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Razumen

Resumen

En &l marco del presenta trabajo de tesis se realizaron estudios fitoquimicos
y de actividad antibacteriana en plantas pertenecientes a la familia Asteraceas, de
log géneros Barnadesia, Wedelis, y Flourensia que crecen en el noroeste
argenting, con el fin de aporar datos a la clasificacién taxonomica de las especies.

El estudio fitoquimico de Barmadesia odorala comprendid el andlisis de
difarentes estados de crecimiento de la planta. Se aislaron e identificaron los
compuestos lupeol {3.1), B-amirina (3.2), acetato de lupeocilo (3.3), acido 4-
metdxicingmico  (3.4),  3-metoxi-d-hidroxi-fenilpropano-7 8-apoxi-8-al  (3.5),
apigenina (3.6) y apigenina-7-0-p-glucdsido (3.7). A través del andlisis del acaita
esencial de B, odorala mediante cromatografia gaseosalespectrometria de masa
sa identificaron seis componentes gue constituyen el 97.09 % de los metabolitos
voldtiles.

En Fowrensia forfuosas se aislaron e [dentificaron 4-hidroxiacetofenona
(4.1), 3-metoxi-4-hidroxiacetofenona (4.2), encecalina (4.3), 2.2-metil cromano
(4.4), tremelona (4.5), metoxitremetona (4.6), 2 5-diacetilbenzofuranc (4.7), 2-
acelil-6-metoxibenzofurano (4.8), escopoletina (4.9) y 2-C-metil-D-freono-1.4-
lactona {4.10).

En Wedelia surantiaca se aislaron e identificaron los compuestos acido
cafeico (5.1), 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (5.2) y (+)-espalulenal (5.3).

La comparacion de los extractos de F forfucsa con fres especies del
género Flourensia mediante Cromatografia Liquida de Alla Resolucién (CLAR),
logrd establecer una composicidén quimica uniforme del genero, compuesta por
dihidrobenzofuranos, benzofuranos, cromenas, dihidroflavencles, flavanonas;
entre estos dos Oltimos grupos, algunos prenilados pueden servir como
marcadores quimiotaxondmicos del género. En todas fas especies se

determinaron flavanonas 5-desoxi, compuestos gue son raros en la naturaleza, ya



Hezumen

gue desde el punto de vista de |a biosintesis &l grupo 5-hidroxilo es caracteristico

en los flavonoides.

A partir del modelado molecular empleando métodos de dinamica molecular
so propone para el compuesto 3-metoxi-4-hidroxi-fenilpropano-7,8-epoxi-9-0l (3.5)
la configuracion 7R, 65,

Se investigaron los exiractos de todas las planias estudiadas como
potenciales agentes bicactivos frente a diferentes cepas de microorganismos,
Bacillus cereus, Staphyococcus aureus, Enterococcus faecium, Salmonella
anterica serovar Typhimurium (Salmanalla Typhimurium), Listeria monocytogenes.

Se realizo el estudio de inhibicidn de Paenibacillus larvae con extractos y
productos purcs obtenidos a pardir de diferenies especies de Flourensia con el fin
de encontrar alternativas naturales para combalir la infeccidn causada por esta
bacteria en larvas de la abeja melifera.
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Infroduccidn

Introduccion

Un producto natural es una sustancia aislada de fuentes naturales vivas, ya
sean bacteras, hongos, plantas, organismos marinos o animales (Makanishi,
1993). Estos compuestos quimicos son el resultado de la actividad metabdlica, por
a50 es frecuente denominarlos también metabolitos (Gros y col_, 18985).

Los seres vivos sintelizan metabolitos primanios que son &l resultado de una
soarie de reacciones interrelacionadas mediadas por enzimas en o8 procesos
calabdlicos, anfibdlicos vy anabdlicos. Estas reacciones proporcionan
intermediarios biosintelicos v energia que son capaces de convertir precursores en
macromoléculas esenciales ufilizadas por los seres wivos para su  propio
crecimiento coma ADN, ARN, proteinas, lipidos, carbohidratos, antre ofros.

El metabolismo secundaric comprende un conjunto de procgésos cuya
distribucion esta limitada en la naturaleza; en los mismos, s& generan suslancias
conocidas como melabolfos secundarios y son encontrados solamente en
organismos especificos o grupo de organismog, siendo una expresion de la
individualidad de las especieés. Se sabe también que estos metabolitos se
preducen en una fase de desarrollo postenior al crecimiento, es decir que no tienen
ninguna funcion durante & crecimiento, tienen una estructura quimica inusual v
variada v conslituyen a menudo una mezcla de productos esirechamente
relacicnados entre si (Demian et al., 2000).

El metabolismo primaric es basicamente el mismo para todos los seres
vivos mienfraz que el metabolismo secundaric es generalmente especifico en

cada espécimen en particular.

La funcion o beneficio de los metabolitos secundarios no han sido
eslablecidos con seqguridad, sin lugar a dudas los mismos desempefian un papei
importante en los organismos gue los sintetizan. En particular, las plantas bio-
sintetizan una gran varedad de compuesios quimicos que almacenan fanto an

raices como en partes agreas, algunos de ellos cumplen con un cbhjetivo ecoldgico
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relacicnado a la defensa contra depredadores, insectos filopatdgenos y agentes
microbianos en general, otros cumplen la funcidn de prevenir la pérdida de agua
en ambientes andos o de proteger a la planta de los efeclos de la luz solar.

Los productos naturales han sido investigados y utilizados para aliviar y
curar enfermedades desde hace cientos de afies. A comienzos del Siglo XX, el B0
% de todas las medicinas utilizadas eran obtenidas de raices, tallos y hojas de
plantas (McChesnay et al., 2007). Los estudios clinicos, farmacoldgicos v quimicos
de eslas meadicinas tradicionales, derivadas principalmente de plantas, llevaron al
descubrimiento de compuestos conocidos, tales como la aspirina, la digitoxina, la
morfing, la quinina, entre otros. El descubrimiento de la penicilina en 1928 y los
estudics posteriores hasta llegar a su comercializacién, revoluciond Ia
investigacion de! descubrimiento de nuevas drogas, Las compafiias farmacéuticas
¥ los grupos de investigacion pronto se lanzaron al descubrmiento de nuevos
antibidticos (Butter, 2004). Miles de plantas han sido ensayadas sobre cientos de
bacterias in vifro, ¥ vanas plantas medicinales son activas frente a un amplio rango
de bacterias (Gram-positivas y Gram-negativas. Sin embargo, comparalivameante
50N pocas las gue se ensayaron sobra animales vy humanos para demostrar

sequridad y eficacia.

En la actualidad los productos naturales contintan siendo una de las
principales fuentes de drogas para proporcionar tratamientos terapéuticospara una
gran variedad de enfermedades, ya sea como agentes de curacion o paliativos
{especialmente frente al dolor) (Njuguna et al., 2011). Se utiizan para obtener
acailas esenciales, jugos, gomas, resinas, diferentes tipos de extractos como as|
también compuestos quimicos puros bicactivos, denominados principles activos
(PAs). Todos estos productos vegetales e inclusive las drogas vegelales crudas
pueden ser usados en |a preparacion de Medicamentos Herbarios.

Por todo esto, se debe reconocer que los productos naturales ofrecen una
amplia diversidad de compuesios con estructuras varadas. La blsgueda
constante de nuevos produclos con algun tipo de actividad biolégica se hace

necasaria por la resistencia gque llegan a desarrollar los microorganismos



(bacterias, hongos, virus y algunos pardsitos) a productos quimicos ya existentes,
como también los efectos secundarios adversos que pueden presentar estos
titimaos.



Obyatives

Objetivos

Los objetivos generales de este trabajo de tesis son:

= Formar un profesional con capacidad de progreso independiente.

= Desarrollar habiidades concemientes a la purficacion e identificacidn de
producios de origen vegetal.

= Aplicar técnicas sencillas para la determinacion de actividad biclogica.

Los objetivos especificos que se plantean para lograrios son los

siguiantes:

» Estudio fitoguimico de plantas de la Familia Asteraceae

# Aiglar metabolilos secundarios a parlir de las especies.
Barmadesia odorats Griseb., Wedeliz swrantisca Griseb,,

Flourensia torluosa Griseb.

» Purificar los metabolitos aislados utilizando diferentes técnicas
cromatograficas y caracterizarios estructuralments a traves de
métodos espectroscéopicos (Ultravioleta-Visible, Infrarrojo,
Resonancia Magnética Nuclear multidimensional y multinuclear,
y aspectrometria de masa).

s Realizar estudios de modelado molecular cuando |8 estructura asi o
requiera,
=  Aplicar ensayos biologicos, especialmente antimicrobianos, a exiractos y

compuestos puros.

» |nvestigar la relevancia taxonomica de los compuestas identificados,
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Consideraciones botanicas y
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1.1 Generalidades

Los seres vivos evolucionaron dando lugar 8 una gran variedad de plantas y
animales, cada uno de los cuales estd adaptado para vivir en una clase particular de
ambiente., No sélo se adaptaron al ambiente fisico, adquiriendo tolerancia a ciertos
limites de humedad, temperatura y otros parametros, sino tambien al ambiente
bidtico, representado por todas las plantas y animales que viven en la misma region.

Los biblogos debieron clasificar las innumerables formas de vida y describir
sus caracteres. Los botdnicos adoptaron sistemas de clasificacion basados en las
relaciones naturales, colocando en un mismo grupo a los  organismos
estrechamente relacionados por su origen evolutive. Una Familia agrupa el
conjunto de géneros gue poseen diversos caracieres comunes entre si, las familias
s& pueden agrupar en érdenes, |os drdenes en clases y las clases en phyla. La
subfamilia es el desmembramiento que se realiza en las familias ¥ que agrupa a
las tribus v subtribus. Las tribus son las partes en las que se divide una subfamila y
gue contiens a las subftribus o a los géneros muy afines. El género es la escala
jerarguica que agrupa a las especies. Una especie puede definirse como una
poblacidn de individuos semejantes en sus caracteras astruciuralas y funcionalas,

1.2 Familia Asteraceae

Las plantas vasculares pueden reunirse en plantas con semillas y plantas sin
semillas, A su vez, las plantas con samillas se clasifican en dos grandes grupos, las
Angiospermas o plantas con semillas en el interior de frutos y las Gimnospermas
que presentan semillas al descublerto. Las Angiospermas son &l grupo de plantas
mas abundante en la actualidad, con cerca de 235.000 especies que 3e dividen en
dos clases, las Dicotiledoneas, gue son las que poseen semillas con dos
coliledones y constituyen un alio porcentaje de todas |as Angiospermas y |as
Monocotiledoneas.

La familia Asteraceae (también conocida como Compositag) es una de las
mas numerasas dentro de las Angiospermas. Es faciimente diferenciable por su
inflorescencia elemental en capitulos. Incluyen desde pequefias hierbas de 1 cm de
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altura hasta arboles de mas de 30 m (Katinas at al,, 2007). Su nombre derva de las
cabezuelas compactas que asemejan flores individuales, pero que en realidad estan
constituidas por flores mas pequefias, tubulares en el centro v liguladas en la zona
marginal, por lo tanto, lo que parece ser una sola flor es en realidad un conjunto de
flores. Es una familia cosmopolita, con mas de 1500 géneros y cerca de 24000
especies, distribuidas por todos los continentes, excepto la Antartida (Freire, 2014).
Mo existen especies marinas y las de agua dulce son muy escasas. Escasean en
las zonas fropicales bajas y son numerosas y diversas en zonas montafiosas y en
regiones aridas., En Argentina crecen unos 227 géeneros y 1480 especies
espontaneas convirtigndose en la familia mas numerosa en nuestro pais (Katinas et
al., 2007).

El botanico francés Henn Cassini describid detalladamente la marfologia de
las Asteraceas. v fue uno de los primeros confribuyentes al conocimiento y a la
sistematica de esta familia. Otre gran colaborador fue George Bentham que en el
afio 1897 establecio la clasificacion de 13 tribus (Katinas et al,, 2007).

Harold Fobinzon y Robert King {King & Robinson, 1970) estudiaron los
microcaracteres (caracteres anatomicos, citolodgicos y quimicos) en lugar de los
macrocaracteras para tomar decisiones taxonamicas.

En 1987, Jansen y Palmer, mediante estudios moleculares de ADN,
realizaron aportes mas significativos a la clasificacion y filogenia de esta familia.
Con estos estudios ubicaron a la subtribu Barnadesiinae, muy representada en la
Argentina, en el rango de subfamilia Barnadesicideae y la consideraron como taxdn
basal en el arbol evolutivo de la familia,

En el mismo afio, el botanico Kane Bremer produjo el primer cladograma de
las Asteraceas basandose en caracteres morfologicos, unos aflos despuéds escribid
un tratado sobre la familia (Bremer, 1984). Eslos estudios van en paralelo con el
avance de los andlisis moleculares que llievaron en afos recientes a la disgregacion
an numerosas tribus o subfamilias de la mayoria de las fribus tradicionales (Funk et
al., 2005; Panero & Funk, 2002).
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Recientemente, fue propuesta una nueva clasificacion para la famiha donde
se consideran 13 subfamilias, scbre la base del analisis de 14 marcadores
moleculares dal cloroplasto (Panero et al., 2014); en esta propuesta, la subfam,
Bamadesicideae es la mas basal (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Clasificacidn de la Familia Asteraceae, segln Panero et al. (2014)
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En nuestro pais, Angel L. Cabrera (1908-1909) fue el precursor en los
estudios de la familia Asteraceae. Cabrera y autores posteriores se basaron en la
clasificacién de Bentham en las dislintas floras regionales (Cabrera, 1963, 1971,
1874, 1978; Cabrera & Zardinl, 1978).

En la reciente aparcion del tratemiento de Asteraceae para Argentina, se
aplican estos crterios de clasificacidn con ligeraz modificaciones, reconociéndose
16 tribus para nuestro pais. Anthemideae, Arctotideae, Aslereae, Bamadesieae,
Calenduleae, Cardusae, Eupatorieae, Gnaphalieas, Helenieae, Heliantheae,

Inuleae, Lactuceae, Liabeae, Mutisieae, Senecioneae y Vemonieae (Freire, 2014).
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1.3 Barnadesia odorata Grisab.

1.3.1 Consideraciones botanicas

La subfamilia Barmadesicideae es una de las entidades mas pequefia de
Asteraceae; esta comprendida por 9 generos ¥y ca. D0 especies que crecen
exclusivamente en Sudamérica, a lo largo de los Andes desde Venezuela hasta |a
Patagonia en Santa Cruz, En la Argentina, crecen 7 géneros con 26 especies
{Urtubey, 2014).

Los géneros de esta subfamilia se distinguen del resto de la familia por la
presencia de espinas axilares, pelos del lipp barnadesicides sobre estructuras
florales y foliares, tipos peculiares de la epidermis de la lesta v diversos tipos de
polen (Gruenstasudl| et al,, 2009,

Subfamilia Barnadesioideae-Tribu Barnadesieas
Arnaldoa Cabrara

Barnadesia Mutis ex L. f.
Chuguiraga Juss.
Dasyphyflum Kunth
Doniophytan Wedd.
Duseniella K. Schum,
Fulcaldea Poir,

Huarpea Cabrera
Schilefendalia Less.

Las especies de Bammadesia se encuentran distribuidas a lo largo de la
cordillera de los Andes y en los bosques de Argentina, Brasil y Paraguay. El género
astda formado por 18 especies, de las cuasles la mayoria crece en alluras
comprendidas entre 400-5000 msnm (Urtubey, 2014 ).

33




Congidersciones boldnicas ¥ guimicas

En un principio Barmadesia estuve an una sublribu dentro de la tribu
Mutizeae, pero actualmente se encuentra ubicado en una subfamilia propia con una
unica tribu (Panero et al,, 2014).

Jansen y Palmer, madiante esludios moleculares de ADN, observaron que
todos los géneros muestreados de Asteraceas posian una inversion de 22
kilobases en el genoema cloroplastco, exceplo en tres generos de la subltribu
Barnadesiinae (perteneciente en ese momenio a la tribu Mutisieae). Bamadesia,
Chuguiraga v Dasyphyllum (Jansen & Palmer, 1988, 1987). Eslos resultados dieren
lugar a una reevaluacion de las relaciones filogenéticas dentro de la familia. Ellos
descartaron la posibilidad de que la inversion haya ocurrido en el ancestro comun
de |a familia y que se haya revertido en los géneros perlenecientes a Barnadesiinae.

La ausencia de la inversidn en estos géneros llevd a la conclusidén de gue
asta subtribu representa un linaje primitivo &n la familia. Esto, combinado con dalos
morfologicos, sugirid elevar a la subtribu Barnadesiinae al rango de subfamilia
Bamadesioideas (Bremer, 1984), En la aciualidad es considerado el taxdn basal en
el arbol evolutive de la familia (Panero ef al., 2014).

