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INTRODUCCION

1.- INTRODUCCION

Meéxico es uno de los cinco paises con mayor diversidad en flora a nivel mundial, ya que se
tienen registradas mds de 30 mil especies, lo cual ubica al pafs después de Brasil, Colombia, Perti y

Venezuela. Asi mismo, ocupa el segindo lug'z‘ir"en'wixyiricdad‘ ‘dé'espc‘:cies de uso medicinal, despuds

de China la cual tiene iden!iﬁéndas' mds de 3 mil espeéieé'.

aria_como -fuente de salud es una

e.de_nuestra idiosincrasia. Entre los

. numerosos ejemplos del demos citar la utilizacién de diferentes

tés, como la ma en nuestras familias, hasta ¢l empleo de"

el zapoatle para inducir labores de parto o provocar ..

- abbklb'tbs,in los cuales se ha recurrido desde épocas prehispdnicas. =




INTRODUCCION

El primer estudio documentado de la herbolaria indigena es de Martin de la Cruz, quien en

1552 agrupé las plantas de acucrdo a su uso para las dolencias de diversas partes del cuerpo’.

Por otro lado, Paracelso consideraba las enfermedades como desequilibrios quimicos del
organismo y utxhzaba a las plantas para su curacxén, manifi esta que las plantas presentaban cnena

actividad tempéutlca, por la"p sencia de u principl

_ngnr de,md;n ia pluma‘

iriendo asi-valiosa informacién botdnica,

S cstudmda durnnlc 60 aftos para dctcnmnar su cslruclum corrccm En Ia actuahdad bastarian unas

horas para tener éxito ya quc se cuenta con la uyuda de las dlversns técmcas espectroscépncns




INTRODUCCION

En la actualidad se ha presentado un inusitado interés de los paises més desarroliados en las
plantas medicinales, este interés se muestra por la inesperada comercializacién bajo el concepto de

fitofarmacos que son los extractos totales de las plantas con propiedades medicinales.

Sin embargo, es’ conveniente resaltar que en_los’pafses industrializados, el interés por la:. .




INTRODUCCION

Una de las familias méas grandes en el reino vegetal son las Compuestas, la cual consta de
aproximadamente 1310 géneros y 13000 especies, estdn divididas en trece tribus. Dentro de esta
familia encontramos al género Newrolaenae; y dentro de este género se clasifica la especie
Neurolaena lobata'®®, la cual ha sido usada como planta medicinal popular y estimulante, como se

muestra en la tabla L.

Tabla I. Clasificacién de Neurolaena lobata.

DISTRIBUCION: CUETZALAN DEL PROGRESO (OXQUIHUI)

THPO DE VEGETACION: """ POTRERO, ACAHUAL,

ABUNDANCIA: ", REGULAR.

FORMA DE VIDA:

ARBUSTO. .

OKI(’;ENIV o . 'i SURbI%MEYIqQ. CO[.qu“A. PFJ“:'V EARIBF '»
V u’rﬁm@ i VCON‘;i.‘IMO‘ Domaﬂco '
GRADO DE MANEJO: ’ ) ; S‘ILVFSTRF.
MODO DE EMPLEO: EN CUETZALAN SE APLICA EN LOS SABANONES EL JUGO DE LA PLANTA.

La finalidad de este trabajo es la cvaluacién anti-inflamatoria de la Meurolaena lobata y
aislar los posibles metabolitos secundarios responsables de la actividad antiflogfstica de esta

especie.
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2.- GENERALIDADES

El estudio de los Productos Naturales no se reduce sélo al estudio de la flora con propésitos
medicinales, sino también se emplea en la vida cotidiana con otros fines, por ejemplo en las

industrias, textil, cosmética y alimenticia.

atural " es entendido por los 'quimicos como: un sinonimo de

*."se han propueslto para explicar la funcién que cumplen

intetizan, una de ellas es conside:




GENERALIDADES

Algunos terpenos se encuentran unidos a otras sustancias como: azicares, ésteres de dcidos

. 23
orgdnicos y en otros casos con algunas protefnas™ .

Los miembros mds sencnllos de ésta clase de enudadcs qulmlcus (C|o y Cls). suelen ser‘ )

obtenidos tanlo en plantas fn:scus como secas por nrms!.re de vnpor mnenu'as que Ios mlegranles de :

mayor peso molecular son lmcnte anslados por extmcctén con dlsolventes. :

Los terpenondes SO! compucslo ciclicos’ y/o acichcos cuyas formas moleculares son

mulllplos de C, Hs." Generalmenle se incluyen en esta clasll‘ cacxén a los alcoholes, aldehidos,

cetonas y otros derivados, tanto naturales como smtéllcos que poscan el mismo esqueleto carbonado

Se ha ﬁrdpueslo que la unidad monomérica de los

terpenos es él fsoprgnb [+} ’2-mcul-,l ,3-butadtcno (ﬁ'g:umAl).'

~Cabeza

Cola

Figura 1.« Un‘idnd;lrr'iondnrlericn de los terpenos (isopreno).

. En la tabla 1l se indica la cl

iﬁcacién de los terpenos tomando cn cuenta las unidades

.lsoprémcas de las eslructums esta clasnhcaclén se conoce como la regla del isopreno que fue

propuesta por Ruzncka




GENERALIDADES

Esta regla establece que el esqueleto del carbono de los terpenos estd compuesto de
unidades isoprénicas unidas en un arreglo regular y formado por uniones cabeza-cola 6 cola-cabeza;

también existen uniones irregulares como son las uniones cola-cola 6 cabeza-cabeza.

: regular ; Arreglo irregular *
= (cabeza-cola) - (cola-cola)
‘ Fivglylura‘z.v" v Ejemplos del esqueleto del carbono de los terpenos.

Ejemplos de uniones regulares son el geraniol (C-10), farsenol (C-15)y geranilgeraniol (C;ZO). Col

OH
CH,OH

" Geraniol (C-10) Farsenol (C-15)

S N N . _OH i

Geranigeraniol (C-20)

" Figura 3.- Ejemplo de uniones regulares.
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Tabia 1L-Clasificacidon de los terpenos de acuerdo con [a regla dei isopreno.

