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Metabolitos secundarios de plantas superiores y analogos con
actividad biologica

Resumen

En el presente trabajo de Tesis se describe el aislamiento, elucidaciéon
estructural y actividad biologica de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos etanolicos de dos especies nati®asdia americanaL.) Gottschling & J.

S. Mill e Hyalis argenteaD. Don ex Hook & Arn varlatisquamaCabrera. También
se detalla la obtencién de derivados semisintéticos a partir de productos naturales
abundantes.

Cordia americana(L.) Gottschling & J. S. Mill es un arbol maderero
ampliamente distribuido en el norte argentino. A partir de la corteza de este arbol se
aislaron seis neolignanos nuevos que poseen en su estructura un particular biciclo
[2.2.2] octeno, muy poco comun en otros productos naturales. Se invistigd
adividad antifingica, antibidtica y antioxidante de dichos compuestos.

A partir del extracto etandlico del arbusto costdg@lis argenteaD. Don ex
Hook & Arn var. latisquamase aislaron e identificaron veintiséis terpenoides y una
cumarina. Cuatro de estos compuestos son nuevos. Tanto los extractos crudos de las
partes aéreas y rizomas, como los compuestos puros fueron ensayados frente a los
hongos patégenofandida albicansy Cryptococcus neoformansAdemas, una
alicuota del extracto polar de las partes aéreas fue incluida en pinturas de matriz
soluble, a fin de evaluar su capacidadifouling en ensayos de campo realizados en
el Puerto de Mar del Plata.

Con la intencion de adicionar residuos que tuvieran activataouling
reconocida, se obtuvieron diez derivados a partir del acido abiético, uno de los
mayores constituyentes de la resina colofonia. Cuatro ed#0s compuestos se
reportan por primera vez.

Con el mismo objetivo, se adicion0 un residuo oxazolico a acidos biliares
obteniéndose siete derivados nuevos. También se sintetizd el oxazol que se utilizé
para modificar a los &cidos biliares. Tanto este compuesto, como los derivados de los
acidos biliares y los acidos biliares de partida fueron utilizados en ensayos de
actividad antifungica frente @andida albicans Ademas, algunos de los derivados

fueron incorporados en pinturastifouling
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Plant secondary metabolites and analogs with biological activity

Abstract

In this thesis is described the isolation, structural elucidation and biological
activity of secondary metabolites present in the extractSastlia americana(L.)
Gottschling & JS Mill andHyalis argenteaD. Don ex Hook & Arn varlatisquama.

The synthesis of derivatives from accessible natural products that can be obtained in
large quantities is also detailed.

Cordia americangL. ) Gottschling & JS Mill is a timber tree widely distributed
in northern Argentina. Six new neolignans with a particular [2.2.2] octene bicyclic
core rarely found in other natural products were isolated from the bark. Then
antifungal, antibiotic and antioxidant activities of the six neolignans were assayed.

The aerial parts and rhizomes of the coastal bilis argenteaD. Don ex
Hook & Arn var. latisquamawere studied separatedly. Twenty six terpenoidsaand
coumarin were isolated. Four of these compounds are new. Both crude extracts of the
aerial parts and rhizomes, as well as the pure compounds were tested to evaluate their
antifungal activity against the pathogenic fu@andida albicansand Cryptococcus
neoformansBesides, the polar extract of the aerial parts was included in antifouling
paints for field trialsat Mar del Plata harbour.

Abietic acid, which is one of the major constituents of rosin, was used as
starting material to obtain ten derivatives. The modifications were designedd
structural moieties with known antifouling activitp abietic acid. Four of these
derivatives are reported for the first time.

With the same objective, seven new oxazole derivatives were synthesized from
bile acids. The oxazole fragment ifsevas also prepared. This last compound,
together with the bile acids derivatives and the parent bile acids were tested for their
antifungal activity againg€andida albicansin addition, some of the derivatives were

incorporated in antifouling paints.

Keywords: higher plants, secondary metabolit€srdia americana neolignans
Hyalis argenteavar. latisquama terpenoid, abietic acid, bile acids, synthetic

modifications, oxazoles, antifungal activity, antifouling activity, antioxidant activity.
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CAPITULO 1

Introduccioén

Los productos naturales en la busqueda de nuevas drogas

En el mundo actual, cada vez mas interconectado, aparecen a un ritmo sin
precedentes nuevas enfermedades que, en muchos casos pueden atravesar
rapidamente fronteras y propagarse. Desde 1967, se han identificado al menos 39
agentes patdgenos nuevos, entre ellos el VIH y los causantes de la fiebre hemorragica
del Ebola, la fiebre de Marburgo y el SRAS. Otras amenazas existentes desde hace
siglos, como gripes pandémicas, paludismo y tuberculosis, siguen afectando la salud
publica debido a una combinacion de mutaciones y resistencia a los medicamentos,
sobre todo en pacientes inmunosuprimiti&stos hechos provocan que la busqueda
de nuevas drogas farmacéuticas sea un proceso continuo y dinamico. Aun cuando se
logre encontrar un compuesto con la actividad deseada y éste llegue al mercado
siempre existira la necesidad de mejorar el principio activo; ya sea para poder
disminuir la dosis a emplear y los efectos indeseados, 0 para contrarrestar una posible

resistencia.

En este contexto, los productos naturales son atractivos compuestos de partida
en el descubrimiento de sustancias lideres para el desarrollo de nuevos farmacos. En
el periodo que comprende los afios 1981 a 2010, los informes de nuevas entidades
guimicas bioactivas demuestran que los productos naturales aun constituyeh mas de
50% de la base de las drogas de uso coméréalla clasificacion realizada por
Newman en el 2012, se tienen en cuenta ademas de los compuestos aislados
directamente de una fuente natural (N) y sus derivados de semi-sintesis (ND), a los
compuestos obtenidos mediante sintesis total, pero que tienen alguna relacién con los
productos naturales. Dentro de este grupo, se hallan los que imitan a los productos
naturales (S/NM), los que incluyen en su estructura un farmacoéforo naturay (S*),
finalmente los que poseen estas dos caracteristicas (S*/dpe acotar que en
dicha clasificacién sélo se tuvieron en cuenta las drogas que correspondian a la

~17 ~



Capitulo 1

definicion de PROpFXODV 3@EilX ldex a0 1a& macromoléculas como

polisacéaridos y proteinaBigural.l).

Figura 1.1.Nuevas moléculas pequefias bioactivas entre 1981 y 2006, clasificadas por origen.

A pesar del esfuerzo realizado por las compafiias farmacéuticas por disefar
nuevas entidades quimicas a partir de la quimica combinatoria, hasta el momento sélo
un compuesto obtenido mediante esta metodologia fue aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) para su comercializacion (Bayer) como antitumoral. Su

estructura se muestra erHigura 1.2y se conoce con el nombre de sorafehjb (

(@]
Cl (@]
o) XN
i M _n H
F
1: sorafenib

Figura 1.2. Estructura del sorafenib, obtenido mediante quimica combinatoria

Una caracteristica fundamental de los compuestos de origen natural, es su
enorme diversidad estructural y quimica, por lo que su estudio complerienta
universo de estructuras que se pueden obtener mediante metodologias dé sintesis.

~18 ~



Introduccién

Otra ventaja importante de los productos naturales radica en su historia
bioldgica. Estos metabolitos secundarios derivan del fendmeno de biodiversidad en
donde las interacciones entre los organismos productores y el medio ambiente generan
entidades quimicas complejas con las que dichos organismos aumentan su
competitividad y posibilidades de supervivertcla biosintesis de estos metabolitos
involucra la interaccion repetida con enzimas moduladoras, y, a su vez, la funciéon
biolégica real de muchos productos naturales depende de la interacciébn con otras
proteinas. Por lo tanto, la capacidad de los productos naturales de interactuar con
receptores moleculares, un requisito indispensable para un farmaco eficaz, podria
considerarse biolégicamente validada. Ademas, los esqueletos carbonados de
compuestos de origen natural son estructuras privilegiadas que pueden incluir varios
centros asimétricos, biosintetizados de forma 100% estereoselectiva y con
conformaciones definidas. Estas caracteristicas, logran que las interacciones con
proteinas blanco responsables de la actividad biolégica, sean mas especificas en los
productos naturales que las exhibidas por los productos puramente sifitéticns.
consecuencia de las caracteristicas estructurales mencionadas previamente, la sintesis
total de productos naturales no resulta una tarea sencilla, requiriendo, la mayor parte

de las veces, de muchos pasos y con rendimientos finales que suelen ser bajos.

Las plantas superioredian constituido la base de la medicina tradicional,
hallandose registros que datan desde la Edad Antigua y que documentan el uso de
aceites esenciales deedrus (cedro), Cupressus sempevirergsiprées), Glycyrrhiza
glabra (regaliz), especies deommiphora(mirra), y Papaversomniferumamapola),
los cuales aun se utilizan para el tratamiento de malestares como tos, resfrios e
inflamacione<. Dentro de la etnofarmacologia, el aislamiento de la morfha (
analgésico) a partir del opio en 1805 por el farmacéutico aleman Friedrich Wilhelm,
representa uno de los hechos mas significativos, ya que fue una de las primeras drogas
de origen natural en ser comercializada (Merck, 1826). Este descubrimiento
popularizo la utilizacién de los compuestos naturales puros con fines medicinales, en
lugar de preparados basados en extractos cPu@trss ejemplos, incluyen la atropina
(3, Atropa belladonnaanticolinérgico), la colchicinad( Colchicum autumnalegara
el tratamiento de la gota), la efedrind, Ephedra sinica,broncodilatador)y la

digitoxina @, Digitalis purpurea cardiotonico) entre muchos otros. Estos ejemplos de

~19 ~



Capitulo 1

productos naturales que se comercializan para su utilizacibn como drogas

farmacéuticas se pueden observar dfidara 1.3.

N
OH
OH
o} HN
(0]
2: Morfina 3: Atropina 4: Colchicina 5: Efedrina
(Papaver somniferum)  (Atropa belladonna) (Colchicum autumnale) (Ephedra sinica)
OH
H
0 o\(':l\
7w o)
= H
OH
6: Digitoxina
(Digitalis purpurea)

Figura 1.3. Algunos ejemplos de productos naturales que se utilizan actualmertel cogas

comerciales

Ademas de estos compuestos que se han utilizado directamente en la
elaboracion de drogas farmaceduticas, se halla otro grupo de productos naturales de
origen vegetal que han servido de base para la obtencion de derivados y analogos con
mejor accién terapéuticaPor ejemplo, a partir de la kellin@, (aislada deAmmi
visnaga(L) Lamk), fue posible desarrollar el broncodilatador cromolin sodira_é&
papaverinaq) (Papaver somniferujnfue la base paral desarrollo del hipertensivo
verapamil {0). El alcaloide quininal(l, Cinchona officinali¥ es el primer ejemplo
del uso de productos naturales como antimalaricos desde 1820, y fue reemplazado por
sus derivados cloroquinind?) y mefloquina {3). La artemisima (14, Artemisia
annug es el segundo ejemplo importante en lo que respecta a compuestos naturales
utilizados para tratar la malaria. En un intento por potenciar su actividad, en 2007 se
comenzaron a realizar ensayos de actividad con un analogo dim&sjcgVer
Figura 1.4).
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f0) o I OH
| /) —® NaO ° L ona
o} o o}
7: Kellina
Y AN
\O /N

9: Papaverina

14: Artemisinina 15: Analogo dimérico de artemisina

Figura 1.4. Algunos ejemplos de derivados semi-sintéticos de productos naturales gtilizan

actualmente como drogas.

