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RESUMEN

Los flavonoides son de gran importancia para el uso humano debido a
diversas propiedades, principalmente antioxidantes. La diosmina (1) es un
flavonoide glicosilado, que actia como principio activo en tabletas con acciones

antiinflamatorias y vasoprotectoras.

La diosmina (1) cuenta con 8 grupos —OH en su estructura, los cuales pueden
ser funcionalizados con grupos acetato (-COCHs) mediante una reaccion de
acetilacion, obteniendo como producto de reaccion el peracetato de diosmina (2).
En el presente trabajo se describe la obtencién y purificacion del peracetato de
diosmina (2), asi como la hidroélisis selectiva de este compuesto para la obtencion
de 3. Los compuestos 2 y 3 fueron caracterizados mediante métodos fisicos y
espectroscopicos. Este el primer reporte de hidrdlisis selectiva del derivado

peracetilado de diosmina 2 y su respectiva caracterizacion.

OAc

Palabras clave: Flavonoides, diosmina, reaccion de acetilacion, peracetato de

diosmina, hidrélisis selectiva.
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ABSTRACT

Flavonoid compounds are of great importance for human uses due to its
several properties, mainly as antioxidant principles. Within these natural products,
the glycosylated flavonoid diosmin (1) is found, already present as active principle in

medications with antiinflamatory and vasoprotective activities.

Diosmin (1) contains eight —OH groups in its structure, which can be
converted into acetate groups (-COCHs) through acetylation reactions to provide
diosmin peracetate (2) as the reaction product. The present work describes the
preparation and purification of diosmin peracetate (2), and its partial-selective
hydrolysis to give 3. Compounds 2 and 3 were characterized by its physical and
spectroscopic data. This is the first report of selective hydrolysis in diosmin
peracetate (2) and its respective chemical characterization.

Keywords: flavonoids, diosmin, acetylation reaction, peracetate of diosmin, selective

hydrolysis.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, el hombre ha tratado de sobrevivir y mantener su
bienestar nutricional y de salud. Para ello tuvieron que pasar varias etapas desde
que el ser humano percibié que las plantas podian contrarrestar malestares, mitigar
dolor o curar heridas. De lo anterior, al imitar la conducta animal, el hombre primitivo
pudo encontrar la cura a diversas enfermedades, no obstante, en algunas ocasiones
el resultado no era tan positivo, por lo que a prueba y error supo lo que podia y no
funcionar. Uno de los impedimentos importantes en el uso de plantas curativas era
el idioma, ya que eran pocas las ideas que se tenian sobre los beneficios sobre
algunos vegetales y no podian compartirlas. Con el paso del tiempo supo compartir
las experiencias y beneficios de las plantas expandiendo los conocimientos al
comparar los resultados medicinales de una cultura a otra y ser colonizadas las
culturas (Cortez-Gallardo et al., 2004).

A principios del siglo XIX, se comenzo6 a estudiar a profundidad el uso de
especies vegetales medicinales, y se demostré que los metabolitos secundarios de
las plantas son responsables de la actividad biologica, estos compuestos pueden
ser la base para diversos derivados, sustancias bioactivas y asi aumentar el campo

de aplicacién (Gutiérrez & Estévez, 2009).

Un ejemplo de estos metabolitos secundarios son los flavonoides, cuya
palabra proviene del latin flavus y significa color entre amarillo y rojo, como el de la
miel o el oro, principalmente encontrados en uvas, manzanas, cebollas, cerezas,
repollos, cuentan con propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antitrombdéticas, antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas, y antioxidantes
(Escamilla et al., 2009).

Son sintetizados en las plantas, por las vias metabdlicas del acido shikimico
y la ruta del acido maldnico, tiene una estructura general C6-C3-C6. Se clasifican
de acuerdo a los grupos de sustitucion en el anillo C, pueden ser flavanol,

antocianidina, flavona, flavanona e isoflavona (Gutiérrez, 2007).

Bulmaro Villicafia Huerta 9




Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Dentro de la medicina actual también se usan las plantas con fines
terapéuticos como materia de partida para aislar el principio activo de interés, esto
se puede realizar mediante varias técnicas: macerados, concentrados,
purificaciones, reacciones para realizar algun derivado y pruebas biologicas. Para

llegar asi a una forma farmacéutica (Saenz, 2004).

En la actualidad un 50% de los farmacos utilizados provienen directa o
indirectamente de plantas. Dentro de estos puede encontrarse al medicamento con
el principio activo Diosmina (1) (600 mg por tableta), que al ser un flavona actua

como un venotoénico y vasoprotector (Cragg & Newman, 2009).