NUMERO DE NUMERO DE GRUPO, FUENTE,
ATOMOS DE UNIDADE
CARBONO () ISOPRENIC
un
Isoprena, 3,3-dimetil abl alcohot, 1sopenteno
5 1 liemiterpenos
~ "
3.dimetit-alcohol
Aciclicos, los nuis imponantes son: Geranol (u una de los prmcupulcs cnmpom:nls
del aceite de rosas) y Citral,
10 2 Monoterpenos
Geraniol Coral.
sc obtienc @ partis del aceite de menta.
E Tujono )
Aquise presenta uno de los sesquiterpenos: . -
15 3 Sesquiterpenos

Hudine-§




GENERALIDADES

P
NUMERO DE

et
NUMERO bE

ATOMOS DE UNIDADES GRUPOQ FUENTE
CARBONO (C) ISOPRENICAS
wn
Lin los ditcrpenos ¢l esqueio del acsdo abectic €3 UNA eXCOPCIOL. por T s,
unidades de isopreno aregladss cabeza<cola como ¢f farsenol ¥ st cuares amidad
isoprénica de forma irrcgular
20 4 Diterpenas
30 6 Triterpenos
Escualeno
R"* Pirofosfaio de geranilo (16)
Carolenas (se obtiencn de las anshorias, poscen un gran namero 4 dubles emlaces.
ji por Jo que son ! Xantophil:
40 B Tetraterpenos
=
e
N Cavrosena .
., Solanesol, Ficaprenols,etc,
(24 Politerpenas " CH; CH;

\:x 1(CH.C=CHCH,),-CH,C=CHCH.0H

Solaneso!




GENERALIDADES

2.2.- FLAVONOIDES.
Los flavonoides son metabolitos secundarios que ocupan una posicién prominente entre los

fenoles de las plantas superiores, Son compucstos de 15 adtomos de carbono, Que poseen compuestos

de dos anillos fenslicos. coneclados por una “tres’ carbonos

istemas C¢-C;3-Cg como -

estructum base), snend

uesira en I Tabla 111

Tabla 1IL-Principales grupos estructurales de flavonoides.

GRUPO ESTRUCTURAL ESTRUCTURA GENERAL GRADO DE OXIDACION
no. ol OH
Dihidrochalconas, Q O 2
on o

Chalconas,

Flavanonas.
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GRUPO ESTRUCTURAL ESTRUCTURA GENERAL GRADO DE OX1DACION.
N
0,
Sal Flavilium, O Y 4
.. Aurona. 4
Antocianina, 4
Flavonas, 4
- Dihidriflavanoles. 4

Flavonol,




GENERALIDADES

En la serie anteriormente mencionada los niicleos aromaéticos suelen encontrarse sustituidos
cominmente por: -OH, -OCH, u O-6sido. En los flavonoides, glicosidicos, las agliconas pueden
ser: flavonas hidroxiladas, flavonoles, biflavonoles, auronas y chalconas, los cuales son muy polares
y por lo tanto en general se obuenen desde la planla por cxtracmén con acetona, alcohol, agua o una

combmncién de éstos A conunuacnén se presenm la numcmc:én de Ias dlferentes posncnones de las

. ﬂayonqs, mcluyendo la demgnacnén de los dlferentes anillos2® (i (fi gura 4)

Figura 4.- Asignaci iciénales en una flavona,

-

2.2.1.-BIOGENESIS Y BIOSINTESIS:

Los flavonoides s¢ snnteuzan por leCI‘SnS plantas'y excepcxonalmente algunas flavonas se localizan

en las alas de al;,unas munposas Los ﬂavonmdes sc ongman de unidades de acetato por

intermediario fenil- propanonde denvudo a-ruta del écndo shiquimico. Estén formados por tres

anillos, el amllo A csta formndo por I ‘c den : cnén cnbeza-cola de tres umdndcs de acetato y el

anillo B, formado del prccursor feml propanonde (F gura S) como se muatra
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Ruta del mevalonato de acctilo Ruta del 4cido shiguimico

; l

|
SN

Flavonoide Isoflavonoide

o)

. "Figura 5.- Biogénesis simplificada de flavonoides.

En la figura 6 se dcsglosa con mayor detalle ln ruta biosintética de los flavonoides a partir del

fosfoenol piruyvato y la D-eritrosa fosfato.
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co;

PO CH,

CHZPO\\/L Fosfocnolpiruvato
HO"~ \’0

D-emrosa-4-fosfa(o
NAD"
POHZC CO —_—".

OH
OH

. o| 1 LH '
Acldo charismico Fenilalanina

Acido cindmico. - 7 -

“Continua.
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N cozu

Acido cinamico

[cx l,o/c ' \cosc.m

p-Cuman 1-CoA

110

1] " Isoflavona

Apiforol "

Dihidrokamferol

Figura 6.- Ruta Biosintética de los flavonoides.




QUIMIOTAXONOMIA

2.3.-PANORAMA QUIMIOTAXONOMICO DEL GENERO Neurolacna

La Neurolaena lobata cs una planta herbicea que se ubica desde el sureste de México hasta

el Sur de América, incluyendo las islas del Caribe. Existen numerosos informes acerca de la
composicion quimica de diversas especies del género Newrolaenae. En la tabla IV se muestra

islados en este género.

algunos, ¢jemplos de comy

Tabla 1V, Compucstos aislados del género Neurolaenae.

ESPECIE COMPUESTOS AISLADOS

) R!

5
O\H/Y
o

m ival i

20Ac ival H

30ival H 1

40H ival H
Neurolacna 50Ac ival OH

6 OAc 501 + ingH
lobata® . )
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Neurolaena
lobata® 4
R, Ry
R= Il Newrolinad o on
R=0Q Cli, - Newrolna B s "
~ ) “ ;u w
I
[}
Neurolacna
macrocephala™
TRy Ry .
sic
Neurolaena
venturana®"
; - Ry ‘R, Ru Ry
Casticin Me Me ' Me
Astemctin Me Mc Me Me .




QUIMIOTAXONOMIA
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OH
o, R, l 0, l O
O ‘ Rty

Me
HO Me
OH 5]
on
L Ry L)
®y Ry " Me oH
Me ] Me wal ol
Me oM " " sl
n "
gle on
sle 1]
S0y o

Neurolaena

vaxacana®

OH -
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yon "
.0
Neurolaena no 0, 0
1o
0] i
macrophylla " ¢
greenm® o

- QCOCHMe, u

- OCOCH(Me)Et 1l

H T OCOCHMe;
Neurolaena

lobatas

‘kohlenwa-

sserklaﬂ‘é".
HCCH,CH=CH(C===C),CH,CH=CH(CH,)sCH=CH,
Neurolacna HCCH,CH,CC(C===C);CH,CH=CH(CH,)sCH=CH,
spp.