De las drogas oncologicas de uso clinico derivadas de plantas, las mas conocidas
son los alcaloides vinblastinal@) y vincristina (7) obtenidas a partir de
Catharanthus roseu€ La vinblastina es un hibrido natural de dos alcaloides,
catarantina y vindolina, y la diferencia con la vincristina radica en el reemplazo de un
grupo metilo por un aldehido en la misma posicion, CR2gufa 1.5). A pesar de
esta pequefa diferencia estructural, ambas moléculas difierens goropiedades
antitumorales! Mientras que la vinblastina se utiliza principalmente en el tratamiento

de linfomas de Hodgkin, la vincristina se utiliza para combatir leucemias ajudas.
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Por otro lado, los alcaloides monomés que conforman las estructuras de los dos
anticancerigenos, son también naturales, pero no muestran actividad significativa

frente a células tumoralés.

Mas recientemente, el paclitaxdl8[ que se conoce con el hombre comercial
Taxol (Taxus sp. adquirio importancia mundial para el tratamiento del cancer de
mama. Surgieron luego derivados semi-sintéticos como el docetdQelq@e
mostraron algunas ventajas respecto al producto natural. La camptoinan(
alcaloide quinolinico aislado deamptotheca acuminatanicio la Fase 3 de ensayos
clinicos en 2008 en pacientes con cancer de ov@rer Figura 1.5). Sin embargo,
para poder superar la baja solubilidad en medios acuosos y la inestabilidad del
producto natural, se desarrollaron derivados semi-sintéticos. Actualmente, dos de
ellos, topotecan2(l, Hycmatin®, GSK) e irinotecan2g, Camptosar® Pfizer), se

pueden encontrar en el mercado.

16: R = CHj, Vinblastina . .
17- R=CHO, Vincristina 18: Paclitaxel

21: Topotecan 22: Irinotecan

Figura 1.5. Alcaloides naturales utilizados en terapias anticancer.
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Agentes antifungicos aislados de plantas

Existen aproximadamente 250.000 especies fangicas conocidas, de las cuales
por los menos 100 causan enfermedades en seres hurhdtsie. nimero crece
constantemente debido a los denominados hongos oportunistas, que si bien conviven
con individuos sanos, pueden causar enfermedades en personas

inmunocomprometica*

Actualmente existe un niamero muy limitado de drogas antifungicas eficaces en
el mercado. Las células fungicas y las de mamiferos, ambas eucariotas, comparten un
gran porcentaje de su maquinaria enzimética y bioguimica y por lo tanto esto plantea
una dificultad al buscar antifingicos que posean especificidad hacia blancos
moleculares del hongd.Por ello, las drogas con las que se cuenta hoy en dia para el
tratamiento de infecciones fangicas presentan varias desventajas como toxicidad y
generacion de resistencia. Este fenbmeno ha ido creciendo en forma alarmante,

pudiendo convertirse en un determinante crucial del fracaso de un tratamiento.

La droga de amplio espectro Anfotericina B3,(Figura 1.6), extraida de la
bacteria Streptomyces nodosufue practicamente el Unico tratamiento para
enfermedades causadas por hongos durante casi 30 afios. Su mecanismo de accién se
basa en la unién al ergosterol, el principal esterol de la membrana flngica, generando
canales que aumentan la permeabilidad de la célula, lo que provoca la muerte de la
misma. Sin embargo, la Anfotericina B, causa una significativa nefrotoxicidad en los
pacientes bajo tratamiento y su administracion se linlaavéa intravenosa dado que
presenta mayor toxicidad al ser ingerida por via '8rdlLos azoles24 y 25 que
surgieron a fines de la década del 80 y a principios de 1990, directamente inhiben la
sintesis de ergosterol. Estos compuestos constituyeron grandes asancegue
respecta a su administracién ya que presentan alta biodisponibilidad por via oral, por
lo cual la dosis requerida es generalmente menoidagde Anfotericina B, lo cual
disminuye notablemente los riesgos de toxicidad. Sin embargo, se observaron
episodios de recurrencia al finalizar el tratamiento con azoles y la aparicién de cierta
resistencia a este tipo de drogas. Ademas, en general, los azoles presentan un menor
espectro de accién que la Anfotericina ®BFinalmente a fies del siglo 20 se
sintetizaron las equinocandin&s), a partir de un producto natural del hortgjarea

lazayensis Su mecanismo de accion radica en la inhibicion de la -1,3-
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glucanosintetasa, enzima responsable de formar polimeros de glucosa (glucano),
esenciales para la estructura de la pared fangica. La inhibicion de esta enzima
presente en la mayoria de los hongos y, ausente en las células de origen humano,
origina una disminucién de la sintesis de glucano, permitiendo que la célula fungica

entre en fase de inestabilidad osmdética y conduciendo posteriormente a su muerte.
Aunque las equinocandinas presentan menor toxicidad que los antifingicos descriptos
anteriormente, no son activos frente a los hongos oportunistas mas comunes como ser,

por ejemplo las especies @¥yptococcusque atacan preferentemente a pacientes

OH
OH
\OH

e OH
HOL_- N\
, COOH /_ N LN
HO_ O

23: Anfotericina B 24: Fluconazol 25: Miconazol

Sﬁ

inmunosuprimidos.

26: Equinocandina B

Figura 1.6. Estructura de la Anfotericina, Bzoles y equinocandinas mas utilizados como

antifingicos

Por lo visto, a pesar de que se ha progresado en las terapias para tratar
enfermedades provocadas por hongos, el grupo de antifingicos con los que se cuenta
actualmente dista mucho de ser perfecto y ningun antimicotico es 6ptimo en todos los

~ 24 ~



Introduccién

casos. Por lo tanto hay una creciente necesidad de hallar sustitutos de los
antimicéticos ya conocidos y, las plantas han demostrado poseer un niumero amplio de
compuestos con dicha actividad. Si bien se hallan reportes de algunas saponinas y
terpenoides con actividad antifingica, los metabolitos que poseen una naturaleza
fendlica se destacan indudablemente. Algunos estudios en el mecanismo de accion de
los compuestos fenolicos sugieren que la posicion y el grado de hidroxilacion en el
anillo aromatico estan estrechamente relacionados con la toxicidad, observandose un
aumento de ésta al aumentar el grado de hidroxilacion. Se cree que estos compuestos
actuan inhibiendo enzimas claves para el microorganismo, probablemente enediant
reacciones con grupos sulfhidrilo de las proteinas. ERidara 1.7 se pueden
observar algunos ejemplos de fenoles naturales con actividad antifingica aislados de
plantas. Por ejemplo, la hopeanolir®¥)( aislada de la corteza déopea exalata
presenté actividad en un rango de 0.1-22.5 ug/mL frente a una serie de hongos
fitopatdgenos? El neolignano conocarpa@g) extraido dePiper solmsianumsuperd

la actividad del control (ketoconazol) frente NMicrosporum canisque causa
dermatitis en animales y humarf8d.a chalcona29, result6 ser la responsable de la
actividad antifungica exhibida por extractos Aaccagnia punctatay demostré

ademas, actuar mediante un mecanismo distinto de los azoles y la Anfotefitina B.

B O
=
(L~
0]
OH OH

28: Conocarpan 29: 2'4'-dihidroxichalcona

HO
27: Hopeanolina
Figura 1.7. Fenoles obtenidos de plantas con actividad antifangica

Entre los terpenoidegigura 1.8) con actividad antifingica se destacan algunas
lactonas sesquiterpénicas coBte34 (Centaurea pullataque superaron al miconazol
(droga de referencia) en todos los ensayos realiZados.
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El triterpeno tetraciclico dammaranodien@5)( purificado de Euphorbia
segetalispresenté un MIC de 32 pg/mL frente a tres especi€rggtococcus: Por
otro lado, algunas saponinas coB®) actlan desorganizando la membrana celular
fungica y han probado poseer buena actividad.

OAc

Figura 1.8. Terpenoides de plantas con actividad antifungica

Estos antecedentes alientarncontinuar con la busqueda de nuevos agentes

antifangicos en las plantas.

Actividad antifouling

El biofouling marino se define como el proceso de colonizacion de una
superficie sélida (cualquiera sea) sumergida en agua de mar, por parte de
microorganismos, plantas y animaféé

Se ha descripto un modelo de este fendmeno, como un proceso que ocurre en
cuatro etapas que pueden superponerse en la secuencia d€tiEstps.involucran:

1) la adsorcion de macromoléculas organicas (proteinas, glicoproteinas y
polisacaridos) TXH (*DOAR@D Q" OD VXSHUILFLHneHigtaddtd WD 2 F XL
luego de la inmersion del sustrato en agua de mar y depende de la superficie del

mismo, por lo que la capa resultante puede ser muy heterogénea.
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2) la colonizacion de esta superficie por procariotas, los cuales establecen un
biofilm bacteriano thicrofouling. Las células establecen contacto con la capa
organica adsorbida sobre la superficie, mediante interacciones no covalentes con los
carbohidratos o proteinas adhesivas de la pared celular y finalmente forman enlaces
covalentes. Una vez ligadas a la superficie, las bacterias producen una matriz
polimérica esencial para mantener la adhesion.

3) la fijacion y desarrollo de eucariotas unicelulares (como por ejemplo
diatomeas). Esta etapa comienza dias después de la inmersion de la superficie.

4) finalmente, la adhesién de propagulos de organismos multicelulares, como
ser larvas de invertebrados y esporas de algasrofouling. Esto genera una
comunidad dinamica de macro-organismos, que va cambiando por procesos
ecoldgicos tales como predacion, competicion, accion climatica, etc.

Cabe destacar que en este proceso los pasos mencionados no necesariamente
son consecutivos ya que se ha demostrado que puede aotacrofoulingen una
superficie totalmente libre de biofilm, o por otro lado, un biofilm se puede formar
sobre un sustrato carente de la pelicula de acondicionarfitento.

Muchasadividades humanas involucran el uso de superficies sumergidas, como
sercascos de barcos, muelles, oleoductos y represas. En estos dastguting se
convierte en un problema con efectos econémicos muy adversos. Por ejdmplo, e
asentamiento bioldgico sobre la superficie de los cascos de barcos ocasiona un
aumento de la friccidén (debido a la mayor aspereza) que lleva a un aumento del peso y
a la reduccion consecuente de la velocidad y la maniobrabilidad. Para compensar esto
es necesario aumentar el consumo de combustible hasta en thy4@ss ello, los
costos totales del viaje pueden aumentar un ¥7®. biofouling ademas, va
produciendo el deterioro de la pelicula protectora y da inicio a los procesos de
corrosién, lo cual a su vez conlleva a un aumento de la frecuencia de entrada a dique
seco para la reparaci6h.En cafierias, ebiofouling produce una reduccién del
diametro interior y por lo tanto del flujo de agua. En nuestro pais, ya se ha informado
de taponamiento de cafierias de turbinas en la represa de Yacyreta producidos por el
SPHMLOOYyQ LiGriRgéaGfRrtungi El biofouling afecta también a plantas
desalinizadoras, plataformas petroleras, muelles y a todo tipo de estructuras

sumergidasKigura 1.9)
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Ademas de las desventajas econOmicas que genebdofelling pueden
producirse graves problemas ecolégicos cuando los organismos acarreados por los
barcos colonizan o liberan sus larvas en las aguas del nuevo puerto. De esta manera
se introducen nuevas especies (invasoras) en ambientes donde no estaban

naturalmente presentés.

Figura 1.9. Cafierias y embarcaciones afectadas poio&uling

De todas las soluciones propuestas en la industria naviera, las pinturas con el
agregado de biocidas que inhiban el macronyirofouling son el método preferido
para combatir el asentamiento. En base a las etapas de desarrdtholidgl ya
mencionadas, estos aditivos pueden ser compuestos con actividad antibidtica,
antifiingica o citotoxica.

