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RESUMEN.

El género Hypericum es una planta productora de numerosos metabolitos
secundarios de interés para el ser humano. Dicho interés se debe fundamentalmente a la
elevada actividad bioldgica de estos metabolitos secundarios. Uno de los compuesto que
mayor interés merecen son los flavonoides, una gran familia de sustancias polifenolicas,
de las que hemos aislado la quercetina y sus derivados acetilados quercetina, 3-acetil,
quercetina, 3'4'-diacetil, quercetina, 3,3'.4'-triacetil y quercetina, 3,5,7,3',4'-
pentaacetil, a partir del estudio fitoquimico del endemismo canario Hypericum
coadunatum Chr. Sm. ex Link. Asimismo, se estudiaron las posibles actividades
bioldgicas de este compuesto. Dichas sustancias tienen efecto positivo en el sistema
cardiovascular, actian también como sustancias antitumorales, antiinflamatorias,
antiviricas, y antibacteriales. Dichas propiedades vienen en gran médica por la
capacidad antioxidante de estas sustancias. Para el aislamiento de estos compuestos se
usaron técnicas como cromatografias en capa fina, cromatografias de exclusion
molecular y cromatografias liquidas de alta precision, asi como técnicas
espectrometricas como infarrojo, resonancia magnética nuclear y espectometria de
masas. Ademas se calcularon los distintos puntos de fusion de los distintos compuestos.

Palabras clave: Flavonoides, quercetina, anticarcinogénico, antioxidante,

ABSTRACT.

The Hypericum genre is a plant producer of many secondary metabolites of interest for
the human being.That interest comes from the high biological activity of these
metabolites. One of the compounds that deserves major interest are the flavonoids, a big
family of polyphenolic substances of that we have isolated the quericitina and its
derivates quercetin, 3-acetil, quercetin, 3',4'-diacetil, quercetin, 3,3',4'-triacetil and
quercetin, 3,5,7,3',4'-pentaacetil, based on the study phytochemic of the canary
endemism Hypericum coadunatum Chr. Sm. ex Link In the same way, the posible
biologican activities of that compound were studied. These substances have positive
impact on the cardiovascular system, and act like antiumoral substances
Antinflammatory, antiviral, and antibacterials. Taht ptoperties comes from the
antioxidant capacity of these substances. Fort he isolation of these compounds there
were used techniques like chromatographies on thin-layer, chromatographies of
molecular exclusion and chromatography of high resolution liquids, as spectrometic
techniques like infrarred, nuclear magnetic resonance and spectrometric of masses. In
addition, there were calculated the different points of merger of the different
compounds.

Keys Word: flavonoids, quercetin, antioxidants, anticarcinogenic.



ABREVIATURAS.

ADN Acido desoxirribonucleico

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

APG Angiosperm Phylogeny Group

ARN Acido ribonucleico

CcC Cromatografia en columna

CCF Cromatografia en capa fina

CVDs Afecciones cardiovasculares

d.C Después de Cristo.

DMSO Dimetilsulféxido

GMPc Guanosin monofosfato ciclico

HDL Lipoproteina de alta densidad

HL-60 Human promyelocytic leukemia cells
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
Hz Hertzios

IR Infarrojo

LDL Lipoproteinas de baja densidad

MTT Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
oD Densidad Optica

PKC Protein kinase C

PM Peso Molecular

ppm Partes por millon

PUFAs Acidos grasos poliinsaturados

Rf Relacién de frentes

RMN Resonancia magnética nuclear

ROS Especies reactivas de oxigeno

SDS Dodecilsulfato sodico

TMS Tetrametilsilano

uv Ultravioleta



INTRODUCCION

Todas las células vegetales realizan una serie de procesos metabdlicos comunes
que desembocan en la formacion de compuestos, tales como los azucares, aminoacidos,
nucleotidos, acidos grasos y polimeros derivados de ellos. Estos resultan esenciales para
la vida de la planta y el conjunto de procesos por los cuales se forman, recibe el nombre
de metabolismo primario. Ademas de estos sucesos comunes, en las plantas también se
dan una serie de procesos especificos de ciertos grupos taxondémicos. Estas rutas reciben
el nombre de metabolismo secundario y sus productos se denominan metabolitos
secundarios. La biosintesis de estos compuestos suele estar restringida a fases
especificas del desarrollo o0 a periodos de estrés causados por diversos factores, como la

deficiencia de nutrientes, factores ambientales adversos, o el ataque de patdgenos.

Desde el comienzo de la especie humana, las plantas han desempefiado un papel
primordial en nuestra supervivencia. Ya no solo como fuente principal de alimento o de
oxigeno, necesario para la vida de la mayoria de los seres vivos, sino también como
importantes productoras de principios activos de los que los seres humanos nos hemos
beneficiado desde épocas antiguas. El uso de las plantas con fines medicinales se
remonta a culturas muy antiguas, como la sumeria o la china, y en muchos casos
constituian el unico medio para tratar las distintas afecciones que sufriamos. Mencion
especial merece Galeno de Pérgamo (129-200 d.C), uno de los mas famosos médicos de
la antigua cultura griega, quien recopilo en una serie de volumenes informacion valiosa
sobre muchas plantas y su uso a la hora de tratar diversas enfermedades, dando su
nombre a todo un sistema de medicina. Mas adelante, durante la Edad Media, podemos
destacar los estudios realizados en el mundo isldmico, los cuales influyeron

notablemente en el uso de las plantas medicinales, creando las primeras boticas.

Ya en épocas modernas, el gran avance lo constituyé el farmacéutico aleman
Sertiimer, quien aislé el primer principio activo obtenido puro, la morfina, en 1805. El,
tras una serie de 57 experimentos, fue capaz de cristalizar un alcaloide de la resina
secretada por Papaver somniferum. Este hecho revoluciond el mundo de la quimica
moderna y abrid el camino para el aislamiento de una gran cantidad de productos

naturales, como la quinina, la cafeina, la nicotina... y asi, hasta llegar al gran nimero de



productos conocidos en la actualidad. Esto provocd un gran avance en la quimica y

sobretodo en la quimica organica.

