv) y como sistema de deteccion a) visible; b) 365 nm; c) 254 nm d) AS, 365 nm con
calor.

Al observar la CCF se observa que las manchas de naringina (N) y flavona de
naringina (F-N) tienen un Rf similar, esto sugiere que ambas comparten una
estructura comuan y la diferencia es el doble enlace de los C, y C;3 del anillo C del
flavonoide.
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El espectro UV de flavona de naringina (F-N) evidencia, dos bandas de absorcion a
224, 266 nm (banda Il) y otra en 339 nm (banda 1), caracteristicas para las flavonas.
La primera es debida al anillo A y la segunda asociada al anillo B en conjugacién

con el anillo C.

La falta de picos en la banda Il, es indicativo de una o ninguna oxigenacion en el
anillo B de la flavona, a diferencia de la flavona de hesperidina (F-H), la cual
presenta en el anillo B, las posiciones C3' y C4 con grupos -OH y -OMe

respectivamente, mientras que la flavona de naringina presenta en C4’ un grupo -

oH P8 (Figura 45).
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Figura 45. Espectro U.V de la flavona de naringina F-N (- - - -) y la naringina N (—) en eluente.

La muestra flavona de naringina (F-N) fue analizada por RMN-'H (Espectros
27 y 28), tomado en DMSO-46, Observandose las siguientes sefiales: dos dobletes
centrados en 7,93 y 6,94 ppm (zona de aromaticos), que integran para dos protones
cada uno, los cuales estan en posicidbn orto- entre si, cuyas constantes de
acoplamiento fueron de J= 8,7 Hz, los cuales fueron asignados a los protones H-2',
H-6', H-3' y H-5 del anillo B. Asimismo, se observan dos dobletes con

desplazamientos quimicos centrados en 6,81 y 6,78 ppm, asignados a los protones
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Resultados Sintéticos-Discusion

H-8 (anillo A) y H-3 (anillo C) de la estructura F-N; el singlete centrado en 6,35 ppm
corresponde al protén H-6 (anillo A), el cual deberia mostrarse como un doblete,
con una constante de acoplamiento meta (1 a 3 Hz) en relacién al H-8. Otra sefal
importante es la correspondiente a la ramnosa (CH3-6""), la cual se observa a 1,20
ppm, con multiplicidad de doblete y constante de acoplamiento de 6,2 Hz. El resto
de la sefales desde 4,5 ppm hasta 3,1 ppm, pertenece a fraccion glicosidica de la
estructura F-N, siendo la sefial con desplazamiento 6,08 ppm, para el proton

anomérico de la glucosa H.1".

La informacion espectroscépica RMN-'H del compuesto flavona de naringina

(F-N) se asignaron segun la tabla 13.

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de protones para la flavona de naringina F-N (270 MHz,

DMSO-dg). Constante de acoplamiento en paréntesis (J en Hz).

H Oy (ppm) J (Hz)
3 6,78 (H,d) -

6 6,35 (H, d) -

8 6,81 (H, d) -

X

2 7,93 (2H,d) 8,7
3 6,94 (2H,d) 8,7
5 6,94 (2H,d) 8.7
6’ 7,93 (2H,d) 8,7
1" 6,08 (H, d) 4,2
2" 3,33 -
3" 3,21 6,0
4" 3,19 -
5" nd -
6" 3,64 (H, s) -

1 5,18(H, d) 7,0
2" 3,19 6,0
3" nd -

4 nd -
5 5,11 (H, d) -
6™ 1,20 (3H,d) 6,2

Desplazamiento quimico reportado en DMSO-dg 39,7 ppm (RMN-13C) y 2,5 ppm (RMN-lH).
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8.10 Sintesis de la Aurona y Flavonol de Hesperidina y Naringina.

De acuerdo al procedimiento descrito (pag 34), para la obtencion de flavonol, se
disolvié chalcona de naringina y hesperidina (CH-N/H) (1eq) en una mezcla fria de
NaOH 16% y MeOH (40mL), luego se agrego a una solucion acuosa de H,O, al 15
% (5.3 mL) y se enfri6 a 0°C durante 12 horas. Se repitié tres veces (03) cada

reaccion pero no se observo la formacion de ningun precipitado.
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9 Resultados Biolégicos: Discusion.

Se evaluo el efecto inhibitorio de los compuestos sintetizados, sobre la
enzima glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa). La determinacién del ICsy, se realizd con
los compuestos que presentaron un efecto inhibitorio mayor sobre la enzima G-6-
Pasa que el control positivo Floricina ®® en microsomas intactos, este efecto es
indicativo que la interaccion es sobre los transportadores (T) del sistema G-6-Pasa

sin ser afectada la subunidad catalitica (SUC) (Tabla. 14).