Barnadesia es considerado el género mas evolucionado de la subfamilia por
su polinizacién por colibries y por la presencia de un determinado tipo de polen,

1.3.2 Descripcidn botdnica

La clasificacidn taxondmica es;

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Bamadesioideas

Tribu: Barnadesieae

Género: Barnadesia Mutis ex L, f.
Especie: Barnadesia odorafa Griseb,
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Hamadesia odorata es un arbol o arbusio de 1-2 m de allura, tallos con
aspinas axilares geminadas hasta de 35 mm de lengitud, densamente ramoso, con
ramas glabras. Posee hojas altemnas o en fasclculos, cora- a largamente
pecioladas; laminas elipticas de apice acuminado, mucronado o espinoso, de 30-70
mm de longited por 15-25 mm de anchura. Los capitulos son sésiles, terminales,
soltarios o geminados; involucre acampanado de 20-29 mm de longitud por 10-16
mm de didmetro, bracteas involucrales dispuestas en 7-9 series. Las flores son
blancas, rosadas o lilaceas (Figura 1.2); flores marginales 13, con corola bilabiada
{4+1), densamente pubescenta an el tercio medio, de 18-23 mm de longitud v con
anteras de 58-7,1 mm de longitud, filamentos libres entre si, papus plumoso
formado por cerdas amarillas, de 9,5-12,0 mm long. Flores centrales 3, con corola
ligulada, pubescencia similar a las flores marginales, de 13.8-18,8 mm de longitud,
anteras 5, de 55-6.8 mm de longitud, papus simple formado por cardas iguales o
algo mas cortas que el tubo de la corcla (Movara, 1995; Uriubey, 2014). Algunos de
sus capliulos exhalan un delicado perfume mienirazs gue oiroz son totalmente
inodoros.

Figura 1.2 [a) Capitulo v aspinas; (b) Capitulos v hojas de B. odorata Griseb.
*Folos Dr, Guillermo Elenreider (Movara, 19895)

1.3.3 Distribucion y habitat

Esta especie crece en las laderas de montafia y en el borde de los bosques
de transicidn del noroeste argenting (Jujuy, Salta y Tucuman) vy Bolivia (Dpto. Tarija,
Cochabamba y Santa Cruz), entre los 400-2500 msnm. Floreca de junio a enero,

eslado en &l gue no presenta hojas. Movara la describe como una especie agrasiva
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an pastizales serranos sobrepastoreados e invasora y molesta cuando hay mal
manejo de hacienda.
Nombres vulgares: “Clavel, clavelilio, clavillo, affiler, alfilerillo, alfiletera”.

1.3.4 Usos populares

Barnadesia odorata no ha sido considerada como una planta de gran interés
para &l hombre, excepto por su alto poder calérico para utilizarse como combustible
{(Fournet et al., 1884). S5e la emplea también para la confeccidn de cercos precarios
an campos de cultive por sus ramas con espinas. Los tallos huecos, recios vy
livianos, a veces se utilizan como cafas para colgar las hojas de tabaco durante el
estufado, pero por ser muy débiles son de baja calidad y duracitn (Novara, 1988).
Aparentemente los animales no la comen y es una especie de indice ideal en la
evaluacion del impacto de herblvoros en praderas naturales,

1.3.5 Antecedentes quimicos

En estudios guimicos de la subfamilia Barmadesioideae se observa un perfil
muy simple de flavonoides. En los géneros Arnaldoa, Barnadesia, Chuguiraga,
Dasyphylium, Doniophyton, Fulcaldea y Schlechtendsalia predominan los derivados
3-O-gluctsidos y 3-O-rutingsidos de los flavonoles kaempferol (1.1) y quercetina
{1.2) (Bohm & Stuessy, 1995).

En la Tabla 1.1 se muestran compuestos aislados por Bohm & Stuessy
{1995) de 12 especies del género Barnadesia,

Es inleresanle destacar que Barnadesia es el Unico género dentro de la
subfamilia capaz de producir los flavonoides isorhamnetina (1.3) (8. parvifiora) y
ericdictiol (1.4) (B. aculeala, B. arborea, B, parvifiora) (Bohm & Stuessy 1995).

Barnadesia odorata también fue estudiada por Mendiondo et al. (1997)
quienes informaron la presencia de los flavonoides quercetina-3-C-glucésido (1.5),
kaamplerol-3-0-glucdsido (1.6) v kaempferol-3-0-rutindsido (1.7). En la Figura 1.3,
los compuestos 1.1 8 1.4 comesponden a las agliconas v desde 1.5 a 1.12 a los
derivados glicosilados de las mismas,
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Tabla 1. 1 Flavonoides aislados del género Bamadesia (Bohm & Stuessy, 1995)

14 13 16 1.7 18 18120 1.1 1.12!

8. acuwieals t + + +

I| B. arboras Fs 4 & + + |
B. dombeyana 4 - + +

| B.cf. dombeyana + + |
B. hutchinsorWana + = + + *

i B. felskil + 4 * * |
8. gl + ¥+ + ¥

] 8. fehrranmi + + L] - & |
8. cf. lehrianni 4 * + * * +

| B odorats + | o+ | e + |
8. parvflora + * + + + + -

| 8. spnoss ® + + + + I

griodicticl {1.4); guerceting 3-O-glucdside (1.5); kaempleral 3-O-glucdsico (1.6); keempferol 3-0-
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1.10}; quercetina 3-0-rutindside (1.11) | isoramnetina 3-0-glucdsido (1.12); trazas,
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Figura 1.3 Compuestos aistados previamente del genero Barnadesia
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1.3.6 Actividad biclogica

Es importante destacar que para la especie objeto de estudio en este trabajo
de tesis (8. odorala) no existen antecedentas previos en actividad biologica.

Solo dos especies de Barnadesia presentan antecedentes en actividad
bioldgica. Las flores de B. arborea son ulilizadas para tratar la dermalilis y la gripe
{Tene et al., 2007). Barnadesia dombeyana es considerada una planta medicinal &n
Ancash, Peru, para el tratamiento de gripe, resfrios, bronguitis, dolor e inflamacidn
de las articulaciones y dolores reumaticos (Gonzales de la Cruz et al, 2014).
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1.4 Flourensia tortuosa Griseb.

1.4.1 Consideraciones botanicas

El género Flourensia DC. se encuentra exclusivamente en el continente
amerncano. Estd compuesto por 32 especies (Ariza Espinar, 2000). Tiene una
distribucidn anfifropical con 13 taxones en América de Morte, principalmente en
Mexico, donde dos especies, F. cernua y F. pringlel, se extienden hasta el sudoeste
de los Estados Unidos; en América del Sur habitan 20 taxones, 12 de ellos crecen
an Argentina, de las cuales 6 habitan en |la zona central del pais {(Ariza Espinar,
2000). Su importancia =& debe a gue todas son endémicas de esa region vy
presentan distribucién restringida. Habitan en zonas serranas, en ambientes
caracterizados por un clima semiando y suelos empobrecidos (Arza Espinar, 2000,
Delbon et al., 2012).

Flourensia es uno de los géneros para el cual existen grandes discrepancias
en lo que respacta a su clasificacién. Durante decadas varios autores ubicaron &
Flourensia en diferentes subtribus de acuerdo a estudios morfoldgicos y quimicos.

Hoffman (1894), colocd a este género dentro de la subtribu Verbasininae,
entre los géneros Lipochaeta y Spilanthes. Luego, Blake, en 1913, observd que
Flourensia se relacionaba con los géneros Helianthus, Viguiera, Simsia, Encelfa,
Enceliopsis, Geraspa, Hefianthela y Verbesinag, pertenecientes a la subtribu
Holianthinae. Recién en 1977, Stuessy incluyd a Flowrensia dentro de esta subtribu,
basandose en |as siguientes caracteristicas morfologicas: arbustos con hojas
alternas, flores marginales asexuadas vy flores del disco fértiles, paleas
conduplicadas y receptdculos convexos.

A pesar de que la subtribu Helianthinae es quimicamente uniforme,
caracterizandose por la presencia de eudesmandlidos |lactonizados en C-8 entre
otros matabolitos secundarios (germacrandlidos, derivados del kaurano v acetilenos
C-17), Robinson (1881) ubicd a Fowensia dentro de ofra subtribu denominada
Ecliptinae junto con Encelia, Enceliopsis, Gerea y Phoebanthus, criterio también
seguido por Dillon (1984). Sobre la base que alguncs géneros de esta subitribu
{particularmente Encelia) presentan lactonas sesquiterpénicas del bpo
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eudesmanolido vy elemandlidos con un grupo metilo en |a posicion inusual 10-a
(Bohlmann, 1990). Asi Flourensia se ubico junto a Encelia dentro de esta subitribu
por la presencia de eudesmandlidos lactonizados en C-8.

Panero (2005), mediante estudios comparativos de secuencias de ADN del
cloroplasto, ubicé a los géneros Flourensia, Encefia, Enceliopsis, Gerea y

Helianfhela dentro de una nueva subiribu Enceliinas.

Dillon (1984) propusc un esguema de relaciones interespecificas en
Flourensia basado fundamentaimente en caracteres exomorfologicos: morfologia de
los capitulos, incluyendo el tamanio vy forma de filanas, vy presencia ¥y nimero de
flores marginales, También considerd el tamafio y forma de las hojas, pubescencia,
tipo de inflorescencia, preferencias ecoldgicas vy ubicacion geogréfica para la
delimitacion de los grupos. Entre los taxones de América del Sur, se reconocieron
tres grupos poco diferenciados.

Uno de ellos esta compuesto por F. macrophytia, F. angustifolia, F. peruviana
¥ F. policephala, todas ellas distribuidas en los Andes del norte al sur de Perd.
Comparten similar inflorescencia y morfologia capitular y poseen preferencias
ecolégicas similares. Flourensia thurifera esta relacionada a este grupo a fraves de
F. macrophylia ya que ambas tienen hojas e invelucros similares.

Flourensia forfuosa junto con F. suffrutescens, F. macroligulata y F. colepis
integran ol grupo caractenzado por capitulos grandes con filarfas anchas y 13 a
21 flores marginales. Flourensia heterofepis parece estar en transicién entre este
grupo y el ultimo y esta mas relacionada con F. polycephala.

Flourensia riparia, F. campestris, F. leptopoda, F. niederleini, F. hira, F
fiabrigii y F. blakeana axhiben todas una tendencia hacia pocas flores marginales
La mayoria de eslas especies tiene entre 5 a 8 flores marginales. Flourensia
hirtissima, con capitulo solitario, se acerca mas a algunos individuos de F. fiebrigii y
es, probablemente, un producto de aquella linea, Este linaje estd claramente
relacionade al anterior paro tiende a ocupar ambientes mas andos a bajas alturas.
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1.4.2 Descripcion botanica
La clasificacion taxonomica de F. forfuosa es:

Familia: Asteraceas

Subfamilia: Astercideae

Tribu: Heliantheae

Subtribu: Enceliinas

Geénero: Flourensia DC.

Especie: Flourensia torfuosa Griseb.

Flourensia torfuosa es un erbusto hasta de 2 metros de altura; posee tallos
ascendentes. Hojas lancecladas a aovadas, (-3) 5-9 cm long, 1,535 (-5) cm de
ancho, base cuneada a redondeada, dpice acuminado a obtuso, margenes
enteros; peciolos de 3-17 mm long. Inflorescencias solitarias o laxamente
cimosas, 2-3 cabezuelas, pedunculos 1-4 cm long, puberulento, bracteado.
Capitule radiado, 10-15 mm alto, 10-20 mm ancho; involucre hemisférico, a
menudo con bracleas caliculadas; filarios en 2-3 series, iguales o subiguales, a
menudo ovados a oblongo-lanceclados, (-5) 7-153 mm long, (-2) 3-7 mm de
ancho, herbdceos; flores liguladas ca. 10, las ligulas a menudo oblongas, 18-30
mm kong, 7-10 mm anche, tubo ca. 8 mm long, glabro; flores tubulosas 30-50, las
corolas cilindricas, 4-6 mm long, tubo ca. 1 mm long, ldbulos ca. 0.7 mm long
Aquenios obcbnicos, 5-6 mm long, margenes sericecs, caras sericeas a
glabrescentes; papus con Z arslas, ca. 3,5 mm long. a menudo bifido, persistente
o caduco (Figura 1.4) (Dillon, 1984).
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Figura 1.4 F. tortuosa A rama florifera, B: capitulo; C: flor dal disco.
Reproducido de Dillon (1284)

1.4.3 Distribucion y habitat

La ezpecie en esiudio crece entre 1200-3100 masnm, en suelos arencsos, Se
ancuentra en Calamarca, entre las Sierras de Zapata, Aconguija vy Beleén. Se
obsarvan poblaciones dispersas en Salta y Tucuman (Figura 1.5). Presenta hojas
variables, aparentementz en funcén de la humedad dispommble en sus respectvas
habitats. Sus filarios también son vanables: individuos de Tucuman y Salta tenen
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fitarioe estrechos y oblongo- lanceolados; en cambio, en Catamarca son mas
anchos y ovados
Esta especie no posee nombres vulgares.
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Figura 1.5 Distribucidn geografica de F, forfuosa en Amgentina
“(Dibon, 1984)

1.4.4 Usos populares

En literatura no existen ragistros de usos para la especie F, torfuosa.

Sin embargo, algunas especies de Flouwrensia son reconocidas en medicina
popular ya que se las uliliza para aliviar diversas enfermedades gastrointestinales,
como purganta, expectorante y antimeumatica; otras, en cambio, son usadas como
incienso, aromaticas y tintéreas (Delbdn et al., 2012).
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1.4.5 Antecedentes quimicos
Mediante el estudio fitoquimico de once especies del género Flowrensia, se
aislaron metabolitos derivados de la ruta del mevalonato, del acetato y compuestos

derivados de la ruta del acido shikimico. Estas son:

F. campestris Grizseb.,

F. cernug DC

F. fiebrigii 5.F, Blake

F. heterolepis 5.F, Blake

- llicifolla Brandegee

. macrophyila 5.F. Blake
oolepiz 5.F. Blake

. resinosa S.F. Blake

_retinophylla S.F. Blake

. riparia Grisab,

- thurifera (Malina) DC.

iz S S o i T o T (S

Mo existen antecedentes bibliegréficos de estudio fitoguimico para la especie
en estudio (F. forfuosa).

El pénero Flourensia se caracteriza por la prasancia de benzofuranos,
cromenos, sesquiterpenos sobre todo de nicleo euwdesmano, lactonas
sazquiterpénicas y flavonoides, entre otros compuestos menos predominantes (Rios
at al., 201.3).

A partir de nueve da las 11 especies esludiadas se aislaron benzofuranos y
cromenos de estructuras variadas, metabolitos que derivan de la ruta del acetato a
través de p-hidroxiacetofenona. Estas especies son F. campestris, £ cernua, F.
fiebrigii, F. heterofepis, F. macrophyifa, F. oolepis, F. resinosa, F. riparia y F.
thurifera (Tabla 1.2, Figura 1.6). Esta clase de compuestos no s& han reporfado en
. ilicifolia ¥ F. refinophylla.
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Tabla 1.2 Benzofuranos y cromenos aislados de especies de Flourensia

nmpus tris
F. cernua

F. fiebrigil

heterolepis

F.
macrophyila

F. oolepis

F. resinosa

F. riparia

F. thurifera

Eetodeuparona 1.16%

Euparna 1.13, G-acefil-2,2-dimeld cromano 1.22, T-hedroxi
encecafing  1.24, G- 1-hidroxietl - 7-meloxi-2,2-gimetiE-2H-
croment 125 T-meto-2 2-dimetil-6-vinl-2H-cromano 1.29,
G-poetil-2 2-dimeti-8- 3-metl-2-butenil - 2H-cromeno. 1,30,
2, 3-dihidro euparina 1.31, B-[1-[angaloilcxi} efil}T-meloi-
2 2=dimetd-2H-crameno 1.32, 4-meloxi-2, 3-dihidro euparina
1,33, G-aceti-B-metoxl-2.2-dimetil-2H-cromen-5-o0l  1.34,
cernuanon-angelicate 1.35. cernuanon-senecicalo 1.6,
carmuanon-(trans-3-mafil-2-pentenoalo) 1,37, cernuanon-
cinamato 1,38

Trematona 1,39, G-metoxiremalona 1.40, 2-isoprogeni-3-
axlangeloll-S-acelli-cis-2,3-dihkdrobenzofrano 1.41, 5-acetil-
2. 3-dirsdro-2a-propend-Ju-oxi-angeloikbenzofurans 1,42,
S-aoatil-2, 3-dihédro-2z-propend-3a-oxi-tigloli-benzofurang
1.43, S-acelil-2, -dihidro-2o-propenil-3n-ogi-tigloil-6=
metnxibenzofuranc 1.44

Ja-angelotond-6-hideog tremefona 147, 3a-angeloiloxi-G-
matoxi remeaiona 1.18, B-hidroxi Femaelena 1.19, G-acedil-3-
(3, 3-dimaetitalil)-2, 2-Smetilcromend 1,20, 2-isopropeni-5-(1'-
angeloiloxketl -6-metodbenzofuranoc 1.21, G-acetil-2.2-
dimetil cromeno 1.22, T-hidroxi encecalina 1.24, 6-(1-
hadroxiatil)-T-metoxi-2, 2-dimatil-2H-cromena 1,25

