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FAMILIA  GRAMINEAE

El nombre de esta familia deriva del vocablo latino
gramen que significa pasto.En la literatura se encuentra indis-
tintamente como Familia Gramineae o Poaceae.

Antiguamente se las dividid en dos subfamilias:
Pooideae y Panicoideae; pero actualmente los agrostdlogos aceptan
mayoritariamente la divisidén en seis subfamilias‘:Bambusoideae,
Oryzoideae, Phragmitoideae, Festucoideae, Panicoideae y Eragrostoideae (tam-
bién conocido como Chloridoideae ).

La familia posee unas 10000 especies distribuidas
en 600 génerosz-4,aunque estos valores varian segin distintos
autoress.

Tienen una distribucidén cosmopolita y gran adaptabi-
lidad ecoldgica ya que viven en regiones climidticas de todo tipo
y en suelos secos o himedos. Pog annua es un ejemplo de adaptabili-
dad ya que se la encuentra en todas las regiones del mundo.

En su mayoria las gramineas son hierbasj;a excepcidn
de la subfamilia Bambusoideae GU€ posee especies que son arbustos
o arboles.

Esta es una de las familias botanicas de mayor impor-
tancia econémica;asi,algunas especies son utilizadas como mate-
riales de construccién(paja,cafias,bambid),numerosos pastos son
excelentes forrajes para el ganado constituyendo la principal
fuente de alimentacidén.Pero su utilidad principal estia dada en
la'alimentacidén humana,debido a que las gramineas poseen gran ca-
pacidad de acumulacidén de hidratos de carbono y albimina.

Los ejemplos mas importantes son la cafia de azlcar,el arroz,el
maiz,el trigo,la cebada,el centeno y la avena.

/

Caracteristicas quimicas de la familia




Las gramineas han resultado dificiles de clasificar
quimiotaxondémicamente dado el estudio limitado de especies y 1la
gran variedad de metabolitos secundarios que producen;no obstante,

pucden hacerse algunas generalizaciones.

Polifenoles

Acidos aromidticos oxigenados y cumarinas

Se aisld de Hordeum vngare6 cumarina 1 ,umbeliferona 2Z,escopoletina
3,herniarina 4,esculetina 5,acido p-hidroxibenzoico 6,acido vaini-
llinico 7,acido siringico 8,acido p-hidroxicindmico 9,4acido o-hi -
droxicinamico 10, acido clofogénico 11,acido ferdlico 12 y aci-

do sindpico 13.(figura 1)

R
R2 //O
R OOH
R, Z 22N\ _/
Ry
Ry R, = H cumarina 1 R,;=H R,=0H R;=0CH; acido
R,=H y R,=0OH umbeliferona 2 vainillinico 7
R,=0CH, RZ =0OH escopoletina 3 R;=R;=H R,=0H dcido p-hi-
R,=R 2=OH esculetina 5 droxibenzoico 6
R2=OH R1=R3=OCH3 acido

siringico 8

FIGURA 1



R,=OH R,=R;=R,=H dcido
H o-hidroxicindmico 10
//H R;=0H R,=R,=R,=H dcido
! ‘\j p-hidroxicindmico 9
3 ' 1 fertilico 12
R R,=H R,=R,=0CH
sinédpico 13

3 R;=0H dcido

HO

HO

dcido clorogénico 11

FIGURA 1

El acido clorogénico 11 también fue encontrado en Saccharum
offieinarum ,Paspalum vaginatum, Oryza sativa, en algunas especies de
Phragmites y Bambusa 7,en.AZopecurus pratensis Yy Festuca pratensisg, aun-
que siempre presente en pequefia cantidad.

Los dcidos derivados del cindmico como el acido feraG-
lico 12, el sindpico 13 y p-hidroxicindmico S son bastante comu-
nes dentro de las gramineas, encontriandose todos en cantidades

considerables.9



Flavonoides

Las gramineas presentan dos caracteristicas princi-
pales con respecto a este tipo de compuestos; la presencia de tri-
cina 14(figura 2) y la ausencia de flavonoles

La presencia de tricina,aislada por primera vez en

en una especie de Triticum y posteriormente identificada
11=15

193310

en la mayoria de las gramineas ,es una caracteristica impor-
tante ya que se encuentra raramente en otras familias.

Un hecho destacable es la ausencia de flavonoles;
tanto los glicdsidos como las agliconas libres,generalmente son
flavonas (sin HO-3);aunque existen algunas excepciones,como por
ejemplo del polen de Phleum pratensis Yy Dactilis glomerata se aisld
dactilina 15 (figura 2)16’17,mientas que el polen de maiz(va-
riedad Golden CrossBantain)contiene quercetina 16(figura 2)18.
Existen otras flavonas que también aparecen con asiduidad en
gramineas.Una de ellas es 5,7-dihidroxi-3',4',5'-trimetoxiflavo-
na 1112.Las otras dos flavonas que se encuentran cominmente,
aunque principalmente metiladas o glicosidadas,son luteolina 18

y apigenina 19.

FIGURA 2

R1=R3=0CH3 R2=H tricina 14
R1=R3=OCH3 R2=CH3 5,7-dihidroxi-3',4',5'-trimetoxiflavona
Ry=R,=R;=H apigenina 19

R1=OH R,=Rs=H luteolina 18
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OR2
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OH 0

continuacién FIGURA 2
R;=R,=R;=H quercetina 16

R;=CH; R,=R;=glucosa dactilina 15

Se conoce el 7-0-glucdsido de luteolina 2912’19,

como asi también el 7-0-rutindésido( a-L-ramnopiranosil-6-0-p
-Dglucopirandsido) 21.

Se han aislado también muchos 0-glicésidos de trici-
na.En un estudio sobre varias especies del género Sacchnnmz15 se
aisld tricina-5-0-glucdsido 22,7-0-glucdésido 23, 7-0O-glucdsido di-
sulfatado en el hidrato de carbono,sin especificar la posicidn
de unidén, 7-0O-neohesperiddésido 24( a-L-ramnopiranosil-2-0- p -D-
glucopirandsido) .De especies del género Triticum, se aisld tricina
-5-0-glucdsido 22 y tricina-7-0-glucurdnido 1513.

El otro aspecto importante sobre la composicidn de
flavonoides estd dado por la presencia de C-glicdsidos de flavo-
nas;siendo las gramineas los vegetales que presentan estos glicd-
sidos mas frecuentemente.

Los glicbésidos vitexina(apigenina -8-C-glucésido)26
e isovitexina( apigenina-6-C-glucésido) 27 son habituales en las
gramineas12;como asi también los O- glicdésidos de los mismos,

como saponarina( vitexina-7-0-glucdsido) Z§20-22.



Otros C-glicdsidos que abundan en la familia son
orientina(luteolina-8-C-glucdsido) 29,isoorientina (luteolina-
6-C-glucdsido) §212’14’15’21’22

como isoorientina-7-0-glucésido 31 y 7-O-rutindésido 32 en el géne-

y algunos O- glicdsidos de ambos

n:Saaﬂwmum15,y algunos C-diglicdésidos como luteolina-6,8-C-diglu-

cbsido 5212.

Antocianinas.

Dado que las graminecas son generalmente verdes,la
coloracidén roja o violeta debido a antocianinas se encuentra
en las flores.

Las antocianinas aisladas son principalmente gli-
césidos de cianidina en posicidén 3.
De Hordewnm vulgare se aisld
cianidina-3-0-arabindsido éizé
de Oriza sativa cianidina-3-0-
glucdésido 35, 3,5-0-diglucd-
sido 36 y 3-0-rutinésido §15,14
El 3-0 glucésido de cianidina
es el mas abundante y también

se aisld en Poa annua, Sorghum

vulgare y Zea mays

cianidina

Con respecto a las leucoantocianas,en érganos no
verdes de cebada se identificaron leucocianidina 38 y leucodelfi-

nidina 39 (figura 3)
OH

R=H leucocianidina 38
R=0OH leucodelfinidina 39

FIGURA 3



Alcaloides

Los alcaloides aislados de gramineas resultan de
poca ayuda para una clasificacidn quimiotaxondmica ya que los
mismos se encuentran presentes en otras familiasS.Ademés los al-
caloides no son muy comunes dentro de la familia y sdlo algunos
géneros los poseen,especialmente en las subfamilias Festucoideae
y Phnicoideaezs.

Los alcaloides que aparecen con mayor frecuencia

en las gramineas son hordenina 40(figura 4) y gramina 41 (fi-

gura 5);aunque en funcién de las estructuras aisladas :podemos
clasificarlos en tres grupos: a) alcaloides derivados de tiramina,
b) alcaloides derivados de triptofano y c) alcaloides con esque-

leto pirrolizidinico.

a)Alcaloides derivados de tiramina.

De especies del género Hordewn se aislaron tiramina 42, N-metil-

tiramina 43 y candicina ii26_28(figura 4) .N-metiltiramina tam-
26,5,29,30

2
bién fue aislada de Panicwn miliaceum y Sorgum bicolor',

Del géneroPhalarisarundinaceae se aisld 5-metoxi-

N-metiltiramina 1532.

Me
HO R{q \R2 HO T
FIGURA 4
Ry=R,=H tiramina 42 candicina 44
Ry=H R,=CH; N-metiltiramina 43
hordenina

R1=R2=CH3



b)Alcaloides derivados de triptofano

De Hordeum vulgare se aislaron gramina 41 ,3-amino-metilindol 46

y 3-N-metil amino-metil indol 3133—34.Vale la pena destacar que
los dos Gltimos son intermediarios en la biosintesis de gramina;
que también fue aislada de Panicwn miliaceum y Arundo donax 35
R, R1=R2=H 3-amino-metil-
N< indol 46
' l R, R1fH R2+§H$ 3-N-metil
i amino-metilindol 47
Ry=R,=CH; gramina 41
FIGURA 5

c)Alcaloides con esqueleto pirrolizidinico

De varias especies de Loliwm se aislaron lolina 48,
norlolina 49 (figura 6),lolinina 50 y lolidina §136;estas dos
Gltimas bases poseen un esqueleto pirrolizidinico pero se des-
conoce su estructura completa. Norlolina tambié&n fue aislada en
Lolium temulentwn 5.

El otro alcaloide dentro de este grupo que merece Ser
mencionado es telepogina 52 (figura 6) .que fue aislado de
Thelepogon elegans. La biosintesis de telepogina parece tener una
ruta biosintética diferente a los alcaloides de Lolium



H
Y’V\ N
0 R

R=CH; lolina 8 telepogina 52

R=H norlolina 9

FIGURA 6

Compuestos cianogénicos

La cianogénesis es frecuente dentro de la familia
incluso en especiesno tdxicas.Por ejemplo dentro del género
Sorghum se encontrd que en plantas jdvenes hay cianogénesis debi-
da a diversos compuestos,que con el crecimiento de la planta se
van perdiendos.

Si bien en muchas gramineas se detectd la presencia
de cianuro mediante ensayos analiticos como en el caso de es-

5’38,Gliceria39-40 y MeZicas,queda en discusién 1la

pecies de Briza
verdadera naturaleza de los compuestos cianogenéticos.

De Sorghum bicolor especie tdxica,se aisld durrina 53
(figura 7),que por intermedio de una P -glucosidasa libera a la

cianohidrina,que a su vez es descompuesta enzimiticamente libe-

41-42

rando p-hidroxibenzaldehido y acido cianhidrico.

Como conclusidén puede decirse que la presencia de
compuestos cianogenéticos es caracteristica de especies jo-
venes,siendo dichos compuestos generalmente inestables lo cual
impide su aislamiento.Es por esta razdén que en la literatura

sb6lo se ha informado la estructura correspondiente a durrina 53.
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CN

|

HO—O-— C— 0 — P-glucosa

H

durrina 53

FIGURA 7

Sustancias nitrogenadas de defensa

Se encontrd que la benzoxazolinona 54(figura 8)
presente en el centeno,inhibe la proliferacidén de hongos paté-
genos.En cambio el trigo y el maiz contienen 6-metoxibenzoxa-
zolinona §§(coixol)5’43’44.

Posteriormente se aisldé Dimboa 56 (figura 8),de
varias especies ,entre ellas el maiz,observiandose que en presen-
cia de agua se transformaba en 6—metoxibenzoxazolinona45"47.

Dimboa es un dcido hidroxamico ciclico que produce
no sdlo inhibicidn en el crecimiento de hongos sino también de

afidos y bacterias.

H MeO OH
g 6 b
benzoxazolinona 54 Dimboa 56

FIGURA 8
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De Avena sativa se aisld un compuesto con actividad
antimicrobiana,al que se denomind avenacina 57,resultando ser

48’49.Su estructura

un triglicdésido de un triterpeno pentaciclico
no ha sido totalmente elucidada,ya que debe aun identificarse 1la
unidad de hidrato de carbono en el extremo no reductor y la
posicidn del éster aromatico que estd indefinida entre los

C-6 yC-7 del anillo triterpénico.

HO

CH,—N

glic-glu-glu ,/) 3
H,O0H —00C

Avenacina 57

TerEenos

Aceites esenciales

Son pocos los géneros dentro de la familia que acu-
mulan en gran cantidad aceites esenciales.Estos se encuentran
principalmente en la tribu Andropogoneae y los mids importantes en
los géneros Cymbopogon Yy Vetiveria.

Los aceites de mayor importancia econdmica son el de
Palmarrosa, el de citronela, el de lemongras y el de Vetiver.

Triterpenos

La caracteristica fundamental que presentan las gra-
mineas es la presencia de 3-metiléteres de triterpenosso.
Estos éteres son muy raros en otras familias y pue-

den considerarse buenos marcadores quimiotaxondmicos,aunque
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no se encuentren en todos los géneros.

Los metil &teres mis abundantes son arundoina 58
y cilindrina 5250—60(figura 9),también se han encontrado el me-«

050-51,61,y el metil éter de arborinol 9161

(figura 9); todos ellos presentan un anillo E de cinco miembros.

Estos compuestos se encuentran acompahados de a-
50,53,55

til éter de lupedl

amirina 62, B-amirina 63 y sus respectivos metil &teres

50’51,como asi también por

y el metil éter de crusgallina 65
miliacina®0»°%,62 64.(figuras 9 y 10)

arundoina 58 R,=0CH; R,=H cilindrina

R1=H R2=OCH3 arborinol

metil éter gl

lupeol metil &ter 60 miliacina 64

FIGURA 9
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crusgallina 65 Ry=H R,=CH; R;= OH aamirina
R;=H R,=CH; R;=0CH; o "

metil &ter

R;=CH; R,=H R =0CH3ﬂ' "

metil éter

3

FIGURA 10

Se han aislado ademids tritepenos tetraciclicos

55

como el metil &ter de cicloartenol 66~ (figura 11),ferulato

de cicloartenol 6763(figura 11),24-metilencicloartenol 68 vy

su ferulato 9264766 >3

11).

y el metil &ter de parqueol 70 (figura
Se identificaron ademads otros triterpenos pentaci-
clicos alcohblicos y cetonas,destacandose entre ellos la presen-

cia de friedelina llso(figura 11).
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R=0CH; metil &ter delcicloartenol 66
R= ferulato(4-hidroxi-3-metoxici-
namato) 67

friedelina 71

24-metilencicloartenol gg

parqueol metiléter 70

FIGURA 11
Esteroles

Los esteroles mids difundidos en las gramineas son
sitosterol 72 y estigmasterol 1285,aunque como caracteristica
importante puede mencionarse la presencia de esteroles satu-

rados,principalmente 5,6-dihidrositosterol 75,que se aisld



también como ferulato 1§67.

Se aislaron ademas- de Saccharum officinarum lofenol
(4- a-metil-5- a-ergosta-7,24(28)-dien -3-p-0l1) 77 y 24-eti-
lidenlofenol Z§68(figura 12),aunque estos esteroles no estan
ampliamente distribuidos dentro de la familia.

R
R=
. sitosterol ZE
HO
IS
R=
R estigmasterol 128
R= CH., lofenol 77
HO/ ' 2 .

| R= CH-CH3 24-etiliden lofenol 78
FIGURA 12

Metabolitos primarios

Proteinas y aminodcidos

Es caracteristico de las especies cerealeras de
la familia la acumulacidn de diversas albliminas en sus semi-
llas.Estas albGminas fueron las mas estudiadas dentro del
reino vegetal.

Las proteinas de reserva que se hallan en las se-
millas se pueden clasificar en cuatro grandes grupos:
1)Albdminas :solubles en agua fria
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2)Globulinas :insolubles en agua fria,solubles en soluciones
salinas (cloruro de sodio 5 %).
3)Prolaminas :insolubles en agua y soluciones salinas,solu-
bles en etanol 70%.
4)Gluteninas:sdlo extraibles con dcidos diluidos.

Las prolaminas y gluteninas forman el gluten que

da las caracteristicas elasticas a las harinas de semillas

de cereales.
Las prolaminas de gramineas acumulan &acido glu-

tamico y prolina y son escasas en lisina.
A diferencia de las gramineas (monocotileddnea),

las semillas de dicotileddneas acumulan globulinas.

Aminoacidos especiales

Existen algunos aminodcidos que no forman parte
de proteinas pero que han sido aislados de varias gramineas
y no son de amplia distribucidén en otras familias.Ellos son
5-acetilornitina 79 (el mads abundante),icido a-aminoadipico
80 y é&cido pipecolinico §l69(figura 13)

coot
HC=NH, N COOH
(f”z)z

CH 7~ NH—C—CH

5-acetilornitina 79 dcido pipecolinico 81
FIGURA 13

Hidratos de carbono

La mayoria de las gramineas almacena,en el endosperma
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de las semillas,almiddn como sustancia de reserva.

Desde el punto de vista taxondémico se pueden
clasificar en gramineas azucareras(sacarosa,almiddén) y gra-
mineas de fructanos(polifructanos);ya que generalmente acumu-
lan uno de estos dos tipos de sustancias.

Esto es muy importante desde el punto de vista
econdmico ,ya que la produccidn de semillas hibridas de ce-
reales s6lo pueden efectuarse con especies que acumulan el
mismo tipo de polisacaridos.

Por ello fueron muy estudiados los hidratos de
carbono de cereales y forrajess’70-72.

Los fructanos de acuerdo al tipo de unidén pueden
dividirse en dos grupos:
1)Tipo fleina: unidades de fructosa con unidn 2-6
2)Tipo inulina: predominio de unidades de fructosa con unidn
2-1.

En ambos casos participa también la glucosa unida
1-2 a la fructosa,ya que el aceptor original en la biosin-
tesis es la sacarosa a la cual posteriormente se van acoplan-
do las unidades de fructosaj;aunque se han aislado algunos fruc-
tanos libres de glucosa.

Existe un tercer grupo de fructanos;con uniones
2-1 y 2-6,fuertemente ramificados.Se denominan tipo triticina y
son los menos abundantes.

Las gramineas con fructanos estan menos distribui-
das que las de almiddn y se encuentran casi con exclusividad
en la subfamilia Festucoideae que involucra a la mayoria de los
pastos.Los cereales por el contrario acumulan preponderante-
mente almidoén.

Es muy importante tener en cuenta que la composi-
cidén de polisacadridos de gramineas depende ampliamente de
factores geograficos y ecoldgicos,ya que en el trépico predo-
minan las gramineas sacariferas y en las zonas frias las gra-

- 5
mineas de fructanos. » 73
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Con respecto a di- y oligosacaridos ,la sacarosa
es ampliamente mayoritaria aunque también se encuentra rafi-
nosa y un trisacarido formado por sacarosa y galactosa unida

en 2 a la glucosa.

Sustancias minerales

Las gramineas acumulan cantidades apreciables de
dcido silicico,en cambio poseen bajo contenido de calcio,mag-
nesio y aluminio.El adcido silicico se acumula en corpflisculos
llamados opalfitolitos que poseen hasta un 94% del acido.

Las sales de calcio se encuentran como sulfato

u oxalato.
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GENERO P04

Es un género cosmopolita formado por unas 200
especies.En la Argentina viven unas 70-80 especies ‘indigenas
junto con otras adventicias tales como Poa anmua y P. pratensis
que han sido encontradas incluso en el sector antértico:.l’

En general son pastos tiernos,de valor forrajero
y de importancia en la formacidén de praderas naturales,si
bien existen algunas especies con follaje duro,que no son acep-
tadas por el ganado.

En la Argentina hay dos especies tdxicas para el
ganado: P. huecu Par. y P. holeiformis Presl, aunque también
se indica como probable P. indigesta 74dada su estrecha relacidn
botanica con P. huecu.

El género Poa se encuentra dentro de la subfami-
lia Festucoideae ,tribu Festuceae junto con otros géneros como
Bromus,Lolium y Festuca a los que vulgarmente se los conoce como
pastos.

Muy pocas especies de Poa han sido objeto de estudio
quimico,haciéndose dificil efectuar comparaciones taxondmicas.

Terpenos

Se estudid la presencia de triterpenos en Poag annua,
P. pratensis y P. Sphondylodes75.En P. anmua se aisld un Gnico tri-
terpeno, el friedelinol 82 (figura 14),en P. pratensis dos
metil éteres de triterpeno,arundoina 58 y cilindrina 59(figura
9,pag. 12 ),que a su vez son los triterpenos mias abundantes
dentro de la familia.

Arundoina también se aisld de P. sphondylodes,la cual
contiene ademds ,fernenol 83 ,glutinona 84 (figura 14), p-amiri-
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na 63 y friedelina 71(figura 10 y11).Esta Gltima cetona satu-
rada también fue identificada en Bromus catharticus y Festuca
parvigluma ,perteneciendo ambos géneros a la misma tribu que

Poa.

friedelinol 82 fernenol .83

glutinona 84

FIGURA 14

Flavonoides

Como en las gramineas ,la presencia de tricina 14

también fue descripta dentro del género Pba1}44,a11ba annua 'y

P. compresa.

P. pratensis representa una rareza ,en la familia,ya
que contiene quercetina-3- B-O-glucdésido 85(figura 15),un fla-
vonol,y sdlo cuatro especies presentan flavonoles en lugar de



flavonas en toda la familia

OH

HO

O-p -glucosa

quercetina-3- p -O-glucésido 85
FIGURA 15

Aminoacidos

Se detect6 en P. alpina,P. glauca,P. nemoralis Yy
P. pratensis la presencia de §-acetilornitina Zg,especialmen-
te en P. glaueca ;y en menor proporcidn dcido a-aminoadipico
69
80.
Como se vio anteriormente estos dos aminodcidos
libres son comunes dentro de la familia.

Hidratos de carbono

Las especies de Poa estudiadas acumulan fructa-
nos al igual que otros géneros de la subfamilia Festucoideae.

De P. pratensis se aisld un fructano tipo fleina
al que se denomind poina,con un grado de polimerizacidn media
de 4272.De P. trivialis se.aisld otro fructano tambi&n tipo
fleina’0» 77,

Por otra parte P. pratensis acumula cantidades de
sacarosa( 6,4% del peso seco),mientras que sdlo acumula un
1,4% de monosacéridos.
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POA HUECU

No-se conocen'.estudios quimicos de esta especie
argentina,si bien existen informes botadnicos y agrondmicos que
registran su toxicidad.La identificacidén de sus componentes
quimicos asi como su estudio toxicoldgico ha sido el objetivo
de esta tesis y se detalla en los capitulos subsiguientes.
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TOXICIDAD DE POA HUECU PAR.

Huecu o huaicu: La palabra huecu proviene del araucano y

significa borracho o incoordinado;posteriormente el nombre
se extendid a la enfermedad que produce el coirdn blanco en
el ganado,presentando este,incoordinacidn motora2’74’119.

La toxicidad de este pasto ya era conocida por
los indios,puesto que historiadores informan que estos daban
de ingerir el pasto a los caballos del ejército durante la
conquista del desierto,produciéndoles la mencionada enferme-
dadz.

El coirén blanco fue identificado por Parodi en
1950 como Poag huecu ,utilizando en su denominacidén el vocablo
araucano.

Hasta ese momento existidé duda sobre la identi-
dad botanica del mismo ya que se lo confundid con Poa
denudataStend ,con Festuca argentina Par. y ademds varios auto-
res la denominaron Poa argentina 120-]24.

Parodi,comparando con ejemplares de herbario de
todas estas especies,diferencid al coirdén blanco de las
demds,identificandola como nueva especie.

La regién fitogeogrdfica por la que se extien-
de Poa huecu limita al norte por la provincia de Mendo:za,
al sur la zona de Junin de los Andes, al este Zapala y al
oeste la cordillera,aunque hay informes que indican su pre-
sencia en Chile.

Poa huecu se encuentra entre las siete gramineas
que producen mayor mortandad en el ganado en la Argentina.

Festuca argentina,la otra graminea tdxica de 1la
patagonia,crece mas al sur,en Chubut y Santa Cruz,y muchas
veces se la confunde con Poa huecu ya que produce practica-
mente los mismos sintomas de la enfermedad del huecu o

pataleta
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Los primeros estudios cientificos sobre la en-
fermedad fueron realizados en 1913 por Acosta129

Se encontré que el coirdn blanco produce sinto-
mas de pataleta en el ganado ovino,equino y bovino.

Esto fue posteriormente comprobado por Jones

y Arnold121 y luego estudiado por varios grupos de médi-

cos veterinarios ' °»1227125

Los sintomas de la enfermedad se dan con mayor
frecuencia en el ganado en transito o extrafio a la regidn
y se nota en el ganado indigena reticencia a su ingestidn,

Si bien Poa huecu posee una calidad forrajera
mediocre ya que es un pasto duro con hojas punzantes,es
muy resistente a las condiciones climdticas y hay épocas del
afio en que el ganado la ingiere por falta de pasturas frescas
y de mejor calidad.

La planta es tdxica en todas las é&pocas del afio
y atn luego de arrancada y secada mantiene su actividad.

Por varios afos se discutidé la posibilidad de:que
un hongo parasitara la planta y fuera el responsable de 1la
enfermedad,aunque estas suposiciones no estaban basadas en
evidencias cientificas sino en la falta de una respuesta al
problema.

Igualmente Carrillo y col.11glograron reprodu-
cir experimentalmente los sintomas de la enfermedad con
material vegetal libre de hongos patdgenos confirmando que
la toxicidad se debe a algiGn componente intrinseco.

La sintomatologia varia de acuerdo a la edad
del animal,siendo los animales m3ds joévenes los que padecen
los mayores trastornos.

Las manifestaciones de la enfermedad son compa-
rables en las distintas especies.

Pueden distinguirse dos formas de evolucidén de 1la
enfermedad:una aguda(mucho m3s grave) que generalmente termina
con la muerte y la otra crénica 20-123,126
La forma aguda puede dividirse en dos periodos:
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el primero de ellos se manifiesta con temblores y contraccio-
nes de misculos del cuello,los flexores de las patas anterio-
res y raramente en los flexores posteriores.Los animales se
muestran tristes,pelos erizados e hipersensibilizados.El co-
mienzo de este periodo puede demorarse de uno a tres dias
después de la ingestidén,dependiendo de la cantidad de planta
ingerida.

La duracidén del periodo tambhién es variable.

El segundo periodo presenta en los animales,para-
lisis ,lesiones conjuntivales,contracciones musculares mas
intensas que producen incoordinacidén motora,dificultando la
estabilidad del animal que debe abrir sus patas para no caer;
algunos presentan ceguera.La evolucidén de este periodo puede
durar de 24 hs a 2 semanas.

La forma crdnica es mas leve y puede producir-
se con niveles bajos de ingesta de Poa huecu ,el animal puede
recuperarse si no quedan secuelas como paralisis u otros pro-
blemas nerviosos que obliguen a sacrificarlo.

Con respecto a las lesiones anatdomicas,no hay
lesiones macroscépicas de consideracidn.

Pueden verse algo congestionadas las masas cere-
brales y meninges como en una encefalitis122, el bazo parece
normal,al igual que corazdén,pulmones,pancreas,estdémago y‘ésé-

fago!?]

,en algunos casos se detectaron hemorragias intestina-
les y hepaticas.

Microscépicamente se encontraron lesiones en mé-
dula espinal con hinchazén y degeneracién axonal.

Por técnicas de tincidn se pusieron de manifiesto
lesiones degenerativas,no inflamatorias,de la vaina de mielina
dependiendo el grado de lesidn de la dosis suministrada]]g.

No se encontrd ninglQn microorganismo patdgeno
en la autopsia de los 6rganos121,descarténdose por lo tanto
cualquier proceso infeccioso.

Los resultados hematoldgicos no presentan varia-
ciones con los datos normales,excepto una hiperglucemia ??é

tectada entre el tercer y noveno dia luego de la ingesta .
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Los estudios bioquimicos sobre el nivel de distin-
tas enzimas solo muestran un ligero aumento de colinestesterasa
plasmdtica y de leucinaminopeptidasa.

Con respecto a las dosis téxicas,se encontrd que
con 6gr de Poa huecu por kg de peso de ovino,se produce la muer-
te en cuatro a seis dias.Esto representa,para un animal de
treinta a cincuenta kg de peso,una cantidad de 180 a 240gr de
planta seca.

Dosis de dos a cinco gr/kg de peso de animal pro-
ducen sintomas de la enfermedad,pero los animales se recupe-
ran luego de cinco dias.Dosis de un gr o menores resultaron
inocuas.

