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RESUMEN

Los flavonoides son un tipo de metabolito secundario derivado de las plantas y que
resultan ser de los mas importantes debido a la amplia gama de actividades
biolégicas que presentan, y a que su distribucion es variada entre diferentes
alimentos como: frutas, verduras, chocolate amargo, vino, té negro, cerveza, café y
muchas otras mas. Actualmente, se conocen alrededor de 8,000 compuestos
diferentes.

El morin o también conocido como morina es un compuesto quimico miembro de
los flavonoides y el cual pertenece a la subclase de los flavonoles los cuales son
poderosos para proteger al cuerpo humano contra las especies reactivas de oxigeno
(ERO) debido a su actuacion como antioxidantes y a que exhiben multiples efectos
beneficiosos.

A partir de estos compuestos se puede lograr la preparacion de bases de Schiff. En
estudios quimicos previos algunas bases de Schiff han demostrado ser moléculas
interesantes para el area quimica y farmacoldgica, esto debido al amplio espectro
de actividades biolégicas que presentan incluyendo antifingicas, antibacteriales,
antimalaricas, antiproliferativas, antinflamatorias, antivirales y propiedades
antipiréticas.

En el presente trabajo se describe la preparacion de las bases de Schiff A-C, a partir
de morina, los cuales fueron caracterizados por sus datos fisicos y por resonancia
magnética nuclear.

OH NOH

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo 7




OH

N
N
S)\NHZ

Palabras clave: Flavonoides, morina, flavonoles, especies reactivas de oxigeno,
bases de Schiff.

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo 8




ABSTRACT

Flavonoids are a type of secondary metabolites found in terrestrial plants, and its
scientific importance is related with a broad range of biological activities, as well as
its wide distribution in nature; furthermore, more than 8,000 different compounds are
found in several foods, including fruits, vegetables, dark chocolate, wine, black tea,
beer, coffee, among others.

Morin is a chemical compound from the above mentioned family; and according to
its functionalization at C ring, as a flavonol, these compounds are considered, a
powerful bioactive subclass of flavonoids, capable to protect the human body against
the reactive oxygen species (ROS) due to its antioxidant activity.

From these phenolic compounds, preparation of Schiff bases is possible. Such
derivatizations provide interesting molecules with potential chemical and
pharmacological applications, including antifungal, antibacterial, antimalarial,
antiproliferative, anti-inflammatory, antiviral and antipyretic properties.

The present work describes the chemical preparation of A-C from morin, whose
structural characterization was achieved by its physic and nuclear magnetic
resonance data.

OH NOH
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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional, también denominada medicina alternativa o
complementaria ha retomado un papel importante en la actualidad por su
contribucion en el cuidado de la salud de las personas, sobre todo como
proveedores de atencion primaria de salud al nivel de la comunidad (Organizacion
Mundial de la Salud, 2015). Este retorno ha sido propiciado por el descubrimiento
de los efectos dafiinos y adversos en farmacos sintéticos, por el regreso a lo natural
y por el desarrollo de nuevas formas de preparacion y administracion de los
medicamentos Fitoterapéuticos (Castro, 2006).

Al tratar la temética de la medicina tradicional es inevitable no mencionar a las
plantas que serian uno de los protagonistas dentro de la quimica orgéanica y
especificamente dentro del area de productos naturales, y de las que se obtienen
los metabolitos secundarios, los cuales se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxonomicos, presentan propiedades biologicas y se caracterizan por sus diferentes
usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o
colorantes, entre otros. Estos compuestos difieren de los metabolitos primarios en
gue algunos grupos se encuentran restringidos al reino vegetal, lo que significa que
no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas.
Se sintetizan en pequefias cantidades, y dentro del metabolismo de la planta, se
conoce que algunos funcionan como: atrayentes o repelentes de animales,
pigmentos que proporcionan color a flores y frutos, al igual que intervienen en
mecanismos de defensa y reproduccion.

Estos metabolitos secundarios se pueden clasificar en cuatros clases principales:
terpenos, compuestos fendlicos, glicosidos y alcaloides. Los compuestos fendlicos
son sustancias que contienen al grupo fenol, el cual es un anillo aromético con un
grupo hidroxilo. Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo que
presentan gran diversidad integrando moléculas sencillas como acidos fendlicos,
moléculas complejas como los polimeros taninos y lignina; e incluso se incluyen
algunos pigmentos involucrados en la interaccion planta-herbivoro (Tabla 1.1)
(Avalos y Pérez, 2009).
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Tabla 1.1. Clasificacion de compuestos fendlicos segun su grado de complejidad.