2. ANTECEDENTES
2.1 HISTORIA DE PRODUCTOS NATURALES

El ser humano siempre ha procurado su bienestar, experimentando en gran
parte con la naturaleza, utilizando sustancias de productos naturales con fines
terapéuticos, como lo son: principios activos de procedencia animal, vegetal y

mineral.

Aunque todos los métodos empiricos son inciertos, se deduce que nuestros
antepasados analizaban la naturaleza y sus presas en cuanto a conducta,
imitAndolos al momento de verlos enfermos y al consumir alguna planta mejoraba
su salud y aspecto, a prueba y error fueron los primeros intentos por mejorar los

malestares de pueblos primitivos (Pérez-Tamayo, 1997).

Estos conocimientos fueron heredados a los pueblos sedentarios y con ello
se fueron especializando con el uso de estos recursos naturales dando aparicion a
chamanes o brujos (Pavia-Ruz et al., 1998). Especificamente, en América el
principal recurso para el bienestar humano era el uso de especies vegetales debido
a su diversidad ecoldgica, siendo las culturas olmeca, teotihuacana, maya,
zapoteca, purépecha, tolteca y azteca las principales exponentes de estas practicas
(Cortez-Gallardo et al., 2004).
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Con la llegada de los esparioles se perdio parte del conocimiento de plantas
medicinales pero parte de este trascendié via oral y posteriormente fueron
plasmados; no obstante, los conquistadores a su vez los reforzaron, aprendiendo el
idioma, plantas medicinales, costumbres y conocimientos de cada una de estas
culturas. Con el tiempo aparecieron cédices ilustrados, con descripcion y aplicacion

de cada una de las plantas.

Asi fueron especializandose todas las técnicas hasta llegar a una ciencia que
estudiara las sustancias de origen natural, poniendo especial interés en la
identificacion, descripcion, analisis, comercio y uso terapéutico de las drogas
vegetales. Con el avance tecnoldgico se ha mejorado la extraccion de principios
activos a partir de productos naturales, lo cual permite sintetizar compuestos con

mayor actividad biolégica y campo de aplicacion mas amplio (Villar et al., 1999).
2.2 FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo de compuestos que fueron descubiertos por
Szent-Gyorgy a quien se le otorgo el premio Nobel, en 1937 por aislar una sustancia
de la cascara de limédn, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares.
Robinson en 1936 dedujo que los anillos eran condesados de forma diferente y de

aqui serian precursores para los diferentes tipos de flavonoides existentes.

Los compuestos polifendlicos presentes en plantas, son los que le
proporcionan el color a las flores y frutas, y poseen propiedades antioxidantes
(figura 2.2.1). Estos compuestos no los produce de forma natural el cuerpo humano
por lo que la Unica forma de obtenerlos es mediante dieta (Martinez-Florez et al.,
2002).
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Figura. 2.2.1. Estructura basica de un flavonoide (Pefarrieta et al., 2014).

Los flavonoides inicialmente fueron consideradas sustancias sin accion
beneficiosa para la salud humana, pero mas tarde se demostraron multiples efectos
positivos debido a su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres
(Havsteen, 1983).

Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y
cerveza. Se han encontrado alrededor de 5000 flavonoides diferentes (Ross y
Kasum, 2002), se recomienda una ingesta diaria de flavonoides de 23 mg/dia,
siendo la quercetina el predominante con un valor medio de 16 mg/dia (Hertog et
al., 1996).

2.3. FUNCIONES DE FLAVONOIDES:

Esta clase de compuestos pueden ser usados con diferentes propdsitos como:

e Fortalecen las paredes de capilares, tienen funcion anticoagulante
(Williams et al., 2004).

e Pueden quelar metales pesados (Mira et al., 2002).

e Influyen sobre el crecimiento y la multiplicacion celular: ya que se
relacionan directamente con la funcion normal de fosforilacion (Hou et
al., 2004).

¢ Influyen sobre la expresion genética: via las quinasas.

e Funcion antibacteriana y antiviral (Grotewold, 2005).
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e Funcion antihistaminica (Kawai et al., 2007).

En su estructura quimica pueden tener diferentes grupos hidroxilo en

distintas posiciones lo que se relaciona con la estimulacion de las comunicaciones

a través de las uniones en hendidura, el impacto sobre la regulacion del crecimiento

celular y la induccién de enzimas de destoxificacion tales como las monooxigenasas

dependientes de citocromo P-450, entre otras (Escamilla et al., 2009).

