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Metabolitos secundarios de plantas superiores y análogos con 
actividad biológica 

 
 
Resumen 
 

En el presente trabajo de Tesis se describe el aislamiento, elucidación 

estructural y actividad biológica de los metabolitos secundarios presentes en los 

extractos etanólicos de dos especies nativas: Cordia americana (L.) Gottschling & J. 

S. Mill  e Hyalis argentea D. Don ex Hook & Arn var. latisquama Cabrera. También 

se detalla la obtención de derivados semisintéticos a partir de productos naturales 

abundantes. 

Cordia americana (L.) Gottschling & J. S. Mill  es un árbol maderero 

ampliamente distribuido en el norte argentino. A partir de la corteza de este árbol se 

aislaron seis neolignanos nuevos que poseen en su estructura un particular biciclo 

[2.2.2] octeno, muy poco común en otros productos naturales. Se investigó la 

actividad antifúngica, antibiótica y antioxidante de dichos compuestos.  

A partir del extracto etanólico del arbusto costero Hyalis argentea D. Don ex 

Hook & Arn var. latisquama se 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 patógenos Candida albicans y Cryptococcus neoformans. Además, una 

alícuota del extracto polar de las partes aéreas fue incluida en pinturas de matriz 

soluble, a fin de evaluar su capacidad antifouling en ensayos de campo realizados en 

el Puerto de Mar del Plata. 

Con la intención de adicionar residuos que tuvieran actividad antifouling 

reconocida, se obtuvieron diez derivados a partir del ácido abiético, uno de los 

mayores constituyentes de la resina colofonia. Cuatro de  estos compuestos se 

reportan por primera vez. 

Con el mismo objetivo, se adicionó un residuo oxazólico a ácidos biliares 

obteniéndose siete derivados nuevos. También se sintetizó el oxazol que se utilizó 

para modificar a los ácidos biliares. Tanto este compuesto, como los derivados de los 

ácidos biliares y los ácidos biliares de partida fueron utilizados en ensayos de 

actividad antifúngica frente a Candida albicans. Además, algunos de los derivados 

fueron incorporados en pinturas antifouling. 



Palabras clave: plantas superiores, metabolitos secundarios abundantes, Cordia 

americana, neolignanos, Hyalis argentea var. latisquama, terpenoides, ácido abiético, 

ácidos biliares, modificaciones sintéticas, oxazoles, actividad antifúngica, actividad 

antifouling, actividad antioxidante. 
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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 extracts of Cordia americana (L.) 

Gottschling & JS Mill and Hyalis argentea D. Don ex Hook & Arn var. latisquama. 

The synthesis of derivatives from accessible natural products that can be obtained in 

large quantities is also detailed. 

Cordia americana (L. ) 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 bush Hyalis argentea D. Don ex 

Hook & Arn var. latisquama were studied separatedly. Twenty six terpenoids and a 

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 fungi Candida albicans and Cryptococcus 

neoformans. Besides, the polar extract of the aerial parts was included in antifouling 

paints for field trials at 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 designed to add 

structural moieties with known antifouling activity to 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 itself was also prepared. This last compound, 

together with the bile acids derivatives and the parent bile acids were tested for their 

antifungal activity against Candida albicans. In addition, some of the derivatives were 

incorporated in antifouling paints. 

 
Keywords: higher plants, secondary metabolites, Cordia americana, neolignans, 

Hyalis argentea var. latisquama, terpenoids, abietic acid, bile acids, synthetic 

modifications, oxazoles, antifungal activity, antifouling activity, antioxidant activity. 
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Lista de abreviaturas utilizadas 
 

�x AcO acetato 
�x AcOEt acetato de etilo 
�x Me2CO acetona 
�x 2D bidimensional 
�x MIC concentración inhibitoria mínima 
�x HMBC correlación heteronuclear a larga distancia 
�x HSQC correlación heteronuclear de un único cuanto 
�x J constante de acoplamiento 
�x CCD cromatografía en capa delgada 
�x CFC cromatografía flash en columna 
�x CFCS cromatografía flash en columna seca 
�x HPLC cromatografía líquida de alta resolución 
�x q cuarteto 
�x �/ desplazamiento químico 
�x DCM diclorometano 
�x d doblete 
�x da doblete ancho 
�x dd doble doblete 
�x ddd doble doble doblete 
�x dt doble triplete 
�x EtOH etanol 
�x EM espectrometría de masa 
�x MS/MS espectrometría de masa tándem 
�x COSY espectroscopía de correlación 
�x IR espectroscopía infrarroja 
�x NOESY espectroscopía nuclear de efecto Overhauser 
�x UV espectroscopía ultravioleta 
�x APPI fotoionización a presión atmosférica 
�x Hz Hertz 
�x HSQC heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy 
�x ESI ionización por electrospray 
�x APCI ionización química a presión atmosférica 
�x MeOH metanol 
�x m multiplete 
�x �>�.�@20

D poder rotatorio medido con lámpara de sodio a 20°C 
�x m/z relación masa carga 
�x RMN 13C resonancia magnética nuclear de carbono-13 
�x RMN 1H resonancia magnética nuclear de hidrógeno 
�x RP-18 sílica gel de fase reversa 
�x s singulete 
�x sa singulete ancho 
�x TBT tributilo de estaño 
�x 3D tridimensional 
�x t triplete 
�x ta triplete ancho 
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CAPÍTULO 1 

 

Introducción 

 

Los productos naturales en la búsqueda de nuevas drogas 

En el mundo actual, cada vez más interconectado, aparecen a un ritmo sin 

precedentes nuevas enfermedades que, en muchos casos pueden atravesar 

rápidamente fronteras y propagarse. Desde 1967, se han identificado al menos 39 

agentes patógenos nuevos, entre ellos el VIH y los causantes de la fiebre hemorrágica 

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 

pública debido a una combinación de mutaciones y resistencia a los medicamentos, 

sobre todo en pacientes inmunosuprimidos.1 Estos hechos provocan que la búsqueda 

de nuevas drogas farmacéuticas sea un proceso continuo y dinámico. Aun cuándo se 

logre encontrar un compuesto con la actividad deseada y éste llegue al mercado, 

siempre existirá la necesidad de mejorar el principio activo; ya sea para poder 

disminuir la dosis a emplear y los efectos indeseados, o para contrarrestar una posible 

resistencia. 

En este contexto, los productos naturales son atractivos compuestos de partida 

en el descubrimiento de sustancias líderes para el desarrollo de nuevos fármacos. En 

el período que comprende los años 1981 a 2010, los informes de nuevas entidades 

químicas bioactivas demuestran que los productos naturales aún constituyen más del 

50% de la base de las drogas de uso comercial.2 En la clasificación realizada por 

Newman en el 2012, se tienen en cuenta además de los compuestos aislados 

directamente de una fuente natural (N) y sus derivados de semi-síntesis (ND), a los 

compuestos obtenidos mediante síntesis total, pero que tienen alguna relación 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 farmacóforo natural (S*), y 

finalmente los que poseen estas dos características (S*/NM).3 Cabe acotar que en 

dicha clasificación sólo se tuvieron en cuenta las drogas que correspondían a la 
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definición de �P�R�O�p�F�X�O�D�V�� �³�S�H�T�X�H�x�D�V�´�� �Gejando de lado las macromoléculas como 

polisacáridos y proteínas (Figura1.1).  

 

 

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

 

A pesar del esfuerzo realizado por las compañías farmacéuticas por diseñar 

nuevas entidades químicas a partir de la química combinatoria, hasta el momento sólo 

un compuesto obtenido mediante esta metodología fue aprobado por la Food and 

Drug Administration (FDA) para su comercialización (Bayer) como antitumoral. Su 

estructura se muestra en la Figura 1.2 y se conoce con el nombre de sorafenib (1). 

 

 

Figura 1.2. Estructura del sorafenib, obtenido mediante química combinatoria 

 

 Una característica fundamental de los compuestos de origen natural, es su 

enorme diversidad estructural y química, por lo que su estudio complementa el 

universo de estructuras que se pueden obtener mediante metodologías de síntesis.4 
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Otra ventaja importante de los productos naturales radica en su historia 

biológica. Estos metabolitos secundarios derivan del fenómeno de biodiversidad en 

dónde las interacciones entre los organismos productores y el medio ambiente generan 

entidades químicas complejas con las que dichos organismos aumentan su 

competitividad y posibilidades de supervivencia.5 La biosíntesis de estos metabolitos 

involucra la interacción repetida con enzimas moduladoras, y, a su vez, la función 

biológica real de muchos productos naturales depende de la interacción con otras 

proteínas. Por lo tanto, la capacidad de los productos naturales de interactuar con 

receptores moleculares, un requisito indispensable para un fármaco eficaz, podría 

considerarse biológicamente validada. Además, 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 características, logran que las interacciones con 

proteínas blanco responsables de la actividad biológica, sean más específicas en los 

productos naturales que las exhibidas por los productos puramente sintéticos.6 Como 

consecuencia de las características estructurales mencionadas previamente, la síntesis 

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 superiores, han constituido la base de la medicina tradicional, 

hallándose registros que datan desde la Edad Antigua y que documentan el uso de 

aceites esenciales de Cedrus (cedro), Cupressus sempevirens (ciprés), Glycyrrhiza 

glabra (regaliz), especies de Commiphora (mirra), y Papaver somniferum (amapola), 

los cuales aún se utilizan para el tratamiento de malestares como tos, resfríos e 

inflamaciones.7 Dentro de la etnofarmacología, el aislamiento de la morfina (2, 

analgésico) a partir del opio en 1805 por el farmacéutico alemán Friedrich Wilhelm, 

representa uno de los hechos más significativos, ya que fue una de las primeras drogas 

de origen natural en ser comercializada (Merck, 1826). Este descubrimiento 

popularizó la utilización de los compuestos naturales puros con fines medicinales, en 

lugar de preparados basados en extractos crudos.8 Otros ejemplos, incluyen la atropina 

(3, Atropa belladonna, anticolinérgico), la colchicina (4, Colchicum autumnale, para 

el tratamiento de la gota), la efedrina (5, Ephedra sinica, broncodilatador) y la 

digitoxina (6, Digitalis purpurea, cardiotónico) entre muchos otros. Estos ejemplos de 
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productos naturales que se comercializan para su utilización como drogas 

farmacéuticas se pueden observar en la Figura 1.3. 