Entre los biocidas tradicionalmente usados en pinturas antiincrustantes, se
destaca al TBT (derivado del tributilestafio). Desafortunadamente, el uso de TBT,
tiene un impacto negativo en el medio ambiente marino. Se han observado
malformaciones eia ostraCrassostrea gigayg en el caracol de maducellasp, las
cuales incluyerel cambio de sex® Ademas, la Organizacién Internacional Marina
(IMO) ha reportado la bioacumulacion de TBT en mamiferos marinos y una
disminucién de la capacidad inmunolégica en peces. Esto produjo la prohibicién de su
empleo a partir de enero de 208% que condujoladesarrollo de alternativas a base
de cobre y zinc, cuyos efectos debian ser potenciados por la adicldoosters
biocidas como ser piritiona o isotiazolona de cébr8i bien estos compuestos

presentan menor toxicidad que el TBT, tampoco resultaron ser inocuos, y pueden ser
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transmitidos a través de la cadena trofica. Se genera entonces una necesidad de

basqueda de alternativas ecolégicamente amigables para el contiofaiging
Objetivos

El objetivo general del trabajo de esta Tesis es la busqueda e identificacion de
productos naturales de plantas superiores, que presenten alguna actividad biolégica de
interés. Los bioensayos se centraron en las actividades antioxidante, antibacteriana,

antifingica yantifouling

En particular, se estudiaron especies nativas de Argentina, y para que el estudio
de las plantas seleccionadas fuese ecolégicamente sustentable csgonbus
principalmente, especies silvestres algunas d@@V FRQVLGHUDGDV FRPR
Muchas de estas especies crecen nhaturalmente de manera profusa, con gran
produccion de biomasa, y suelen ser facilmente asequibles. Las plantas que retnen
éstas caracteristicas, son una fuente ideal para el aislamiento de productos naturales
dado que representan un recurso sustentable. Desde el punto de vista ecoldgico, éste
es un requisito fundamental para su utilizacibn como materia prima en la industria
dado que se trabaja en escalas de gramos o0 superiores. También es posible trabajar
con partes de la planta que se regeneren (por ejemplo corteza, flores y frutos) y por lo

tanto, que su extraccion no sea destructiva.

A partir de metabolitos secundarios abundantes es, en principio posible, generar
o mejorar la bioactividad de los mismos mediante modificaciones sintéticas.
Teniendo en cuenta la gran variedad de grupos funcionales presentes en los productos
naturales, es posible adicionar distintos tipos de fragmentos y aquellas estructuras
privilegiadas que ya tengan una actividad biolégica previamente reportada, resultan
especialmente interesantes. Por lo tanto, otro objetivo de este trabajo de Tesis fue
realizar modificaciones estructurales de algunos productos naturales abundantes, de
manera de adicionarles fragmentos con actividad conocida. Las modificaciones
estructurales se plantearon de manera de requerir pocos pasos de reaccion, para que el

escalado de la sintesis fuese viable.
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Breve descripcidon de cada capitulo

X En elCapitulo 2 se describe el estudio quimico del extracto de corteza

de Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. Mille donde se aislaron
seis nuevos compuestos con esqueleto de neolignano. Los compuestos
puros fueron sometidos a ensayos de actdr/idantifangica,

antibacteriana y antioxidante.

En el Capitulo 3 se describe el estudio dhyalis argenteaD. Don ex
Hook. & Arn. var.latisquamaCabrera. Se trabajé con los rizomas y las
partes aéreas por separado. Se logré el aislamiento y elucidacion
estructural de veinticinco terpenoides y una cumarina. Cuatro de éstos
compuestos son nuevos  ensayo la actividad antifungica de aquellos

compuestos de los que se disponia de cantidad suficiente.

En el Capitulo 4 se detallan las modificaciones sintéticas realizadas
sobreel acido abiético, un diterpeno constituyente de la resina colofonia.
Aprovechando el grupo carboxilo, se plantearon reacciones sencillas de
manera de incorporar fragmentos con actividadtifouling Se
obtuvieron diez derivados, cinco de ellos no reportados anteriormente.
También se describe la obtencion de siete nuevos derivados oxazélicos
de acidos biliares y del metil éster del &acido 2°,5-dimetil-4-
oxazolacético. Se ensayé la actividad antifingica tanto de los acidos

biliares de partida como de los oxazoles.
El Capitulo 5 contiene las conclusiones y perspectivas de esta Tesis.

En el Capitulo 6 se pueden consultar los procedimientos y protocolos
utilizados para el aislamiento y purificacién de los productos, asi como

para las modificaciones sintéticas y los ensayos de actividad.

~30 ~



Introduccién

Referencias

! WHO, La Propagacion Internacional De Enfermedades Amenaza La Salud, La
Economia Y La Seguridathforme Sobre La Salud en el Mundo 2@0D?7.

ZNewman, D. J.; Cragg, G. M., Natural Products as Sources of New Drugs over the
30 Years from 1981 to 2010ournal of Natural Product®012,75, 311-335.

¥ Newman, D. J.; Cragg, G. M., Natural Products as Sources of New Drugs over the
Last 25 YearsJournal ofNatural Products2007,70, 461-477.

“ Lahlou, M. The Success of Natural Products in Drug Discogrmacology &
Pharmacy{Online], 2013, p. 17-31.

® Mishra, B. B.; Tiwari, V. K., Natural Products: An Evolving Role in Future Drug
Discovery.European Journal of Medicinal Chemis211,46, 4769-4807.

® MuellerKuhrt, L., Putting Nature Back into Drug DiscoveNature Biotechnology
2003,21, 602.

" Cragg, G. M.; Newman, D. J., Natural Products: A Continuing Source of Novel
Drug Leads.Biochimicaet Biophyisica Acta - General Subje@813,183Q 3670-
3695.

8 Ji, H.-F.; Li, X.-J.; Zhang, H.-Y., Natural Products and Drug DiscovEBO
reports2009,10, 194-200.

° Grabley, S.; Thiericke, R., Bioactive Agents from Natural Sources: Trends in
Discovery and Application. In AdvancesBiochemical Engineering / Biotechnolggy
Springer-Verlag: 1999; Vol. 64, pp 101-154.

9Kingston, D. G. I.; Newman, D. J. Natural Products as Anticancer Agens®hn
Wiley & Sons, Inc.: 2012; pp 325-349.

1 |shikawa, H.; Colby, D. A; Seto, S.; Va, P.; Tam, A.; Kakei, H.; Rayl, T. J.;
Hwang, |.; Boger, D. L., Total Synthesis of Vinblastine, Vincristine, Related Natural
Products, and Key Structural Analogudsurnal of the American Chemical Society
2009,131, 4904-4916.

25ertel, S.; Fu, Y.; Zu, Y.; Rebacz, B.; Konkimalla, B.; Plinkert, P. K.; Kramer, A.;
Gertsch, J.; Efferth, T., Molecular Docking and Pharmacogenomics of Vinca
Alkaloids and Their Monomeric Precursors, Vindoline and Catharanthine.
Biochemical Pharmacolog®011,81, 723-35.

3 Ingraham, J. L. I., C. A., Microorganismos Eucariotas, Helmintos Y Artrépodos
Vectores. Inntroduccion a La MicrobiologiaEditorial Reverté: Barcelona, 1998; pp
274-283.

“Murray, P. R., K.; Pfaller, M. , Clasificacion, Estructura Y Replicacién De Los
Hongos. InMicrobiologia Médica Editorial Elsevier: Madrid, 2006; pp 67-69.

15 Kontoyiannis, D. P.; Mantadakis, E.; Samonis, G., Systemic Mycoses in the
Immunocompromised Host: An Update in Antifungal Therapye Journal of
Hospital Infectior2003,53, 243-258.

® Lewis, R. E., Current Concepts in Antifungal Pharmacoloitayo Clinic
Proceeding22011,86, 805-17.

\White, T. C.: Marr, K. A.: Bowden, R. A., Clinical, Cellular, and Molecular Factors
That Contribute to Antifungal Drug Resistaninical Microbiology Review4998,

11, 382-402.

18 Arif, T.; Bhosale, J. D.; Kumar, N.; Mandal, T. K.; Bendre, R. S.; Lavekar, G. S.;
Dabur, R., Natural Productg Antifungal Agents Derived from Plantdournal of
Asian Natural Products Resear2b09,11, 621-638.

~31 ~



Capitulo 1

¥Ge, H. M.; Huang, B.; Tan, S. H.; Shi, D. H.; Song, Y. C.; Tan, R. X., Bioactive
Oligostilbenoids from the Stem Bark bliopea exalataJournal of Natural Products
2006,69, 1800-1802.

2’De Campos, M. P.; Cechinel Filho, V.; Da Silva, R. Z.; Yunes, R. A.; Zacchino, S.;
Juarez, S.; Bella Cruz, R. C.; Bella Cruz, A., Evaluation of Antifungal Activity of
Piper solmsianumvar. solmsianum(Piperaceag Biological and Pharmaceutical
Bulletin 2005,28, 1527-1530.

“Svetaz, L.; Aguiero, M. B.; Alvarez, S.; Luna, L.; Feresin, G.; Derita, M.; Tapia, A.;
Zacchino, S., Antifungal Activity ofZuccagniapunctata Cav.: Evidence for #n
Mechanism of ActionPlanta Medica2007,73, 1074-1080.

2 Djeddi, S.; Karioti, A.; Sokovic, M.; Stojkovic, D.; Seridi, R.; Skaltsa, H., Minor
Sesquiterpene Lactones fro@entaurea pullataand Their Antimicrobial Activity.
Journal of Natural Product2007,70, 1796-1799.

%Madureira, A. M.; Ascenso, J. R.; Valdeira, L.; Duarte, A.; Frade, J. P.; Freitas, G.;
Ferreira, M. J. U., Evaluation of the Antiviral and Antimicrobial Activities of
Triterpenes Isolated frorRuphorbia segetalisNatural Product ResearcR003, 17,
375-380.

*Yebra, D. M. K., S.; Dam-Johansen, K. , Antifouling Technolddast, Present
and Future Steps Towards Efficient and Environmentally Friendly Antifouling
CoatingsProgress in Organic Coating&004,50, 75-104.

% Wahl, M., Marine Epibiosis. I. Fouling and Antifouling: Some Basic Aspects.
Marine Ecology Progress Serié989,58, 175-189.

%6 Champ, M. A., A Review of Organotin Regulatory Strategies, Pending Actions,
Related Costs and Beneficience of The Total Environm@®00,258 21-71.

27 Abbott, A.; Abel, P. D.; Arnold, D. W.; Milne, A., CodBenefit Analysis of the Use

of Tbt: The Case for a Treatment ApproaSkience of The Total Environme&ti00,

258 5-19.

28 Krug, P. J., Defense of Benthic Invertebrates against Surface Colonization by
Larvae: A Chemical Arms Racérogress in Molecular and Subcellular Biology
2006,42, 1-53.

?Evans, S. M.; Leksono, T.; McKinnell, P. D., Tributylin Pollution: A Diminishing
Problem Following Legislation Limiting the Use of Tbt-Based Anti-Fouling Paints.
Marine Pollution Bulletin1995,30, 14-21.

% Qi, S.-H.; Zhang, S.; Qian, P.-Y.; Xiao, Z.-H.; Li, M.-Y., Ten New Antifouling
Briarane Diterpenoids from the South China Sea Gorgodiamceella juncea
Tetrahedror2006,62, 9123-9130.

~32 ~
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Estudio quimicale Cordia americangL.) Gottschling & J.S.
Mill .