2.4. CLASIFICACION DE FLAVONOIDES:

De acuerdo a los grupos funcionales presentes en el anillo C. Algunos

ejemplos se muestran en la tabla 2.4.1.

Tabla 2.4.1 clasificacion de flavonoides.

Nombre Descripcion
Antocianidinas Tiene un grupo
—OH unido en
posicion C-3,

ademas de un
doble enlace
entre C-3y C-4
del anillo C.
Chalcona Ausencia de
anillo C, con
grupo carbonilo
en C-1yun
doble enlace en
C-2yC-3.
Dihidrochalcona Ausencia de

anilo C, con

Ejemplo

Antocianidina

Buteina

Asebogenina

Estructura
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Flavanona

Flavonas

Flavanoles

Flavononol

Flavonoles

Isoflavonas

grupo carbonilo
en C-1.
Grupo carbonilo
en C-4 y centro
estereogénico
en C-2.

Poseen un
grupo carbonilo
en C-4 del anillo
C y carecen del
grupo hidroxilo

en C-3.
Con un grupo
—OH en C-3 del
anillo C.

Presenta un
grupo carbonilo
en C-4yun
grupo —OH en
C-3 del anillo C.
Grupo carbonilo
en C-4yun
grupo —OH en
C-3 del anillo C.

Tiene un grupo
carbonilo en C-4
y el anillo B se

encuentra en

Pinocembrina

Diosmetina

Catequina

Taxifolin

Quercetina

Genisteina

(@)

O OH
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C-3enel
heterociclo C.
Leucoantocianidina Posee dos Pelargonidina on
grupos —OH en Ho ° O
C-3y C-4 del O on
anillo C. OH  OH

2.5. CONCENTRACION DE FLAVONOIDES EN FRUTAS Y VERDURAS DE
CONSUMO COMUN:

Existen alimentos capaces de absorber radicales libres del oxigeno. En la
tabla (2.5.1) se pueden observar algunos ejemplos de estos alimentos y su
capacidad antioxidante donde a mayor valor, mejor su potencial antioxidante
(Agricultural Research Service (ARS), 2007).

Tabla 2.5.1. Valor antioxidante de frutas y verduras de consumo comun.

Alimento Valor
Arandanos 6552 umol (H & L)
Ciruelos 6259 umol (H & L)

Grosellas negras
Frambuesas
Fresas

Cerezas

Brécoli (crudo)
Pasas

Naranjas
Espinacas (crudo)
Alfalfa

Uva negra
Cebolla (crudo)

5347 umol (H & L)
4882 umol (H & L)
3577 umol (H & L)
3365 umol (H & L)
3083 umol (H & L)
3037 umol (H & L)
1819 umol (H & L)
1515 umol (H & L)
1510 umol (Solo H)
1260 umol (Solo H)
1034 umol (H & L)
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Berenjena 933 umol (H & L)
Zanahorias 666 umol (H & L)
Calabaza 483 umol (H & L)
Coliflor 620 umol (Solo H)

*Considerando porciones de 100g

La ingesta promedio de flavonoles y flavonas se sitia entre los 20 y 26
mg/dia. Esto quiere decir que es mayor a la cantidad de ingesta diaria del beta-
caroteno (2-3 mg/dia) y la vitamina E (7-10 mg/dia) y se aproxima a la ingesta de la
vitamina C (70-100 mg/dia) (Martinez-Flérez et al., 2002).

2.6. DIOSMINA (1):

La diosmina (1) es una flavona glicosilada (figura. 2.6.1.) con amplio espectro
de aplicacion bioldgico, entre la que se encuentra un efecto en el aumento de la
resistencia de las paredes vasculares. En estudios recientes se pudo comprobar
gue la ingesta oral de diosmina (1) incrementa la insulina en plasma, de esta manera

tiene beneficios a nivel hepatico (Pari & Srinivasan, 2010).

La forma de obtencién del metabolito secundario es a partir de Hyssopus
officinalis (Hisopo) y de diferentes especies del género Citrus, como: Citrus medica

(Cidro), Citrus limon (Limonero) y Citrus aurantifolia (Limero).