Clasificacion de los compuestos fendlicos segun su grado de
complejidad

Cs Fenoles simples

Cs-C1 Acidos benzoicos y relacionados
Cs-C2 Acetofenonas, acidos fenilacéticos
Ce-C3 Fenilpropanoides y relacionados
Ces-C3 Cumarinas y relacionados
Ce-C3-Cs Flavonoides y derivados
Ce-C1-Cs Benzofenonas y estilbenos
Ce-C2-Cs Xantonas

(Cs — C3)n Lignanos, ligninas

Los compuestos fendlicos pueden sintetizarse a través de dos rutas basicas
(Esquema 1.1) las cuales son: la ruta del acido shikimico la cual es la responsable
de la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos en plantas y que se lleva
a cabo a partir de eritrosa-4-fosfato y acido fosfoenolpirivico hasta llegar al
corismato precursor comun para los tres aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptéfano y tirosina) y la ruta del acido malénico que es fuente importante para la
biosintesis de fenoles en hongos y bacterias, pero poco usada en plantas (Avalos y
Pérez, 2009).
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Esquema 1.1. Rutas de biosintesis de metabolitos fendlicos (Modificado de Avalos
y Pérez, 2009).

De estos compuestos fendlicos el grupo de los flavonoides sin duda alguna es uno
de los mas importantes debido a la amplia gama de actividades biolégicas que
proporcionan (antioxidantes, antiinflamatorias, antitrombdticas, antimicrobianas,
antitumorales, antiasmaticas e inhibidoras de enzimas), a su amplia distribucion
entre las frutas y los vegetales, asi como en semillas, en el té negro, el café, la
cocoa, la cerveza y el vino; y también al hecho de que existen mas de 8,000
diferentes tipos de estos compuestos (Avalos y Pérez, 2009). Su esqueleto
carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aroméaticos y ligados por
un puente de tres carbonos (Figura 1.1). Una de las clasificaciones mas usadas
para estos compuestos considera el grado de oxidacion del puente de tres
carbonos, siendo las principales antocianidinas, flavanos, flavonas, flavonoles,
catequinas e isoflavonas (Tabla 1.2) (Escamilla et al., 2009).
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Figura 1.1. Estructura quimica de flavonoide con numeracion y especificacion de
cada heterociclo.

La biosintesis de los flavonoides comienza con la condensacion de 3 moléculas de
malonil-CoA y una molécula de p-cumaril-CoA. Esta reaccion esta catalizada por la
chalcona sintasa y da lugar a la tetrahidrochalcona, la cual, a través de la chalcona
isomerasa se transforma en una flavonona, que es la precursora de los flavonoles,
isoflavonas, flavonas y antocianinas (Esquema 1.2) (Avalos y Pérez, 2009).

Tabla 1.2. Ejemplo de los principales grupos de compuestos fendlicos (Modificado
de Escamilla et al., 2009).

NOMBRE DESCRIPCION EJEMPLO ESTRUCTURA
ANTOCIANIDINAS Tiene un grupo -OH unido Antocianidina s
en posicion 3, pero ademas s _’[L ,],
poseen un doble enlace [I b '\T e
entre los carbonos 3 y 4 del SETNET0H
anillo C.
‘_Q:c
FLAVANOS Catequina e Ev//'
Con un grupo -OH en | j I
P - Rt e |
posicion 3 del anillo C.
>
P
FLAVONAS Diosmetina r”lﬁ'f
Poseen un grupo carbonilo e
en posicion 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo
en posiciéon C3.
o
e
FLAVONOLES Grupo carbonilo en posicién | Quercetina EH,.;IVI.,..H
4y un grupo -OH en o)
posicion 2 del anillo C.
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p-Cumaril + 3-malonil-CoA

Sintesis de chalcona

J OH OH
HO HO : OH O
OH

OH O

Sintesis de estilbeno

Resveratrol Tetrahidrochalcona

Chalcona isomerasa

OH
HO o O
Flavonolol =—— O

/ OH O Flavonona
Flavonol \

Antocianinas

Catequina

Isoflavona Flavona

Esquema 1.2. Biosintesis de flavonoides.

Debido a que algunos flavonoides presentan en su estructura un grupo carbonilo,
se pueden preparar bases de Schiff, las cuales son conocidas como azometinas o
iminas, son compuestos representados por la formula molecular general RsR2C=N-
R1. El sustituyente R1 unido al nitrogeno iminico puede ser alquilo, arilo, heteroarilo
o algunos metales (por lo general Si, Al, B, Sn). El método mas comun para la
preparacion de iminas es a partir de reacciones de condensacion entre aldehidos o
cetonas con compuestos que presentan un grupo —NH, tales como aminas
primarias (RNH2), hidroxilaminas (NH20OH), hidracinas (NH2NH2) y semicarbazidas
(NH2NHCONH>) y en las cuales ocurre la eliminacion de una molécula de agua
(Esquema 1.3) (Layer, 1963).
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Esquema 1.3. Reaccién de condensacién para la formacion de bases de Schiff.

|
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Las bases de Schiff son uno de los compuestos organicos mas ampliamente
utilizados. Son usados como pigmentos, tintes, catalizadores, intermediarios en
sintesis orgénicas, y como estabilizadores de polimeros. También ha sido
demostrado que las bases de Schiff presentan un amplio espectro de actividades
biolégicas, incluyendo antifingicas, antibacteriales, antimalaricas, antiproliferativas,
antinflamatorias, antivirales y propiedades antipiréticas. Se ha especificado que el
grupo imina presente en este tipo de compuestos es critico para sus actividades
biologicas (da Silva et al., 2011).