 

Figura 1.3. Algunos ejemplos de productos naturales que se utilizan actualmente como drogas 

comerciales 

 

Además de estos compuestos que se han utilizado directamente en la 

elaboración de drogas farmaceúticas, se halla otro grupo de productos naturales de 

origen vegetal que han servido de base para la obtención de derivados y análogos con 

mejor acción terapéutica.9 Por ejemplo, a partir de la kellina (7, aislada de Ammi 

visnaga (L) Lamk), fue posible desarrollar el broncodilatador cromolin sódico (8). La 

papaverina (9) (Papaver somniferum) fue la base para el desarrollo del hipertensivo 

verapamil (10). El alcaloide quinina (11, Cinchona officinalis) es el primer ejemplo 

del uso de productos naturales como antimaláricos desde 1820, y fue reemplazado por 

sus derivados cloroquinina (12) y mefloquina (13). La artemisinina (14, Artemisia 

annua) 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 análogo dimérico (15) (Ver 

Figura 1.4). 
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Figura 1.4. Algunos ejemplos de derivados semi-sintéticos de productos naturales que se utilizan 

actualmente como drogas. 

 

De las drogas oncológicas de uso clínico derivadas de plantas, las más conocidas 

son los alcaloides vinblastina (16) y vincristina (17) obtenidas a partir de 

Catharanthus roseus.10 La vinblastina es un híbrido natural de dos alcaloides, 

catarantina y vindolina,  y la diferencia con la vincristina radica en el reemplazo de un 

grupo metilo por un aldehído en la misma posición, C-22 (Figura 1.5). A pesar de 

esta pequeña diferencia estructural, ambas moléculas difieren en sus propiedades 

antitumorales.11 Mientras que la vinblastina se utiliza principalmente en el tratamiento 

de linfomas de Hodgkin, la vincristina se utiliza para combatir leucemias agudas.10 
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Por otro lado, los alcaloides monoméricos que conforman las estructuras de los dos 

anticancerígenos, son también naturales, pero no muestran actividad significativa 

frente a células tumorales.12 

Más recientemente, el paclitaxel (18) que se conoce con el nombre comercial 

Taxol (Taxus sp.) adquirió importancia mundial para el tratamiento del cáncer de 

mama. Surgieron luego derivados semi-sintéticos como el docetaxel (19) que 

mostraron algunas ventajas respecto al producto natural. La camptotecina (20), un 

alcaloide quinolínico aislado de Camptotheca acuminata, inició la Fase 3 de ensayos 

clínicos en 2008 en pacientes con cáncer de ovario5 (Ver 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, topotecan (21, Hycmatin®, GSK) e irinotecan (22, Camptosar®, Pfizer), se 

pueden encontrar en el mercado.  

 

Figura 1.5. Alcaloides naturales utilizados en terapias anticáncer. 
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Agentes antifúngicos aislados de plantas 

Existen aproximadamente 250.000 especies fúngicas conocidas, de las cuales 

por los menos 100 causan enfermedades en seres humanos.13 Este número crece 

constantemente debido a los denominados hongos oportunistas, que si bien conviven 

con individuos sanos, pueden causar enfermedades en personas 

inmunocomprometidas.14 

Actualmente existe un número muy limitado de drogas antifúngicas eficaces en 

el mercado. Las células fúngicas y las de mamíferos, ambas eucariotas, comparten un 

gran porcentaje de su maquinaria enzimática y bioquímica y por lo tanto esto plantea 

una dificultad al buscar antifúngicos que posean especificidad hacia blancos 

moleculares del hongo.15 Por ello, las drogas con las que se cuenta hoy en día para el 

tratamiento de infecciones fúngicas presentan varias desventajas como toxicidad y 

generación de resistencia. Este fenómeno ha ido creciendo en forma alarmante, 

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

La droga de amplio espectro Anfotericina B (23, Figura 1.6), extraída de la 

bacteria Streptomyces nodosus fue prácticamente el único tratamiento para 

enfermedades causadas por hongos durante casi 30 años. Su mecanismo de acción se 

basa en la unión al ergosterol, el principal esterol de la membrana fúngica, 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 administración se limita a la vía intravenosa dado que 

presenta mayor toxicidad al ser ingerida por vía oral.16-17 Los azoles 24 y 25 que 

surgieron a fines de la década del 80 y a principios de 1990, directamente inhiben la 

síntesis de ergosterol. Estos compuestos constituyeron grandes avances en lo que 

respecta a su administración ya que presentan alta biodisponibilidad por vía oral, por 

lo cual la dosis requerida es generalmente menor que la de 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 aparición de cierta 

resistencia a este tipo de drogas. Además, en general, los azoles presentan un menor 

espectro de acción que la Anfotericina B.18 Finalmente a fines del siglo 20 se 

sintetizaron las equinocandinas (26), a partir de un producto natural del hongo Glarea 

lazayensis. Su mecanismo de acción radica en la inhibición de la 1,3-��-
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glucanosintetasa, enzima responsable de formar polímeros de glucosa (glucano), 

esenciales para la estructura de la pared fúngica. La inhibición de esta enzima 

presente en la mayoría de los hongos y, ausente en las células de origen humano, 

origina una disminución de la síntesis de glucano, permitiendo que la célula fúngica 

entre en fase de inestabilidad osmótica y conduciendo posteriormente a su muerte. 

Aunque las equinocandinas presentan menor toxicidad que los antifúngicos descriptos 

anteriormente, no son activos frente a los hongos oportunistas más comunes como ser, 

por ejemplo las especies de Cryptococcus que atacan preferentemente a pacientes 

inmunosuprimidos. 

 

Figura 1.6. Estructura de la Anfotericina B, azoles y equinocandinas más utilizados como 

antifúngicos 

 

Por lo visto, a pesar de que se ha progresado en las terapias para tratar 

enfermedades provocadas por hongos, el grupo de antifúngicos con los que se cuenta 

actualmente dista mucho de ser perfecto y ningún antimicótico es óptimo en todos los 
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casos. Por lo tanto hay una creciente necesidad de hallar sustitutos de los 

antimicóticos ya conocidos y, las plantas han demostrado poseer un número amplio de 

compuestos con dicha actividad. Si bien se hallan reportes de algunas saponinas y 

terpenoides con actividad antifúngica, los metabolitos que poseen una naturaleza 

fenólica se destacan indudablemente. Algunos estudios en el mecanismo de acción de 

los compuestos fenólicos sugieren que la posición y el grado de hidroxilación en el 

anillo aromático están estrechamente relacionados con la toxicidad, observándose un 

aumento de ésta al aumentar el grado de hidroxilación. Se cree que estos compuestos 

actúan inhibiendo enzimas claves para el microorganismo, probablemente mediante 

reacciones con grupos sulfhidrilo de las proteínas. En la Figura 1.7 se pueden 

observar algunos ejemplos de fenoles naturales con actividad antifúngica aislados de 

plantas. Por ejemplo, la hopeanolina (27), aislada de la corteza de Hopea exalata 

presentó actividad en un rango de 0.1-22.5 µg/mL frente a una serie de hongos 

fitopatógenos.19 El neolignano conocarpan (28) extraído de Piper solmsianum, superó 

la actividad del control (ketoconazol) frente a Microsporum canis que causa 

dermatitis en animales y humanos.20 La chalcona 29, resultó ser la responsable de la 

actividad antifúngica exhibida por extractos de Zuccagnia punctata y demostró 

además, actuar mediante un mecanismo distinto de los azoles y la Anfotericina B.21 

 

Figura 1.7. Fenoles obtenidos de plantas con actividad antifúngica 

 

Entre los terpenoides (Figura 1.8) con actividad antifúngica se destacan algunas 

lactonas sesquiterpénicas como 30-34 (Centaurea pullata) que superaron al miconazol 

(droga de referencia) en todos los ensayos realizados.22  
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El triterpeno tetracíclico dammaranodienol (35) purificado de Euphorbia 

segetalis presentó un MIC de 32 µg/mL frente a tres especies de Cryptococcus.23 Por 

otro lado, algunas saponinas como 36, actúan desorganizando la membrana celular 

fúngica y han probado poseer buena actividad. 

Figura 1.8. Terpenoides de plantas con actividad antifúngica 

 

Estos antecedentes alientan a continuar con la búsqueda de nuevos agentes 

antifúngicos en las plantas.  

 

Actividad antifouling 

El biofouling marino se define como el proceso de colonización de una 

superficie sólida (cualquiera sea) sumergida en agua de mar, por parte de 

microorganismos, plantas y animales.24-25  

Se ha descripto un modelo de este fenómeno, como un proceso que ocurre en 

cuatro etapas que pueden superponerse en la secuencia de tiempo.25 Éstas involucran: 

1) la adsorción de macromoléculas orgánicas (proteínas, glicoproteínas y 

polisacáridos) �T�X�H�� �³�D�F�R�Q�Gic�L�R�Q�D�Q�´�� �O�D�� �V�X�S�H�U�I�L�F�L�H�� �H�[�S�X�H�V�W�D���� �2�F�X�U�U�H�� �L�Qmediatamente 

luego de la inmersión 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 colonización de esta superficie por procariotas, los cuales establecen un 

biofilm bacteriano (microfouling). Las células establecen contacto con la capa 

orgánica adsorbida sobre la superficie, mediante interacciones no covalentes con los 

carbohidratos o proteínas 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 adhesión. 

3) la fijación y desarrollo de eucariotas unicelulares (como por ejemplo 

diatomeas). Ésta etapa comienza días después de la inmersión de la superficie. 

4) finalmente, la adhesión de propágulos de organismos multicelulares, como 

ser larvas de invertebrados y esporas de algas (macrofouling). Esto genera una 

comunidad dinámica de macro-organismos, que va cambiando por procesos 

ecológicos tales como predación, competición, acción climática, etc. 