Puede considerarse entonces como dosis letal seis
gr de planta seca por kg de ovino.

Existen algunas hip6tesis que indican la influencia
edafoldgica con respecto a la toxicidad,ya que en estancias
que poseen potreros en el llano no se encuentran animales en-
fermos mientras que en valles a 1000-1500m sobre el nivel del
mar la planta resultaria tdéxica.

Sin embargo,no existen evidencias ,ni estudios
cientificos que justifiquen tal aseveracién.

El estudio de nitratos en la planta dio resultados
negativosl19,y tampoco se encontrd presencia de saponinas ni
cianogénesis.

Los resultados obtenidos en esta tesis y discu-
tidos en el capitulo IV ,ponen en evidencia la presencia de
uno o mas compuestos tdéxicos provenientes de la planta y la
posibilidad de reproducir la toxicidad y aspectos sintomatold-

gicos en los animales de laboratorio.






C-GLICOSIDOS DE FLAVONAS

Dentro de los metabolitos secundarios,la presen-
cia de C-glicbésidos se encuentra practicamente restringida a 1la
familia de los flavonoides,los cuales pueden también encon-

trarse como O-glicdsidos.(figura 16).

OH

H720H
OH
OH

H,0H HO

HO 0
H

OH

C-glicésido de flavona

0

FIGURA 16

La diferencia principal entre ambos tipos de
glicoésidos estda dada en la resistencia a la hidrdélisis.Mien-
tras todos los O-glicdsidos de flavonoides son hidrolizados en
cuatro horas con &dcido clorhidrico 2N,los C-glicdsidos perma-
necen inalterados76.Esto es légico,ya que mientras un O-glicé-
sido es un acetal,un C-glicdsido presenta una unidén entre un
carbono del anillo aromdtico y el carbono anomérico del azcar
que se transformd en éter.

Si bien se han descripto C-glicésidos de flavanonas

como isohemifloina 86 y hemifloina 87’ (figura 17);de isofla-
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vona como puerarina 88 e isopuerarina §g1ifigura 17) y de
flavonoles como keyakinina 90 y keyakiniha B 2114(figura 17),

los C-glicdésidos de flavonas son los mds abundantes dentro de
este grupo de compuestos.

flavanonas isoflavonas

R,=H R,=C-glucosa hemifloina R,=H R,=C-glucosa isopuera-

R,=H R;=C-glucosa isohemifloina rina

R,=H R,=C-glucosa puerarina

HO

glucosa-C,

flavonoles

R1=H keyakinina
R,=0H " B

FIGURA 17

Las agliconas que principalmente forman parte de
estos glicdésidos son apigenina 19 y luteolina 18(figura 18) y
en menor medida derivados metilados de las mismas.

De los azficares que se encuentran como C-glicosilo,
la glucosa es ampliamente mayoritaria y en menor grado se
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encuentran xilosa,arabinosa y galactosa.

R=H apigenina 19
R=0H luteolina 18

FIGURA 18

Los C-glicbésidos méds ampliamente distribuidos son
los 6-C y 8-C glucdésidos de apigenina( isovitexina 27 y vitexi-
na 26) y de luteolina( isoorientina 30 y orientina 29).Exis-
ten ademds di-C-glicésidos unidos a C-6 y C-8,como por ejem-
plo vicenina 92’%(apigenina 6,8-C-diglicosido).

Se encontraron también muchos C-glicdsidos con
unidades de O-glicosilo en la misma molécula.lLa O-glicosidacién
puede ser en algin oxigeno de la unidad de C-glicosilo forman-

do un disacdrido,o glicosidando algin hidroxilo fendlico.Por
79 e isoorientina-4'-0-

ejemplo:isoorientina-2"-0 glucésido 93
glucssido 9480 (figura 19).

CH,OH

0 OH
OH
H

Isoorientina-4'-0- p -D-glucdsido FIGURA 19,continGa en la

pagina siguiente
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isoorientina-2"-0- p -D-glucdsido 93

FIGURA 19

Como O-glicosilo formando parte de disacaridos se encontré

ademds D-xilosa y L-arabinosa® ' 82,

Aspectos biosintéticos

Esta perfectamente establecido que la O-glicosidacidén de fla-
vonoides es el Gltimo paso de la biosintesis,o sea,ocurre a
nivel de flavona o flavonol.

Pero contrariamente a lo supuesto en un principio,
la C-glicosidacidén no es el Gltimo paso biosintético.

Tanto apigenina 19 como luteolina 18,marcadas con
14C,son buenos precursores de sus 7-0O-glucdsidos pero no se
incorporan como 8-C-glucbsidos en Spirodela poyrhiza ,aunque los
dos glicésidos(vitexina 26 y orientina 29) son sintetizados en

la planta y tienen como agliconas,las antes mencionadasas.

En condiciones similares se trabajd con Lemma minor 83
que produce nueve C-glicdsidos,algunos de los cuales son di-

C-glicosidos.Se inyectaron apigenina,luteolina y orientina

14

marcadas con C ,con el objeto de verificar su incorporacién

en los glicdsidos.
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x
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fenilalanina

flavanona

FIGURA 20:Camino biosintético de O-glicésidos de flavona.
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Ni apigenina,ni luteolina se incorporaron en los
nueve C-glicésidos;tampoco orientina resulté precursor de
lucenina(luteolina-6,8-C-diglucésido) 95.

Sin embargo,el primer paso en el camino biosin-
tético es comin a los O- y C-glicdsidos puesto que partiendo
de 14
los 8-C-glicdsidos,como se demostrd en experiencias realiza-

C-fenilalanina se encontrd marca en los 7-0- como en

das con Spirodela polyrhiza 84(figura 20).

De acuerdo con las experiencias mencionadas y al
esquema de la figura 20,la C-glicosidacidn debe ocurrir en
algin estado biosintético anterior a la formacién del doble en-
lace 2-3.Teniendo en cuenta lo anterior,se efectuaron expe-
riencias con 2-14C-naringenina 96 (figura 21),flavanona pre-
cursora de apigeninass,encontréndose buena incorporaciodn
tanto en el 7-0-glucdésido como asi también en el 8-C-glucé-
sido de apigenina.

Ademds se encontrd marca(en menor proporcidn) en
luteolina-7-0-glucdésido y luteolina-8-C-glucésido.

Estos dos resultados muy importantes estan indi-
cando que la C-glicosidacidén ocurre a nivel de flavanona y
que la hidroxilacidén en el anillo B ocurre luego de la for-
macién de la flavanona( o por lo menos es un camino alterna-
tivo).

De esta manera quedan establecidas las dos rutas
biosintéticas de glicosidacidén en flavonoides,que se esque-

matizan en la figura 22.

naringenina 96 FIGURA 21
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fenilalanina

+

3 malonil Co A

|
flavanona/chalcona

formacion del doble C-glicosidacién
enlace 2-3

flavona flavanona-C-
glicésido

O-glicosida-

ciodn formacion
doble enla-
flavona-0- ce 2-3
glicésido flavona-C-

glicdsido

FIGURA22:Esquema biosintético de O- y C-glicdsidos de flavona.

En base a este esquema pueden sacarse algunas con-
clusiones interesantes:
a)La presencia de un O-glicésido en un vegetal permite supo-
ner la presencia de la flavona precursora;pero en cambio la
existencia de un C-glicésido no tiene por que implicar la
presencia de la f;avona del que forma parte,ya que ambos son
biosintetizados por rutas diferentes.

b)La presencia de unidades de C-glicosilo en los C-6 y C-8
es concordante con la entrada de estas unidades a nivel de
flavanona,puesto que los C-5 y C-7 se hallan hidroxilados
al ciclarse las tres unidades de malonil Co A(ver figura
20)
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c)Todos los C-glicésidos aislados hasta el momento estdn uni-
dos a los C-6 y C-8,ninguno en el anillo B,sin que exista una

explicacidén para este hecho.

En la 0- glicosidacidn de flavonoides,ya sea en
hidroxilos fenélicos o de azficares,estid demostrado que el
hidrato de carbono se activa en primer lugar como uridina di-
fosfato(UDP);incluso se aislaron varias transferasas que cata-
lizan la O-glicosidacién de D-glucosa,D-xilosa,L-arabinosa y L-
ramnosas6'90en forma especifica en distintas posiciones.

En cambio,en la C-glicosidacidén no se conoce el
mecanismo bioquimico por el cual se produce la sustitucidn
de los protones aromidticos de C-6 y/o C-8;ni como se produce la

pérdida del hidroxilo anomérico del azidcar.

Elucidacidn estructural de C-glicésidos de flavona

Mientras que la elucidacidén estructural de O-glicdsidos de
flavonoides data de muchas décadas atrds,la imposibilidad de
hidrolizar a los C-glicésidos fue un escollo que impidid
asignar con certeza estas estructuras.

Recién en los primeros afios de la década del
sesenta,con el mejor conocimiento de la espectroscopia de
1H-RMN,se comenzd a dilucidar la verdadera naturaleza de 1los
C-glicdsidos,especialmente en lo referente a la unidad de
hidrato de carbono y su posicidén de enlace.

Hasta ese momento,la forma de identificar un
O-glic6sido .consistia en su hidrélisis y andlisis de la agli-
cona por U.V. comparando con datos de literatura,o por méto-
dos quimicos.

Como los C-glicosidos dan practicamente el mis-

mo espectro de absorcidn UV. que la aglicona que forma par-
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te de dicho compuesto,no existia forma de elucidacidén posi-
ble.Ademdas al encontrar resistencia a la hidrdlisis,se for-
zaban las condiciones experimentales,produciéndose por con-
siguiente,isomerizaciones debido al reordenamiento de

Wessely-Moser91(figuraZS)

HO 0 Ph AH HO. Ph
. H,O
glic- 2 glic-C~ O
OH 0 0

S*
HI 0
HO OH
H OH + HY
h glic-C Ph
glic- H 0] H

Cc-glic

HO Ph

m——

OH 0

FIGURA 23 Reordenamiento de Wessely-Moser.
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En realidad esta reaccidén se utilizd por primera vez

91_92,pero siempre que se trata un C-glicé-

con fines sintéticos
sido en medio dcido se produce la isomerizacidén entre C-6 y C-8.
Este reordenamiento generalmente ocurre en las ‘plan-

tas,siendo por lo tanto comin encontrar el 6 y el 8 C-glicé-

sido de una misma aglicona.
Recién en 1964 ,Horowitz y Gentillig3,obtienen la

estructura correcta de la vitexina 26.Hasta ese momento la
- 94-95

estructura aceptada fue la propuesta por Evans (figura 24)
HQ CH,OH
0
HO OH
CHOH
HO “IliD 0]
OH 0]
Estructura propuesta por Estructura real de vite-
Evans xina 26

FIGURA 24

La estructura correcta fue asignada en base al
espectro de 1H-RMN,y teniendo en cuenta que por distintas,
esterificaciones-el protén anomérico sufre pequefios corri-
mientos,mientras que con la primer estructura deberian obser-
varse corrimientos mayores( 1 ppm o més).

Posteriormente,se observd que la resonancia de
H-6 e H-8 no es afectada por la C-glicosidacién.Este hecho
permitid establecer la posicidn de C-glicosidacién96,como se

registra en la tabla 1.
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H-3 H-6 H-8
orientina(luteolina-8-C-glucdsido) 6,67 6,30 --
isoorientina(luteolina-6-C- " ) 6,70 -- 6,54
vitexina (apigenina-8-C-glucdsido) 6,77 6,29 --
isovitexina( " -6-C- " ) 6,77 -- 6,56

1

Tabla 1:Datos de los espectros de H-RMN para los H-3,H-6 e

H-8.

1:”C-RMN, ya que los

Algo similar ocurre en los espectros de
C-6 y C-8 aparecen entre 90 y.100 ppm; el corrimiento de al-
gunas de estas sefiales da indicios del lugar de C-glicosida-
cidén. (el C-6 aparece siempre a campos menores que el C-8).

El carbono del anillo aromidtico que esté C-glico-
sidado sufre un desplazamiento hacia campos bajos ;si bien 1la
literatura da valores de +8 a+11 ppm97,comparando distintos
datos, ese corrimiento puede ser aun menor.

Los carbonos en posicidén orto al C-glicosidado
sufren un corrimiento a campos altos del orden de 0,1 a 2
ppmgB.Es importante destacar que el carbono anomérico no re-
suena entre 100-110 ppm como en un O-glicosido,sino que su
sefial se encuentra en la zona de los carbonos del azlcar,entre
70 y 80 ppm.

Lo dicho anteriormente se ejemplifica con los datos

de resonancias de dos glicdsidos de apigenina,en la tabla 2.

C-5 Cc-6 c-7 Cc-8

apigenina 18°° 158,6  100,9  164,9 95,5
" 6-C-glucésido®°156,9 108, 8 163,8 94,2

" 8-C-glucésido0155,8 98,8 162,5  104,2

Tabla 2
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Existe abundante bibliografia sobre elucidacibn
estructural de C-glicésidos por 13C—RMN,especialmente en lo
referido a la unidad o unidades de hidrato de carbono.gs'loo-105

Espectrometria de masas

Si se realiza el espectro de estos glicdsidos por
impacto electrdénico a 70 eV es muy dificil observar el idn
molecular.En caso de aparecer,su abundancia relativa es muy

baja 100,107,

En la zona de masas altas se observan pérdidas de
agua con abundancias relativas bajas.El pico base corresponde
generalmente al valor de m/z correspondiente a la aglicona
mids 14 u.m.a.Esta ruptura puede esquematizarse de la siguiente

manera para un 8-C-glicésido 08:

CH.,OH

0 OH HOCH

| OH |

OH HC

C,H.0
HO & - /; 874 ho Ph
A |
OH O OH

N SN

CH
2
HO - 3 _Ph HO :
I T |
OH OH 0

O+

o+
=2



-CgHgOg

HO Ph

+H

OH
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Este i6n( pico base )sufre posteriormente las
rupturas tipicas de flavonas,esto es R.D.A en el anilio C
para dar dos caminos de fragmentaciones,obteniéndose los
fragmentos Ag,B1 y B, seglin la denominacidn utilizada en 1la

literatura
CH
CH, fl
0
y/o (R)
i
OH 0
A, B1
O+
+CH2 w
H
(R) + 0=C=C—H
OH B,

A su vez estos fragmentos sufren pérdidas de
C0, HCO ¢ OCH3 al igual que las flavonas.

Aunque estos espectros de masas estan bien estudia-
dos,generalmente no son utilizados ya que se pierde toda in-
formacidén sobre el dzucar.Dado que es muy dificil la apari-
cién del i6n molecular,no se distingue entre monosacirido vy
disacarido,ni tampoco entre pentosas y hexosas.

Es por eso que se trabaja con derivados trimetil
sililados, y especialmente, con los derivados permetilados.

La elecci6én de estos Gltimos,estd dada en que son
mids estables que los trimetilsililados y el incremento del

peso molecular no es muy grande.
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Chopin y col. analizaron,en una serie de articulos
los espectros de derivados permetilados de 6-C-glicosil,8-C-
glicosil, 6,8-C-diglicosil, O-glicosil-C-glicosilflavonas(don-
de el O-glicosilo estd unido a un hidroxilo fendlico o a una

unidad de C—glicosilo)79’109'112.

8-C-glicosilflavonas permetiladas

Presentan un idén molecular muy abundante,por ejem-
plo vitexina 26(8-C-glucosilapigenina) tiene un M' a m/z 530
con una abundancia relativa del 84% y, 8-C-xilosilluteolina 97
100%.

Otro id6n abundante en estos espectros es el corres-
pondiente a Ar—CH=6—CH3, llamado ién i para mantener coherencia
con las referencias bibliograficas,donde Ar representa la agli-
cona permetilada.

El i6n 1 en una C-hexosilflavona corresponde a
M-175,en una C-desoxihexosilflavona a M— 145 y en una C-pen-
tosilflavona a M — 131,

En el caso de vitexina, el i6n i es el pico base,
como puede verse en la tabla 3.Este fragmento va acompafiado por
otros de menor abundancia,a los que se denominé j , k y 1,

esquematizados en la figura 25.

FIGURA 25
C-glicosilflavona

Ar—CH=6—CH3 Ar—CH=0H Ar—c‘EH2 AT

i 1 k 1
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Fragmento apigenina-8C-glucéd- luteolina-8-C-xi-
sido 26 16sido 97
m/z (AR %)
MY 530(84) 516(100)
i 355(100) 385(65)
i 341(21) 371(44)
k 325(10) 355( 9)
1 311( 6) 341( 8)
Tabla 3

Todas las estructuras de estos fragmentos han
sido propuestas sin mediar estudio isotdpico alguno que conduz-
ca a la confirmacidén de las mismas.

Con los dos ejemplos anteriores se demuestra que
la sustitucidn del anillo B no influye en el patrén de frag-
mentaciodn.

6-C-glicosilflavonas

En este caso,el idén molecular presenta una menor
abundancia relativa ;aparecen los iones i , j , ky 1 ,pero
se observan dos fragmentos a M — 15 y M — 31,11amados a,y
b3 respectivamente,muy abundantes,que no aparecen en los 8-C-
glicosidos.

Se encuentran ademds otros dos fragmentos,g y
h (figura 26),que tampoco se observan en los 8-C-glicésidos.

En la tabla 4 se ejemplifican estos datos.
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CH36==CH—CH—co—Ar

OCH4
4
MeO
h
FIGURA 26
Fragmentos 6-C-glucosil 6-C-ramnosil 6-C-xisosil
apigenina 27 apigenina 98 apigenina 99
m/z (AR%)
M* 530(19) 500 (35) 516(19)
a, 515(17) 485(17) 501(22)
by 499 (66) 469(87) 485(100)
g 427(13) 427(17) 457( 9)
h 367(13) 367(11) 397(17)
i 355(100) 355(100) 385(52)
j 341(17) 341(29) 371(32)
k 325(13) 325(14) 355(15)
1 311(11) 311(14) 341(18)
Tabla 4

Si se comparan los espectros de vitexina 26 e iso-
vitexina 27 permetiladas o de 6- y 8-C-xisosilapigenina,puede
verse que en funcidén de estos datos puede distinguirse un 6-
de un 8-C-glicésido.Ademas puede asegurarse si el residuo de
hidrato de carbono es una hexosa,una pentosa o un desoxiazfcar,

evaluando las diferencias de peso molecular y de los iones

E_,E,i_:j_»ky.l'
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6,8-C-diglicosilflavonas

En este caso se observan las rupturas de las 6-C-
y 8-C-glicosilflavonas,pero evidentemente se distinguen de am-
bas por su mayor peso molecular.Es de notar que el azicar en
posicidén 6 siempre conduce a fragmentos mas intensos que el de
posicidn 8.

Esto puede verificarse comparando los espectros de
apigenina-6-C-a-L-ramnopiranésido-8-C- B -D-glucopirandsido 100
y €l isbémero con los azicares de C-6 y C-8 intercambiados(com-

puesto 101)que estan descriptos en la tabla 5.

Fragmento compuesto 100 compuesto 101
m/z (AR%)

M* 718(27) 718(23)

bs 687(100) 687(100)

g 645(15)°P 615(14)2

h 585(18)P 555(35)2

| 543(15)¢» € 543(41)3>€

i 573(34)P 573(13)¢
s20( 4)S0f 529(10)2: ¢

i 559( 6)P 559( 0)d
512( 2)°€ 512( 7)2

k 543(15)P»€ 543041)45¢€
498( 3)°€ 498( 3)?

1 529( 4)°-f 529(10)9> £
Tabla 5

a)corresponde a la fragmentacidn de 6-C-glucosa

b) " noon " " 6-C-ramnosa
c) " " " 8-C-glucosa
d) " " 8-C-ramnosa

e y f)poseen igual m/z entre ambos.
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O-glicosil-C-glicosilflavonas.

Primer caso: O-glicosilo unido a un hidroxilo fendlico.En la

figura 2 8 se observan las rupturas de una 7-0-glicosil-6-C-
glicosilflavona.

En el espectro se observan dos grupos de iones,los
que derivan del idén molecular y los que derivan de la pérdida
de una unidad de O-glicosilo con transferencia de un hidré-
geno.La pérdida de la unidad de glicosilo como tal permite cal-
cular su masa y saber de que tipo de azucar se trata.

Aparece en estos espectros,con una abundancia impor-
tante,el ién b3—metanol que anteriormente no se observaba.

En O-glic6ésidos en los que el azlicar se encuentra
en el anillo B,la pérdida del O-glicosilo es pico base general-
mente,y b3—metanol poco abundante.

En la tabla 6 se registran las rupturas de masas
de 7-0-glucosil-6-C-glucosilluteolina 102 y de 3'-0O-glucosil-
6-C-glucosil luteolina 103 (figura 27)

R,=H R,= glucosa luteolina-6-C-glucésido-3'-0-glucdsido 103

1 —_—

R,=glucosa R2=H luteolina-6-C-gluc6sido-7-0-glucdsido 102

FIGURA 27
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-PMglic+H
-MeOH
c 5 (AH) b 5 -MeOH (M) b ;- MeOH (AH)
200 o (aH)
h(M) h(AH)
i(M) i(AH) , j(AH) , k(AH) , 1(AH)

PMglic: glicosilo permetilado ; (M): pérdida a partir del ién mo-
lecular ;(AH): pérdida posterior a la fragmentacidén del O-gli-

cosilo.

FIGURA 28
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Tabla 6

fragmento compuesto 102 compuesto 103
m/z (AR%)

M* 764(37) 764 (9)
a, (M) M—15 749 (28) 749 (6)
b5 (M) M—31 733(76) 733(17)
by-MeOH M-63 701(8)
h (M) M—163 601(20)
i (M) M—175 589 (25) 589 (8)
AH M—218 546(12) 546(100)
Ay 1(M) M=219 545(32)
a,(AH)  AH-15 531(40)
A-0 A—-16 529(17)
by (AH)  AH-31 515(100) 515(6)
cg(AH)  AH-47 499 (24)
b;—MeOH AH-63 483(80)
g (AH) AH-103 443(8)
h (AH) AH—163 383(40)
i (AH) AH-175 371(64) 371(16)
j (AH) AH—189 357(20) 357(9)
k (AH) AH-205 341(24) 341(8)
1 (AH) AH-219 327(12) 327(15)

Segundo caso: O-glicosilo unido a C-glicosilo. EL O-gli-

cosilo puede encontrarse unido a cualquiera de los hidroxi-
los de la unidad de C-glicosilo y en cada caso se obtiene
un espectro de masas distinto.

2"-0-glicosil-6-C-glicosilflavonas y 2"-0-glicosil-8-C-gli-

cosilflavonas: Si se comparan sus espectros con los de 6-C-

glicosilflavonas,se observa la ausencia de M -15 (az) y de
M —31,en cambio aparecen dos fragmentos correspondientes a
la pérdida del O-glicosilo permetilado,con y sin retencién

del oxigeno,llamados S y SO respectivamente como puede verse
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en la figura 29.

—‘+
' CHZOMe
— - AT
OMe

-PMglic Me

MeOH

S-MeOH

MeOHZC
+ Ar

OMéﬁg
MeO \i ’.j_. ’l_<.)'f

OH 5
S0 Me0=CH—CH,—CO-Ar
£
FIGURA 29
Se observan ademds otros tres fragmentos:
MeOH,C MeOH,,C MeOH,C
Ar Ar Ar
0 0
Me Me Me
: MeO
MeO MeO
OHCH - =
‘ae 0—CH=0-H =CH,
SOy SOj SOy

La diferencia entre los dos tipos de C-glicési-
dos se pone de manifiesto en el pico base;mientras las 6-C
dan como pico base al ién S,de baja abundancia en las 8-C-
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glicosilflavonas,estas Gltimas tienen como pico base al i6n
b

Esto puede ejemplificarse con los espectros de
2"-0-glucosil-6-C-glucosilluteolina 104 1y 2"-0-xilosil-
8-C-glucosilapigenina 105 (tabla 7).

OH O
R,=OH R,=H R3=2"-O—g1ucosil-6-C-g1ucosil compues-
to 104
Ri=H Rz=H R,=2"-0-xilosil-8-C-glucosil compues -
to 105
Tabla 6
Fragmento compuesto 104 compuesto 105
m/z(AR%)
M* 764 (5) 690 (37)
M - 15 —_— o
M — 31 — _
S0, S 548(8)
o) 545(44) 515(63)
S 529(100) 499 (8)
S - 14 —_— 485(6)
s = 32 497(7) 467(10)
£ . 397(5)
i 385(7) 355(13)
i 371(34) 341(100)
k 355(9) 325(47)
1 341(5) 311(13)
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Es importante destacar que dentro de las O-gli-
cosil—C—glicosifflavonas,las 2'"-0-sustitituidas en una uni-
dad de 6-C-glicosilo son las mads ampliamente distribuidas en
los vegetales.
4"06-6"-0-glicosil-6-C-glicosilflavonas: Dan espectros similares,

ya que en ambos casos se observan M — 15 y M — 31(tipicos de
6-C-glicosilos)con una abundancia importante,y el pico base co-
rresponde al idn i(Ar—CH=5CH3).

Los dos tipos de glicdsidos se diferencian median-
te el fragmento ( S — 14 ),pues las 6"-0-glicosil-6-C-glicosil-
flavonas son las Gnicas que dan abundantemente este fragmento.

La génesis de este fragmento puede explicarse

mediante el siguilente mecanismo:

CH,—0-PMglic

+ AT +AT
0
Me OMe
OMe OMe
S-14

Como ejemplo en la tabla 8 se registran los frag-
mentos de los espectros de masas de 4'"-0-glucosil-6-C-gluco-
silluteolina 106 y 6"-0O-arabinosil-6-C-glucosilluteolina 107.

Tabla 8 )

Fragmento compuesto 106 compuesto 107
m/z(AR%)

M 764 (66) 720(17)

M — 15 749 (15) 705(7)

M — 31 733(42) 689 (23)

Si _ 589 (21)

50, — 575(7)

SO, —_— 559(5)

o) 545(6) 545(15)

S 529(25) 529(16)
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continuacién de la tabla 8

Fragmento compuesto 106 compuestol107
S - 14 — 515(22)

S — 32 497(11) 497(9)

g —_ 457(10)

h 397(13) 397(5)

i 385(100) 385(100)
i 371(27) 371(23)

k 355(13) 355(25)

1 341(13) 341(16)

En resumen,por medio de los derivados permetila-
dos,es posible distinguir por espectrometria de masas entre
los distintos tipos de C-glicdsidos encontrados en vegetales.
La identidad de los azicares generalmente se deter-
mina por 13C-RMN y la combinacién de ambos métodos es, en la
mayoria de los casos,suficiente para una total elucidacidn es-

103’113'115,aunqhe también 'H-RMN y UV en algunos

tructural
casos junto con la hidrd6lisis acida(en el caso de O-glicdsidos)
puede bastar para dichos fines!16-118






DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

ESTUDIO QUIMICO DE POA HUECU PAR.

Tratamiento del material vegetal

Se trabajé con planta entera,la que fue secada y
molida, y posteriormente extraida con éter de petrdleo segin
se indica en la parte experimental. El residuo vegetal rema-
nente una vez secado,fue reextraido con metanol y por Glti-
mo, fue extraido con agua a temperatura ambiente.

Los compuestos aislados e identificados de esta
planta provienen de estos tres extractos y el proceso sepa-
rativo utilizado en cada caso estd detallado en la parte

experimental.

"ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO

El fraccionamiento de este extracto se efectud
por cromatografia en columna de silicagel segln se indica en
la parte experimental.Se obtuvieron luego del fraccionamiento

las siguientes fracciones.

N°de fraccidn componentes
1 hidrocarburos lineales
ceras
alcoholes y cetonas triterpénicas
alcoholes lineales
cetonas esteroidales
esteroles

jarabe marrdén no estudiado

00 N O VAL N

adcidos aromiaticos



Hidrocarburos

El anadlisis por CGL de la fraccién 1 en condicio-
nes isotérmicas mostrd que se trataba de una serie homdloga,la
cual fue analizada por CGL-EM,encontréandose hidrocarburos linea-
les saturados de 23 a 35 atomos de..carbono,siendo los hidrocarbu-
ros de nGmero impar de atomos de carbono mas importantes que los
pares y entre estos el hidrocarburo n-CZQH60 el mayoritario.

Los espectros de masas muestran la tipica caida
exponencial con el mdximo en m/z 43 y la zona de masas altas
con picos separados por 14 u.m.a127.

Se representd la recta 1ln tp Vs. nimero de carbonos
dando por cuadrados minimos un coeficiente de correlacidn

de 0,9996.

Ceras y alcoholes

El espectro IR de la fraccidén 2 muestra entre otras
bandas 'una fuerte a 1740 cm_1 correspondiente a la tensidén C=0
de éster,2900 y 1475 cm” ] correspondiente a la tensién y defor-
macién de C-H, 1180 cm™! tensién C-0 y 740 cm” 'deformacién C-H,
tipica de -(CHz)ﬁ en cadenas de mas de 5 atomos de carbono.