Estructuralmente, una base de Schiff es un analogo de nitrégeno proveniente de un
aldehido o cetona en el cual su enlace carbonilo (C=0) fue remplazado por un doble
enlace (C=N) (Cleiton et al., 2011). De esta forma las oximas son consideradas
bases de Schiff, donde R es igual a —OH, lo que resulta en la férmula general
RR’C=N-OH (Araujo y Gonsalves, 2015). Cuando resultan de la condensacion de
la hidroxilamina con un aldehido, se llaman aldoximas, o con una cetona,
denominandose cetoximas. El termino oxima data del siglo XIX, posiblemente de la
contraccion de las palabras oxigeno e imina. Estos son compuestos anfoteros, o
gue significa que como alcalis forman sales con acidos minerales concentrados; y
como acidos muy débiles se disuelven en alcalis acuosos, precipitandolas el dioxido
de carbono (Esquema 1.4) (Lopez, 2013).

[=]
“ CcO, H,0
Ry o4  HCI Ry o 2 3 Ry o
o ———
>c—/ | >c=N/ - C=N/
@
R. i H0 R, NaOH R, Na

Esquema 1.4. Sintesis de oximas.

Las oximas son de gran importancia farmacéutica debido a que son uno de los
principales tratamientos utilizados en cuadros clinicos por intoxicacién con
organofosforados, y aunque su uso es muy controvertido en la literatura, de tal
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manera que algunos estudios apoyan su uso Yy otros lo descalifican, se presume que
estos compuestos son capaces de reducir los efectos colinérgicos, tanto nicotinicos
como los muscarinicos (Bohérquez et al., 2012).

En el presente trabajo se realiz6 el estudio quimico para evaluar la reactividad en la
formacién de bases de Schiff, a partir de un flavonoide denominado morina, el cual
se puede aislar a partir de plantas como la Maclura pomifera, Maclura tinctoria y de
las hojas de Psidium guajava (guayaba comun).

2. ANTECEDENTES

2.1. FLAVONOIDES

Los flavonoides descubiertos en 1930 por el bioquimico hangaro Szent-Gyorgy
ganador del premio nobel de psicologia y medicina en 1937, en un principio fueron
considerados sustancias sin accion beneficiosa para la salud humana y
denominados como vitamina P y vitamina C2, lo cual nunca pudo ser confirmado y
ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950. Mas adelante con el
progreso de la ciencia se demostraron multiples efectos positivos debido a su accion
antioxidante y eliminadora de radicales libres (Fuentes y Granda, 1988).

Se conocen alrededor de 8000 flavonoides aislados de diferentes tipos de fuentes
naturales. Estas clases de metabolitos secundarios no solo son importantes para la
participacion en los mecanismos de defensa de las plantas, sino que también son
muy importantes para los beneficios biolégicos de la salud humana.
Los flavonoles, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y chalconas son las clases
mas comunes de flavonoides, las cuales representaban aproximadamente el 80%
de los flavonoides totales identificados, hasta la primera década del siglo XXI
(Brescia, 2009).

2.2. Bases de Schiff

Los compuestos nitrogenados constituyen un grupo variado e importante de
moléculas organicas que poseen propiedades de interés en las diferentes ramas de
la quimica (da Silva et al., 2011). Dentro de esta clasificacion se encuentran los
compuestos iminicos o también conocidos como bases de Schiff, las cuales fueron
descubiertas por el quimico aleman Hugo Schiff en el afio de 1864 al reportar un
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producto de condensacién entre compuestos carbonilicos y aminas primarias
(Schiff, 1864). Estas moléculas han demostrado propiedades interesantes con una
plétora de aplicaciones bioldgicas de interés.

Actividad antimalarica

La malaria es una enfermedad descuidada que sigue causando graves problemas
de salud a la poblacion. Cada afio aproximadamente 500 millones de personas son
afectadas por esta enfermedad, de los cuales 1-3 millones mueren y el 90 por ciento
de estos son nifios, hablando especificamente del area del sub-Sahara en Africa.
La malaria actualmente se puede encontrar en mas de 100 paises a lo largo de
Africa, Latino América, Asia y Oceania. Esta enfermedad es principalmente causada
por especies de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae) siendo
el mosquito del género Anopheles un vector de dicha enfermedad.

La busqueda de nuevas drogas, vacunas 0O insecticidas para prevenir esta
enfermedad es claramente una prioridad. Las bases de Schiff han demostrado ser
una porcion estratégica para la elaboracion de agentes antimalaricos.
Ancistrocladidina (1) (Figura 2.2.1) es un metabolito secundario producido por
plantas de las familias Ancistrocladaceae y Dioncophyllaceae que presentan un
grupo imino en su estructura, se ha demostrado que este compuesto es eficaz
contra P. falciparum, la concentracién minima inhibitoria varia entre 0.3 y 1.9 pg/mL.