Cabe destacar que en este proceso los pasos mencionados no necesariamente 

son consecutivos ya que se ha demostrado que puede ocurrir macrofouling en una 

superficie totalmente libre de biofilm, o por otro lado, un biofilm se puede formar 

sobre un sustrato carente de la película de acondicionamiento.24 

Muchas actividades humanas involucran el uso de superficies sumergidas, como 

ser cascos de barcos, muelles, oleoductos y represas. En estos caso, el biofouling, se 

convierte en un problema con efectos económicos muy adversos. Por ejemplo, el 

asentamiento biológico sobre la superficie de los cascos de barcos ocasiona un 

aumento de la fricción (debido a la mayor aspereza) que lleva a un aumento del peso y 

a la reducción consecuente de la velocidad y la maniobrabilidad. Para compensar esto, 

es necesario aumentar el consumo de combustible hasta en un 40%26 y con ello, los 

costos totales del viaje pueden aumentar un 77%.27 El biofouling además, va 

produciendo el deterioro de la película protectora y da inicio a los procesos de 

corrosión, lo cual a su vez conlleva a un aumento de la frecuencia de entrada a dique 

seco para la reparación.28 En cañerías, el biofouling produce una reducción del 

diámetro interior y por lo tanto del flujo de agua. En nuestro país, ya se ha informado 

de taponamiento de cañerías de turbinas en la represa de Yacyretá producidos por el 

�³�P�H�M�L�O�O�y�Q�� �G�R�U�D�G�R�´�� ��Limnoperna fortunei). El biofouling afecta también a plantas 

desalinizadoras, plataformas petroleras, muelles y a todo tipo de estructuras 

sumergidas (Figura 1.9) 
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Además de las desventajas económicas que genera el biofouling, pueden 

producirse graves problemas ecológicos 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 presentes.24   

 

  
Figura 1.9. Cañerías y embarcaciones afectadas por el biofouling 

 

De todas las soluciones propuestas en la industria naviera, las pinturas con el 

agregado de biocidas que inhiban el macro y/o microfouling, son el método preferido 

para combatir el asentamiento. En base a las etapas de desarrollo del fouling ya 

mencionadas, estos aditivos pueden ser compuestos con actividad antibiótica, 

antifúngica o citotóxica. 

 Entre los biocidas tradicionalmente usados en pinturas antiincrustantes, se 

destaca al TBT (derivado del tributilestaño). Desafortunadamente, el uso de TBT, 

tiene un impacto negativo en el medio ambiente marino. Se han observado 

malformaciones en la ostra Crassostrea gigas y en el caracol de mar Nucella sp, las 

cuales incluyen el cambio de sexo.29 Además, la Organización Internacional Marina 

(IMO) ha reportado la bioacumulación de TBT en mamíferos marinos y una 

disminución de la capacidad inmunológica en peces. Esto produjo la prohibición de su 

empleo a partir de enero de 2008,30 lo que condujo al desarrollo de alternativas a base 

de cobre y zinc, cuyos efectos debían ser potenciados por la adición de boosters 

biocidas como ser piritiona o isotiazolona de cobre.24 Si bien estos compuestos 

presentan menor toxicidad que el TBT, tampoco resultaron ser inocuos, y pueden ser 



  Introducción 

~ 29 ~ 

 

transmitidos a través de la cadena trófica. Se genera entonces una necesidad de 

búsqueda de alternativas ecológicamente amigables para el control del biofouling. 

Objetivos 

El objetivo general del trabajo de esta Tesis es la búsqueda e identificación de 

productos naturales de plantas superiores, que presenten alguna actividad biológica de 

interés. Los bioensayos se centraron en las actividades antioxidante, antibacteriana, 

antifúngica y antifouling.  

En particular, se estudiaron especies nativas de Argentina, y para que el estudio 

de las plantas seleccionadas fuese ecológicamente sustentable se buscaron 

principalmente, especies silvestres algunas de el�O�D�V�� �F�R�Q�V�L�G�H�U�D�G�D�V�� �F�R�P�R�� �³�P�D�O�H�]�D�V�´����

Muchas de estas especies crecen naturalmente de manera profusa, con gran 

producción de biomasa, y suelen ser fácilmente asequibles. Las plantas que reúnen 

éstas características, son una fuente ideal para el aislamiento de productos naturales 

dado que representan un recurso sustentable. Desde el punto de vista ecológico, éste 

es un requisito fundamental para su utilización como materia prima en la industria 

dado que se trabaja en escalas de gramos o 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 extracción 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 biológica 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 reacción, para que el 

escalado de la síntesis fuese viable.  
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Breve descripción de cada capítulo  

�x En el Capítulo 2 se describe el estudio químico del extracto de corteza 

de Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. Mill. de dónde se aislaron 

seis nuevos compuestos con esqueleto de neolignano. Los compuestos 

puros fueron sometidos a ensayos de actividad antifúngica, 

antibacteriana y antioxidante. 

�x En el Capítulo 3 se describe el estudio de Hyalis argentea D. Don ex 

Hook. & Arn. var. latisquama Cabrera. Se trabajó con los rizomas y las 

partes aéreas por separado. Se logró el aislamiento y elucidación 

estructural de veinticinco terpenoides y una cumarina. Cuatro de éstos 

compuestos son nuevos y se ensayó la actividad antifúngica de aquellos 

compuestos de los que se disponía de cantidad suficiente. 

�x En el Capítulo 4 se detallan las modificaciones sintéticas realizadas 

sobre el ácido abiético, un diterpeno constituyente de la resina colofonia. 

Aprovechando el grupo carboxilo, se plantearon reacciones sencillas de 

manera de incorporar fragmentos con actividad antifouling. Se 

obtuvieron diez derivados, cinco de ellos no reportados anteriormente. 

También se describe la obtención de siete nuevos derivados oxazólicos 

de ácidos biliares y del metil éster del ácido 2´,5´-dimetil-4-

oxazolacético. Se ensayó la actividad antifúngica tanto de los ácidos 

biliares de partida como de los oxazoles.  

�x El Capítulo 5 contiene las conclusiones y perspectivas de esta Tesis. 

�x En el Capítulo 6 se pueden consultar los procedimientos y protocolos 

utilizados para el aislamiento y purificación de los productos, así como 

para las modificaciones sintéticas y los ensayos de actividad. 
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CAPÍTULO 2 

 

Estudio químico de Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. 

Mill . 

 

Antecedentes  

El género Cordia, pertenece a la familia Boraginaceae y abarca alrededor de 250 

especies entre arbustos y árboles. Presenta una distribución cosmopolita, principalmente 

en regiones tropicales y subtropicales. Esta familia presenta discrepancias en su 

clasificación y circunscripción. En 1981, Cronquist, la consideró una sola familia y la 

ubicó en el orden Lamiales.1 Sin embargo, años más tarde, en 1991, Al-Shehbaz la 

dividió en 4 subfamilias como parte del orden Solanales.1 Hoy en día, con los avances 

en las herramientas moleculares, parece haberse generado un consenso y la mayoría de 

los autores proponen el orden Boraginales para incluir a esta familia. Aunque la 

controversia acerca de las subfamilias y tribus que la componen prevalece, la 

clasificación taxonómica vigente de la especie estudiada en esta Tesis, se encuentra 

detallada en la Figura 2.1.  

 

   

 

Figura 2.1.  Lugar de recolección, ejemplar  y clasificación  de Cordia 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 

 

 

Reino: Plantae 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Boraginales 

Familia: Boraginaceae 

Género: Cordia 

Especie: Cordia americana 



Capítulo 2   

~ 34 ~ 

 

principal característica de la familia es la presencia de alcaloides pirrolizidínicos como 

la amabilina (37, Figura 2.2) 

 
Figura 2.2. amabilina 

 

Por su parte, para el género Cordia en particular, se han informado una gran 

variedad de usos de los frutos, hojas, semillas y corteza de especies de éste género en 

medicina tradicional. Los frutos de C. dichotoma y de C. corymbosa se utilizaron como 

antibacterianos y vermífugos.2 La decocción de las hojas de C. curassavica se ha 

utilizado para tratar resfríos, neumonía o tos y enfermedades causadas por parásitos.3 

Las semillas de C. oblicua se emplearon en tratamientos antiinflamatorios.4 Infusiones 

obtenidas a partir de las raíces de C. goetzei se utilizaron en el tratamiento de la malaria 

y la lepra, mientras que extractos acuosos de la corteza ayudaban a curar llagas y 

abscesos.5 Las especies C. dichotoma, C. myxa, C. oblique, C. verbenacea, C. 

martinicensis, C. salicifolia, C. spinescens, C .latifoli y C. ulmifolia, entre otras, se han 

empleado también como cicatrizantes, anti-inflamatorios y diuréticos.6    

Una revisión bibliográfica del género mostró que se trata de una fuente rica de 

compuestos fenólicos (C. goetzei),5 quinonas (C. curassavica,3 C. globifera7) y 

fenilpropanoides (C. sebestena8 y C. exaltata9) (Figura 2.3).   

 
Figura 2.3. Compuestos aislados previamente del género Cordia 
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Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. Mill. (Figura 2.1) es un árbol muy 

comúnmente encontrado en las selvas tropicales de Sur América, particularmente en el 

sur de Brasil, norte de Argentina y Sur de Paraguay.10 Popularmente, se lo conoce con 

los nombres de guayaibí, guayaibí blanco, guayubirá e ypé morotí. 

Las hojas se han utilizado ampliamente en medicina tradicional para tratar 

enfermedades inflamatorias y como cicatrizante.11 La especie estudiada en este trabajo 

de Tesis, en un primer momento fue clasificada como Patagonula americana.12 En 

1973 Moir & Thompson,13 reportaron el aislamiento de tres compuestos nuevos: dos 

cordiacromos (48 y 49) y un derivado del cinamaldehído (50) a partir del extracto 

lipofílico del duramen del tronco. Posteriormente se identificó al ácido rosmarínico 

(51), un derivado del ácido cafeico (52), como el metabolito mayoritario de esta 

planta.10 Estas estructuras se pueden observar en la Figura 2.4.  