Antecedentes

El géneroCordia, perterce a la familia Boraginaceae y abarca alrededor de 250
especies entre arbustos y arboles. Presenta una distribucion cosmopolita, principalmente
en regiones tropicales y subtropicales. Esta familia presenta discrepancias en su
clasificacién y circunscripcion. En 1981, Cronquist, la consideré una sola familia y la
ubic6é en el orden LamialésSin embargo, afios mas tarde, en 1991, Al-Shehbaz la
dividié en 4 subfamilias como parte del orden Solanalésy en dia, con los avances
en las herramientas moleculares, parece haberse generado un consenso y la mayoria de
los autores proponen el orden Boraginales para incluir a esta familia. Aumque |
controversia acerca de las subfamilias y tribus que la componen prevalece, la
clasificacion taxondmica vigente de la especie estudiada en esta Tesis, se encuentra

detalladeenla Figura 2.1.

Reino: Plantae

Clase: Magnoliopsida
Orden:Boraginales
Familia: Boraginaceae
GéneroCordia

EspecieCordia americana

Figura 2.1. Lugar de recoleccion, ejemplar vy clasificacionGabedia americana

Se han aislado una gran variedad de compuestos de diversas especies de la familia

Boraginaceae entre los que se encuentran flavonoides, saponinas y quinonas; pero la
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principal caracteristica de la familia es la presencia de alcaloides pirrolizidinicos como
la amabilina 87, Figura 2.2)

OH
“—=i-Prop
o OH

A\
N

Amabilina (37)

Figura 2.2.amabilina

Por su parte, para el géne@ordia en particular, & han informado una gran
variedad de usos de los frutos, hojas, semillas y corteza de especies de éste género en
medicina tradicional. Los frutos d& dichotomay de C. corymbosae utilizaron como
antibacterianos y vermifugésLa decoccién de las hojas d& curassavicase ha
utilizado para tratar resfrios, neumonia o tos y enfermedades causadas por parasitos.
Las semillas d€. oblicuase emplearon en tratamientos antiinflamatctitgusiones
obtenidas a partir de las raices@legoetzese utilizaron en el tratamiento de malaria
y la lepra, mientras que extractos acuosos de la corteza ayudaban a curar llagas y
absceso3. Las especiesC. dichotoma C. myxa C. oblique C. verbenaceaC.
martinicensis C. salicifolia, C. spinescens, C .latifgliC. ulmifolia, entre otras, se han
empleado también como cicatrizantes, anti-inflamatorios y diuréticos.

Una revision bibliografica del género mostré que se trata de una fuente rica de
compuestos fendlicosC( goetzei® quinona (C. curassavicd C. globiferd) y
fenilpropanoides(. sebesteday C. exaltatd) (Figura 2.3).

HO OoH HO
O o) O 1) o o
‘O oH ~
o o

OH

OHO OHO

HO
Cordlgol (39)

Cordigona (38) Cordiaquinona A (40) Cordiaquinona B (41)
(C. goetzei) (C. goetzei) (C. curassavica) (C. curassavzca
Cordlaqumona J (42) Cordlaqumona K (43) Globlferlna (44) @
(C. curassavica) (C. curassavica) (C. globifera) (C. exaltata)
OH o OH
(0] HO
Homwe S Kj\/ﬁ( :
P O~ o
o T \/\©/ ‘ OMe on
OH OH
OH OH
Sebestenoide A (46) Sebestenoide B (47)
(C. sebestena) (C. sebestena)

Figura 2.3. Compuestos aislados previamente del géGemlia
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Estudio quimico d€ordia americangL.) Gottschling & J.S. Mill

Cordia americana(L.) Gottschling & J.S. Mill (Figura 2.1) es un arbol muy
comunmente encontrado en las selvas tropicales de Sur América, particularmente en el
sur de Brasil, norte de Argentina y Sur de ParagU&ppularmente, s conoce con
los nombres de guayaibi, guayaibi blanco, guayubira e ypé moraoti.

Las hojas se han utilizado ampliamente en medicina tradicional para tratar
enfermedades inflamatorias y como cicatrizahtea especie estudiada en este trabajo
de Tesis, en un primer momento fue clasificada cétatagonula american¥ En
1973 Moir & Thompsort? reportaron el aislamiento de tres compuestos nuevos: dos
cordiacromos 48 y 49) y un derivado del cinamaldehidé0j a partir del extracto
lipofilico del duramen del tronco. Posteriormente se identifico al acido rosmarinico
(51), un derivado del &cido cafeic®2), como el metabolito mayoritario de esta

plantal® Estas estructuras se pueden observar Eiglaa 2.4.

OH O CH=CHCHO

N 3co OCH,
II 3Co OH
oH o OCH,

Cordiacromo G (48)  Leucocordiacromo H (49) Patagonaldehido (50)

ﬁwm "Crye

Acido rosmarinico (51) Acido cafeico (52)

Figura 2.4. Compuestos aislados previamenteCdamericana

Hay varios reportes de actividades biolégicas ensayadas para compuestos aislados
de este género siendo las mas recurrentes las actividades antifingica, antibacteriana o
antioxidante" Los resultados han sido variables, destacandose la actividad fungicida de
la cordigona 38), cordigol @9)° y las cordiaquinonas40-43),° y la actividad
antibacteriana de la globiferind4).” De la especie€C. americana en particular, se
encuentra un dnico trabajo, dénde se estudio la actividad del extracto etanélico obtenido
a partir de las partes aéreas y del acido rosmariftit) $obre ciertas enzimas
involucradas en respuestas inflamatotfas.

En esta Tesis se trabajo con la cortez&damericanay se estudio la actividad

antioxidante, antibacteriana y antifingica de los compuestos aislados.
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Aislamiento de los compuesta358

Las muestras de corteza de. americanafueron colectadas en Santa Inés
(GarupéaFigura 2.1) en la provincia de Misiones en el mes de Enero del afio 2010. Un
voucher (N° 1446) fue identificado por la Prof. Manuela E. Rodriguez (Universidad
Nacional de Misiones) y se depositd en el herbario de la Catedra Sistemética Teodrica
(UNAM).

La corteza se extrajo con EtOH a temperatura ambiente y el extracto resdtante
tratd como se muestra enHagura 2.5. Luego de una particion entre AcOEt y(Hse
obtuvieron los extractos organico (PCP) y acuoso (PCM), respectivamente.

A partir del extracto PCM, utilizando distintas técnicas cromatografeas
obtuvieron los compuestds3 y 54. El extracto organico, PCP, se particiond entre
ciclohexano y MeOH-KD (9:1). El subextracto polar resultante (PCPP) se sometio a
cromatografia flash en columna seca. Por posterior purificacion de las fracciones
obtenidas, mediante columna de Sephadex LH-20, y CCD preparativa de fase reversa,
se obtuvieron los compuestbd (acido rosmarinico) $5-58. Para mayor detalle del

proceso de fraccionamiento ver la Seccion Experimental.

Figura 2.5. Esquema de extraccién de la cortez&damericana
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Elucidacion estructural del compue$i8

El espectro de masa de alta resolucion ESI en modo negativo del confliesto
(Figura 2.6) permitio establecer la férmula molecular comgH;s0,; (M/z calculado
537.1428 [MH]). Teniendo en cuenta esta férmula, la molécula debia contar con

dieciséis grados de instauracion.

[M-H]'

Figura 2.6. Espectro de alta resolucion E8él compuestd3

En el espectro de RMRH (500 MHz, Figura 2.7), a desplazamientos altos, se
observaban dos dobletas}, 7.45 y 6.28, acoplados cdrr 16.0 Hz, valor tipico de un
doble enlace de configuracidh Estos valores deGsugerian que este doble enlace
debia estar conjugado. Ademas, la regién aromatica del espectro presentaba dos juegos
de sefales caracteristicas de un patron de sustitucion AMX. La medicién de las
constantes de acoplamiento, que se pueden observar Feguta 2.7, indic6 una
sustitucion 1,3,4en los anillos bencénicos, dado que se distinguieron dobles dobletes
conJ alrededor de 2 y Biz, es decir acoplados con protones&n y meta Teniendo
en cuenta lo observado en esta region del espectro de RiMN comparando con
compuestos aislados previamente para el género y para la egied@ 61y 52),
estas sefales se asignaron a dos unidades de catecol.

Por otra parte, en los espectros de RM® (Figura 2.8) y HSQC-DEPT
(Figuras 2.9Ay 2.9B) se observaba la presencia de tres grupos carborgds@.8,

172.0 y 167.9), y dieciséis atomos de carbono con hibridagfomo cual daba cuenta
de las dos unidades de catecol, el doble erta@e mencionado, mas otro doble enlace

adicional.
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Figura 2.7. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) completo y ampliacién de la zona d&H alto del

compuest®d3
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Figura 2.8. Espectro de RMN°C (125 MHz, CROD) del compuest63
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Figura 2.9. Regiones del espectro HSQC-DEPT del compug3A) GH bajo yB) GH alto

El analisis de las correlaciones de los espectros HSQC-DEPT y HMBC permitié

asignar las sefiales de este segundo doble emiatenetino a/c 142.1 (/ 6.55), y un
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carbono cuaternario ac 135.3. Ademas, se pudo contabilizar: cuatro metinos
oxigenados y otras cinco sefiales alifaticas correspondientes a tres metinos, un metoxilo
(/c 52.7; Iy 3.71) y un Unico metileno. Segun la formula molecular propuesta, se habian
calculado dieciséis grados de insaturacion. Hasta el momento, se habian ubicado trece
de ellos, pertenecientes a los dos anillos de catecol, los dos dobles enlaces y los tres
carbonilos. Es decir, que restaban asignar 3 insaturaciones, y como en los espectros no
se observaron evidencias de mas dobles enlaces, la Unica posibilidad era construir tres
ciclos adicionales.

En el espectro COSYF{gura 2.10) se observd que el Unico metileno de la
molécula [/c 37.8; /|y 3.01 (dd,J = 14.3, 4.9Hz), 3.07 (dd,J = 14.3, 7.6 Hz)] estaba
directamente acoplado con uno de los metinos oxigenad@4 8 /4 5.22 (ddJ=7.8,

4.9 Hz)]. A su vez, en el espectro HMBEIdura 2.11), este metino correlacionaba con
dos carbonilos dc 172.0y /c 167.9. Estas correlaciones permitieron plantear la porcion

de estructura que se puede observar €iglara 2.12

r4.90
r4.95
r5.00

r5.05

r5.10

% T 0) 5.22;3.07,3.01 |

r5.25

f1 (ppm)

r5.30

r5.35

r5.40

r5.45

-
r5.50
T

T T T T T
3.30 3.25 3.20 3.15 3.10

T T T T T
3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80
f2 (ppm)

Figura 2.10.Correlacion entrez5.22 y ¢ 3.07, 3.01en el espectro COSY del compuB8to
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Figura 2.11. Ampliacién del espectro HMBC del compueSta G°C alto

~—~ HMBC
— COSY

Figura 2.12. Porcion de estructura del compuesso

Ademas, en el espectro HMBEid¢ura 2.11), se observd quel metileno (4
3.07, 3.01) correlacionaba con las sefales aromatiga28.6, 121.8 y 117.5) de uno
de los residuos de catecol, y con el carboailg 172.0, que a su vez correlacionaba
con el metoxilo (c 52.7; 4 3.71). Por otro lado, el carbonilo & 167.9 mostro
correlaciones con el doble enlace disustituido de configur&jdn7.45 y 6.28).

Se propuso entonces un fragmento molecular correspondiente a un éster metilico
del acido .-hidroxi-dihidrocafeico con su grupo hidroxilo en el carbonesterificado
por un grupo carboxilo conjugadd-(167.9) con el doble enlace disustitulElqFigura
2.13. Este residuo sin metilar, se halla presente en la estructura del acido rosmarinico
(51, Figura 2.4)
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Figura 2.13.Correlaciones del residuo de metil éster del acitiaroxi-dihidrocafeico.