Tabla 14. Inhibicion de la G-6-Pasa y determinacioén del ICs, de los compuestos sintetizados.

Microsomas intactos Microsomas rotos

Muestra Act® DE” SEM® p° 0/("0/'0;‘? ICso (M)’ Act® DE” SEM® p° 0/("0/'0;'?
Control 4,92 1,28 0,64 - - - 6,60 0,76 0,38 - -
H (1) 2,80 0,86 0,43 0,033 43 302+45° 493 0,60 0,30 0,014 25
N (2) 3,49 047 0,23 0,082 29 inactivo 534 1,27 0,64 0,141 19
Hp (3) 208 09 048 0,012 58 280 + 13° 4,89 1,54 0,77 0,094 26
Ng (4) 2,39 054 0,27 0,011 51 233+8° 450 1,03 0,52 0,017 32
CH-N(5) 2,81 1,09 0,54 0,046 43 209 + 359 5,37 1,81 0,90 0,057 19
Fa-4N (6) 2,71 0,94 0,47 0,032 45 144 + 4° 519 1,21 0,61 0,097 21
FN (7) 260 1,02 0,51 0,030 47 189 + 27° 525 1,15 0,58 0,099 20
Floricina 466 + 19"

Los ensayos sobre la G-6-Pasa fueron realizados usando G-6-P (5 mM) como sustrato en
microsomas intactos (sin histonas) y rotos (con histonas) en ausencia (control) o presencia de los
compuestos sintetizados (1-7; 200 uM) o floricina (50 uM). Las medidas fueron determinadas por
triplicado. a) La actividad es expresada en pmolesPOf"/h/mg proteina. b) Desviacién estandar de la
actividad. c) Desviacion estandar media de la actividad. d) significancia estadistica. €) Porcentaje de
inhibicién obtenido por comparacion respecto del control. f) El ICsq fue calculado con el software
ED50v1.0 (Vargas 2000) usando los ensayos sobre la G-6-Pasa en microsomas intactos con G-6-P
(1 mM) en presencia de concentraciones crecientes de los compuestos sintetizados. g) Desviacion
estandar de la media del ICsqo. h) Estrada y col., 2005.



Resultados Bioldgicos-Discusion

El posible efecto sobre la glucosa-6-fosfatasa, puede evaluarse sobre alguno
de sus componentes (transportadores T1, T2 y T3) en microsomas intactos o sobre

la subunidad catalitica (SUC) en microsomas rotos.

Los resultados de la inhibicion de la enzima G-6-Pasa, por los compuestos
obtenidos en las sintesis realizadas en los microsomas intactos como rotos, indica
gue estos poseen una actividad sobre el sistema G-6-Pasa, especificamente sobre
el transportador T1, el cual permite el traslado de la G-6-P hacia el reticulo
endoplasmatico del sistema G-6-Pasa sin afectar la subunidad catalitica. También
se observa en la Tabla 14, que el material de partida de las sintesis realizadas,
hesperidina y naringina, presentan menor porcentaje de inhibicion en los
microsomas intactos, que los productos de la sintesis, revelando que las

transformaciones quimicas efectuadas incrementaron la inhibicion.

El efecto de modificar el anillo C (chalcona y flavona), permitiendo mayor
interaccion (conjugacion) con los anillos A y B, incrementa el porcentaje de

inhibicidn en los microsomas intactos en relacion al material de partida.

Los productos de las sintesis de la flavanona naringina, presentaron mayor
efecto sobre el ICso, que el material de partida, el cual fue inactivo. Este efecto, fue
menor para la flavanona de la hesperidina. Un resultado interesante es el obtenido
con las agliconas de las flavanonas que muestran, el mayor efecto sobre el ICsp y
sobre el porcentaje de inhibicidn en microsomas intactos y rotos, en comparacion

con sus productos de partida y otros productos obtenidos.
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10 Conclusiones

Se obtuvo la chalcona de naringina (Pfex 180-182°C, Rend: 40,2 %), la flavona de
naringina (Pfexy 188-192°C, Rend 34 %) y la naringenina (Pfey, 244-249°C, Rend:
76-86 %) partiendo de la naringina.

Se obtuvo la hesperetina (Pfeyy, 226-228°C, Rend: 48-97 %) partiendo de la
hesperidina.