 
Figura 2.4. Compuestos aislados previamente de C. americana  

 

Hay varios reportes de actividades biológicas ensayadas para compuestos aislados 

de este género siendo las más recurrentes las actividades antifúngica, antibacteriana o 

antioxidante.1 Los resultados han sido variables, destacándose la actividad fungicida de 

la cordigona (38), cordigol (39)5 y las cordiaquinonas (40-43),3 y la actividad 

antibacteriana de la globiferina (44).7 De la especie C. americana, en particular, se 

encuentra un único trabajo, dónde se estudió la actividad del extracto etanólico obtenido 

a partir de las partes aéreas y del ácido rosmarínico (51), sobre ciertas enzimas 

involucradas en respuestas inflamatorias.10  

En esta Tesis se trabajó con la corteza de C. americana y se estudió la actividad 

antioxidante, antibacteriana y antifúngica de los compuestos aislados.  
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Aislamiento de los compuestos 53-58 

Las muestras de corteza de C. americana fueron colectadas en Santa Inés 

(Garupá, Figura 2.1) en la provincia de Misiones en el mes de Enero del año 2010. Un 

voucher  (N° 1446) fue identificado por la Prof. Manuela E. Rodriguez (Universidad 

Nacional de Misiones) y se depositó en el herbario de la Cátedra Sistemática Teórica 

(UNAM).  

La corteza se extrajo con EtOH a temperatura ambiente y el extracto resultante se 

trató como se muestra en la Figura 2.5. Luego de una partición entre AcOEt y H2O se 

obtuvieron los extractos orgánico (PCP) y acuoso (PCM), respectivamente.  

A partir del extracto PCM, utilizando distintas técnicas cromatográficas se 

obtuvieron los compuestos 53 y 54. El extracto orgánico, PCP, se particionó entre 

ciclohexano y MeOH-H2O (9:1). El subextracto polar resultante (PCPP) se sometió a 

cromatografía flash en columna seca. Por posterior purificación de las fracciones 

obtenidas, mediante columna de Sephadex LH-20, y  CCD preparativa de fase reversa, 

se obtuvieron los compuestos 51 (ácido rosmarínico) y 55-58. Para mayor detalle del 

proceso de fraccionamiento ver la Sección Experimental.  

 

 
Figura 2.5. Esquema de extracción de la corteza de C. americana.  
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Elucidación estructural del compuesto 53 

El espectro de masa de alta resolución ESI en modo negativo del compuesto 53 

(Figura 2.6) permitió establecer la fórmula molecular como C28H26O11 (m/z calculado: 

537.1428 [M-H]-). Teniendo en cuenta esta fórmula, la molécula debía contar con 

dieciséis grados de instauración.   

 

 
Figura 2.6. Espectro de alta resolución ESI- del compuesto 53 

 

En el espectro de RMN 1H (500 MHz, Figura 2.7), a desplazamientos altos, se 

observaban dos dobletes a �/H 7.45 y 6.28, acoplados con J = 16.0 Hz, valor típico de un 

doble enlace de configuración E. Estos valores de �G sugerían que este doble enlace 

debía estar conjugado. Además, la región aromática del espectro presentaba dos juegos 

de señales características de un patrón de sustitución AMX. La medición de las 

constantes de acoplamiento, que se pueden observar en la Figura 2.7,  indicó una 

sustitución 1,3,4 en los anillos bencénicos, dado que se distinguieron dobles dobletes 

con J  alrededor de 2 y 8 Hz, es decir acoplados con protones en orto y meta. Teniendo 

en cuenta lo observado en esta región del espectro de RMN 1H, y comparando con 

compuestos aislados previamente para el género y para la especie (46, 47, 51 y 52), 

estas señales se asignaron a dos unidades de catecol.  

Por otra parte, en los espectros de RMN 13C (Figura 2.8) y HSQC-DEPT 

(Figuras 2.9A y 2.9B) se observaba la presencia de tres grupos carbonilos (�/C 180.8, 

172.0 y 167.9), y dieciséis átomos de carbono con hibridación sp2, lo cual daba cuenta 

de las dos unidades de catecol, el doble enlace E ya mencionado, más otro doble enlace 

adicional. 

[M-H]- 
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Figura 2.7. Espectro de RMN 1H  (500 MHz, CD3OD) completo y ampliación de la zona de �G 1H alto del 

compuesto 53 

 

 
Figura 2.8. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CD3OD)  del compuesto 53 
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Figura 2.9. Regiones del espectro HSQC-DEPT del compuesto 53 a A) �G 1H bajo y B) �G 1H alto 

 

El análisis de las correlaciones de los espectros HSQC-DEPT y HMBC permitió 

asignar las señales de este segundo doble enlace a un metino a �/C 142.1 (�/H 6.55), y un 

A 

B 37.8; 3.07, 3.01 
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carbono cuaternario a �/C 135.3. Además, se pudo contabilizar: cuatro metinos 

oxigenados y otras cinco señales alifáticas correspondientes a tres metinos, un metoxilo 

(�/C 52.7; �/H 3.71) y un único metileno. Según la fórmula molecular propuesta, se habían 

calculado dieciséis grados de insaturación. Hasta el momento, se habían 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 más dobles enlaces, la única posibilidad era construir tres 

ciclos adicionales.    

En el espectro COSY (Figura 2.10) se observó que el único metileno de la 

molécula [�/C 37.8; �/H 3.01 (dd, J = 14.3, 4.9 Hz), 3.07 (dd, J = 14.3, 7.6 Hz)] estaba 

directamente acoplado con uno de los metinos oxigenados [�/C 74.8; �/H 5.22 (dd, J = 7.8; 

4.9 Hz)]. A su vez, en el espectro HMBC (Figura 2.11), este metino correlacionaba con 

dos carbonilos a �/C 172.0 y �/C 167.9. Estas correlaciones permitieron plantear la porción 

de estructura que se puede observar en la Figura 2.12.  

 

 
Figura 2.10. Correlación entre �GH 5.22 y �GH 3.07, 3.01en el  espectro COSY del compuesto 53 

 

5.22; 3.07, 3.01 
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Figura 2.11. Ampliación del espectro HMBC del compuesto 53 a �G 13C alto 

 

 
Figura 2.12.  Porción de estructura del compuesto 53 

 

Además, en el espectro HMBC (Figura 2.11), se observó que el metileno (�/H 

3.07, 3.01) correlacionaba con las señales aromáticas (�/C 128.6, 121.8 y 117.5) de uno 

de los residuos de catecol, y con el carbonilo a �/C 172.0, que a su vez correlacionaba 

con el metoxilo (�/C 52.7; �/H 3.71). Por otro lado, el carbonilo a �/C 167.9 mostró 

correlaciones con el doble enlace disustituído de configuración E (�/H 7.45 y 6.28).  

Se propuso entonces un fragmento molecular correspondiente a un éster metílico 

del ácido �.-hidroxi-dihidrocafeico con su grupo hidroxilo en el carbono �. esterificado 

por un grupo carboxilo conjugado (�/C 167.9) con el doble enlace disustituído E. (Figura 

2.13). Este residuo sin metilar, se halla presente en la estructura del ácido rosmarínico 

(51, Figura 2.4)  
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 Figura 2.13. Correlaciones del residuo de metil éster del ácido �.-hidroxi-dihidrocafeico. 

 

El análisis de las correlaciones en el espectro HMBC (Figura 2.14) 

correspondientes a los protones del doble enlace E (�/H 7.45 y 6.28), demostró que éste a 

su vez se encontraba conjugado con el segundo doble enlace (�/C 142.1, �/H 6.55; �/C 

135.3) ya mencionado (Figura 2.15). 

 

 

 
Figura 2.14. Correlaciones del doble enlace a �GC 142.1 y 135.5 en el espectro HMBC del compuesto 53 
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Figura 2.15. Correlaciones del doble enlace a �GH 7.45 y 6.28 del compuesto 53 

 

Las señales de los dos carbonos sp2 de éste segundo doble enlace (�/C 142.1, �/H 

6.55; �/C 135.3), presentaron además correlaciones en el espectro HMBC con dos 

metinos alifáticos a �/H 4.11 (�/C 40.2) y �/H 3.30 (�/C 48.7) (Figura 2.14). Una correlación 

observada en el espectro COSY (Figura 2.16) entre esta última señal a �/H 3.30 y �/H 

6.55 (�/C 142.1) correspondiente al doble enlace trisustituído, permitió establecer la 

conectividad directa de estos dos carbonos. Por lo tanto, el metino a �/H 4.11 debía estar 

unido al carbono cuaternario (�/C 135.3) de este doble enlace (Figura 2.17).  

 
Figura 2.16. Ampliación del espectro COSY a bajos �G 1H del compuesto 53 
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Figura 2.17. Conectividad del doble enlace a doble enlace a �GC 135.3 y �GC 142.1 del compuesto 53 

 

El espectro COSY (Figura 2.16) también reveló que el metino a �/H 3.30 (�/C 48.7) 

estaba directamente unido a los carbonos �/C 45.5 (�/H 3.15) y �/C 74.9 (�/H 4.00), y que el 

metino a �/H 4.11 a su vez estaba directamente unido a los carbonos �/C 45.6 (�/H 2.68) y 

�/C 84.0 (�/H 4.25). Estas correlaciones permitieron continuar con la elucidación del 

compuesto y construir el fragmento que se presenta en la Figura 2.18. 