QUIMIOTAXONOMIA

De acuerdo con estos resultados, es facil deducir que el género Neurolaenae se caracteriza por la

presencia de lactonas sesquitérpenicas, flavonoides y timoles.

2.3.1.- USOS MEDICINALES DE LA Neurolaena lobata, . T

En América Central, ¢l Sur de México y el norte de Sudamérica in'cluyé‘nd’

Caribe la Neurolaena lobata, se ha utilizado de manera popular para I malaria, cancer y disenteria, .

Por otro lado en Guatemala y Costa Rica es conocida como repelente de’

ha publicado la accion  antialimentaria de’ algunas - lacton

procesos inﬂnmatorius"s. E
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3.- HIPOTESIS

Dado que la Neuralama lobata uene antecedentes etnobotémcos como plama medncmnl y es usada

como remedm contra inflamaciones, se espera aislar e ldenhf cm' algunos metabolntos secundarlos

que sean responsables de esta actividad.
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4.- OBJETIVOS

4.1.-GENERAL:

AISLAMIENTO, DETERMINACION  ESTRUCTURAL Y  ACTIVIDAD  ANTI-
INFLAMATORIA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS, DE ' Neurolaena lobata
POSIBLES RESPONSABLES DE LA ACCION ANTIFLOGISTICA DE ESTA ESPECIE.

4.2-PARTICULARES:

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFLOGISTICA DEL EXTRACTO
METANOLICO DE LA PARTE AﬁREA DE LA Neumlaena lobala

AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS’ : SECUNDAR]OS POSIBLES
RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD ANTI-| INFLAMATORIA _— .

DETERMINACI()N ESTRUCTURAL: DE - LOS 'ME‘I‘ABOLITOS 'SECUNDARIOS
MEDIANTE LAS TECNICAS ESPEC’I‘ROSCOPICAS USUALES COMO lR RMN 'H,
RMN “C Y EM, i

EVALUACION DE LOS: METABOLITOS SECUNDARIOS b A]SLADOS .COMO
AGENTES ANTI- lNFLAMATORlOS S
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5.- PARTE EXPERIMENTAL

5.1.- MATERIALES Y APARATOS.

La separacion y purificacién de los productos (metabolitos secundanos) y el seguxmlenlo o

de las reacciones s¢ realizé por cromatografia en capa fina (CCF) con silica iel M rck F-24 y

cromatografia en -columna (CC) con silica gel 60 Merck (70- 230 Mesh STM)'utlhznndo como ;

reveladores: dlsoluclén de sulfato cénco al 1% e

con un swtema GC/EM mediante ln cnica de fragmemamén de 1mpncto electrémco a 70 eV. )
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5.2.- MATERIAL VEGETAL.

La parte aérea de la Neurolaena lobata fue colectada entre los municipios de Tepetitin y
Cuetzalan, ast como en los alrededores del poblado de San Pablito, todos ubicados en la Sierra

None del Estado dé Puébla Un espécimen de herbario (FB 1667) fue depositado en el Herbario

Nacional del ]nsmuto de Blologfa de la Umversldad Nacional Auténoma de México.

16 a extraccxones sucesivas con tres disolventes de polaridad

-hexano, AcOEt, ‘MeOH) a temperatura ambiente y los extractos fueron concentrados

xindose por separado para el aislamiento de los metabolitos secundarios

- presentes en la planta,

5.3.- EXTRACCION, SEPARACION E IDENTIFICACION.

La metodologia usada para la extraccién de los metabolitos secundarios estd representada en el

siguiente diagrama de flujo.
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~q DIAGRAMA DE FLUJO. |

Coleccion del material
vti%gtal.

‘ Secado y molienda.
i

Extraccion con disolventes
(n-Hx, AcOEty MeOH.)

r .
w n-Hexano l AcetatF de etilo 1 [ Metanol

Separacidén y purificacion de los
compuestos por medio de cromatografia
en capa fina (CCF) y en columna (CC).
|
Evaluacién de extractos y substancias
aisladas como agentes anti-inflamatorios en la
prueba de carregenina en rata.
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PARTE EXPERIMENTAL

La parte aérea de la planta Neurolaena lobata, seca y molida (502 g), se coloc6é en un
matraz Erlenmeyer de 2 Lt y se realizaron extracciones a temperatura ambiente, empleando
sucesivamente disolventes de polaridad ascendente, primero se utiliz6 n-hexano (Hx),
posteriormente acetato de etilo (AcOFEt), y por Gitimo metanol (MeOH).

El extraclo metﬂnélico se cromatografié en una columna abierta empacada con gel de silice,

empleando eluyente una mezcla de Hx / AcOEt de polaridad creciente hasta AcOEt 100%.

Postenormenle se eluyé con mezelas ACOE1 / MeOH hasta MeOH 100%.

5.3.1.- Aislamiento de 7-glucosil-5,6,8,3°,4"-pentahidroxi flavona (1).
D_e las fracciones elqidns con Hx / AcOEt (3: 1), se aislé un producto amorfo de color verde

el cual se purificé mediante ;istalizécibn con una mezcla de Hx / AcOEt (1:1) lograndose aislar

nto de fusion 205-210 °C y un valor de rotacién especifica

‘A7 54 ppm (dd J=24
(ESPECTRO 2)

EM m/z(% ar) FAB* 519[M+K] 345(14), 192(100), 154(40), 39(60), (Esrgcr_go'a).‘ S

“El produclo 1 rcsullé una estructura novedosa,




PARTE EXPERIMENTAL

5.3.2.- Obtenci6n de 7-(3,4,5,6 tetraacetoxi glucosil)-5,6,8,3",4'-pentaacetoxi flavona (2).
A 150 mg del compuesto 1 se le adiciond 1 mL de piridinay 1 mL de anhidrido acético
dejdndose reaccionar por 24 hrs con agitacién constante. Transcurrido este tiempo se le ﬂdicioné

agua a la mezcla 'de reaccién y se procedlé a realizar tres extracciones porciones de 10 mL de i

AcOEt, las u pe te se_reunieron. La fraccién org&mca se lavéd nmero con éc:do

“HJ; 487(33); 331(50); 21124); 169(100);

109(52) 55(48), 43(49), (ESPECTRO 7).
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PARTE EXPERIMENTAL

5.3.3.- Obtencién de 5,6,7,8,3°,4°- hexahidroxi flavona (3).
Se disolvieron 50 mg del compuesto 2 en 20 mL de MeOH y 10 mL de H,SO; 4 N. La

mezcla resultante se dejé a reflujo durante 24 hrs, con agitacion constante. Transcurrido este

tiempo, a la mezcla de reaccién se le reallzé una extmccnén con AcOEt La fracclén orgénica se

: ‘4(c—0), 1028 224 em’ (c-

‘RMN H (300 Msz 7.7 pp
e 4, J=8.7 HL.), 648 ppm (5); (ESPECTRO 9).