Por altimo, en el siglo XX se produjeron humerosos avances técnicos tales como
el desarrollo de la mecanica cuantica, y de las distintas técnicas espectrometricas, entre
las que se encuentra la resonancia magnética nuclear. Esto permitio la industrializacion
de la quimica y, con ello, un gran avance de la biologia, puesto que ambas ciencias

estan profundamente interconectadas y relacionadas.

Actualmente, nos encontramos en un momento de blsqueda activa de nuevos
compuestos bioactivos de origen natural, con un efecto beneficioso para nosotros y una
aplicacion potencial que no solo se centra en el campo de la salud, sino también en la
industria y en el campo agroalimentario, destacando, por ejemplo, el uso de sustancias
polifenolicas para evitar o retrasar la oxidacion de ciertos compuestos presentes en los

alimentos que, por su estructura quimica, resultan facilmente degradables.

Desde el punto de vista quimico, los fenoles se definen como sustancias que
poseen un anillo aroméatico con uno 0 mas grupos hidroxilo, incluyendo sus derivados
funcionales. Los fenoles se dividen en tres grupos fundamentales, polifenoles, &cidos
fenolicos y flavonoides. En este trabajo nos centraremos fundamentalmente en este
ultimo grupo, los cuales, por su significativo efecto antioxidante, tienen una gran

importancia hoy en dia.

Los flavonoides fueron descubiertos en 1920 por Albert von Szent-Gydrgyi, un
medico sueco que trabajo extensamente en el aislamiento de la vitamina C. Szent-
Gyorgyi desarroll6 un método para aislar la vitamina C, en forma cristalina, a partir de
los pimientos rojos. Sin embargo, su descubrimiento de los flavonoides ocurri6 casi de
manera casual. Gyorgyi tenia por aquella época un amigo que sufria una grave diabetes
hemorragica, la cual se producia por un aumento en la fragilidad de la pared de los
capilares. Gyorgyi recomendd a este amigo el consumo de pimientos rojos, excelente
fuente de vitamina C. A pesar de que Gyorgyi ya habia logrado aislar la vitamina C
pura, esta aln no se encontraba en cantidades lo suficientemente altas como para que la
enfermedad de su amigo se tratara con este compuesto exclusivamente. Como era de

esperar para Gyorgyi, el tratamiento de su amigo resulté todo un éxito, sin embargo, la



sorpresa fue mayuscula cuando intenté emular, mas adelante, este efecto terapéutico
utilizando vitamina C aislada y no tuvo éxito. Por lo tanto Gyoérgyi lleg6 a la conclusion
de que debia haber otro compuesto responsable de la mejoria de su amigo. En
experimentos posteriores él demostrd que la sustancia responsable del efecto terapéutico
era un compuesto de naturaleza polifendlica, la cual pertenecia a un gran grupo de
colorantes vegetales amarillos, los cuales incluian las flavonas, los flavonoles y las
flavononas. A partir de este punto, sus estudios se centraron en demostrar la actividad
bioldgica de estos compuestos y dejaron claro que eran un grupo potencialmente
prometedor con efectos terapéuticos sobre la salud. Denomind a los polifenoles como
vitamina P estos estudios junto al de la vitamina C le llevo a obtener el premio Nobel en
1937.

Muchos estudios han demostrado la importancia de las plantas como una fuente
de antioxidantes (El Abed et al.,, 2014). Una de estas sustancias, derivadas del
metabolismo secundario, son los flavonoides. Estos son compuestos antioxidantes de
tipo polifendlico, ampliamente distribuidos en la naturaleza, constituyendo
fundamentalmente pigmentos de color amarillento, de los que se han detectado,
aproximadamente, 4000 estructuras diferentes (Heim et al.,, 2002), siendo los
polifenoles méas abundantes de la dieta (Scalbert & Williamson, 2000).

La mayoria de estos metabolitos secundarios derivan del acetil-CoA, del acido
sikimico o del acido mevaldnico, sustancias precursoras de las tres rutas de biosintesis

fundamentales.

El sikimato, derivado de los carbohidratos, es el compuesto clave en la
formacion de compuestos aromaticos, tales como los compuestos fenélicos como los
fenoles simples, los taninos, los acidos fendlicos, los lignanos etc. El grupo acetado del
acetil-CoA da lugar por condensacion a los poliacetatos, los cuales, a su vez, originan
acidos grasos por reduccion y antraquinonas por ciclacion. El acido mevalénico da
lugar a terpenos y esteroides. Los flavonoides derivan de una biogénesis mixta, en su
sintesis se combinan derivados del sikimato y del acetato. Esto incrementa la diversidad
estructural de estos compuestos. Por otro lado, hay que tener en cuenta que los
flavonoides muchas veces tienen unida una o varias unidades de azlcar, formando

heterésidos.
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Figura 1. Principales rutas de biosintesis de los metabolitos secundarios.

Los flavonoides son compuestos naturales de bajo peso molecular (PM), los
cuales comparten un esqueleto comdn de difenilpiranos (C6-C3-C6), constituidos por
dos anillos aromaticos (A y B) ligados por una cadena alifatica de tres carbonos, la cual
se puede combinar con un oxigeno y dos carbonos del anillo A, para formar un tercer

anillo, denominado anillo C, de tipo pirano, o en menor medida de tipo furano.

@)

Figura 2. Estructura bésica de los flavonoides con la numeracién correcta de sus &tomos de carbono.

En las plantas, los flavonoides, tienen multitud de funciones incluidas la

sefializacion, la atraccion de polinizadores, la proteccion de la luz UV y de los



fitopatdgenos (Koes et al., 2005). Se ubican, principalmente, en la parte exterior de los
vegetales, flores y hojas, con excepciones, como la de los tubérculos de cebolla, que
contienen elevadas concentraciones de quercetina 4’-D-glucésidos (Martinez et al.,
2002). Estos compuestos se pueden clasificar en flavonas, flavonoles, isoflavonas,

flavanonas, flavanoles y antocianidinas.
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Figura 3. Estructuras de tipos de flavonoides.

Los flavonoides presentan un gran impacto en la salud de los humanos, con
propiedades  antiinflamatorias,  analgésicas,  antimicrobianas,  antioxidantes,
antitrombdticas, como protectores gastricos y hepaticos, cardiotonicos Yy
anticancerigenas. Considerables evidencias epidemioldgicas han indicado que una dieta
rica en flavonoides estd directamente relacionada con un descenso en enfermedades
cronicas, tales como las afecciones cardiovasculares (CVDs), la diabetes tipo II, las
enfermedades neurodegenerativas y posiblemente el cancer (Del Rio et al., 2013), ya
que actian como potentes antioxidantes. Esto se debe a que los compuestos fendlicos,
especialmente los flavonoides, tienen un poder significativo frente a los radicales libres

y frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Cevallos-Casals et al., 2006).