El andlisis de las correlaciones en el espectro HMBfgufa 2.14)
correspondientes a los protones del doble ertdog 7.45 y 6.28), demostro que éste a
Su vez se encontraba conjugado con el segundo doble efatd2(1, /|4 6.55 /c

135.3)ya mencionadoKigura 2.15).

; F131
0 j N F132
‘ F133
134

4.11,
135.3

135

] 7.45; I
135.3 |

r136

137

r138
r139

f1 (ppm)

r140

. . 4.11; o [ 14
ﬂ 7.45; 6.28; 1421 @m I @ 2

— i 1421 1421 i 143
1 L F144

’ M U 3.30; b14s
142.1 146

r147

r148

149

T —T T T T —T —T
74 72 7.0 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
f2 (ppm)

Figura 2.14.Correlaciones del doble enlace@142.1y 135.5 en el espectro HMBC del compug8to

~42 ~



Estudio quimico d€ordia americangL.) Gottschling & J.S. Mill

~—~ HMBC

172.0 T

144.5 1421
6.55

Figura 2.15.Correlaciones del doble enlacea7.45 y 6.28 del compuesh3

Las sefiales de los dos carbonoSdm éste segundo doble enlade 142.1, /
6.55 /c 135.3), presentaron ademas correlaciones en el espectro HMBC con dos
metinos alifaticos ay 4.11 (/c 40.2) y /4 3.30 (/c48.7) Figura 2.14). Una correlacion
observada en el espectro COS¥g(ra 2.16) entre esta ultima sefal /4 3.30y /4
6.55 (/c 142.1) correspondiente al doble enlace trisustituido, permitio establecer la
conectividad directa de estos dos carbonos. Por lo tanto, el metind. Bl debia estar
unido al carbono cuaternarid:(135.3) de este doble enlaéaegura 2.17).

oo e TRY A,

4.25;2.68 4.11;2.68 3.15; 2.68

r3.0

3.30; 3.15
F3.5

425411 [ [

r4.5

f1 (ppm)

5.0

===5

55

r6.0
6.55;3.30 _

6.55; 4.11 [6s

6.55; 4.00

4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 42 4.1 4.0 3.9
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Figura 2.16. Ampliacién del espectro COSY a baj@H del compuest63
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HO
OH

Figura 2.17.Conectividad del doble enlace a doble enlacgg@ 835.3 y ¢142.1 del compuest3

El espectro COSYHigura 2.16) también revelé que el metino/a 3.30 (/c 48.7)
estaba directamente unido a los carbofe0$5.5 (/4 3.15) y /c 74.9 (/4 4.00), y que el
metinoa /4 4.11 a su vez estaba directamente unido a los carbleris6 (/4 2.68) y
Ic 84.0 (/4 4.25). Estas correlaciones permitieron continuar con la elucidacion del

compuesto y construir el fragmento que se presentaféguen 2.18.

COOCH;

016790
HO

Figura 2.18 Porcion estructural del compue&®

Correlaciones del metina /4 2.68 con/y 3.15 en el espectro COSYFigura
216 y de |y 411 y |y 4.25 con /c 74.9 en el espectro HMBCFigQura 2.19),
permitieron establecer las conectividades correspondientes a un biciclo [2.2.2] octeno
(Figura 2.20). En esta estructura rigida se observaron acoplamientos tipo W/gntre
6.55 y /4 3.15, y por otro lado entré; 4.00 y /4 4.11. Sumando los dos grados de
insaturacion que éste biciclo aportaba a la molécula, ya se habia logrado asignar quince
de las dieciséis instauraciones requeridas, restando ubicar una sola.
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Figura 2.19. Ampliaciones del espectro HMBC del compuesio

Figura 2.20. Correlaciones del biciclo [2.2.2] octeno del compué&8to

El metino a/y 3.15 también correlaciond en el espectro HMB@yra 2.19 con
la segunda unidad de catecol presente en la molécula y con el carbonilo eedgante
180.8, que a su vez correlaciono6 en el espectro HMA{LI@ 2.21) con los metinos
Ih 4.25 y 2.68. Estas correlaciones junto con los ealbe desplazamiento quimico del
carbonilo y del carbono & 84.0, sugerian el cierre de una lactona entre éste ultimo
carbono y el carbono & 45.5, como se puede observar eRitura 2.22 completando
de esta forma la ultima instauracion requerida. Ademas, segun el nimero de atomos de
oxigeno e hidrogeno que indicaba la férmula molecular, el carbofo74.9 debia

encontrarse hidroxilado.
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Figura 2.21.Correlacion de los protones/a4.25, 3.15/ 2.68 con el carbono & 180.8 del compuesto
53

OH
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Figura 2.22.Correlaconesdel cierre de la lactona del compuesso

Para poder completar la elucidacion 88 restaba definir la configuracion
relativa en los carbonos & 74.9 y 45.5El residuo de catecol unido a este ultimo
carbono, se ubico de manera pseudo-ecuatorial en base a las correlaciones observadas
en el espectro NOESYigura 2.23 para el proton ady 3.15 y los protones aromaticos
del mismo residuo. Pudo observarse efecto NOE entre el prot@ b y los protones
a Iy 2.68, 3.30, 4.00, 6.34 y 6.43. Estos ultimos pertenecen al catecol y a su vez,

presentaron correlaciones con el proton del doble enla¢.85 Figura 2.24).
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Figura 2.23.Correlaciones NOESY del protén/a3.15 el compuestd3

6.48

r6.49

6.50

r6.51

r6.52

r6.53

r6.54

1 (ppm)

6.55

6.56

r6.57

6.58

6.59

6.34; 6.55 o

r6.61

6.51 6.48 6.45 6.42 6.39 6.36
f2 (ppm)

Figura 2.24.Correlaciones NOESY de los protone4,a6.43 y 6.34dd compuest®d3
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La correlacion entre H-6/( 6.55) y las sefales aroméaticasia6.34 y 6.43 fue
clave para determinar la configuracion relativa del carborg 46.5, dado que si el
residuo de catecol se colocaba en posicion pseudo-axial, la probabilidad de un efecto
NOE entre los protones /& 6.43 y 6.34 y el hidrogeno & 6.55 era muy baja. Por otro
lado, la correlacion entre el protén/a3.15 y el hidrogeno del metino hidroxilado/a
4.00, establecio una relaci@mdoentre ellos. Esto puede verse resumido graficamente
en laFigura 2.25 donde se muestra un modelo 3D del fragmento analizado.

Figura 2.25. Correlaciones NOESY del compueS® En el modelo, la esfera rosa representa al resto de

la molécula (R).

Finalmente, se asumié la misma configuracion en C-8", que en el &cido
rosmarinico por lo que se propuso entonces la estructura que se muestfégarala
2.26 para el compuests3. La asignacién completa de los espectros de RMN junto con

los datos de UV, IR y poder rotatorio se pueden consultar en la seccion experimental.

Figura 2.26.Compuest®3
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Elucidacion estructural del compue$id

El espectro RMNH del compuestd4 (Figura 2.27) resulté muy similar al d&3.
Las sefales y el patrén de sustitucion en la regién aromatica, indicaron que el residuo de
acido .-hidroxi-dihidrocafeico Figura 2.13) permanecia intacto, excepto por la
ausencia del grupo metoxild«(52.7; |4 3.71) que estaba presente5@n
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Figura 2.27.Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) del compuest&4

El espectro de masa de alta resolucion ESI en modo negé&iyarg 2.28)
establecio la formula molecular del compueStb como G;H,¢0:12 (m/z calculado:
541.1351 [M-H]), y por lo tanto, la molécula contaba con quince grados de

insaturacion; uno menos gaeel compuest®3.

[M-H]

Figura 2.28.Espectro ESI de alta resolucién del compuBéto
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Como en el espectro de RMRC (Figura 2.29 no se observaron diferencias en
cuanto a los carbonos aromaticos y de dobles enlaces resp88tcelaandlisis se
concentro en la region debre de biciclo [2.2.2] octeno. Nuevamente, las correlaciones
en los espectros COSY y HMBC del metind4e6.57 (daJ = 6.3 /c 139.8), es decir el
metinoenla posicién C-6, ubico a los metinasy 3.49 (/c 42.9) en C-2 y dy 2.96 (/c
48.6) en la posicion C-5. Este ultimo protokh 2.96) presentd correlaciones comH-
(/4 4.06, Ic 71.6) en el espectro COS¥Figura 2.30) que a su vez, correlacion6 con el
doblete a/y 4.17 (/c 67.4), que fue asignado como C-3. El valor/deara C-3 erb4
difiere significativamente del observado en el compué&an el cual, C-3 estaba
involucrado en el cierre de la lactona. Esta observacién, sumada al hecho de que la
férmula molecular propuesta paB indicaba una instauracion menos que 5&n

swiri6 la apertura de la lactona.

oo B2 SN O QANAN®QWOL NN

NN o CULFTARO AT ANN G O LY ~Nex g an

NN O TIETETTTTOONONA A A A N =N o TN

— — A A A A A A A A A A A A NN © INng T m

. e e O e PN ISy Lasooo

[ 40000

[ 35000

30000

25000

[720000

[ 15000

10000

[ 5000

i I [l | m L
Ll L Iy L s L ‘ ‘ 0

T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
1 (ppm)

Figura 2.29.Espectro de RMNC (125 MHz, CRQOD) del compuest64

Finalmente, las correlaciones observadas en el espectro HMBC/gr2u@8 (/c
52.5) y los carbonos & 42.9 (C-2) y/c 44.4; y entre C-1k 141.9) y H-3 (4 4.17)
permitieron construir el biciclo [2.2.2] octeno del compuégtdFigura 2.31). Al igual

que enb3, en la posicidn C-7" se une la segunda unidad de catecol, pero C-3 yC-9(
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177.6) quedan como alcohol y acido libre respectivamente, debido a la apertura de la

lactona.

r2.0

r2.5

= 4.06; 2.96

r3.o

f1 (ppm)

r4.5

r5.0

4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1
2 (ppm)

Figura 2.30. Correlaciones COSY dentro del biciclo [2.2.2] octeno del comp&dsto

~—~ HMBC
— COSY OH

’ 139.8

OH

Figura 2.31. Correlaciones dentro del biciclo [2.2.2] octeno del compuséto

En el espectro NOESYF{gura 2.32) se observo la correlacién entre H-#4 (

4.06) y H7" (/4 3.29), al igual que en el compuedi8, con lo cual se mantuvo la
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misma configuracion relativa. El protén H-3;(4.17), también correlacioné con H-

con lo cual, se ubic6 en la misma cara que a H-4.

N o

r2.9

e ——]
3.0
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[ —-— — 17T I -
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2 (ppm

Figura 2.32. Correlaciones NOESY entre H-3, H-4 y H-7" del compuBéto

Por ultimo, H-8" (4 2.38) correlacion6 con los protones aromaticol 8.44y
6.55 Figura 2.33), por lo que se lo ubicdé en la misma cara que al catecol. La
representacion de las correlaciones observadas en el espectro NOESY, asi como un
modelo en 3D se pueden consultar eRitpra 2.34.
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Figura 2.33.Correlaciones NOESY entre H-8", H-2" y H-6" del compuBéto
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-~x NOESY

Figura 2.34.Correlaciones claves de NOESY del compu&dtd=n el modelo, la esfera rosa representa

al resto de la molécula (R).