Figura 2.2.1. Estructura quimica de ancistrocladidina (1) (Actividad antimalarica).

Actividad antibacterial

El incremento de la mortalidad debido a enfermedades infecciosas esta relacionado
directamente a bacterias que estan desarrollando resistencia a los antibiéticos, asi
como a la escasez de tratamientos efectivos que ataguen directamente el problema.
El desarrollo de nuevos agentes antibacteriales con un mecanismo de accién
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eficiente es definitvamente una urgencia en el é&rea médica.
Las bases de Schiff presentan un panorama prometedor como nuevos agentes
antibacteriales, por ejemplo la N-(salicilidena)-2-hydroxianilina (2) (Figura 2.2.2) es
muy efectiva contra M. tuberculosis H37Ruv.

(2)

OH
OH

Figura 2.2.2. Estructura quimica de N-(Salicilidena)-2-hydroxianilina (2) (Actividad
antibacterial y antifangica).

En un estudio elaborado por Pandeya y colaboradores se estudio la actividad
antibacterial de bases de Schiff derivadas de la isatina un derivado del indol
obtenido a partir de plantas como Isatis tinctoria, Calanthe discolor y Couroupita
sobre 28 especies de bacterias de interés clinico. Estos autores argumentaron que
la base de Schiff (13) derivada de la isatina (Figura 2.2.3) se encuentran entre uno
de los compuestos mas potentes y efectivos de su clase contra el tipo de bacterias
estudiadas (E. coli, V. cholerae, E. faecalis, P. shigelloides) siendo notablemente
superior al sulfametoxazol (droga de referencia).

En 2005, Panneerselvam et al., describi6 la sintesis y la actividad antibacterial in
vitro de bases de Schiff derivadas del morfolino (16-18) (Figura 2.2.3) y a las cuales
las bacterias S. aureus, M. luteus, S. epidermidis, B. cereus y E. coli resultaron ser
sensibles.

Las bases de Schiff (22-27) (Figura 2.2.4) derivadas de la Madurahidroxilactona
metabolito secundario producido por la planta Actinomadura rubra demostraron
inhibicién in vitro contra B. subtilis, M. flavus, S. luteay S. aureus.
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[ X

R 3
e ay,

N\)
N—N
E | =g R®= 4-N(CH3),, X= CH, (19)
N R®= Cl, X= NCHj3 (20)
R3= 0-Cl (16) ol a''N R®= CI, X= CH, (21)

R3= 0-OH (17)

R3= p-OH (18)
R5

Figura 2.2.3. Estructuras quimicas de bases de Schiff de origen sintético con
actividades antibacteriales (3-21).
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R1= & R2= H (22)
o]
H
Ri= —§’N\s R2= H (23)
/7 \\
O O OH
H
R'= &N R2= H (24)
o]
H o] 2= H (25)
. R4=H
R1= g T ~
(o)
R'= OCH; R?= H (26)
R'= OCH,4 R2= CHj; (27)

Figura 2.2.4. Estructuras quimicas de bases de Schiff derivadas de productos
naturales de plantas con actividades antibacteriales (22-27).

Actividad antifungica

Aunqgue la mayor parte del tiempo las infecciones causadas por hongos resultan ser
inofensivas, hay ocasiones en las que se puede llegar a desarrollar una infeccion
fungica grave, por lo que en la actualidad y gracias al avance de la tecnologia
ayudada de otras ramas de la ciencia, la investigacion y el desarrollo de nuevos
agentes antifungicos ha sido posible. En el desarrollo y preparacion de estos nuevos
agentes antifiUngicos cabe mencionar la destacada actuacién de las bases de Schiff,
las cuales han demostrado ser efectivas contra los hongos (32-50) (Figura 2.2.7),
como la N-(Salicilidena)-2-hydroxianilina (2) (Figura 2.2.2) la cual inhibe el

crecimiento de hongos como A. brassicae y
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derivadas de la nistatina y el piperonilo son efectivas contra el crecimiento de C.
albicans (30-31) (Figura 2.2.6) y las bases de Schiff derivadas del chitosan (28-29)
(Figura 2.2.5) inhiben el crecimiento de los hongos B. cinérea y C. lagenarium.

R=H (28)
| R=OH (29)

Figura 2.2.5. Bases de Schiff derivadas del chitosan (28-29) (compuesto derivado
de productos naturales) con actividad antifungica.