En la actualidad son escasas las aportaciones acerca de la presencia y
distribucion de diosmina (1) en las plantas por lo que se han desarrollado métodos
para su obtencién por via quimica. La finalidad de estos procesos es la sintesis y
purificacion final del compuesto. El inconveniente de los procesos es que puede ser
acompafado el producto final con disolventes, al ser asi no tiene la eficacia
esperada y puede haber efectos adversos, por ello se llevan a cabo nuevas técnicas
de purificacion del compuesto libre de disolventes. El proceso consta de realizar una

extraccion con éter de petréleo y posteriormente una extraccibn con metanol,
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obteniéndose asi a la diosmina (1) que si se desea se puede cristalizar para su

purificacion (del Rio et al., 2003).

Figura. 2.6.1. Estructura quimica de la 4’,5,7 trihidroxi, 4’-metoxi flavona 7-rutinosido
(diosmina) (1).

La diosmina (1) es comercializada como medicamento bajo el nombre de
daflon® (laboratories servier), mediflu® (Interquim), vedipal® (Tecnofarma), entre
otras; y suele estar en combinacién con Hesperidina (9:1, respectivamente), ya que
favorece un efecto sinérgico. Algunas de las indicaciones terapéuticas son: el alivio
a corto y largo plazo de edemas y la insuficiencia venosa crénica, actuando a nivel
de venas y vénulas mejorando la microcirculacion. La relacion dosis-efecto, es de
dos tabletas de 500 mg de ingesta al dia (Granados, 2003). Se han realizado
derivados de la diosmina (1) incorporandole zinc con el fin de ayudar en casos de

diabetes o transtornos vasculares derivados de esta enfermedad (Saad, 2015).

Los reportes del peracetato de diosmina fueron encontrados en la literatura,
el proceso llevado a cabo para su obtencion es parecido al realizado en este trabajo,
y el andlisis por RMN *H y 13C, no se ha reportado actividad biolégica del peracetato
de diosmina (figura 2.6.2) (da Conceigéo, 2015).
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Figura 2.6.2 estructura del peracetato de diosmina (2).

2.7. BIODISPONIBILIDAD Y METABOLISMO DE DIOSMINA:

De acuerdo a Granados (2003), la farmacocinética de la diosmina (1) es la

siguiente:

e La absorcion se realiza a la segunda hora y alcanza una concentracion
maxima en sangre a las 5 horas después de la administracion.

e El metabolito predominante es el &cido hidroxifenilpropidnico, en menor
proporcién se encuentran otros acidos fendlicos.

e La vida media del medicamento en torrente sanguineo se estima que
es de 11 horas.

e La eliminacion por lo general se realiza por medio de las heces, y en un

14% en orina.

2.8. ENFERMEDADES VENOSAS:

Las afecciones venosas es un problema mundial que en su gran mayoria es
detectada en personas de edad avanzada con un 23%, y un 6% personas que tienen
enfermedades venosas cronicas o no tratadas, relacionadas con cambios cutaneos

y Ulceras.

Se han realizado estudios epidemiolégicos en los cuales se ha identificado
millones de personas con estos transtornos, siendo la mayoria mujeres con 2.6% y
1.9% hombres (Kaplan R, 2003).
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Por lo general, las enfermedades venosas cronicas pueden causar mucho

dolor, incluso llevar a la incapacidad y con esto disminucion en el rendimiento

laboral, teniendo como resultado un excesivo gasto socioecondémico entre

consultas, tratamiento y faltas al trabajo (Korn et al., 2002).

Existen varios factores que pueden predisponer a tener enfermedades

vasculares, entre ellas:

Factores primarios: podemos encontrar la herencia o por genética, ya que
varios estudios arrojaron un 90% de probabilidad de la enfermedad a hijos
con ambos padres enfermos y 20% cuando los padres no presentaban dafios
venosos (Cornu-Thénard et al., 1994). Otro factor es el dafio directo sobre
paredes venosas en este se puede agregar la trombosis, afecciones
derivadas de problemas de hipertension y fistulas congénitas o como
resultado de algun tratamiento quirtrgico (Scott et al., 1995).

Edad: es uno de los principales riesgos para padecer alguna enfermedad
vascular, ya que al paso de los afios la poblacion aumenta el riesgo, ha sido
demostrado también por el estilo de vida dirigiéndose con mayor riego a las
mujeres (Fowkes et al., 2001).

La obesidad: se han realizado diversos estudios enfrentando a poblacion con
masa corporal normal y poblacién con sobrepeso y obesidad, encontrando a
los ultimos con mayor riesgo de tener alguna enfermedad venosa ya que las
mujeres con obesidad presentan mayor cantidad de estrégenos en torrente
sanguineo (Sisto et al., 1995).