Por otro lado, los flavonoides no solo tienen importancia para la salud humana
cuando son consumidos directamente en la dieta. Se pueden utilizar como conservantes
de diversos alimentos tales como los productos derivados de la pesca (lglesias, 2009),

los cuales por su gran contenido en acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) tienen un



impacto beneficioso para la salud reduciendo el nivel de triglicéridos y del colesterol
asociado a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Parthasarathy et al,. 1988).
También, se han utilizado sustancias pertenecientes al grupo de los flavonoides como

plaguicidas, destacando el uso de rotenoides.

Por todo esto, resulta obvia la necesidad de efectuar una busqueda intensiva de
nuevos flavonoides, asi como de derivados de los ya descubiertos, puesto que son
sustancias de gran utilidad e importancia, sea tanto en el campo de la salud humana, o

en el de la industria agroalimentaria.

Planta a estudio. Hypericum coadunatum Chr. Sm. ex Link

El género Hypericum pertenece a la familia Hypericaceae, segun la nueva
clasificacion botanica dada por APG Il (Angiosperm Phylogeny Group, 2009)"
Actualmente, estd representado por aproximadamente 400 especies, de las cuales
encontramos 5 en canarias, siendo muchas de ellas endémicas de las islas.
Concretamente, nos encontramos poblaciones de: Hypericum canariense L.,
denominado comunmente Granadillo y representado en las islas de Gran Canaria,
Tenerife, La Palma, La Gomera y el Hierro; Hypericum grandifolium Choisy, designado
usualmente Malfurada y presente en todas las islas. Hypericum glandulosum Aiton,
conocido comunmente por el nombre de Malfurada de monte. Hypericum reflexum L.
fil. llamado Cruzadilla y presente en las islas de Tenerife, La Gomera y Gran Canaria. Y
por Gltimo, Hypericum coadunatum Chr. Sm. ex Link presente Unicamente en la isla de
Gran Canaria y con poblaciones muy escasas. (Bramwell & Bramwell, 1994). Se
denomina comdnmente como Cruzadilla de naciente (Machado & Morera, 2005).
Ademas, destacan las poblaciones introducidas de Hypericum perforatum L, planta
denominada Hierba de San Juan y utilizada con fines ornamentales.

Tanto H. glandulosum como H. grandifolium constituyen endemismos
macaronésicos. El resto de las especies son endemicas de las islas, siendo H.
coadunatum un raro endemismo insular de la isla de Gran Canaria, con poblaciones
muy raras en riscos humedos y paredes de la region central por encima de San Mateo
(1.200m) en las zonas este y oeste de la isla. Sobre todo, crece en areas de “almagres”

por ser zonas mas humedas en suelos de la asociacion Litosol y Umbrept. En su habitat



convive, frecuentemente, con plantas, tales como Adiantum capillus-veneris, Pteridium
aquilinum, la invasora Ageratina adenophora, Salix canariensis, Hedera helix subsp.
canariensis y otras especies del género Hypericum, como H. grandifolium o H.

reflexum.

La planta tiene un biotipo nanofanerdfito, de tipo arbustivo. Presenta tallos
suberectos o procumbentes. Hojas ovadas, con apice obtuso, sésiles, perfoliadas en la
base. Opuestas y decusadas, vellosas en el envés y margenes glandulares. Inflorescencia
de tipo cimoso y densa. Flores de un color amarillo palido y de un pequefio tamafio,
aproximadamente, 1cm de ancho. Fruto en cédpsula la cual puede ser a veces carnosa.
Semillas muy pequefias y en mucha cantidad, de un color marron, las cuales se

dispersan por el viento.

Es una planta monoica, alégama y florece entre agosto y septiembre. La
polinizacion es de tipo entomofilo y muy comunmente cantarofila (polinizada por

escarabajos).

Imagen 1. H. coadunatum mostrando la inflorescencia

Desde hace mucho tiempo, las plantas del género Hypericum se han utilizado
con fines medicinales, por ejemplo, en la medicina tradicional europea, el aceite
obtenido de la maceracion de esta especie se ha utilizado en el tratamiento tdpico contra
las quemaduras, por su efecto analgésico, cicatrizante y antibacteriano. Hoy en dia,
destaca el uso de estas plantas en el tratamiento contra la depresion (Muller, 2004).
También, se han encontrado evidencias que demuestran el uso potencial de estas plantas

en el tratamiento antiinflamatorio y antitumoral. Concretamente destaca el uso la



hypericina (1) y la hyperforina (2), principios activos de H. perforatum. El primero, la
hypericina, es un pigmento de color rojizo que actia como indicador de tejido tumorales
acumulandose en ellos; el segundo, la hyperforina es un compuesto antitumoral,
responsable de la mayor parte de la actividad nombrada anteriormente, este compuesto
estd formado por un esqueleto de floroglucinol con sustituciones de cadenas lipofilicas

de isopreno.
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Figura 4. Estructura quimica de la hypericina (1) e hyperforina (2).

Se ha encontrado que la hyperforina tiene una actividad antitumoral comparable
a la del paclitaxel, aunque sin presentar muchos de los efectos toxicos secundarios de
este. El paclitaxel es un alcaloide vegetal que se utiliza fundamentalmente en el
tratamiento de varios tipos de cancer, tales como el cancer de mama, de ovario, de
pulmon, de préstata o de piel, siendo uno de los quimioterdpicos que se utilizan
comunmente. Sin embargo, este compuesto presenta numerosos efectos secundarios
como un descenso en la cantidad de células sanguineas, la caida del cabello, artralgias y

mialgias, nauseas y vomitos, neuropatia periférica, entre otros.

Aunque la mayoria de los estudios sobre las plantas del género Hypericum, y en
especial sobre H. perforatum, se basen en la actividad de la hyperforina y, en menor
medida de la hypericina, se ha visto que las especies de este género son importantes
productoras de otros tipos de metabolitos secundarios, como el acido clorogénico y

diversos flavonoides tales como la quercetina (Rabanal et al, 2005).