R6
L0

OH

(30)

OCH;

/ \ //—<: E;—OH
0] N N

__/

(31)

Figura 2.2.6. Estructuras quimicas de bases de Schiff derivadas de la nistatina y
del piperonilo con actividad antifingica (30-31).
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H R'= 4-F-Cg4H,, R?= 4-CI-CgH, (32)

/R
N—N R'= 3-Cl-4-F-CgH,4, R?= 4-CI-CgH, (33)
F | g
N R'= 4-F-CgH,, R?= Piperonil (34)
N—
Cl Cl \\R1 R'= 3-Cl-4-F-CgH,4, R?= Piperonil (35)
R3 R3= OCH; (36) R3= OC,Hs (37)
R3= C,H; (38 R3=CI (39
o \N/©/ 2oH5 (38) (39)
< R3= Br (40) R3=1(41)
o]
R*=H, R°= H (42)
i s. N
R*=H, R>= / (43)
N o)
R4= H, R5= K 7N / (44)
R*= ClI, R5= H (45)
Ré R*= Cl, R®= CH,-N(CHy), (46)

RI=CLR*= 5N ) (a7)

R*= ClI, R®= N 0 (48)
711/_

R*= Br, R5= H (49)

R*= Br, R%= CH,-N(CH3), (50)

Figura 2.2.7. Estructuras quimicas de bases de Schiff derivadas de compuestos
naturales y no naturales con actividad antifungica (32-50).
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Actividad antiviral

El uso de vacunas puede encaminarnos a la erradicacion de patégenos virales tales
como el de la viruela, el de la polio y el de la rubeola, pero en el caso de
enfermedades como el SIDA o de algunos tipos de hepatitis las vacunas no ayudan
a eliminar por completo el problema, por lo que en la actualidad la basqueda de
nuevos tratamientos y métodos que ayuden a la erradicacion de estos patdogenos
virales es fundamental.

A pesar de que actualmente existen muchos tratamientos terapéuticos para este
tipo de enfermedades virales muy pocos resultan ser totalmente efectivos y esto
debido a la alta capacidad de mutacién de estos sistemas biol6gicos, ademas de
gue en su gran mayoria los agentes antivirales conocidos llegan a producir efectos
secundarios sobre sus pacientes.

En 2010, Sriram y colaboradores resaltaron la importancia de las bases de Schiff
como compuestos de partida para el disefio de nuevos agentes antivirales. Estos
autores reportaron la sintesis y la actividad antiviral positiva de las bases de Schiff
(51-62) (Figura 2.2.8) derivadas del abacavir, un farmaco sintético analogo de los
nucleosidos, inhibidor de la transcriptasa inversa y que es utilizado en el tratamiento
contra el VIH, causante del SIDA y que esta disponible bajo la marca comercial
Ziagen® (da Silva et al., 2011).

A R°

OH

' NH

NH | CH,CeH,SO3H R3=H (52)

N/)\ > NH R3= F (53)

<
N
D R3= CHj (54)
(51) /

~NH R'= H, R?= 2-NO,-CgH,4 (55) R'=H, R?= 4-NO,-CgH, (56)
N N ]
¢ 7 N R R'= H, R?= 4-CH3-CgH, (57) R'= H, R2= 4-OCH5-C4H, (58)
N //’\ /)\RZ
s R'= H, R?= 4-(CH3),N-CgH,4 (59) R'=H, R?= 4-OCH3-2-OH-CgH, (60)

~ R'= CHj3, R?= 4-OH-C4H, (61) R'= CgHg, R?= 4-Br-CgH, (62)
~OH

Figura 2.2.8. Ejemplos de bases de Schiff sintéticas con actividad antiviral (51-62).
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2.3. MORINA

La morina (63) (Figura 2.3.1) es una sustancia de color amarillo que puede ser
facilmente aislada de plantas, tales como: Maclura pomifera, Maclura tinctoria y de
las hojas de Psidium guajava (guayaba comun), y la cual es muy importante por su
bioactividad y su interaccion con acidos nucleicos, enzimas y proteinas (Tian, 2006).

La morina o también conocido como morin es un compuesto quimico miembro de
los flavonoides y el cual pertenece en la subclase de los flavonoles los cuales al
parecer son potentes compuestos para proteger al cuerpo humano contra especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las células humanas y los tejidos estan continuamente
siendo amenazados por el dafio causado por los radicales libres y las ERO, los
cuales se producen durante el metabolismo normal del oxigeno. Los flavonoles
guercetina, kaempferol, morin, miricetina y rutina al actuar como antioxidantes,
exhiben efectos beneficiosos como antiinflamatorios, antialérgicos, antivirales,
anticancerigenos, asi como también nos ayudan en enfermedades del higado,
cataratas y problemas cardiovasculares (Tapas et al., 2008).

Ademas de los beneficios ya mencionados anteriormente se ha reportado que el
morin puede regular las actividades metabdlicas de las enzimas, incluyendo el
citocromo P450. Ademas de que este sirve como antioxidante que protege un gran
nuamero de células humanas, como: miocitos, células endoteliales, hepatocitos y
eritrocitos, contra dafios oxidativos (Wu et al., 1993). EI morin también actia como
un agente quimiopreventivo contra carcinogénesis tanto in vitro como in vivo
(Kawabata et al., 1999).