Sedentarismo y ocupaciones laborales: pueden ser un riesgo o incrementar
el grado de severidad de la enfermedad, el estar por lapsos largos de tiempo
sentado ya sea por sedentarismo o largas jornadas de trabajo, ya que las

contracciones musculares son escasas o0 minimas (Rabe et al., 2003).

Se pueden clasificar en 6 niveles las enfermedades venosas, tomando en
cuenta desde los signos no visibles o personas asintomaticas, hasta Ulceras
cronicas o personas sintomaticas. Esta clasificacion permite facilitar el

diagnostico, seguimiento de la enfermedad, la gravedad clinica de la afeccion
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y tratamiento de personas con estos padecimientos (Miquel et al., 2015).
Algunos medicamentos son preinscritos para problemas hemorroidales o
enfermedades vasculares cronicas en miembros inferiores, realizando un
crecimiento en el recubrimiento de venas, con el fin de aliviar cansancio,

pesadez, inflamacién, Ulceras y varices (Ramos et al., 2017).
Los medicamentos usados para estos transtornos son:

e Alfa benzopironas
e Flavonoides
e Saponinas

e Sintéticos como el naltazon

De forma general el mecanismo de accién que realizan estos medicamentos
es inactivar la noradrenalina para aumentar el tono venoso, aumentan el grosor de
la pared vascular, actian directamente en vasos linfaticos drenando la linfa,
disminuyen la segregacion del paquete globular disminuyendo la viscosidad de la
sangre y al haber inflamacion en el proceso de dafio vascular se trata de

contrarrestar (Perrin & Ramelet, 2011).
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3. JUSTIFICACION

La obtencién de derivados con actividad biologica a partir de productos
naturales ha llevado a encontrar nuevos compuestos que presentan actividades
interesantes, como la diosmina (1) un flavonoide que ayuda al fortalecimiento de
paredes capilares. Se ha reportado la preparacion del peracetato de diosmina (2) a
partir de 1, y sus aplicaciones en la quimica de coordinacion; sin embargo, no se
han explorado condiciones de reaccion de hidrolisis parcial que permitan hidrolizar
grupos acetato estratégicos en 2 para posteriores modificaciones estructurales. Es
por esto que surge el interés de realizar un estudio enfocado a la realizacion de

hidrélisis selectiva del peracetato de diosmina (2), bajo condiciones basicas suaves.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento reactivo del peracetato de diosmina frente a
acetato de sodio para favorecer hidrdlisis parciales.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar el peracetato de diosmina (2) a partir de diosmina (1).

e Purificar la diosmina acetilada (2) mediante técnicas cromatogréficas.

e Realizar reacciones de hidrélisis selectiva a partir de 2.

e Purificar y caracterizar mediante técnicas fisicas y espectroscopicas a los

productos de reaccion.
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5. METODOLOGIA

La metodologia propuesta se resume en el esquema 1.

Obtencion de
muestra de
partida

<

Reaccion de
acetilacion

<

Purificacion de
producto
acetilado

<

Reaccion de
hidrélisis
selectiva

<

Caracterizacion
de los
productos
obtenidos

|
J
J
|

Esquema 1. Secuencia de pasos en la obtencion de la reaccion de hidrélisis

selectiva.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
6.1. OBTENCION DE MUESTRA DE PARTIDA

A partir de tabletas trituradas de Phlebodia®, del Laboratorio INNOTHERA,
se obtuvo la mezcla de diosmina (1) y excipientes. Cabe destacar que debido a la
baja solubilidad del flavonoide de interés no fue posible su extraccion y purificacion
con disolventes organicos. Lo anterior no limité el estudio, en cambio, acort6 etapas

de experimentacion.

El polvo obtenido fue suspendido en piridina para llevar a cabo una reaccion

de acetilacion con anhidrido acético.
6.2. OBTENCION Y PURIFICACION DE PERACETATO DE DIOSMINA (2)