La estructura del compuedid se muestra en Eigura 2.35

Figura 2.35. Compuest®4

Elucidacion estructural del compuedib

De la observacién de los espectros de RMIN **C del compuest®5 (Figuras
2.36 y 2.37 respectivamente), resultdé evidente la ausencia del residuo del acido
hidroxi-dihidrocafeico. Sin embargo, @bre rigido biciclico se seguia manteniendo, asi
como la lactona. Se propuso entonces la estructura deglaa 2.38, que fue
consistente con el espectro de masa de alta resolucion ESI en modo negétivo (
343.0813M-H]", CigH1607) y con la informacion brindada por los espectros de RMN

bidimensionales.
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Figura 2.37.Espectro de RMN®C (125 MHz, CROD) del compuests5
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Figura 2.38. Compuest®5

Elucidacion estructural del compuedi6

El espectro RMNH de56 (Figura 2.39) resulté similar al d&5. Nuevamente fue
evidente la ausencia del residuo del acidodroxi-dihidrocafeico. Sin embargo en este
caso, la lactona se encontraba abierta, como en el compdegir lo que la posicidon
C-3 presentaba un grupo hidroxilo y C-9” era un grupo carboxilo.

La presencia de un grupo etoxilo fue evidenciada por un triplétel.28 que
integraba para tres hidrogenos, acoplada a un cuartgtd.13, que integraba para dos.
La correlacion en el espectro HMBC de este cuarteto con G:9476.8), indicé que
este Ultimo grupo carboxilo se hallaba en forma de éster etilico. Este hecho sugiere que
el compuestd6 podria tratarse de un artefacto ya que la extraccidon fue realizada con
EtOH. La configuracion relativa d&6, analizada por medio del espectro NOESY,
coincidié con la d&4. La estructura del compuedi6 puede verse en Eigura 2.40.
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Figura 2.39. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) del compuest&6
-~ 55 -~



Capitulo 2

Figura 2.40.Compuest®6

Elucidacion estructural del compue$i@

El espectro de RMNH (Figura 2.41) del compuest&7 resulté muy similar al de
54. Sin embargo, un singulete /& 3.68 que integraba para tres hidrégenos y que
correlacionaba en el espectro HMBC con el carbond®176.2), permitié establecer

que57 era el metil éster d&4 (Figura 2.42).
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Figura 2.41. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) del compuest&7

Figura 2.42. Compuest®7
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Elucidacion estructural del compuedi8

En el espectro de RMRH (Figura 2.43 se pudieron observar varias similitudes
con el de53. Sin embargo, la ausencia de la sefial del grupo metoxilo indic6 que C-9”
se encontraba como &cido carboxilico libre. El resto de la molécula permanecio
invariable. La estructura del compueS8se puede observar enAegura 2.44.

f~5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500

1000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 5.0f1 (4.8 ) 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22
ppm

Figura 2.43. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) del compuest58

Figura 2.44.Compuest®8

Actividad biolégica de los compuesta® 58

Actividad antioxidante

Los compuestos53-58 fueron evaluados para determinar su capacidad

antioxidante por dos ensayos distintos: el método del radical 2,2-difenil-1-
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picrilhidrazilo (DPPH,Figura 2.45 vy por otro lado, el del potencial reductor férrico
(FRAP, Figura 2.46). Estos ensayos los llevo a cabo el grupo de la Dra. Gabriela
Feresin, en el Instituto de Biotecnologia del Departamento de Ingenieria Agrondémica en
la Universidad Nacional de San Juan (San Juan, Argentina).

La deslocalizacion del electron libre en el radical DPPH tiene como consecuencia,
que en solucién, sea de color purpura con un maximo de absorcion a 520 nm. Cuando
este radical libre reacciona con un donor de hidrégeno (o de electrones), se genera la
forma reducida de DPPH que resulta en una solucion amarillenta y, por lo tanto, se
asocia la disminucién de la absorbancia con la concentracion (y actividad intrinseca) de
antioxidante en la solucion.

En el ensayo FRAP, se cuenta con una solucién de ferricianuro de potasio
(Ks[Fe(CN)]) en buffer que se agrega a la solucion del compuesto a ensayar. Luego de
calentar esta mezcla, se adiciona una solucion de acido tricloroacé§CC€Q@H)y
cloruro férrico (FeG) y se realiza la lectura de la absorbancia a 700 nm. Un incremento
de la absorcién puede ser correlacionado con el poder reductor del antioxidante, ya que
los compuestos con capacidad reductora reaccionan con el ferricianuro de potasio para
formar ferrocianuro de potasio. Este Ultimo reacciona con elzF@€herando un
complejo de color azul, ferrocianuro férrico {H&e(CN)]s), con un maximo de

absorcion a 700 nth
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Figura 2.45.Actividad antioxidante en funcién de la concentracion para los comp&Ssi@smedida
por DPPH.
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En la Figura 2.45 se puede observar qua tapacidad de captura del radical
DPPH para los compuestb8, 56y 57 fue comparable en cada caso a la de la catequina
(compuesto de referencia), mientras §4e55, y 58 fueron menos activos, pero en el
mismo orden de magnitude los seis compuestos evaluadb8, presenté el menor

valor de EGp (3.6 pg/mL) resultando mas activo que la catequina (4.1 pg/mL).

0,35

0.30 —e— Catequina
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Figura 2.46. Actividad antioxidante en funcién de la concentracién para los comp&&sk@smedida
por FRAP.

A partir del ensayo de FRAP, se evidencié que el poder reductor de los seis
compuestos aumentaba con el aumento de la concentracion. Los mas activos de la serie
fueron los compuestds3 y 57, sin embargo, merece ser destacado que todos los otros
compuestos ensayado$4(56 y 58) tuvieron una actividad comparable con el

compuesto de referencia (catequina).

Actividad antibidtica

La actividad antibidtica de los compuestos fue evaluada contra varias especies de
patdgenos humanos, principalmenkscherichia coli Pseudomonas aerugingsa
Salmonellasp.,Salmonella enteritidisY ersinia enterocoliticay Staphylococcus aureus
resistente y sensible a meticilina. Los valores de MIC para todos los compuestos
superaron los 250 ug/mL, por lo cual fueron considerados inactivos frente a este panel
de bacterias. Estos ensayos también fueron realizados por el grupo de la Dra. Feresin.
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Actividad fungigda

Para la deteccion de la actividad fungicida se realizaron bioautografias en placas
de silica gel. Los compuestos aislados se evaluaron contra dos espdeissrilem
responsables del sindrome de muerte subita en la soja. Los comphiéstoS8
mostraron halos de inhibicion contra virguliformede 11 mmGH GLiPHWUR D
(0.09 Rnol/punto y 0.1Mnol/punto respectivamente) luego de 48 horas de incubacion.

Sin embargo, pasadas las 72 hs este halo desaparecio, lo que permite afirmar que dichos
compuestos poseen actividad fungistética. Todos los compuestos fueron inactivos
contraF. solani Este trabajo fue realizado en colaboracion con el grupo de la Dra.
Gabriela Cabrera (UMYMFOR, Departamento de Quimica Organica, FCEN, UBA).

Conclusiones

Los compuestos descriptos en este capitulo de la T&sES), pertenecen a la
familia de los neolignanos y son nuevos. Todos poseen una estructura compleja que
presenta uore bicilico de [2.2.2] octeno, muy poco comun en la naturaleza. Si bien en
la literatura se hallan reportes previos de este anillo en neolignanos aislcthisiae

yunnanensisdenominados &cidos yunnaneic58-63),>

y deHelicteres isoraen las
helisterculinas A y B4y 65),'" en estos compuestos la lactona entre C-3 y C-9", no
esta presente. Hay un soélo trabajo muy reciente, en donde se identific6 un neolignano
(rufescendlido,66) aislado a partir deCordia rufescen® que presenta ademas del
biciclo octeno, la lactona fusionada en la misma posicién. Las estructuras de los

compuestos mencionados pueden observarseFégnJm 2.47.

OH

OH
~COH COZH co2
o
OH
coH ol j O

HO R COzH 070" con CO,H
59 R: H, Acido yunnaneico A
60 R: OH, Acido yunnaneico B Acido yunnaneico C (61) Acido yunnaneico D (62)

HO.

HO

E co2

O\

O,

HOWG co,H
Acido yunnaneico F (63) Helisterculina A (64) Helisterculina B(65) Rufescendlido (66)

Figura 2.47. Estructura de compuestos naturales con biciclos [2.2.2] octeno
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Dado que, hasta ahora, esta particular estructura parece ser una caracteristica
exclusiva de los compuestos aislados del gé@emalia, podria llegar a considerarse
como un marcador quimiotaxondmico. Para verificar esta hipotesis, deberia sealizar
una revision de las especies de este género, para comprobar si este tipo de metabolitos
se encuentran presentes.

Esta clase de neolignanos esta biosintéticamente relacionada con el acido
rosmarinico y actualmeés hay varios grupos dedicados a elucidar su ruta biosintética
en plantas. Los acidos yunnaneicos C y D, y el rufescendélido ya han sido sint&tizados
20y los autores de estos trabajos proponen un posible camino biosintético dénde se
produciria la polimerizacion de bloques de &cido rosmaribitjoy(cafeico 52).

La biosintesisKigura 2.48) comenzaria con la oxidacion de uno de los anillos de
catecol del acido rosmarinico a su correspondiente falenaquinona. Este bloque
actuaria como dienodfilo en una posterior reaccion de Diels-Alder, en dénde el dieno
seria aportado por la porcion olefinica del &cido cafeico. De esta forma se consigue la
construccion del biciclo. Posteriormente, los autores proponen la reduccion de los
grupos carbonilos de la quinona, con lo cual la lactona se produciria por reaccion entre
el grupo acido y el hidroxilo mas favorable. Variantes en estas reducciones darian lugar
a las diversas estructuras informadas previamente. Hasta el momento, estos son los

Unicos estudios respecto a la biosintesis de este tipo de compuestos.

OH (0] OH

OH e} OH
- - CO,H
oxidacion
[elgNe] o~ O HO

HO,C HO,C" HO /
o
J
o)

Figura 2.48 Ruta biosintética propuesta para la sintesis del biciclo [2.2.2] octeno fusiolzaldatana
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Respecto a la actividad bioldgica, tal cual se esperaba por su naturaleza fendlica,
todos los compuesto5358) presentaron actividad antioxidante elevada. Sin embargo,
sorprendentemente, ninguno de ellos presentd actividad antibacteriana o antifingica.
Solamente dos de los compuest&ds § 58) presentaron actividades fungistaticas
moderadas frenteR virguliforme

La asignacion de un nombre para cada compuesto nuevo aislado en esta parte del
trabajo fue dificultosa. La nomenclatura de los metabolitos relacionados
estructuralmente se ha basado en el nombre de la especie de donde fueron aislados,
generando algunas inconsistencias. Por ejemplo, los acidos yunnaneicos que comparten
el biciclo octano se nombraron como &cidos yunnanedcbsy F. Sin embargo los
mismos autores aislaron otros derivados del acido cafeico sin este particular biciclo que
también nombraron como acidos yunnaneicos. Las helisterculings B fueron
reportadas posteriormente a los acidos yunnaneicos, pero comparten el mismo biciclo
[2.2.2] octeno. En el caso del rufescendlido, a pesar de que la lactona era nueva, el
esqueleto carbonado del resto de la molécula era el mismo que el de los compuestos
mencionados anteriormente.

Dado que todos los neolignanos aisladosCdeamericanacomparten alguna
caracteristica estructural con las tres clases de compuestdsigierdéa2.47, no se hallo
una forma completamente satisfactoria de nombrarlos. Por lo tanto el nombre
rufescendlido se mantuvo para aquellos compuestos con una lactona entre las posiciones
C-9y C-3, quedando descriptds3, 55 y 58 como rufescendlidos B, C y D
respectivamente. Los compueshdsy 57 fueron nombrados como acidos yunnanelcos
y J respectivamente, dado que comparten el esqueleto biciclico con estos compuestos,
qgue fueron los primeros de esta clase en ser reportados. El sistema de numeracion
utilizado para el esqueleto carbonado fue el mismo que el reportado para los acidos

yunnaneicos®’
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Estudio quimico délyalisargenteaD. Don ex Hook. & Arn.

var.latisquamaCabrera

Antecedentes

La familia Asteraceae es una de las que incluye mas génespecies dentro
de las angiospermas. Se calcula que abarca unos 1600 géneros y mas de 23500
especies. A pesar de esta gran diversidad de especies dentro de la familia, en general
las asteracéas se caracterizan por ser una fuente rica de terpenos y en pdeticular,
lactonas sesquiterpénicas.