La quercetina es un flavonoide ampliamente distribuido en diversas frutas y
verduras siendo conocida su gran actividad antioxidante y su accion terapéutica frente a

diversas patologias. (Martinez-Florez et al, 2002).

Imagen 2: Las cebollas es uno de los vegetales que posee la mayor concentracion de quercetina

OBJETIVOS.

1. El objetivo principal de este trabajo es el estudio fitoquimico de la planta H.
coadunatum.

2. Se busca aislar e identificar compuestos flavonoides que puedan resultar de

interés por su actividad bioldgica.

3. Ademas, se caracterizaran los compuestos obtenidos mediante diversas técnicas

cromatograficas y espectroscopicas.

4. También, se evaluara la posible actividad bioldgica de los compuestos aislados

en H. coadunatum.

5. Todo esto permitird el aumento en las destrezas y habilidades, asi como el
conocimiento de las técnicas necesarias para aislar y caracterizar los compuestos

activos de los organismos vegetales.



SECCION EXPERIMENTAL.

Procedimientos experimentales generales.

Los espectros obtenidos por resonancia magnética nuclear de H-RMN vy
3C-RMN fueron medidos usando un espectrémetro Bruker Advance 11 500 y Bruker
Advance 111 600. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millén
(ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hertzios (Hz). Como patrén interno se
utilizé tetrametilsilano (TMS). Los espectros de infrarrojo (IR) fueron recogidos en un
espectro polarimetro Bruker TSF-55. Las cromatografias en columna (CC) de exclusion
molecular se realizaron sobre Sephadex LH-20 Pharmacia (ref. 17-0090-01), silica gel
(Merck 2300-400 mesh). Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron utilizando
cromatofolios de silica gel de la casa Macherey-Nagel, tipo SIL G-60 de 0.20 mm de
espesor. Los cromatogramas fueron visualizados bajo luz UV a 255 y 366 nm. Estos se
revelaron rociando Oleum (80% &cido acético/4% acido sulfirico/16% agua) Yy
exponiéndolos a continuacion a calor. La cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) fueron realizadas por un sistema de bombeo JASCO Pu-980 equipado con un
detector JASCO UV-975 y con una columna Waters Kromasil Si 5mm (10 x 250 mm).

Técnicas espectroscopicas utilizadas.

La espectrometria de absorcion infrarroja junto a la espectrometria de masas y a
la resonancia magnética nuclear constituye la base para el analisis cualitativo centrado
en la identificacion de la estructura molecular de un compuesto problema, estas técnicas

se describiran brevemente a continuacion:
Espectrometria de absorcion infrarroja (IR)

Esta técnica utiliza la region del espectro electromagnético que comprende las

longitudes de onda desde los 12800 cm ™ hasta los 10 cm™. A su vez, el IR lo podemos
dividir en 3 zonas fundamentales: el IR cercano (12800-4000 cm'l), el IR medio (4000-

400 cm'l) y el IR lejano (400-10 cm‘l). La mayoria de las aplicaciones analiticas de esta

técnica se dan en el IR medio.

10



La espectrometria infrarroja implica el andlisis de los modos vibracionales y
rotaciones de torsion y flexion de los &tomos de una molécula. En la interaccion con la
radiacion infrarroja, parte de la radiacion incidente es absorbida a longitudes de onda
especifica; la multiplicidad de vibraciones que ocurren simultaneamente produce un
espectro de absorcion muy complejo que es caracteristico solamente de los grupos
funcionales que estan presentes en la molécula y de la configuracion global de esta.

El espectro infrarrojo de un compuesto es basicamente la superposicion de
bandas de absorcion de sus grupos funcionales especificos. Para el analisis cualitativo,
uno de los mejores aspectos del espectro de infrarrojos es que la absorcion en regiones
especificas de frecuencia puede correlacionarse con movimientos especificos de
estiramiento o de flexion y, en algunos casos, con la relacion de estos grupos Yy el resto
de la molécula. Cuando se interpreta el espectro, es posible establecer que grupos
funcionales estan presentes en el material y cuales estan ausentes. Esto permite utilizar
el IR como una huella dactilar y compararlo con una base de datos con espectros puros

de referencia permitiendo la identificacion de la estructura molecular.

Antes de desarrollar el IR su puede obtener mucha informacion del compuesto o
de la mezcla, la cual permitira su posterior identificacion. Esta informacion podria ser el
estado fisico, apariencia, solubilidad y punto de fusién. Una vez obtenido el IR,
generalmente, se estudia primero la regién de estiramiento del hidrdgeno, para
determinar si la muestra es alifatica, aromatica, 0 ambas opciones. A posterior, se hace
un examen de la region de frecuencias de grupo para tratar de establecer los grupos

funcionales que se encuentran presentes.
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En muchas ocasiones, la interpretacion del IR no basta para identificar
completamente la muestra problema, pero es posible deducir que tipo de compuesto se
halla presente. Una vez alcanzado este punto, como se ha dicho en anterioridad, se
compara el IR obtenido con una serie de IRs de referencia hasta encontrar un espectro

correspondiente.

SINGLE  TRIPLE  DOUBLE

2 )

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
WAVENUMBER fcm™

Figura 5. Espectro de IR con las absorciones caracteristicas de diferentes grupos funcionales.

Existen diversos fotometros comerciales, aunque, actualmente, los mas Utiles en
la identificacién de compuestos son los que incorporar un espectrometro de infrarrojos
de transformada de Fourier (FITR). Estos permiten mejorar la calidad de los espectros
asi como disminuir el tiempo necesario para obtener los datos. En la actualidad, la ULL
cuenta con un espectropolarimetro Bruker TSF-55 y es en este donde se han

desarrollado los IRs de este trabajo.

Espectrometria de masas.

Esta técnica es uno de los medios analiticos mas generalizado para obtener
informacidn cualitativa y cuantitativa acerca de la composicion atdmica y molecular de
compuestos tanto organicos como inorganicos. Un espectrometro de masas es un equipo
que produce particulas cargadas eléctricamente procedentes de la muestra original.
Ademas, este aparato es capaz de separarlos de acuerdo con su relacion de carga y

masa. El espectro de masas es un registro de los numeros relativos de los diferentes
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iones que resulta ser caracteristico para cada tipo de compuesto, incluyendo los
isomeros. En muchos casos, junto a la informacion obtenida mediante IR y resonancia

magnética nuclear permite la elucidacion estructural de los compuestos quimicos.