Estos datos junto con la polaridad de los sol-
ventes de elucién de esta fraccidn,hacen suponer que la misma
esta compuesta por ceras.

Debido a ello,se efectud una hidrdlisis con hidré-
xido de potasio en etanol-agua,estudiandose la parte alcohdlica
de las. mismas por CGL con testigos y por CGL-EM.

El estudio por CGL en condiciones isoté&rmicas
evidencié la presencia de dos series homdlogas ya que los pi-
cos en los dos casos mostraban una variacién logaritmica en
sus tiempos de retencién.(Figura 30).

Los espectros de masas realizados por CGL-EM
revelan que la serie mas abundante corresponde a alcoholes
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FIGURA 30:CGL de la fraccién 4 del extracto de éter de petrdleo

de 24 a 34 atomos de carbono,todos con nimero par.

Los espectros de masas en realidad muestran las
rupturas del alqueno homdlogo al alcohol ya que no se observa
el M*,sino que el ién de mayor m/z que se aprecia es el corres-
pondiente a la pérdida de agua128.A1 igual que los hidrocarbu-
ros saturados,el espectro tiene forma de campana con el maxi-
mo en m/z 43,pero en este caso aparecen fragmentos de la serie
de alcanos y alquenos lineales.

La otra serie hom6loga(minoritaria) est& compuesta
por los alcoholes de la serie ¢so de 24 a 34 atomos de carbono
excepto el de 32 y todos pares.Los espectros de masas son simi-
lares a los anteriores salvo que en la zona de masas altas apa-
rece con mayor abundancia el pico a m/z M-H,0-43.

De la fraccidn 4 se aislaron alcoholes alifaticos
que en CCD mostraron el mismo Rf que los aislados de las ceras.

El espectro IR de dicha fraccidén mostrd las siguien-
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3420 cm™ ! tensién 0-H;2920 y 1435 cm | tensién y deformacién
C-H; 1100cm™ ! tensién C-0 y 760 cm” ! deformacién C-H de
- (CH,) - .

El andlisis por CGL-EM evidencid la misma composi-
cién que la obtenida en la hidrdlisis de las ceras,con peque-
fias variaciones en la proporcidén de los componentes.

Por recristalizacidén con acetona se purificd
n-hexacosanol(n-C26H54O) 108 que es el alcohol ampliamente
mayoritario.

Por Gltimo al graficar ln tp en funcidén del
nGmero de carbonos se obtuvo por cuadrados minimos un
factor de correlacidn para las series lineal e iso de
0,9996 y 0,9989 respectivamente

Estudio quimico de la fraccién 3

La separacidn de esta fraccidén por CC de silicagel
con éter de petrb6leo-cloruro de metileno,75-25,permitid
obtener dos grupos de compuestos;el primero de ellos y a la
vez el mas abundante,muestra por CCD dos manchas al revelar
con acido sulfurico;la fraccidn minoritaria muestra uma sola

mancha con un Rf menor.

Cetonas triterpénicas

La CCD de la primera de las fracciones elufdas

al separar la fraccidén 3,daba dos manchas principales de Rf
0,60 y 0,56 al ser desarrolladas con éter de petrdleo-aceta-

to de etilo,98-2,Dichos compuestos o mezclas de compuestos fue-
ron separados por CC de silicagel demostrindose posteriormen-
te por CGL que la mancha de mayor Rf era un compuesto puro(109)
y la de menor Rf estaba constituida principalmente por tres
compuestos y ademds una pequefia cantidad del compuesto 109.
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Tanto el compuesto 109,como la mezcla de Rf
menor,revelaron violeta con anisaldehido &cido sulfurico y
anaranjado con 2,4-dintrofenilhidracina,tratiandose entonces
de compuestos carbonilicos de naturaleza terpénica.

En la figura 31 se observa el CGL de la fraccidn de cetonas.

=8,98
9,53

8,61

10,52

FIGURA 31: CGL con columna capilar SP-2100 de la fraccibn de

cetonas
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Analisis estructural del compuesto 109(germanicona)

El espectro de masas(figura 32) presenta un ién
molecular a m/z 424 con pérdida de 15 u.m.a.,sin observarse
pérdidas de 18 & 60 u.m.a.,tipicas de alcoholes o acetatos
respectivamente.En el espectro se ven picos caracteristicos de
triterpenos pentaciclicos como los iones a m/z 218, 205, 204,

203 y 189 y un picobase a m/z_177caracteristico de 4&8-oleane-
nos y friedelanos‘zg(figura 33).

100) 177

804

189
60 204

205
109 409

204 , 133 218

(N |

‘ 1 e
100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

4Q
424

1 PR U

FIGURA 32:Espectro de masas del compuesto 109

Js-friedelina &8—oleanenona

FIGURA 33

La presencia del doble enlace entre C-18 y C~19
justificaria la alta abundancia del i6n m/z 409(M-CH3) ya que
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la pérdida de los metilos 28, 29 6 30 darian un idén alilico
estabilizado.

El ién m/z 205 proviene de la ruptura de los
enlaces 11-12 y 8-14 con transferencia de hidrdégeno,quedando
la carga en los anillos D y E. La RDA en el anillo E produce
un ién a m/z 177(figura 34).

La diferenciacidn entre los esqueletos de I

friedelanos y tgsoleanenos es posible efectuarla por 1H-RMN‘!

131

30-

.Al observar las estructuras de friedelano y oleanano,puede
verse que por 1H—RMN,los Me-23 y -24 daran distintas multipli-
cidades en cada caso.Mientras que en los oleananos los Me-23 y
-24 al estar ambos unidos al C-4 del anillo A dan dos singuletes,
que en este caso particular resuenan a 1,07 y 1,03ppm.En el
caso del friedelano el Me-23 estd unido a C-4 y el Me-24 a
C-5,obteniéndose entonces un doblete(Me-23) y un singulete
(Me-24). En este caso particular el Me-23 resuena a 0,88ppm con
un J=6,5Hz y el Me-24 a 0,73ppm.
En el espectro de 109 se observan perfectamente

las sefiales correspondientes a los metilos de A18-oleanenona,
de acuerdo a los datos de literatura131(figura 35).

A continuacidn 1la estructura fue confirmada por
]3C-RMN concordando los datos exactamente con los de germanico-

na( &8—oleanenona) obtenidos de literatura.132

—_ 8414
147z~
con transf

m/z 205 de H
~/| RDA

l s 8-4-1
~ 11412 d
sin trans
. 'CH3
.CHZ —L m/z189
m/z 177
m/z

204

FIGURA 34:Esquema de fragmentaciones de germanicona 109
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FIGURA 35:Espectro de 1H-RMN de germanicona 109

Estudio de la mezcla de cetonas terpénicas

Debido a la imposibilidad de separacién de los
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componentes de esta mezcla por CC,se procedid al anidlisis de
la misma por CGL y CGL-EM. Del estudio por CGL-EM surgieron
las estructuras de los compuestos 110, 112, 113,

Andlisis estructural del compuesto 110(lupenona)

Si bien es la cetona mayoritaria,no pudo ser
aislada dado que su comportamiento cromatogrdfico resultd
précticamente igual al de los compuestos 112 y 113,

El espectro de masas de 110(figura 36) mostrdé un
ién molecular a m/z 424 ,observindose ademds un ién a m/z 409
correspondiente a M-CHq,sin detectarse pérdida de agua.

En la zona de masas altas aparece un i6n a
m/z M-43,correspondiente a una pérdida de propilo o isopropilo.
Cuando la abundanria relativa de este i6én es muy alta(mayor al
40%). es muy probable la presencia de un isopropilo en un anillo
de lupano u hopano.Si esta abundancia es relativamente baja(apro-
ximadamente 5%) se debe a la presencia de un isopropenilo ya
que en las condiciones de espectrometria de masas,migra el
doble enlace produciéndose posteriormente la pérdida de iso-
propilo129.

En este caso,la abundancia relativa es del 6,4%

confirmando la existencia de un isopropenilo.

Ademas,si la abundancia del ién m/z 189 es mayor que
133-134

la de m/z 191,esto indica la presencia de un doble enlace
en el fragmento correspondiente

AT
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FIGURA 36:Espectro de masas del compuesto 11

Por consiguiente,la saturacién del doble enlace
entre C-22 y C-29 produciria un ién a m/z 191.

En el lupeol 111(figura 37) el i6n m/z 189 es el
pico base pues proviene de dos contribuciones,la mencionada
anteriormente y otra fragmentacidn que involucra los anillos
A y B.(figura 37).

R= <3H lupeol 111

R==0 lupenona 110 FIGURA 37
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‘CH +
2 CH
-H,0 ,/\ 2
RZ >
m/z 189
R= <g“ m/z 207

R= =0 m/z 205
continuacidén figura 37

En el caso de la cetona 110 como era de esperar,no
se observa pérdida de agua a partir del idén m/z 205 y por lo
tanto este filtimo es el pico base,como también ocurre en la
cetona que posee saturado el enlace de C-22 y C-29.

La comparacién por CGL en columna capilar del
compuesto 110 con testigo auténtico de lupenona,finalmente

confirmé plenamente la estructura propuesta.

Andlisis estructural del compuesto 112(ciclolaudenona)

Este compuesto presenta un idén molecular a m/z 438
y al igual que las otras cetonas muestra la pérdida de un
metilo y ausencia de pérdida de agua.

A diferencia de las otras cetonas, no aparecen en
el espectro los picos tipicos de triterpenos pentaciclicos
(m/z 218, 205, 203, 189) y en cambio se observa el fragmento
a m/z 313 que corresponde a la pérdida de cadena lateral de
nueve carbonos con una insaturacién,caracteristica de triter-
penos tetraciclicos136_]37.Por otra parte aparecen los frag-
mentos a m/z 300, 285 y 175 que corresponden a rupturas induci-
das por la presencia de un anillo ciclopropano entre los C-9

y C-10 como puede verse en la figura 38
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mlz 438

ciclolaudenona

~m/z 423

m/z 175

FIGURA 38:Esquema de fragmentaciones del compuesto 11



64

La dificultad en la identificacidn del compuesto
reside en la ubicacidn del doble enlace en la cadena lateral,
Resulta complicado diferenciar las siguientes

cadenas laterales:

Esta dificultad surge debido a la migracidn del
doble enlace en EM. Sin embargo,existe una ruptura que permite
136.(figura 39).

En el caso que exista un doble enlace entre C-24

distinguir entre ambas posibilidades

y C-28 se produce reordenamiento de seis centros tipo
Mc. Lafferty que conduce a la pérdida de 84 u.m.a.

Esta ruptura es tipica de 24-metiliden esteroides,

como por ejemplo 24-metilencolesterol.
Se compard la abundancia relativa del i6n a m/z
M-84 en las dos cetonas sintéticas (la que posee A24(28)y
la de ,AZS(ZG)),observéndose que en el espectro de la cetona
con el 24-metilideno este i6n tiene aproximadamente 20%,mientras
que la otra cetona presenta una abundancia s6lo del 5%.Asimis-
mo se observaron también diferencias en la pérdida de 43 u.m.a.,
siendo este i6n mds abundante en el caso del compuesto con 24-
metilideno.
En el espectro de masas del compuesto 112 se ob-
serva el mismo comportamiento que la cetona sintética con
A?S(Zé),postuléndose entonces la estructura de ciclolaudenona.
No obstante seria necesario obtener mayor infor-
macién espectroscdpica para confirmar esta estructura ya que

las diferencias entre ambas son pequeias.
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Andlisis estructural del compuesto 113(hopenona

El componente de la mezcla terpénica que presentd
mayor tp en CGL mostr6 un EM similar al de lupenona.

Entre las caracteristicas principales se observa
una pérdida de 43 u.m.a.,de baja abundancia relativa,a partir
del M'(m/z 424) ,correspondiente a un isopropenilo,un ién a
m/z 189 con 90% de abundancia relativa. que indica la presencia
de un AZZ(Zg)lupano u hopan0134. .

En este caso m/z 205 no es el pico base como en lupe-
nona 110,aunque posee una abundancia del 60%.

El pico base corresponde a m/z 109 concordando con
los datos de literatura descriptos para hopenonalss,aunque este
fragmento( C8H13) no haya sido racionalizado.,

Se compar6é por CGL(columna capilar) con un testigo
auténtico,asi como en EM,encontridndose concordancia en los datos.

Las rupturas de masas responden al mismo esquema de
fragmentacion analizado para lupenona(pag. 61 ,figura 37).

hopenona 11

Alcoholes triterpénicos

La fraccién 3 del extracto estd compuesta por las
cetonas antes descriptas y por una serie de compuestos de
mayor polaridad que en CCD muestran una sola mancha que revela
color violaceo con acido sulffirico-anisaldehido y no revela con
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2,4-dinitrofenilhidracina,tratandose por lo tanto de alcoholes
de naturalezé terpénica.

En CGL se distinguen tres picos,uno de ellos mayo-
ritario y los otros dos en muy pequefia proporcidn.

Anilisis estructural del compuesto 111(lupeol)

El andlisis de los componentes de la mezcla,se efec-
tudé por CGL-EM.E1l compuesto mas abundante (111),mostrd un M*
am/z 426,a la vez que se observaron pérdidas de 15 y 18 u.m.a.
correspondientes a un metilo y agua respectivamente.

La pérdida de 43 u.m.a. respecto del M+,con baja
abundancia relativa(5,5%),es demostrativa de la presencia de
isopropenilo,como ya se discutid en los espectros de masas de
lupenona 110 y hopenona 113.0tra evidencia sobre la presencia
de un isopropenilo lo brinda el idén m/z 189,de mayor abundancia
relativa que m/z 191,

A diferencia de lupenona y hopenona,el ién m/z 205 no
mostrd una abundancia elevada;por el contrario,el idén m/z 207
que en las dos cetonas no aparece,en el compuesto 111 presenté
una abundancia del 92%.

Estos datos presuponen la estructura de un alcohol
triterpénico con esqueleto de lupano u hopano.

Por este motivo,se compard por CGL en columna capilar
y por CGL-EM con testigo de lupeol,encontrandose concordancia con
el compuesto 111 en el tp,como en su espectro de masas.

El espectro de masas del compuesto 111 puede verse en
la figura 39 y el esquema de fragmentaciones puede verse en la
pag. 61 ,figura 37 junto con el de lupenona 110.

Los otros dos compuestos minoritarios presentan
un M a m/z 426 y muestran los picos tipicos de triterpenos,
pero dada la poca cantidad en que se encuentran presentes y
la posible superposicién de picos,no se elucidaron sus estruc-
turas.



67

3
69
100- o5 109 1ac 180 207
426
80- 218
60. 20:
40,
41
20-
i TN
IL | | 1
50 100 130 700 730 350 330 250 350 m/z

FIGURA 39:Espectro de masas y estructura del lupeol 111

Cetonas esteroidales

La fraccidén 5 del extracto de é€ter de petrdleo da
por CCD dos manchas principales,una de las cuales coincide con
los alcoholes lineales; la otra de menor Rf revela rosa-violiceo
con dcido sulfarico y anaranjado con 2,4-dinitrofenilhidracina.

El andlisis por CGL mostrd la presencia de tres

compuestos,uno de ellos ampliamente mayoritario.
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Anilisis estructural del compuesto 114 (sitosterona) y del

115 (campesterona )

La mezcla de cetonas se separd de los alcoholes
lineales por CC con cloruro de metileno como eluyente;sin lograr
una separacidn adecuada entre los componentes cetdénicos.

Debido a ello se efectud el estudio estructural por
CGL-EM.

Los dos primeros picos del cromatograma daban
espectros de masas con iones moleculares m/z 398 y 412 respec-
tivamente.Ambos espectros presentan un esquema de fragmentaciones
muy parecido,siendo el ién m/z 124 pico base en los dos casos,

139'140.Se observa ademis

caracteristico de Aﬁ-S-cetoesteroides
en los dos espectros una serie de fragmentos que difieren en 14
u.m.a(figura 40).

La pérdida de la cadena lateral en ambos casos se
se verifica por la presencia del idém m/z 271, que implica en
un caso una cadena lateral saturada de nueve carbonos,y en el
otro de diez.

En base a estos datos se proponen las estructuras
de 24-metil-colesta-4-en-3-ona(campesterona) 115 y estigmasta
-4-en-3-ona (sitosterona) 114.

El esquema de fragmentacidn de ambos compuestos

puede observarse en la figura 41.
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FIGURA 40:Espectro de masas de campesterona 115
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FIGURA41:Esquema de fragmentaciones de los compuestos 114 y 11
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En realidad,no se ha podido comprobar si el H-8
o el H-11;es el que migra primero,por tal motivo,esta ruptura
que genera el pico base del espectro,también ha sido esquemati-
zada con una m1grac1on del H-11 en primer término:

o. <’
»

Otros dos fragmentos importantes provienen de la
pérdida de 42 y 123 u.m.a. a partir del idén molecular.

La pérdida de 42 u.m.a. se debe a una elimina-
cidn de cetena que involucra a los carbonos 2 y 3139.

En el espectro de 114 se observa un ién m/2370 y
en el de 115 a m/z 356.La p&rdida de la cadena lateral a par-
tir de estos fragmentos conduce en ambos casos al idén m/z 229,

La pérdida de 123 u.m.a. puede esquematizarse de la

.- 141
siguiente manera
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M-123
115 m/z 275
114 m/z 289

Por Gltimo,otra pérdida caracteristica es M-85;este
fragmento involucra la ruptura de las uniones 3-4, 5-10 y
9-10;atin cuando no estd determinada perfectamente su génesis,
se comprobd que deriva del 16n M-42141.
El tercer compuesto,que Sse encuentra en menor- pro-

porcién,no pudo ser identificado por su espectro de masas,

Estudio estructural del compuesto 116 (estigmasta-3,5-dien-7-ona)

Esta cetona forma parte de la mezcla de alcoholes
esteroidales junto con sitosterona y no se detectd en la mez-
cla de cetonas aisladas.Presenta en CGL un tR mayor que los
alcoholes esteroidales.Su EM muestra un idén molecular a m/z 410
y un pico base m/z 174 ,normalmente observado en 2>>-dien-
7-cetoesteroides 127143,

El i6én m/z 174 proviene de la ruptura de las unio-
nes 8-14 y 11-12(figura 42)

El 16n formado luego de la ruptura de .la unién 8-14
también genera a los iones de m/z 161 y 187 como se ve en la
figura 42.En el espectro también se observan iones a m/z 269 y
227 que corresponden a la pérdida de una cadena lateral satu-
rada de diez dtomos de carbono,seguida de una pérdida de 42

u.m.a.
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FIGURA 42:Espectro de masas del compuesto 11
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Si bien no estd confirmado que las rupturas que
generan a los iones m/z 161, 174 y 187 procedan como fueron
descriptas;la saturacién de los dos dobles enlaces desplaza a

143.Puede

estos iones en 4 u.m.a. para dar m/z 165, 178 y 191
concluirse entonces que los fragmentos antes mencionados pro-
vienen del anillo C y que los anillos A y B estan involucra-

dos en los mismos.

Esteroles

La fraccién 6 del extracto de éter de petrdleo esti
compuesta mayoritariamente por esteroles.

Por CCD se observa una mancha principal,color rosa
violdceo con icido sulffirico como revelador,que por compara-
cidn de su Rf con testigos coincide con los alcoholes esteroi-
dales.

Por CC se separaron las clorofilas que acompafian a
estos compuestos.

_ El andlisis mediante CGL con testigos mostrd que
tres de los componentes de la mezcla poseen el mismo tpque
colesterol 74 ,campesterol 73 y sitosterol 72 quedando una serie
de compuestos sin identificar.Cuando el desarrollo cromatogra-
fico se efectud con columna capilar se detectd la presencia de
por lo menos doce componentes en esta fraccidén(figura 43).

Hidrocarburos esteroidales

El estudio por CGL-EM mostrdé para los primeros
tres compuestbs (tR 12,11 min., 12,81 y 13,13 min.)un ién mo-
lecular a m/z 366, 380 y 394 respectivamente;masas que corres-
ponden a hidrocarburos esteroidales de 27,.28 y 29 &tomos de
carbono con tres insaturaciones.

La baja polaridad de estos compuestos,hace suponer
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que su formacidén es debida a 'alguna deshidratacidn posterior

al aislamiento de la fraccion de esteroides.
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FIGURA 43:CGL en columna capilar SP-2100 de la fraccidén de

esteroides

AF-esteroles.Estudio estructural de los compuestos 72 ,73 y 74

Los compuestos de ta 13,44 , 13,81 y 14,52 min.
(figura 43)presentan en sus espectros de masas un idén mole-
cular a m/z 386,400 y 414 respectivamente,con posteriores rup-
turas tipicas de los AP—esteroles144'146,como puede verse en

la figura 44.De esta manera se confirman las estructuras de co-
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lesterol 74( M+386),campesterol 73( M'400) y sitosterol
72( MT 414),

R

T

colesterol 74 /\f-
M-85

Y)\’/ | ) M-111
RT-’

campesterol 73

~CH
—— M15 0
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~H.0 .
—_— M-18 /6{3

sitosterol 72 HO
R77 R-
HO/C N m/z 255 =
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m/z 231. m/z 213
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FIGURA 44:Esquema de fragmentaciones de los As-esteroles.
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Los iones m/z 273, 255, 231 y -213 son comunes’ a
todos 1los As-esteroles ya que en estés fragmentos se ha escin-
dido la cadena lateral que los diferencia.Los iones M-85,
M-111, M-15, M-18 y M-33 dan distintos valores en cada caso y
son muy Gtiles en la identificacién de los esteroles.

En la figura 45 se ejemplifica los espectros de
masas de estos tres compuestos con el correspondiente a sitos-

terol Zg
g
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FIGURA 45:Espectro de masas del compuesto 72

Esteroles saturados .Analisis estructural de los compuestos.
78,16 y 11

Cuando se realizdé CGL en columna capilar;des-
pués de cada uno de los compuestos antes mencionados,se
separd un pico de menor abundancia que no se detectaba al
efectuar CGL en condiciones ordinarias.
La cromatografia gaseosa realizada con columna
OV-17 3%,longitud 1,8 m con temperatura programada de 200 a 290°C



( 4°C/min.) para el anidlisis por EM mostrd en la pendiente de
los picos de colesterol,campesterol y sitosterol un hombro ancho
indicando la presencia de otro compuesto ocluido dentro del
pico mayor.

Posteriormente con estas mismas condiciones pero
utilizando el espectrometro Hewlett Packard 5990 A,se consi-
guid la separacidén de los mismos,si bien la resolucidén no era
optima,la cima de cada pico daba espectros de masas perfecta-
mente diferenciados entre si,afin cuando existia una pequeifia
contribucidén del otro componente.

Estos compuestos que en CGL(columna capilar)
presentan tp 13,61 , 14,02 y 14,95 min.,por EM dan espectros
con iones moleculares a m/z 388, 402 y 416 respectivamente.

Los mismos muestran las rupturas de 1los As—este-
roles pero desplazadas en 2 u.m.a. Es decir,los iones a m/z
273, 255, 231 y 213 aparecen ahora a 275, 257, 233 y 215; 1la
pérdida de agua es menos significativa y no aparecen los iones
a M-85 y M-111. Estas dos Gltimas rupturas son dirigidas por
el doble enlace de C-5; hecho que fue confirmado por marcacio-

nes isotdpicas con deuterio en distintos carbonos de los anillos

A, By c.'4

De esta manera se identificaron estos tres com-
puestos como los esteroles antes mencionados pero con el doble
enlace de C-5 saturado.

Esto es,colestanol(5,6-dihidrocolesterol) 77,
24-metilcolestanol(5,6-dihidrocampesterol) 76 y estigmastanol
(5,6-dihidrositosterol) 75.

En la figura 46 se ejemplifica los espectros de
masas de estos tres compuestos con el correspondiente a 5,6-
dihidrositosterol 75.

Finalmente los picos de to 15,50 y 16,14 min
corresponden a las cetonas estigmasta-3,5-dien-7-ona 116 y
sitosterona 114 que ya fueron descriptas.
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FIGURA 46: Espectro de masas del compuesto 75

Acidos fenolcarboxilicos:

La Gltima de las fracciones del extracto de éter
de petrdleo presenta en su composicidn una mezcla de acidos,
junto con pigmentos verdes que dificultan su separacién.

La presencia de acidos se detectd por metilacibén en
placa analitica con diazometano.La aparicién de una serie de
manchas de mayor Rf que la mezcla original,evidencid la forma-
cidén de ésteres metilicos.

Algunas de las manchas en CCD presentaron fluores-
cencia a 254 y 366nm y a su vez,pudieron ser reveladas con
FeCl; al 2% en etanol indicando la presencia de fenoles.,

La separacidén por CC de estos compuestos resulté
infructosa dada la complejidad de la mezcla.

El interés en el estudio de esta fraccién residia
en el hecho de haber mostrado accidn bactericida frente al
Micobacterium phlet en los ensayos realizados con distintos tipos

de microorganismos.
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Por ello se realizaron comparaciones por CCD con
distintos adsorbentes y solventes descriptos en la literatura
para acidos fenolcarboxilicos147,ademés se efectud la compa-
racién por CLARj;utilizando como testigos los acidos galico 117,
cinidmico 118, sindpico 13, ferfGlico 12, cafeico 119 y p-cumi-

rico 9 (figura 47).

H
HO
RZ V\
COOH
HO COOH R
1 H
H
dcido galico Ry y R,=H dcido cinamico
R,=H R,=0H acido p-cumarico
CH;0 R, y R,=OH dcido cafeico
H R,;=0CH; y R,=OH dcido feri-
HO lico
COOH
CH;0 H

dcido sindpico
FIGURA 47

En la tabla 9 se dan los tp en CLAR de los testigos
y de la mezcla de acidos provenientes de la fraccidén 8 del ex-
tracto con cuatro solventes distintos
solvente 1:metanol-agua, 55-45

solvente 2:metanol-agua, 1-1
solvente 3:metanol-agua, 42-58
solvente 4:metanol-agua, 39-61

En todos los casos se utilizé un U,05% de acido

acético para disminuir la ionizacidén de los adcidos y asi
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evitar la difusidén en la columna ,de los mismos.

1 2 3 L)
acido galico —_— _ 3,21 3,70
acido cafeico _ 4,81 5,19
acido p-cumérico 3,88 4,88 6,69 8,25
dcido sinapico 4,25 4,88 7,31 8,88
dcido ferflico 4,13 4,56 6,81 8,50
dcido cinédmico —_— _— 12,25 15,75

fraccidén 8:solvente 1 3,50 , 3,88 , 4,10 , 4,30 ,4,70, 6,50

solvente 2:3,50, 3,75 , 4,56 , 4,93 , 6,00 , 7,75

solvente 3:3,75 , 4,81 , 5,38 , 6,63 , 6,88 , 7,25 , 11,38 y
13,88,

solvente 4:4,25 , 5,25 , 6,00 , 8,38 , 8,75 , 10,25 , 13,88 y
17,38.

Tabla 9 :tR(min.) de los derivados de dcido cindmico y de 1la

fraccidn 8.

Al utilizar en estas cromatografias solventes con
mayor proporcién de agua se produjo ensanchamiento de los picos
con la consiguiente pérdida de resolucidn.

En base a estos y a la CCD en silicagel,celulosa y
poliamida puede informarse la presencia en la planta en estudio
de adcido ferdlico 12, &acido cafeico 119, acido sinépico 13, y
dcido p-cumarico 9, y descartar la de acido galico 117, y cina-
mico.

De todos ellos el mas abundante es el acido ferG-
licoj;quedando por identificar por lo menos cuatro componentes
de la mezcla que son detectados a 254 nm.

La presencia de acido sindpico es destacable ya

que es precursor biosinté&tico de tricina 14(figura 48)
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FIGURA 68 tricina 14

Esta flavona estd distribuida ampliamente dentro

de las gramineas”'12

» Y Se encuentra presente en Poa huecu .
El acido sinidpico forma parte del anillo B y los
carbonos 2, 3 y 4 de la flavona.

Es importante aclarar que el t, de un compuesto en

CLAR y su Rf en CCD no es evidencia suficiZnte para su identifi-
cacidén y seria necesario algiin dato espectroscdpico para confir-
mar las estructuras;pero dada la imposibilidad de ello,se tratd
de probar con la mayor variedad de condiciones como para tener

datos suficientemente confiables.
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DE P0OA HUECU

Una solucidén metanbélica del extracto se evapord
sobre poliamida para columna obteniéndose una pastilla.

Esta,se percold sucesivamente con cloroformo, agua y
metanol procediendo luego a estudiar separadamente cada uno de

los percolados.

Estudio quimico del percolado clorofdrmico

La composicién quimica de este percolado de acuerdo
a su comportamiento cromatografico en CCD, es similar a las
fracciones mads polares del extracto de &ter de petrdleo(frac-
cién de esteroles en adelante).

Ademas ,priacticamente todas las clorofilas de la
planta y otros pigmentos que las acompafian se encuentran en este
percolado,dada su solubilidad en cloroformo,haciendo dificul-
tosa la separacidn de sus componentes,

Al disolver el percolado en cloruro de metileno o
en metanol, se separa un precipitado verdoso que por recris-
talizacién en metanol se transforma en un sélido blanco.