Euparing 1.13, metoxi-euparina 1.14, 3a-angeloiloi-6-
hidroxi tremeiona 1.7, Jo-angelcilow-G-metoxl tremeiona
1.18, B-acalll-8-43, 3-dimatilalil}-2 2-dimatilcromeana 1,20

Euparina 1.13

Flourensianal angelkcato 1.26, flourensianol senecoato
1.27, flourensianol tiglato 1.28

Euparona 1.15, metoxseuparona 1,16, encecaling 1.23, &
matoxitremetona 1,40, S-aceli-2,3-dihidro-2-{2-[1-cloro-2-
hidroxigropll] Fbenzofurane 1.45,  2,3-dihbdro-11,12-
dihidrogeuparing 1.46

Euparina 1.13, encecaling 1.23, T-hidroxi encecaling 1.24

Livibura &t &l,,
2004

Bohimann &
Grenz, 1977

Uriburu, 2002
Uriburu et &l.,

Bohimann &
Jakupovic, 1979

Bahlmann ef al,,
10E4"

Guerrero et al.,
14979

Bohlmann &
Greng, 1977

Liriburu ef al .,
2004
Liniburu af al.,
2005

Faini al ai,,
19897

*log nUmeros no son comedativos debido a que los compuestos estan agrupados por famitia de
compuestos, segin & absarya an la Figura 1.8
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Ocho da las 11 especies analfizadas quimicamente incluyen metabolitos
darivados de la ruta dal mevalonato (Tabla 1.3 y Figura 1.7). Estos son
sesquiterpencs de diferentes nlcleos tales como eudesmanos, eremofilanos,
armadendranos, germacranos, bisabolenos vy lactonas sesguiterpénicas del tipo
eudesmandlido. Tambign se informd |la presencia de triterpenos en F, resinosa
(Rodriguez Hahn & Rodriguez, 1973), F. macrophylla (Bohimann et al., 1984 a) y F.
helerclepis (Bohlmann & Jakupowik, 1973)

La presencia de lactonas sesquiterpénicas es bastante comin dentro de [a
sublribu Enceliinae; sin embargo, en Flourensia se han aislado sélo a partir de F.
riparia (Uriburu et al., 2004) y F. macrophylla (Bohimann et al., 1984a). Los
compuestos 4-B-hidroxi-4,10a-dimetil-TaH, BaH-eudasman-11-dien-8,12-6lido (1.53)
¥ 10a-metil-TaH,8aH-seudesman-4,11-dien-8,12-0lido (1.56) tienen grupo CHs-10 en
posicidn a; esta estereoquimica @s caracteristica de la subtribu Ecliptinae.

Tabla 1.3 Sesquiterpencs aislados de especies de Flowrensia

F. campesiris (45 B5)-T-carboxi-8-hidroed-1(2),12( 1 3)-dien-bisabolens 1,83 Silva al al, 2012

F. cernua Acida  flourdnscn 179, Scido  dehidroflourénsico  1.80,  Kingsion ef al.,
flourensadiod 1,81 1975
Bata el al 2003

F. figbrigii {45 BS)-T-carboxi-8-hidroxi-1(2], 12{13}-dien-bisaboleno 1.32  Uribwru, 2002

F. heterolepis Germacreno 0 1,82, 11-hidroxi-12,13-dihidrocostol  1.63,  Bohlmann &
asteres metiice de los Scdoz 11 12-dihidrochatico 4.64, Jakupovik, 1978
1u=hidrogicésiico 1.65, 1-oxocostico 1.68,
1x-angeloiloricostice 1,67,  3@-hidroxi-11,13-dindrocdstico
168,  3f-zenecioiiog-11,13-dihidrocdstice 169, 30-
hidracinnamodoni-11, 13-dibsdrocostico  1.70,  3p-lighinoiloxi-
11,13-dihidrocdstica 1.7, Ap-lsobutiniox-11,13-
dividrocostice  1.72,  3f-msovaleriox-11,13-dihidrocostics
1.73, Jf-angeloiloxi-11,13-dihidrochstica 1.74

F. Aiantolaclona 1,47, 9n-hidroxialaniolactona 1.48, S9)- Bohlmann & al,
hedroxialantolaciona 1.49, S-oxo-alantolaciona 1,50, 1-oxo-

a7
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macrophylla  alamolactona 1.51, dcido B-oxo edstico 1.57, dcido Bp OF-
dihidironi edalico 1.58, dckde S-hidrox cdabeo 1.58, 4cido
Sex-hidnox costico 1.60

F. solepis HAcido ilicico 1.77, llicol 1.78

F. resinosa Ester metilico del cido cdstico 1.61, P ewdesmol 1.75, Acido
iligicn 1,78, cripbomeridiol 1,77

F. dparia Carabrona 1,52, 4-p-hidroxi-4, 100-dim atil-TaH . BoH-
audesman-11-dien-8,12-6lido 1.53, septuplindlids 1.54,
isnalandcdactona 1,558, 10a-mefil-TuH BaH-sudesman-4,11-
dien-8, 12-dlido 1.56

Confinuacidn Tabla 1.3

1984*

Guermmeirm et al.,
197G

Criar Mapal &
FPalacios, 2013

Rodriguez Hahn &
Rodriguez, 1973

Flos et al, 2013

Liriburu, 2002

Liribur ef al., S04

“los mdmeros o son cormelativos debido o que los compusstos estan agrupados por familia de
compuestos, segin s obserda en la Figura 1.7
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Figura 1.7 Sesquiterpenos aislados de especies de Flourensia
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Todas las especies de Flourensia estudiadas sintetizan flavonoides, Los
compuestos informados gue perienescen a la ruta del dcide shikimico son
flavanonas, dihidroflavonoles, flavonas, flavonoles, cumarings y una chalcona.
(Tabla 1.4, Figura 1.8). Los compuesios 8-prenil-flavanonas y B-prenil-flavonoles
fueron descriplos en F. fiebrigi v F riparia, v al menos dos tipos de estos
flavanoides sa incluyen en F. campesins,

Tabla 1.4 Flavonoidas aislados da Fourensia

Dilicn & Mabry,
dihidroxiisobavachina-7-O-meti  éter  1.88, S-preni-3'.4-  1g77
dinidroxi-7-metoxi Navanens 1.104, B-C-Pr-
dihidroisoramneting 1.109, Galetin 3 6-cimetiister 1,114°

T3 #-trimafox-fiavona 1128, B-Pr-evipdicliel 1,86, 53

Liriury et al., 2004

F. cernua 3 7-dimetilkeempferal 1111, 68-d-C-glucozil  apigenina  Rao ef al, 1870
(vicenina-2] 1119,  B-C-xibosil  B-Ceglicosil  apigenina
{vicenina-1] 1920, 6-C-arsbinopiranosil  8-C-glucosi Do et al., 1976
apigenina  (isoschaftosido}  1.121, 6-C-glucosdl  8-C-
arsbinopiranosil apigening [schaftesida) 1.122, 6-C-glusosil
&-C-arabinosil aplgenina [necschafoside) 1.123, 3-melod
guerceling 1.135, & 4'-dibadroxi-6, T -dimetoxiflavona
{irsimaritina) 1.138. &7 4 “nhidroxi-G-metoaflavona
{hispedulina) 1.139, ermenina 1,130

F. fiebrigil 8.3 -dihidroxlisobavachin-T-O-medil  &ber 1,88, (25)8-(3"- LUribwu et al., 2007
metilbut-2"-eni}-7, 3 4-rihidroxiflevanona 1901, [25-8-(3"-
rredil-4"-Fidrowi-bub-2"-and)-7, 3 4 trihidroxfiavanona

Mata et al, 2003

1.102, {251-8-{3"-mati-4"-hidroxi-bul-2"=enil -5, 3" 4'-
trihidroxi-V-metoxiflavanona 1.103
F. heterolepls 5§ 3'-dirddroxisobavachin-T-0-maetil fter 1.88, T- Bohimann &

hidrowiflavenona  1.89, T-meloxiflavancna  1.80, 2'4-  Jakupowik, 1979
dihidroxichalcona 1.140

F, ilicifolia Pingcam being (5. T-dihadroxiflavanona) 1.84, 3- Ddilon &  Mabry,
metilksemplensd 1.910, Galetin (G-metl eter kaempferal) 1977
1.113, Galetn 3 6-dimelileter 1.114, Ouercetagetina 3 6-
dimetil eter [axillarina) 1.136, Quercetagetina 3 8 3 frimedil
atar {jaceidinal 1.137

8, 3-dihidronmsobavachin-T-0-meti  atar 1.88 Escopoletina Bohlmann el al,

: 1.141, Escoparona 1.142, Escopoleting-(3'-matil-bul-2'-an-1"-  1pg4a
macrophylia i\ ster 1.143
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F. oolepis

F. resinosa

retinaphylla

F. riparla

F. thurifera

& d'-dihidroxichaleons 1140, 7T-hidroxiflavancns 1184,
Pinocembrina {5, 7-dihidrogifiavanona) 184, naringanina
1.86, catequina 1.91. guercalina 1,125

Pinobanksima 1.93, Chrisina 1.84, T-melilchnsna 1.95, 3-
metikaempferol 1.110, 3,7-dimetikaempferct 1111, 3.4~
dimefilksemplerol 1.112, Galeting (B-medll eter kaempfenoi)
1.113. Galetina 3 8-dimatilater 1.114, Apigenina 1.118, 7-
metiapigenina 1,117, 7.4'-dimetilapigenina 1.118, Galangina
1131, I-metigatanging 1.132. T-metigalanging 1.133, 3.3
dimetilguercetina 1.13

Finocembring {5, F-dinidroxifiavanonay 184, 573
trihidrexiflavanona 185, 5 7-dihidroxi-3-metoxflavancna
1.87, 5,7 3 -trihidraxi-3-isabutiredlavananol 1.92

5. 6-dihidroxi-3, T-dimetoxi  flavona 1127, B-prenil-3,5,7 4'-
tebrahidrox-3-metox  flavona 1115, 57 4 -trihidroxi-3,8,3'-
trimatox flavona 1.128, Exiguaflavanona K 1.87, Glabranina
1.88, &-Pr-naringenina 1.99, 5 3-dihidroxisobavachin-T-0-
miedil &ter 1.88, Glepsdopting B 1.105, Pinobanksina 1.83, 8-
prenil-3,5,7 -trihidnoxi, 3° 4 -dimetox-Nlavancna 1.107,
egcanosing 1.108, 8-C-Fr-dihidroiscramnatina 1.105

Quercating F-metil &er 1136, prenileling 1,143, capensna
1.144

Continuacidn Tabla 1.4

*los nomeros no son comelatives debido & que 08 compuesios estan agrepados por familia de

compuestos, segon se observa en la Flgura 1.8

3l

Guamsiro  s1  al.,
1970

Diaz  Mapal &
Palachos, 20040

Wallenweber &
Yatgkbevych, 1885

Rics el al,, 2013

Dillon & Mabry,
1977

Siuppner & Moller,
1504

Urilury, 2002

Uriouru et al., 2004

Faini &l al., 1997
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Figura 1.B Flavonoides alslados de Flourensia
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También se aislaron derivados de la acelofenona a parlir de Ires especies de
Flourensia (Figura 1.9). El compuesto 3,5-bis-(3, 3-dimetilalil-4-hidrox acetofenona
(1.147} se encontré en: F. cermua, F. heterolepis y F. macrophylia (Bohlmann &
Grenz, 1977, Bohlmann & Jakupovik, 1879; Bohimann & Jakupovik, 1984a). En F
heterolepls y F. macrophylia se encontrd 4-hidroxiacetofenona (1.146) (Bohlmann &
Jakupovik, 1979; Bohlmann & Jakupovik, 1984a); los compuestos 1.148, 1.149 y
1.150 fueron descripios en F. cernua y 1.151, 1.152 v 1.153 en F. macrophyila

{Bohlmann & Grenz, 1977).
[+ ] o
gJ\ g@L
[ ] L]
1.148 1.149

1,148 1.147

OH

DCH, |

HI.
R €0 M
- Ong
HO
o

R

a ] 1181 H
1450 1.152  CH,CHCMeD, 113

Figura 1.9 Derivados da ecetofenona aislados de Flowrensia

Se informaron, ademds, otras clases de compuestos. A pardir de F. cernua se
alslaron tiofenos, polienos, y-lactonas entre otros (Bohlmann y Grenz, 1877,
Kingston el al., 1975, Mata et al., 2003). Tanto en F. helerclepis como en F
resinosa se encontraron polienos y trilerpenos (Bohimann & Jakupowvie, 1979,
Bohlmann & Grenz, 1877, Rodriguez Hahn & Rodriguez, 1973). En F. thurifera se
encoenfraron monoterpenos, diterpenos e hidrocarburos (Urzla et al., 2007),

ha
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De las especies relacionadas desde el punto de wvista botanico con F
torfuosa, s0lo F. oolepis fue estudiada gquimicamente, aislandose |os
sesquiterpenas acido ilicico (1.77) e ilicicel (1.78), el benzofurano euparina (1.13), 7-
hidroxiflavanona (1.189) y 2' 4'-dihidroxichalcona {1.140) {Guerreire et al., 1979).

1.4.6 Actividad biologica

Desde el punto de vista bioldgico se han evaluado diferentes especies del
género Flourensia, no asl F. forfuosa,

Se estudiaron extractos vy compuestos puros en cuanto a sus efectos
antifUngicos, antimicrobianos e insacticidas, entre otros. Hasta el momento |a
espaciea mas astudiada desde ol punto de vista bioldgico es F. cermnua.

Flourensia cernua, conocida cominmente como “tarbush®, es un arbuslo que
crece en el desierto de Chihuahua en México. Esta especie tiene una composicion
de nutrientes similar a la alfalfa (Estell et al., 1996), pero puede producir foxicidad
&n animales. Se ha reportado hepatotoxicidad &an un grupo de ovejas alimentado
con alfalfa y un complemento de F. cemua, |08 principios activos responsables de
este efecto no fueron determinados (Fredickson et al., 1994). Se comprobd ademas
accion antifingica de la resina obtenida con metano! en un aparato soxhlet, sobre al
crecimiento micelial de Rhizoclonia solani y Phytophthora infesfans (Gamboa-
Alvarado et al., 2003). La actividad bactericida se evalud frente a Mycobacterium
fuberculosis, bacteria causante de la tuberculosis. Las cepas ulilizadas eran
resistentes y sensibles a esireptomicina, isoniazida, nfampina, etambutol, y
pyrazinamida. La evaluacidn de los extractos etandlico, hexano, acetato de etilo y
metandlico de las hojas de F. cernua, demostro que el extracto de hexano es el que
presenta mayor actividad frante a este patégeno (Concentracion inhibitoria minima,
CIM 50 ppm} (Molina-Salinas et al,, 2006),

Mendez et al. (2012) estudiaron el efecto de extractos obtenidos con
solventes convencionales (agua y etanol) y solventes organicos altarmativos (lanaolil
y manteca de cacao) de F. cernua frente a Staphylococcus aureus. El extraclo
etanolico es &l que presentd mayor inhibicidn en el crecimiento de este patigeno.
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Las actividades antifingica, antialgal y antitermita de los extractos hexano,
dietil éter y etanol de F, cernua fueron investigadas por Téllez et al. (2001). El aceita
esancial obtenido a parir de la fraccion de hexano mostro actvidad antifingica
sobre Colletotrichum fragariae, C. glososporicides. y C. accutatum. La fraccion de
éter dietilico mostrod actividad selectiva en las cianobactenias Oscillatoria perornata,
Q. agardhii, y Selenastrum capricornutum. Los tres exiractos también revelaron un
alto grado de actividad termiticida después de cinco semanas scbre Reficulitermes
S

Por ofra parie, Mata et al. (2003) aislaron tres compuestos fitotdxicos: acido
dehidrofiourensico (1.80), flourensadiol (1.81) y metil orsellinato (1.154) del extracto
crudo de F. cernua. Estos compuestos indujeron una inhibicidn significativa en el
crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli.

f4a

i :CDL'IMH
HO aH

1.154

Otra especie que cuenta con estudios bioldgicos es F. oolepis. El exfracto
gtandlico de las partes aéreas mostrd una marcada aclividad antialimentana frente a
Epflachna paenulata, con un [ndice antialimentario de 99.1% a 100 pfcmi'. Mediante
una purificacién bioguiada se aisld la flavanona pinocembrina (1.84) como principio
activo (Diaz Nepal & Palacios, 2008)

Seo identificaron los componentes del aceite esencial de F. oolepis (Garcia et
al., 2007) v se comprobé su efecto bactericida in witro frente a Listerma
monocytogenes (Vaca Ruiz et al, 2008). Sa evaluo también efecto repelenta v tdxico
sobre tres especies de insectos adultos, Se observd inhibicidn sobre Tribolium
castaneum, actuando como una toxina de contacto y frente a Myzus persicae y
| epfinotarsa decemlineata (Garcia et al., 2007).