 

 
Figura 2.18. Porción estructural del compuesto 53 

 

Correlaciones del metino a �/H 2.68 con �/H 3.15 en el espectro COSY  (Figura 

2.16) y de �/H 4.11 y �/H 4.25 con �/C 74.9 en el espectro HMBC (Figura 2.19), 

permitieron establecer las conectividades correspondientes a un biciclo [2.2.2] octeno 

(Figura 2.20). En esta estructura rígida se observaron acoplamientos tipo W entre �/H 

6.55 y �/H 3.15, y por otro lado entre �/H 4.00 y �/H 4.11. Sumando los dos grados de 

insaturación que éste biciclo aportaba a la molécula, ya se había logrado asignar quince 

de las dieciséis instauraciones requeridas, restando ubicar una sola. 
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Figura 2.19. Ampliaciones del espectro HMBC del compuesto 53 

 

 

Figura 2.20. Correlaciones del biciclo [2.2.2] octeno del compuesto 53 

  

El metino a �/H 3.15 también correlacionó en el espectro HMBC (Figura 2.19) con 

la segunda unidad de catecol presente en la molécula y con el carbonilo restante a �/C 

180.8, que a su vez correlacionó en el espectro HMBC (Figura 2.21) con los metinos a 

�/H 4.25 y 2.68. Estas correlaciones junto con los valores de desplazamiento químico del 

carbonilo y del carbono a �/C 84.0, sugerían el cierre de una lactona entre éste último 

carbono y el carbono a �/C 45.5, como se puede observar en la Figura 2.22, completando 

de esta forma la última instauración requerida. Además, según el número de átomos de 

oxígeno e hidrógeno que indicaba la fórmula molecular, el carbono a �/C 74.9 debía 

encontrarse hidroxilado. 
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Figura 2.21. Correlación de los protones a �/H 4.25, 3.15 y 2.68 con el carbono a �/C 180.8 del compuesto 

53 

 

 
Figura 2.22. Correlaciones del cierre de la lactona del compuesto 53 

 

Para poder completar la elucidación de 53, restaba definir la configuración 

relativa en los carbonos a �/C 74.9 y 45.5. El residuo de catecol unido a este último 

carbono, se ubicó de manera pseudo-ecuatorial en base a las correlaciones observadas 

en el espectro NOESY (Figura 2.23) para el protón a �/H 3.15 y los protones aromáticos 

del mismo residuo. Pudo observarse efecto NOE entre el protón a �/H 3.15 y los protones 

a �/H 2.68, 3.30, 4.00, 6.34 y 6.43. Estos últimos pertenecen al catecol y a su vez, 

presentaron correlaciones con el protón del doble enlace a �/H 6.55 (Figura 2.24).  

4.25; 180.8 

3.15; 180.8 
2.68; 180.8 
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Figura 2.23. Correlaciones NOESY del protón a �/H 3.15 el compuesto 53 

 
Figura 2.24. Correlaciones NOESY de los protones a �/H  6.43 y 6.34 del compuesto 53 
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La correlación entre H-6 (�/H 6.55) y las señales aromáticas a �/H 6.34 y 6.43 fue 

clave para determinar la configuración relativa del carbono a �/C 45.5, dado que si el 

residuo de catecol se colocaba en posición pseudo-axial, la probabilidad de un efecto 

NOE entre los protones a �/H 6.43 y 6.34 y el hidrógeno a �/H 6.55 era muy baja. Por otro 

lado, la correlación entre el protón a �/H 3.15 y el hidrógeno del metino hidroxilado a �/H 

4.00, estableció una relación endo entre ellos. Esto puede verse resumido gráficamente 

en la Figura 2.25, donde se muestra un modelo 3D del fragmento analizado. 

 

          
 

Figura 2.25. Correlaciones NOESY del compuesto 53. En el modelo, la esfera rosa representa al resto de 

la molécula (R). 

 

Finalmente, se asumió la misma configuración en C-8´´, que en el ácido 

rosmarínico por lo que se propuso entonces la estructura que se muestra en la Figura 

2.26 para el compuesto 53. La asignación completa de los espectros de RMN junto con 

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

 

 
Figura 2.26. Compuesto 53 
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Elucidación estructural del compuesto 54 

El espectro RMN 1H del compuesto 54 (Figura 2.27) resultó muy similar al de 53. 

Las señales y el patrón de sustitución en la región aromática, indicaron que el residuo de 

ácido �.-hidroxi-dihidrocafeico (Figura 2.13) permanecía intacto, excepto por la 

ausencia del grupo metoxilo (�/C 52.7; �/H 3.71) que estaba presente en 53. 

Figura 2.27. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 54 

 

El espectro de masa de alta resolución ESI en modo negativo (Figura 2.28) 

estableció la fórmula molecular del compuesto 54 como C27H26O12 (m/z calculado: 

541.1351 [M-H]-), y por lo tanto, la molécula contaba con quince grados de 

insaturación; uno menos que en el compuesto 53.  

 
Figura 2.28. Espectro ESI de alta resolución del compuesto 54 
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Como en el espectro de RMN 13C (Figura 2.29)  no se observaron diferencias en 

cuanto a los carbonos aromáticos y de dobles enlaces respecto a 53, el análisis se 

concentró en la región del core de biciclo [2.2.2] octeno. Nuevamente, las correlaciones 

en los espectros COSY y HMBC del metino a �/H 6.57 (da, J = 6.3, �/C 139.8), es decir el 

metino en la posición C-6, ubicó a los metinos a �/H 3.49 (�/C 42.9) en C-2 y a �/H 2.96 (�/C 

48.6) en la posición C-5. Este último protón (�/H 2.96) presentó correlaciones con H-4 

(�/H 4.06, �/C 71.6) en el espectro COSY (Figura 2.30) que a su vez, correlacionó con el 

doblete a �/H 4.17 (�/C 67.4), que fue asignado como C-3. El valor de �/ para C-3 en 54 

difiere significativamente del observado en el compuesto 53 en el cual, C-3 estaba 

involucrado en el cierre de la lactona. Esta observación, sumada al hecho de que la 

fórmula molecular propuesta para 54 indicaba una instauración menos que en 53, 

sugirió la apertura de la lactona.    

 

 
Figura 2.29. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CD3OD) del compuesto 54 

 

Finalmente, las correlaciones observadas en el espectro HMBC entre �/H 2.38 (�/C 

52.5) y los carbonos a �/C 42.9 (C-2) y �/C 44.4; y entre C-1 (�/C 141.9) y H-3 (�/H 4.17) 

permitieron construir el biciclo [2.2.2] octeno del compuesto 54 (Figura 2.31). Al igual 

que en 53, en la posición C-7´ se une la segunda unidad de catecol, pero C-3 y C-9´( �/C 
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177.6) quedan como alcohol y ácido libre respectivamente, debido a la apertura de la 

lactona. 

 
Figura 2.30. Correlaciones COSY dentro del biciclo [2.2.2] octeno del compuesto 54 
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Figura 2.31. Correlaciones dentro del biciclo [2.2.2] octeno del compuesto 54 

 

En el espectro NOESY (Figura 2.32) se observó la correlación entre H-4 (�/H 

4.06) y H-7  ́ (�/H 3.29), al igual que en el compuesto 53, con lo cual se mantuvo la 
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misma configuración relativa. El protón H-3 (�/H 4.17), también correlacionó con H-7  ́

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

 
Figura 2.32. Correlaciones NOESY entre H-3, H-4 y H-7´ del compuesto 54 

 

Por último, H-8´ (�/H 2.38) correlacionó con los protones aromáticos a �/H 6.44 y 

6.55 (Figura 2.33), por lo que se lo ubicó en la misma cara que al catecol. La 

representación de las correlaciones observadas en el espectro NOESY, así como un 

modelo en 3D se pueden consultar en la Figura 2.34. 

 
Figura 2.33. Correlaciones NOESY entre H-8´, H-2´ y H-6´ del compuesto 54 
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Figura 2.34. Correlaciones claves de NOESY del compuesto 54. En el modelo, la esfera rosa representa 

al resto de la molécula (R). 

 

La estructura del compuesto 54 se muestra en la Figura 2.35. 

 
Figura 2.35. Compuesto 54 

 

 

Elucidación estructural del compuesto 55 

De la observación de los espectros de RMN 1H y 13C del compuesto 55 (Figuras 

2.36 y 2.37 respectivamente), resultó evidente la ausencia del residuo del ácido �.-

hidroxi-dihidrocafeico. Sin embargo, el core rígido bicíclico se seguía manteniendo, así 

como la lactona. Se propuso entonces la estructura de la Figura 2.38, que fue 

consistente con el espectro de masa de alta resolución ESI en modo negativo (m/z: 

343.0813 [M-H]-, C18H16O7) y con la información brindada por los espectros de RMN 

bidimensionales. 
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Figura 2.36. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 55 

 

 
Figura 2.37. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CD3OD) del compuesto 55 
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Figura 2.38. Compuesto 55 

 

Elucidación estructural del compuesto 56 

El espectro RMN 1H de 56 (Figura 2.39) resultó similar al de 55. Nuevamente fue 

evidente la ausencia del residuo del ácido �.-hidroxi-dihidrocafeico. Sin embargo en este 

caso, la lactona se encontraba abierta, como en el compuesto 54, por lo que la posición 

C-3 presentaba un grupo hidroxilo y C-9´ era un grupo carboxilo.  

 La presencia de un grupo etoxilo fue evidenciada por un triplete a �/H 1.28 que 

integraba para tres hidrógenos, acoplada a un cuarteto a �/H 4.13, que integraba para dos. 

La correlación en el espectro HMBC de este cuarteto con C-9´ (�/C 175.8), indicó que 

este último grupo carboxilo se hallaba en forma de éster etílico. Este hecho sugiere que 

el compuesto 56 podría tratarse de un artefacto ya que la extracción fue realizada con 

EtOH. La configuración relativa de 56, analizada por medio del espectro NOESY, 

coincidió con la de 54. La estructura del compuesto 56 puede verse en la Figura 2.40.   

 
Figura 2.39. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 56 
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Figura 2.40. Compuesto 56 

 

Elucidación estructural del compuesto 57 

El espectro de RMN 1H (Figura 2.41) del compuesto 57 resultó muy similar al de 

54. Sin embargo, un singulete a �/H 3.68 que integraba para tres hidrógenos y que 

correlacionaba en el espectro HMBC con el carbono 9´ (�/C 176.2), permitió establecer 

que 57 era el metil éster de 54 (Figura 2.42). 

 
Figura 2.41. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 57 

 

 
Figura 2.42. Compuesto 57 
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Elucidación estructural del compuesto 58 

En el espectro de RMN 1H (Figura 2.43) se pudieron observar varias similitudes 

con el de 53. Sin embargo, la ausencia de la señal del grupo metoxilo indicó que C-9´´ 

se encontraba como ácido carboxílico libre. El resto de la molécula permaneció 

invariable. La estructura del compuesto 58 se puede observar en la Figura 2.44.  

 

 
Figura 2.43. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 58 

 

 
Figura 2.44. Compuesto 58 

 

Actividad biológica de los compuestos 53- 58 

Actividad antioxidante 

Los compuestos 53-58 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)  y por otro lado, el del potencial reductor férrico 

(FRAP, Figura 2.46). Estos ensayos los llevó a cabo el grupo de la Dra. Gabriela 

Feresin, en el Instituto de Biotecnología del Departamento de Ingeniería Agronómica en 

la Universidad Nacional de San Juan (San Juan, Argentina). 