Este precipitado da positivo el ensayo de
Liebermann-Burchardt para glicdésidos esteroidales,confir-
mando asi la sospecha de la presencia de este tipo de estruc-
turas evidenciada por su polaridad(Rf=0,48 en cloroformo-meta-
nol,9-1),y el color rosado obtenido al revelar los cromato-
gramas con dcido sulfQrico.

Para purificar una cantidad mayor se efectud una CC
del precipitado obtenido al agregar metanol a una porcidn del
percolado.Una vez aislado se procedid a realizar una hidrélisis
dcida,detectiandose glucosa como fGnico hidrato de carbono.

La identificacidn del azficar se realiz6 por CCD de
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celulosa con testigos de hexosas y pentosas.y por CGL del
glucitol acetilado.lLa reduccién se efectud con borohidruro
de sodio y la acetilacién con anhidrido acé&tico-piridina.

Las agliconas se extrajeron de la fase acuosa con
éter etilico y se co-cromatografid en CCD con los esteroles
libres de 1la planta,encontrindose concordancia de Rf.

El andlisis por CGL y CGL-EM reveld la presencia
de colesterol 74, campesterol 73 y sitosterol 72( sus espectros
de masas ya fueron analizados en la pidgina 74) y no.se detectd
la presencia de esteroles saturados.

En el cromatograma también aparecen los picos que
corresponden a los esteroles deshidratados,que se forman du-
rante la hidrélisis acida.

De acuerdo a los datos cromatograficos el sitos-
terol estd presente en mas de un 80%,por lo tanto se recrista-
1iz6 la mezcla de glicdésidos hasta PF constante para obtener
el glicdésido mayoritario practicamente puro.

De esta manera se pudo realizar un 1H-RMN para deter-
minar la configuracién del C-anomérico(figura 49).

En el espectro de 1H—RMN del derivado trimetilsili-
lado se evidencian las sefiales de los Me-18,19,21,26,27 y 29 del
sitosterol148 y en la zona de H-anoméricos aparece una sefial a
4,32 ppm que integra para un hidrdgeno y presenta un J=7Hz indi-
cando una configuracién p para la glucosa(acoplamiento axial-
axial entre H-1 e H-2 de la glucosa).

En base a este espectro no puede diferenciarse la
configuracidén del C-24 ya que a 100MHz no se observan diferen-
cias en los desplazamientos quimicos de las sefiales de ambos
isdémeros.

De esta manera queda establecida la estructura del
compuesto 120 como sitosterol-3-0-p -D-glucopiranésido 120;
con respecto a colesterol- y campesterol-3-O-glucdésidos (121 y
122) ,1los otros dos componentes de la mezcla de glicésidos,no
pudo establecerse la configuracidn del carbono anomérico del
azGcar,pero posiblemente sea B ya que es ldégico suponer que la



planta utilice la misma enzima en la glucosidacidn.

En la figura 50 se muestran las estructuras de
los tres glicdsidos

HCClq

1

FIGURA 49:Espectro de "H-RMN del compuesto 120

R

R=H- colesterol
CH,0H R=CH4 campes?erol
0 R=CH,-CHq sitosterol

CH

FIGURA 50:glicésidos de esteroides

La ausencia de glicdsidos de esteroles saturados
llama la atencidn,dada su presencia en la mezcla de esteroles

libres y a pesar de ser el 5,6-dihidrositostrol mads abundante
que el colesterol.
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Parece necesaria la presencia del doble. enlace 5-6
para modificar la estereoquimica de los anillos A y B,permitien-

do la glicosidacidén enzimatica,
Por el momento,no existe evidencia experimental al-

guna que confirme esta suposicidn.

Estudio quimico del percolado acuoso

La separacidn por Sephadex LH-20 de este percolado
mostrd,luego de analizar las fracciones,que estd compuesto por
hidratos de carbono,aminoacidos y alcaloides cuaternarios.

Los azlicares son los componentes mayoritarios;por
CCD de celulosa se identificaron glucosa,galactosa,manosa,arabi-
nosa y ramnosa,ademds se evidencidé la presencia de otros azii-
cares que podrian ser di u oligosacaridos.

Las fracciones subsiguientes de la columna estaban
compuestas por aminodacidos que revelaban con ninhidrina en
placa delgada y cuya composicidén no fue analizada.

Por Giltimo,de esta fraccidén se obtuvieron dos com-
puestos que revelaban con reactivo de Dragendorff para alcaloides,
mostrando ademds solubilidad en agua e insolubilidad en clorofor-
mo.

No obstante la solubilidad de los alcaloides presen-
tes,se comparb el comportamiento cromatogridfico de los mis-
mos en CCD con gramina 41 testigo,un alcaloide ind6lico que
generalmente se encuentra presente en gramineas;descartan-
dose su presencia en funcidn de los resultados obtenidos.

N gramina 41
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No se detectd en placa delgada la presencia de
glic6ésidos de flavonoides y ademds el percolado dio negativo
el ensayo de Shinoda para este tipo de compuestos.

Con el objeto de aislar los dos alcaloides antes
mencionados,se efectud una marcha separativa que consiste en
extraer a diversos pH con cloroformo y a.la solucidn acuosa
agregar sal de Reinecke‘(Cr(NHS)z(SCN)q‘)"NH“+ ,para preci-
pitar los alcaloides solubles en agua.

Se comenzd trabajando a pH 12,luego a pH 8, 5 y 1,
Cada extracto cloroférmico se cromatografié en placa revelan-
do con reactivo de Dragendorff. En ninglin caso se detecté pre-
sencia de alcaloides.De las fracciones acuosas solamente pre-
cipitdé a pH 12 el complejo de Reinecke.

Es sabido que la precipitacidén del complejo depende

del pH y la basicidad de la amina'42:1°0,

A pH 12 precipitan pre-
ferentemente las sales de amonio cuaternario.
Los dos alcaloides fueron liberados del complejo
de Reinecke,pasidndolos por resina anidnica fuerte(forma HO ).
Los dos compuestos se separaron posteriormente por
CC de altimina neutra y fueron estudiados por 1H-RMN.
El alcaloide mayoritario fue identificado como
colina 123 (CHg);N-CH,-CH,-OH.

En su espectro de !

H-RMN (figura 51),se observan
las sefiales correspondientes a los tres metilos unidos a nitré-
geno a 3,19 ppm y los dos metilenos a 3,48 (-CHZ-N) y 4,03 ppm
(HO-CH,-) .

El compuesto minoritario fue identificado como
acetilcolina 124 (CHg)4N-CH,-CH,-00C-CH;.

En CCD de alGmina presenta un Rf mayor que colina
y en su 1H-RMN,aparece a.2,21 ppm el metilo de acetato y las
sefiales anteriores ahora desplazadas a campos menores.

Los tres metilos unidos a nitrdgeno resuenan a
3,30 ppm,el -CH,--unido a nitrbdgeno resuena a 3,80 ppm y el
unido a acetato a 4,70 ppm.
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CH3)§N
HOD
8 7 6 5 q 3 2 1

FIGURA S51:espectro de TH-RMN del compuesto 123

El espectro de colina coincide con los datos de
literatura151 y el de acetilcolina se compard con testigo
preparado a partir de colina comercial por acetilacidn con

anhidrido acético-piridina a temperatura ambiente.

Estudio quimico del percolado metandlico.

La separacidn del percolado se efectud por CC de
silicagel,separdandose principalmente dos grupos de fracciones.

El primer grupo compuesto por agliconas fenflicas y
el segundo por una mezcla muy compleja de glicésidos de flavo-
noides,todos ellos en muy pequefia cantidad,junto con una peque-
fia proporcién de glicdsidos esteroidales.

En la mezcla de agliconas fendlicas,si bien los
componentes no estidn presentes en una proporcidn considerable
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su separacién cromatogrdfica resultd mucho mids sencilla rea-
lizandola con Sephadex LH-20 usando metanol como eluyente

Flavonas

De la columna de Sephadex se aislaron tres com-
puestos que presentan en CCD fluorescencia a 366 nm y revelan
amarillo con dcido sulfarico.

De los tres compuestos aislados,uno de ellos es
ampliamente mayoritario,mientras que los otros dos estan en
pequefia proporcidn.

Acompafian a estos,una mezcla de compuestos de com-
portamiento cromatogrdafico similar que no pudieron ser aislados.

Anilisis estructural del compuesto 14( 5,7,4'-trihidroxi-3',5'-

dimetoxiflavona)

El componente mayoritario de la fraccifén,a su vez
el menos polar en CCD de silicagel,revela amarillo con &cido
sulfGrico,aumenta su fluorescencia con vapores de amoniaco
cuando se observa la placa a 366 nm y también revela con FeCl3
2% :comportamiento tipico de flavonoides.

Su espectro UV muestra las dos bandas de flavonoides
a 269 y 349 nm.Estos valores corresponden a una flavona o flavo-
nol con el HO-3 sustituido.Estos compuestos presentan la banda
I(figura 52) entre 300 y 350 nm a diferencia de los flavonoles

que la presentan a 360-380 nm152’153,

flavona
banda I cinamoilo
banda II benzoilo

FIGURA 52
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Por agregado de metdéxido de sodio se observa un
corrimiento batocrémico de la banda I de 65nm: este corrimiento
indica la presencia de un HO libre en 4' y/o en 3.152

Con AlCl; se produce un desplazamiento batocrémico
de la banda I.de 30 nm,que no se modifica por el agregado de
HCl acuoso (1-2).Este corrimiento puede deberse a la forma-
cidén de dos tipos de complejos: el formado con el carbonilo de
C-4 y HO-5(figura 53) o el equivalente con el HO-3,que son esta-

bles en medio acido, y el formado con hidroxilos de carbonos ad-

yacentes,que es inestable en medio dcido(figura 53)152.
0 A"
0
0 /
\N Al
Al \
/7 \ C1
C1 a1

FIGURA 53

Como en este caso la formacidén del complejo es
estable en medio acido,se manifiesta asi la presencia de un
HO-3 u HO-5 y se descarta .1a de OH vecinos.

Con el agregado de acetato de sodio sélido se produ-
ce un corrimiento de la banda II de 6énm indicativo de un
Ho-71°2,

Por Gltimo el agregado de H3B03no produce ningGn co-
rrimiento en el espectro,confirmdndose la ausencia de OH vecina-
les.

El 1H-RMN‘de'l compuesto 14 (figura 54),muestra un
singulete a 3,99ppm que integra para seis hidrégenos, lo cual
estad revelando la presencia de dos metoxilos aromiticos.

En la zona de campos bajos se observan dos dobletes
a 6,28 y 6,58 ppm con un Jm=2Hz correspondientes a H-6 e H-8
respectivamente. A 6,74 ppm se observa la resonancia del H-3

de la flavona y a 7,40 ppm un singulete que integra para
dos hidrégenos,correspondiente a los H-2' y 6°',
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H-Z'y 6'
OCHj
H-3
-8
H-6
-Aw-h/
. ——l
% J A
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TH-RMN del compuesto 14

FIGURA 54:Espectro de
Estos datos estan indicando la presencia de 'HO-5

y HO-7 y la ausencia de sustitucidn en C-3.En el anillo B

se encuentran dos metoxilos en C-3' y 5' y un hidroxilo

libre en C-4'.En base a estos datos se pronone para el campuesto

14 la estructura de 5,7,4'—trihidroxi-3',S'-dimetoxiflavon;( tri-

cina) (figura 55)

Tricina 1

FIGURA 55
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El espectro de masas de este compuesto muestra un M*
a m/z 330,el cual es pico base,concordante con lo observado ge-
neralmente para flavonas.Se observa ademds una pérdida de metilo
a m/z 315 de baja abundancia relativa como asi también pér-
didas de CO y CHO dando los fragmentos de m/z 302 y 301.También
aparecen las rupturas tipicas de RDA en el anillo C para dar 1los
fragmentos (A1+H)+, B1+ y BZ+ como se ve en la figura 56 y 57,

+

Los nombres (Aé+H)+' B, Bz+ son los comGnmente uti-
10

lizados en la literatura
$

330

100
80 1
60 1
40 |

153 228 277 301
20 1 178

. l 315
| | ™ |
0 750 300 'z

OH

OH
+ O=C=éH

3
+
+
B,
c — OH
&I?I
-OCH,
m/z 166 n/z 150

camino 2

FIGURA 56:Espectro de masas del compuesto 14
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En el espectro de 13C-RMN del compuesto 14 se ve

claramente el C-4 carbonilico a 181,4 ppm.Los carbonos uni-
dos a alguna funcidén oxigenada( C-2, 5, 7, 9, 3'y 5', y 4')

resuenan a campos menores que el correspondiente a 140 ppm,

mientras que los carbonos aromaticos sin sustituir y los metilos

(c-3,6,8,10,1',2' y 6') presentan sus sefiales por debajo de
140 ppm.Los datos de resonancia de estos carbonos son con-

. 4
cordantes con los encontrados en 11teratura15 y estan dados
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en la parte experimental ,pagina 156
Si bien tricina no es una flavona de amplia difusidn
en el reino vegetal,en cambio es comln en las gramineas y es

Gtil como marcador quimiotaxondmico

11-12

de la familia ,ain cuando también se la aisldé en una legu-

minosa155-156

Por otra parte se encontrd que tricina ,presente en
Wikstroemia indica Mey.(usada en medicina popular china),produce
una inhibicién del 33% en el desarrollo de leucemia linfoli-
tica P-388,en ratones,cuando se utiliza una dosis de 6 mg/kg

y del 74% cuando la dosis es del 12,5mg/kg 186.

Anidlisis estructural del compuesto 125(5,7,3'-trihidroxi-4',5"'-

dimetoxiflavona)

Acompafiando a tricina,con una polaridad similar en
CCD se encuentra un compuesto que presenta todas las caracteris-
ticas de un flavonoide, fluorescencia al UV,reaccidén positiva
con FeClgq 2% y coloracidén amarilla con &cido sulfirico.

Su espectro UV muestra dos bandas a 271 y 329 nm.En
presencia de metéxido de sodio se produce un desplazamiento
batocrdmico de 20 nm en la banda 1,10 cual estid indicando la
ausencia de un OH libre en C-4y/o C-3.La presencia de cual-
quiera de estos dos OH se evidenciaria con un desplazamiento de
45-65 nm'°?
deas que pueden formar a partir de los respectivos fendéxidos

.Esto es debido a la formacidén de estructuras quinoi-

como por ejemplo: o
0
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El agregado dec clorurp de aluminio produce un
corrimiento batocromico de la banda I de 21 nm,estable en
medio dcido; esto puede deberse a un HO-5 y/o HO-3.Dado que
se descartd la presencia de HO-3 por el agregado de metéxido
de sodio,se confirma entonces la de HO-S.

Con acetato de sodio se produce un desplazamien-
to batocrdémico de la banda II de 7nm, caracteristico de un
HO-7 que produce generalmente corrimientos entre 5 y 20 nm
frente a este reactivo.

Por filtimo,el B03H3 no produce corrimiento alguno
en su espectro UV, o sea no hay OH vecinales,en la estructura.

En el 1H-RMN(figura 58) se observan dos metoxilos
a 4,00 y 4,01ppm; a 6,27 y 6,56 se observan los dos dobletes
de H-6 e H-8; a 6,79 ppm resuena el H-3 y a 7,40 se observa
un singulete ancho que integra para dos hidrdgenos y corres-
ponde a H-2' e H-6'.Estos dos hidrbgenos deberian presentar un
acoplamiento meta(J=1 a 2,5Hz),pero en el espectro no se dis-
tingue dicha particidén obteniendose un singute ancho.

Con estos datos se identifica el compuesto 125
como 5,7,3'-trihidroxi-4',5'-dihetoxiflavona(figura 59)

OCH,4 H

OH-5

5 4 3 2 1 o

ol

9 8 7

FIGURA 58:Espectro de TH-RMN del compuesto 125
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CH3
H 0
I OCH3
OH o)
FIGURA 59

El espectro de masas es similar al de tricina,
con ligeras variaciones en las abundancias relativas(figu-
ra 60).

El M'a m/z 330 es pico base; se observa ademis
la pérdida de un hidrdgeno dando el fragmento m/z 329 rup-
tura no registrada en el caso de tricina.

En la zona de masas altas se ven las pérdidas de
CH3, CO y CHO a m/z 315, 302 y 301 respectivamente.Se obser-
van ademis Bz+ am/z 181, B1+ am/z 178, (A1+H)+ am/z 153,
A1+ m/z 152, y otros fragmentos menores que también se re-
gistraron en el espectro de tricina.

Es importante destacar que es. la primera vez que
es aislada esta flavona de fuente natural,no existiendo en
la literatura ningGn dato sobre la misma.

100 310

807
60-

40
107

147
20 153 178
64 | 181 272 315
| 2 Jl — LRl 1 J T [ al

100 150 200 250 300 350 m/z

FIGURA 60:Espectro de masas del compuesto 125
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Andlisis estructural del compuesto 126(5,7,3',4'-tetrahi-

droxi-5'-metoxiflavona;selagina)

El tercero de los compuestos con caracteristicas
de flavonoide es bastante mas polar en CCD que los dos anterio-
res,aunque menos que un glicdésido de un flavonoide.

Su espectro UV muestra dos bandas a 270 y 347 nm.

El agregado de metdxido de sodio produce un despla-
zamiento batocrdémico de 53 nm,lo cual puede deberse a un OH
libre en C-3 o C-4"',

Con cloruro de aluminio se produce un corrimiento
batocrémico de la banda I de 63 nm,que por agregado de &acido
clorhidrico se reduce a 15 nm.Esta conducta estia demostrando
que se hallan presentes los dos tipos de complejos que forma el
cloruro de aluminio con los hidroxilos fendlicos.de los flavo-
noides,ya que al obtener un valor intermedio con dcido clorhi-
drico en el corrimiento, debe inferirse que el mismo es debido
a la suma de los efectos producidos por ambos complejos.

En definitiva,estos resultados son indicativos de
OH vecinos y OH libre en C-5 y/o en C-3.

El agregado de acetato de sodio produce un despla-
zamiento batocrdomico de la banda II de 5 nm indicando un OH-7.

Finalmente con H3B03.se observa un corrimiento bato-
crémico de 28 nm confirmando la presencia de OH vecinales.

El1 'H-RMN (figura 62) del compuesto 126 mostrdé un
metoxilo a 3,98 ppm,H-6 e H-8 como dobletes a 6,27 y 6,56 ppm,
H-3 de flavona como singulete a 6,66ppm y un singulete ancho
a 7,26 ppm que integra para dos hidrdgenos correspondiente
a H-2' e H-6"'.

Al igual que en el compuesto anterior deberian
observarse dos dobletes con un Jm entre 1 y 2,5Hz, pero las
sefiales no alcanzan a separarse.

Con estos datos puede asignarse para el compuesto
126 la estructura de 5,7,3',4'-tetrahidroxi-5'-metoxiflavona
z;;gura 61).
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Su espectro de masas (figura 61) muestra un ién M'

a m/z 316(pico base).También se observa M-H, M-CH;, M-CO y
M-CHO a m/z 315, 301, 288 .y 287 respectivamente,

En la zona media del espectro se ven los picos
caracteristicos de flavonoides B2+ am/z 167, B1+ am/z 164,
A+H a m/z 153, A" a m/z 152, B,-CO a m/z 139 y A +H-C) a
m/z 125.

1

Es la primera vez que se describe esta flavona

dentro de la familia de las gramineas ya que anteriormente

fue aislada s6lo en cuatro especies de distintas familias157'

159

Correlacidén de los datos esvectrales de las tres flavonas

Es interesante comparar los datos espectroscé-
picos de estas tres flavonas ya que presentan el mismo pa-
trén de sustitucidén en los anillos A y B con variacién en
el nGmero o posicién de un metoxilo.Ademds de estas flavo-
nas naturales se compararon también con los de un testigo
de 5,7-dihidroxi-3', 4', 5'-trimetoxiflavona 17 y de trice-
tina 127(s, 7, 3', 4°', S'—pentahidroxiflavona) sintetizada
a partir de tricina por desmetilacidén con acido iodhidrico

y anhidrido acético °0-161

98
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Espectros UV

banda II(nm) banda I
compuesto 127 269 350
compuesto 126 270 347
compuesto 14 269 349
compuesto 125 271 329
compuesto 17 269 331
Tabla 10
QH R, =#=R,=R,=H 127
Ok2 R =RoeH ReCH, 12
1 72 3 3 _
e v
1 2773 3 —
Ry=R,=R;=H 17
OH -0

Como puede verse en la tabla 10 los valores
obtenidos para la banda II estan estrechamente relacionados y
pricticamente no dependen de la variacidén del nGmero de metoxi-
los en el anillo B.

En cambio,la banda I presenta valores para el
maximo de absorcién,que dependen de la sustitucidén del C-4°'.

Si el sustituyente es un hidroxilo el mdximo
estd cercano a los 350nm, mientras que si se trata de un me-
toxilo se produce un corrimiento hipsocrémico hasta 330nm;

efecto que se observa en todas las flavonas sustituidas en 4!}72

1

Espectros de H-RMN
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Con los hidrdgenos del anillo A ocurre algo similar
a los datos del UV,esto es, estan poco influenciados por la va-
riacién del tipo de sustituyente( OMe, OH) del anillo B(tabla 11).

H-6 (ppm) H-8 H-3 H-2' y 6
compuesto 127 6,22 6,45 6,50 7,00
compuesto 126 6,27 6,56 6,66 7,26
compuesto 14 6,28 6,58 6,74 7,40
compuesto 125 6,27 6,56 6,79 7,40
compuesto .17 6,24 6,57 7,04 7,38
Tabla 11

La estructura de estos compuestos puede verse en la figura

de la pigina anterior.

Es interesante destacar que al aumentar el grado
de metilacidn de los hidroxilos fendlicos del anillo B,el H-3
resuena a campos menores,como se ve en la tercer columna de 1la
tabla 11 (en forma descendente).

Una posible explicacidén a estas diferencias es la utilizacién
de acetona—d6 como solvente.

Varios espectros de 1H—RMN registrados en la lite-
ratura152 en tetracloruro de carbono o cloroformo deuterado no
muestran variaciones significativas para el valor de resonan-
cia del H-3.

Como ejemplo,pueden compararse los desplazamien-
tos quimicos para el H-3 en tectocrisina 134:6,40 ppm,luteo-
lina 18: 6,30 ppm, diosmetina 135: 6,30ppm, luteolina-3',4'-di-
metil &ter 136: 6,32 y zapotinina 137: 6,32ppm. (figura 63)
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tectocrisina R1=CH3 R2=R3=H zapotinina
luteolina R1=H R2=R3=0H

diosmetina R1=H R2=OH R3=OCH3
luteolina-3',4'-dimetiléter R]=H RZ=R3=0CH3

FIGURA 63

En cambio al usar acetona deuterada como solven-
te,esta puede formar puentes de hidrbgeno con los hidroxilos
fenbdlicos aumentando la densidad electrbfnica sobre los oxi-
genos respectivos.

Esto resulta en un efecto dador de electrones del
anillo B sobre el doble enlace de C-2 y C-3.A mayor cantidad
de hidroxilos en el anillo B se ecentfia el mencionado efecto.

Algo similar se observa en espectros registrados
en DMSO-d6 que forma puentes de hidrégeno en forma aniloga a la
acetona.

El compuesto 131,cuyo 1H-RMN es analizado en la
pdgina 125,fue realizado en DMSO-d, y muestra una sefial corres-
pondiente al H-3 que resuena a 6,69 ppm, valor concordante
con el de selagina 126 que también posee dos hidroxilos en el
anillo B.

compuesto 131
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Con respecto a los H-2' y -6' ocurre algo similar.En
cuanto a los metilos todos ellos resuenan entre 3,90 y 4,01
excepto el metilo del MeO-4' en el compuesto 17 que resuena a
3,76, esto es debido a que dicho metoxilo al sufrir el im-
pedimento estérico de los otros dos metoxilos vecinos se ve
obligado a salir del plano del anillo aromidtico,quedando por
consiguiente en la zona de proteccidén del campo diamdgnetico

inducido por los electronesm.

Espectros de masas

En todos los casos el M’ resulta ser el pico base,
hecho que ocurre generalmente en flavonas.

En dos casos ,selagina 126 y 5,7,3'-trihidroxi-4"',5"'-
dimetoxiflavona se observa el pico M-H; aunque su abundancia
relativa sea pequefia,es destacable ya que generalmente este pico
lo dan las flavonas con OH-6 y los’flavonoles(OH-3)162']63.




103

Las flavonas poseen preponderantemente un patrdn de
fragmentacidén correspondiente a una de las dos posibles rutas
de rupturas de flavonoides(ver pagina 91 ).

En los espectros obtenidos se pone de manifiesto
que las rupturas de estas flavonas siguen la ruta 1( RDA en el
anillo C) para dar(A1+H)+ principalmente y B1+en lugar de B2+.

Aqui también conviene destacar que tanto
Kingston163 como Bowie y Cameron 162 dan importancia a los
fragmentos A1+H »By ¥y B, s6lo en flavonas con menos de cuatro
sustituyentes oxigenados.Sin embargo en todos estos casos,los
fragmentos mencionados y especialmente A1+H son importantes,por

lo que -deberia reconsiderarse esta hipdtesis.

CLAR

Se trabaj6é con columna de fase reversa - p-
Bondapack RP 18.

Se compararon los tiempos de retencidén de las cin-
co flavonas variando la relacidén agua-metanol, manteniendo siem-
pre un 0,05 a 0,10% de acido acético para evitar la difusidn de
los fenoles dentro de la columna.

El mejor eluyente resultd ser metanol-agua-acido acético,55-45-
0,1 ,ya que permite resolver el par tricina 14 y 5,7 ,3'-tri-
hidroxi-4',5'-dimetoxiflavona 125 y no produce un ensanchamiento
excesivo de los picos.Al aumentar la cantidad de agua se observa
un notable ensanchamiento de los picos.Por el contrario,con ma-
yor cantidad de metanol hay una pobre resolucidn del par criti=
co tricina y 5,7,3'-trihidroxi-4',5'-dimetoxiflavona.

Los tiempos de retencidén obtenidos con metanol-agua-
dcido acético,55-45-0,1 son:tricetina 127:3,12 min, selagina
126: 8,20min., tricina 14: 14,00min., 5,7,3'-trihidroxi-4',5"'-
dimetoxiflavona 125: 15,25min y 5,7-dihidroxi-3',4' S5'-trimeto=

xiflavona 17: 23,22min.
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Cumarinas

La fraccién menos polar eluida de la columna de
Sephadex LH-20 tiene en su composicién dos compuestos( 2 y 3)
que presentan una fluorescencia celeste intensa a 254 y 366 nm
en CCD de silicagel y revelan con cloruro férrico 2%,tratindose

por lo tanto de compuestos fendlicos.
Ambos fueron separados por CC de silicagel siendo

mayoritario el mds polar( 2 ),mientras que el otro se encuentra

en muy pequefia proporcidn.

Andlisis estructural del compuesto 2(umbeliferona)

El espectro de masas del compuesto 2(figura 64)
tiene unM'a m/z 162(casi 100% de abundancia) y un pico base a
m/z 134 que corresponde a la pérdida de CO.Se observa en el es-
pectro una segunda pérdida de CO y otros picos(m/z 105, 78,
77 y 69) correspondientes a un anillo aromitico.

En base a este espectro de masas,la intensa fluo-

rescencia en el UV y su naturaleza fendlica,puede concluirse
que se trata de una cumarina y que posee por lo menos un OH

en el anillo aromatico

9

134

84

60 78

4 51 105

Tl I

——

50 100 150 m/z
FIGURA 64:Espectro de masas del compuesto 2
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Su espectro 1H-RMN(figura 65) presenta dos doble-
tes,uno de ellos a 6,16 ppm con un J de 10Hz y otro a 7,86 con
el mismo valor de J,que corresponden a los H-3 e H-4 respectiva-
mente de un anillo de cumarina.

Aparecen ademds en la zona aromatica otros dos do-
bletes a 6,78 con un dee 2Hz y 7,50 con un J_  de 8Hz y un doble
doblete a 6,82 con J de ZHz y J de 8Hz.

Estos tres hidrbgenos corresponden al anillo aromdti-
co.e involucran a dos hidrégenos en posicién orto y otro hidré-
geno en meta y para respecto de los anteriores.De acuerdo a

estos datos el compuesto 2 puede tratarse de una 6- 6 7-hi-

droxicumarina.

H-3
H-5
H-4 H8
' ) 8 ] 3 5 a 3 2 i 0

FIGURA 65:Espectro de 1H-RMN del compuesto 2

La comparacidén de este compuesto con testigo comer-
cial de 7-hidroxicumarina( umbeliferona ) da concordancia por
IR, CGL y CLAR.

Por lo tanto, la sefial a 6,78 ppm puede asignarse
a H-8,1a sefial a 6,82 a H-6 y la de 7,50 a H-5.
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En la figura 66 se muestra la estructura de umbeli-

ferona.