EM m/z (ab. rel ) 318 M;

4 l(32), (ESPECTRO 10).

5.3.4.- Obtencién dev7-rgivﬁc ! |droxiﬂavonol (4)

"En las ifrac.:ci:ohe:s. de la columna abierta empacadn con snllca gel, eluida co MeOH \00%’ '

‘se obtuvo un prodlicto

‘ ‘Ar), 1074, 3 e’ (c-0), (ESPEC’I‘RO ..




PARTE EXPERIMENTAL

EM mvz (% ar): FAB': 480 [M’], (331) 95; (257) 9; (211) 35; (150) 100; (127) 15; (109) 30,

(ESPECTRO 12).

5.3.5.- Obtenci6n de 7-(3,4,5,6 tetraacetoxi glucosil)-3,5,6,3°,4"-pentaacetoxi flavona (S).

A 100 mg del compuesto 4 se le adicioné ImL de piridina y ImL de anhidrido acético
dejandose reaccionar por 24 hrs. con agitacién constante, Transcurrido este tiempo se le adiciond
agua y se procedio a extraer con tres porciones de 10 mL de acetato de etilo, las cuales se reunieron

al final, La fracclén orgémca e Iuv6 en tres ocas fon s op 'pbrpiones de 10 mL de dcido clorhfdrico

eriormente con una solucién saturada de

con sulfato de sodio anhidro y se

‘en columna abieria empacada con
cOEt (9:1), obteniéndose un sélido de
esta forma se obtuvo el peracetato del

uyos datos espectroscépicos son los
H),':1759.0 em” (C=0), 16434 cm™ (C=C),
RMN 'H (300 MHz, CDCly): 7. 023 ppm (s ), 7 65 ppm (dd, J—2 1, B 4 Hz), 7 62 ppm (d, J—Z 1

Hz), 7.34 ppm (d, /=8.4 Hz), 2. 42 nl 2 021 ppm ( Protones del acelnto), (ESPECTRO 14)

EM m/z (% ar): FAB 859 [M+ H] (5”9) 9% (487) 32 (445) 18; (331) 35 (289) 20; (154) 100 B

(ESPECTRO 15).
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5.3.6.- Obtencién de 3,5,6,7,3°,4"-hexahidroxi flavona (6).
Se disolvieron 50 mg. del compuesto § en 20 mL de metanol y 10 mL de 4cido sulfiirico
4 N. La solucién resultante se mantuvo en reflujo durante 24 hrs. con agitacién constante.

Transcurrido este tiempo, se procedié a extraer la mezcla de reaccién empleando una mezcla de

acetato de etilo; la fraccién orgénica se lavé con bicarb nato de s&dio;t;l 10 % y con agua en tres
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o Cuyos datos espcctroscéplccs son los sngunentes

PARTE EXPERIMENTAL

Al producto obtenido se le realizé una cromatografia en columna abierta empacada con gel
de silice empleando como eluyente una mezcla de Hx / AcOEt de polaridad ascendente iniciando la
elusién con una mezcla (9:1) obteniéndose un producto sélido de color amarillo claro amorfo que

se cristalizé en una mezcta de Hx /CH:Cl,.

De esta forma se obluvo el esperado peracetato del compuesto 7, con punto de fustén l96-l99 °C

AIR (pasulla KBr) u mdx l780 .7 cm’ (C=O), 1654. 7 cm |(ar C= ), 1

o (ESPECTRO 19)

'H (300 MHz CCI;) 7 46 ppm (s), 7 70 ppm (d, J=2.1:Hz),/7.67. ppm (dd, 2.i‘l-tlzy J=B4
i "Hz)' 33 ppm (4, J=84 Ha), (ESPECTRO 20) e

'u: m/z (ar Rel) M* 570 (3), 528 (47), 486 (78), 0(33)‘,3;5(32)",'4'3 (2'2);

(ESPECTRO 21)
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Partiendo de las reacciones que se le realizaron al compuesto 1 se obtuvieron los siguientes
compuestos como se muestra a continuacion:

Reacciones del 7-glucosil-5,6,8,3°,4 -pentahidroxi flavona (1)
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Partiendo de las reacciones que se le realizaron al compuesto 4 se obtuvicron los siguientes
compuestos como se muestra a continuacion:

Reacciones del 7-gt il-5,6,3" 4 -pentahidroxi flavona (4)
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Principales estructuras de los compuestos aislados 1y 4 de la Neurolaena lobata.

Estructura de 7-glucosil-5,6,8,3",4"-pentahidroxil flavona (1),

Estructura del 7-glucosil-5,6,3",4°-pentahidroxi flavona (4).
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5.4.-METODO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIEDEMATORA EN EL EDEMA
INDUCIDO CON TPA.

El ensayo del edema en la oreja de ratén inducido con TPA fue realizado tomando en
cuenta el método de Tubaro y Gémez.**2. En este estudio se trabajaron con grupos de cinco

ratones machos CD-] (25-30 g ) los cuales fueron anestesiados con Imalgen ®. Una disolucién de

lJ-acetato 2-0-trc ‘dec1 forbol (TPA 2.5 u1g) en etanol 10 pl fue tipicamente aplicada a la

a derecha por medio de una microgeringa. La oreja izquierda.

central tomando como una medida de

El porcentaje de inhibicién se caleula por m
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% de Inhibicién = (Edema A — Edema B)_X 100 Ecuacién 1.
Edema A.

Edema (mg) = Peso de la oreja tratada con TPA-Peso de la oreja sin TPA.
Edema A = Edema del grupo control.