En 2014, fue reportado el resultado
positivo del morin, usado como pre
tratamiento en infartos al miocardio,
debido a que este posee actividades
altamente antioxidantes (Numair et al.,
2014). En otro estudio realizado en
ratas y administrando morina via oral
se descubri6 que este ofrece
proteccion contra hiperamonemia,

reduciendo la cantidad de amoniaco y Figura 2.3.1. Estructura quimica de la

el estrés oxidativo, esto debido a sus morina (63).
propiedades antioxidantes (Subash y
Subramanian, 2009).
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3. JUSTIFICACION

Hoy en dia existe una taza alarmante de amenazas microbianas emergentes cuya
resistencia a los farmacos existentes demandan urgentemente el descubrimiento y
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos mas eficaces, con nuevos
mecanismos de accion y actividad mejorada.

A pesar de que las bases de Schiff han sido ampliamente exploradas principalmente
para sus aplicaciones industriales, la actividad biolégica de este tipo de compuestos
merece ser estudiada mas a fondo. Las bases de Schiff han demostrado ser
compuestos prometedores para el diseio de mas y mejores agentes
antimicrobianos. Aunque para lograr estos avances en el area de la medicina y la
farmacéutica es necesario el andlisis de la relacidn estructura-actividad de las bases
de Schiff asi como también el mecanismo de accion de este tipo de compuestos.

La ausencia de antecedentes sobre bases de Schiff derivadas de la morina, abre la
oportunidad de realizar un estudio detallado sobre la preparacion y sintesis de bases
de Schiff derivadas de dicho flavonoide y nos otorga la posibilidad de llevar a cabo
un estudio de reactividad de los compuestos resultantes.

En el presente trabajo se estudio la reactividad del grupo carbonilo de la morina
para la preparacion de bases de Schiff y de esta forma lograr contribuir al area
guimica con la preparacion de novedosos flavonoides nitrogenados con potenciales
aplicaciones en las areas médica y farmacéutica.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Preparar bases de Schiff derivadas de la morina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar la oxima derivada de la morina, a partir del clorhidrato de
hidroxilamina y acetato de sodio.

e Preparar la base de Schiff derivada de la morina, a partir del clorhidrato de
semicarbazida y acetato de sodio.

e Preparar la base de Schiff derivada de la morina, a partir de tiosemicarbazida
y acetato de sodio.

e Caracterizar los compuestos formados mediante técnicas fisicas y
espectroscopicas.
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5. METODOLOGIA

La metodologia propuesta se resume en el esquema 5.1.

Estudio de materia - Revision
de partida

bibliografica

Reaccién para la

formacién de B.S.

4
(A (=) (]
&

Extﬁracciéq en - Estructura - Estudio de
bano de hielo molecular

reactividad
RMN

Esquema 5.1. Metodologia propuesta para la realizacion del proyecto.

A. Oxima de la morina.
B. Semicarbazona de la morina

C. Tiosemicarbazona de la morina.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Materia de partida.

Para la preparacion de las bases de Schiff A, B y C del presente trabajo de
investigacion se utiliz6 como materia de partida el flavonoide morina dihidratado de
la marca comercial J.T. Baker® el cual presenta las siguientes caracteristicas: polvo
de color amarillo, con olor caracteristico, punto de fusién de 285 — 290 °C, P.M. de
338.27 g/mol y formula molecular C15H1007.2H20.

Tabla 6.1.1. Perfil de solubilidad de la morina.

Disolvente Disolvente

Acetona S | H0 I
Hexano PS [ AcOEt PS
Metanol S [ CH2CI2 PS

S (soluble), I (insoluble), PS (parcialmente soluble)

La morina fue analizada por RMN de 'H (400 MHz, DMSOQO.46) mostrando las
siguientes sefales: en 12.62 ppm una sefial simple correspondiente a un puente de
hidrogeno, en 7.22 ppm una sefial doble, con acoplamiento orto (J= 8 Hz) asignada
para el H-6"del anillo B, en 6.38 ppm una sefial doble con acoplamiento meta (J=
2.2 Hz) asignada al H-3"del anillo B, en 6.33 ppm una sefial doble de dobles con
acoplamiento orto y meta con J= 8.4 Hz y J= 2.2 Hz, respectivamente, asignada
para el H-5" de anillo B, en cuanto a los hidrégenos ubicados en el anillo A se
observan dos sefales dobles en 6.28 y 6.12 ppm, correspondientes a los H-8 y H-
6, respectivamente (Tabla 6.1.2 y Figura 6.1.2). En su espectro de RMN de 3C (100
MHz, DMSO._g6) Se apreciaron quince sefiales, las cuales se encontraron entre 172.2
y 93.3 ppm (Tabla 6.1.2 y Figura 6.1.3).

Los datos espectroscépicos (Tabla
6.1.2) fueron comparados con la HO
literatura (Pelachim y Nora, 2008).

OH @)

Figura 6.1.1. Estructura quimica de
la morina (63).
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Tabla 6.1.2. Datos de RMN de 'H y '3C de la morina (63), 6 en ppm.