FIGURA 66

Andlisis estructural del compuestd 3( escopoletina)

El compuesto 3, minoritario , se analizd por CGL-EM
y muestra en su EM (figura 67) un M' a m/z 192 y al igual que
umbeliferona 2 se observa una importante pé&rdida de CO.y ademis
pérdida de metilo a partir del i6n molecular,seguida de pé&rdi-

da de CO,entre los picos mds importantes.
La diferencia de peso molecular con umbeliferona

(31 u.m.a) permite suponer la estructura de una cumarina. con
unOH y un OMe.Por ello,se compararon los datos de CGL, CLAR
y UV del compuesto 3 con testigo comercial de 7-hidroxi-6-

metoxicumarina(escopoletina),encontrindose concordancia en

todos los casos.
En la figura 67 se esquematizan las rupturas

principales del espectro de masas de escopoletina

100 69

192

801

60) 149 177

40.
121 164

2 04

50 100 150 200 'z

FIGURA 67:Espectro de masas del compuesto 3
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H 0. _0 -Co HO +
CH A CHS—Q;OC

K\\'CH
°CH3 3
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m/z 177 m
-CO
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continuacién de la FIGURA 67
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE PO4 HUECU

A diferencia de los extractos de éter de petréleo y
metandlico,la extraccidn con agua se efectud en batch a tempera-
tura ambiente y el extracto se llevbé a sequedad por liofiliza-
cién,previa centrifugacidén a 2000 rpm dando un rendimiento del
2% con respecto a planta seca.

Dado que la planta resulta tdxica para el ganado,
se ensayd la toxicidad de cada uno de los extractos.Para ello
se utilizaron ratones Rockland, ya que se necesitaba un método
que reprodujera en el laboratorio la sintomatologia de la enfer-
medad y a su vez permitiera trabajar con pequefias cantidades
de muestras.

Teniendo en cuenta la dosis letal para ganado lanar
(6 gr/kg)119,se inyectaron via intraperitoneal(i.p) soluciones
acuosas de los extractos de &ter de petrdleo,metandlico y acuoso
respectivamente,resultando inocuos los dos primeros,mientras que
el extracto acuoso produjo la mortandad de todos los ratones
ensayados. -

Con dosis elevadas como por ejemplo 100 mg de extrac-
to por ml, se observd letalidad animal entre 1 y 5 hs desbués de
la inyeccidn, mientras que con dosis menores( 40-50mg) se repro-
ducia la sintomatologia ,es decir,incoordinacidén motora ,llegan-
do en algunos casos a la pardlisis de las patas traseras,pelo
erizado,temblores y contracciones de miisculos y ceguera en algu-
nos €asos.

En funcién de los resultados biolégicos obtenidos
se inicid el estudio quimico del extracto con el objeto de te-
ner algGn conocimiento sobre la identidad quimica de el o los
principios activos.

Se probaron distintos métodos separativos que permi-
tieran trabajar con cantidades suficientes como para efectuar
ensayos bioldgicos con los ratones.
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En primer lugar,se realizd la didlisis de una solu
cidn del extracto acuoso con una membrana de celulosa con un
tamafio de poro equivalente a un peso molecular aproximado
de 8000,contra agua destilada.

Se probé la toxicidad de las soluciones interior y
exterior de la bolsa,encontrdndose que los principios activos
quedaban retenidos por la membrana.

Se repitid el procedimiento con una membrana de
celulosa con un poro de tamafio equivalente a peso molecular
12000-14000.quedando nuevamente la fraccién téxica dentro de la
bolsa de dialisis.

De esta manera puede reducirse la masa en un 50%
respecto al extracto original,siendo un método adecuado para
los fines buscados,

Paralelamente se realizd una CC con Sephadex
G-25 utilizando agua como eluyente.En los eluidos de la columna
se evalud el contenido de azGcares mediante la reaccién con

fenol-icido sulfﬁrico169

,e€l de proteinas mediante la lectura
a 280 nm y la presencia de cloruros por precipitacidn con
NO Ag/NOH. '

El resultado del desarrollo cromatogridfico puede

verse en la figura 68
A

3,4

3¢

N
-
F &8s
|
(N)
|
|

/\—'\
Vg 70 70 60 80 TO00  ml,
FIGURA 68:Concentracidn de proteinas en funcidén del volumen
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continuacidén FIGURA 68:Conentracidn de azlicares en funcién

del volumen de elucidn.

De las cuatro fracciones separadas,solo la pri-
mera resultd tdxica para los ratones.Esta primera fraccidn
representa menos del 50% del extracto; sin embargo, este
método fue desechado ya que para los ensayos toxicoldgicos
era necesario repetir ‘el desarrollo cromatografico aproxima-
damente unas doce veces para tener una cantidad de muestra

suficiente.
Por iltimo,como mé&todo alternativo se probd 1la

precipitacidén con etanol.

Se trabajd sobre la solucidn resultante de 1la
extraccidén acuosa de la planta,sin llevar a sequedad.Se
agregbd etanol hasta tener un 40% en volumen,se centrifugd a
2000 rpm y filtrd.La solucidn resultante se 1llevd hasta un 70%
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y se repiti@ el procedimiento. Nuevamente se agrego etanol hasta
un 85% en volumen.

Los valores de 40, 70 y 85% de etanol se encon-
traron experimentalmente por agregados graduales de etanol y
corresponde a concentraciones en las que se logrd precipi-
tacidn.

Efectuados los ensayos toxicoldgicos sobre los
tres precipitados anteriores y la fraccidon soluble remanente,
se observé que la toxicidad recae en las fracciones que pré—
cipitaron con etanol 70 y 85%, siendo la fraccidén de 70% la mis
activa.

Las fracciones 70 y 85% representan en total el
52% en peso del extracto total y resulta por lo tanto un méto-
do adecuado de separacidn, al igual que la dialisis.Se eli-
gié como método separativo la precipitacidn con etanol ya que
demanda menor tiempo,es perfectamente reproducible y permite
trabajar con cantidades apreciables de muestra.

Posteriormente a ld precipitacidén de la fraccidn
téxica, se realizd una CC de DEAE-celulosa.

Se utilizd como eluyente buffer Tris(2-amino-
2-hidroximetil-1,3-propanodiol;pH 8) y concentraciones cre-
cientes de cloruro de sodio desde 0, 1M hasta 2ZM.

El desarrollo cromatografico se evalud mediante la
reaccidn de fenol-acido sulffirico para azficares y lectura a
280 nm para proteinas.El perfil cromatografico puede verse en 1la
figura 69.

En funcidén del grafico obtenido se separaron
ocho fracciones diferentes en las que se evalud el contenido
de azlicares por el métodos de fenol-acido sulfGrico y proteinas
por el método de Lowry170.

Estas ocho fracciones fueron inoculadas en ratones
para probar su toxicidad.Se encontrd que las fracciones 3,

4,
produjo muerte de los animales entre media hora y 4 horas.

5 y 6 eran tbéxicas, especialmente las 4 y 5 ,ya que se"
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FIGURA 69:Perfil cromatogrifico de la columna de DEAE-celulosa.
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En el caso de las fracciones 3 y 6 algunos anima-
les sobrevivieron por 48hs.

En la figura 70 estd esquematizado el método se-
parativo empleado.

extracto acuoso

Precipitacidn
con etanol

40% 85% solucién
téxico remanente

DEAE-celulosa
Tris pH 8/NaCl

Téxicas

Didlisis
poro PM 12000-14000

FIGURA 70:Esquema de separacidn del extracto acuoso.
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Electroforesis

Se realizd electroforesis en placa de poliacril-
amida de las fracciones 4 y 6 con el objeto de conocer 1la
composicidén de las mismas,procediéndose al revelado con azul
de Coomassie para proteinas y reactivo de Schiff para azG-
cares.

Se utilizaron patrones de glicoproteinas de peso
molecular 14400, 20100, 30000, 43000, 67000 y 94000.E1 reve-
lado con reactivo de Schiff muestra para las fracciones 4 y
6 una mancha ancha con una movilidad intermedia entre los
testigos de PM 67000 y 94000.Ademas la fraccién 6 muestra
una mancha difusa y alargada en la zona de PM entre 20000 y
30000.

A diferencia del reactivo de Schiff, el revelado
con azul de Coomassie no evidencid mancha alguna.Esto puede
deberse a la baja proporcidn de proteina(entre 10 y 17%) que

presentan estas fracciones,

Estudio de la composicidén de hidratos de carbono de las

fracciones 4 y 6

La composicidén de los hidratos de carbono se
evalud por medio de la hidrdlisis de ambas fracciones con:
dcido trifluoroacético 2ZM y posterior reduccidn y acetilacién
del hidrolizado,para poder comparar de esta manera por CGL

los t, de los correspondientes alditoles acetilados.

R
En ambos casos,el monosacidrido mayoritario re-
sultd ser glucosa( 62% en la fraccidén 4 y 59% en la fraccidn
6) ,mientras que manosa es el segundo en importancia(13,7 y
12,9% respectivamente).
Se identificaron ademds ramnosa,arabinosa,xilosa y
galactosa en porcentajes variables y bajos en ambos casos(ver

parte experimental pagina 169).
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Estudio de la composicidén de aminoacidos de las fracciones
3, 4, 5y 6

2

La composicidén de aminodcidos se determind por
hidrélisis de la fraccidn proteica con acido clorhidrico 6N
al vacio y posterior estudio del hidrolizado en un analizador
automitico de aminodcidos '

Los resultados indican que el resto proteico que
compone los polimeros de estas fracciones es de tipo prolamina,
como era de esperar en gramineas.El contenido en prolina es muy
alto en la fraccién 3 ( 65% ) y considerable en las otras tres
( 31,8 , 19,3 y 8,1%).Con respecto al acido glutamico que es
el otro componente que generalmente es abundante en prolaminas,
aumenta su porcentaje a medida que disminuye el de prolina.

Esto es,en la fraccidén 3 se encontr6é en un 1,1% mien-
tras que en la fraccién 6 en un 12,7%,

La composicidén detallada de aminodcidos se descri-
be en la parte experimental ,pagina 170,

Como se observd en el capitulo I,pdgina 15 las
prolaminas de gramineas son insolubles en agua y solubles en
etanol 70%.

Sin embargo,estos productos tdxicos fueron extrai-
dos en agua en frio y precipitados con etanol 70%;esto estaria
indicando la unidén de estos restos proteicos a hidratos de car-
bono que modifican su comportamiento de solubilidad.

El conjunto de resultados muestran que los prin-
cipios activos de Poa huecu posiblemente posean estructura gli-
coproteica,de un peso molecular aproximado entre 70000 y
90000 ;siendo glucosa el monosacarido principal y prolina y
los aminodcidos de caridcter acido(glutdmico y aspartico),los

mis abundantes dentro de la fraccidn peptidica.
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Estudio histopatoldgico de tejidos de ratones inoculados

con las fracciones 3 y 5

Se efectuaron cortes de tejido hepatico, renal,
del bazo y cerebral, de los ratones muertos por inoculacién
de las fracciones 3 y 5 de la columna de DEAE-celulosa.

La fraccidén 5, una de las dos mas activas(jun-
to con la fraccidén 4),mostrd en el estudio histopatoldgico,
que produce lesiones en higado,incluso con necrosis celular.

Se observa un aumento de pigmentacidén en el nficleo de los hepa-
tocitos,caracteristico de procesos inflamatorios.

En bazo no se evidencian lesiones ,aunque se detectd
presencia de megacariocitos.Una hipbtesis sobre la presencia
de estas células plaquetarias inmaduras, es la posible alte-
racidén de la hemopoyesis a nivel de médula 6sea;actividndose
en otros tejidos hemopoyéticos.

En rifién se observa hiperemia( aumento de la circula-
cién sanguinea) y en cerebro se detectd gliosis, esto es,la des-
truccidn inflamatoria de la neuroglia que es el sistema de sos-
tén ;como asi también edema intracelular en sustancia blanca,
que compromete el citoplasma de los astrocitos(células nervio-
sas responsables del sostén).

Estas lesiones cerebrales concuerdan perfectamente
con la incoordinacidén motora que presenta el ganado y que impi-
de que el mismo se mantenga en pie cuando padece la enfermedad.

Ademids se observa edema en el citoplasma de los
axones, pudiendo relacionarlo con la hipersensibilidad que mues-
tran los animales luego de la ingestidon de la planta.

La fraccidn 3 también produce lesiones en higado y
cerebro,en forma mids atenuada ,a diferencia de bazo y rifién que
no presentan lesiones aparentes.

Los resultados de este estudio son muy importan-

tes por cuanto muestran una estrecha relacidén entre la sinto-
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matologia de la enfermedad producida por la planta y por los com-
puestos aislados del extracto acuoso,confirmandose ademds la
posible utilizacidén de animales de laboratorio para reproducir

los sintomas.
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ESTUDIO QUIMICO DE POA ANNUAL.

Se trabajdé con planta entera,seca y molida.lLa
extraccidén se efectud en Soxhlet con €ter de petrdleo y
luego metanol.

Ambos extractos fueron evaporados al vacio hasta
sequedad,siendo este material el que se sometid a estudio.

Estudio quimico del extracto de €ter de petrdleo de Poa annua.

Se procedidé al fraccionamiento de 2gr de este
extracto mediante CC de silicagel H;se recogieron seis
fracciones de distinto comportamiento cromatografico.

En la tabla 12 se indica la composicidn general
de estas fracciones:

N°fracciodn composicidn

hidrocarburos

ceras

alcoholes lineales y triterpenos
alcoholes lineales y esteroles

esteroles

(=AW ¥ BN © L 72 I SCTE

dcidos grasos
Tabla 12

Hidrocarburos

Se efectud una comparacién por CGL con los hidro-
carburos de Poa huecu., Se detectd la presencia de la serie homd-
loga de hidrocarburos lineales de 21 a 37 atomos de carbono,
siendo el hidrocarburo de 29 atomos de carbono el mias abun-

dante ,al igual que en Poa huecu.
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Alcoholes lineales

La fraccién 3 del extracto fue separada por CC de
silicagel H,aislandose una fraccién principal de alcoholes 1i-
neales y otra de menor proporcidn, que por su comportamiento
cromatografico ,ya sea su polaridad en CCD o bien el color
violeta con que revela con acido sulfirico-anisaldehido,puede
tratarse de triterpenos.

Los alcoholes lineales fueron comparados con sus
andlogos de Poa huecu encontrandose los de 24, 25, 26, 27, 28,
y 30 atomos de carbono,siendo el alcohol C,.H¢,0 el més abun-
dante(al igual que en Poa huecu ) .En este caso no se encontraron
los alcoholes correspondientes a la serie Zso, a diferencia de
la otra Poa.

Triterpenos

Esta fraccidén no fue estudiada ya que en la

163

literatura se describe al friedelinol 82 como Gnico tri-

terpeno de la planta.

friedelinol 82

Esteroles

La fraccidén 5 del extracto estd compuesta princi-
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palmente por esteroles.Por CC de silicagel H se eliminaron las
clorofilas y otros pigmentos coloreados.

La presencia de esteroles se probd comparando con tes-
tigos por CGL y CCD,identificandose los mismos por CGL-EM.De esta
manera se pudieron identificar colesterol 74, campesterol 73, estig-
masterol 128, sitosterol 72, dihidrositosterol 75 y ‘las cetonas
esteroidales estigmasta-3,5-dien-7-ona 116 y sitosterona 114.

Todos estos compuestos a excepcidon de estigmasterol,
ya fueron analizados en Poa huecu .Con respecto a estigmasterol(fi-

gura 71),muestra en su espectro de masas un M' a m/z 412,1as pérdi-
das de metilo,agua y los iones a m/z 273,255,231 y 213,tipicos de
esteroles,como ya se vio en la discusidén de los esteroles de Poa
huecu, (pdgina 74 ).Ademds su identidad se confirmd comparando con
testigo auténtico por CGL.

HO
FIGURA 71

Acidos grasos

La Gltima de las fracciones de: la columna presenta
por CCD una serie de manchas,correspondiente a acidos,ya que se
detecta metilacidn por agregado de diazometano,en placa delgada.

Por CCD con testigos de acidos grasos se encontrd con-
cordancia de Rf y ademds al revelar con acido sulfdrico se obser-
vé un color violeta que con el tiempo se transformaba en verde en

ambos casos.

Estudio quimico del extracto metandlico de Poa annual.

Una solucidén metandlica del mismo se evapord
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al vacio en presencia de poliamida para columna hasta obtener

una pastilla.
Una vez seca,la pastilla fue percolada sucesiva-

mente con cloroformo, agua y metanol.
Por evaporacidén al vacio de los solventes se obtu-

vieron, en cada caso,residuos que se denominan percolado clo-

roférmico,acuoso y metandlico.

Estudio quimico del percolado cloroférmico.

Con el objeto de aislar los glic6sidos esteroida-
les y comparar con los de Poa huecu ,se procedid a separar por
CC de silicagel H parte del percolado.

Se obtuvieron seis fracciones,analizindose solamente
la fraccidn 5 que posee los glicdsidos esteroidales, ya que las
fracciones anteriores contienen compuestos que ya fueron descrip-
tos en el extracto de éter de petrdleo.

La fraccidén 5 fue recromatografiada en silicagel H
para eliminar pigmentos oscuros que acompafian a los glicdsidos.

Dada la insolubilidad de los mismos en cloroformo
y en metanol,los glicdsidos cristalizaron en los tubos en que se
recogieron las fracciones de la columna.

Se hidrolizaron 10mg de la mezcla de glicdésidos con
dcido sulfGrico acuoso al 7%.

Las agliconas se aislaron mediante extraccidn con
éter etilico y se compararon con testigos por CGL.

De esta manera, se identificaron colesterol 74,campes-
terol 73, estigmasterol 128 y sitosterol 72.Este Gltimo esterol
es el mas abundante en la mezcla.

En la fase acuosa quedd la parte glicosidica que
fue identificada como glucosa por CCD de celulosa con testigos.
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De esta manera quedan establecidas las estructuras
de colesterol-3-0-glucésido 122, campesterol-3-0-glucdsido 121,
estigmasterol-3-0-glucdsido 129 y sitosterol-3-0-glucdsido TEE.

Excepto el glucdsido de estigmasterol 1los otro;—_
tres fueron aislados en Poa huecu.En ninguno de los casos pudo
establecerse la configuracidén del carbono anomérico en funcidn
de los datos obtenidos

Estudio quimico del percolado acuoso.

Se efectud una marcha de alcaloides con 1 gr de per-
colado.

Se extrajo con cloroformo a pH12 y sobre la fase
acuosa se precipitd con sal de Reinecke.Se repitidé el mismo
procedimiento a pH 8, 5 y 1.Durante las extracciones con
cloroformo se probd la presencia de alcaloides en CCD reve-
lando con reactivo de Dragendorff.En ningin caso se obtuvo
resultado positivo.

Con sal de Reinecke se obtuvo precipitado a pH 12.
Este precipitado fue redisuelto en acetona y liberado del
reineckato pasindolo por resina anidnica.

Por CCD de alimina se detectd la presencia de un
Gnico compuesto que revelaba con Dragendorff,el cual fue iden-
tificado como colina 123,comparando por CCD con colina tes-
tigo aislada de Poa huecu .Se utilizaron como fases fijas para
la cromatografia alGmina y celulosa,encontrandose siempre

concordancia de Rf.
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La separacidén cromatografica de este percolado

se realizd con Sephadex LH-20,eluyendo

En las primeras fracciones
cares, cristalizd un compuesto que una
cado como manitol 130(figura 72).Dicha
tud realizando el derivado acetilado y

con metanol.
correspondientes a az@-
vez aislado fue identifi-
identificacidn se efec-
comparando por CGL con

una mezcla de testigos de alditoles acetilados de las hexo-

sas y pentosas habituales.

Se recristalizd hasta PF constante encontrindose

un valor de 166-168°C,concordante con la literatura.

CH,OH
HO—1—H
HO ——H
H —1—OH
H—~OH

CHéOH

manitol 130

FIGURA 72

C-glicésidos de flavona

La fraccidn siguiente a los azficares estd compues-

ta por glicdsidos de flavonoides( color amarillo al revélar

con acido sulffirico,fluorescencia a 366nm que se intensifica

con vapores de amoniaco),destacindose uno de ellos, el com-

puesto 131,ampliamente mayoritario
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Anilisis estructural del compuesto 131 (luteolina-6-C-(-2'"-0-a

-D-manopiranosil- p -D-glucopirandsido).

La purificacidn de este compuesto se realizd
nuevamente por Sephadex LH-20.

En la tabla 13 pueden verse los datos del espec-
tro UV del glicésido en metanol y con el agregado de los reac-
tivos de desplazamiento.

Banda II ‘Banda I
metanol 255-269 291(h)-347
NaMeO 268-277(h) 335(h)-405
A1Clq 276 301(h)-425
A1C13/HC1 263(h)-277 296 (h)-370
NaAcO 275 324(h)-405
NaAcO/B03H3 272 425

Tabla 13:Espectro UV del compuesto 131

El agregado de metdxido de sodio,produce un co-
rrimiento batocrbémico de 58 nm,la intensidad de la banda es
estable con el tiempo,esto es indicativo de un OH en el

152
c-4

El corrimiento batocrdémico de 6nm en la banda

II por agregado de acetato de sodio revela la presencia de
152
un OH-7 .

El agregado de acido bdrico produce en la banda
I,un desplazamiento batocrdémico de 78 nm,por lo tanto en el
anillo B se hallan presentes dos hidroxilos aromiticos ve-

cinos.
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El agregado de cloruro de aluminio produce un

corrimiento de 78nm que con agregado de acido clorhidrico
se reduce a 23nm.

Este resultado indica la formacién de dos com-
plejos del aluminio,uno de ellos con HO-5 y el carbonilo de
C-4'(estable en medio 4cido) y el otro con dos hidroxilos
vecinos( inestable en medio acido).

De esta manera queda establecida la presencia
de un HO-5, HO-7 y H0-4' y otro hidroxilo vecino a alguno
de ellos,seguramente al HO-4' debido al corrimiento con
dcido bdrico de la banda I.

El espectro de TH- RMN corrobora estas suposicio-
nes ya que las sefiales correspondientes al anillo B ‘indican
una sustitucién 3', 4'(esqueleto de luteolina ,figura 73).

OH

OH

FIGURA 73:Esqueleto de luteolina

El singulete a 6,50ppm es la Gnica sefial prove-
niente del anillo A y el H-3 de flavona resuena a 6,69 ppm
como se observa en la figura 74.

La presencia de un solo hidrdgeno en el anillo
A,indica la existencia de un sustituyente en C-6 6 C-8;observan-

do el espectro de !

H-RMN ,la Gnica posibilidad es un azfGcar.
Por tratamiento con acido clorhidrico 7% en meta-
nol-agua,l1-1 ,no fue posible el aislamiento de una aglicona,

aGn cuando no se recuperd el producto de partida y la extrac-
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OH-5

1

FIGURA 74:Espectro de H-RMN del compuesto 131

cién con n-butanol de la fase acuosa rinde mds de un pro-
ducto de origen flavondideo.

Estos dos hechos son evidencias que llevan a su-
poner la estructura de un C-glicdsido,ya que estos compuestos
en medio acido sufren reordenamiento de Wessely-Mosser( capi-
tulo III,pagina 35 ),no siendo posible hidrolizar la unién
C-glicosidica.

En la fase acuosa proveniente de la hidrdélisis,
se identificd manosa por CCD de celulosa con testigos y por
CGL del manitol acetilado obtenido por reduccidn con borohi-
druro de sodio y posterior acetilacidn.

Si se compara la sefial a 6,50 ppm con los datos
de literatura correspondientes a los 6-C- y 8-C- glucésidos
de.luteolina96( tabla 14) se puede asignar la sefial de 6,50

ppm al H-8 de un anilio de luteolina.
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H-6 H-8 H-3
orientina(luteolina- 6,30 6,67
8-C-glucdsido)
isoorientina(luteolina- 6,54 6,70
6-C-glucdsido)
compuesto 131 _ 6,50 6,69

Tabla 14:Datos de 1H-RMN rara los H-3, 6 y 8.

Por lo tanto,el compuesto 131 presenta el C-6
C-glicosidado.E1l 13
93,3 ppm que aparece en:el espectro(figura 75) corresponde

C-RMN confirma este dato ya que la sefial a

al C-8 de luteclina sin sustituir,mientras que la sefial del C-6
que deberia resonar en la zona de 98-100ppm,estd desplazada
a 108,0ppm debido a la C-glicosidacién.

13

C-RMN del compuesto 131.

FIGURA 75 :Espectro de
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Queda entonces por establecer la naturaleza de 1la
unidad C-glicosidica y la posicidén de la unidén de manosa a esa
unidad.

La presencia de dos unidades de azGcar también se
evidencia por los datos del espectro de 1H-RMN,ya que apare-
cen dos sefiales en la zona de H-anoméricos, una a 4,30 ppm
como doblete con un J de 2Hz y otra a 4,70 ppm como doblete con
un J de 8Hz. Por otra parte el espectro de 13C—RMN muestra
una sefial correspondiente al carbono anomé&rico de una unidad
de O-glicosilo a 102,4 ppm y nueve sefiales entre 61,3 y 81,3
ppm entre las que se encuentra el carbono anomérico de una
unidad de C-glicosilo.

La posicidén de unidén de la manosa pudo determinarse
por EM del derivado permetilado de 131 y por 1H—RMN del deri-
vado peracetilado.

Como se vio en el capitulo IlI,es posible distin-
guir entre O-glicosil-C-glicdsidos de di-C-glicdsidos por
EM de los derivados permetilados y ademds se puede estable-
cer el sitio de unidn entre ambos azficares,ya que en cada
caso se obtendra un espectro de masas distinto.

El EM del derivado permetilado de 131 da un patrdn
de rupturas tipico de una 2'"-0O-hexosil-6-C-hexosilflavona
(figura 76); con un M* de m/z 764,ausencia de M-15 y M-31 y
un i6én S pico base a m/z 529.

En la tabla 15 se compara este espectro con el de
luteolina-2"-0-glucopiranosil-6-C-glucopirandsido 104, ob-

servandose concordancia de los datos.

fragmento compuesto 104 compuesto 131
m/z(%)
M* 764 (5) 764(2)
M-15 _— -
M- 31 — —
SO — -
J

Tabla 15
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fragmento compuesto 104 compuesto 131
0 545(44) 545(75)
S 529(100) 529(100)
S-32 497(7) 497(19)
i 385(7) 385(21)
3 371(34) 371(95)
9 355(9) 355(47)

OMe
i) Ar
aMe N
MeO
§_m/z 529
PMmanosa - MeOH
S-MeOH m/z 497
CHf%k
5 Ar 6H
oMe \ Ar-CH=0-CH;  Ar—CH- Ar-Gi}
OH
SO m/z 545

Ar=1luteolina permetilada; PMmanosa= manosa permetilada

FIGURA 76:Esquema de rupturas del compuesto 131
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Una manera habitual de verificar la unién intergli-

1H-RMN del derivado peracetilado, ya

cosidica 1—=2,es mediante
que es sabido que el metilo del acetato del HO-2 en el tetra-

acetato de C-glucosil benceno sufre una proteccidn del orden de
0,3ppm con respecto a los otros metilos de acetato,debido a que

que se encuentra en la zona de proteccidn creada por la corriente

diamagnética de los electrones w del ahillo164.
OAc
Ac
AcOH,C
Acetato 5

0 OAc
2 1,78
3 2,04
4 2,03
6 1,98

benceno-C-glucdsido
tetraacetilado.

La ausencia de la sefial en la zona 1,75-1,80 ppm
en el derivado acetilado indica que.la posicidn 2 estid ocupada
por algin sustituyente.

En el caso del derivado acetilado de 131 no aparece
ninguna sefial en la zona 1,70-1,80 ppm,estando todos los aceta-
tos de azficar entre 1,97 y 2,05 ppm y los acetatos de los hidro-
xilos fendlicos entre 2,35 y 2,50 ppm;confirmandose de esta ma-
nera la unidén de la manosa al HO-2 de la unidad de C-hexosilo.

La identidad del C-hexosilo se determina habitual-
mente por |SC-RMN, dada la imposibilidad de hidrélisis del C-
glicdsido.
13¢-RMN
de 131 con los de literatura puede concluirse,sin lugar a

dudas, que la unidad de C-glicosilo corresponde a C- B-D-glucc-

Si se comparan los datos del espectro de
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piranosa sustituida en la posicién 2,como puede verse en la ta-
“bla 16

C-glucosa compuesto 132  compuesto léé compuesto 131
Cc-1 71,4 71,9 71,3
C-2 81,0 79,7 80,0
Cc-3 78,4 78,8 78,5
c-4 70,3 70,5 70,3
Cc-5 81,0 80,8 81,3
C-6 60,9 60,4 61,2

compuesto132: apigenina-6-C-(2"-0-glucopiranosilglucopira-
nésido)-7-0-galactopirandsido.

compuestb 133:apigenina-6-C-(2"-0-ramnopiranosil- g -D-gluco-
piranésido)-7-0-galactopiranésido.

Tabla 16

La configuracidn del carbono anomérico de la manosa
se determind por hidrdlisis enzimitica con a-manosidasa.La pre-
sencia de manosa luego de la incubacién a 37°C indica que la
unidén interglicosidica es a.