La deslocalización del electrón libre en el radical DPPH tiene como consecuencia, 

que en solución, sea de color púrpura con un máximo de absorción a 520 nm. Cuando 

este radical libre reacciona con un donor de hidrógeno (o de electrones), se genera la 

forma reducida de DPPH que resulta en una solución amarillenta y, por lo tanto, se 

asocia la disminución de la absorbancia con la concentración (y actividad intrínseca) de 

antioxidante en la solución.  

En el ensayo FRAP, se cuenta con una solución de ferricianuro de potasio 

(K3[Fe(CN)6]) en buffer que se agrega a la solución del compuesto a ensayar. Luego de 

calentar esta mezcla, se adiciona una solución de ácido tricloroacético (Cl3CCOOH) y 

cloruro férrico (FeCl3) y se realiza la lectura de la absorbancia a 700 nm. Un incremento 

de la absorción 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 último reacciona con el FeCl3, generando un 

complejo de color azul, ferrocianuro férrico (Fe4 [Fe(CN)6]3), con un máximo de 

absorción a 700 nm14. 
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Figura 2.45. Actividad antioxidante en función de la concentración para los compuestos 53-58 medida 

por DPPH. 
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En la Figura 2.45 se puede observar que la capacidad de captura del radical 

DPPH para los compuestos 53, 56 y 57 fue comparable en cada caso a la de la catequina 

(compuesto de referencia), mientras que 54, 55, y 58 fueron menos activos, pero en el 

mismo orden de magnitud. De los seis compuestos evaluados, 53 presentó el menor 

valor de EC50 (3.6 µg/mL) resultando más activo que la catequina (4.1 µg/mL). 
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Figura 2.46. Actividad antioxidante en función de la concentración para los compuestos 53-58 medida 

por FRAP. 

 

A partir del ensayo de FRAP, se evidenció que el poder reductor de los seis 

compuestos aumentaba con el aumento de la concentración. Los más activos de la serie 

fueron los compuestos 53 y 57, sin embargo, merece ser destacado que todos  los otros 

compuestos ensayados (54-56 y 58) tuvieron una actividad comparable con el 

compuesto de referencia (catequina).  

 

Actividad antibiótica 

La actividad antibiótica de los compuestos fue evaluada contra varias especies de 

patógenos humanos, principalmente Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella sp., Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolítica, y Staphylococcus aureus 

resistente y sensible a meticilina. Los valores de MIC para todos los compuestos 

superaron los 250 µg/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 fungicida 

Para la detección de la actividad fungicida se realizaron bioautografías en placas 

de sílica gel. Los compuestos aislados se evaluaron contra dos especies de Fusarium 

responsables del síndrome de muerte súbita en la soja. Los compuestos 57 y 58 

mostraron halos de inhibición contra F. virguliforme de 11 mm �G�H�� �G�L�i�P�H�W�U�R�� �D�� ������ ���J��

(0.09 �Pmol/punto y 0.1 �Pmol/punto respectivamente) luego de 48 horas de incubación. 

Sin embargo, pasadas las 72 hs este halo desapareció, lo que permite afirmar que dichos 

compuestos poseen actividad fungistática. Todos los compuestos fueron inactivos 

contra F. solani. Este trabajo fue realizado en colaboración con el grupo de la Dra. 

Gabriela Cabrera (UMYMFOR, Departamento de Química Orgánica, FCEN, UBA). 

 

Conclusiones 

Los compuestos descriptos en este capítulo de la Tesis (53-58), pertenecen a la 

familia de los neolignanos y son nuevos. Todos poseen una estructura compleja que 

presenta un core bicílico de [2.2.2] octeno, muy poco común en la naturaleza. Si bien en 

la literatura se hallan reportes previos de este anillo en neolignanos aislados de Salvia 

yunnanensis, denominados ácidos yunnaneicos (59-63),15-16 y de Helicteres isora, en las 

helisterculinas A y B (64 y 65),17 en estos compuestos la lactona entre C-3 y C-9´, no 

está presente. Hay un sólo trabajo muy reciente, en dónde se identificó un neolignano 

(rufescenólido, 66) aislado a partir de Cordia rufescens18 que presenta además del 

biciclo octeno, la lactona fusionada en la misma posición. Las estructuras de los 

compuestos mencionados pueden observarse en la Figura 2.47. 

 
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 característica 

exclusiva de los compuestos aislados del género Cordia, podría llegar a considerarse 

como un marcador quimiotaxonómico. Para verificar esta hipótesis, debería realizarse 

una revisión de las especies de este género, para comprobar si este tipo de metabolitos 

se encuentran presentes. 

Esta clase de neolignanos está biosintéticamente relacionada con el ácido 

rosmarínico y actualmente, hay varios grupos dedicados a elucidar su ruta biosintética 

en plantas. Los ácidos yunnaneicos C y D, y el rufescenólido ya han sido sintetizados19-

20 y los autores de estos trabajos proponen un posible camino biosintético dónde se 

produciría la polimerización de bloques de ácido rosmarínico (51) y cafeico (52).  

La biosíntesis (Figura 2.48) comenzaría con la oxidación de uno de los anillos de 

catecol del ácido rosmarínico a su correspondiente forma de o-quinona. Éste bloque 

actuaría como dienófilo en una posterior reacción de Diels-Alder, en dónde el dieno 

sería aportado por la porción olefínica del ácido cafeico. De esta forma se consigue la 

construcción del biciclo. Posteriormente, los autores proponen la reducción de los 

grupos carbonilos de la quinona, con lo cual la lactona se produciría por reacción entre 

el grupo ácido y el hidroxilo más favorable. Variantes en estas reducciones darían lugar 

a las diversas estructuras informadas previamente. Hasta el momento, estos son los 

únicos estudios respecto a la biosíntesis de este tipo de compuestos. 

 
Figura 2.48. Ruta biosintética propuesta para la síntesis del biciclo [2.2.2] octeno fusionado a la lactona 
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Respecto a la actividad biológica, tal cual se esperaba por su naturaleza fenólica, 

todos los compuestos (53-58) presentaron actividad antioxidante elevada. Sin embargo, 

sorprendentemente, ninguno de ellos presentó actividad antibacteriana o antifúngica. 

Solamente dos de los compuestos (57 y 58) presentaron actividades fungistáticas 

moderadas frente a F. virguliforme.  

La asignación 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 dónde fueron aislados, 

generando algunas inconsistencias. Por ejemplo, los ácidos yunnaneicos que comparten 

el biciclo octano se nombraron como ácidos yunnaneicos A-D y F. Sin embargo los 

mismos autores aislaron otros derivados del ácido cafeico sin este particular biciclo que 

también nombraron como ácidos yunnaneicos. Las helisterculinas A y B fueron 

reportadas posteriormente a los ácidos yunnaneicos, pero comparten el mismo biciclo 

[2.2.2] octeno. En el caso del rufescenólido, 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 aislados de C. americana comparten alguna 

característica estructural con las tres clases de compuestos de la Figura 2.47, no se halló 

una forma completamente satisfactoria de nombrarlos. Por lo tanto el nombre 

rufescenólido se mantuvo para aquellos compuestos con una lactona entre las posiciones 

C-9´y C-3, quedando descriptos 53, 55 y 58 como rufescenólidos B, C y D 

respectivamente. Los compuestos 54 y 57 fueron nombrados como ácidos yunnaneicos I 

y J respectivamente, dado que comparten el esqueleto bicíclico con estos compuestos, 

que fueron los primeros de esta clase en ser reportados. El sistema de numeración 

utilizado para el esqueleto carbonado fue el mismo que el reportado para los ácidos 

yunnaneicos.16-17 
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CAPÍTULO 3 

 

Estudio químico de Hyalis argentea D. Don ex Hook. & Arn. 

var. latisquama Cabrera 

 

Antecedentes  

La familia Asteraceae es una de las que incluye más géneros y especies dentro 

de las angiospermas. Se calcula que abarca unos 1600 géneros y más 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 particular, de 

lactonas sesquiterpénicas. 

El género Hyalis es nativo de América de Sur y está ampliamente distribuido en 

Argentina. Hasta el momento se reconocen sólo dos especies para este género: Hyalis 

lancifolia Baker y Hyalis argentea D. Don ex Hook. & Arn. Esta última comprende 

tres variedades: argentea, macrosperma, y latisquama.1 En particular, H. argentea 

var. latisquama se puede hallar en las dunas de la costa atlántica bonaerense y es un 

arbusto fuerte, de follaje verde ceniciento,2 que se conoce popularmente con el 

nombre de olivillo. Como puede observarse en la Figura 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.  

 

                                                                    
Figura 3.1. Lugar de recolección, ejemplar y clasificación de H. argentea var. lastisquama  

 

Ybarra et al.3 publicaron el primer estudio químico de partes aéreas del género y 

especie, con muestras colectadas en la provincia de Catamarca. Reportaron el 

Reino: Plantae 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Asterales 

Familia: Asteraceae 

Género: Hyalis 

Especie: Hyalis argentea 

Variedad: latisquama 
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aislamiento e identificación de cuatro compuestos nuevos: tres lactonas diterpénicas 

(67-69) y un glicósido con aglicona del tipo ent-kaureno (70), además de otros 

compuestos conocidos (Figura 3.2). Sin embargo, los autores de este trabajo no 

hicieron mención alguna acerca de la variedad taxonómica estudiada. 

 

 

Figura 3.2. Compuestos nuevos aislados de H. argentea por Ybarra et. al. 

 

Si bien entre los compuestos aislados por Ybarra et. al. se encontraban 

guaianólidos con actividad antialimentaria4 y alelopática,5 y ent-kaurenos que habían 

sido evaluados previamente en ensayos de actividad citotóxica y antitumoral,6-8 no 

hay reportes sobre la actividad biológica de extractos o 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 variación en el fenotipo es acompañada por una 

alteración en el perfil metabólico de las especies.9 Por lo tanto, sería esperable que el 

perfil de metabolitos secundarios producido por una especie dada pueda verse 

afectado por las condiciones edafoclimáticas, es decir el clima y características de la 

región en que crezca. Es por ello que, a pesar de existir un estudio químico previo 

sobre esta especie, se decidió incluir a H. argentea var. latisquama para su estudio en 

esta Tesis. Además, su fácil recolección y crecimiento profuso transforman a esta 

especie en un recurso sostenible en caso de encontrar algún compuesto bioactivo, o 

algún metabolito secundario mayoritario que pudiera utilizarse como material de 

partida en proyectos de diversificación estructural. 