La ventaja de esta técnica sobre otras se encuentran en su sensibilidad y en su
especificidad para la identificacion de compuestos desconocidos o para confirmar la
presencia de un compuesto determinado en una mezcla. Esta mayor sensibilidad, viene
dada por la accion del sistema analizador asi como un filtro de carga/masa el cual
reduce las interferencias de fondo, asi como la sensibilidad de los detectores
multiplicadores de electrones que utiliza. La excelente especificidad de la técnica se
debe a los patrones de fragmentacién caracteristicos, los cuales aportan informacion
acerca del peso y de la estructura molecular.

Resonancia magnética nuclear

Esta técnica se basa en la absorcion caracteristica de energia por nucleos que
giran dentro de un potente campo magnético, después de irradiarlos con otro campo
secundario mas débil y perpendicular al primero, permitiendo identificar asi las
configuraciones atémicas en las moléculas. Los nacleos de algunos is6topos poseen un
movimiento intrinseco de giro alrededor de su eje. El giro propio (o espin) de estas
particulas genera un momento magnético a lo largo del eje del espin. Si tal nicleo se
coloca en un campo magnético externo, sus movimientos se podrian alinear a favor o en
contra de dicho campo. La aplicacién mas comdn de la resonancia magnética nuclear
(RMN), esta basada en las propiedades de los nucleos de hidrogeno. Estos ademés
sufrirdn modificaciones débiles y observadas debido al flujo de electrones en la
molécula lo que permitira responder preguntas tales como ¢qué ndcleo tenemos?, ¢cuél
es su posicion en la molécula?, ¢existen mas nucleos iguales?, ;donde estan y por qué
estdn rodeados?, etc. En consecuencia, en la investigacion dentro de la quimica
organica, la RMN es la técnica empleada con mayor asiduidad para identificar y

caracterizar moléculas.
Un Espectrometro de RMN consta basicamente de un emisor y un detector de

radiofrecuencia y de un iman. La muestra a estudio se coloca entre los dos polos de

dicho iman y es sometida a un campo de radiofrecuencia por el emisor. En este

13



momento, la muestra absorbera energia, tanto magnética como eléctrica. Cuando la
relacion entre el campo magnético y el eléctrico sea el adecuado se emitird un pulso y el

receptor registrard una sefial.

Persepha 4-6 ug, HPLC 40, C6D6, 600MHz | e
=

TR (1

[ppm]

1.0568

I]I1

Figura 6: Ejemplo de espectro de *H-RMN.

Material vegetal

El material vegetal fue recogido e identificado en julio de 2009 por el profesor
Pedro L. Pérez de Paz perteneciente al departamento de Botanica de La Universidad de
La Laguna. Se recolectaron 10 kg de material fresco constituido por sumidades y tallos
floridos o proximos a florecer en la localidad de La Culata de Tejeda en Gran Canaria,
concretamente en los acantilados sobre la carretera que discurre por esta zona, a una
altura de 1.550 m y con unas coordenadas UTM: 441544-3094925. Una parte de este

material se almacend bajo la referencia TFC: 49.191.

Aislamiento v purificacion

En este trabajo, se parte de las fracciones HyCs 16-21 (3,25g) obtenidas de la
cromatografia en Sephadex LH-20 del extracto butanolico del H. coadunatum
disponibles en el laboratorio con el fin de identificar y cuantificar los compuestos

fenolicos activos bioldgicamente.
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En primer lugar, se realizaron una serie de cromatografias en placa fina de la fraccion
objeto de estudio, para asi asegurar la presencia de compuestos fenolicos, y las
sucesivas para encontrar un disolvente que separe bien los compuestos. Observamos
que el disolvente adecuado para la elucién de la capa fina era una mezcla de acetato de
etilo/acetona/agua en las proporciones de 7: 2.5: 0.5, respectivamente. Esta
cromatografia reveld la presencia de dos compuestos mayoritarios de color anaranjado
cuando se revela con oOleum, con Rf de 0.79 y 0.25. La purificacion posterior por
precipitacion, a traves de una mezcla de metanol/acetato de etilo, nos permitio aislar el
producto menos dipolar con un grado de pureza tal que nos permitido el estudio
posterior, mediante las diferentes técnicas espectroscOpicas. Esta sustancia fue
identificada como la quercetina 1

El siguiente paso fue la acetilacion de una alicuota del producto precipitado 200 mg, a
fin de confirmar la estructura inicialmente propuesta. Para ello, se disolvio el sélido en
2 ml de piridina y se afiadié 4 ml de anhidrido acético dejando la mezcla en agitacién y
en la oscuridad durante 12 horas. Al cabo de este tiempo, se extrae de forma usual con
un disolvente que no sea miscible con H,O. En este caso utilizamos acetato de etilo. A
continuacion, se lava la fase organica con porciones de disolucién acuosa de acido
clorhidrico al 5%, entre 10 y 15 ml cada vez, para la eliminacion de la piridina ya que el
HCI reacciona con ésta y forma el cloruro de piridinio que es soluble en agua. Se
elimina la fraccion acuosa y la fase organica se lava con solucién saturada de
bicarbonato sddico para eliminar el exceso de acido, interesa agitar de manera manual
abriendo el embudo de decantacién para liberar los gases formados CO,, en la reaccion
de neutralizacion. Por Gltimo, se secé con sulfato sddico anhidro, se filtré el resultado y
se concentro a vacio para su posterior estudio. La cromatografia en capa fina del residuo
acetilado 125 mg, muestra la presencia de al menos 4 derivados acetilados, por lo que se
purificaron por cromatografia de media presién en columna de gel de silice (35-70
mesh, Art 7748), usando como eluyente, mezclas de hexanos acetato de etilo de
polaridad creciente, se recolectaron un total de 45 fracciones de 50 ml cada una. La
fraccion n° 8, eluida con hexanos/acetato de etilo al 30%, rinde 25 mg del flavonol
totalmente acetilado 1d, en la fraccion n° 11, se obtiene el triacetato de quercetina 1c
(6.7 mg). Las fracciones 14-20, eluidas con hexano acetato de etilo al 50%, resultaron
ser una mezcla compleja que se purificd posteriormente por cromatografia en capa fina
preparativa de gel de silice usando hexano/acetato de etilo al 45% y dando tres

recorridos. Se extrajeron dos bandas con metanol, la superior resulto ser el diacetato de
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la quercetina 1b (35mg) vy la inferior se identific6 como la 3-acetilquercetina 1la (17

mQ).