El géneroHyalis es nativo de América de Sur y esta ampliamente distribuido en
Argentina. Hasta el momento se reconocen sélo dos especies para esteHyatisro
lancifolia Baker yHyalis argenteaD. Don ex Hook. & Arn. Esta Ultima comprende
tres variedadesargentea macrospermay latisquama" En particular,H. argentea
var. latisquamase puede hallar en las dunas de la costa atlantica bonaerense y es un
arbusto fuerte, de follaje verde ceniciehtque se conoce popularmente con el
nombre de olivillo. Como puede observarse effriura 3.1, esta planta crece de
manera profusa y abarca grandes extensiones de la costa impidiendo casi en su

totalidad el desarrollo de otras especies vegetales en los alrededores.

Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Orden:Asterales
Familia: Asteraceae

° GéneroHyalis
EspecieHyalis argentea

Variedadlatisquama

Figura 3.1. Lugar de recoleccién, ejemplar y clasificaciénHleargenteavar. lastisquama

Ybarra et af publicaron el primer estudio quimico de partes aéreas del género y
especie, con muestras colectadas en la provincia de Catamarca. Reportaron el
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aislamiento e identificacion de cuatro compuestos nuevos: tres lactonas diterpénicas
(67-69) y un glicésido con aglicona del tipentkaureno 70), ademas de otros
compuestos conocidog-igura 3.2). Sin embargo, los autores de este trabajo no

hicieron mencién alguna acerca de la variedad taxondémica estudiada.

ROOC" HOOC"
67 R: . .
68 E: glc Acido Hyalico (69) 70

Figura 3.2. Compuestos nuevos aisladosHieargentegpor Ybarra et. al.

Si bien entre los compuestos aislados por Ybatraal. se encontraban
guaiandlidos con actividad antialimentdrjaalelopética, y entkaurenos que habian
sido evaluados previamente en ensayos de actividad citotoxica y antitfifhoeal,
hay reportes sobre la actividad bioldgica de extractos 0 compuestos puros obtenidos a
partir de esta especie.

Es sabido que las plantas presentan una dependencia estacional, pudiéndo
adaptarse a cambios en el ambiente en que se encuentran, modificando temporalmente
su fenotipo. Se ha comprobado que la variacion en el fenotipo es acompafada por una
alteracion en el perfil metabolico de las espetieer lo tanto, seria esperable que el
perfil de metabolitos secundarios producido por una especie dada pueda verse
afectado por las condiciones edafoclimaticas, es decir el clima y caracteristicas de la
region en que crezca. Es por ello que, a pesar de existir un estudio quimico previo
sobre esta especie, se decidio incluit. argenteavar. latisquamapara su estudio en
esta Tesis. Ademas, su facil recoleccion y crecimiento profuso transforman a esta
especie en un recurso sostenible en caso de encontrar algiin compuesto bioactivo, o
algun metabolito secundario mayoritario que pudiera utdezaomo material de
partidaen proyectos de diversificacion estructural.

La ciudad de Santa Maria, en la provincia de Catamarca donde fue colactada |
muestra deH. argenteaestudiada por Ybarret. al., esta ubicada en el centro este de

dicha provincia, sobre la costa del Rio Santa Maria en la region fitogeografica del
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Monte. Los veranos son calidos (con temperaturas maximas medias de 30°C) y los
inviernos frios, con ocasionales nevadas. Por su parte, la localidad de Puerto Rosales,
en la provincia de Buenos Aires, donde se colectaron los ejemplares estudiados en
esta Tesis, tiene un clima templado con veranos muy similares a Santa Maria pero
inviernos no tan frios. La gran diferencia esta en las precipitaciones y la humedad
ambiente, dado que en Puerto Rosales las precipitaciones alcanzan los 600 mm
anuales, mientras que en Santa Maria no superan los 200 mm. Ademas, la
composicién y condicidon del suelo es necesariamente distinta ya que la zona de
recoleccion en Puerto Rosales se encuentra junto alSinbaien no existen registros

de H. argenteavar. latisquamapara la provincia de Catamarca, y tampoco para las
otras dos variedades en la provincia de Buenos Aires, las diferencias descriptas
podrian provocar un cambio en el perfil metabdlico de la planta en las distintas

regiones, aun en el caso de tratarse de la misma variedad.

Aislamiento de los compues894

Especimenes dd. argenteavar. latisquamafueronrecolectados en la localidad
de Puerto Rosales, Partido de Coronel Rosales, Provincia de Buenos Aires
(Argentina) en Diciembre de 2009. La especie fue clasificada por la Dra. Susana
Freire (Instituto de Botanica Darwinion, San Isidro, Provincia de Buenos Aires) y un
voucher (S1 165956, codigo: 0465K8)depositd en el mismo instituto.

Teniendo en cuenta que diferentes partes de una planta pueden producir
distintos metabolitos secundarios, y dado que se contaba con una abundante cantidad
de material vegetal, se trabajé con las partes aéreas y los rizomas por separado. Tanto
los rizomas como las partes aéreas se licuaron con EtOH a temperatura ambiente, y se
maceraron por cinco dias. Los correspondientes extractos etandlicos obtnidos
particionaron entre MeOH-H,O (9:1) y ciclohexano, lo que generé los
correspondientes sub-extractos polar y lipofilico.

Una alicuota del extracto polar de rizomas (ROP) se permeé a través de una
columna de Sephadex LH-20 y por posteriores purificaciones utilizando
cromatografia flash en columna de silicayyelPLC semi-preparativo se obtuvieron
los compuesto89-77 (Figura 3.3).

El extracto lipofilico de los rizomas (ROL) se fracciond por cromatografia flash

en columna seca de silica gel y, las fracciones obtenidas se purificaron mediante
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HPLC semi-preparativo o CCD preparativa. Asi, se obtuvieron los compu@ssds
(Figura 3.3).

El fraccionamiento del extracto polar de las partes aéreas (AOP) por
cromatografia flash en columna seca de silica gel, permiti6 ohtanas fracciones
gue se purificaron mediante distintas técnicas cromatograficas. De estas
purificaciones se obtuvieron los compuestds/4y 8594 (Figura 3.4).

Un andlisis cromatogréfico y por RMNH del extracto lipofilico de las partes
aéreas (AOL), indicé que estaba compuesto mayormente por grasas y ceras, Yy por lo

tanto no se continud con su investigacion.

Figura 3.3. Esquema de fraccionamiento del extracto etandlico de los rizonthsatlgenteavar.

latisquama
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Figura 3.4. Esquema de fraccionamiento del extracto etandlico de las partes aéreasgknteavar.

latisquama

De los veintiséis compuestos aislados de esta planta, cuatro de7Bil6&sy(

84) son nuevos y, a continuacion se describe la elucidacion estructural de los mismos.

Elucidacion estructural del compuesté

La formula molecular del compuesi® fue establecida como 64009 por
espectrometria de masa de alta resolucién ESI en modo positizacqlculado
519.2570 [M+Na]). El espectro se muestra enAmura 3.5A. El experimento de
MS/MS (Figura 3.5B) del ién [M+Na] revel6 la pérdida de 162 unidades de masa,
lo que sugirio la presencia de una unidad de carbohidrato formando parte de la

molécula.
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[M+Na]*

Figura 3.5. A) Espectro de masa de alta resolucion ESI del compiédgst®) MS/MS del i6n
dem/z519.2588

Esta suposicion fue confirmada mediante el espectro de HSQC-FHRIFa(
3.6), donde pudo observarse una correlacion entre un carbono anomég@b .8
con su correspondiente proténg5.37 (d,J = 7.8 Hz).

“ I \ y |
(‘_ [ I
- = Q 30
P — ® 40
— . o
50
E— 73.0; ' e -
S 3.43 e g
76.0; L, ©
j— 4.42
D % 80
95.8; 5.37 [
o |:| 105.3; 5.06, 4.94 100
110

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
12 (ppm)

Figura 3.6. Espectro HSQC-DEPT del compuegtm(negro: metinos y metilos, gris: metilenos)

Restando una unidad de hexosa de la formula molecular, quedaban veinte
carbonos por lo que se propuso un esqueleto de diterpeno glicosilado para este

compuesto. Los valores de los desplazamientos quimicos de los dos migfil@s (y
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0.99) observados en el espectro de RMN (Figura 3.7), se ajustaban
particularmente a los metilos en las posie®@-18 y C-20 de un esqueleto de acido
entkaurenoico Figura 3.8). Ademas,en el espectro HSQC-DEPTFigura 3.6) se
pudieron observar sefales de un grupo exometilén@99.2 (C) y 105.3 (C4j], el

cual suele estar presenteastkaurenos, sobre todo en las posiciones C-16 y C-17.

NO wvoosTaIaNN NS NN ONN n o)
mMm OO QoOo K Y Y 0 O 00 © VOVO NHH ~N o)}
B BN Y I M om e NN SR NEN] — = k11000
N Nt— —N ~— ~\— I |
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7000
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5000
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2000

[T B

T T
40 38 36 34

32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0
f1 (ppm)

Figura 3.7. Espectro de RMNH (500 MHz, CQOD) del compuestd5

HOOC

19 18

Figura 3.8. Esqueleto y numeracién base de acefukaurenoicos

Por comparacién con los compuestos ya reportados lparargentea el
compuesto75 fue caracterizado como el glicosido de un acahtkaurenoico.
Ademas, se propuso quecalre del diterpeno se hallaba dihidroxilado, ya que en el

espectro HSQC-DEPTF{gura 3.6) se observaron dos metinos oxigenadis76.0,
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k442 y Ic 73.0, |y 3.43) ademas de los correspondientes a la unidad de
carbohidrato.

En el espectro HMBC, las correlaciones de los metilos G-it8ifa 3.9) y C-
20 (Figura 3.10) permitieron establecer las conectividades que se muestran en la
Figura 3.11
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Figura 3.9. Correlaciones HMBC del metilo €8
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Figura 3.10. Correlaciones HMBC del metilo 20

Figura 3.11. Correlaciones HMBC de los metilos C-18 y20-

En el espectro COSYgura 3.12) se pudieron observar las correlaciones entre
los hidrogenos de las posiciones C4L .92, 0.86) y C-3 [y 2.20, 1.08) con el
metileno C-2 (4 1.92, 1.45). También, se observd una correlacion entre H515)

y el metileno a/y 2.06 (los dos protones de este metileno tienen el mismo

desplazamiento quimico), lo que permitié ubicarlo en la posicion C-6. A su vez, el
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metileno en la posicién C-6 correlacioné con uno de los metinos oxigenados que no
pertenecian al azucar(73.0, /1 3.43). Entonces, se asigné este metino hidroxiéado

la posicion C-7. Estas correlaciones COSY se resumen graficamente-igurka

3.13

f1 (ppm)

r2.4
o= 26
r2.8
r3.0

r3.2

3.43 : 3
\8 T

T T
24 23

T T T T T T T T T T T
1.7 1.