La ciudad de Santa María, en la provincia de Catamarca dónde fue colectada la 

muestra de H. argentea estudiada por Ybarra et. al., está ubicada en el centro este de 

dicha provincia, sobre la costa del Río Santa María en la región fitogeográfica del 
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Monte. Los veranos son cálidos (con temperaturas máximas medias de 30°C) y los 

inviernos fríos, 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 María pero 

inviernos no tan fríos. La gran diferencia está en las precipitaciones y la humedad 

ambiente, dado que en Puerto Rosales las precipitaciones alcanzan los 600 mm 

anuales, mientras que en Santa María no superan los 200 mm. Además, la 

composición y condición del suelo es necesariamente distinta ya que la zona de 

recolección en Puerto Rosales se encuentra junto al mar. Si bien no existen registros 

de H. argentea var. latisquama para la provincia de Catamarca, y tampoco para las 

otras dos variedades en la provincia de Buenos Aires, las diferencias descriptas 

podrían provocar un cambio en el perfil metabólico de la planta en las distintas 

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

 

Aislamiento de los compuestos 69-94 

Especímenes de H. argentea var. latisquama fueron recolectados 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 Botánica Darwinion, San Isidro, Provincia de Buenos Aires) y un 

voucher (SI 165956, código: 046515) se depositó 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 trabajó 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 días. Los correspondientes extractos etanólicos obtenidos se 

particionaron entre MeOH-H2O (9:1) y ciclohexano, lo que generó los 

correspondientes sub-extractos polar y lipofílico.  

Una alícuota del extracto polar de rizomas (ROP) se permeó a través de una 

columna de Sephadex LH-20 y por posteriores purificaciones utilizando 

cromatografía flash en columna de sílica gel y HPLC semi-preparativo se obtuvieron 

los compuestos 69-77 (Figura 3.3). 

El extracto lipofílico de los rizomas (ROL)  se fraccionó por cromatografía flash 

en columna seca de sílica gel y, las fracciones obtenidas se purificaron mediante 
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HPLC semi-preparativo o CCD preparativa. Así, se obtuvieron los compuestos 78-84 

(Figura 3.3).  

El fraccionamiento del extracto polar de las partes aéreas (AOP) por 

cromatografía flash en columna seca de sílica gel, permitió obtener varias fracciones 

que se purificaron mediante distintas técnicas cromatográficas. De estas 

purificaciones se obtuvieron los compuestos 72, 74 y 85-94 (Figura 3.4). 

Un análisis cromatográfico y por RMN 1H del extracto lipofílico de las partes 

aéreas (AOL), indicó que estaba compuesto mayormente por grasas y ceras, y por lo 

tanto no se continuó con su investigación. 

 

 

 
Figura 3.3. Esquema de fraccionamiento del extracto etanólico de los rizomas de H. argentea var. 

latisquama 
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Figura 3.4. Esquema de fraccionamiento del extracto etanólico de las partes aéreas de H. argentea var. 

latisquama 

 

De los veintiséis compuestos aislados de esta planta, cuatro de ellos (75-77 y 

84) son nuevos y, a continuación se describe la elucidación estructural de los mismos. 

 

Elucidación estructural del compuesto 75 

La fórmula molecular del compuesto 75 fue establecida como C26H40O9 por 

espectrometría de masa de alta resolución ESI en modo positivo (m/z calculado 

519.2570 [M+Na]+). El espectro se muestra en la Figura 3.5A. El experimento de 

MS/MS  (Figura 3.5B) del ión [M+Na]+ reveló la pérdida de 162 unidades de masa, 

lo que sugirió la presencia de una unidad de carbohidrato formando parte de la 

molécula. 
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Figura 3.5. A) Espectro de masa de alta resolución ESI del compuesto 75 y B) MS/MS del ión 

de m/z 519.2588 

 

Ésta suposición fue confirmada mediante el espectro de HSQC-DEPT (Figura 

3.6), donde pudo observarse una correlación entre un carbono anomérico a �/C 95.8 

con su correspondiente protón a �/H 5.37 (d, J = 7.8 Hz).  

 
Figura 3.6. Espectro HSQC-DEPT del compuesto 75 (negro: metinos y metilos, gris: metilenos) 

 

Restando una unidad de hexosa de la fórmula molecular, quedaban veinte 

carbonos por lo que se propuso un esqueleto de diterpeno glicosilado para este 

compuesto. Los valores de los desplazamientos químicos de los dos metilos (�/H 1.25 y 

A 

B 

95.8; 5.37 

105.3; 5.06, 4.94 

76.0; 
4.42 

73.0; 
 3.43 
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0.99) observados en el espectro de RMN 1H (Figura 3.7), se ajustaban 

particularmente a los metilos en las posiciones C-18 y C-20 de un esqueleto de ácido 

ent-kaurenoico (Figura 3.8). Además, en el espectro HSQC-DEPT (Figura 3.6) se 

pudieron observar señales de un grupo exometileno [�/C 159.2 (C) y 105.3 (CH2)], el 

cual suele estar presente en ent-kaurenos, sobre todo en las posiciones C-16 y C-17. 

 

 
Figura 3.7. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 75 

 

 
Figura 3.8. Esqueleto y numeración base de ácidos ent-kaurenoicos 

 

Por comparación con los compuestos ya reportados para H. argentea,3 el 

compuesto 75 fue caracterizado como el glicósido de un ácido ent-kaurenoico. 

Además, se propuso que el core del diterpeno se hallaba dihidroxilado, ya que en el 

espectro HSQC-DEPT (Figura 3.6) se observaron dos metinos oxigenados (�/C 76.0, 
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�/H 4.42  y �/C 73.0, �/H 3.43) además de los correspondientes a la unidad de 

carbohidrato.  

En el espectro HMBC, las correlaciones de los metilos C-18 (Figura 3.9)  y C-

20 (Figura 3.10) permitieron establecer las conectividades que se muestran en la 

Figura 3.11.  

 

 
 Figura 3.9. Correlaciones HMBC del metilo C-18 

1.25; 38.9 

1.25; 44.8 

1.25; 55.0 

1.25; 178.1 
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Figura 3.10. Correlaciones HMBC del metilo C-20 
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Figura 3.11. Correlaciones HMBC de los metilos C-18 y C-20 

 

En el espectro COSY (Figura 3.12) se pudieron observar las correlaciones entre 

los hidrógenos de las posiciones C-1 (�/H 1.92, 0.86) y C-3 (�/H 2.20, 1.08) con el 

metileno C-2 (�/H 1.92, 1.45). También, se observó una correlación entre H-5 (�/H 1.15) 

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

desplazamiento químico), lo que permitió ubicarlo en la posición C-6. A su vez, el 

0.99; 40.5 

0.99; 41.6 

0.99; 46.1 

0.99; 55.0 
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metileno en la posición C-6 correlacionó con uno de los metinos oxigenados que no 

pertenecían al azúcar (�/C 73.0, �/H 3.43). Entonces, se asignó este metino hidroxilado a 

la posición C-7. Estas correlaciones COSY se resumen gráficamente en la Figura 

3.13. 

 
Figura 3.12.  Ampliación del espectro COSY del compuesto 75 

 

 
Figura 3.13.  Correlaciones COSY del compuesto 75 

 

El protón a �/H 1.33 (C-9) correlacionó en el espectro de HMBC (Figura 3.14) 

con un metino a �/C 41.3 (�/H 2.62), un carbono cuaternario a �/C 52.4 y, finalmente, con 

tres metilenos a �/C 18.9 (�/H 1.65, 1.50), a �/C 28.8 (�/H 1.61, 1.51) y a �/C 34.9 (�/H 1.67, 

0.86; 1.45 2.20; 1.45 

1.15; 2.06 

2.06; 3.43 
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1.46). Teniendo en cuenta que la mayor parte de las posiciones de los anillos A y B ya 

se hallaban asignadas, las únicas posibles posiciones para el metino y el carbono 

cuaternario eran C-13 y C-8, respectivamente. Sin embargo, sólo con estas 

correlaciones no era posible ubicar sin ambigüedad a los metilenos. 

 

 

 
Figura 3.14.  Correlaciones HMBC del hidrógeno H-9  

 

En el espectro HMBC (Figura 3.15), el metino C-13 (�/C 41.3, �/H 2.62) 

correlacionó con el carbono cuaternario del doble enlace exocíclico (�/C 159.2), 

confirmando la posición de éste como �¨16,17. La correlación de tipo alílica en el 

espectro COSY (Figura 3.16) del metino a  �/H 4.42 (�/C 76.0) con los protones del 

exometileno (�/H 5.06, 4.94) permitió ubicarlo en la posición C-15 (Figura 3.17).  

1.33; 18.9 

1.33; 34.9 

1.33; 41.3 

1.33; 52.4 

1.33; 28.8 
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Figura 3.15.  Correlaciones HMBC del hidrógeno H-9  

 

 
Figura 3.16.  Correlación COSY del metileno en la posición C-17  

 

2.62, 159.2 
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5.06, 4.94;  4.42 



Estudio químico de Hyalis argentea D. Don ex Hook. & Arn. var. latisquama Cabrera 

 

~ 77 ~ 

 

  

Figura 3.17.  Correlaciones COSY y HMBC que permitieron ubicar al OH en la posición C-15.  

 

Dado que tanto C-16 (�/C 159.2) como C-15 (�/C 76.0) correlacionaron en el 

espectro HMBC (Figura 3.18) con el metileno a �/C 28.8 (�/H 1.61, 1.51) fue posible 

asignarlo en  la posición C-14.  