Cultivo de células leucémicas humanas HL-60 vy ensayos de citotoxicidad

Las células HL-60 se obtuvieron de la coleccion alemana de cultivos celulares
(DSM2Z) y se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS) inactivado por calor y antibidtico (100 unidades /ml de penicilina y
100 ug/ml estreptomicina) en una atmosfera humidificada (37 °C y 5% CO,) y a una
densidad no superior a 0.5 x 10° células/ml. A las células se les cambié el medio de

cultivo tres veces por semana y se dividieron aproximadamente cada 24 horas.

Evaluacion de la citotoxicidad.

Se realiz6, mediante el ensayo de la reduccion metabdlica del bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) por la actividad deshidrogenasa

mitocondrial.

Las celulas se cultivaron en placas de 96 pocitos, por triplicado, a una densidad de
1x10* células/pocito en 0,2 ml de medio de cultivo y en presencia de diferentes
concentraciones de los compuestos a ensayar. Después de 72 h, las placas se
centrifugaron (500 g, 10 min) a temperatura ambiente y el medio se elimin6 por
aspiracion. A cada pocito se le afiadié 100 ul de MTT (0,5 mg/ml en medio de cultivo
con antibiotico) y las placas se incubaron durante 4 h a 37°C. La reaccion se pard
afiadiendo 100 pl de SDS (20%) con HCI 0,02 M e incubando la mezcla hasta la
mafiana siguiente. La cuantificacion de la conversion del MTT (amarillo) en su forma
reducida (purpura) por la deshidrogenasa mitocondrial, se determin6 a 570 nm en un
lector de microplacas (modelo 680 Bio-Rad), utilizando como blancos pocitos sin

medio

16



RESULTADOS Y DISCUSION

La elucidacion estructural de las referidas sustancias se baso en los siguientes datos:

OR,

R,0 o}
OR,

OR;

OR4 (0]

1: R;=R,=R3=R;=Rs5=H, Quercetina

la: Rj=R,=R3=R;= H, Rs= Ac, Quercetin-3Ac

1b: R=R,=Ac,R;=R;= Rs=H, Quercetin-3',4"-diAc

le: Ri=R,=Ac,R;=R;=H, Rs=Ac, Quercetin-3,3"4'-triAc

1d: Ri=R,= R3=R;=Rs5=Ac, Quercetin-3,5,7,3',4'-pentaAc

Figura 7 flavonoides estudiados

La quercetina 1, se aisla como un polvo de color amarillo de punto de fusion
273-281°C (MeOH/EtOAc). Esta sustancia da positiva la reaccion del FeCls,
caracteristica de fenoles y presenta una formula molecular C15H;007, determinada por
espectrometria de masas de alta resolucion HREIMS, que muestra el pico del ion
molecular a m/z 302.0429 [M]+ (100%). La formula molecular de 1 nos indica la
presencia de 11 grados de insaturacién en la molécula. El espectro de *C-RMN,
muestra 15 sefiales en la regién aromaética incluyendo una sefial para un carbono
carbonilico a 8¢ 177.7 ppm. El espectro de 'H-RMN, muestra resonancias de dos
protones acoplados en meta a 6y 6.75 y 6.79 ppm (cada uno 1H, d, J = 1.9 Hz),
correlacionados con los carbonos d¢c 99.7 y 94.7 ppm, respectivamente, en el espectro
de HSQC, caracteristicos de los protones H-6 y H-8 del anillo A para un flavonoide
hidroxilado en las posiciones C-5 y C-7. El anillo B fue caracterizado como un anillo
bencénico 1,3,4-trisustitudido (64 8.64 1H, d, J = 2.1 Hz, 6¢c 117.1, 64 8.14 1H, dd, J =
8.5y 2.1 Hz, 8¢ 121.5 ya dy 7.42 1H, d J = 8.5 Hz, d¢ 117.1) asi se pudo identificar al
compuesto 1 como 3,5,7,3°,4’-pentahidroxiflavona (quercetina).

Los derivados acetilados presentan unos espectros de *H-RMN practicamente
idénticos a los de la quercetina, diferenciandose por la incorporacién de uno, dos, tres o
cinco grupos acetilo en los compuestos 1a, 1b, 1c y 1d, respectivamente. Las sefiales de

dichos grupos aparecen como singulestes de intensidad tres hidrogenos en la zona del
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espectro a oy = 2.5 ppm. La determinacion exacta de la posicion de los grupos acetilo
en los distintos derivados, se hizo en base a las correlaciones observadas en el
experimento HMBC, entre los protones del grupo acetilo y los carbonos sobre los que
estaban ubicados.

ACTIVIDAD BIOLOGICA.

El siguiente paso l6gico, una vez aislado y caracterizado un producto natural, es
la evaluacion de su actividad bioldgica para elucidar su posible uso util para el ser
humano. Los flavonoides son compuestos que han sido estudiados ampliamente en
busca de sus posibles aplicaciones en la salud humana. Esto compuestos desempefian un
amplio espectro de actividades biolégicas y destacan por su potente efecto como

agentes antitumorales.

La actividad bioldgica de los compuestos aislados y de semi-sintesis obtenidos
en este trabajo fue evaluada en lineas celulares leucémicas humanas HL-60, por el
profesor Francisco Estévez y colaboradores, perteneciente al Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. A
continuacidn, se afiade una tabla y una grafica del efecto en la viabilidad celular de los

distintos compuestos aislados en funcion de distintas concentraciones pumolar.