Sobre F. thurifera se demostrd gue el extracio de resina de las hojas y los
tallos exhibe actividad citotdxica frente a Arfemia saling vy acfividad antialimentaria
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frentea a Spodoptera (oralis. La purnficacidn bio-guiada del extracto condujo al
aislamiento de nueve compuestos aromaticos conocidos, incluyendo cumarinas,
cromenos, un benzofurano, un flavonoide y derivados de acido p-cumarico. Los
resultados mostraron que encecalina (1.23) fue & compuesto mas activo frente a
larvas de 5. lifforalis (Faini et al,, 1997),

Por su parte, Jasso de Rodriguez et al. (2007) reconocieron el efecto
antifingico de los extractos etandlicos de F. microphyia, F. cernua vy F. retinophylla
frente agentes patdgenos que atacan los cultivos comerciales: Alternaria sp.,
Rhizoctonia sofani y Fusarium oxysporum. Las tres especies inhibieron los tres
patdgenos a 1500 pL/L. La inhibicidn total se observd con F. cemua y F. retinophylia
an 1000 pLiL da K. sofani.

Cabe destacar que hasta el momento no se realizaron estudios de actividad
bioldgica de F. torfuosa.
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1.5 Wedelia aurantiaca Griseb.

1.5.1 Consideraciones botanicas

El género Wedelia Jacg. esta compuesto por unas 100 especies
subcosmopolitas. Se distribuyen en regiones tropicales de todos kos continentes.
Alrededor de 60 especies se encuentran an América de las gue sdlo 6 llegan a la
Argentina. Soélo unas pocas estan presentes en el continente africano (Ganzer,
1092).

La fribu Heliantheae fue revisada a nivel de tribu ¥ subtribu por diferentes
autores (Robinson, 1984; McVaugh, 1984; Tumer, 18%2), llegando todos a la
conclusion que Aspilia es sindnimo de Wedelia. Fue Turner (1892) quien concluyd
que es imposible separlos como dos géneros distintos efectivizando la sinonimia de
Aspilia bajo Wedelia.

1.5.2 Descripcion botanica

La clasificacion taxondmica es;

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Astercideas

Tribu: Heliantheae

Subtribu: Ecliptinae

Género: Wedelia Jacq.

Especie: Wedelia aurantiaca Griseb.

Wedelia aurantiaca es un sufritice de hasta 1,20 m de altura, muy
ramificado. Presenta tallos delgados, hispidos, ascendentes. Hojas opuestas,
decusadas, simples, brevemente pecioladazs a subsésiles, lamina esirigosa con
Apice agudo, bordes asemados, de 3-13 cm long. ¥ 1-5 cm lal Capitulos apicales
en cada rama, largamente pedunculados, de 10-15 mm long. y fat. Filarios en 3

saries, altemos. Flores amarillas, las marginales con ligula de 15-20 mm long., las
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centrales con tubo supenormeante engrosado, de 0,7 mm. Aquenios pubérulos, de 4-

& mm long. Papus coroniforme, biaristado (Figura 1.10).

Figura 1.10 Hojas y flores de W, suranfiacs
*Foto de L. J Movara. (Movara, 2010)

1.5.3 Distribucién y habitat

La especie en estudio crece en Bolivia y en el noroeste argentino. En el valle
de Lerma es frecuente en pastizales serranos bajos y hiomeados. (Figura 1.11). En la
provincia de Salta sdlo se encontrd la vanedad tipica. La varedad wvulcanica
Cabrera, se enconird en pastizales serranos de Jujuy. Todavia no fue hallada en &l
valle de Larma an la provincia de Salta.

Esta especie no posee nombras vulgares

1.5.4 Usos populares

Wedelia aurantiaca no presenta antecedentes sobre usos populares. Puede
confundirse a campo con ofras especies cormrespondientes a los generos Flouwrensia,
Vigulera, Zexmenia y Simsia. 5e separan facimente por las caracteristicas del

papus.
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Figura 1.11 Distribucidn W, suranfizca en la Provincia de Salta (Movara, 2010)

1.5.5 Antecedentes quimicos

Se realizd una busqueda bibliografica de antecedentas quimices de aspacies
del género Aspilis {ahora denominados Wedeliz), En biblografia se encuentran
descnptos metabolitos secundarios aislados de 14 especies del género Aspilia.
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A. bishoplecta H. Robins.

A, cupulata 5.F. Blake

A, eenii 5. Moore

A, hirsutn Benth, & Hook.

A. hispidantha H. Robins.

A. jolyana Barr.

A. laevissima Baker

A. mossambicensis (Oliv.) Wild.
A ovalifolia (DC) Baker

A. riedelii Baker

A. silphioides Benth,

A. floribunda (Gardner) Baker
A. montevidensis (Spreng.) Kuntze
A, africana (Pers.) C.0. Adams

Ademds de las semejanzas morfolégicas que llevan a la conclusion gue
Aspiliz es sinonimo de Wedells, estos géneros también presentan semejanzas
quimicas. Se informaron derivados de! dcido ent-kaurénico, especialmente aquellos
con funciones oxigenadas en C-15 con orentacidn a- ¥ B-, y derivados dal
germacrano &n ambos géneros (Bohlmann et al., 1877, 1980 Steriactina, 1981,
18582, 1984b; Bellini et al., 1999; Ganzer et al.,, 1992). También se aislaron lactonas
sasquiterpénicas, sobre todo del tipo eudesmandlido con el grupo metilo de C-10 en
posicion o La presencia de estos compuestos tanto en Aspilia (1.155-1.162)
{Bohlmann et al., 1883) como en Wedela (1.162-1.164,1.56) (Herz & Kulanthalvel,
1984; Herz & Sosa, 1986) (Figura 1.12) muestra |a estrecha relacién antre ambas
géneros,
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Figura 1.12 Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Aspiia y Wedalia

1.5.6 Actividad biologica

Sdlo tres especies del género presentan antecedentes de actividad biclogica,

Wedelia aficana (A africana) es una planta muy ulilizada en medicing
popular en el noroeste de Africa. Las hojas frescas de esla especie se colocan
sobre hendas para detener la sangre, por eso &5 conocida como “planta de la
hemomragia®. Se evalud la actividad anticoagulante del exiracto salino de las hojas
de W. africana, los resultados muesira que se produce una perdida del efecto
hemostatico &l se obtiene el extracto a partir de hojas secas (Hanna & Memetz,
1887}

La actividad antibacleriana in wiro de los extractos metandlico v acuoso de
las hojas de W. africana fue evaluada frente a lres bacterias Gram-positivas y fres
Gram-negativas: Aerobacter aerogenes, Agrobaclerium [umefacens, Bacillus
subliis, Clostridium sporogenes, Escherichia coli y Staphylococcus awreus. El
extracto metandlico mostrd un amplioc espectro antibacteriano ya que inhibio el
crecimiento de todas las bactenas testeadas (CIM 0,1 g/mL) (Macfoy & Cline, 1990).

Se evalud, ademds, la actividad antimalarica del extracto etandlico de las
hojas frente al parasito Plasmodium falciparium. El efecto  antimalarico observado
se alrbuye a [a presencia de alcaloides, flavonoides y terpencs en &l extraclo
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{Christian et al., 2012). Esta actividad también fue evaluada por Waako et al. (2005)
y Okokon et al. (2006).

Okoli et al. (2006) probaron el efecto antiinflamatorio del extracto de hexano
en roedores; para ello indujeron edemas en patas y orgjas. Los resultados sugieren
que las hojas de W. africana poseen actividad antiinflamatoria y esto deriva da |a
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, la inhibicion de aumento de la
permeabilidad vascular, la inhibicion de la migracién de neutrdfilos en los lejidos
inflamados y la estimulacion de la acumulacian de linfocilos, lo que puede mejorar la
reparacion de @ydos v la curacion. La presencia de compuestos terpencides en las
hojas puaden ser los responsables de esta actividad.

En el trabajo realizado por Jide & Abiodum (2012) se evalud la actividad
antioxidante y antibacteriana in vitro de dos diterpenos aislados de esta especie:
trans atil-3-(3,4-dihidroxifenil) acrilato (1.166) y 3-(4-hidroxifenil}-2-ox0-2H-cromeno-
G-carbaldehido (1.167). Para estudiar el potencial antioxidante se utilizd el ensayo
con DFPH, mientras gue la actividad antibacteriana frente a 5. aureus, Escherichia
coll, Bacillus subtilis y Pseudomona aureginosa fue llevada a cabo ulilizando el
metodo de difusion en agar y bioutografia. Los resultados muestraron que el
compuesto 1.166 presenta una fuerte actividad antioxidanta (14.49 + 0,84 pM) en
comparacién con el acido L-ascérbico (13.18 £ 0,63 pM) utilizado como estadndar.
Se observd, ademas, una marcada actividad antibacteriana de este compuesto
frente a B. subfilis.
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Oiras investigaciones sobre la bioactividad en W, africana fusron reporiadas
por Mguelefack et al (2005) v Ubaka et al. (2009) que evaluaron el efecto
antiviceroso de extractos de asta especie.

Wedelia plathyphyila (A, platyphylia) presenta actividad anti-tripanosoidal. Las
fracciones solubles en diclorometano a partir de los exiractos cloroformico vy
etandlico fueron activaz frente a Trypanosoma cruzl. Segin los aulores esta
actividad puede estar relacionada con la composicion de diterpanos presentes en
estas fracciones (Veneaziani et al., 2007)

Oftra especie astudiada fue W. mossambicenses que presenta una actividad
antimicrobiana in vitro frente a Salmonella lyphi, Streplococcus pyogenes y una

cepa de Aspergillus niger (Musyimi et al., 2008).
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2.1 Material vegetal

Los ejemplares de herbario de Barnadesia odorata Griseb. an sus diferentes
estados de crecimiento y el de Wedelia aurantica Griseb, fueron ldentificados por al
Ing. Lazaro Novara y depositados en el museo de la Facultad de Ciencias
Maturales de la Universidad Macional de Salta (MCNS) con los nimeros de
herbario cormespondientes gque se indican mas abajo. El ejemplar de Fourensia
torfuosa Griseb. fue identificado por el Dr. Luis Ariza Espinar y depositado en &l
Musec Botanico de Cordoba (CORD). Los materiales corespondientes fueron
secados en condiciones de luz ¥ humedad apropiadas. Posteriormente fueron

molidos an un moling a paletas.

Barnadesia odorata: Las muestras se recolectaron en la localidad de
Vaqueros a 2,5 km al oeste de la ruta provincial 9, en el Departamente La Caldera,
Provincia de Salta. Los estudios fitoguimicos se realizaron con material vegetal
recolectado en diferentes estados de crecimiento de la planta dando lugar a tres
numercs de herbarios diferentes:

-Material vegetal estéril (hojas y talles). Febrero 2007. MCNS 9947 (Figura 2.1a)
-Flores y tallos. Agosto 2008. MCNS 10253 (Figura 2.1b)
-Material vagetal estéril (hojas y tallos). Marzo 2009, MCNS 11342

Figura 2.1 Material vegetal de B. odorata (a) MCNS 9947; (b) MCNS 10253
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Flourensia tortuosa: El material vegetal fue recolectado por las Docloras
Maria Tereza Cosa vy Gloria Barboza de |a Universidad Macional de Cordoba, en
camping La Aguadita, Andalgala, Provincia de Catamarca (27°32' 5, 66™17' W, 1246

msnm). Febrero 2009, con nimero de herbaric Delbon 2.

Wedelia aurantiaca: La parte aérea de la planta {(hojas, tallos y flores) fue
recolectada en la lecalidad de Campo Quijano, camino a GComalito, en el

Departamento Rosario de Lerma, Provincia de Salta, en Febrero de 2008, MCNS
12975 (Figura 2.2)

e
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Figura 2.2 Material vegetal de W aurantlaca MCNS 12875

2.2 Solventes y métodos de extraccion

En los procesos de exfraccion ¥ punficacidn se utiizaron benceno,
ciclohexano, coroformo, diclorometano, acetato de etilo y metanol. Todos fueron de

grado analitico v dezfilados antes de su uso.
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El matenal vegelal de cada especie estudiada fue extraido como sa datalla an
cada caso en los capitulos correspondientes,

Con todas las especies se empled primere €l métode tradicional con acetato
de plomo, cuyo objelive es la eliminacidn de sustancias apolares por precipitaciin
(De la Fuenle el al., 1997). Cuando el método anterior no dio buenos resultados, se
empled &l método de particién con solventes de polaridad creciente.

2.3 Métodos espectroscopicos

2.3.1 Espectroscopia Infrarroja (IR)

Los espectros de absorcién en el infrarmojo se determinaron en un equipo
Spectrum GX-FTIR Perkin Elmer. En algunos casos las muestras fueron
homogeneizadas con KBr anhidro formando una pastilla. En otros, los productos se
disohneron en cloroformo grado espectroscépico y se aplicaran en forma de pelicula
sobre una pastilla de KBr. Los valores de las sefales se expresan en numero de

onda (W), en em™.

2.3.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
Los espectros de RMN de "H y "C, en una y dos dimensiones fueron registrados a
temperatura ambiente (25°C), en un espectrémetro Bruker Avance || AWV-400,
utilizando campos de 400,13 MHz para 'H y 100,32 MHz para "C. Las muestras
fueron disueltas en cloroformo deuterado (CDCl3), acetona deuterada (CD3)pC0 v
metanol deuterado (CD30D0D) segln se indica en cada caso. Se utlizod tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. Los desplazamientos guimicos se expresan en partes
por milkdn (ppm) o & respecto a la resonancia del TMS (0,00 ppm) y las constantes

de acoplamiento (J) en Hz.

2.3.3 Espectrometria de masa (EM)

Los espectros de masa de baja resolucidn se [levaron a cabo en un
espectrbmetro LCT premier XE Micromass y Finnigan 3300 F-100 mediante la
técnica de inyeccion directa por impacto electronico (con potenciales de lonizacion
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15-70 eV). Las sefiales se describen en unidades de masalcarga (m/z) vy entre
paréntesis se indica la intensidad relativa de cada sefal respecto al pico base

2.4 Métodos cromatograficos

2.4.1 Cromatografia gaseosa/Espectrometria de masas (CG/EM)

El estudio de metabolitos secundarios volatiles se realizd utiizando un equipo
GC CLARUS 600 MS-Perkin Elmer, equipado con un delector Claurus 800 T en &l
modo de impacto electranico (Energia de lonizacidn: 70 eV), con un rango de masas
de 4000 a 480,00 uma. Se empled una columna capilar DB-5MS de 30 m de
longitud, 0.25 mm de diametro vy 0,25 um de espesor, La temperalura del horno se
maniuvo a 80 "C durante 1 min, aumentando luego a una velocidad de 4 "C/imin
hasta una temperatura final de 280 °C {14 min). Se ulilizd H; como gas portador con
un flujo constante de 1,0 mL/min. La muestra se disolvid en CHCls. La inyeccion se
redlizd a modo Split a una temperatura de 250 °C.

Los compuestos volatiles fueron identificades por una combinacion de datos
do sspectrometria de masa (MS), datos de indices de retencidn calculades segdn
Kovalts (IK) v comparacién con patrones. Se calcularon los porcentajes de cada uno
de los compueslos en la mezcla (%), por el metodo de normalizacion areas.

2.4.2 Cromatografia en columna
a. Cromatografia liquida de vacio (CLV)

Las cromatografiazs CLV en fase normal y en fase reversa se realizaron con
embudos con placa filirante de vidrio sinterizado de diferentes tamafos, segun la
cantidad de muestra vy haciendo vacio para acelerar el paso del solvente. Como
relleno y para armar la pastilla se empled Silica gel H (Merck), Silica gel 60 Merck
(0,063 - 0,200 mm) o Silica gel de Fase revarsa C-18 Aldrich, segiun cada caso. Los
solventes de elucitn se indican en cada experimento an particular.

b. Cromatografia en columna en fase normal (CC)
Esta cromatografia se realizd utilizando Silica gel 60 (0,040 - 0,063 mm) 70-
230 Mesh ATSM Merck, o Silica gel 60 (0,063 - 0,200) 230-400 Mesh ATSM Merck
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iCromatografla en columna flash, CCF). El gel de silice fue suspendido en el
sohlente de elucidn utilizado, el cual se indica en cada experiencia. En CCF se aplicd

presion de aire para acelerar el paso del solventa,

c. Cromafografia en columna en fase reversa (CCRev)

5@ utilizd Silica gel C18 Aldrich o Silica gel Octadecyl Endcapped como fase
estacionaria para |las cromatografias en fase reversa convencionales. En los casos
donde |la masa de las fracciones a purificar era escasa, se emplearon cartuchos de
fase reversa ODS5-C18 J y W Scientific.

d. Cromatografia de exclusion por tamafio (Sephadex)

En la separacion por geles se empled Sephadex LH-20 (25-100 p Sigma) en
metanol como fase estacionaria y los solventes de elucidn indicados en cada caso. El
gel se prepard por suspension del polimero en metanol durante 24 horas, estas
columnas pueden volver a ser utilizadas tras lavarse con metanol y estabilizarse con

al sluyenta a utilizar.

e. Cromatografia en capa delgada y cromatografia en capa delgads
preparative (CCD y CCDP)

Las técnicas cromatograficaz en capa delgada analitica (CCD) y en capa
delgada preparativa (CCDP) se realizaron sobre cromatofolios de Silica gel 60 Fosg ¥
RP-18 Fasq Merck de 0,2 mm de espesor.