Edema B = Edema del grupo tratado con los compuestos.

Tabla V.- Resultados del porcentaje de inhibicion
ara el compuestol.

COMPUESTO 1 (mg) | % INHIBICION
1 3.14
31 12.29
10 34.28
kY] 34.28
100 a1.59

El extracto de MeOH a una dosis tinica de 100 mg/kg
" _mostrd una inhibicién del edema del 60%.
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6.- DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1.- HIERBA AMARGA (Neurolaena lobata).

La parte aérea de la Neurolaena lobata fue colectada entre los municipios de Tepetitin y
Cuetzalan, asi como en los alrededores del poblado de San Pablito, todos ubicados en la Sierra
Norte del Estado de Puebla.

Del extracto de MeOH se obtuvo mediante técnicas cromatogrdficas un producto, el cual fue

purificado por cristalizacién de una mezcla de n-hexano-acetato de etilo. Este producto purificado

i

 presenté un punto dé fusnéndezs-

=0
[ .
1662,75)

ar.C=C_ [14s2
L3
1604270

e > OoH
365625

4000 1890 3600 3400 3200 . 3000 . 2800 S 3600 2400 2200 2000 1800 1400 (400 1200 1000 WOO 600

Espectro No .l. 5lnft§rlquq '(-l‘ci7—gldcésil-5.6,8,3',4'-pemahidroxi flavona (1).
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

El espectro de infrarrojo de este compuesto (Espectro 1) muestra la absorcién caracteristica de
grupos hidroxilos en la regién de 3450-3240 cm’'; a su vez en 1662 cm™ se observa una banda
asignada a un grupo carbonilo o, B insaturado. Asi mismo, se observa una banda para sistemas
gromﬁticos 21604 cm™,

100
N
80
7

6] 2

0] o 154
" 304 ) 136
20 n3

S e 348

231

% 191 66 32 l
4 661
.‘.LlL bat ]. Vol )33, 8 a9 w0 493 s19  ss7

0 50 100 sy 220 250 300 350 400 450 S0 S50 600 650

mz 480(519;M*+ K’y 503, M+ Na’) -
« .

Espectro No 3.-Masas de 7-glucosil-5,6,8,3",4 -pentahidroxi flavona (1).

El espectro de masas FAB” revpl(; un ién molecular a m/z 480 [519; (M"+ K") y 503, (M" -+ Na%)]
- 'para una fémulai'qondénsqda‘i&‘é‘Czin"oQ;, Este dato aunado a las bandas de aromaticidad en el

espectro de IR sugieren una estrictura flavonoide para el compuesto 1.
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Esta proposicién fue confirmada al observar el espectro de RMN 'H donde ademis de las schiales
de los protones arométicos se observa sefiales complejas entre 5 y 3 ppm, indicativo que este

compuesto es de naturaleza glicosidica.

- H(anomérico)
H-2'(d) 1‘ ™
- ag §% a
E w v ? -
~

g
o
K
T

4976
7 4293

3.001

) T 1 T T T T T 1
6.95 6,35 6.75 6.65 ppm

T p———
7.74 7.66 7.58 ppm

omo s'eﬂ.z.llidqb'le

con J— 84 Hz para una mtemcmén ono (o)
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Asl mismo se observa una sefial simple en 6.52 ppm, caracteristica para un protén vinilico a a un
grupo carbonilo como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla VL.-RMN 'H de 7-glucosil-5,6,8,3",4’-pentahidroxi flavona.

Protdn Despl / (& de acoplamiy
(ppm) J (Hz)
H3 : 6.53 () —

771 (@)

Con esto§ r ult' do hesto 1, donde las

Figura 7.- Estructura parcial del compuesto 1.
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Al adicionar D;O durante el experimento de RMN 'H, se observé una sefial doble a 5.22 ppm,
J= 3.3 Hz, ¢l cual fue asignado al prot6n anomérico del residuo de aziicar de 1.

As{ mismo en este espectro se observaron las sefiales a campo bajo, indicando un intercambio con .

D,O de los protones de los grupos hidroxilos, lo cual permiti6 postular la présenc‘id\de_‘al‘cibholeé'\

por lo menos en la posiciones 5 y 6 del anillo A.

Tomando'en cuenta tanto la formula molecular Cz1H20;, asf como los datos espectroscopicos, es -

[

apropiado suigerir como la estructura para la sustancia 1 a la ind

Figura 8.- Estructura de la 7-glucosil-5,6,8,3",4"-pentahidroxiflavona (1).

Esta proposicién e&iz’a apayadn por el resultado de un andlisis detallado del correspondiente espectro
de masas, donde se observa una fragmentacion tipo retro Diels-Alder comin en los flavonoides

figura 9.
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OH
W on
Hoo
HO'
HO
H H
i H
miz 479
i OH
o
HO
HO
i1 "
H il
miz 345 mz 134

Figura 9.- Fragmentacién tipo Retro Diels-Alder de 1a 7-glucosil-5,6,8,3°,4°-pentahidroxi

flavona (1).
“Una exhaustiva  revisién bibliografica*' revela que el compuesto 1 (7-glucosil-5,6,8,3"4"

pentahidroxi -flavona) es una molécula nueva. Como prucbas adicionales para confirmar la

. estructura de 1, éste se sometié a reacciones de acetilacién y de hidrélisis,

2?2




DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Asf, el producto 1 se sometié a una reaccion de acetilacidn con anhldrido acético y piridina
condiciones usuales, el correspondiente producto de reaccion se obtuvo de acuerdo con lo descrito
en la parte experimental.

El espectro de jnfrarrojo respectivo present6 bandas caracteristicas de la acetilacién la cual nos

muesim la’ébsoréién 1753.91 cm™ una banda asignada a grupos carbonilo de los grupos acelatos

la disminucién de la banda asignada a grupos hidroxilos y la

.- permanencia de la banda de aromaticidad.