Muestras ODs62 Viability (%) AVER DESV
1 HL60 72h 0,728 0,728 0,728  100,0  100,0  100,0 100,0 0,0
2 Quercetina 30 0,793 0,756 0,690  108,9  103,8 94,8 102,5 7,2
3  Quercetina100 0,080 0,130 0,069 11,0 17,9 9,5 12,8 4,5
4  Q3-Ac30 0,776 0,856 0,904  106,6  117,6 124,22 116,1 8,9
5  Q3-Ac 100 0,210 0,131 0,191 28,8 18,0 26,2 24,4 5,7
6 Q3 ,4'Ac2 30 0,690 0,626 0,618 94,8 86,0 84,9 88,6 5,4
7  Q3,4°Ac2 100 0,035 0,071 0,055 4,8 9,8 7,6 7,4 2,5
8  Etopésido 3 0,027 0,013 0,016 3,7 1,8 2,2 2,6 1,0
9  Etopésido 10 0,013 0,016 0,020 1,8 2,2 2,7 2,2 0,5

Figura 8. Efecto de los compuestos aislados en células tumorales humanas HL-60
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Gréfica 1. Efecto de los compuestos aislados en células tumorales HL-60

Como se observa claramente, el compuesto més citotoxico frente a las células
HL-60 fue el 3’°,4’—diacetato de quercetina 1b en la concentracion de 100umolar. La
quercetina triacetilada 1c y pentaacetilada 1d no fueron solubles en DMSO, por lo que

no se pudo medir su actividad biologica.

Dentro de la extensa bibliografia disponible sobre esta clase de compuestos,
podemos destacar la exhaustiva revisién hecha por Middlenton y colaboradores en
Pharmacological Reviews en el afio 2000. También podemos sefialar los estudios
hechos por Alvarez y colaboradores, Universidad de Santiago de Compostela, donde
analizan la actividad de los flavonoides en la lucha contra el cancer y, ademas, su accion
cardiovascular y sanguinea. Estos dos campos son aquellos donde los flavonoides han
demostrado tener una potencialidad de uso mas amplia, aunque también hay estudios
gue avalan las acciones antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras de

los flavonoides como los desarrollados por Evans y colaboradores en el afio 1998.
Los estudios elaborados sobre la carcinogénesis dividen este proceso en cuatro

etapas fundamentales: Iniciacion, promocion, progresion e invasién. Los flavonoides

antitumorales pueden intervenir en cualquiera de las cuatro etapas nombradas o en
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varias de ellas mediante distintos mecanismos. Los procesos de actuacion mas

importantes se describen a continuacion.

Inhibicién de la iniciacién

Algunos flavonoides inhiben el paso del agente precursor a mutageno durante la
elaboracion de los propios alimentos. Otros, dificultan la absorcion del promotor

tumoral, sobre todo en el tubo digestivo.

Sin embargo, el efecto més interesante de los flavonoides en este sentido es su
capacidad para modular las enzimas metabdlicas hepaticas, concretamente las enzimas
del citocromo P450, las cuales constituyen la primera linea de defensa frente a
moléculas exdgenas con efectos carcindgenos. El patron de actividad de los flavonoides
sobre las enzimas metabdlicas, parece variar en funcion del tejido estudiado e, incluso,
en funcién de la via de administracion de los polifenoles. Mientras que in vitro las
catequinas del té inhiben las P450 monooxigenasas, in vivo, tanto el té negro como el
verde inducen en la rata algunas de las isoenzimas del sistema P450 de tipo
antioxidante. (Alvarez et al, 2003)

Los flavonoides, también, pueden actuar capturando el mutageno o
interponiéndose entre este y su diana de actuacion. Este proceso estara influenciado
tanto por la estructura quimica del flavonoide, asi como por la polaridad del mutageno.
La quercetina es un compuesto que destaca en este aspecto, habiendo sido demostrado
su efecto in vivo. (Alvarez et al, 2003).

Las propiedades antioxidantes de estos compuestos son consideradas
herramientas importantes a la hora de evitar la iniciacion de la carcinogénesis. Las ROS
son compuestos que pueden resultar mutageno ya gque son capaces de oxidar el ADN, de
activar mutagenos, de promover la produccién de promotores tumorales o de intervenir
en procesos inflamatorios, cominmente relacionados con la carcinogénesis (Middlenton
et al, 2000).
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Inhibicidn de la proliferacion

Esta etapa se caracteriza por la alteracion de la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion celular. Los flavonoides pueden actuar como agentes citoestaticos, lo que
permite su utilizacion ya no como agentes preventivos, sino como sustancias activas en

la lucha contra el cancer.

Uno de los posibles efectos de estos compuestos polifenolicos es que pueden
influir actuando sobre las sefiales de transduccion que regular el crecimiento,
proliferacion y diferenciacion celular. Concretamente pueden inhibir la actividad de las
quinasas, enzimas claves en la ruta del acido araquidonico e interaccionar con los
receptores con receptores estrogénicos. La quercetina es uno de los flavonoides que mas
se ha estudiado para este aspecto, llegando incluso a realizar estudios clinicos de fase |
(estudios donde participan ya seres humanos después de pasar las fases de

experimentacién in vitro y con en animales).

Otros flavonoides pueden actuar aumentando las uniones tipo gap en las células.
Estas uniones permiten el paso de moléculas entre membranas, como los farmacos
citotoxicos utilizados en la quimioterapia, y en los procesos carcindgenos se reduce

tanto su nimero como su tamario.

Los flavonoides también son capaces de inhibir la actividad de la tirosina en los
receptores de factores de crecimiento epidérmico. Las mutaciones que afectan a estos
receptores estan relacionadas fundamentalmente con el cancer, sobre todo con el cancer
de prostata. También se han descrito propiedades citoestaticas por mecanismos no
toxicos en las células normales para los flavonoides , impidiendo la sintesis de ADN,

del ARN y de las proteinas de las células tumorales.

Por ultimo, hay estudios que demuestran la induccion de la apoptosis en células

tumorales por mediacion de los flavonoides.
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Inhibicidén de la fase invasiva.

Se ha demostrado la influencia de distintos flavonoides en esta fase al evitar la
formacion de nuevos capilares sanguineos en los tumores, proceso necesario para
asegurar su supervivencia. En este campo destacan el estudio de Fotsis et al, 1997
donde demuestra la accion inhibitoria de los flavonoides en la activacion y proliferacion
de los mastocitos. Estas células secretan agentes de neovasculaciéon y en los procesos
cancerosos se observa su migracion hacia los tumores, causada por la produccion de

distintos peptidos por las células cancerigenas.