Las placas analiticas =e visualizaron bajo luz ulfravioleta, utilizando una
longitud de onda de 254 nm, luego se pulverizaron con solucion de vainillina en
etanol al 3%, dleun (H:504-EtOH 1.4) y posterior calentamiento a 120°C.,

En las placas preparativas se sembrd una cantidad maxima de 40 mg vy
empleando diferentes mezclas de solventes como eluyentes. El revelado sdio se
realizé con luz ultravioleta.
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f. Cromalograffa llquida de aita resolucion (CLAR)

El anadlisis comparativo de diferenles especies de Flowensia mediante
cromatografia liguida de alta resclucion se llevd a cabo utilizando los exiractos de la
Tabla 2.1; entre paréntesis la bibliografla donde se encuentra el método de
obtencién de los mismos y los compuastos puros s& muestran en la Tabla 2.2. Los
axiraclos y compuestos puros de F riparfa, £ flebrigii v F. campestris fueron
estudiados previamente por la Dra. Maria Laura Uriburu.

Tabla 2.1 Extractos utilizados de diferentes especies de Flourensia para analisis por CLAR

Tabla 2.1 Extractos utilizados de diferenies especies de Flourensia para analisis por CLAR

| haxano {Uriburu at al., 2004)
CHCI; (Uriburu et al., 2004)
| F. fiebrigii éter efilico (Uribure et al., 2007)
F. riparia hexana (Uriburu et al, 2004)
dter efilico {Uribunu o1 al., 2005)
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Tabla 2.2 Compuestos puros previamante aislados de especies de Flourensia

F. campesiris

F. fiebrigii

F. riparia

F. riparia y F. campestris

F.riparia y F. fiebrigil

B-premilariodictiol

encecalol metd ater

Tremetona

5. 3-dikidroxisobavachin-T-0-rmetil &her

[ 25)8-( ¥ -melibul-2"-end}-T 1’ 4 -rhidroxiflavanona

{ 25 -8-[3"-matil-8"-hidrosi-but-2"-anil -7, 3,4 - inhidroxiflavanona

(25 -8-(3"-meli-4"-hidrox-but-2"-enil -5, 7.3 4'-
trihidroxiflavancne
B-{3"-matill-4"-hidroxi-but-2"-anil |- 7 4'-irhidroxiflavanona

lzoalaniolactona
Caraltona

Escopaleting

4@-hicnoxi-4, 10a-dimetil-ToH, BoH-eudesman-11-8_12-&lido
B-prenilnaringenina

exiguaflavanona K

glepidotina B

Escariosing
B-pranil-3,5, T-trihidroxi, 3", 4 -dimetoxi-Navona
10,1 2-dikidroxilramalons

6,10, 12-Inhidrositrernetona

Euparona

Encecalina

& G-dinbdroxi=3, T-dimslioxi Tavona

5.7 4 irihedroxi-3,8, 3 trimetoxiflavona
glabranina

pinobanksing

G-meioxisuparana
g-preniiddidroEoramneling
G-rmetanitremetona
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Las muesiras se corrieron en un cromatigrafo Gilson 234 Autoinjector, (Inc.,
USA), con detector LV-VIS Gilson 118 (Inc., USA), columna analitica de fase reversa
Phenomenax Sphereclone Su ODS 250 x 4 60 mm (tamafo de particula Su microm),
precolumna 30 x 460 mm. Los solventes, MeQH:H;O se prepararcn en una
proparcion 4:1, se filttraron a través de membranas de celulosa de 0.4 um de tamafio
da poro. Se frabajé a una longitud de onda de 260 nm. El flujo aplicade fue de 0.8
mLimin medianta una bomba Gilson Model 307 Piston Pump, (Gilson SAS, Franca).

2.4.3 Cromatografia centrifuga radial (CCR)

Se utilizd un cromatografo radial marca Cromatotron Modelo 79247 de
Hamrison Fesearch. Se prepararon discos de 1 mm de espesor con silicagel 60 PF sy
[que contiene yeso como ligante). Los discos fueron activados en estufa a 120°C. La

fase mdvil se especifica en cada expearimento.

2.5 Actividad bioldgica

Ademas de los extractos de cada una de las plantas en esludio de este trabajo
de tesis, para e estudio de actividad antimicrobiana se ulilizaron los exiraclos
vegetales que se indican en la Tabla 2.1, ademas de |os sub-extracios hexano da F
fiebrigii y CHCl; de F. ripana (Uriburu et al., 2004).

2.5.1 Microorganismos indicadores y condiciones de cultivo

Las bacterias empleadas como microorganismos indicadoras en @l estudio de
aclividad antimicrobiana se citan en las Tablas 2.3 y 2.4, El medio de cultivo para el
crecimiento de todas las cepas incluidas en estas tablas fue Mueller-Hilton (Britania,
Argentina). Las condiciongs de incubacion fueron 37°C por 24 h, sin atmosfera
especial. La concentracion de células después de la incubacitn durante toda la
noche fue de 1x10® ufc/mL. Todos las cepas indicadoras fueron conservadas a -20°C
en medio Mueller-Hinton con glicerof (10% wv). Las cepas de Paenibacillus larvee
tuvieron un tratamiente diferente, se activaron en MYPGP. Este medio esta
conformado por 1.5% extracto de levadura, 1% caldo Mueller=Hinton {Britania), 0.2%
glucosa, 0.3% Kz;HPO4 y 0.1% piruvato de sodio; pH 7.0; 1.5 % agar, (Dingman y
Stahly, 1983), a 37 *C por 72 h sin atmosfera especial.
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Tabla 2.3 Cepas indicadoras Gram (+)

Ligtaria monociogenas
SO2aTs iy
S9/287 REG ca
Qo2ET A
01/155 iy
Lizteria spp,

| o010 Ca |
aaf3z0 Ca

| onf2To Ca |
01401 CA
Staphocoocus SWaus
28213 ATCC
Cs CA
255923 ATCC
BS3EP ATCC
BaGiliE Careus
MBCT IME| —AMNLIE. Malbran
MBC2 IME| —ANLIS. Malbran
MBC3 IMEl —ANLIS. Malbran
MBCA IMNEI —AMNLIE. Malbran
MBCE IMNEI =ANMLIS, Malbrén
MBCE IME| =ANLIS. Malbran
MBCY IMEl —AMNLIS. Malbrén
Baci Pkl
Bacillus subdils subsp, sublifiz
ca CA
Cachi 2 CA
Mori2 Ca
Jull3 CA
Enterococcus faacium
1385 CRL
CA2 A
ST A
EHerosocous rag CA

Ca: Dra, Camma Audisio, INIQUI-CONICET, UNSa;, ATCC: American Type Cultere
Collection; INE| -ANLIS-Malbran, Insfituto de Microbiologia “Dr. Carlos G. Malbrén®, Bs.
Az, Argentina; MM: Dra. Maria Morea (Mikan, Italia); CRL: Centro de referencia para

aciobacios (CERELA-CCT-CONICET, Tucwmdn
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Tabla 2.4 Cepas indicadoras Gram (=)

Zaimanets Typhimurum

25/08 Ganglio meseriénco de cerdo
CUB o32a Ganglio meseniérco de cerdo
CUB 4008 Higado cerdo drgano gde. XLD
Pe EallEnaruem

CUB 954 Organo de ave

8512 Organeo de ave

5. Enteritiditis

77/80 Maple huevo M584 XLD
CuUB 2210 hManle hueva M5S4 XLO
Escharichia coli

A7:HT RR

5 CA
FPeeudmonas auraginas:s CA

Kiehaiels app. CA

RR: Dr. Rall Raya (CERELA-CCT-CONICET, Tucumdn), CA: Carina Audigio, INIQUI-
COMICET, UMEa

* Salnmonela entenca sercvar Typhmunum [ Salmorsia Typhimurium)

" Salmoneila entenica serovar Gallinarum {Salmoneia Gallinarum)

* Ealmomella enlerica serovar Enberiligis [ Salmomela Enferitidis)

Las cepas de Paenibaclius larvae Azul, 1 y Il fuercn provistas por el Dr.
Terzolo y el Ing. Borracc del INTA Balcarce y la cepa 35A (Rio Negro) fue adquirida
del CIDEFL

Como control positive se utilizd tetraciclina (P. larvae), clindamicina (5.
aureus), ampicilina (Listeria spp.) y cloranfenicol (8. cereus). Los antibidticos estaban
{Brilania) soportados en discos de papel.

2.5.2 Determinacion de la actividad antimicroblana
a. Técnica de Difusion en disco
La actividad antimicrobiana de exiractos y productos puros se evalud mediante
la técnica de difusidon en disco (Mutai et al, 2008). Se colocaron 10pl de las
muesiras 8 ensayar en concentraciones variadas sobre discos esténles de papel de
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filtro de & mm de diameiro y se dejd evaporar el solventie. Se colocaron 100 ul de las
células indicadoras a utiizar, en placas de Peiri estériles y se agregaron 10 mL de
agar Mueller-Hinton, lo gue dio lugar a una concentracion final de aproximadaments
1%10" ufe/mL. Como control se impregnaron papeles con los solventes en que fueron
disueltas las muestras. Los discos de papel se depositaron en el cesped de
bacterias, =& mantuvieron a temperatura ambiente durante 8 h para favorecer la
difusidn y luego se colocaron en estufa a 37 °C. Después de 24 h de incubacidn se
determing actividad por |la presencia de zonas de inhibicion alrededor de las
muesiras analizadas.

b. Técnica de Bioautografia

Es un bioensayo simple que permitid detectar compuasios antimicrobianos a
través de cromatografia en capa delgada (CCD). Las muesiras se sembraron en una
placa cromatografica y se desarrollaron en un solvente adecuado, se sectd para
remover el solvente de elucion y se colocd en una placa de Petri. Se prepard un
cultive del microorganismo indicador an el medio agarizado comespondiente y ésle
s& volod sobre |a la placa de Petr. Se dejd |a placa de Pelri a temperatura ambiente
durante 2 horas para favorecer la difusion, posteriormente se la colocd en estufa a 37
*C durante 20 horas para permitir el crecimiento de las bactenas y después de aste
periodo se visualizaron las zonas de inhibicion en |a placa cromatografica. Las placas
fueron desarrolladas por duplicado; una se reveld con solucion de oleum para
emplearia como referencia cromatografica v la otra fue utilizada para Bioautografia
(Chomnawang et al., 2008).

¢. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIMM) por

difusion en disco
La CIM se define como la concentracidn mas baja de una muestra necesara
para inhibir & crecimiento de un microorganismo (NCCLS, 2000). Este valor se
determind para los extractoz que resultaron mas achvos sobre las cepas indicadoras
utilizadas en los dos métodos anteriores. A partir de la solucion madre se realizaron
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diluciones seriadas decrecientes de los distintos extractos. Se depositaron discos de
papel impregnados con lag diferentes concentraciones sobre la superficie de agar de
una placa de Pelr previaments inoculada con el microorganismo. Las placas se
dejaron a temperatura ambiente para favorecer la difusion y luego se incubaron a
37°C durante 24 h y se determind |a presencia de halos de inhibicidn claros y bien
definidos alrededor de los extractos analizados. Como control se impregnaron
papeles con los solventes en que fueron disualtas las muesiras.

d. Determinaciéon de la CIM mediante la técnica de dilucion en agar

Esta técnica se utilizdé para la determinacion de la CIM de extractos y de
compuestos puros aislados de diferentes espacies de Flourgnsia frente a cepas de
Paenibacillus larvae.

En una placa de petri estéril se colocaron diferentes diluciones de los extractos
¥y compuestos puros (rango de concenfracion desde 2500 a 100 ppm) junto con 10
mL de agar MYPGP, Sobre la superficie saca del agar se sembraron 10uL de cultive
de cada cepa y se incubaron durante 24 h a una temperatura de 37 °C. S5a realizd un
control del crecimiento de P. larvae solo con agar MPYGP y cultive. La CIM se tomad
como la mayor dilucién donde no se observd crecimiento de la bacteria (Sabaté et al,
2012).
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Capitulo 3

Estudio fitoquimico de Barnadesia odorata




Eztudin Moguimica de Bamadesis odorata

Barnadesia odorala es una planta endamica que crece en el noroeste
argentino. De estudios quimicos previos (Bhom & Stuessy, 1895, Mendiondo et
al., 1997) sdlo se aislaron compuestos del tipo flavonoides (Tabla 1.1), por bo que
resulta interesante realizar un estudio mas completo para identificar otros lipos de
compuestos prasantes.

El estudic fitoquimico de B. odorata consistid en la obtencion del material
vegetal en diferentes estadios de la planta. el aislamiento, purificacién e
identificacion estructural de los metabolitos secundarios presentes.

3.1 Metabolitos aislados
A partir de B. odoralta se aislaron e identificaron (Figura 3.1):

- ftres triterpenos derivados de la ruta bicsintética del mevalonato: lupeol
{3.1), B-amirina (3.2) y acetato de lupeoilo (3.3);

- dos dernvados de la ruta biosintética del shikimato: dcido 4-metdxicinamico
(3.4) y el derivado 7.B-epoxi del alcohol coniferilico, 3-metoxi-4-hidroxi-

fenilpropano-7,8-epoxi-9-ol (3.5);

- dos derivados de las rutas combinadas del acetato y del shikimato:
apigenina (3.6) y apigenina-7-0-glucosido (3.7)

&1
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Figura 3.1 Compuestos aislados de B, odorata
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3.2 Material vegetal nimero de herbario MCNS 9947

El materal vegetal esténl (solamente hojas y tallos, sin flores) recolectado
&n Febrero de 2007, con ndmero de herbario MCNS 9947 fue analizado como se
detalla a continuacion.

3.2.1 Extraccion

El material vegetal recoleclado (465 g) se extrajo por maceracién con etancl
(95%) a lemperatura ambiente, se filird y el solvente se evapord a presion
reducida; este proceso se repitic fres veces.

El extracte cbtenido se solubilizé en MeOH dejando un residus gomoso
soluble en hexano (E1). La fraccion soluble en MeOH se particiond con
Hexano:MeOH:H.O en una relacion 10:3:1. La fase organica se separd de la fase
acuosa y por evaporacion de la primera se obtuvo el sub-extracto de hexanao (E2).
Después de evaporar el MeOH a presidn reducida, la fase acuosa se extrajo con
CHCIy varias veces obteniéndose el sub-extracto clorofdrmico (E3). Por extraccion
de la fase acuosa con AcOEt, se obtuvo al sub-extracto de acetato de etilo (E4). El
esquema de obtencidn de los extractos se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2 Esquema del procedimiento de extraccidn de B. odorata MCNS 9947
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3.2.2 Purificacion de los sub-extractos
* Purificacion de E1
El residuo gomoso (2,2 g) soluble en hexano (E1) fue purificado mediante
cromatografia en columna (CC), utiizando silica gel 230-400 Mesh. Para el

proceso de elucidn se utilizaron mezclas de hexano:AcOEt en diferentes
proporciones. Se recogieron fracciones de 10 mlL, las que se reunieron an 11
fracciones (FBy a FBy,y) de acuerdo a su comportamiento en cromatografia en
capa delgada (CCD), reveladas con luz UV (254 nm), solucién de vainillina y
oleum. En la fraccidn FBy (hexano:AcOEL 1:1) se idenlificaron, en mezcla, los
compuesios 3-B-lupeol (3.1) y 3-B-amirina (3.2} cuya dilucidacion estructural se
encuentra mas adelanta.

» Purificacion de E2

El sub-extracto de hexano (E2) (2,7 g) se purificd mediante cromatografia
liquida de vacio (CLV) utilizando silica de fase reversa. Se eluyd con MeQOH:HO
4:1, MeOH vy acetona. La fraccion MeOH:H;O 4:1 fue purificada posteriormente
por cromatografia flash en columna (CCF) utilizando silica gel 230-400 Mesh. Los
sistamas de elucidn utilizados fueron benceno:AcOELMeOH en las proporciones
(4:1:0,25) vy (1:1:0,5), AcOEt, AcOEtMeOH (1:1) y MeOH. Se reunieron 10
fracciones (FB4;-FB34) analizadas medianta CCD. La fraccidn FB4g 5@ purifico por
Sephadex LH-20 (MeOH:CHCla 4:1) obteniéndose un compuesto que fue
identificado como acido d-metoxicinamico (3.4).