? © 1753.914
R-C-R

flavona (2).
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En el espectro de RMN 'H del producto de acetilacién se observaron las mismas interacciones de
los protones aromaticos del sistema ABX consignados en 1 pero con diferente desplazamiento asf
en 7.62 ppm se observé el protén A -con una constante de acoplamiento J= 2.1 Hz para una

interaccién meta (M) el prolén Bse ubica en 7.66 ppm como una sefial doble de doble conJ=2.1 y

8.5 Hz para una interaccion nm k(m)'y pbi(a)'; 'ﬂn‘ialme'htéi el protén X se locaiim en 7.35 ppm

rotén H-3 en'el compuesto 1 s d&splazvb"p'cmnpos; 'béjbs,‘

cto al protén nno‘myériqb,"ést‘é se observd ‘c'a‘si conel

s34
8381
sul
D H(momérice}
: ‘u« -
e .
E ed - J . .
F;;;;;té Sih
_ ‘ ; L j .
A R

g 3823 ..§§§§
] .u-s(:')’ B
4 ~ ‘
s 3
He @y £ =T Frerprey ey
g + ‘3.?. 2.40 2.30 2.20 2.10 ppm
gg3di» 3, Res Sgg
s83]7 3y . Rs L LT
=N il b S
LU W
. L»J AN
7;6 7’.5 7.‘4 7:1 71.2 i ppl‘ll 5.34 S.28 %22 S.16 ppm .a.':s i 4.;5 i 4-0“—; 'I'P"'

Espectro No 5.-RMN 'H de In 7-(3,4,5.6-tetraacetoxi-glucosil)-5,6,8.3°,4 ~pentaacetoxi flavona

@).




DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla VI, se muestran las asignaciones de RMN 'H para el peracetato correspondiente.

Tabla VIL-RMN 'H de la 7-(3,4,5,6-tetrancetoxi-glucosil)-5,6,8,3",4"-penta-
acetoxi flavona (2).

Protén Desplazamiento Constante de
quimico (ppm) acoplamiento J (Hz)

H3. 7.02(s)

7.65 (dd) 2.1,8.5

71.34(d) . 85

;s 32 (d)

+2.00,2.02, 2.04, 2.06,
'2.07,2.09, 2.30, 2.31,
2.33,

- Enel espectro No 6 se observan las sefales del compuesto 2 las cuales apoyan la estructura

propuesta para &ste compuesto
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282 |-
E g IR
RN 3,
- i,
A |
4 _ |
170.0 1692 168.4 ppm § 1242 ppm 72,0 ppm

ah

2
EE

YT
20.7 20.3 ppm

g
|

60 40 PPmM

Espectro No 6. - RMN C de 1a 7-(3,4,5,6-tetraacetoxi-glucosil)-5,6,8,3 .4 -pentaacetoxi

flavona (2).
En la tabla VII, se muestran los valores de los desplazamientos de los carbonos del peracetato

(compuesto 2), con estos datos corroboramos en que posicién estd localizado cada carbono de esta -

estructura.
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Tabla VIIL-Datos de RMN “C para la 7-(3,4,5,6-tetra-

acetoxi-glucosil)-5,6,8,3",4°-pentaacetoxi flavona (2).

Carbono Despl: fent imi

(ppm)

168.8
101.09
14227

~127.76

154,44

12776
14438
101.09
135.8
123.9
153.2
1532
123.7
12632

+99.48,72.52,70,05,70.27, -
1 '68:40,61.01

respectivamente

¢ observa un i6n Vmblééulh'r\a:m/i'?: 8’58"(85’9; M), E

para tina férmula condensada CssHsO;; del peracctato (1), lo cuzal apoya la estructura propuesta en

la figura 10 pfmiéEte compuesto,
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OAc

Figura 10.- Estructura propuesta para el peracetato (2).

487

w2 §58EBS9; M- H)
hatd 8sp
817
520
587 677 sml 881
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0 S0 100 1w 2002503003-‘0400450500550000550700750soos&oouum

Espectro No 7.-Espectro de masas de la 7-(3,4,5,6-tetraacetoxi-glucosil)-5,6,

8,3°,4’-penta acetoxi Mavona (2).
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Un dato adicional que proporciona el espectro de masas es la fragmentacién de 2, para producir

fragmentos correspondientes a la glucosa acetilada y de la aglicona respectivamente (figura 11).

OAc

m/z 858 J

— - QAc e

H OAc

AcOY
ts]
AcO:

m/z 331

4y
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. Figura 11.

Fragmentacién del compuesto 2.
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Cuando se sometié el producto 2 a una reaccién de hidrélisis con 4cido sulfurico y metanol se
obtuvo el producto esperado 3 con un pf de 180-182 °C. El espectro de IR de 3 mostr6 la banda
caracteristica de los grupos OH en 3349 cm’™, asf mismo otra banda caracteristica para una cetona

o,B insaturada en 1661.826 cm™, como se mucstra en el espectro No 8.

--l
o]
--4
-
e
o
o] OH €&

o 33400

- 12835370

T T T T T - T T
4000 3800  36D0 300 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1000 1600 1400 . 1200 1000

Espectro No 8. -Infrarrojo de la §,6,7,8,3°,4"-hexahidroxi flavona (3).
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El espectro de RMN 'H del compuesto 3 presenté una sedal simple en 648 ppm que es
caracterfstico para un protén vinilico a a un grupo carbonilo. Asi mismo se observé el sistema
aromitico del tipo ABX, donde el protén A se ubica en 7.74 ppm que muestra una sefial doble, con

una conslante de acoplamxento J = 2.1 Hz para una interaccién meta (m), el protén B se ub|ca en

7. 59 ppm com una senal doble de doble con una constante de acoplamnento J=2. 1y87 Hz para

. uha‘in\l ! * finalmer X e Iocahza en 6.90 ppm como una

B séh;\l doble con c - de acopl J=8. 7 Hz para una mtemccnén orto (0).

sast =) H-3(3)
==
r_,__

1

7.74 7.68 7.62 ppm

g
e
=
*
’éf

T
12 11 10 9 8 7 s 4 3 2 1 ppm
(i —— s
197 i H-f‘ [+

. 'Espéclro No 9. -RMN 'ﬂ dela 5,6,7,8,3°,4"-hexahidroxi flavona (3).
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En la tabla X se muestra un resumen de los correspondiente datos de RMN 'H (espectro No 9)

para el compuesto 3:

Tabla IX.-Datos de RMN 'H de 5, 6, 7, 8, 3°, 4°-hexahidroxi flavona (3).