El espectro de 1

H-RMN confirma este dato,ya que la
sefial a 4,30ppm tiene un J]’2=2Hz(acop1amiento ecuatorial-
ecuatorial) que coincide con el del a-metilmanésido, mien-
tras que el B-metilmandésido tiene un J1,2=4Hz[ac0p1amiento
axial-ecuatorial).

La configuracidén del carbono anomérico de la glu-
cosa es B ya que la sefal de 1H-RMN a 4,70 ppm tiene un
J]’2=8Hz correspondiente a un acoplamiento  axial-axial del
anémero B .Esto también se confirmd con la sefal de 13C-RMN
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71,3 ppm correspondiente a B-C-glucosa unida al anillo
aromatico(ver tabla 16). -
En Base a todos estos datos se llega a la conclu-
sién que el compuesto 131 es luteolina-6-C-(2"-0O-a-D-manopi-
ranosil-p-D-glucopirandsido) (figura 77).

La hidrdlisis enzimatica de 131 libera ademas de manosa,
el 6-C-glucdsido de luteolina( isoorientina) 30(figura 78),que
también esta presente en la planta,en la fraccidén minorita-
ria de glicdsidos.

Esta presencia se confirmd comparando por CCD y
CLAR al producto de hidrdlisis con la fraccidon aislada de la
planta.

En esta fraccidén(menos polar que la que contiene al
diglicésido) también se encuentra orientina(luteolina-8-C-
glucésido) 29(figura 78),que ya fue descripta en ‘la 1iteratura‘?

FIGURA 77: Estructura del compuesto 131

R, =C-glucosa R,= H
orientina 29

R, =H R,= C-glucosa

isoorientina 30

FIGURA 78
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Anilisis estructural del compuesto 14(tricina)

La fraccidén menos polar del extracto(la Gltima
en eluir de la columna de Sephadex LH-20) posee en su com-
posicidén solamente una flavona en cantidad suficiente como
para ser aislada.

Esta flavona resultd ser tricina 14(figura 79)
ya aislada‘en Poa huecu, comparando este compuesto por CCD

y CLAR.

OH
tricina 1

FIGURA 789
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Correlacidén de los resultados obtenidos del estudio quimico

de Poa huecu y Poa annua.

El extracto de éter de petrdleo de ambas plantas
presenta gran similitud en varias de sus fracciones constitu-
yentes _

La composicidén de las fracciones de hidrocarburos
y alcoholes lineales es practicamente la misma, siendo el hi-
drocarburo n-C,qH¢q ¥ el alcohol n-C26H540 los compuestos mias
abundantes en ambos casos.

Algo similar ocurre con la fraccidn correspondiente
a los esteroles.En las dos plantas se encontraron AS- este-
roles, esteroles saturados y cetonas esteroidales.Existen
pequefias diferencias en las fracciones ya que 5,6-dihidro
colesterol y 5,6-dihidrocampesterol fueron aislados unicamente
en Poa huecu ,mientras que estigmasterol fue aislado en Poa annua.

La diferencia ma3s importante entre los dos extrac-
tos se observdé en la fraccidn triterpénica. Mientras Poa huecu
presentd una serie de cetonas triterpZnicas{ germanicona, 1lu-
penona, hopenona y ciclolaudenona ),todas con diferente esque-
leto bésico; Poa anmua no presenta cetonas triterpénicas.

En ninguna de las dos plantas se encontraron metil
éteres de ‘triterpenos,compuestos que son habituales en otros
géneros dentro de la familia.

En el extracto metandlico,las dos plantas muestran
una composicidén similar en los percolados cloroférmico y acuoso,
y diferencias importantes en el percolado metandlico.

Del percolado clorofdérmico se aislaron los 3-0-
glucdsidos de los As-esteroles presentes en cada planta, y
del percolado acuoso se destacd la presencia del alcaloide
cuaternario colina.

Con respecto al percolado metandlico,en Poa
huecu la fraccién mayoritaria del mismo estd compuesta por agli-
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conas de flavonoides y cumarinas;en Poa ammua la fraccidn princi-
pal corresponde a C-glicésidos de flavona.

El Gnico componente comGn a ambos percolados es
tricina,una flavona presente en la mayoria de las gramineas.

En Poa huecu se aislaron tres flavonas y dos cuma-
rinas y las fracciones correspondientes a los glicésidos de
flavonoides no presentan compuestos en cantidades apreciables.

En cambio Poa anmua posee tres C-glicosilflavonas y
como aglicona solo se aislé tricina.

En la tabla 17 puede verse un cuadro comparativo
de los compuestos aislados de ambas plantas.

Poa huecu Poa annua
cetonas triterpénicas -
As-esteroles +
esteroles saturados +
cetonas esteroidales +
glucbsidos de As-esteroles +
colina +
acetilcolina -
tricina +

selagina-umbeliferona-escopo- -
letina-5,7,3'-trihidroxi-4',5"'- -
dimetoxiflavona

C-glicbsidos de flavona -

Tabla 17
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Accidén antimicrobiana de los extractos de Poa huecu.

Se ensayd la accidén antimicrobiana del extracto
de éter de petrdleo y de los percolados clorofdrmico,acuoso y
metandlico de Poa huecu frente a una serie de bacterias Gram posi-
tivo y Gram negativo.

En la tabla 18 se describen los resultados ob-
tenidos;expresando las actividades de los extractos como
concentraciones inhibitorias minimas( pg/ml).

clasifica- clorofor-

cién. E.P. mo H,0 MeOH
1) Staphylococcus aureus Gram + — — _— —
2) Staphylococecus faecalis " — —_— —_ —
3) Enterobacter aerogenes —_ — —_ —_
4) Micrococcus lutens 1000 — — —_
S) Bacillus subtilis 4000 — — —_
6) Salmonella newport Gram - —_ — — —
7) Salmonella oranienburg " —_ —_ —_— —_
8) Escherichia.ccli.K.l2 — - —_ —_
9) Escherichia coli B —_ S — —_
10) Klebsiella pneumoniae _ —_— _— -
11) Serratia marcescens —_ _— —_ —_
12) Pseudomonas aeruginosa — R— —_ —
13) Proteus vulgaris —_ — — _
14) Mycobacteriwn phlet 500 2000 — 1000

Tabla 18

Si se toma 500 pg/ml como valor aceptable de inhi-
bicidn,puede considerarse al extracto de éter de petrdleo

inhibidor del crecimiento del Mycobacteriwn phlei.
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Se realizaron antibiogramas con cada una de las ocho
fracciones del extracto de éter de petrdleo,encontrindose
que la Gltima de las fracciones eluidas de la columna madre
del extracto, es la responsable de la inhibicidén; la fraccidn
7 presenta una pequefia inhibicidn y las demas fracciones son

totalmente inocuas.,
De la fraccién 8 del extracto de éter de petrdleo

se aislaron los derivados del acido cindmico: &cido fer@-
lico, &acido p-cumirico, &cido cafeico,y acido sindpico.

Este trabajo fue realizado por la Lic. Claudia
n.Tomes bajo la direccidén del Dr. Alberto A.Viale en la cé-
tedra de Microbiolégia e Inmunologia del Departamento de
Quimica Bioldgica de FCEN ( UBA ).
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PARTE EXPERINMENTAL

Instrumentos y métodos empleados

Los puntos de fusidén(PF) fueron determinados en un
aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de absorcidén ultravioleta (UV) de fla-
vonoides y cumarinas se realizaron en un espectrofotdmetro
"Beckman DK-2A.En los espectros UV de flavonoides se utiliza-
ron como reactivos de desplazamiento:metdéxido de sodio(NaMeO)
al 5% en metanol,cloruro de Aluminio (A13C1) al5% en metanol,
dcido clorhidrico acuoso(HCl)1-1,acetato de sodio anhidro
(NaAcO) y &cido bérico(H;BO;) sd6lido.

Para cumarinas se utilizd como reactivo de des-
plazamiento Na MeO.En todos los casos mencionados se usé
metanol como solvente.

La determinacién de la concentracién de azicares
por medio de la reaccidén con fenol(solucidén acuosa al 5%) y
SO4H2(concentrado) se efectud en un espectrofotémefto uv-
visible Spectronic-20,midiéndose a 490 nm.

La determinacién de la concentracién de protei-
nas por lectura a 280 nm se realizé en un espectrofotémetro
Gilford 260.

Los espectros de absorcidn infrarroja(IR) se reali-
zaron en un espectrofotdémetro Perkin-Elmer 137-B Infracord y en
un espectrofotdémetro Perkin-Elmer 710-B,en pastillas de KBr
o en suspensiones de nujol.

Los espectros de resonancia magnética protdnica
(1H-RMN ) se efectuaron a 60 MHz en un espectrémetro Varian
A-360,a 100 MHz en un éspectrdémetro Varian XL-100.Los espec-
tros de 13
VarianXL-100.

Las abreviaturas que se utilizan en la descripcién

C-RMN se efectuaron a 25,2 MHz en un espectrdmetro

de los espectros son: s singulete; d doblete; t triplete;
c cuarteto y m multiplete.Los desplazamientos quimicos se
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expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J)en Hz.

Como referencia interna se utilizd en todos los
casos tetrametilsilano y el solvente en que se disolvieron las
muestras se indica en cada caso.

Los espectros de masas se realizaron a 70 eV
en un espectrémetro de masas Varian Mat.CH-7A con insercién
directa.las cromatografias gas-liquido combinadas con espec-
trometria de masas(CGL-EM) se efectuaron en un cromatégrafo
Varian 1400 acoplado al espectrometro de masas Varian Mat-CH-
7A con procesador de datos(computadora Varian Mat Spectro
System 166 con teletipo Tektronix 4010-1 e impresor Tektronix
4631) y en un espectrdometro de masas Hewlett-Packard 5995-A.

Todos los solventes utilizados en cromatografia
fueron purificados por destilacién .y evaporados a .presidn
reducida a temperatura menor de 50 °C.

Todas las mezclas de solventes utilizadas en croma-:

tografia estdn expresadas en relaciones de volumen( v/v).

Métodos cromatograficos

Cromatografia en capa delgada (CCD): Se utilizaron placas pre-
paradas con silicagel G(Merck) con indicador fluorescente a
254 nm,de un espesor de 250 micrones,activadas una hora a 105
°C ;cromatoplacas de silicagel G-60 F254(Merck),ce1ulosa F
(Merck) y alGmina F254(Merck) de 100micrones de espesor.

También se utilizaron cromatoplacas de alta reso-
lucién( HPTLC ) de silicagel 60 Focg ¥ celulosa F. En todos los
casos se utilizdé la técnica ascendente.

Como revelador universal se empled SO4H2-HACO en
relacidén 1-1.Como reveladores especificos se utilizaron:
a)para terpenos anisaldehido al 5% en isopropanol y luego
SO H,-AcOH 1-1

b)para alcaloides reactivo de Dragendorff segun Thies,Reuther,
165

modificacidén de Vagujfalvi
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c)para compuestos fendlicos FeCl; al 2% en etanol.
d)para azlcares AgNO; en acetona al 5% y luego KOH 2% en
etanol-agua 1-1
e)para cetonas 2,4-dinitrofenilhidracina 1% en etanol-HCl
10-1
f)para aminodcidos ninhidrina 3% en n-butanol.

En todos los casos se calentd el cromatograma a
105-110 °C durante 10 minutos.
Cromatografia en columna(CC):Los rellenos utilizados fueron:
silicagelH (Merck),Sephadex G-25,Sephadex LH-20( Sigma) ,DEAE-
celulosa y alGmina neutra (Woelm).

Las columnas de silicagel H fueron eluidas a me-
diana presién con aire comprimido o con una bomba impulso-
ra de solventes Prominent-Electronic 1001 SCJ con amortigua-
dor de pulsos.Los solventes de elucidn se indican en cada

caso.

Cromatografia liquido-1liquido de alta resolucidén(CLAR):

Se utilizd un cromatdgrafo liquido-1liquido
Waters 6000 A con detector UV onda fija(254 nm) Waters 440.

Se trabajé en condiciones de cromatografia anali-
tica y se utilizd una columna pBondapack RP 18( 30cm. .x
4mm, 10 pm).La sefial de salida del detector se registrd con
un graficador Sargent modelo SR.

Como solventes de elucidn se emplearon distintos
gradientes de metanol-agua.El metanol se purificé reflujandolo
sobre NaOH aproximadamente 8 hs. y luego bidestilandolo,mien-

tras que el agua se purificd por bidestilacién.
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Cromatografia gas-1iquido(CGL):

Se usaron los siguientes cromatdgrafos: Hewlett-
Packard 5830 A y 5840 A,ambos con detector de ionizacién de
llama(FID) y nitrégeno como gas portador.

Excepto la fase de columna ECNSS-M, todas las demis
tienen como soporte Chromosorb W-AW-DMCS,malla 60-80.En cada
caso se indica la columna y condiciones utilizadas.

La fase ECNSS-M tiene como soporte Chromosorb Q.

Reacciones generales:

1)Acetilacidn:Todas las acetilaciones se efectuaron con anhidri-

do acético-piridina (0,9-1) a temperatura ambiente durante
12-20 hs.;los productos fueron aislados por evaporacidén de la
mezcla acetilante o por precipitacidn de los productos en agua
acidulada a 0 °C y posterior filtracién.
2)Trimetilsililacién:Se agregaron cantidades iguales de hexame-

tildisilazano y trimetilclorosilano a la muestra disuelta
en piridina.Se agitd durante 5-10 minutos y se evaporé a se-
quedad a presidn reducida.El residuo se tomé con C1:CH anhi-
dro y se filtrd a través de un embudo de vidrio sinterizado
para eliminar las sales inorganicas formadas.

El filtrado se llevb a sequedad obteniéndose asi
el producto trimetilsililado.
3)Preparacién de alditoles acetilados:Se sintetizaron alditoles

acetilados para estudiar la composicidén de hidratos de carbono
provenientes de la hidrélisis de distintos glicésidos por
CGL166’167.

Los monosacaridos disueltos en agua se redujeron
con NaBH4 durante 12-15 hs. a temperatura ambiente.El exceso
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de NaBH4
elimind con metanol por repetidas evaporaciones.

se destruyd con acido acético;el B03H3formado se

Los alditoles obtenidos se acetilaron de 1la manera

usual.

Material vegetal

Poa huecu Par.:ejemplar de herbario SI 14036.Recolectada en la
estancia. Llamuco,Zapala por INTA(Zapala) y en la zona de Bari-
loche por INTA(Bariloche).Se empled planta entera en todos
los estudios.

Poa annua L .:ejemplar de herbario BAFC 1343 .Recolectada en la
Ciudad Universitaria de Bs.As. e identificada por el Lic.
Enrique Zallocchi.Se empled planta entera en todos los estu-
dios.

Las plantas enteras fueron secadas a 37 °C en
estufa con circulacibén de aire y molidas posteriormante
en un molino Wiley modelo ED-5.

El material molido fue extrafdo en Soxhlet con
los solventes que se indican en cada caso.Los extractos ob-
tenidos fueron evaporados a presidn reducida a menos de 50°C
hasta eliminacidén del solvente

En el caso de Poa huecu se efectud una extraccién,
posterior a la de los solventes orgdnicos,con agua a tempera-
tura ambiente,en batch y con agitacién.El agua fue eliminada

en un liofilizador Eliovac.
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ESTUDIO QUIMICO DE POA HUECU

Se extrajeron con éter de petrdleo(60-80 °C)
2,5 kg de planta entera,seca y molida,obteniéndose 48,34 gr
de un extracto verde( 1,9 % del peso seco)el que se refiere
como extracto de éter de petrdleo.

El residuo vegetal fue extraido con metanol obte-

niéndose 169,85 gr de un extracto marrdn(6,8% del peso seco)

el que se denomina extracto metandlico

Este Gltimo extracto se fracciond disolviendo
145 gr del mismo junto con 180 gr de poliamida para columna
en metanol.

Se percold la pastilla formada luego de evaporar
el solvente con 2,3 1 de CL3CH,obeniéndose 65,30 gr de un ex-
tracto verde oscuro( 45 % del extracto metanélico y 3,0%
del peso seco total);se continfio la percolacidn con 2 1 de
agua ,obteniéndose luego de liofilizar el solvente 60,90 gr
de un jarabe marr6n(42% del extracto metandlico y 2,9% del
peso seco total).Por Gltimo,se percoldé con 1,5 1 de metanol,
pesandose 8,3 gr de un extracto marrén( 5,7 % del extracto
metandlico y 0,4% del peso seco total).

Estos tres Giltimos extractos se referirin como
percolado cloroférmico,percolado acuoso y percolado metandlico.

El residuo vegetal fue,por GGltimo,extraido con agua
en batch utilizando 100 gr de material vegetal con 800 ml de
agua,repitiendo la operacidn varias veces.Luego de liofilizar
el agua se obtuvieron 2,0 gr(en promedio) de un polvo marrén
(2% del peso seco total).
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO DE POA HUECU

24 ,0gr del extracto de &ter de petrdleo fueron sem-
brados en pastilla,en una columna de silicagelH(100 gr),elu-
yéndose sucesivamente con éter de petrdleo,gradientes de éter
de petréleo-C13CH,C13CH y gradientes deCISCH-metanol.hasta
llegar a una relacién Cl,CH-metanol 7-3.Se obtuvieron ocho

fracciones que se detallan a continuacién.

Fraccidén N° masa(gr) componentes
1 1,50 hidrocarburos
5,68 ceras
1,88 cetonas y alcoholes triter-
pénicos
2,06 alcoholes lineales
2,14 " " y cetonas
esteroidales
6 2,11 esteroles
1,54 producto marrdn no analizado
7,40 dcidos fendlicos.

De la fraccidén 1 se obtuvieron hidrocarburos 1i-
neales que fueron estudiados por CGL y CGL-EM con testigos

La fraccidén 2 esta constituida principalmente
por ceras,hecho que se verificd por el espectro IR de la mez-
cla(KBr pastilla)cm™ ': 2900(tens. C—H),1740(tens. C=0) fuerte,
1475(defor. C—H),1180(tens. C-0),740(defor. C—H) fuerte.

La saponificacidn con KOH 40% en etanol-agua 1-1,
seguida por extraccidn con &ter etilico,permitid detectar 1la
presencia de n-hexacosanol(h-C26H54O) como componente alcoho-
lico mayoritario y en menor proporcidn los alcoholes lineales
C 0, C,oH.,0, C30H620, C32H060, C34H700, y los alcoholes

24H500, Coglgy
de la serie <zso C24H500, C26H54O, C28H580’ C30H620, C34H700.
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La fraccidén 3 fue cromatografiada en columna de si-
licagel H utilizando éter de petréleo—ClZCH2,75-25,como elu-
yente.La fraccidn principal recolectada de la columna fue ana-
lizada por CGL con columna capilar con sustancias testigos y
por CGL-EM determindndose la presecia de lupenona 110,ciclo-
laudenona 112 y hopenona 113.De una fraccidén minoritaria se

aislé germanicona 109 pura que fue identificada por EM,1H-RMN

y 13C-RMN

La fraccidn mads polar de la columna con que se
separd la fraccidén 3,mostrd por CGL la presencia de por lo me-
nos tres compuestos de los cuales fue identificado el mayo-
ritario como lupeol 111 por CGL-EM y comparacién con muestra
auténtica por CGL.

La fraccidén 4 también fue cromatografiada en co-
lumna de silicagel H obteniéndose casi con exclusividad alco-
holes lineales de 24 a 34 atomos de nGmero par de carbonos,
siendo el n-hexacosanol lgg(n-C26H54O)e1 principal y alcoho-
les de la serie <zso de 24,26,28,30 y 34 atomos de carbono.la
recristalizacidén de esta fraccidén con acetona permitid obte-
ner n-hexacosanol puro.

La fraccidén 5 cromatografiada en columna de silica-
gel H rindid dos grupos principales de compuestos,que son los
alcoholes lineales antes descriptos y las cetonas esteroi-
dales,las cuales,analizadas por CGL-EM fueron identificadas
como campesterona 115 y sitosterona 114.

La fraccién 6 estd compuesta principalmente por
alcoholes y cetonas esteroidales.El andlisis se efectud por CGL
y CGL-EM identificdndose:colestan-3- B-0l1(5,6-dihidrocoleste-
Ttol) 77;5,6-dihidrocampesterol 76; 5,6-dihidrositosterol 75;
colesterol 74 ; campesterol 73 ; sitosterol 72 ;estigmasta-

3,5-dien-7-ona y sitosterona 114.

La fraccidén 7 no fue estudiada y la fraccidén 8
contiene una serie de acidos,ya que por metilacidén en placa de
silicagel G con diazometano en éter etilico muestra por lo

menos quince manchas de mayor Rf que las correspondientes a la



146

fraccidén original
El analisis por CCD de los &cidos libres como de

los metil ésteres y el andlisis por CLAR con testigos permi-
tié identificar una serie de dcidos cindmicos sustituidos,en-
tre los que se encuentran sindpico 13 ,p-cumirico 9 , cafeico
119 y ferdlico 12. Dada la complejidad de la mezcla no se
pudieron aislar los componentes de la misma.

Datos espectroscdpicos y constantes fisicas de los compuestos _

aislados del extracto de éter de petrdleo de Pog huecu

Hidrocarburos

Se analizaron por CGL con testigos y por CGL-EM
En CGL se utilizd una columna OV-101 2% a 235 °C en condicio-

nes isotérmicas.

tR(férmula, % ): 1,06(n-C23H48,0,06); 1,34(n-C24H50,0,07);
1,71(n-C25H52, 0,6); 2,21(n-C,eHc, , 0,2); 2,88(n-C,,Hgg,
3,79(n-C,gHcg, 0,85); 5,37(n-C,qH¢, 52,4); 6,61(n-Cy4H 5,
9,21(n-C5qHgy, 32,2)5 11,50(n-Cq,Heg, 0,3); 15,47 (n-C5He g,
9,6); 20,08(n-Cg,H.4, 0,3); 26,44 (n-C5cH,,, 0,3). '
En CGL-EM se utilizd una columna SE-30 3%,longi-

2,4);
0,9);

tud 1,8 m y se trabajdé en las mismas condiciones.Se efectua-

ron los espectros de masas de los picos mds importantes y en
todos los casos se observd que se trataba de hidrocarburos 1iZ
neales;por ejemplo para el hidrocarburo n-C29H605e obtuvo:
m/z(%): 408(M*,21,2), 379(M —Et,1,1), 365(1,4), 351(2,8), 337
(2,2), 323(2,6), 309(2,5),295(2,5), 281(1,5), 267(2,4), 253(2,2)
239(2,5), 225(3,0), 211(2,7), 197(3,0),183(3,0), 169(3,0), 155
(4,5), 141(5,0), 127(6,6), 113(9,4), 99(12,5), 85(34,5), 71(59,3)
57(99,3), 43(100).
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Alcoholes

Tanto los alcoholes provenientes de la hidrdlisis
de ceras como los que se encuentran libres fueron analizados por
IR,CGL con testigos y CGL-EM.
IR(pastilla KBr) cm ': 3420(tens.OH),2920(tens.C-H), 1435 (defor.
C-H),1100(tens. C-0),760(defor.C-H).

CGL:columna OV-17 3%,longitud 1,2 m,temperatura 220 °C,isotér-
mica

tp(férmula, %) minutos: 3,72( iso-C,,Hc,0, 0,06), 4,00(n-C 0,

24850

0,15); 4,68( s0-C,cH,0, 0,04); 5,01(n-CycHc,0, 47,83); 5,85
(iso -C,gHgg0,0,04); 6,21(n-C,gH g0, 8,64); 7,02(is0-CyoHe,0, 4,76)
7,57(n-C, H.,0, 16,0); 9,52(n-C,,H. .0, 3,08); 10,16 ( iso-C,,H- A0,

3062 32766 34770

5,72);11,94(n-C34H700, 11,40).

En CGL-EM se utilizd una columna OV 101 2%, 1,2 m de
longitud a 250°C,isotérmica.Para el n-hexacosanol se obtuvo:
EM m/z( %): 364(M—H20,3,4), 336( 364—CH,=CH,, 1,4), 294(10,5),
280(0,8),266(0,8), 254(1,4), 238(1,9), 224(2,3), 210(3,2), 195
(5,9), 181(7,6), 167(10,8), 153(15,9), 139{(23,2), 125(37,8),
111(58,0), 97(88,0), 83(81,0), 71(47,2),69(68,2), 57(93,5), 55
(84,3),43(100),41(58,7).

Por recristalizacibn de la mezcla de alcoholes con
acetona se obtuvo n-hexacosanol puro(por CGL).

168

PF n-hexacosanol=78-79°C;1it. =80°C

Cetonas triterpénicas

135

germanicona 109 : PF=182-184 °C(metanol-agua);lit. =186 °C
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EM m/z(%):425(M+1, 7,1), 424(M, 20,7), 409(M—CH3, 29,4), 218
(anillos D y E,14,1), 205(anillos A yB + anillos D y E,53,4),
204 (anillos D y E,63,6), 203(14,7),189(anillos D y E,64,4),
177 (RDA en anillo D+anillo C,100), 133(10,9), 109(26,9).

TH-RMN (100 MHz,DCC15) ppm: 0,76(s,3H,CHz-27),0,96(s,6H;CHy-29

y 30), 0,98(s,3H,CH;-25), 1,05(s,3H,CHz-24), 1,09(s,6H,CH;-23
y 28),1,12(s,3H,CHy-26), .2,48(m, 2H,CH,-2),4,86(s ancho,1H,H-19).

"3C-RMN(25,2 MHz,DCC1;) ppm: 14,5(C-27), 15,9(C-25), 16,6

(C-26), 19,7(C-6), 20,9(C-24), 21,7(C-11),25,7(C-28), 26,2
(c-12), 26,9(c-23), 27,5(C-15), 29,2(C-30), 31,3(C-29), 32,3
(C-20), 33,3(C-21), 33,8(C-2)2, 34,1(C-7)2, 34,3(C-17), 36,9
(c-10), 37,3(c-22), 37,6(C-16), 38,5(C-13), 39,9(C-1), 40,6
(C-8), 43,4(C-14), 47,2(C-4), 50,5(C-9), 54,9(C-5), 129,7
(C-19), 142,4(C-18), 217,9(C-3)

a:las sefiales pueden intercambiarse.

El anadlisis de la fraccidn original de cetonas por
CGL-EM permitidé obtener los espectros de masas de lupenona 110,
ciclolaudenona 112 y hopenona 113.El desarrollo cromatografico
se efectud en columna OV 17 3%,1bngitud 1,8 m,temperatura:
200 290 °C,4°C/min

lupenona 110

EM m/z(%): 425(M+1, 10,3),424(M, 29,4), 409(M—CH,, 17,7),.381
(M—43, .6,4),313(28), 245(24,5), 218(anillos D y E, 32,8), 205
(anillos A y B, 100), 204(41,3), 203(35,5), 189(anillos D y E,
48,9), 133(35,3), 109(97,0).
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ciclolaudenona 112

EM m/z(%): 439(M+1, 4,0), 438(M,.13,4), 423(M—CH,, 7,2), 395

(M—43, 4,8), 354(M—84, 4,8), 313(M—cad lat, 12,2), 311(313—2H,
8,0), 300(M-anillo AsC-6-C-19, 9,5),285(300-CH,, 4,2), 257(22),
216(10,0), 175(300—cad lat, 20,3), 173(18,8), 161(22,1), 149(23,1),
147(28,8), 135(30,5), 133(30,5), 123(31,0), 121(42,0), 109(64,6),
107(45,0), 95(100), 81(52,5), 55(85,6), 43(36,3).

hopenona 113

EM m/z(%):425(M+1, 6,7), 424(M,17,1), 409(M—CHy,4,2), 381(M—43,
3,3), 245(9,0), 218(anillos D y E, 9,1), 205(anillos A y B,14,5),
204 (61,0), 203(17,6), 189(anillos Dy E, 89,6), 135(45,2), 133
(36,9), 109(100).

Las comparaciones con testigos se efectuaron por CGL
en columna capilar SP-2100,1longitud 1,5 m,temperatura 200—280°C,

10°C/minutos.

tR(min.):germanicona 8,61 ;lupenona 8,98 ;ciclolaudenona 9,53 y

hopenona 10,52,

También se efectud la comparacién con testigos en
CGL con columna de fase OV 17 3%,longitud 1,2 m,temperatura
255 °C,isotérmica.

tR(min.): germanicona 9,33 ;lupenona y ciclolaudenona 10,84 ;

hopenona 11,84.En estas condiciones no se separan lupenona y
ciclolaudenona.
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Alcoholes triterpénicos

lupeol 111

EMm/z(%): 427(M+1, 27), 426(M, 79,2), 411(M—CH,, 19,6), 408
(M-H,0, 7,8), 393(M— H,0—CHj, 6,3)383(M-43, 5,5),218(anillos D
y E,71,8), 207(anillos A y B, 92,8), 203(52,8), 189(207-H,0+
anillos D y E, 93,5), 109(92,9), 95(90,0), 69(100).

CGL:columna capilar SP-2100,longitud 15 m,temperatura programada
180—280°C, 10°C/min. ;tp(min.):terpeno 1 11,93;1upeol 13,91,
terpeno 2 17,59.