+ Purificacion de E3
El sub-exitracto de CHCly (E3) (5.9 g) fue purificado mediante CC,
empleando como soporte silica gel 70-230 Mesh. La columna fue eluida utilizando
hexano: mezclas de hexano:AcOElL en diferentes proporciones; AcOEL
AcOEt:Acetona 1:1; acetona y MeOH. Se obtuvieron 187 fracciones que por su
gimilitud en CCD se reunieron en 10 fraccionas (FBy-FB3q). La fraccion FBz fue
purificada por CC en fase reversa ulilizando como sistema de solvente MeOH:H;O
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{4:1). A partir de una purificacidn posterior por cromatografia en capa delgada
preparativa (CCDP) se obtuvo 3-metoxi-4-hidroxi-fenilpropano-7 B-epoxi-8-ol (3.5).

s Purificacion de E4
El sub-aexiracto de acetato de etilo (E4) (1,2 g) se purificd por cromatografia en
columna de fase reversa utilizando como sistema de elucion MeOH:H;O 7:3 y
luego MeQH. Se reunieron 10 fracciones de comportamiento semejante (FBgg-
FBai ).

La Tabla 3.1 resume los compuestos purificados e identificados en algunas
fracciones oblenidas.

Tabla 3.1 Compuesios aislados de B, odorata MCNS 9947

FE, Mezcla de 3-8-lupeol y 3-B-
[{Hexano; AcOER 1:1) artirina 3.1 y 3.2
(3,1 mg)
FBy; Sephadax LH 20 Agido 4-metoxicinameco 3.4
{Benceno: AcOECMeOH1:1:0,5) {1.6mg)
FBy CCRev J-rnedoi=A=hidrawi
{Hexano; AcQEL 3,7) CCP fenilpropanc-T S-epoxi-9-ol 3.5
{0.7 mg}

3.3 Material vegetal nimero de herbario MCNS 10253

El material vegetal recolectado en estado de floracion, en Agosto de 2008,
con numero de herbaric MCNS 10253 fue analizado como se detslla a

continuacian.

3.3.1 Extraccion

E| material fresco recolectado (1186 g) se separd en dos partes, una se
destindg a la extraccion de metabolitos secundarios volatiles (580 g) y otra parte del
matearial (606 g) al estudio de compuestos no volatiles.
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+« Compuestos no volaties de B. odorata
El material vegetal molido (587 g) se macerd en EtOH (95%) a temperatura
ambiente, Luego de sucesivas extracciones, el solvente se evapord a presibn
reducida para la obtencion del extracto etandlico. Este fue solubilizado en
CHCIlz: y luego en MeOH caliente (45 "C) para obtener los sub-axtractos
cloroférmico (ES) y metandlico respactivamenta (EB).

« Compuestos volatiles de B. odorala

La extraccion de metabolitos secundanos volatiles se realizd mediante la
técnica de destilacidn por arrastre con vapor de agua usando un colector tipo
Clevenger, El aceite esancial incoloro obtenido (53,9 mg) fue separado del agua y
mantenide a -3"C hasta su analisis por CG-EM. Los compuestos fuercn
identificados por una combinacidn de datos de espectrometria de masa (EM),
datos de indices de retencidn y comparacidn con patrones, El estudio fue
realizado con la colaboracion de la Dra. Carmen Viturro de la Universidad Nacional
de Jujuy. Sa identificaron seis componentes que constituyen el 57.089 % de los
metabolitos volatiles: benzoato de bencilo, liglato de bencilo, salicilato de bencilo,
octadecanol, hexadecanol y acido hexadecanoico. La identificacion de los mismos

s encuentra descripta en el apartado 3.6.

3.3.2 Purificacion de ES

El sub-extracto clorofdrmico (ES5) (3,2 g) s purificd por CCF usanda silica
gel 230-400 Mesh; como solventes de elucion se ulilizaron CHCl;, CHCly:Acetona
aumentando la polarndad en un 10% y MeOH. Las fracciones obtenidas se
analizaron por su comportamiento en CCD frente a diferentes sistemas de
solventes revelando con l[ampara UV, vainilina y dleum. Se reuniercn 20
fracciones (FB4-FBeg;).

En la fraccidn FB e identificd 3-f-acetato de lupeoilo (3.3) (2.1 mg).

La fraccidn FBy3 se purficd por cromatografia en columna utilizando silica
gel 70-230 Mesh, se aisld un compuesio que por su perdil en al aspaciro de
resonancia magnebca nuclear se identificd como un triterpenc triacetilado. De la

a7



Exfudio ftoquimice de Barmedezia odorata

= 5SS 2 —

fraccidn FBsy @ purficd mediante CCDP una mezcla de compuestos aromaticos.
Los compueastos no fueron idantificados estructuralmenta debido a la escasa masa
obtenda.

El sub-exiracto E6 no fue estudiado durante el desamollo de este trabajo de
lesis.

3.4 Material vegetal numero de herbario MCNS 11342

3.4.1 Extraccién

El material vagetal estéril fue malido (426 g) v se exirajo por maceracion
exhaustiva con etanol a lemperatura ambiente, se evapord el solvente a presion
reducida a una temperatura de 45°C. La extracoidn se realize mediante & metodo
de precipitacion con acetato de plomo para eliminar las sustancias apolares
(clarofilas, grasas, ceras, friterpenos ¥ algunos flavonoides). Para ello, el extracio
etandlico fue disuello en 700 mL de stanol callente (40°C). se agregd igual
volumen de una solucion de acetato de plomo al 4% plv y 14 mL de Acido acético.
Se dejd en reposo durante una noche, se filtrd y &l solvente organico se evapord a
presion reducida; la fase acuosa se extrajo cinco veces con 100 mL de CHCly cada
vaz v fres veces con 200 mL de acetato de etilo. Estas fases organicas se secaron
con sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y por evaporacion del solvents
organico se obtuvieron los sub-extractos de clorofermo (E7) y de Acetalo de alilo
(EB). Este procedimiento dio como resultado un extracto mas libre de impurezas
apolares

El esquema de obtencién de los extractos se muesira en la Figura 3.3.
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Material vegetal, seco y molido

“Seceracidn en ETOH
-Evap0racsln 8 pregiin redussda

e S0l B0C 8 plomo (5]
Aoido acéhco

Sl iilizacdn an EXCH calients (40FC) ‘

Solucién

et

e iy

Fregesa duranta {oda & nocha
Evaporacion de sokeries organicas

f—— Ewtraccion con CHC, '

Secadn con
=0

_E':I:lmm conAcOEL
Sacudn oon MySy

Figura 3.3 Esquama de procadimiento de extraccion de B. odorata MCNS 11342

a3



E=tudio fitoquimico de Bamadesis cdorats

3.4.2 Purificacion de E7

El sub-extracto de cloroformo ET (4.9 g) fue purificado por CC, en silica gel
70-230 Mesh, Se eluyd con bencano y mezclas de benceno:AcOEL y CHCl:MeOH
aumentando la polaridad progresivamente en un 5%. Se obtuvieron 54 fracciones
{FBg=FB4y7) agrupadas por su comporiamiento por CCD. La fraccion FBgy se
purificd por CCF eluyendo con mezclas de hexano AcOEL 51 y 1:1, obteniéndose
los compuestos en mezcla lupeol y B-amirina (3.1 y 3.2). A partir de la fraccion
FBase v por purnficacion con CLV de fase reversa (MeOH:H.O 4:1) y posterior
purificacion mediante CCP {CHCl;:MeOH) se obluve apigenina (3.6). A partir de la
purificacion de la fraccion FBye por Sephadex LH-20 se aisld el compuesto
apigenina-7-0-P-glucdside (3.7).

En la Tabla 3.2 se delallan las purificaciones que se realizaron de algunas
de las fracciones oblenidas en cada extracio para la obtencion de los compuasios
aislados e identificados

Tabla 3.2 Compuestos aislados de B. odorats MCHS 11342

FBey CCF Mezcla da 3-f lupeol y B-
(Benceno: AcOEL armiring (3.1 v 3.2}
85:15) (2,1 mg)
FBlog CCRav Apigenina 3.6
{CHCI;:MeOH 4:1} CCPD (1.3 mg)
FB Sph LH-20 apigenina-7-0-f-glucdsido (3.7
[EHEI:.:IIEIH 4:1) e [E:S mg) 3.7}

El sub-extracto E8 no fue estudiado durante el desarrollo de asle trabajo de
lesis.
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3.5 Determinacion estructural de los compuestos aislados

La determinacitn estructural de los compuestos se realizo principalments
por métodos espectroscopicos de infrarrojo, de resonancia magnética nuclear y
aspactrometria de masa.

[ 3-f-lupeol y 3-B-amirina (3.1 y 3.2) ]

3-B-lupeol (3.1) 3-f-amirina (3.2)

A partir de la fraccion FBg (Tabla 3.1) se aislaron 3,1 mg de una mezcla de
3-B-lupec! (3.1) y 3-f-amirina (3.2) en una proporcidn 1: 4.

En el espectro de RMN "H (Figura 3.4) se observa la sefial del hidrbgeno
vinilico de 3-f-amirina a & 5,18 ppm (H-12), las sefales de los ocho grupos matilos
aparacen a & 0.79 0,83; 0,87 (6H); 0.93; 0,95, 0,99 y 1.13 ppm (Gealt, 1983). La
sefial de H-3 se observa a & 3,20 ppm como un multiplete, superpuesia con la

sefial de H-3 del 3-B-lupeol.
Las sefales de los protones del doble enlace exociclico del 3-B-lupeol

aparecen a & 4,60 y & 4,56 ppm (H-29a vy H-20b). Los datos del triterpeno son
coincidentes con los que sa informan en bibliografia para 3-f-lupecl (Fotie et al.,
20086},

g1
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Figura 3.4 Espectro de RMN 'H de la mezcla 3-f-upeal, 3.1 y 3-f-amirina, 3.2 (en CDCls,
400 MHz)

Al tratarse de compuestos en mezcla y con &l objetivo de poder asignar
inequivocamente las sefales de los grupos metilo de ambos compuestos, se
realizd un experimento DOSY (Difussion Ordered Spectroscopy). Este es un
método analitico no invasivo utilizado para la identificacion de componentes
moleculares en mezclas

El espectro de RMN de una mezcla de compuestos es equivalente a la
superposicion de los espectros individuales de cada uno de estos compuestos y
las proporciones de las sefiales dependen de las concentraciones relativas. Comao
los picos de un mismo compuesto presentan el mismo valor de coeficiente de
difusion (D), es posible utilizar los experimentos de difusién para separar e
identificar las sefiales de compuestos diferentes de una misma mezcla. El método
DOSY consiste en la adquisicion y el procesado automatico de una serie de
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aspectros de difusion adguiridos con un incremento en la intensidad del gradientea.
En el procesado se aplica la fransformada de Fourier en la dimenzion directa y el
resullado es la serie de espectros dea 'H, a los cuales se les aplica una
transformada de Laplace inversa (Morris el al.,, 1984), El resultado final es un
mapa 2D con el espectro de RMN en el gje x y D en &l gje y. En una mezcla de
varios componentes en solucién existen especies con diferentes velocidades de
difusion, por lo tanto las sefiales pertenecientes a las moléculas mas pequefias se
atendan mas rapidamente que las perenecientes a moléculas grandes debido a
gue se mueven mas rapido en solucién. Las sefiales de RMN 'H correspondientes
a cada una de estas especies aparecen en distintas lineas horizontales del
especitro DOSY,

Mediante este experimentc se pudo cobservar que los compuestos
presentan coeficientes de difusidon muy proximos entra si y que no hay atenuacion
de sefial, por lo cual las sefiales de los grupos metilo correspondientes a cada
compuesio no pudieron ser identificados mediante este método. Lo que si se pudo
confirmar es que se trata de una mezcla de compuestos con caracteristicas y
pesos moleculares muy similares entra si (Figura 3.5).

a |'| b
|
o, P .__,--f"J n, ___!._-. z _J'lL- -l-'q“"m_ﬂllr._
| Espeoing H
1

II +a |

\ | For (1]

:*._ | A i e i ol e

":3 -+ =N i Ilili - 1; = 7| Proyeccion an DOEY

If i

Figura 3.5 (a) Espectro DOSY de la mezcla de 3-f-dupec! (3.1) y 3-p-amirina (3.2)
(CDCL). (b) Espectra 'H y traza 1D correspondiente a las sefiales del compuesto que
aparecen en la filka marcada con la linea disconiinua en (a)
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A pariir del espectro de RMN "*C de la mezcla y por comparacion con los
dates informados en bibliografia (Mahate & Kundu, 1994) se asignaron las sefiales
de los dtomos de carbono de cada compuesio (Tabla 3.3),

Las sefiales a 6 121,8 y 8 145, 1 corresponden a los C-12 y C-13 del doble
enlace da la 3-f amirina, a diferancia de los C del 3-f lupeol gue se encuentran en
25,2 ppm {C-12) y 38,1 ppm (C-13) debido a la ausencia de esle dobie anlace. Los
C-25 y C-26 pueden ser intercambiables en ambos compuesios.

[ 3-p-acetato de lupeoilo (3.3) ]

23 4

A partir de la fraccién FBy; obtenida de la purificacidén de ES se aisléd 3-)-
acelato de lupeoilo (3.3).

En el espectro de RMN 'H se observan siete sefiales singletes
correspondientes a los grupos metilos. Las sefiales de los protones olefinicos
aparecen 8 & 4,70 [J = 2.2 Hz} y 4,59 ppm (J = 2.2 Hz). La sefial multiplete a &
4,50 ppm se adjudica a H-3 y &l singlate a § 2,06 ppm al grupo metilo del rasto
acetilo. La esfructura se confirmd por comparacion con datos de bibliografia de
RMM "'C (Mahato y col., 1994) (Tabla 3.3).

El espectro de IR presenta sefales por debajo de los 3000 cm’
comrespondientes a las frecuencias de esfiramientos simétricas vy asimétricas de
compuestos alifaticos. El pico a 1736 cm’' es propio del estiramiento de un grupeo

1

carbonilo de un éster, a 1246 cm™’' se observa el estiramiento del enlace C-0 de

54
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dicho grupo. Las deformaciones fuera del plano de grupos metileno y metilo
aparecen a 1454 em™ y 1381 em™', respectivamente. Estos datos confirman los
obtenidos por los matodos de RMN y permitieron confirmar la estructura del
triterpeno (Figura 3.6).

En la Tabla 3.3 =e indican los espectros de RMN °C de los tres triterpenos
aislados,

Tabla 3.3 Especiros de RMN "'C de los friterpenos 3-f-lupecl 3.1, 3-f-amirina 3.2 y 3-f-

acetalo de lupecilo 3.3 (CDCL)
1 8.8 86 384
2 213 %3 2t 4
3 8.9 9.1 805
i AT 3ar ire
L. 253 55.3 A4
G 185 8.5 18,2
7 242 za da 2
8 4.7 358 40,9
L 50,4 477 50.4
10 a2 ar2 ara
11 2009 2148 20,4
12 52 121.4 25.1
11 3.1 145, 1 a1
14 47 4 415 42 5
15 26,2 2hF 2T
hLi] 354 210 X5.8
17 42 B 225 43.0
18 48,2 47,4 48.3
18 478 46,7 48.0
20 151,0 31,1 150.9
21 30,0 34,7 20.8
22 a0,0 aro 40.0
23 28,0 26,2 279
24 15,4 15,4 160
25 16,1 15,6 16.5
26 15,8 16,49 16.14
) 14,4 261 14.5
8 18,0 264 180
L 10,3. 33,3 109.3
30 19,2 23,7 183
C=0 : ; 171,0
CHy - - 21,5
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Figura. 3.6 Espectro de IR de 3-f-acetato de lupeoilo (3.3)
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[ Acido 4-metoxicinamico (3.4)

Co0H
-
.
B 2
5 3
DCH,

A parfir de |a fraccion FB4s (Tabla 3.1) se aisid e idenfificd acido 4-
metoxicinamico.

En el espectro de RMN "H (Figura 3.7) s& observan dos dobletes a 6 7,72 v
& 6,31 ppm (J = 16,0 Hz) correspondientes a los protones vinilicos de la cadena
lateral (H-1" y H-2") v dos dobletes caracteristicos de la sustitucion parg en un
anille aromatico a 6 7,50 v & 6,92 ppm (J = 88 y 3,2 Hz). El grupo 4-metoxi
produce un singlete a 6 3.85 ppm gue integra para tres hidrogenos.

E rEEl =z 5 &
OCH;
H-2, H-&
"'.__ll HeZ, H-5 n
H-2 He1' | 'H\F
ﬂ )y A
| 1 |
i
l* Y I I, i ‘.L i —-—l w ""I—-_l
B | 8 g
ad B 1= T& 4= B 33 &5 am _- i = s 1 ] L] 1= L] o3

Figura 3.7. Espectro da RMN 'H de acido 4-metoxicinamico 3.4 (CDCL, 400MHz)
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La estructura fue confirmada por el experimente COSY, los espectros de
correlacion HSQC, HMBC y por el espectro de masa, en el cual, &l ion molecular a
mdz 178 corresponde al pice base (Pouchert & Behnke, 1993},

[ 3-metoxi-4-hidroxi-fenilpropano-7,8-epoxi-8-ol (3.5) ]

A partir de sucesivas purificaciones de |a fraccion FBg (Tabla 3.1) se aisld
el compuesio 3.5.