] Desplazamiento Constante de
: i’rolén quimico (ppm) acoplamiento J (Hz)
6.48(s) w—
7.74 (d) 2.1
po 6.89(d) 8.7
» H-6' — : 7.58(dd) 2.1, 8.7

Los dqtos}espcc!roscépicos de IR y RMN 'H, asi como la férmula molecular de C;sHoOs,
ﬁroporcionnda por espectrometria de masas (espectro No.10) del compuesto 3, corresponde a la.

5,6,7,8,3°,4 ’-hexahidroxi flavona (figura 12).

T B v e
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Espectro No 10.-Masas de la §,6,7,8,3°,4 °-hexahidroxi flavona (3).
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6.2.- Aislamiento de un segundo compuesto del extracto metanélico.

Del extracto metanélico se encontré otro producto, que mediante el espectro de masas FAB'

presenté un i6n molécular en m/z 480 consistente con férmula condensada de C2H20015.

31

.70
604

504

40

21

373

187 229 247 [ l 359 »
37 7
| AR W I il T IR TR =
640 60 B0 100 120 140 mnwo zoozzuuozwmmnnmm:wmuouommsmm

ma 480 (M)

Espectro No 12.-Masas del  7-glucosil-3,5,6,3°,4"-pentahidroxi flavonol (4).

Los datos del cspeclro dt. lR sugieren una estructura tipo flavonoide para el compuesto 4, ya que la

bandn anchn en 3322 lcm corrcsponde a un grupo hidroxilo y otra banda caracteristica en 1665.0

cm” perlcnccc nl grupo carbomlo
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. 151642

1689.808
- .
2925894 - ar, C=C
® : e 1160.898
CH(CH,-CY o
T 1) S 1397354\ 1067.860

L3
1267.921 c-0O-C

1600.0928

-y T T e ~r T T v ™1 T Tr 7Y T J T T
o L. 4000 3800 - 3600 - 3400 - 3200 - 3000 - 2800 - 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 31200 1000 800 600

Es_becﬁb No _il.anfrnrrojo del 7-glucosil-3,5,6,3",4 - pentahidroxi flavonol (4).

El espectro de_kMN H comprobb la naturaleza del glicosidico de flavonoide para ¢l compuesto 4. »
Sin embhrgb debido a la poca solubilidad del compuesto atin en DMSO, no se logrd un andlisis

apropiado del espectro,
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Como informaci6n adicional en el espectro de masas sc observaron los fragmentos de una ruptura
retro Diels-Alder, lo cual permitié postular a la 7-glucosil-3,5,6,3",4"-pentahidroxi flavonol como
estructura probable para el compuesto 4 (figura 13). Para comprobar esta propuesta, se someti6 a

reacciones de acetilgcién e hidrdlisis al compuesto de interés (4).

™z 330

Figura 13.-Fragmentacién tipo Retro Dicls-Alder para In molécula (4).
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El producto 4 se sometié a una reaccién de acetilacién con anhidrido acético y piridina a
temperatura ambiente. El producto de acetilacidn se obtuvo de acuerdo con lo descrito en la parte
experimental.

En el espectro de IR del prbducto acetilado ste observzin tres bandas importantes: en 3394.5 cm™
absorcién Ae la banda de grupos OH, a 1759.0 cm® la banda ’t:ai,i'actieflstica de los grupos carbonilos

de ster a 1643.4 cm! de los aromdticos (C=C).

M
. 1
.
: 33945 L
N [ 3 2099
. OH .
.. 14653
HIN
10780
. 137 ¥
: 16434 C-0-C
:
B ’"”D C=Car.
: C=0 11762
N R R N N N

F.wecﬁ"b No 13.; Infrarrojo del 7-(3,4,5,6-tctraacetoxi-glucosil)-3,5,6,3°,4°-

pentaacetoxi flavonol (5).
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El espectro de masas FAB nos revelé un ién molecular en m/z 858, para una férmula condensada

Ci9H3On,

54

16

m/z 858 (BS9: M)

Espectro No 15.-Masas del 7-(3,4,5,6-tetraacetoxi-glucosil)-3,5,6,3",4 -pentaacetoxi

flavonol (5).

En el cual sc lograron observar los fragmentos de una fragmentacion de tipo retro Diels-Alder, lo

cual indica que la molécula corresponde al producto peracetilado de 5.
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En la figura 14 se sefiala la fragmentacion para el compucsto §.

’_. hme BE2 3
OAc
H OAc
OAc
AcO
AcO
H
11
— m/z 858 B . . -
-
— —_ . . : : OAc*
B OQAc OA,c S
W0
AcO .
AcO: 0o
" OAc|
" H
- m/z 331 .
m/z 529

Figura 14.- Fragmentacién de 7-(3.4,5,6—(4:(ranceloxi-glucnsil)—3,5.6,3'.4'-pcntxacctoxi

flavonol (5).
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En la siguiente tabla se describen las sefales de RMN 'H del compuesto peracetilado 5.

Tabla X.-Datos del espectro de RMN 'H del compuesto 7-(3,4,5,6-tetraacetoxi-

glucosil)-3,5,6,3°,4"-penta-acetoxi flavonol (5).

Protén Desplazamiento Constante de
quimico (ppm) acoplamiento J (Hz)
H-8 7.023 (s) —

H-2', 7.65 (dd) 2.1, 84

762 (d) 2 '

(m). yi por tltimo, ¢l prof

-interaccién para (p) con un
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Hiw o H2 @) HEW
9 e * *
vy =)
- o = 2 =3 2ANn LR g K’Em
g sxzafs 23 a3emals bR
i+ 3
I K
VL -
T UL s I A Ll | f Trrer
705 ppm | 768 765 ppm ppm 403 399 ppm 428 ppm
I
- _fr S~ na /
I A J)« i W uk\_l._.._
yo—pr—r v v r—p—r———— T Presrer—p—p——p———
8 ki 6 5 4 3 2 - 1 ppm
344 300 398 2660 1125
476 832 221 234

Espectro No 14,-RMN 'H de la 7-(3,4,5,6-tetraacetoxi-glucosil)-3,5,6,3",4° - pentaacetoxi

flavonol (5).

Asi llegamos a elucidar la siguiente estructura flavonoide acetilado 5,

OAc

Figura 15.- Estructura de 7-(3,4,5,6-tetraacetoxi-glucosil)-3,5,6,3",4°-penta-

acetoxi fMlavenol (5).
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El producto § fue sometido a una reacci6n de hidrélisis con dcido sulfurico 4 N como se mencion6
anteriormente en la parte experimental, obteniéndose el 3,5,6,7,3°,4"-hexahidroxi flavonol (6).