De la reaccion de acetilacion de diosmina (1) (figura 6.2.1) se obtuvo un polvo
blanco con un punto de fusion de 132-135 °C, con solubilidad en algunos disolventes
organicos (tabla 6.2.1). En el espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) se
observaron entre 7.80 y 6.60 ppm las sefiales tipicas de los hidrogenos aromaticos
presente en la molécula, entre 5.40 y 3.80 ppm aparecieron las sefales
correspondientes al azucar, ademas se observaron las sefales simples de los
acetatos en 2.44, 2.37, 2.09, 2.06, 2.05, 2.03 y 1.92 ppm (figura 6.2.2). En su
espectro de RMN de 3C (100 MHz) se apreciaron ademas de las sefiales tipicas
del esqueleto de diosmina (1), las 8 sefales de los carbonilos y metilos de acetato
en 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.5, 169.3, 169.1 y 168.6 ppm, asi como entre 56.0
y 20.6 ppm, respectivamente (figura 6.2.3). Los datos fisicos y espectroscopicos
(tablas 6.2.2 y 6.2.3) fueron comparados con la literatura (da Conceicéo, 2015), los
cuales coincidieron con el peracetato de diosmina (2). Adicionalmente se
observaron sefales en 158.1, 126.8, 107.3 y 66.1 ppm que no corresponden a la
estructura, y que posiblemente estan relacionadas con algiin componente de la

forma farmacéutica empleada.
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Figura. 6.2.1 Reaccion de acetilacion de diosmina (1)

Tabla 6.2.1 Datos de solubilidad de peracetato de diosmina (2) en diferentes

disolventes. S (Soluble), LS (Ligeramente soluble), | (Insoluble).

Disolvente Solubilidad Disolvente Solubilidad
‘Acetona S Agua I

Hexano LS Acetato de etilo S

Metanol S Diclorometano S

Tabla 6.2.2 Datos de RMN de '3C de peracetato de diosmina (2) 6 en ppm.

No. 13C experimental 13C referencia
2 159.6 159.8

3 108.9 109.0

4 176.1 176.2

5 159.6 159.8

6 97.9 98.1

7 161.3 161.5
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8 97.5 97.8
9 150.5 150.7
10 102.1 102.4
r 123.6 123.9
2’ 112.4 112.5
3 139.9 140.1
4 153.9 154.0
5’ 112.6 112.8
6’ 120.8 121.0
1” 97.5 97.8
2" 70.7 70.9
3” 72.2 72.4
4” 70.6 70.8
5” 73.3 73.5
6” 68.5 68.6
1 97.9 98.1
2" 69.2 69.3
3" 68.8 68.9
4" 70.6 70.8
5" 66.6 66.7
6"’ 17.1 17.3
OCH3 56.0 56.2
COCH:s 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 170.2, 170, 169.9, 169.8,

169.5, 169.3, 169.1, 168.6, 169.7, 169.4, 169.3, 168.8,
21.0, 20.6, 20.6, 20.6, 20.5, 21.0, 20.7, 21.1, 20.8, 20.8,
20.5, 20.5 20.7, 20.6
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Tabla 6.2.3 Datos de RMN de *H de peracetato de diosmina (2) 5 en ppm, J en Hz.

O 00 N o v Ao W N

(02 H w N = (2] w0 H w N = =
< < T < < - ~ ~ ~ ~ ~- o

&2
o

6”b
1
o
g
o
g
&
OCH;

6.51 (1H, S)

6.65 (1H, d, J= 2.4 Hz)

6.96 (1H, d, J= 2.41 Hz)

7.73 (1H, dd, J= 2.8, 8.4 Hz)
7.07 (1H, d, J= 8.8 Hz)

7.55 (1H, d, J=2 Hz)
5.36- 5.17 (6H, m)
5.36- 5.17 (6H, m)
5.36- 5.17 (6H, m)
5.36- 5.17 (6H, m)
3.86-3.81 (2H, m)
3.86-3.81 (2H, m)
3.70-3.65 (1H, m
4.72 (1H, s)

5.04- 4.98 (1H, m)
5.36- 5.17 (6H, m)
5.36- 5.17 (6H, m)
4.02-3.98 (1H, m)
1.14 (3H, d, J= 6)
3.91 (3H, s)

6.51 (1H, S)

6.65 (1H, d, J= 2.4 Hz)

6.96 (1H, d, J= 2.4 Hz)

7.72 (1H, dd, J= 2.3, 9.0 Hz)
7.08 (1H, d, J= 8.8 Hz)

7.56 (1H, d, J=2.3 Hz)
5.37- 5.15 (6H, m)
5.37- 5.15 (6H, m)
5.37- 5.15 (6H, m)
5.37- 5.15 (6H, m)
3.85-3.80 (2H, m)
3.85-3.80 (2H, m)
3.70- 3.65 (1H, m)
4.72 (1H, s)