Por el andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear mono y
bidimensionales se adjudicaron las sefiales de los protones aromaticos a & 6,85
(dd, J=B0y 1,7 Hz HE), 56,91 (d, J=8B0Hz; H-5)y 5 692 (d J=17 Hz; H-2).
Los hidrogenos del grupo oxirano dan lugar a las sefiales a & 4,75 (H-7) v & 3,11
(H-8) acoplados con una J = 4.4 Hz entre ambos y éste Gitimo acoplado con los
protones da C-9 (5 4 28 v & 3,89 ppm) (J = 7,3 v 3,8 Hz). La sefial a 3,85 ppm gque
integra para 3H corresponde al grupo metoxi unido a C-3 (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Espectra de RMN "H de 3.5 (CDCl;, 400MHz)

En la Figura 39 se cbserva el espectro ampliado bidimensional
homonuclear COSY-45 que correlaciona H-H, en la que se destacan los picos de
cruce entre las sefales de H-7 y H-8; y entre H-8 y los H-8a y H-9b,
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)
o T ...J.HJ i -_h_u-\u—"'l
1]
- i
13
g
- .-_‘.. 3
o .
O
T !
]
LE]
W
#H-5; H-& i
LE tl) L4 +5 b1 WI}I.-'\I % L 13 LT (T3 17



Exfudio fitoquimico de Bamsedesia odorata

— —_—— - = —_——

En espectrometiria de masa por impacto electrdnico, se observa un
fragmento con m/z=151 debido a la pérdida de 45 uma (C;H,OH), que

corresponde al pico base,

A partir del analisis de los datos espectroscopicos y espectroméfricos se
propone la estructura 3-metoxi-4-hidroxi-fenilpropano-7 8-epoxi-8-0 (3.5). Para
esteé compuesto no se encontraron antecedentes bibliograficos de haber sido
aislado previamente. Los valores de desplazamiento quimico son similares a los
del compuesle guaiacil glcerol {Comte et al., 1997). A diferencia del compuesto
informado en bibliografia en donde el valor de desplazamiento guimico de C-8 es
de 82,7 ppm, se plantea para 5.3 |a presencia de un aniflo oxipirano en funcion del
valor de desplazamiento quimico del C-8 a 54,02 ppm.

En colaboracion con la Dra. Mariela Finetti de la Universidad Nacional de
Safta, se realizd el modelade de la especie propuesta 3-metoxi-2-hidroxi-
fenilpropano-7,8-apoxi-8-0f. A parlir de las estructuras posibles, teniendo en
cuenta las diferentes configuraciones R/S para los carbonos C-T7 y C-8, se realizd
una inspeccion del espacio conformacional de cada una de ellas empleando
metodos de dinamica molecular. Se seleccionaron los conférmeros de menor
energia para oplimizar la geometria y simular los espectros EMMN a nivel DFT
(B3LYP, 6-311++G (d,p)) Los isdmeros de menor energia encontrados se
muestran en la Figura 3.10. Las simulaciones del espectro RMN se llevarcn a
cabo en CHCl,, introduciendo el efecto del solvente mediante un modelo continuo
{CPCM). La referencia empleada para los desplazamientos fue TMS calculado en

las mismas condiciones.
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4 RR 2 3 RS
27 : ‘@
® . |
..i.‘;j'l‘ﬂ":;l ® 3 4 & IJ‘ ﬁjf
an S i
‘ . ‘13 1 & * 3_:'
4 - |
J: _Js 5R " ; ‘35 .#‘i‘:
& &9
o 93y S :
".‘..7: %3 o
fd-‘ 2

Figura 3.10 Isomeros de menor energia del compuesto 3.5
En la Tabla 3.4 =& observan los valores de las constantes de acoplamiento

calculados para los H-7, H-8, H-9a v H-9b. Los resultados muestran que &l
valor experimental de J;5 (J=4.4 Hz) es coincidente con el valor de J de los
isdmeros cis RS y SR (Figura 3.10). Por otra parte, el valor experimental de
Jeom (3,80 Hz) es del mismo orden de la Jzq, para el isémero RS calculado.
Estos resultados permiten proponer como probable el isémero 78, 85,

Tabla 3.4 Valores de constantes de acoplamientos calculadas para los isdmeros
RR, B5, 5R vy 55 del compuesto 3.5

1.78 437 487
aaz 10,30 2,64 2, -12
B-9h J.B'D 228 3.6A 10,30 224

Ga-0by 10,50 14,35 13,58 14,24 14,30
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En la Tablas 3.5 ze representan los valores calculados de &y para los
isomeros RR, RS, SR y 85,

Tabla 3.5 Valores de &, calculados para los istmemns BR, RS, 58 y 55 dal

compuesto 3.5
Hidrogeno rw' TR mdmeros I
- AT | e RR RS SR S5
7 4,75 402 414 421 393
8 3N 2,91 3,26 334 295
Ba 3,89 392 3 334 3¢
b 4.28 411 3,90 3g2 410
OCH, 3,95 apd 385 397 395

[ Apigenina (3.6 ]

A partir de |a fraccion FByg 52 aisld el compuesto 57 4'-rihidroxi-flavona,
conocide cominmente como apigenina (3.8}, Su estructura se determind por el
analisis de los espectros de RMN en una y dos dimensiones (Tabla 3.4).

En el espectro protdnico que se muestra en la Figura 3.11, se observan las
safiales de los protones aromaticos del anillo A de la flavona a & 6,18 (s ancho) v &
6,56 ppm (s ancho) gque corresponden a H-6 y H-8 respectivamente. La sefal a &
6.57 ppm s adjudica H-3, corrimiento quimico tipico para las fiavonas. El pico a
1295 ppm es caracteristico de flavonas 5S-hidroxi sustituidas, Esta sefal

10
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corresponde al hidrogeno del grupo hidroxi, que fooma puente hidrogeno con el
grupo carbonilo de C-4,

L) BEbssEE
=r PPy

H-%

4 g Wl

R i Rt

T T T T T T T T T T
hd i1F g jas ik eES ®F 5% i@ A3 HE PN =:r l-!- &3 33 36 4% 4% [N WA FW A 1IN 18 on

Figura 3.11 Espectra de RMN 'H de aplgenina (3.6) (acetona-dy, 400MHz)

| Apigenina-7-0--glucsido (3.7)

OoH O

A partir de la fraccion FByss (Tabla 3.2) se aislo e identficd &l compuesto
apigenina 7-0O-f- glucdsido (3.7).

En general, en las flavonas, en Resonancia Magneética Nuclear los protones
del anillo A se encuentran poco influenciados por el patron de sustitucion del anillo
B. Para una favona que presenta 5.7-dihidrox sustitucidn los rangos de

i3
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desplazamiento quimico para los H-6 y H-8 son 6,16-6,25 ppm y 6,39-6,56 ppm
respectivamente. Si ocurre una metilacién o glucosilacion en la posicion 7-0OH, las
sefiales de estos protones aparecen a campos mas bajos, entre 6,33-6,48 para H-
6 vy 6,71-6,93 para H-8 (Harbome, 1994}, En los espactros de RMN del compuesto
3.7 =& observan sefiales caracteristicas de los atomos de hidrogencs de azucares
(Tabla 3.6) y el desplazamiento de las sefiales de los H-6 y H-8 a campos mas
bajos en comparacion con datos espectroscopicos informados an bibliografia del
compuesto 3.8 en DMSO [(Alwahsh et al., 2015).

Los especiros del compuesio 3.7 se realizaron en dos solventes distintaos:
metanol deuterado (M20D) y DMS0, o que permitid observar el efecto que éstos
producen sobre las senales del compuesto aislado,

Los protones acidos (XH, X= O, N, 3] pueden ser identificados an espectros
de RMN "H mediante el uso de intercambio de deuterio.

R-¥H +CD:0D % R-XD + CD.0H

Despues del intercambio con deuterio, la sefial de XH en el espectro
desaparecs y aparecen las correspondentes al CD;0OH (Breitraier, 2001),

En la Figura 3.12 s=e cbsarva este efecto. En el espectro protdnico
realizade en DMSO (Figura 3.12a, Tabla 3.6) aparecen las sefiales de los atomos
de hidrdgeno aromaticos de |a aglicona desplazados a mayores frecuencias gue
los de 3.6 (Alwahsh et al., 2015) debido a la sustitucion por glucosilacidn en C-T,
Se observa ademas |la sefial correspondiente al atomo de hidrogeno del grupo
hidroxi en C-5, Las sefiales de los atomos de hidrégeno del glicido se encuentran
solapadas con la sefal de H;O residual del solvenle, por lo que en la Tabla 3.6 se
infarma un rango de & (3,00-4,00 ppm) para estos hidrégenos.

En el espectro realizado en MeOD (Figura 3.12b, Tabla 3.8) la sefal de OH
en C-5 no se observa, lo cual se debe al rapido intercambio del hidrogeno por
deuterio, como se explicd anteriorments. En este caso en particular, una de las
venlajas de usar MeOD como solvente es que pueden observarse las sefiales
correspondientes a los hidrdgenos de gliicidos.
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Los datos espectroscipicos del compuesto 3.7 fueron coincldentas con los
informados para apigenina 7-0-f- glucdsido (Redaelli et al., 1980).
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Figura 3.12 Espectros de RMN 'H de 3.7 (a) en DMSO; (b) MeOD (400 MHz)
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Tabla 3.6 Datos de RMN-"H v "*C de los compuestos 3.6 y 3.7 (ppm)

fic &y JiHz) DEPT & By JHz) DEPT & By J{Hz)

Aglicona DEPT

2 *- 108375 - S - 164,83 - = N 185,3 - -
3 CH 10282 6&57 - CH 102,38 686 - CH 102,98 6,80 -
4 o 18174 - ¥ B 182,56 - = g 1820 - -
5 c 16142 - - ¢© 161,47 - - G 181,0 - -
6 CH 9830 638 23 CH 88,77 844 21 ‘oo 598 8,44 28
7 cr 18427 - C 162,67 - = 163.0 5 -
B CH 9398 658 23 CH 94,14 CEE 21 CH 84,7 8,78 26
9 c 157,31 - = e 156,28 - -z 1547 . .
10 c 10385 - < & 105,82 - - 0 1058 - -
i C 12127 - - © 120,25 - - G 1230 - -
> CH 12853 793 83 CH 12896 785 74 CH 1281 7.83 8.4
¥ CH 11597 681 83 CH 116,23 683 74 CH 15,5 6.87 8.4
4 c 161,20 - + 160,86 - - G 1810 - -
5 CH 11597 691 83 CH 11523 683 74 CH 1158 .87 8.4
Ly CH 12853 793 83 CH 12890 785 74 CH 1281 7.83 8.4
CE-OH - - 1285 - - - 12,95 - - - , 2
Glicide DEPT & 84« JHz) DEPT 5 B J{Hz) DEPT 5. Bis J (Hz)
b - - - - CH 9332 5,12 B1 CH 100,62 5,00 74
- o . - - - ©CH 7348 300400 - CH 7221 200400 -
3" - - - - CH 7714 300400 - CH  7BA7  32,00-4.00 .
4" - - - 2 CH 69,24  3,00-4.00 = CH 71,2 3,0:0-4.00 -
5" - - - - CH 7870 300400 - CH TET4  3,00400 -
G - - OH; 6034 300400 - CH; 6078 200400 ;
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3.6 Anilisis de compuestos volatiles

La 150 (Internacional Standard Organization) define los aceites volatiles
(aceites esenciales, AE) como los productos obtenidos de plantas a fraves de
destilacion por arrastre con vapor de agua. como asi también a los productos
obtenidos por expresion de los pencarpios de los frutos citicos. Segon el
Simposio Internacional de AE, se puede considerar también como AE los extraidos
con fluidos super criticos v con microondas.

Desde el punto de vista guimiotaxondmico los AE raramente son hallados
en las Gimnospermas con excepcidn de las coniferas, y en las Angiospermas
monocolileddneas con excepoidon de algunas gramineas como Cymbopogon vy
Veliveria, Las familiaz en laz gque =e pueden enconfrar loz AE son las
Angiospermas dicotileddneas: Asteraceae, Lamiscese, Myriaceae, Rutaceae,
entre otras. Los AE pueden enconfrarse en distintos organos de los vegetales
segln los géneros: hojas (Mentha, Cymbopogon), raices (Vefiveria), frutos
[Pimpinefia). También otros drganos de una planta pueden contener AE, pero en
general su composicidn depende de la localizacidn, como es el caso de los AE de
los Citrus donde difieren segun provengan de pernicarpio, de hojas o de fioras (Di
Giacomo, 1981).

La gran mayoria de los AE estan consfituidos quimicaments por terpenos y
an menor proporcién por derivados fenilpropanocides. Los compuestos terpénicos
mas frecuentemente encontrados son monolerpencs ¥y en menor medida
sesquiterpanos. Otros lerpencides, como los diterpenos, pueden anconirarse
cuando los AE son axtraidos con solventes organicos.

B. odorata es una especie cuya parte aérea posee un perfume agradable y
persistente, por eso se considero de interés para realizar el estudio quimico de los
metabolitos wolatiles. Ademas, es interesante destacar que no s regisira
bibliografia en el género Barnadesia de estudios referidos a AE.
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Laos componentes del AE fueron determinados por CG y EM. Las
caracteristicas especificas y condiciones de trabajo se describan en el Capitulo 2
de Matenales y Métodos,

Los compuestos volatiles se identificaron por una combinacion de datos de
EM (Adams, 2001; Jennings & Shibamoto, 1280) valores de indices de retencidn
{Ramidi & Ali, 1998; Velazco-Neugerala et al., 1998 Andrade at al., 1998; Polana
at al., 1988; Adams el al., 18998) y comparacidon con patrones internos,

El aceite esencial de B. odorala liene un perfume similar al de la parte
aérea del material vegetal, muy agradable.

La composicion guimica se presenta en |a Tabla 3.7. Los compuestos se
tabutan por orden de elucion desde la columna capilar DB-SMS indicando los
indices de retencidn calculados segun Kovalz (IK) ¥ porcentajes de cada uno de
allos en la mezcla. La concenfracidn de los componentes se midid par integracian
de las areas correspondientes a cada pico en los diferentes cromatogramas sin
factor de correccion.

Tabla 3.7 Composicidn quimica del aceile esancial de B. odorata

1 1983 Tiglato de bencilo 13,65
& ZF13 Banroalo de bancilo 1?‘52 7420
3 29,08 MS1 1828 0.7
3 29,56 Salicilato de bencilo 1847 484
4 259 86 hexadecanal 1863 2,04
5 3204 Acido hexadecanoicn 1849 0,30
6 34,71 ocladecanol 20464 plli
8 34928 Ms52 2275 0,63
@ 4321 MS3 266 0,90
10 45 84 M54 25300 0,52

Los compuestos MS1, M52, M53 v M54 no pudieron ser identificados por
espactrometria de masa

Los componentes del AE pueden agruparse en dos grupos; derivados dae la
ruta del acido shikimico y derivados de la ruta del acetato.
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+ Derivados de la ruta del acido shikimico

El AE de la planta en estudioc esta caractenzado por una alta proporcion de
derivados del acido benzoico (compuestos CgC4) provenientas de la ruta del dcido
shikimico (Tabla 3.7). Las estructuras de los compuestos dentificados se

encuentran en la Figura 3.12

o o o
i v S ko - (Y - ey
oH
1.8 Benzoato da bancilo 3.9 Tiglato de bancilo 3.0 Salicilato de bencilo

Figura 3.12 Compuastos derivados del dcido benzoico, aislades del AE de B. odorala

El producto mayorilario cormespaonde a benzoato de bencilo (3.8), con un
74.20 % sobre el total del AE. Este compuesto es uliizado principalmente como
ascabicida (Regis et al., 2003; Giardelli & Larralde de Luna, 2001) y pediculicida
(Giardelli & Larralde de Luna, 2001). Otro compuesto identificado derivado de esia
ruta biosintética es el salicilato de bencilo (3.10), que es utilizado en cosmética
como un componenie fijador de perffumes (Curtis & Williams, 2000) v presenta un
aroma floral agradable. Ambos compuestos tienen actividad estrogenica frente a
una linea celuiar de cancer de mama {(Charles & Darbre, 2009).

#+ Derivados de la ruta del acetato

Los compuestos en menor proporcidn dentro de la composicion del AE
corresponden a un acido graso (3.13) y dos alecoholes de cadena larga (311 v
3.12) (Figura 3.13).
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s i
3.11 ocladecanol 3.12 hexadecanol

o0
D
3.13 Acido hexadecanaleo

Figura 3.13 Compuestos derivados de la ruta del acetato, aislados del AE de B. odorala

110



Capitulo 4

Estudio fitoquimico de Flourensia tortuosa



Eztudio ftogidmico de Flosranzia fomfuioss

La eleccion de Flourensia tortuosa como planta de estudio en este trabajo
de tesis se llevé a cabo no sclamente para determinar su composicion quimica,
sino también por la posibilidad de realizar un estudio comparativo con otras
espacies del ganero estudiadas previamente por &l grupo de trabajo.

El estudio fitoquimico de F. loriuvosa congistio en la recoleccion del matenal

vegetal, el aislamiento, punficacidn y elucidacion estructural de los metabolites
secundarios encontrados.