== 2.06;
2‘.2 2‘.1 2‘.0 1‘.9

1. 14 13 12 11 10 09 08 07 06

6 15
f2 (ppm)

Figura 3.12 Ampliacion del espectro COSY del compuesto

— COSY

41.6
1.92
0.86

73.0 OH

H 315343
2.06

Figura 3.13 Correlaciones COSY del compuegt

El proton a/y 1.33 (C9) correlaciono en el espectro de HMBEgura 3.14)
con un metino ac 41.3 (/4 2.62), un carbono cuaternario/a52.4 y, finalmente, con
tres metilenos ac 18.9 (/4 1.65, 1.50)a /c 28.8 (/4 1.61, 1.51) ya /c 34.9 (/4 1.67,
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1.46). Teniendo en cuenta que la mayor parte de las posiciones de los anillos Ay B ya
se hallaban asignadas, las Unicas posibles posiciones para el metino y el carbono
cuaternario eran C-13 y C-8, respectivamente. Sin embargo, soOlo con estas

correlaciones no era posible ubicar sin ambigiiedad a los metilenos.

r20

r25

30

f1 (ppm)

35

40

45

50

HMM [

133524 [(— ) /m\(f/;;;%\\
— QL) 0 !

T T T T T T T T
131 1.29 1.27 1.25 1.23 1.21

T T T T T T T T T T T T T ©55
1.45 1.43 141 139 137 135 1.33
f2 (ppm)

Figura 3.14. Correlaciones HMBC del hidrégeno -

En el espectro HMBC Figura 3.15, el metino C-13 (¢ 41.3, & 2.62)
correlacion6 con el carbono cuaternario del doble enlace exociclicd50.2),
confirmando la posicién de éste conid®!’. La correlacion de tipo alilica en el
espectro COSYHigura 3.16) del metinoa /4 4.42 (/c 76.0) con los protones del

exometileno (45.06, 4.94) permitié ubicarlo en la posicion C-Etg(ra 3.17).
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Figura 3.15. Correlaciones HMBC del hidrégeno -
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Figura 3.17. Correlaciones COSY y HMBC que permitieron ubica®# en la posicion Q5.

Dado que tanto C-16/{ 159.2) como C-15 /& 76.0) correlacionaron en el
espectro HMBC Figura 3.18) con el metileno alc 28.8 (/4 1.61, 1.51) fue posible

asignarlo en la posicion C-14.

i ol

- — F70
- 80
1.61,76.0
90
100
F110  ~
g
120 2
130
F 140
1.61, 159.2 150
| @0 160

2.10 2.00 1.90 1.80 1.70 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10
f2 (ppm)

Figura 3.18. Correlaciones COSY y HMBC que permitieron ubicar al metino C-15.

Adicionalmente, la correlacion en el espectro HMB&@gra 3.19) entre el
metilenoen la posicion C-14/; 1.61, 1.51)y /c 34.9 (/4 1.67, 1.46) permitio asignar
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a este ultimo carbono como C-12. Entonces por eliminacion logica, el ultimo metileno
gue faltaba asignar/{ 18.9, /4 1.65, 1.50) fue identificado como C-JHidgura 3.20).

’ F31.0
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r32.5
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[\ 335
|
{340
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| Vi35.0

355
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~ +38.0
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1.52
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Figura 3.19. Correlaciones clave en el espectro HMBC entre-CHy C412.

34.9
1.67
146 413

Figura 3.20. Correlaciones en el espectro HMBC que permitieron asignar todos los cadabno

diterpeno

Finalmente, la correlacion del proton anomeérié@ %.37) del carbohidrato con
el carbonilo a/c 178.1 (C-19) Figura 3.21) indic6 la presencia de una unién éster

entre estos dos grupos funcionales.
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Figura 3.21. Correlaciones en el espectro HMBC del carbonildSC-

Para realizar la identificacion del azucar, en colaboracién con el grupo del Dr.
Calos Stortz (CIHIDECAR, CONICET), se hidrolizé una cantidad pequefbde
se obtuvo el correspondiente alditol acetilado. Se realiz6 un analisis por cromatografia
gasesosa (CG) comparando contra patrones de azUcares. De esta manera, la unidad de
carbohidrato fue identificada como glucosa. Aunque es sumamente improbable hallar
L-(-)-glucosa en una muestra natural, se corroboré que se trataba de D-(+)-glucosa
mediante la medicién del poder rotatorio. La constante de acoplamiento medida para
el proton anomérico fue de 7.8 Hz, lo que definid un enlaestre la aglicona y la

glucosa Figura 3.22).

~ HMBC

OH

OIS
HO O iw
HO O

OH %

OH

Figura 3.22. Correlaciones HMBC del carbonilo C-19 con la glucosa
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La asignacion de cada atomo de carbono del residuo de glucosa se realizo
mediante el andlisis de los espectros 2D y por comparacion con los datos de los
glicsidos aislados previamente por Ybatal. ® y, se puede consultar en la seccién
experimental.

La configuracion relativa en las posiciones C-7 y C-15 fue asignada por
interpretacion de las correlaciones en el espectro NOE&®ra 3.23 de H-7 (/4
3.43) con/y 1.15 (H5) y de H-15 (j 4.42) con 3.43H-7) y 1.51 (H-14a).

[ ] 343115

4.42;1.51

I:I 4.42;3.43

Figura 3.23 Ampliacién del espectro NOESY del compuegto

En la Figura 3.24 se puede observar la estructura @& asi como las
correlaciones NOESY que permitieron definir la configuracion relativa y un modelo
en 3D, en el que la glucosa se representd como R, para mayor claridad. Este
compuesto fue identificado entonces como -glucopiranosil éster del acident
7 .,I5 -dihidroxikaur{6-en-19-oico.
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Figura 3.24. Estructura del compuesi® y correlaciones NOESY. En el modelo 3D el azUcar

se representd como R (esfera rosa).

Elucidacion estructural del compuesté
La formula molecular de&76 fue determinada como 630y ([M+Na]™ m/z
517.2426, calculadbl17.2408)por espectrometria de masa de alta resolucién (ESI en

modo positivoFigura 3.25
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[M+Na]*

Figura 3.25. Espectro de masa de alta resolucion (ESI, modo positivo) del com@gesto

Nuevamente, se observdé una pérdida de 162 unidades de masa en el
experimento MS/MS y el espectro de RMN (Figura 3.26) mostré una gran
similitud con el del compuesttb. Pa esta razén, se dedujo que se trataba de otro
diterpeno glicosilado.

Sin embargo, a partir del andlisis de los espectros de RMN 2D, se observd que
en este caso todos los metinos hidroxilados correspondian a la unidad de glsicosa. E
decir, que la aglicona no contaba con grupos hidroxilos adicionales. No obstante, el
namero de atomos de oxigeno se mantuvo constante respéctbescontando los 6
atomos de oxigeno pertenecientes a la unidad de carbohidrato y el del carboxilo
involucrado en la esterificacion, restaban ubicar otros 2 atomos de oxigeno en la
estructura.

En el espectro de RMIC (Figura 3.27) se observé, comparando c@§, la
presencia de un grupo carbonilo adicion®) 168.7), ademas del grupo carboxilo
glicosilado (/c 178.0). El desplazamiento quimico de este grupo carbonilo adicional
indicé que debia corresponder a un éster o una lactona. Otra sefial distintiva que se
observé en el espectro de RMIC de76, fue la de un carbono cuaternario oxigenado
alc87.2.
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Figura 3.26. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) del compuest@6
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Figura 3.27. Espectro dé*C (125 MHz, CROD) del compuest@6
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La correlacion observada en el espectro de HMBQufa 3.28) del carbonilo a
Ic 168.7 con el grupo exometilendy( 15%) y el protén aly 2.96(H-13),

permitié ubicarlo en la posicién C-15.
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Figura 3.28 Correlacién en el espectro HMBC del carbonild#168.7

A su vez, el protéon aly 2.96 (H-13) correlacion6 en el espectro HMBC
(Figura 3.29 con el carbono cuaternario & 87.2. Este carbono, correlacion6
ademas, con el metino fa 1.52(H-9), y los metilenos C-7/¢ 43.6, /1 1.96, 1.75)y
C-14 (Ic 34.7, |y 2.45, 1.70). De esta forma, se asigiécarbono cuaternario
oxigenado como C-8. Teniendo en cuenta que la férmula molecular indicaba la
presencia de 8 insaturaciones, y que hasta el momento se podian asignar solo siete, el
cierre de una lactona entre el carbondca87.2 y el carbonilo C-15/§ 168.7)
permitié6 ubicar la insaturacion restante y explicar las correlaciones observadas
(Figura 3.30).
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Figura 3.29. Correlaciones en el espectro HMBC correspondientes al carborgd 8.7

Figura 3.30. Correlacion HMBC del carbonilo & 168.7 en el compuesftt

Nuevamente, al igual que &®, el azucar fue identificado como glucosa y la
correlacion del carbono anoméricoia 5.41 (d,J = 7.9) con el carbonilo C-19/{
178.0) determind qu@éb se trataba del-glucopiranosil éster diécido hyalico §9),

como se muestra enfgura 3.31
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Figura 3.31. Estructura del compuesi®

Elucidacion estructural del compuest@

El espectro de masa de alta resolucion ESI en modo postiyard 3.32) del
compuesto77 mostré una sefial m/z 519.2569 que se adjudicé al ion [M+Na]
(calculadom/z 519.2570), con lo cual la férmula molecular result@HzOy. Los
espectros de RMN evidenciaron que se trataba también dentkaureno

glucosilado como en el caso dgy 76.

[M+Na]*

Figura 3.32. Espectro de masa de alta resolucion ESI del compiésto

El espectro de RMR®C (Figura 3.33) sugiri6 la presencia de una cetonaa
226.0 y un metino hidroxilado & 72.5 (/4 3.74) que no pertenecia a la unidad de
hidrato de carbond’or otro lado, no se observaron las sefales del exometileno que se
habian visto en los casos de los compuesgtog 76. La inspeccion del espectro de
RMN *H (Figura 3.34) de 77 evidenci6 la presencia de un metile (0.2 /; 1.08, d,

J = 6.8) adicional respecto a los dos compuestos anteriores. La férmula molecular
indicé siete grados de instauracion, y al contabilizar los ciclos del diterpeno y el
azucar, mas los dos carbonilos correspondientes a la cetoBa6(0) y al éster /¢

177.8) ya se cumplia con la asignacion de las mismas. Teniendo en cuenta que la
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sefial del metilo se presentaba como un doblete y, la ausencia de las sefiales

correspondientes al exometileno, se supuso que éste se encontraba reducido.
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Figura 3.33. Espectro de RMNC (125 MHz, CROD) del compuestd?
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La posicion del metilo en C-17, fue confirmada mediante la correlacion

observada en el espectro HMBEIdura 3.35) entre la sefial &; 1.08y el metino C-

13 (/c35.8, |y 2.44). Ademas, la correlacidon en el espectro COSyufa 3.36) con

el proton a/y 2.26 permitio ubicar el metino al cual el metilo C-17 estaba acoplado
(/c49.7, I 2.26).

Por otro lado, la posicion de la cetona fue establecida en C-15 debido a sus
correlaciomscon los hidrogenos &, 1.08 (H-17), /y 2.14 (H-14a) y/iy 2.26 (H-16)
observadas en el espectro de HMBg&ggra 3.35. Por su parte, el experimento
COSY (igura 3.37), permitié establecer la conectividad entre el metino oxigenado a
I 3.74, conly 1.21 (H-5) y Iy 2.04 (H-6), lo que definié a la aglicona comdOH.

Estas correlaciones se pueden ver éndara 3.38

2.26: 226.0 2.14;226.0  1.08;226.0
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Figura 3.35. Ampliacion del espectro HMBC del compuegi ACLARACION: Las correlaciones
para/c 226.0 se vieron reflejadasG< 5, dado que al realizar el experimento la ventana espectral en
F1 llegd hasta 2200pm
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Figura 3.37. Ampliacion del espectro COSY del compueéio
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