Se obtuvo el producto de degradacion floracetofenona 4”-f3-neohesperidosido (Pfexp
160-164°C, Rend: 34 %) partiendo de la chalcona de naringina.

Se obtuvo la flavona de hesperidina (Pfey, 270-273°C Rend: 38,5 %) y la flavona de
hesperetina (Pfexp, 238-240 °C).

Todos los productos obtenidos de las sintesis realizadas presentaron actividad
biologica sobre el transportador T1 en los microsomas intactos.

Las transformaciones quimicas realizadas a las flavanonas de hesperidina y
naringina aumentaron el porcentaje de inhibicion en los microsomas intactos en
comparacion con el material de partida.

Las modificaciones realizadas en el anillo C de la flavanona naringina, incrementan
en un 43 % para la chalcona y un 47% para la flavona, el porcentaje de inhibicion en
los microsomas intactos en relacion al material de partida la naringina con un 29%.
El ICso obtenido para la naringenina (Ng) es de 233 uM, la chalcona de naringina
(CH-N) de 209 uM, la floracetofenona-4-B-neohesperidosido (Fa-4n) con 144 uMy
la flavona de naringina (F-N) con un 189 pM, es mayor que el material de partida
naringina (inactivo).

Las agliconas de flavanonas (Hp y Ng) presentan mayor ICso (280 uM y 233 pM)
gue el resto de productos obtenidos.



Conclusiones

11 Recomendaciones

e Realizar la hidrogenacion catalitica sobre la chalcona de naringina y

hesperidina para la obtencion de las dihidrochalconas respectivas.

e Realizar la oxidaciéon de las flavanonas hesperidina y naringina para la
obtencion de isoflavonas.

e Evaluar la actividad inhibitoria sobre el sistema glucosa-6-fosfatasa de los
productos sintéticos obtenidos de las reacciones de reduccion y oxidacion.

e Evaluar la inhibicion de la absorcién intestinal de la glucosa de los productos
obtenidos.
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Espectro 1. RMN-'H de la Hesperetina (Hp).
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Espectro 2. RMN-'H de la Hesperetina (Hp). Ampliacion
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Espectro 3. RMN-"°C de la Hesperetina (Hp).
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Espectro 4. RMN-"*C-DEPT-135 de la Hesperetina (Hp).
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Espectro 5. RMN-'H de la Naringenina (Ng).
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Espectro 6. RMN-'H de la Naringenina (Ng). Ampliacion.
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Espectro 7. RMN-"°C de la Naringenina (Ng).
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Espectro 8. RMN-"*C-DEPT-135 de la Naringenina (Ng).
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Espectro 9. IR de la Chalcona de naringina (CH-N).
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Espectro 10. RMN-'H de la Chalcona de naringina (CH-N).
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Espectro 11. RMN-'H de la Chalcona de naringina (CH-N). Ampliacion.
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Espectro 12 RMN-*°C de la Chalcona de naringina (CH-N).
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Espectro 13. RMN-"*C-DEPT-135 de la Chalcona de naringina (CH-N).
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Espectro 14. RMN-'H de la Floracetofenona-4’-neohesperidosido (Fa4n).
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Espectro 15. RMN-' H de la Floracetofenona-4’-neohesperidosido (Fa4n) (integracion).
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Espectro 16. RMN-'H de la Floracetofenona-4'-neohesperidosido (Fa4n). (Ampliacion).
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Espectro 17. RMN-"°C de la Floracetofenona-4'-neohesperidosido (Fa4n).
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Espectro 18. RMN-**C-DEPT-135 de la Floracetofenona-4’-neohesperidosido (Fa4n).
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Espectro 19. RMN-'H de la Flavona de Hesperetina (Diosmetina) (F-Hp).
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Espectro 20. RMN-'H de la Flavona de Hesperetina (Diosmetina) (F-Hp).
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Espectro 21. RMN-"°C de la Flavona de Hesperetina (Diosmetina) (F-Hp).
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Espectro 22. RMN-'H de la Flavona de Hesperidina (Diosmina) (F-H).
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Espectro 23. RMN-'H de la Flavona de Hesperidina (Diosmina) (F-H).
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Espectro 24. RMN-'H de la Flavona de Hesperidina (Diosmina) (F-H).
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Espectro 25. RMN-*°C de la Flavona de Hesperidina (Diosmina) (F-H).
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Espectro 26. RMN-"C-DEPT-135 de la Flavona de Hesperidina (Diosmina) (F-H).
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Espectro 27. RMN-'H de la Flavona de naringina (F-N).
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Espectro 28. RMN-'H de la Flavona de naringina (F-N). (Ampliacion).
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