Los otros dos compuestos triterpé&nicos presentes
en la fraccién,poseen un M a m/z 426 y fragmentos tipicos
de triterpenos,pero dada la baja proporcidn en que se encuen-
tran y la superposicidén de los picos,no fue posible identi-

ficarlos.

Cetonas esteroidales

El estudio de esta fraccidn se efectudé por CGL-
EM;se trabajé con columna OV 17 3%,longitud 1,80 m,temperatu-
ra 200—290, 6°C/min. El andlisis de los espectros de masas
reveld la presencia de campesterona 115 y sitosterona 114

campesterona 115

EM m/z(%): 399(M+1, 6,2), 398(M, 18,36), 383 (M—CH;, 3,6), 356
(M—cetena, 7,3), 313(M—85, 3,0), 275(M=123, 12,7), 271(M—cad.
lat., 7,0), 229(356-cad.lat., 26,0), 147(25,3), 124(anillo A+
C-6, 100).
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sitosterona 114

EM m/z(%):412(M, 10,2), 370(M—cetena, 4,4), 289(M-123, 10,6),
271 (M—cad.lat., 7,0), 229(370—cad.lat., 22,2), 147(24,0),-124
(anillo A+ C-6, 100).

CGL:columna OV 17 3%,longitud 1,2 m,temperatura 200—280,
5°C/min. ;tR(min.):campesterona 20,16 ;sitosterona. 22,10

Esteroles

El andlisis de la mezcla se efectud por CGL-EM
y la comparacidén con testigos por CGL con columna capilar.

El desarrollo cromatografico para el andlisis
por EM se efectu6é en columna OV 17 3%,longitud 1,8 m,tem-
peratura 200——-290°C, 4°C/min.

colesterol Zi

EM m/z(%): 387(M+1, 28,7), 386(M, 100), 371(M—CH,, 35,4), 368
(M-H,0, 46,3), 353(M—CH;—H,0, 40,9), 301(M-85,35,5), 275(M-111,
36,6), 273(M—cad.lat., 20,6), 255(273-H,0, 38,4), 247(M-139, 17,7),
231(273-42, 22,1), 213(255-42, 39,4),173(26,0), 161(56,5),
148(33,7), 107(55,1), 106(63,6), 93(10,1).

5,6-dihidrocolesterol 77

EM m/z(%): 389(M+1, 20,0), 388(M,100), 373(M—CH;, 35,5), 370
(M-H,0, 8,5), 355(M—CH;—H,0, 5,5), 275(M—cad.lat., 28,4), 257
(275-H,0, 6,8), 233(275-42, 54,6), 215(257—42, 45,3), 109(18,3),
95(16,4), 81(13,4)
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campesterol 73

EM m/z(%): 401(M+1, 31,1), 400(M,100), 385(M—CH
(M-H,0, 33,9), 367(M—CH,—H,0,25,3), 315(M-85, 36,1), 289 (M-
111, 23,7), 273(M—cad.lat., 14,9), 255(273-H,0, 5,4), 231
(273-42,9,9), 178(6,0), 163(7,0), 145(9,6), 109(5,7), 95(9,6),
81(9,5), 69(14,4),.57(5,8).

5, 22,1),382

5,6-dihidrocampesterol 76

EM m/2(%): 403(M+}, 29,0), 402(M,100), 387(M—CH,, 23,0), 384
(M-H,0, 6,1), 369(M—CH,—H,0, 12,0), 275(M—cad.lat., 3,1), 257
(275-H,0, 3,1), 233(275-42, 39,5), 215(257—42, 36,7),180(2,7),
165(9,8), 147(13,1), 109(7,8),95(13,4), 81(13,3).

sitosterol 72

EM m/z($): 415(M+1,31,2), 414(M, 100), 399(M—CH;, 19,5), 396
(M-H,0, 28,6), 381(M—CH;—H,0, 17,2), 329(M-85, 28,8), 303(M-111,
13,8), 273(M—cad.lat., 9,2), 255(273-H,0, 11,9), 231(273-42,
10,0),213(255-42, 16,4), 178(5,0), 163(5,6), 145(6,0), 109(4,1),
95(8,1), 81(8,3), 57(28,1), 43(76,0).

5,6-dihidrositosterol 75

EM m/Z(3): 417(M+1, 32,3), 416(M, 100),401(M~CH;, 32,5), 398
(M—H,0, 41,4), 383(M—CH;—H,0, 13,0), 275(M—cad.lat., 9,8),257
(278-H,0, 1,4), 233(275-42, 37,9), 215(257-42, 15,4), 180(1,0),
165(3,7), 109(5,7), 95(8,1), 81(8,3).

estigmasta-3,5-dien-7-ona 116

EM m/z(%): 411(M+1,25,0), 410(M, 75,0), 395(M—CHy, 5,0),269
(M—cad.lat., 25,1),227(269—42, 5,0), 187(M—cad.lat.—82, 28,0),
174(M—cad.lat.—95, 100), 161(M—cad.lat—108, 40,0),159(174—CH
10,0), 134(18,1), 81(10,3),57(7,0), 43(20,0).

3’
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CGL:columna capilar SP-2100,longitud 15m y 0,2 mm de didmetro
interno, temperatura 150——280°C, 10°C/min.

tR(min.):hidrocarburo esteroidal 1 12,11 ;hidrocarburo esteroidal
2 12,81 ;hidrocarburo esteroidal 3 13,13 ;colesterol 13,44 ;
5,6-dihidrocolesterol 13,61 ;campesterol 13,81 ;5,6-dihidrocam-
pesterol 14,02 ;sitosterol 14,52 ;5,6-dihidrositosterol 14,95 ;

estigmasta-3,5-dien-7-ona 15,50 ;sitosterona 16,14,

CLAR de 4cidos fenolcarboxilicos

El desarrollo de los cromatogramas se efectudé con
los siguientes solventes:
1)metanol-agua 55-45
2)metanol-agua 1-1
3)metanol-agua 42-58
4)metanol-agua 39-61

tR(min.)

solvente 1: dcido p-cuméarico 3,88 ;acido sinidpico 4,25 ;acido fe-
rdlico 4,13 ;fraccién 8: 3,50-3,88-4,10-4,30-4,75 y 6,15,
solvente 2: dcido p-cumidrico 4,88;3dcido sinidpico 4,88;3cido feri-
lico 4,56 ;fraccién 8: 3,50-3,75-4,56-4,93-6,0 y 7,75.

solvente 3: dcido gadlico 3,21;acido cafeico 4,81 ;acido p-cumi-
rico 6,69 ;acido sindpico 7,31 ;acido ferdGlico 6,81 ;acido
cindmico 12,25;fraccién 8: 3,75-4,81-5,38-6,63-6,88-7,25-11,38

y 13,88.

solvente 4:4cido géalico 3,70 ;acido cafeico 5,19 ;4cido p-
cumarico 8,25 ;acido sinédpico 8,88 ;acido fertlico 8,50 ;aci-

do cinamico 15,75 ;fraccién 8: 4,25-5,25-6,0-8,38-8,75-10,25-
13,88 y 17,38.
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DE PoA HUECU

Percolado metandlico

Se subfraccionaron 4,5 gr de extracto en columna de
silicagel H(80 gr).De esta manera se separd el extracto en dos
grupos de sustancias;las agliconas y los glicdésidos.El estudio
de estos Gltimos se vio dificultado por la gran variedad de
compuestos presentes en muy pequefia cantidad.

Las agliconas fueron separadas en Sephadex .LH-

20 con metanol como eluyente.

Este tratamiento permitié el aislamiento de cinco
compuestos fendélicos;dos cumarinas y tres flavonas.

Las cumarinas fueron identificadas como escopole-
tina 3(7-hidroxi-6-metoxicumarina) y umbeliferona 2(7-hidro-
xicumarina),las flavonas como tricina 14(5,7,4'-trihidroxi-
3',5'-dimetoxiflavona), selagina 126(5,7,3',4'-tetrahidroxi-
S5'-metoxiflavona), y 5,7,3'-trihidroxi-4',5'-dimetoxiflavona
125.

Datos espectroscoépicos y constantes fisicas de los compuestos

aislados del percolado metandlico

escopoletina 3 (2mg)

El andlisis espectroscdpico se efectud por CGL-EM
y comparacidén con testigo comercial por CGL y UV.

CGL:columna OV 17 3%,longitud 1,2m,temperatura 200°C,isotér-
mica; tR(min): 4,90,

uv A CH30H. 54, 255(h), 295,341 .Esta filtima banda se desplaza con
nm ’
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NaMeO-a 375 nm.

CGL-EM:columna OV 17 3%,1,8 m de longitud,temperatura 130—-=290
°c , 10°C/min.

EM m/z(%):192(M,100),177(M—CH,,61,3), 164(M-CO, 28,4), 149
(177—CO, 59,5), 121(149—CO, 32,4), 79(26,4), 69(89,6).

umbeliferona 2 (10mg)

El andlisis espectroscdpico se efectud por

]H—RMN, EM, IR, y comparacidén con testigo comercial por CGL.

EM m/z(%): 163(M+1, 17,0), 162(M, 99,2), 134(M—C0,100), 133
(M-HCO, 5,2), 106(134-CO, 13,8), 105(134-HCO, 37,2), 78(49,0),
77(25,3), 69(19,5).

IR(pastilla KBr) cm ': 3200(tens. 0-H),1710(tens. C=0),1610-
1500(tens. C=C),900-840-760(flexién fuera del plano C-H de

aromatico).

1H-RMN(100MHz,acetona-d6) ppm: 6;16(d,1H,JCiS=1OHz,H-3), 6,78
(d,]H,Jm=2Hz,H-8), 6,82(dd, 1H,J_=2Hz y I =8Hz,H-6), 7,50(d,
1H,Jo=8Hz,H-5), 7,86(d,1H,J_; =10Hz ,H-4).

CGL:columna OV 101 2%,longitud 1,8m,temperatura 140—-=260,10°C/
min. ; tR6,30

CLAR:eluyente metanol-agua,3-7,flujo 2 ml/min.;tR(min): umbe-
liferona 5,30 ;escopoletina 6,00.
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tricina 14(70 mg)

El andlisis espectroscdpico de esta flavona se

efectué por UV, EM, 'H-RMN y 13

CLAR.

C-RMN;se analizdé ademas por

v ACHsOH: 349,304 (h), 269,243 (h); NaMe0:415,327(h),276(h), 262;

A1C1;: 378,368(h),305(h),277; ALC1/HC1; 378,367(h),304(h),
277; NaAcO: 355,310(h),275,247(h); NaAcO/BO;H,: 353,306(h),

270.

EM m/z(%): 331(M+1,20), 330(M,100), 315(M—CH;, 3,5), 302(M—CO,
5,0), 301(M-HCO, 7,0), 300(M-2x CHy, 20), 287(M-CO—CHy,5,0),
181(B5,7), 178(B7,10), 166(B§-CH3,4),163(3{—CH3,5), 153(A,+H",
20),152(A,",5), 151(B3—CH,x2, 12), 150 (B3-0CH;, 10), 147(BT—OCH3,
5),125(A,+H"=0,7), 124(A,~CO, 6).

TH-RMN (100MHz ,acetona-dg)ppm: 3,99(s,6H,0CH; 3' y 5'), 6,28
(d,1H,J_=2Hz,H-6), 6,58(d,1H,J =2Hz,H-8), 6,74(s,1H,H-3), 7,40
(s,2H,H 2' y 6').

"3C-RMN(25, 2Miz ,acetona-dg) ppm: 62,2(0CH; 3' y 5'), 93,9(C-8),
98,5(C-6), 103,3(C-3), 104,2(C-2' y 6'), 120,1(C-10), 139,5(C-1')
147,9(C-3' y 5'), 156,9(C-5), 161,0(C-9),163,2(C-7 y C-2),
163,7(C-4'),181,4(C-4) .

selagina 126 (5mg)

El estudio de este compuesto fue realizado por EM,
UV, 'H-RMN y CLAR.
uvaCHZ0H . NaMe( -
A3 :347,300(h),270,264(h); NaMeO: 400,324(h),272,265(h),
257(h); AlCly: 410, 306(h),273,265(h),257(h); A1C1/HC1: 360,

305(h),274,265(h); NaAcO: 410,324(h),274,265; NaAcO/BOsH,:
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375,270,264 (h) .

EM m/z(%): 317(M+1,29),316(M,100), 315(M-1, 2,8), 288 (M—CO,
6), 287(M-HCO, 3,9), 286(M~OCH;, 4,3), 273(M-CH,—CO, 8,5),167
(85, 2,9), 164(BY, 7,9), 153(A +H", 22,9), 152(A;, 2,8),149
(B,—CH;, 10,0), 139(B,—C0, 2,9), 125 (A,+H' =0, 5,1), 124 (A,—CoO,
3,3), 123(A,-HCO, 4,7).

1H-RMN(1OOMHZ ,acetona-d6) ppm: 3,98(5,3H,9H3u5!),6,27(d,1H,Jm=
2Hz,H-6), 6,56(d,1H,J_=2Hz,H-8), 6,66(s,1H,H-3), 7,26(s ancho,
2H,H-2' y 6').

5,7,3'-trihidroxi-4',5'-dimetoxiflavona 125(4mg)

El andlisis espectroscdpico se efectud por UV, EM,

TH-RMN y se realizd ademds CLAR.

uv ES%OH(nm); 329,284(h),271: NaMeO: 350,298(h),278: AlCly:
355,298 (h),278; A1C1/HC1: 354,305(h),277: NaAcO: 350,302(h),

278; NaAcO/B03H3 323,270,

EM m/z(%): 331(M+1, 21), 330(M,100),329 (M-H, 2,4),315(M-CH;,
3,0), 302(M—CO, 3,2), 301(M'—HCO, 2,4), 299 (M—OCH, 1,4), 287
(M—CO-CH,, 1,2), 272(8,7), 1818, 5,0), 178(3;, 7,8), 166(B,—
CHy, 1,5), 163(B,—CHs, 7,6), 153(A1+H+, 10,8), 152 (AJ-,.2,7),
151(9,8),148(19,2), 147(B,—OCH;, 23,8), 125(A,+H—CO, 1,5), 124
(A,—CO, 2,4), 123(A,-HCO, 3,1).

TH-RMN(100MH , acetona-dg) ppm: 4,00( s,3H,0CH; 4! 65'), 4,01

(s,3H,0CHg 4' 6 5'), 6,27(d,1H,J =2Hz,H-6), 6,56(d,1H,J =2Hz,H-8)

6,79(s,1H,H-3), 7,40(s ancho,2H,H 2' & 6').
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CLAR de flavonas:

eluyente:metanol-agua-dcido acético, 1-1-0,01, flujo 1,7 ml/min.
tR(min.):selagina 8,20 ;tricina 14,0 ;5,7,3'-trihidroxi-4',5"'-

dimetoxiflavona 15,25.

Preparacidn de tricetina 127(5,7;3';4',5'—pentahidroxif1avona)

Se reflujaron 9mg de tricina 14(5,7,4'-3',5'-dime-
toxiflavona) durante 3 hs con 0,15 ml de HI y 0,15 ml de anhi-
drido acético.Luego se agregd agua y se llevdé a ebullicidn por
10 minutos.El producto desmetilado se extrajo con n-butanol y se
purificd mediante columna de silicagel H,con ClZCHZ-CHSOH,Q—I,

como eluyente.
Se obtuvieron 4mg del producto 127 con un rendimiento del 49%.

CH ;0OH, .
uv Ama% (nm) : 269,350.
1
H-RMN(1OOMHz,acetona-d6) ppm: 6,22(d,1H,Jm=2Hz,H-6), 6,45
(d,1H,Jm=2Hz,H-8), 6,50(s,1H,H-3), 7,00(s,2H,H-2' y 6').

Percolado acuoso

Este percolado esta compuesto principalmente por
azficares libres y aminoacidos.

Por CCD de celulosa F se detectd la presencia de
glucosa,galactosa,manosa,arabinosa y ramnosa,pero no se cuanti-
ficé su contenido.

La presencia de aminodcidos se detectd por CCD de
silicagel 60 revelando con ninhidrina,pero no se analizd la

composicidén de los mismos.
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Sobre este percolado se efectud una marcha de
alcaloides.

Se disolvid el extracto a pH 1 con HC1l obtenién-
dose una solucidn limpida,a continuacidén se llevd a pH 11 con
COSN%'y se extrajo con Cl;CH obteniéndose un residuo por eva-
poracidén del solvente,que no posee alcaloides(Dragendorff nega-
tivo).

A la solucidn acuosa remanente se le agregd sal
de Reinecke(Cr(SCN)4(NHS)Z)NH4 hasta saturacidn,obteniéndose
un precipitado color bord6(170 mg).Se disolvid el precipitado
en acetona Yy se deseché el insoluble.

Para eliminar el anién de la sal compleja y libe-
rar los alcaloides se eluyd con MeOH la solucidn acetdnica del
reineckato en una columna de intercambio anidénico Amberlite
IRA-400(forma HO ).

Por evaporacidn del solvente se obtuvieron 45mg
de bases libres que fueron posteriormente separadas por CC
de aldmina neutra.

El sobrenadante de la precipitacién de los
reineckatos fue extraido con C13CH a pH 8,pH S y pH 1, y en
ningln caso se detectd la presencia de alcaloides.

Las bases libres antes mencionadas daban por CCD
de alGmina dos manchas al ser desarrolladas con n-butanol-
agua-idcido acético,4-5-1(fase superior) y reveladas con reac-
tivo de Dragendorff ;una de Rf 0,59,color anaranjada. y otra

de Rf 0,47,color rojo.
La separacién de estos dos compuestos se efectud

por CC de altmina neutra,con C13CH-MeOH-écido acético,10-1-0,1.
De esta manera se aislaron 40 mg del compuesto de

Rf 0,47 que resultd ser colina 123 ,en funcidén de los datos

obtenidos del espectro de TH-RMN y co-cromatografia en CCD

con una muestra auténtica.

cloruro de colina
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Para evitar la presencia de la sefial del anidén acetato,se
procedié al intercambio por.cloruro eluyendo una solucidn
metanb6lica del acetato de colina aislado,en una columna

con resina de intercambio aniénico Amberlite IRA-400(forma Cl7).

TH-RMN (60 MHz,D,0) ppm: 3,19(s,9H,-N(CH;)5), 3,48(m,2H,-CH,-1),
4,03(m,2H,HO-CH,- )

El otro componente (5mg) fue identificado como
acetilcolina 124,identidad confirmada por co-cromatografia
en CCD con una muestra de acetilcolina obtenida por acetila-
cidén de colina comercial mediante la técnica general ya des-
cripta.Tambien se confirmd esta estructura por TH-RMN

cloruro de acetilcolina

Al igual que colina para realizar el espectro de 1H-RMN,se in-

tercambid el anidn acetato por Cl~

"H-RMN(60MHz,D,0) ppm: 2,21(s,3H,CH,C007), 3,30(s,9H,-R(CH )3),
3,80 (m, 2H,-CH,-K), 4,70(m,2H,AcO-CH,-).

Percolado clorofdérmico

Se separaron por CC de silicagelH( 90gr), 9gr del
percolado,utilizando Cl1;CH y gradientes de C13CH-MeOH hasta
una relacidén 1-7T,como eluyentes.

La mayoria de las fracciones no fueron estudia-
das,ya que presentaban igual composicidén quimica que las
fracciones mis polares del extracto de éter de petrdleo.Los
esteroles presentes,una vez analizados ,no mostraron diferen-
cias con los del extracto de éter de petrdleo.

Se encuentran también en este extracto,pero en

muy pequefias cantidades,las cumarinas y flavonas aisladas
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del percolado metandlico.
Es de destacar que en este percolado estan concen-
tradas.casi todas las clorofilas y :otros pigmentos de la planta.

Glicdsidos esteroidales

Al disolver el percolado en metanol se separa
un precipitado blanco y abundante(800mg).

Dicho precipitado dio positivo el ensayo de
Liebermann-Burchardt para esteroles y glicdsidos esteroida-
les.Por CCD de silicagel con Cl;CH-MeOH,9-1,se obtiene una
mancha violeta(revelador SO4H2),Rf 0,4 y otros pigmentos
fluorescentes a 366nm.

La eliminacidén de dichos pigmentos se efectud por
CC de silicagel H(20gr) con C13CH-MeOH,95-5, y luego 9-1,

Dada la polaridad que presentan estos compuestos
en CCD,se hizo una hidr6lisis con SO,H, al 7% en metanol-agua
1-1,en tubo cerrado a 100°C,partiendo de 10 mg de producto y
extrayendo la solucién,luego de una hora,con &ter etilico.

Luego de evaporar el solvente,se efectud CCD
observiandose concordancia de Rf entre la o las agliconas y
los esteroles libres de la planta.(eluyente C13CH-MeOH,99,S-0,5
Rf 0,5).

Los esteroles aislados de los glicdsidos fueron
identificados por CGL y CGL-EM en columna OV 17 3%,1,8m longi-
tud, temperatura 255°C,isotérmica.

Se confirmdé la presencia de colesterol(fR 7,95 min
y 0,54% en la mezcla),campesterol(tR 9,92 min y 11,1%) y sitos-
terol(tp 12,12 min y 59,6%).

Para identificar el o los aziicares presentes se
elimind el SO4H2 con C03Ba y luego se desalificd la solucidn
acuosa por elucidén de la misma por resina catibnica fuerte(

+ . - . s s . PN
forma H' ) y posterior tratamiento con resina anidnica débil
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(forma HO)

" La CCD de azficares se realizé en placa de celu-
losa F,desarrollando el cromatograma con n-butanol-piridina-
agua,6-4-3.Se observé una sola mancha de Rf 0,55 concordante
con el testigo de glucosa.

Se prepard el glucitol acetilado,de acuerdo con
la técnica general ya descripta para alditoles acetilados,y
se cromatografié por CGL con columna ECNSS-M 3%,longitud 1,8m,
temperatura 180°C,isotérmica;tR(min): 36,96 ;concordante con
el testigo.

Se recristalizd 1la mezcla de glicésidos de esteroles
con etancl obteniéndose luego de tres recristalizaciones sitos-
terol-3-p -0O-glucdsido 120 prédcticamente puro.Para conocer la
configuracidn del C-anomérico de la glucosa se efectud el es-
pectro de TH-RMN del derivado trimetilsililado:
1H—RMN(100MHZ,DCC13) ppm: 0,68(5,3H,CH3-18),«0,83(d,6H,J=7Hz,
CH;-26 y 27), 0,84(t,3H,J=6Hz,CH;-29), 0,92(d, 3H,J=6Hz,CH;-21),
1,00(s,3H,CH;-19), 3,1-3,82(H-3 y H-C-OTMS de azGcar), 4,32
(d,1H4,J=7Hz,H-1'), 5,36(m,1H,H-6).
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ESTUDO QUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE POA HUECU

El resto vegetal proveniente de las extraccio-
nes con éter de petrdleo y metanol fue extraido con agua
a temperatura ambiente en batch.

La suspensidn acuosa resultante se centrifugd a
2000 rpm hasta obtener una solucidn limpida.

En todos los casos se trabajd con 800 ml de agua
por cada 100 gr de planta,obteniéndose luego de liofilizar
la solucidén,aproximadamente 2,0 gr de un polvo fino marrén

claro(2% de rendimiento).

Diéiisis del liofilizado:

Se suspendieron 500 mg del extracto en un volumen
de agua de 20 ml.Se efectud la didlisis de esta suspensidn con
una membrana de celulosa(A H Thomas Co) con un poro que permite
el paso de moléculas de un peso molecular aproximado de 83000,

Se repitid el procedimiento con una membrana de
poro aproximado a peso molecular 12000-14000.En este Gltimo ca-
so se redujo la masa del contenido de la bolsa en un 50%
aproximadamente,ya que luego de liofilizar se obtuvo un pol-
vo fino que pesd 258 mg.

En ambcs casos los componentes téxicos del .extrac-

to quedan retenidos por las membranas.

Cromatografia del extracto acuoso en Sephadex G-25:

Se trabajd con una columna de 1,5cm de diimetro
con 1,8gr de relleno.Se partidé en cada caso de 100mg de mues-
tra,utilizando agua como eluyente,

Se obtuvieron cuatro fracciones que pesaron:
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fraccidn masa (mg) %peso respecto
del total

1 32 34,8

2 20 21,7

3 30 32,6

4 10 10,9

S6lo la primera de las fracciones produjo letalidad

en ratones.

Precipitacidn del extracto acuoso con distintas proporciones

de etanol

Se trabajdé con la solucién acuosa del extracto
en un volumen que contenia unos 300 mg de sustancias.Se agregd
etanol gradualmente hasta lograr precipitacidn,hecho experimen-
talmente encontrado con 40% de etanol( en volumen), 70% y
85%.De esta manera,queddé subdividido el extracto en cuatro

fracciones que pesaron:

fraccién masa(gr) $peso respecto
del total

40% etanol 0,0119 4

70% etanol 0,1001 33,9

85 0,0513 17,4

solucidn rema- 0,1321 44,7

nente.

Las fracciones que precipitaron con 70% y 85%
de etanol ,resultaron tdxicas para ratones,siendo separadas

cromatogrdficamente por DEAE-celulosa.
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Columna de DEAE-celulosa

Se decantaron 20 gr de DEAE-celulosa en agua
para eliminar la celulosa microcristalina,posteriormente se
efectué un lavado con NaOH 0,1M y por @iltimo con buffer
tris hasta alcanzar pH 8 -
buffer tris 0,2ZM:Se disolvieron en un litro de agua 24,20gr
de tris(trihidroximetil aminometano) y 8,92 ml de HCl concen-
trado.

E1l desarrollo cromatografico de 400mg de los
precipitados con 70 y 85% de etanol se efectud con buffer
tris 0,05M,.Cada 100 ml de buffer se fue agregando NaCl en
concentraciones crecientes,comenzando con 0,1M y luego 0,2 ,
0,4 , 0,6 , 0,8, 1, 1,5y ZM.

Se evalud en los eluidos el contenido de azficares
por el método de fenol-SO4H2169y proteinas por lectura a280nm.

De esta manera se separaron ocho fracciones:

fraccidn peso(gr) %proteinas* % hidratos de carbono**
1 0,0359 1,3 70
2 0,0296 4,5 37
3 0,0353 6,8 58
4 0,0280 11,0 78
5 0,0414 10,2 60
6 0,0316 14,2 82
7 0,0331 17,8 40
8 0,0416 45,2 16

*Medido por el método de Lowry por el Lic.Eduardo Orti en el
Instituto de Biologia y Medicina Experimental.
** Medido por el método de fenol-SO,H,.
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Determinacidén del contenido de hidratos de carbono por el

método de fenol-SO,H,.

A 0,5 ml de solucidén,que contiene como maximo 70
pg de azficares,se agregaron 0,5 ml de solucidn acuosa de
fenol al 5% y luego 2,5 ml de SO, H,concentrado.Se midid 1a
absorbancia de las soluciones a 490nm en un: espectrdmetro

Spectronic 20.
Para el cidlculo de la cantidad de hidratos de car-

bono se tomd una curva patrdn realizada con glucosa y los
mismos reactivos,tomando como absorbancia 1 a una solucidn de

0,1mg/ml de azficar.

Electroforesis de las fracciones 4 y 6 de la columna de
DEAE-celulosa.

Dado que las fracciones 3, 4 | 5 y 6 resultaron
téxicas,se intentd conocer la composicidn de estas fracciones.
Es por ello que se efectud electroforesis en gel

de poliacrilamida (en placa).

Preparacidn del gel:

solucidén A:solucidn acuosa al 30% en acrilamida y 0,8% de
N,N'-metilen- bZs acrilamida;conservada a 4°C.

solucidn B:solucidn acuosa de 18,17 gr de tris, 2,0ml de
dodecilsulfato de sodio(SDS),hasta un volumen de 100 ml,ajustan-
do el pH en 8,8 con HCl1 6N.

solucidén C: solucidn acuosa al 30 % de acrilamida y 1,6% de

N,N'-metilen- bis acrilamida;conservada a 4°C.
solucidén D:solucidén acuosa de 6,60gr de tris, 2,0ml de SDS 20%
(p/v),,hasta un volumen de 100ml,ajustando el pH a 6,8 con
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HC1 6N.
Para geles de gradiente de poliamida (8-15%) se prepararon

las mezclas I y II
1(8%):Se mezclaron 3,45 ml de agua,3,00ml de solucién A, 2,81ml
de solucién B,0,17 g de persulfato de amonio, 0,13 ml de glice=~
rol y 1,9 g de poliacrilamida 3%;a continuacidén se procedid a
desairear y se agregaron 10 pl de Temed.
I1(15%):Se mezclaron 0,18 ml de agua, 5,75 ml de solucidn A,
2,81 ml de solucidén B, 0,17 gr de persulfato de amonio, 0,66
ml de glicerol y 1,9 gr de poliacrilamida 3%;luego de desairear
se agregaron 10 ¢l de Temed.