En el espectro No 16 de IR se observa la banda caracterfstica del grupo OH en 3391.17 cm™, a
1661.23 cm™ se observa el grupo carbonilo C=0; a 1505.60 cm™ sc observa la sefial tipica del

grupo C=C del grupo aromaticos.

2923077
ar, C=C
L
1661239
1602420
3391.175
L3
OH 1278818

T R I IR T LT SO LI T

et e petrerred
X0 IND 600 24D0  JItD IDCO KD IKO 1400 100 I0CCO 1300 1400 L&D 13D SO0 00 KO

Espectro No 16.-Infrarrojo de 3,5,6,7,3°,4 -hexahidroxi flavonol (6).
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En la tabla XI se describe un resumen de los parametros de RMN ' H para el compuesto

3,5,6,7,3°,4 -hexahidroxi flavono!l (6).

Tabla XL-RMN "H de la hidrolisis de 3,5,6,7,3' 4-hexahidroxi flavonol (6).

Protén . Desplazamiento Constante de
: quiniico (ppm) acoplamiento J (Hz)
6.40(s) —

765(d) . 21

8.4

interaccién orte

“oosimple) i
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H-2"(d) H.5°(d)

*
g
J

k4
6403

g H-6'(dd) .;fj .
Rt Ly H-8 ()
8
523
e st
7.7 76 75 74 73 12 71 70 69 68 67 66 65 ppm
Espectro bNo 17. RMN 'H de 3,5,6,7,3",4"-hexahidroxi flavonol (6).

. Conociendo la formula condensada CisHwOs, se llega a la conclusién que el producto .6

corr'espohde‘n 3,5,6,7,3,4’-hexahidroxi flavonol.
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g0
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Espectro No 18.-Masas de 3,5,6,7,3",4"-hexahidroxi flavonol (6).

Figura 16. Estructura de 3,5,6,7,3",4°-hexahidroxi flavonol (6).
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Por tltimo se obtuvo el producto peracetilado de 6, mediante una reaccion de acetilacién con

anhidrido acético en piridina, lo cual produjo un compuesto cuyas bandas en IR a 1780 cm™ y 1654

cm’! corroboran fa presencia de grupos acetatos en este producto.

Espccu"o No19. -~ l‘r;ffarrhjp de 3.5,6;7,3';;4'-hcxnucelnii flavonol (7).
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Los datos espectroscopicos de RMN 'H nos dio la siguiente informacién:

Tabla X11.-RMN 'H del producto acetilado de 3,5,6,7,3",4"-hexaacetoxi flavonol (7).

Protén Desplazamiento Constante de
quimico (ppm) acoplamiento J (Hz)
H-8 7.46 (s) p—
L H: 7.70 (d) 2.1
I 7.73 (d) 84
}:H-6f 7.67 (dd) 2 84 s
H.6°(dd) ne - j'i

H-5°(d)
A

LS AR M T L m T ML
7.60 7.50 740 7.30 PPpm u
A
T AL L T LI T T 1
9 6 H 4 2 1 pPm

o8
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Jo cual apoya totalmente la deteccion del peracetato del compuesto 6. Ain mas el espectro de

masas indica el i6n molecular M* a m/z 570 para una férmula minima de Cy7H2200.

-]

R
»
3
®

e ,‘ . a0 i : .
oo B ’ l [
‘10 B s R
. “sg o8 - : 428
o bl I .137 - L, p 4 i, ) 5P
1.4 4 v

Espectro No 21.-Masas de 3,5,6,7,3",4'-hexa acetoxi flavonol (7).

8
g
]
5

Lo cual comprueba que ¢l producto de acetilacién (7) corresponde a 3,5,6,7,3°,4"-hexaacctoxi

flavonol como se muestra en la figura 17.

ESTA TESIS NO SALE o
DE LA BIBLIOTT

H
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OAc

Figura 17.- Estructura de 3,5,6,7,3",4’-hexaacetoxi Navonol (7).

6.3.- DISCUSION ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Se conoce que el TPA como agente edematoso, involucra varias rutas biolégicas. Entre los
principales se pueden citar la cascada del dcido araquidénico donde las erizimus ciclo oxigenasas |

y Il (COX) tienen un papel lmponanle. Asl mlsmo ‘es conocldo que lamblén involucran las

hpoomgenasas, debldo a lo amenor dlce que el TPA uene un mecamsmo dc accion inespecifico.
estm a probar, se ha empleado
acas o sustaﬁcins con propiedades

nntl-mﬂnmmonus La apllcuclén téplca el age e e : s e la manera tradicional. Sin

embargo debido a la poca solubxhdad del exlmclo y del compueslo I se cnsnyé una forma alterna

de aplicacion; éstas, consisti6 en preparar solucnoncs del extmc / del compuestos con bicarbonato

de sodio al 10 %.
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Las concentraciones de pruebas fueron de 100 mg/Kg. para et extracto y 1, 3.1, 10, 31 y 100
mg/Kg. para el compuesto 1, los resultados indican que existe una actividad anti-inflamatoria
dependiente de la dosis para 1. Como ya se menciond el TPA es una agente edematoso inespecifico

y por lo tanto no es pos'ibl‘éy asegﬁ}-ar una forma de accién de 1.

avonoide de 1, es posible suponer que su accién anti-

d de atrapar radicales libres y posiblemente bajo esta via inhibir a
‘ las COX L'y 1L, asl como a las lipaoxigenasas.

"En igb]u X1t sg m'uestra los resultados del porcentaje de inhibicién.

Tabla XIH.-Datos del porcentaje de inhibicion
de la Hierba Amarga (n=3 Ratén TPA).

DOSIS mg % INHIBICION
1 8.14
3.1 12.29
31 34.28
100 41.59
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7.- CONCLUSIONES

1.- El estudio fitoquimico de la especie Neurolaena lobata proporcioné los glicosidos: 7-giucosil-

5,6,8,3°,4"-pentahidroxiflavona (1) y 7-glucosil-3,5,6,3°,4 -pentahidroxi flavono! (4).

2.- La»céméleribz'ééiénﬁde 1y 4s¢ logro por métodos quimicos y ‘espectroscopicos. Asi la aéetilécién B

SR compuesﬁd bmsgnta Una actividad dosis dependiente.
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