"Hexp "Href Hle 13CRef
2 149.0 149.0
3 136.3 136.3
4 172.2 176.2
5 OH-12.62 s OH-12.83 s 160.9 160.9
6 6.16 d 6.17 s 98.0 98.0
7 163.6 163.7
8 6.28 s 6.28 d 93.3 934
9 156.8 156.8
10 103.5 103.6
1 109.2 109.3
2 156.9 156.9
3 6.38 d 6.38 d 103.5 103.6
4 160.4 160.5
5 6.33 dd 6.33 dd 106.8 106.8
6 7.22d 7.22d 131.7 131.7

Exp= experimental Ref= referencia
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6.2. Oxima de la morina.

La oxima de la morina (A) (Esquema 6.2.1) se obtuvo en un rendimiento del 52%
como cristales de color amarillo, con punto de fusién de 285-295 °C y los cuales son
solubles en la mayoria de los disolventes utilizados para las pruebas de solubilidad
(Tabla 6.2.1).

C,H3Na0,, NH,OH * HCI

MeOH,A

OH o (63) OH NOH (64)

Esquema 6.2.1. Esquema general de reaccion para la preparacion de la oxima de
la morina (64).

Tabla 6.2.1. Perfil de solubilidad de (A).

Disolvente Disolvente

Acetona S [H0 PS
Hexano I [ AcOEt S
Metanol S | CHCI2 I

S (soluble), I (insoluble), PS (parcialmente soluble)

En el espectro de RMN de 'H se notd un ligero desplazamiento en todos los
hidrogenos y se observo que la sefial propuesta para el puente de hidrogeno
contenido en la estructura de la morina desaparecio. En cuanto al espectro de RMN
de 3C, el cambio mas significativo se observé en el C-4 el cual se desplazé de 176.2
ppm a 154.7 ppm debido a que el grupo carbonilo (C=0) de la morina se transformo
en un carbono iminico (C=N), por lo que se propone la obtencion de la oxima
derivada de la morina y la cual corresponde a un derivado novedoso.
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Tabla 6.2.2. Datos de RMN de 'H y '3C de la base de Schiff (A) y de la morina
(63), 6 en ppm.

"He.sa. "Humorina ¥Ch.sa. 3Cret
2 144.3 149.0
3 122.0 136.3
4 154.7 176.2
5 OH-12.83 s 153.1 160.9
6 6.16 d 6.17 s 89.5 98.0
7 155.9 163.7
8 6.34d 6.28 d 84.5 934
9 149.1 156.8
10 95.5 103.6
1 102.9 109.3
2 1494 156.9
3 6.39d 6.38 d 95.5 103.6
4 152.8 160.5
5 6.45 dd 6.33 dd 99.5 106.8
6 7.47d 7.22d 122.0 131.7

B.S.A.= base de Schiff (A).
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6.3. Semicarbazona de la morina.

La semicarbazona de la morina (B) (Esquema 6.3.1) se obtuvo en un rendimiento
del 76% como cristales de color café claro, con punto de fusién de 275-280 °C y
cuyo perfil de solubilidad se muestra en la Tabla 6.3.1.

C2H3N302, CH5N3O *HCI

MeOH,A

OH o (63)

Esquema 6.3.1. Esquema general de reaccion para la preparacién de la
semicarbazona de la morina (65).

Tabla 6.3.1. Perfil de solubilidad de (B).

Disolvente Disolvente

Acetona S | H0 I
Hexano | | AcOEt PS
Metanol S | CHxCIz I

S (soluble), I (insoluble), PS (parcialmente soluble)

En el espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO.gs) se observé en 12.63 ppm una
sefal simple correspondiente a un puente de hidrégeno en 10.71 ppm aparecio una
sefal simple asignada para el hidrogeno del grupo NH, en 9.77 ppm se detecto una
sefal simple asignada para los hidrogenos del grupo NH2, en 7.22 ppm una sefial
doble con un acoplamiento (J= 8.4 Hz) asignada para el H-6"del anillo B, en 6.37
ppm se observo una sefal doble con acoplamiento meta (J= 2 Hz) asignada al H-3,
en 6.33 ppm aparecid la Unica sefial doble de dobles con acoplamientos (J= 8.3 Hz
y J= 2.4 Hz) asignada para el H-5, en cuanto a los hidrégenos ubicados en el anillo
A el primero que aparece en 6.28 ppm como una sefial doble (J= 2 Hz) asignada al
H-8 y en 6.16 ppm una sefial doble (J= 1.9 Hz) asignada al H-6 (Tabla 6.3.2 y Figura
6.3.1). Con base a estos resultados y resaltando los cambios significativos que
fueron la aparicion de los grupos NH y NH: se sugiere que se logré la preparacion
de la semicarbazona de la morina la cual corresponde a un compuesto nuevo. Con
base en la sefial asighada al puente de hidrégeno se propone que los sustituyentes
del grupo imino de dicho compuesto se encuentran en una conformacién syn.
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Tabla 6.3.2. Datos de RMN de 'H de la base de Schiff (B) y de la morina (63), 6 en
ppm.