Las mezclas I y II se colocaron en un sistema de va-
sos comunicantes y se dejaron fluir a las placas a baja velo-
cidad mediante una bomba peristaltica hasta llenar el espacio

contenido entre las dos placas de vidrio.

gel de precorrida:

Se mezclaron 6,34 ml de agua, 1,0ml de solucidn
C, 2,50 ml de solucidén D y 0,15 gr de persulfato de amonio;luego
de desairear,se agregaron 20 pl de Temed.

Despues del llenado con gel de precorrida,se
insertd un peine especial entre las dos placas de vidrio,para
facilitar el sembrado de las muestra.Se dejd polimerizar el
gel 30 min.,se retird el peine,quedando asi los orificios para

la siembra de las muestras.

Electroforesis de las fracciones 4 y 6:

Se llenaron las cubas con buffer de corrida prepa-
rado con 12,0gr de tris y 57,6 gr de glicina en 1 1 de agua.
) Se diluydé al cuarto y se agregd SDS al 20% hasta
una concentracién final de 0,1% p/v.
Se inyectd la muestra correspondiente a 100 pg
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de cada fraccidn disueltos en una solucidn preparada con 2,5ml
de solucidén D, 2,5 ml de SDS 20% , 2,0 ml de glicerol y o,1 de
EDTA(0,1%),1levada hasta un volumen de 18,5 ml con agua.En el
momento de usar esta solucidn se tomaron 1,85 ml de la misma,
se agregaron 0,05 ml de p-mercaptoetanol y 0,iml de azul de
bromofenol al 10% en agua.

La electroforesis se efectud a 20mA hasta que el
azul de bromofenol penetrd en el gel de corrida;en ese momen-
to,se llevé la intensidad de corriente a 25 mA.

Una vez realizada la corrida se separaron las

placas y se procedié al revelado.

Revelado de los hidratos de carbono

Después de la corrida,se dejdé una noche el gel
en presencia de fijador.Como fijador se utilizd una solucidn
de etanol 40%,3acido acé&tico 5% y agua 55%.
Luego,se tratd con I0,H(0,7%) en dcido acético al
5% durante Z2hs y posteriormente se lavd con metabisulfito de
sodio 0,2% hasta desaparicién del color amarillo debido al iodo.
Por Gltimo,se realizd la coloracién de los geles

con reactivo de Schiff.

reactivo de Schiff: 0,8 gr de fucsina basica en 200ml de solu-
cién de metabisulfito de sodio al 0,8%,a la que se le agregd
2,1ml de HC1 concentrado.Se agregd 1gr de carbén,se filtrd y

se guardd en heladera.

Revelado de proteinas

] Como solucidn fijadora se utilizdé una mezcla de
50% de metanol,10% de dcido acético y 40% de agua.Se dejo el
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gel en contacto con el fijador durante 30 min. y luego se
agregd la solucidn de tincidn de Coomassie(0,2% de azul de

Coomassie R en solucidn fijadora).
Finalmente se agregd una solucidn decolorante de

metanol 30%,3dcido acético y agua 63%.

Hidr6lisis de los azficares de las fracciones 4 y 6.

Se hidrolizaron 3 mg de ambas fracciones con dos
ml de dcido trifluoroacético 2M durante 2hs a 110°C en tubo
cerrado.

Luego de evaporar el solvente,se eluyd una solucién
acuosa del hidrolizado por resina catidénica fuerte(forma H+)
Dowex 50 para retener la fraccidn proteica del mismo.

La composicidén de hidratos de carbono se deter-
mindé por CGL de alditoles acetilados por comparacidén de los
tiempos de retencién con muestras auténticas

La reduccidn de los azficares se efectud con BH,Na
en NH,OH a pH 9 y la acetilacidn se realizd por la técnica habi-
tual.

El resultado de los cromatogramas puede verse en
la tabla 19.

compuesto tR(testigo) fraccién 4 fraccién 6
(min) tp % th %
ramnosa 6,05 5,86 5,56 5,75 1,34
arabinosa 9,69 9,67 8,14 9,57 7,07
xilosa 13,52 13,41 6,02 13,13 8,81
manosa 23,85 24,87 13,66 24,11 12,88
galactosa 28,27 28,47 4,00 27,63 10,02
glucosa 32,90 32,97 62,32 32,85 59,04

Tabla 19



170

Hidrdélisis de las fracciones proteicas de 3, 4 , 5y 6.

Se hidrolizaron 1 a 1,5mg de las fracciones
3, 4 5y 6 con 5ml de HCl 6N en ampolla cerrada al vacio,a
105°C por 24 hs.

Se evapord el solvente al vacio y se separd la

’

fraccién de az@icares por pasaje en columna de resina catid-
nica fuerte(forma H+) Dowex 50.La fracciédn de aminoacidos
retenidos en en la columna se eluyd con NH4OH-H20,1-3.

El andlisis de la composicidn de aminoidcidos se
efectud en un analizador automitico Beckman 119 CM171.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

aminoacido fraccién 3 fraccién 4
nmol %relativo nmol ‘%relativo

lisina : :

histidina 1,68 0,60 1,08 1,57
arginina 0,44 0,16 0,65 0,94
dcido aspéartico 3,40 1,24 4,57 6,64
treonina 1,27 0,46 3,05 4,43
serina 8,06 2,94 7,99 11,61
dcido glutédmico 3,02 1,10 3,91 5,68
prolina 177,89 65,08 21,89 31,81
glicina 8,37 3,06 8,43 12,25
alanina 6,46 2,36 5,99 8,70
valina 16,02 5,86 3,40 4,94
metionina _ —_— _—
isoleucina 24,49 8,96 2,88 4,19
leucina 8,64 3,16 2,36 3,43
tirosina 1,06 0,39 0,59 0,85

fenilalanina 12,52 4,58 2,02 2,94



aminoacido

lisina
histidina
arginina

dcido aspértico
treonina

serina

dcido glutaminco
prolina

glicina

alanina

valina
metionina
isoleucina
leucina
tirosina
fenilalanina

fraccién 3

171

fraccién 4

nmol %$relativo
0,70 2,33
0,33 1,10
2,29 7,62
1,05 3,50
3,66 12,18
2,51 8,36
5,79 19,27
6,10 20,31
3,35 11,15
1,49 4,96
0,82 2,73
1,24 4,13
0,71 2,36

’

nmol

0,95
0,86
0,49
3,25
0,84
3,47
4,45
2,84
8,52
4,10
1,66
0,34
0,64
1,60
0,29
0,65

$relativo

2,72
2,46
1,40
9,30
2,40
9,93
12,73
8,13
4,10
11,73
4,75
0,97
1,83
4,58
0,83
1,86

Es importante destacar que por este método no

fueron cuantificados los aminodcidos triptofano,hidroxipro-

lina y cisteina.
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ENSAYOS TOXICOLOGICOS REALIZADOS CON POA HUECU:

Animales de experimentacidn:

Se trabajdé con ratones Rockland,de ambos sexos, de
17 a 24gr de peso.

Todos los ensayos se efectuaron por inyeccidén de
0,5ml del inéculo correspondiente,via.intrpgperitoneal (i.p.)

Ensayos efectuados con los extractos obtenidos de Poa huecu

Se probd la toxicidad de los extractos de €ter
de petréleo,metandlico y acuoso.Para ello se inyectaron 120mg
de cada uno de los mismos disueltos en 0,5ml de agua;efectuin-
dose cada ensayo por triplicado.El peso promedio de los ratones
fue de 22,10gr y en el caso de los extractos de éter de petrd-
leo y metandlico se agregd una gota de Tween 80 para lograr
una mayor dispersidén de las muestras en el vehiculo.

Solamente mostrd toxicidad el extracto acuoso pro-
duciendo letalidad en un tiempo de 4 a 18 hs;siendo los extrac-
tos de éter de petrdleo y metandlico,totalmente inocuos.

Esta dosis corresponde a 5,5gr/kg de peso de ratén.
Se encontrd experimentalmente que dosis menores a 1gr de extrac-
to por kg 'de peso de ratdn,si bien producen una sintomatologia
leve,no producen mortandad;mientras que dosis mayores a 1,5gr/kg
son letales en la totalidad de los casos.

Esta Gltima dosis es inferior a la informada para

ovinos (6gr/kg).119
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Ensayos toxicoldgicos efectuados sobre el fraccionamiento

del extracto acuoso.

Precipitacidn con etanol:

Se ensayd la toxicidad de los precipitados con 40%,
70% y 85% de etanol ,y de la solucidn remanente.
Se trabajd con tres ratones en cada caso y las do-

sis inoculadas fueron:

40% etanol 25mg/ml
70% etanol 100mg/m1
85% etanol 85mg/m1l
solucién re- 120mg/ml
manente

Los ratones inyectados con la fraccidén que preci-
pita con 70% de etanol,mueren antes de las 26 hs,mientras que
con la de 85% uno de los ratones muere a las 96 hs y 1los otros
dos a las 130 hs,resultando inocuas las otras dos fracciones.

En los animales muertos se observa un aumento de
tamafio en higado y bazo asi como un enrojecimiento del cere-
bro.

Columna DEAE-celulosa.

El fraccionamiento de los precipitados con
etanol 70 y 85% por CC de DEAE-celulosa,permitid obtener ocho
fracciones que fueron ensayadas para probar su toxicidad.

La concentracidon de las soluciones inoculadas fue

la siguiente:



174

fraccidn concentracién(mg/ml)

36
30
35
28
41
32
33
42

W NN O N NN -

Las fracciones 3 , 4 , 5 y 6 produjeron muerte en
los ratones,siendo las fracciones 4 y 5 las mds activas ya
que se observd letalidad en 45 min.para un ratén y el Gltimo

de ellos murid a las 4hs.
Los ensayos toxicoldgicos fueron realizados por

la licenciada Melania Gambino y el Prof Dr.Carlos Mazzini.

La Lic Gambino realizdé los ensayos con los extrac-
tos éter de petrbleo, metandlico y acuoso.y de los eluidos de
la columna de Sephadex G 25,como asi también las separaciones
por dialisis.

El Dr Mazzini efectud los ensayos correspondientes
a la precipitacidén con etanol y cromatografia de DEAE-celu-

losa.

Estudio histopatoldgico de las fracciones 3 y 5

Informe histopatoldgico

Material recibido:Muestras de rifion,higado,bazo y cérebro de
ratones inoculados y testigo,fijados en formol al 10%.
En las muestras recibidas se observa:
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fraccidén 5: tacos procesados 14

higado:leve hepatosis,necrosis coagulativa focal con cuadros
nucledres de picnosis y cariorexis,

bazo: sin lesiones histoldgicas aparentes.Presencia de megacario-
citos.

rifién: hiperemia.

cerebro: gliosis,edema cerebral intracelular en la sustancia
blanca que compromete el citoplasma de los astrocitos y axones.

fraccién 3:tacos procesados 4

higado: leve hepatosis,hiperemia,
bazo: sin lesiones histoldgicas aparentes
rifion sin lesiones histoldgilcas aparentes.

cerebro: gliosis

control: tacos procesados 7
Tanto higado ,bazo,rifidn y cerebro no presentan lesiones his-

toldgicas aparentes.

El estudio histoldgico de las dos fracciones
fue realizado por la Prof. Dra. Rosa Debenedetti.de la
Facultad de Ciencias Veterinarias( UBA )
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ESTUDIO QUIMICO DE POA ANNUA

Se extrajo el material vegetal(1,10 kg) en
Soxhlet con éter de petr5leo(60-80°C) obteniéndose luego de
evaporar el sol&ente,un extracto verde oscuro que pesd 2,10gr
(2,0% del peso seco).El vegetal remanente fue extraido con
CH,OH obteniéndose 65 gr de un extracto marrén oscuro(5,9%

del peso seco) -

Fraccionamiento del extracto de &€ter de petréleo

Al igual que en Poa huecu se efectud por CC de
silicagel H(40 gr) a partir de 2,06gr de extracto,sembrando
en pastilla.Se eluyd con éter de petrdleo,gradientes de éter
de petréleo-ClZCHz,CIZCHz, y gradientes de éste con metanol

hasta una relacién 1-1,
Se obtuvieron seis fracciones,segiin se indica en 1la

tabla 20.
N°de fracciédn masa(gr) componentes
0,22 hid¥ocarburos
0,70 ceras
0,31 alcoholes lineales y
triterpenos
4 0,17 alcoholes lineales y
esteroles
0,09 esteroles
0,52 dcidos grasos

Tabla 20
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Datos esnectroscépicos y constantes fisicas de los compuestos

aislados del extracto de éter de petrdleo de Poa annua .

hidrocarburos:

Se analizaron por CGL comparando con los hidr-
carburos de Poa huecu,utilizando una columna OV 17 3%,longi-
tud 1,8m ,temperatura 200—-280°C, 5°C/min.,obteniéndose 1los

siguientes resultados:

tR(férmula,%)min: 1,95(nfC21H44, 2123), 2,57(n-C22H46, 1,23),
3537(n-C23H48, 5,16), 4,29(n—C24H50, 1,15), 5,41(n-C25H52, 14,83),
1,61), 10,42(n-C29H60, 20,84), 11,55(n—C30H62, 1,49), 12,94
(n-C31H64, 15,43), 14,05(n-C5,Hg(,0,54), 15,33(n-C33H68, 5,59),
16,49(n-C34H70, 0,18), 17,84(n-C35H72, 1,40), 19,41(n-C36H74,
0,02), 21,35(n-C,-H 0,02).

37°76°

Alcoholes lineales:

Al igual que los hidrocarburos se compard la
fraccidén que contenia los alcoholes ,con los testigos aisla-

dos de Poa huecu por CGL.

columna Ov 17 3%,longitud 1,8m ,temperatura 200—-280°C,
5°C/min.

tR(férmula,%)min.: 9,22(n-CZ4H500, 0,40), 10,92(n-C25H520,
0,76), 11,83(n—C26H54O, 67,52), 13,24(n-C27H560, 0,03),14,40

(n-C,gHcg0, 3,61), 17,05(n-C5,Hc 0, 6,20).

Esteroles

Esta fraccién fue analizada por CGL-EM y CGL
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comparando con testigos.

CGL-EM:columna OV 17 3%,longitud 1,2m,temperatura 200—-280°C,
6°C/min.

Se detectd la presencia de colesterol 74,campeste-
rol 73,estigmasterol 128,sitosterol 72, 5,6-dihidrositosterol
75, estigmasta-3,5-dien-7-ona 116 y sitosterona 114.Todos los
espectros de masas,excepto el de estigmasterol estan consig-

nados en la pdgina 74,

estigmasterol 128

EM m/2(%): 413(M+1, 15,0), 412(M,40,2), 397(M-CHq, 7,0), 394
(M-H,0, 8,1), 379(M-CH;-H,0, 6,2), 369(M-43, 6,3), 351(369-H,0,
4,2), 300(M-112, 20,7), 273(M-cad.lat., 9,2), 271(273-2H, 17,0)
255(273-H,0, 40,3), 231(273-42, 9,9),213(255-42, 20,8), 163
(12,4), 133(28,1), 95(40,0), 83(70,2), 69(50,2), 57(96,2),
43(100).

CGL:columna OV-.17 3%,longitud 1,8m ,temperatura 200——=280°C,
10°C/min.

tR(compuesto,%) min.: 15,6(colesterol, 0,5), 16,82 (campeste-
rol,,20,17), 17,31(estigmasterol, 9,08), 18,08(sitosterol+
5,6-dihidrositosterol,62,72), 19,95(estigmasta 3,5-dien-7-ona,
0,12), 21,0(sitosterona, 0,99).

Fraccionamiento del extracto metandlico

Se disolvieron en metanol los 65 gr de extracto.
y se agregaron 80 gr de poliamida para columna.Por evaporacidn
del solvente se obtuvo una pastilla que se percoldé en un embu-
do de vidrio sinterizado,utilizando C1.CH,agua y MeOH como sol-
ventes de percolacién.
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El percolado cloroférmico,luego de evaporar el
solvente,pesd 25,2gr(38,5% del extracto metandlico y 2,3% del
peso seco de la planta),el percolado acuoso,luego de liofili-
zar el agua,pesd 32,4gr(49,8% del extracto y 3,0% del peso seco)
y por Gltimo el percolado metandlico pesd 6,5gr(10% del extrac-

toy 0,6% del peso seco).

Percolado clorofdrmico

Glicésidos esteroidales

Al igual que en Pog huecu, este percolado presenta
gran similitud con las fracciones mds polares del extracto de
éter de petrdleo.Se efectud una separacidn del percolado por
CC para aislar los glicdsidos esteroidales.Para ello,se partib
de 5,78 gr del percolado y se cromatografid en columna con 40
gr de silicagel H,obteniéndose seis fracciones, siendo la frac-
cién 5(0,8023gr) la que posee los glicb6sidos esteroidales.

Estos fueron purificados por CC de silicagel H
(20gr) obteniéndose 570 mg de la mezcla de glicdésidos.

Se hidrolizaron 10 mg de la mezcla con SO,H, al
7% en etanol-agua 1-1.Los esteroles libres se extrajeron con
éter etilico y fueron identificados por CGL comparando con tes-

tigos.

CGL:columna OV 17 3%,longitud 1,8m ,temperatura 220—270°C,
5°C/min.

tR(compuesto,%): 12,69 (colesterol, 0,15), 13,55(campesterol,
12,76), 14,12(estigmasterol, 2,87), 15,23(sitosterol, 47,47).

El SO4H2 se elimind de la fase acuosa con CO4Ba
y lugo se desalificé mediante tratamiento con resina de inter-
cambio catibnico fuerte (forma HY) y posteriormente con resi-
na anibénica débil.

La presencia de azlicares se determind por CCD
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de celulosa F,solvente nbutanol-piridina-agua,6-4-3,0btenién-
dose una sola mancha concordante con el Rf del testigo de
glucosa.

Se identificaron de esta manera,colesterol-3-0-
glucésido 122, campesterol-3-0O-glucésido 121,estigmasterol-3-0-
glucbésido 129 y sitosterol 3-0-glucdsido 120.En ningln caso se

analizé la configuracidén del carbono anomérico de la glucosa.

Percolado acuoso

colina 123

Se efectud una marcha de alcaloides con 1gr del
percolado.Se precipitd con sal de Reinecke a pH 12,obteniéndose
20 mg de un precipitado rojo oscuro.Se extrajo con CHZCHZ a pH
12, 8, 5 y 1,pero en ningin caso se detectd presencia de al-
caloides.

El precipitado fue disuelto en acetona y libe-
rado del complejo de reineckato pasdandolo por resina Amberli-
te IRA-400(forma HO ) em MeOH.

Se obtuvieron 5 mg de base libre.Por CCD de ala-
mina neutra se obtuvo una sola mancha que se identificd como

colina 123 comparando con el testigo aislado en Poa huecu.

CCD:alGmina neutra, solvente 1:n-butanol-HZO-AcOH,4-5-1,fase
superior,Rf 0,51 (Draggendorf color rojo).

solvente 2:C1;CH-MeOH-AcOH,10-1-0,1 ;Rf 0,40.

celulosa F: MeOH—NH4OH, 4-1, Rf 0,72,

Percolado metandlico

Se fraccionaron 1,3gr del percolado en CC de
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Sephadex LH-20 con MeOH como eluyente.

De dicho fraccionamiento se aislaron dos glicdsidos
de flavonoide,una aglicona que resultd ser tricina 14 y manitol
130 que precipitd en forma cristalina al eluirse de la columna

de Sephadex.

manitol 130

PF 166,168°C(acetona);lit. °% 168°c,

Se prepard el alditol acetilado de acuerdo a la

técnica general.
CGL:columna ECNSS-M 3%,longitud 1,8m ,temperatura 180°C,iso-
térmica; tp 27,20,concordante con un testigo sintético.

tricina 14

Se compard con el testigo aislado de Poa huecu por
CCD y CLAR.

CCD silicagel G:solvente 1:C13CH—MeOH, 95-5, Rf 0,42,
solvente 2:C13CH—MeOH, 9-1, Rf 0,67.

CLAR
solvente de elucién:MeOH-agua-AcOH, 7-1-0,01 ,flujo 1,7 ml/min.

ta 14,6 min.

luteolina-6-C-(-2"-0- a-D-manopiranosil- B-D-glucopirandsido) .131

CH3OH

uv Amax

(nm) :ver tabla pdgina 124,
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1H—RMN(100MHZ,DMSO-d6) ppm: 3,0-3,6(m,H-C-OH de azﬁcargs,la
sefial no pudo ser integrada dado que coincide con la sefial

de agua en DMSO), 4,30(d,1H,Je_e=2Hz,H-T”), 4,70(d,H,J,__ =8Hz,
H-1" ),6,50(s,1H,H-8), 6,69(s,1H,H-3), 6,92(d,1H,J0=8Hz,H-S'),
7,42(m,2H,H-2' y 6').

"3c-RMN( 25,2MHz,DMSO-d,) ppm: 61,3(C-6"),64,3(C-6'"), 66,7
(C-4"1),70,2.(C-4" y C-2"'),71,3(C-1"), 72,2(C-3""* y 5"'),
78,5(C-3"), 80,0(C-2"), 81,3(C-5"), 93,3(C-8), 102,3(C-1""),
102,4(C-3),104,8(C-10), 108,0(C=6),112,8(C-2'), 115,9(C-5'),
118,6(C-1'),120,9(C-6'), 145,7(C-3'), 149,9(C-4'), 156,2
(C-5), 160,7(C-9), 163,2(C-2 y C-7), 181,3(C-4).

Preparacidn del derivado permetilado de 131

Se disolvié 1 mg de 131 en 2 ml de DMF,se agrega-
ron 100mg de NaH y luego 0,5 ml de IMe. Se dejd a temperatura
ambiente al resguardo de la humedad.Luego de 1 hr. se interrum-
pibé la reaccidn por agregado de agua y se extrajo el permetil
éter con C12CH2. Se repiti6 el procedimiento para asegurar la

permetilacion.

EM m/z(%): 765(M+1, 0,19), 764(M, 1,19), 545(S0, 75,3), 543
(so-2, 6,5), 529(S,100), 497(S-32,19,0), 385(i, 21,2), 371
(5, 95,7), 369(j-2H,17,1), 355(k, 46,9).

Hidrélisis &dcida:

Se calentaron 2 mg del diglicésido 131 con C1H
7% en metanol-agua,l-1 , durante una hora a 100°C.Luego de
neutralizar,se extrajo la fase acuosa con n-butanol,aislin-
dose de esta manera la fraccidén de flavonoides con la unidad
de C-glicostilo.

La fase acuosa se desalificd pasiandola sucesiva-
mente por resina de intercambio catidnico fuerte y anidnico
débil.
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La manosa se identificé por CCD de celulosa F
con n-butanol-piridina-agua,6-4-3, Rf manosa 0,58;coincidente
con testigo de D-manosa.

Se prepar6é ademds el manitol acetilado,por reduc-
cién de la manosa con BH,Na a pH 9 y posterior acetilacidn por
la técnica general.Se compard tp en CGL con columna ECNSS-M 3%,
longitud 1,8m ,temperatura 180°C,isotérmica.
tRmanitol acetilado: 27,65 min.

Hidrélisis enzimatica:

Se incubaron a 37 °C, 2mg del glicdésido 131 disuel-
tos en 0,2 ml de buffer acido citrico-citrato,pH 4,60,con 0,1
ml de solucién de a-manosidasa de Canavalia ensiformis (Smg/ml),
(Boehringer ,Mannheim,Alemania Federal).

Se tomaron muestras a 24 y 48 hs,comprobandose
hidré6lisis total.La manosa y el resto del flavonoide se sepa-

raron del mismo modo que en el caso de hidrdlisis acida.

buffer dcido citrico-citrato:Se disolvieron 0,5360gr de acido
citrico y 0,7200gr de citrato de sodio dihidratado en 100 ml
de agua.El pH medido con peachimetro dio un valor de 4,60.

Derivado acetilado de 131

3 mg de 131 fueron acetilados mediante la técnica

general.

1H-RMN del derivado acetilado del compuesto l§1(100MHz,DC13CH)
ppm:1,98-2,10(m,21H,7 x CH;-COO de azGcar), 2,3-2,6(m,12H,4 x
CHy-CO0 de fenol), 4,42(d,1H,J,_ =2Hz,H-1"'), 4,86(d,1H,J =
6Hz ,H-1"), 6,41(s,1H,H-3), 6,44(s anhco,H-8), 6,52(d,1H,J0=7Hz,
H-5').Los H-2' y 6' quedan incluidos dentro de la sefial de

ClzCH.
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isoorientina 30 y orientina 29

CCD de silicagel:solvente AcOEt-piridina-agua-MeOH, 8-2-1-0,5.
Rf:isoorientina 0,59 ,orientina 0,65 ,compuesto 131 0,10 ,kidro-

lizado del compuesto 131 0,57

CLAR:solvente .agua-metanol-acido ac&tico, 55-45-0,1.
tR(min.): isoorientina 3,2 ,orientina 3,6 ,compuesto 131 ,hidro-

lizado del compuesto 131 3,2,
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo estuvo centrado en
el estudio quimico de Poa huecu Par.(Familia Gramineae) ,planta
argentina tdéxica para el ganado,que crece en nuestra cordi-
llera patagdnica.

Se estudid ademds Poa annual. como comienzo de
un estudio quimiotaxondmico del género Poa.

En base a estos objetivos se desarrollaron los

siguientes temas:

1)Introduccidén a la Familia Gramineae,aspectos botinicos,econdmi-
cos y quimiotaxondémicos detallando los estudios quimicos re-
gistrados en la literarura.

Se describe ademds el género Poa desde un punto de
vista quimico y botéanico.
2)Toxicidad de Poa huecu Par:Descripcidén de la sintomatolo-
gia de la enfermedad producida por la ingestidn de la plan-
ta.Suposiciones hasta el presente acerca de los principios
téxicos.
3)C-glicdésidos de flavonas:Introduccidn a la familia de
estos compuestos.Distintos tipos.Aspectos sobre la biosinte-
sis.

Elucidacidén estructural por 1H-RMN, 13C-RMN y
EM.Distincidén entre los distintos tipos.Datos de utilidad para
los resultados de esta tesis.
4)Discusidén de los resultados obtenidos: Se discute el aisla-
miento e identificacidén de los compuestos aislados de 1los
extractos de éter de petrdleo y metandlico de Poa huecu por
medio de distintas técnicas espectroscdpicas.

Del extracto de éter de petrdleo de Poa huecu se

-

aislaron:



a)hidrocarburos lineales de C23H48 a C35H72.
b)alcoholes lineales de C24H500 a 034H700
c)alcoholes de la serie <so de C24H500 a C34H700
d)germanicona 109

e)lupenona 110

f)ciclolaudenona 112

g)hopenona 113

h)lupeol 111

i)campesterona 115

j)sitosterona 114 _
k)estigmasta-3,5-dien-7-ona 116
1l)colesterol 74

m)5,6-dihidrocolesterol 77

n)campesterol 73

fi)5,6-dihidrocampesterol 76

o)sitosterol 72
p)5,6-dihidrositosterol 75
q)acido ferfilico 12
r)acido sindpico 13
s)dacido p-cumarico 9
t)dcido cafeico 119

Del extracto metandlico se aislé:
a)colesterol-3-0-glucdsido 122
b)campesterol-3-0-glucésido 121
c)sitosterol-3-0- B -Dglucopirandsido 120
d)escopoletina 3
e)umbeliferona 2
f)tricina 14
g)selagina 126 _
h)5,7,3'-trihidroxi-4"',5'-dimetoxiflavona 125

i)colina 123
j)acetilcolina 124

186

Se efectud una comparacién espectroscdpica con
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los datos obtenidos de tricina 14,selagina 126 y 5,7,3'-tri-
hidroxi-4',5'-dimetoxiflavona lgg,aislada; de Roa huecu , junto
con tricetina 127 obtenida por desmetilacidn de tricina con
dcido iodhidrico y con 5,7-dihidroxi-3',4',5'-trimetoxiflavo-
na 17 testigo.

Se estudid la accidn antimicrobiana de estos ex-
tractos frente a una serie de microorganismos,encontrandose
actividad del extracto de éter de petrdleo frente a
Mycobacteriun phlei.Dicha accidn se adjudicé a la fraccidn rica
en derivados del adcido cindmico(dcidos fertilico 12,cafeico 119,
sindpico 13 y p-cumirico 9).

Posteriormente se analiza la toxicidad del ex-
tracto acuoso y los estudios farmacoldgicos realizados para
conocer la estructura de los principios activos.

Por Gltimo se analizan los resultados del estudio
quimico de Poa annua .

Al igual que en Pog huecu se aislaron los compuestos
14, 72, 73, 74, 75, 114, 116, 120, 121~y ademis

a)estigmasterol 128
b)estigmasterol-3-0-glucdsido 129
c)isoorientina 30 |
d)luteolina-6-C— (2''-0- a-D-manopiranosil)- g-D-glucopira-
nésido) 131
e)manitol 130
Los compuestos 125 y 131 resultaron estructuras

nuevas,no descriptas anteriormente en la literatura.
S)Parte experimental:Se describen los métodos separativos
y sintéticos,asi como los datos espectroscépicos de los

compuestos aislados en ambas plantas.
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-Phytochemistry 24,2131(1985)
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