5.05- 4.97 (1H, m)
5.37- 5.15 (6H, m)
5.37- 5.15 (6H, m)
4.01-3.95 (1H, m)
1.14 (3H, d, J=6.2)
3.91(3H, s)
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COCH; 2.44 (3H, s) 2.43 (3H, s)
COCH; 2.37(3H, s) 2.36 (3H, s)
COCHs 2.09 (3H, s) 2.17 (3H, s)
COCH; 2.06 (6H, m) 2.09 (6H, m)
COCHs 2.05(3H, s) 2.02 (6H, m)
COCH; 2.05(3H, s) 1.92 (3H, s)
COCHs 2.03 (3H, s)

COCH; 1.92 (3H, s)
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6.3. PREPARACION DEL DERIVADO HEXA-ACETILADO DE DIOSMINA (3)
MEDIANTE HIDROLISIS SELECTIVA.

Una vez obtenido el peracetato de diosmina (2) se traté con acetato de sodio
en metanol a reflujo durante 90 minutos (figura 6.3.1), con lo que obtuvo un sélido
amarillo. En el espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) se observaron las sefiales
tipicas de la diosmina acetilada, con la diferencia de que las dos sefiales simples
gue se encontraban entre 2.60 y 2.40 ppm correspondientes a los acetatos
aromaticos 5 y 5'ya no estan presentes, mientras que las sefiales simples
encontradas entre 2.09 y 1.94 ppm indican la permanencia de los grupos éster en
la parte del azucar, lo que demostré que la reaccion se llevé de manera selectiva
sobre los acetatos presentes en los anillos aromaticos (figura 6.3.2). En su espectro
de RMN de 3C (100 MHz) soélo se apreciaron 6 sefiales de carbonilos
correspondientes a los acetatos del azucar, lo que confirmé la elucidacién del
derivado obtenido (figura 6.3.3) incrementando la solubilidad dada por los grupos —
OH del flavonoide (tabla 6.3.1.). Obteniendo un derivado novedoso al no encontrarlo

reportado en la literatura.

OAc

Figura 6.3.1. Hidrdlisis selectiva de peracetato de diosmina (2)
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Tabla 6.3.1. Datos de solubilidad de hidrdlisis selectiva en diferentes disolventes. S

(Soluble), LS (Ligeramente soluble), | (Insoluble).

Disolvente Solubilidad Disolvente Solubilidad
‘Acetona S Agua I

Hexano LS Acetato de etilo S

Metanol S Diclorometano S
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Considerando que la obtencion del compuesto 3 es por via hidrdlisis basica

(McMurry, 2008) el mecanismo de reaccion propuesto es el siguiente:

La reaccion inicia con el ataque nucleofilico del anién acetato hacia el carbonilo

del éster.
o i
CH3JC/ CH;—C—OR
N |
OR
)

‘e O (@)
o} \’/
o
La regeneracion del doble enlace favorece la ruptura de la flavona generando
anhidrido acético.

03 0 0
CH —(’C|3—OR — ﬂ /u\ + ro®
3 | CH3/ \O CH3
0

La adicion de agua permite neutralizar a los alcoxidos y la degradacién del

anhidrido acético al respectivo acido.

0 o)

)}\ + Roe LO» )J\ + ROH
a CH,

CHy O CHy OH

©)

(@]
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7. CONCLUSION

Partiendo de una forma farmacéutica de diosmina (1) se pudo obtener
mediante una reaccioén de acetilacion al peracetato de diosmina (2), un derivado
conocido y de menor polaridad que su precursor, con el cual se logro la hidrolisis
selectiva de los acetatos presentes en los anillos arométicos. Esta hidrolisis
selectiva permite restablecer el potencial antioxidante de la porcion flavonoide de la
molécula, asi como permitir posteriores funcionalizaciones en los anillos aromaticos

para la generacion de otros derivados novedosos.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1 METODOS INSTRUMENTALES

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H y *3C se midieron en
un equipo Varian Mercury Plus 400, a 400 MHz y 100 MHz, respectivamente,
usando cloroformo deuterado (CDCIs) como disolvente y como referencia interna
tetrametisiliano (TMS). Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-

Scientific y no estan corregidos.
8.2 OBTENCION DE MUESTRA DE PARTIDA

Se utilizaron tabletas de 600 mg de diosmina (1) del Laboratorio
INNOTHERA, con el nombre comercial Phlebodia®, las cuales se trituraron en

mortero de porcelana. El polvo obtenido fue sometido a reaccion de acetilacion.