He.s.5. Humorina

5 OH-12.63 s OH-12.83 s
6 6.16 d 6.17 s

8 6.28 d 6.28 d
3 6.37 d 6.38 d
5 6.33 dd 6.33 dd
6 7.22d 7.22d
NH 10.71s
NH, 9.77 s

B.S.B.= base de Schiff (B).
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6.4. Tiosemicarbazona de la morina.

La tiosemicarbazona de la morina (C) (Esquema 6.4.1) se obtuvo en un rendimiento
del 77% como cristales de color amarillo, con punto de fusién de 175-180 °C y los
datos de solubilidad se muestran en la Tabla 6.4.1.

(e}

CoH3NaO,, HoONCSNHNH, -

MeOH, A

OH o (63)

Esquema 6.4.1. Esquema general de reaccion para la preparacion de la
tiosemicarbazona de la morina (66).

Tabla 6.4.1. Perfil de solubilidad de (C).

Disolvente Disolvente

Acetona S [H0 PS
Hexano I [ AcOEt S
Metanol S | CHCI I

S (soluble), I (insoluble), PS (parcialmente soluble)

El compuesto (C) al ser analizado por RMN de *H y comparado con la materia prima
se pudo observar el cambio mas relevante debido al cual se propone la obtencién
de la tiosemicarbazona de la morina que fue la aparicion de sefiales entre (13.0-9.5
ppm) atribuidas a los grupos NH y NH». La presencia de dos juegos de sefales
sugiere la formacién de la mezcla de los isdmeros syn-anti de dicho compuesto, por
lo que se deben explorar las condiciones de reaccion para la obtencion
estereoselectiva de cada uno de los derivados de tiosemicarbazona de morina; no
obstante, estos derivados son novedosos.
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Tabla 6.4.2. Datos de RMN de 'H de la base de Schiff (C) y de la morina (63), & en
ppm.

Hes.c. Humorina
5 OH-7.6,7.2s OH-12.83 s
6 6.18 d 6.17 s
8 6.28 d 6.28 d
3 6.37 d 6.38 d
5 6.33 dd 6.33 dd
6 7.42d 7.22d
NH 13.0,125s
NH2 9.8,9.5s

B.S.C.= base de Schiff (C).
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7. CONCLUSION

A partir del flavonoide morina (63) y mediante las reacciones estratégicas se logré
la preparacién de una serie de bases de Schiff, que de acuerdo con Arthur Vogel
los rendimientos obtenidos van de regulares a buenos, siendo estos de 52, 76 y
77%.

La serie de bases de Schiff obtenidas (A-C) fueron caracterizadas mediante
métodos fisicos y espectroscopicos de RMN de *H y RMN de *3C.

Estos compuestos son interesantes desde el punto de vista biologico ya que podrian
presentar actividad.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H y *3C se determinaron en un
espectrometro modelo Varian Mercury Plus 400, a 400 MHz y 100 MHz,
respectivamente, Los desplazamientos quimicos () para H y *3C estan reportados
en partes por millon (ppm) empleando tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz. Los puntos de
fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan corregidos.

8.2. PREPARACION DE BASES DE SCHIFF A-C

Un lote de 30 mg de morina (63) se disolvié en 5 mL de MeOH, posteriormente se
agrego la fuente nitrogenada (20 mg de clorhidrato de hidroxilamina, 33 mg de
clorhidrato de semicarbazida o 27 mg de tiosemicarbazida) para la formacion de la
respectiva base de Schiff. Posteriormente, se agreg0d acetato de sodio en
proporcion 1:1 p/p con respecto a la materia de partida nitrogenada. Cada mezcla
se llevo a reflujo durante 2.5 horas (para compuesto A) o 3 horas (para compuestos
B y C), manteniendo constante agitacion. Concluido el tiempo de reaccion, se
procedio a hacer la extraccion del crudo de reaccion vertiéndolo sobre un bafio de
hielo, con lo que se generaron cristales que fueron recuperados por filtracion.

e Oxima de la morina (64).

OH NOH

Figura 8.2.1. Estructura quimica de la oxima derivada de la morina (64).

Se obtuvieron 16 mg (52% Rto) de cristales de color amarillo, con punto de fusion
de 285-295 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSOQ.g6) y de 13C (100 MHz, DMSO.q6) ver
Tabla 6.2.2.
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e Semicarbazona de la morina (65).

Figura 8.3.1. Estructura quimica de la semicarbazona de la morina (65).

Se obtuvieron 27 mg (76 % Rto) de cristales de color café claro, con punto de fusion
de 275-280 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO.g6) que se encuentra en la Tabla 6.3.2.

e Tiosemicarbazona de la morina (66).

N
"
S)\NHz

Figura 8.4.1. Estructura quimica de la tiosemicarbazona de la morina (66).

Se obtuvieron 28 mg (77 % Rto) de cristales de color amarillo, con punto de fusién
de 175-180 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO.g6) que se encuentra en la Tabla 6.4.2.
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