 

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

 

Adicionalmente, la correlación en el espectro HMBC (Figura 3.19) entre el 

metileno en la posición C-14 (�/H 1.61, 1.51) y �/C 34.9 (�/H 1.67, 1.46) permitió asignar 

1.61, 76.0 

1.61, 159.2 
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a este último carbono como C-12. Entonces por eliminación lógica, el último metileno 

que faltaba asignar (�/C 18.9, �/H 1.65, 1.50) fue identificado como C-11 (Figura 3.20). 

 

 
Figura 3.19.  Correlaciones clave en el espectro HMBC entre CH2-14 y C-12.  
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Figura 3.20.  Correlaciones en el espectro HMBC  que permitieron asignar todos los carbonos del 

diterpeno  

Finalmente, la correlación del protón anomérico (�/H 5.37) del carbohidrato con 

el carbonilo a �/C 178.1 (C-19) (Figura 3.21) indicó la presencia de una unión éster 

entre estos dos grupos funcionales.  

 

1.61, 34.9 1.33, 34.9 
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Figura 3.21.  Correlaciones en el espectro HMBC del carbonilo C-19 

  

Para realizar la identificación del azúcar, en colaboración con el grupo del Dr. 

Carlos Stortz (CIHIDECAR, CONICET), se hidrolizó una cantidad pequeña de 75 y 

se obtuvo el correspondiente alditol acetilado. Se realizó un análisis por cromatografía 

gasesosa (CG) comparando contra patrones de azúcares. De esta manera, la unidad de 

carbohidrato fue identificada como glucosa. Aunque es sumamente improbable hallar 

L-(-)-glucosa en una muestra natural, se corroboró que se trataba de D-(+)-glucosa 

mediante la medición del poder rotatorio. La constante de acoplamiento medida para 

el protón anomérico fue de 7.8 Hz, lo que definió un enlace �� entre la aglicona y la 

glucosa (Figura 3.22). 

 

 
Figura 3.22.  Correlaciones HMBC del carbonilo C-19 con la glucosa  

5.37, 178.1 
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La asignación de cada átomo de carbono del residuo de glucosa se realizó 

mediante el análisis de los espectros 2D y por comparación con los datos de los 

glicósidos aislados previamente por Ybarra et. al. 3 y, se puede consultar en la sección 

experimental.  

La configuración relativa en las posiciones C-7 y C-15 fue asignada por 

interpretación de las correlaciones en el espectro NOESY (Figura 3.23) de H-7 (�/H 

3.43) con �/H 1.15 (H-5) y de H-15 (�/H 4.42) con 3.43 (H-7) y 1.51 (H-14a).  

 

 
Figura 3.23. Ampliación del espectro NOESY del compuesto 75 

 

En la Figura 3.24 se puede observar la estructura de 75, así como las 

correlaciones NOESY que permitieron definir la configuración relativa y un modelo 

en 3D, en el que la glucosa se representó como R, para mayor claridad. Este 

compuesto fue identificado entonces como el ��-glucopiranosil éster del ácido ent-

7�.,l5��-dihidroxikaur-l6-en-19-oico. 

4.42; 3.43 

4.42; 1.51 

3.43; 1.15 
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Figura 3.24. Estructura del compuesto 75 y correlaciones NOESY. En el modelo 3D el azúcar 

se representó como R (esfera rosa). 

 

 

Elucidación estructural del compuesto 76 

La fórmula molecular de 76 fue determinada como C26H38O9 ([M+Na]+ m/z 

517.2426, calculado 517.2408) por espectrometría de masa de alta resolución (ESI en 

modo positivo, Figura 3.25) 
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Figura 3.25. Espectro de masa de alta resolución (ESI, modo positivo) del compuesto 76 

 

 

Nuevamente, se observó una pérdida de 162 unidades de masa en el 

experimento MS/MS y el espectro de RMN 1H (Figura 3.26) mostró una gran 

similitud con el del compuesto 75.  Por esta razón, se dedujo que se trataba de otro 

diterpeno glicosilado. 

Sin embargo, a partir del análisis de los espectros de RMN 2D, se observó que 

en este caso todos los metinos hidroxilados correspondían a la unidad de glucosa. Es 

decir, que la aglicona no contaba con grupos hidroxilos adicionales. No obstante, el 

número de átomos de oxígeno se mantuvo constante respecto a 75. Descontando los 6 

átomos de oxígeno pertenecientes a la unidad de carbohidrato y el del carboxilo 

involucrado en la esterificación, restaban ubicar otros 2 átomos de oxígeno en la 

estructura. 

En el espectro de RMN 13C (Figura 3.27) se observó, comparando con 75, la 

presencia de un grupo carbonilo adicional (�/C 168.7), además del grupo carboxilo 

glicosilado (�/C 178.0). El desplazamiento químico de este grupo carbonilo adicional 

indicó que debía corresponder a un éster o una lactona. Otra señal distintiva que se 

observó en el espectro de RMN 13C de 76, fue la de un carbono cuaternario oxigenado 

a �/C 87.2. 

 

[M+Na]+ 



Estudio químico de Hyalis argentea D. Don ex Hook. & Arn. var. latisquama Cabrera 

 

~ 83 ~ 

 

 
Figura 3.26. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 76 

 

 
Figura 3.27. Espectro de 13C (125 MHz, CD3OD) del compuesto 76 
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La correlación observada en el espectro de HMBC (Figura 3.28) del carbonilo a 

�/C 168.7 con el grupo exometileno (�/H �������������������������û16,17) y el protón a �/H 2.96 (H-13), 

permitió ubicarlo en la posición C-15. 

 
 Figura 3.28. Correlación en el espectro HMBC del carbonilo a  �/C 168.7 

 

 A su vez, el protón a �/H 2.96 (H-13) correlacionó en el espectro HMBC 

(Figura 3.29) con el carbono cuaternario a �/C 87.2. Este carbono, correlacionó 

además, con el metino a �/H 1.52 (H-9), y los metilenos C-7 (�/C 43.6, �/H 1.96, 1.75) y 

C-14 (�/C 34.7, �/H 2.45, 1.70). De esta forma, se asignó el carbono cuaternario 

oxigenado como C-8. Teniendo en cuenta que la fórmula molecular indicaba la 

presencia de 8 insaturaciones, y que hasta el momento se podían asignar sólo siete, el 

cierre de una lactona entre el carbono a �/C 87.2 y el carbonilo C-15 (�/C 168.7) 

permitió ubicar la insaturación restante y explicar las correlaciones observadas 

(Figura 3.30).  
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2.96; 168.7 
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 Figura 3.29. Correlaciones en el espectro HMBC correspondientes al carbonilo a  �/C 168.7 
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 Figura 3.30. Correlación HMBC del carbonilo a  �/C 168.7 en el compuesto 76 

 

Nuevamente, al igual que en 75, el azúcar fue identificado como glucosa y la 

correlación del carbono anomérico a �/H  5.41 (d, J = 7.9) con el carbonilo C-19 (�/C 

178.0) determinó que 76 se trataba del ��-glucopiranosil éster del ácido hyalico (69), 

como se muestra en la Figura 3.31.  

2.96, 87.2 
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 Figura 3.31. Estructura del compuesto 76  

 

Elucidación estructural del compuesto 77 

El espectro de masa de alta resolución ESI en modo positivo (Figura 3.32) del 

compuesto 77 mostró una señal a m/z: 519.2569 que se adjudicó al ión [M+Na]+ 

(calculado m/z: 519.2570), con lo cual la fórmula molecular resultó C26H40O9. Los 

espectros de RMN evidenciaron que se trataba también de un ent-kaureno �� 

glucosilado como en el caso de 75 y 76. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.32. Espectro de masa de alta resolución ESI del compuesto 77 

 

El espectro de RMN 13C (Figura 3.33) sugirió la presencia de una cetona a �/C 

226.0 y un metino hidroxilado a �/C 72.5 (�/H 3.74) que no pertenecía a la unidad de 

hidrato de carbono. Por otro lado, no se observaron las señales del exometileno que se 

habían visto en los casos de los compuestos 75 y 76. La inspección del espectro de 

RMN 1H (Figura 3.34) de 77 evidenció la presencia de un metilo (�/C 10.2 �/H 1.08, d, 

J = 6.8) adicional respecto a los dos compuestos anteriores. La fórmula molecular 

indicó siete grados de instauración, y al contabilizar los ciclos del diterpeno y el 

azúcar, más los dos carbonilos correspondientes a la cetona (�/C 226.0) y al éster (�/C 

177.8) ya se cumplía con la asignación de las mismas. Teniendo en cuenta que la 

[M+Na]+ 
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señal del metilo se presentaba como un doblete y, la ausencia de las señales 

correspondientes al exometileno, se supuso que éste se encontraba reducido. 

 

 
Figura 3.33. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CD3OD)  del compuesto 77 

 
Figura 3.34. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) del compuesto 77 
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La posición del metilo en C-17, fue confirmada mediante la correlación 

observada en el espectro HMBC (Figura 3.35) entre la señal a �/H 1.08 y el metino C-

13 (�/C 35.8, �/H 2.44). Además, la correlación en el espectro COSY (Figura 3.36) con 

el protón a �/H 2.26 permitió ubicar el metino al cual el metilo C-17 estaba acoplado 

(�/C 49.7, �/H 2.26). 

Por otro lado, la posición de la cetona fue establecida en C-15 debido a sus 

correlaciones con los hidrógenos a �/H 1.08 (H3-17), �/H 2.14 (H-14a) y �/H 2.26 (H-16) 

observadas en el espectro de HMBC (Figura 3.35). Por su parte, el experimento 

COSY (Figura 3.37), permitió establecer la conectividad entre el metino oxigenado a 

�/H 3.74, con �/H 1.21 (H-5) y �/H 2.04 (H2-6), lo que definió a la aglicona como 7-OH.  

Estas correlaciones se pueden ver en la Figura 3.38.  

 

 
 

Figura 3.35. Ampliación del espectro HMBC del compuesto 77. ACLARACIÓN: Las correlaciones 

para �/C 226.0 se vieron reflejadas a �G < 5, dado que al realizar el experimento la ventana espectral en 

F1 llegó hasta 220.0 ppm 

2.26; 226.0  1.08; 226.0 

1.08; 
35.8 

1.08; 
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Figura 3.36. Correlación COSY del metilo C-17 

 
Figura 3.37. Ampliación del espectro COSY del compuesto 77 
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