8.3 OBTENCION Y PURIFICACION DE PERACETATO DE DIOSMINA (2)

Para realizar la reaccién de
acetilacion se procedié a triturar
las tabletas, una vez triturado se

paso a un recipiente y se agrego 1

ml de piridina y 1 ml de anhidrido

acético por cada gramo de muestra; la reaccion se llevéd sobre bafio de vapor por 3
horas, después del tiempo de reaccion, se realizd la extraccion del producto
acetilado, pasando la muestra en embudo de separacién y realizando 4 lavados en
el siguiente orden: HCI 10%, H20, Bicarbonato de Sodio y H20, finalmente, se
adicion6 sulfato de sodio anhidro para retirar exceso de agua y se filtr6 la fase
organica. El crudo de reaccion (2.24 g) se purific6 en cromatografia en columna,
usando una columna de 2 cm de didmetro y una altura de silice de 5 pulgadas, la
elucién se realizé utilizando un sistema de polaridad 2:8 hexano:acetato de etilo, a
partir de la cual se obtuvieron 47 fracciones las cuales se monitorearon en
cromatografia en capa fina, el compuesto de interés, peracetato de diosmina (2) se

encontré en las fracciones 17-24 obteniendo 2.07g un polvo blanco, p.f 132-135 °C
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en un rendimiento del 55.27%. RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) y de *3C (100 MHz,
CDCl) (tablas 6.2.2 y 6.2.3).

8.4 HIDROLISIS SELECTIVA A PARTIR DEL PERACETATO DE DIOSMINA (2)
PARA LA OBTENCION DEL DERIVADO 3

onc Posterior a la reaccion de
acetilacion, el crudo fue
sometido el purificado de
peracetato de diosmina (2) a

reaccion de hidrélisis

selectiva 3. Esta reaccion se
realiz6 pesando 0.0101 g del peracetato (2) disueltos en 5 mL de metanol, a los
cuales se les adicion6 0.0053 g de acetato de sodio, la reaccion se coloco a reflujo
y se monitore6 en cromatografia en capa fina, observando un cambio de Rf a la
hora y media, posteriormente se vertié a un embudo de separacion y se extrajo el
derivado con acetato y agua (x8). Se obtuvieron La fase organica se secd con
NaHSO: se analizé6 por RMN H y 13C. Se obtuvo un sélido amarillo con un punto
de fusion de 132-135 °C en un rendimiento del 70.72%. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) 0:7.45 (1H, d, J= 2Hz, H-6’), 7.40 (1H, dd, J=8.4Hz, 8.4Hz, H-2’), 6.96 (1H,
d, J= 8.8Hz, H-3’), 6.82 (1H, s, H-3), 6.55 (1H, d, J= 2Hz, H-6), 6.40 (1H, d, J= 2Hz,
H-8), 5.35-5.12 (6H, m, H-1", H-2", H-3”, H-4”, H-3", H-4"), 5.05-5.00 (1H, m, H-2"),
4.773 (1H, s, H-1"), 3.98 (OCHpgs), 3.98-3.93 (1H, m, H-5"), 3.88-3.79 (2H, m, H-5",
H-6"a), 3.72-3.65 (1H, m, H-6"b), 2.09 (COCHgs), 2.07 (COCHzs), 2.05 (COCH3), 2.04
(COCHs3), 2.03 (COCHSgs), 1.94 (COCHz3), 1.16 (3H, d, J= 6Hz, H-6”). RMN de 3C
(100 MHz, CDCls) o: 182.4 (C, C-4), 170.6 (COCHs), 170.2 (COCHs), 170.0
(COCHs), 169.8 (COCHs), 169.4 (COCHs), 169.2 (COCHgs), 164.5 (C, C-7), 162.2
(C, C-2,C-5),157.4 (C, C-4’), 150.0 (C, C-9), 146.0 (C, C-3’), 124.1 (C, C-1"), 119.4
(C, C-6), 112.6 (C, C-5’), 110.8 (C, C-2’), 106.9 (C, C-3), 104.8 (C, C-10), 100.0 (C,
C-17), 98.0 (C, C-17), 97.8 (C, C-6), 94.6 (C, C-8), 73.5 (C, C-5"), 72.4 (C, C-3"),
70.8 (C, C-27), 70.7 (C, C-4”, C-4™), 70.8 (C, C-2), 69.2 (C, C-3"), 68.6 (C, C-6"),
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66.6 (C, C-5"), 56.0 (OCH3), 20.7 (COCHs), 20.7 (COCHs3), 20.6 (COCHa), 20.6

(COCH3), 20.6 (COCHs), 17.2 (C, C-6”).
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