El segundo de los grandes efectos de los flavonoides en la salud humana es
sobre el sistema cardiovascular. Las actividades biologicas descritas para estos
compuestos los convierten en sustancias de interés, por su efecto frente al dafio oxidante
de las LDL y como protectores del endotelio vascular. Ademas, pueden desempefar un
papel importante en la regulacion de la agregacion plaquetaria y en la contractibilidad

del musculo liso vascular.

Efectos vasculares

Existen varios flavonoides con accion relajante sobre el musculo liso vascular.
La accion vasodilatadora es mayormente independiente del endotelio. Sobre este
aspecto, podemos destacar los trabajos de Duarte et al,1993. Estos trabajos arrojan luz
sobre la relacion estructural de los flavonoides con su actividad bioldgica. Ellos
demostraron que la presencia de un grupo carbonilo en la posicion 4 y un doble enlace
entre C2-C3 son requisitos indispensables para el efecto vasodilatador. Asimismo, el
patron de hidroxilacién del anillo B determina el potencial de accion de estos
compuestos. Observaron que la ausencia, o la metilacion, del grupo hidroxilo en la
posicion 3’ reducia drasticamente el efecto relajante de estas sustancias. Por otro lado,

una doble hidroxilacion en el anillo B favorece la accién vasodilatadora.
Su accion es debida a su efecto sobre la proteina quinasa C (PKC) y la
regulacion de la entrada de calcio en la célula. La actividades de algunas quinasas estan

estrechamente interconectadas con la funcion contractil de las células musculares y los
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flavonoides son capaces de actuar modificando la actividad de estas enzimas,
fundamentalmente inhibiéndolas. Los flavonoles como la quercetina y algunas flavonas
son los inhibidores més potentes (Ferriola et al, 1989). Por ejemplo, la quinasa que
actua sobre la cadena ligera de la miosina es fuertemente inhibida por el kaempferol, un

flavonoide con una estructura muy similar a la quercetina.

Los flavonoides también pueden bloquear los canales de calcio dependientes del
voltaje, lo que inhibe la respuesta celular a la liberacién de calcio intracelular. Algunos
flavonoides son capaces también de inhibir la actividad de las enzimas responsables de
la degradacién de GMPc y AMPc, por lo que estos nucledtidos incrementan su

concentracion, lo que puede influir en la accion relajante de estos compuestos.

Efecto anti arterioesclerético

Comuanmente se ha considerado como factor de riesgo en las enfermedades
coronarias el aumento sanguineo de la LDL, especialmente de la LDL oxidada. Segun
Alvarez et al, 2003, “Los mecanismos que probablemente tienen lugar se engloban en
la denominada «hipétesis oxidativa de la aterogénesis», segun la cual, el ateroma lo
forman células espumosas, originadas en el subendotelio vascular a partir de
macrofagos que han captado de manera descontrolada LDL, previamente oxidadas.
Estas lipoproteinas resultan citotoxicas para el endotelio y son, ademas, quimiotacticas
para los macré6fagos y los monocitos y promueven la presencia de éstos en la lamina
intima de los vasos sanguineos. ” Se ha encontrado que algunos flavonoides son capaces
de inhibir, en infimas concentraciones, la oxidacion de las LDL y su captacién por los
macrofagos. Esto se debe fundamentalmente a su efecto antioxidante frente a las ROS y
a su actividad quelante de iones como el Fe**y Cu®*. Igualmente, son capaces de activar

los mecanismos antioxidantes mediados por el tocoferol y los carotenoides.

Los flavonoides son capaces de inhibir, por tanto, la oxidacion de las LDL, pero
también, son capaces de producir un blogueo en los dafios celulares provocados por las
LDL oxidadas. En esta actividad destaca la quercetina, siendo capaz de actuar de las dos
maneras al mismo tiempo, con un efecto sinergico en la prevencion de la

arterioesclerosis
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Efecto sobre la funcién plaquetaria.

Otro de los efectos que los flavonoides tienen en el sistema cardiovascular es
inhibir la agregacion plaquetaria, por lo que podrian tener un efecto antitrombotico
importante. Esto se debe fundamentalmente a la capacidad que tiene algunos
flavonoides para unirse a la membrana citoplasmatica de las plaquetas que forman un
trombo, siendo capaces de dispersar dicho trombo y preservar a las células endoteliales
del dafio oxidante. Aparte de las propiedades antioxidantes, pueden estar implicados
otros efectos, como el bloqueo de la ruta del &cido araquiddnico, por inhibicion de la
ciclooxigenasa y/o la lipoxigenasa, o el impedimento de la formacién de tromboxano.

También, en este aspecto, influye la capacidad de los flavonoides para aumentar
la concentracion intracelular del AMPc por los mecanismos descritos anteriormente. La
accion de la quercetina sobre este aspecto estd escasamente estudiada, lo que podria

abrir nuevas lineas de investigacion interesantes en un futuro.

Efectos cardiacos.

Los flavonoides, especialmente la quercetina, han demostrado tener un efecto
positivo en la recuperacién de la actividad contractil del miocardio, después de un
proceso isquémico. Este mecanismo parece estar influencia sobre el efecto de los
flavonoides sobre el citocromo P450. Ademas la quercetina provoca un descenso en la
relacion de la xantina deshidrogenasa y la xantina oxidasa tipico de los procesos
isquémicos, este descenso en la relacion entre estas dos enzimas provoca la creacion de
radicales superdxido, con los efectos oxidantes perjudiciales asociados.

En resumen, los flavonoides influyen es las afecciones del sistema

cardiovascular de las siguientes maneras:

1. Disminuyendo la oxidacién de las LDL y aumentando la concentracion de las
HDL.

2. Reduciendo la liberacion de mediadores a partir de mastocitos cardiacos.

3. Disminuyendo la inflamacién cardiovascular, inhibiendo la agregacion

plaquetaria y reduciendo los dafios derivados de la formacion de trombos.

4, Aumentando la vasodilatacion.
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CONCLUSION.

1.

Desde el punto de vista quimico podemos concluir que frente a las condiciones
de acetilacién usuales, las posiciones C-3, C-3* y C-4’, son mas activas que C-5
y C-7.

Los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo con células tumorales humanas
HL-60 muestran que la actividad antitumoral se incrementa al acetilar las

posiciones en C-3, compuestos lay C-3” y C-4’ compuesto 1b.
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