4.1 Metabolitos aislados

A partir del sub-extracio cloroformico de F lorfuosa se aislaron e
identificaron:

= Compuastos denvados de la ruta del acetato: 4-hidroxiacetofenona (4.1),
I-meloxi-d4-hidroxiacetofenona (4.2)

= Compuestos de ka ruta del mevalonato: dos cromenos formados por la
combinacién de p-hidroxiacetofenona y una unidad de isopreano: eancecalina (4.3) v
22-metil  cromeno (4.4), dos dihidrobeanzofuranos: tremetona (4.5) v
metostremetona (4.6), dos benzofuranos: 2,5-diacetilbenzofuranc (4.7), 2-acefil-6-
metoxibenzofurano (4.8) ¥ una cumarina.

-Un derivado de la via del shikimato en combinacion con una unidad de

isoprenc: escopoletina (4.9).

-Una y-lactona producto de la condensacion de un alcohol y un acido
carboxilico de una misma molécula; 2-C-metil-D-treono-1,4-lactona (4.10).

En la Figura 4.1 se indican las estructuras de los compuesios identificados
en el sub-extracte clorofdrmice,
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Figura 4.1 Compuestos dentificados en F, torfuosa
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4.2 Material vegetal numero de herbario Delbén 2

4.2.1 Extraccion

El material vegetal seco y molido de F. forfuosa (632 Q) se exirajpo por
maceracién con etanal (95%) a temperatura ambiente, sa filtird y el solvente sa
evapord a presion reducida, este proceso se repitio tres veces. Con esta espece
no se logrd cbtener un extracto adecuado con el meétodo de precipitacién con
acetato de plomo, ya que el extracto obienido contenia gran proporcion de
componentas lipofilicos. Por esta razdn se siguid con el método de particion; el
extracto se suspendid en una mezcla de MeOH:H:O (9:1), v se extrajo con
hexano, obteniéndosa el sub-extracto de hexano (ES9). La fase MeOH:H;D se
concentrd y se extrajo con cloroformo, para obtener el sub-extracto cloroférmico
(E10). El esguema de obtencion de los extractos se muestra en |a Figura 4.2.

Material vegetal, seco vy moldo
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Figura 4.2 Esguema de procedimiento de extraccion de F. forfuoss
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4.2.2 Purificacion de los sub-extractos
= Purificacion de E9
E! estudio guimico del sub-exiracto hexano de F. forfuosa (E9) se realizd
mediante comparacion de compuestos patrones por Cromatografia liquida de alta
resolucién (CLAR) (Capitulo 7), ademas se realizaron ensayos de actividad
biclégica (Capitulo 8) frente a bacterias de interés clinico y alimentario,

» Purificacion de E10

El sub-extracto cloroférmico (E10) (3,2 g) se purificd por CLV en silica gel
da fase normal utilizands como solventes de elucion ciclohexano,
ciclohexano:AcOEt en diferentes proporciones (4:1 y 1:1) v finalmente acetato de
efilo. La fraccion ciclohexano AcOEt 1:1 se purificd por CCF (silica gel 230-400
Mesh y como eluyente Ciclohexano y Ciclohexano:AcOEL aumeantando la polaridad
en un 10%). Se reunieron doce fracciones (FFi-FFy:) de acuerdo a su
comporamiento en CCD, En la Tabla 4.1 se detallan las purificaciones que se
realizaron de algunas de las fracciones oblenidas para la obtencion de los
compuestos identificados.

Tabla 4.1 Compuasios aislados de Ffortuosa

FF; (Hexano:AcOEL 4:1) Sph LH-20 2 5-dimcetil-benzofuranc 4.7 (3,2 mg)
CF 2-C-metil-O-treono-1,4-kactona 4,10 (1,1 mg)

FF; (Hexano: AcDER 4:1) Sph LH-20 4-hidroxiacetofenona 4.1 (2,3 mg)

CLCF
FFy (Hexano: AcOEL T:3) CCF Zmelox-d-hidroxiaceiofenona 4.2 (2.6 mg)

Z-aratll-G-metosibenzofurana 4.8 (1.2 mg)
FF; (Hexano: AcOEL T:3) FRev T-O-dimeti-alil-escopoletina 4.9 (2.1 mg)
CCOpP

FF,; (Hexano: AcOET T:3) FRewv d-hidroziacetofenona 4.1 (1,2 mg)

CCF Zemeloxi-2-hidroxiacetofenona 4.2 (3.1 mg)
FF,, (Haxano: AcOEL 3:2) CCF Mezcka de Cromenos v dihldrobenzofuranos:

FRev 43 4.4 45 46(4,1mg)
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4.3 Determinacion estructural de los compuestos aislados

La determinacidn estructural de [os metabolifos aislados se basd
fundamentalmente en la interpretacidn de los espectros realizados por técnicas
espectroscopicas de RMN (mono- y bidimensionales) y de IR,

l 4-hidroxiacetofenona (4.1)

El compuesto 4-hidroxiacetofenona (4.1) aislado de la fraccion FFy es un
precursor en la ruta del acetato para la formacion de cromenos y benzofuranos,

En el espectro de RMN 'H (Figura 4.3) las sefiales a 6 7,91 (d, J=84) y &
6,88 ppm (d, J= 84), gue integran para 1 H cada una, corresponden a los
protones aromaticos H-2-6 y H-3,5. Los singletes a & 2,55 (3H) v & 5,53 ppm (1H)
se adjudican al grupe metilo del resto acetil y al hidrdgeno del grupo hidroxi
respectivamentes.

Los datos espectroscopicos fueron coincidentes con los informados por

bibliografia (Tabla 4.2) (Pouchert & Behnke, 1883).
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Figura 4.3 Especiro de RMN-"H de 4-hidroxiacetofenona 4.1 (COCh, 400MHz)

[ 3-metoxi-d-hidroxiacetofenona (4.2) |

A partir de la fraccion FFe s aislé el compuesto  3-metoxi-4-
hidroxiacetofenona (4.2), también conocido como acetovainillona.

Los datos espectroscopicos coinciden con los informados en bibliografia
(Pouchet & Behnke, 1993).

El espectro de RMN-'H =e muestra en la Figura 4.4. Las zefales de los
protones aromaticos se observan a & 7,50 (d, J=1.9 Hz), 5 7,50 ppm (dd, J=6.8; 1,8
Hz) v 6,91 (d. J=8,8) correspondientes a los H-2, H-8 y H-5 respactivamente. El
anillo aromatico esta sustituido por un resto acetile, un grupo metoxilo ¥ un grupo
hidroxilo, cuyas sefiales singletes se encuentran a & 2,52 (3H), 6 3,92 (3H) y 56,00
ppm (1H) (Tabla 4.2),
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Figura 4.4 Espectro de RMN "H de 3-metoxi-4-hidroxiacetofenona 4.2 (CDCls, 400MHz)

Tabla 4.2 Datos de RMN 'H v "'C de compuestos 4.1 y 4.2 (3 en ppm, en CDCl,)

1 12920 - 12082 -

2 13145 TH1(IH.da J=84) 11111 7.50(1H.d.J=19)

3 11577 G6B8(1H, da J=84) 14705 -

4 18210 - 150.84 -

§ 11577 688(1H,da J=84) 11383 &9 (1H,d J=838)

6 13145 791(1H.da J=84) 12548 7,50 (1H,dd, J=B,B; 1,9}
7 19950 - 167,37 -

8 2524 256(3H,s) 27,79 | 2,52 (3H, 5)

oH - 553 (1H, 5} - 6,00 (1H, 5)

OCH, - . 56,78 3,92 (3H, 5)
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4.5 4.8

Los compuestos 4.3 a 4.6 fueron obtenidos en mezcla, El analisis de
espectros en una y dos dimensiones permitid la asignacion de las sefiales
como se detalla a continuacion.

A partir de la FFy4 e identificaron en mezcla los cromenos: encecalina (4.3)
y 2.2-dimetiicromeno (4.4) vy los dihidrobenzofuranos: tremelona (4.5) vy 6-
metoxitremetona (4.6).

En la Figura 4.5 se muestra el espectro de RMN 'H de la mezcla
mencionada. El mismo se analizara por partes, asignando las sefiales por
separado, de acuerdo al tipo de estructura, cromenas y dihidrobenzofuranos,
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Figura 4.5 Espectro RMN-"H de mezcia de cromenos (4.3, 4.4) y dihidrobenzofuranos
(4.5, 4.6) . (COCL,, 400MHz)

= Cromenos

En general, en los espectros de RMN-'H de los cromenos se observan
zefiales caracteristicas. dos dobletes entre & 5-7 correspondientes a los profones
vinllicos H-3 vy H-4 que forman un sistema de acoplamients AB y una sefal
singlete de los dos grupos metilo equivalentes Me-13 y Me-14,

En la Figura 4.6 se grafica el espectro ampliado de RMN-'H en el se
pueden identificar las sefiales correspondientes a los cromenos 4.3 y 4.4,

Los singletes & & 7.53 (H-5) v 6,42 ppm (H-8) se adjudican a los
hidrgenos arométicos de encecalina (4.3). Los H-3 y H-4 producen dos dobletes
a & 566 y 6635 ppm, mientras que las sefales del grupo metoxile y acetilo
aparecen a 4 3,87 y 2,55 ppm, respectivamente. La sefial singlete a & 1,45 ppm y
que integra para 6H, corresponde a los 2 grupos CH3 sobre C-2.
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Las sefiales de los protones H-5, H-7 y H-8 del 2 2-dimetilcromeno (4.4)
se adjudican al sisterna ABX a 6 7,61 (da, J=22Hz), 6 7.74 (dd. J=84, 22 Hz) y
48,79 (d, J= 8 4 Hz) respectivamente. Las sefiales de H-3 y H-4 se observan a &
552 y 6 6,30 ppm y el singlete (6H) a 6 1.44 ppm se adjudica a los 2 grupos CHz
sobre C-2. Los hidrogenos del grupo acetilo aparecen como un singlete a & 2.53

ppm (3H).

Los acoplamientos homonucleares entre los hidradgenes de los compuestos
presentes en la mezcla se obsarvan en el aspectro COSY-45 (H-H) (Figuras 4.7 y

4.8).
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Figura 4.6 Sefales de cococaling (4.3) y 2,2-dimetilcromenc (4.4} en espectro

ampliado RMN-"H (CDCl, 400 MHz)
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Figura 4.7 Espectro COSY-45 (H-H) (CDCl, 400 MHz)
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Tabla 4.3 Datos de RMN 'H y “C de compuestos 4.3 y 4.4 (5 en ppen, en CDCL)

2 19676 - 196,67 -
3 131,21 586(1H, 0, J= 9.7) 12650 552 (1H.d.J=10.3)

4 12189 B35(1H.d.J=9.7T) 121,36 6,30 (1H, d, J= 10,3)

5 129,08 7.53(1H, %) 12683 7.681(1H. d.J=22)

6 121,35 - 120,79 -

T BT - 130,08 7,74 [1H, dd, J= 8.8; 2.2)
8 9321 BA2{1H, 3} 116,00 6,78 (1H, d, J=8.8)

9 18402 - 161.70 -

10 11614 - 12064 -

" 197TET - 197,20

12 3183  255(3Hs) 626 253 (3H 5

13 2843  145(3H, &) 2843 144(3H. 5)

14 2843 145(3H. 3 2842 1,44 (3H, 5)

OCH, 5578 387 (3H. ) - -

» Dihidrobenzofuranos

Los especiros de RMN 'H de loe dihidrobenzofuranos muestran sefales
caracteristicas de los protones aromaticos y del anillo heterociclico con sistemas
da acoplamiento del fipo ABX o AB.

En el espectro ampliado de RMN-'H, Figura 4.9, se destacan las sefiales
correspondientes a los dihidrobenzofuranos integrantes de la mezcla oblenida,,

Las sefales de los protones aromaticos H-4, H-6 y H-T de tremetona (4.5)
se pbservan a & 7,81 (sa), & 7,80 (dd, J= 88, 23 Hz) y 6 6,82 (d, J= 88 Hz)
respectivamenta. Los protones H-2, H-3a v H-3b conforman un sistema dal tipo
ABX cuyas sefiales se observan a & 5,26 (dd, J= 8,5; 7.8 Hz}, 6 3,38 (dd, J= 15,T;
8.5 Hz) v 6 3,06 (dd, J= 15.7; 8,5 Hz). El resto isoprenilo esta caracterizado por las
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sefiales del grupo metilo sobre carbono sp° a & 1,76 v los protones del grupo
metileno en C-12 a 6§ 5,09 y 4 93 ppm (Tabla 4.4).

Las sefiales correspondientes a G-metoxitremetona (4.6) son similaras a las
del compuesto 4.5 (Tabla 4.4) exceplo en la zona commespondiente a los
hidrogenos aromaticos en la que se observan singletes a & 7,68 (H-4) y 6.37 ppm
(H-7) debide a la sustitucién del grupo OCHj; (5 3,87 ppm, s} en C-6.

En el espectro COSY 45 (H-H) se observan, para los dos
dihidrobenzofuranos, los picos de cruce entre H-2, H-3a y H-3b; H-12a y H-12b; ¥
ademas el acoplamiento homogalilico entre los protones del doble enlace v los
hidragenos del grupo metilo en C-11 (Figura 4.10).
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Figura 4.8 Sedales de tramelona (4.5) y G-metmdtramatona (4.8} en espactro
ampliado RMM-"H (CDCls, 400 MHz)
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Tabla 4.4 Datos de RMN 'H y "C de compuestos 4.5 y 4.8 (ppm, en COCL)

2 BEO4  5I26(1H.dd J=95 85 B84  526(1H, dd, J= 105 8.5)
3a 3400  33B(1H,dd J=157;05) 3338 | 3.20(1H od, J= 1529 5)
3b | 3400  A06(1H, oo J=157:85) 3338  296(1H, dd. J= 152 8.5)
4 125,48  T7B1(1H, sa) 126,91 7,68 (1H, 5)

5 |13053 |- 128,41

6§ 13074 T.B0({1H, od, J=85.25  161.69

7 10880 6.82(1H, d J=85) 8866 637 (1H, 5 -
B 18432 - 165,10 | - '
8 12809 - 11892 -

10 14331 - 143,46 - i
11 1740 | 1,76(3H, sa) 1740 1,74 (3H, 5) '
128 11280 5,00 (1H, sa) 112,45 5,07 (1H, 8a)

120 11260 4,93 (1H, sa) 112,45 | 4,92 (1H, sa)

13 | 10667 - 196,76 -

14 | 393 256(3H, %) 26,46 2,54 (3H, 5}
OCH, - . 56,78 3,87 (3H, 5}

Las asignaciones para la mezcla de cromenos & hidrobenzofuranos fueron
confimadas por los espectros RMMN-"C (Figura 4.11) y los experimentos
bidimensionales COSY-45 (Figuras 4.7; 4.8 v 4.10) y HSQC (Figura 4.12), vy por
correlacion con datos de bibliografia (Bjeldanes & Geissman, 1969; Bohlmann, et
al., 1977b; Zalkow, et al., 1978 y Castafieda, et al., 1996).
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Figura 4.11 Espectro RMN-"C de 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6 (CDClL, 100 MkHz)
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Figura 4.12 Especiro HSQC-DEPT de 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6 (CDCL,)
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2,5-diacetilbenzofuranc (4.7) ]

A partir de la fraccidn FFg se aislaron 3.2 mg del compuesto 2.5
diacetilbenzofuranc (4.7 ).

En el espectro de RMN 'H (Figura 4.13), se observan sefiales a 5 8,36 (d,
J= 1,4 Hz), 8,14 (dd, J= 8.8; 1.4 Hz) y 7,64 ppm (d, J= B,8 HZ) que corraspondan
a los protones aromaticos H-4 H-6 y H-7, respectivamenta. El H-3 (& 7.52) esta
desprotegido por la presencia de un grupo acalilo en C-2, al igual que el H-4 y H-6
por &l grupo acetilo en C-5, sefiales caracteristicas de los benzofuranos.

En el espectro COSY-45 (H-H) se observan los picos de cruce entre los
protones aromaticos y ademas un acoplamiento homoalilico entre H-T y H-3
(Figura 4,74 y 4,15}
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Figura 4.13 Especiro RMN-"H del compuesto 4.7 (CDCl, 400MHz)
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Figura 4.15 Espectro ampliado COSY 45 (H-H) de 4.7 (CDCly, 400 MHz)
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El espectro de RMN-"°C (Figura 4.16, Tabla 4.3) muesira doce sefales
correspondientes a atomos de carbono. La sefial a & 188,42 ppm commesponde a
C-10, confirmando la presencia de un sustituyente acetilo en C-2 (5 153,96). El
resto de las asignaciones se realizd teniendo en cuenta |os espectros de HSQC
(Figura 4.17) y HMBC (Figura 4.18)
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Figura 4.16 Espectro RMN-'"°C de 4.7 {CDChL, 100 MHz)
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Figura 4.18 Espactro HMBC de 4.7 (CDCL,)
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Tabla 4.3 Datos de RMN 'H y C del compuesto 4.7 {5 en ppm, en CDCL)

153,96
113,18
124,74
158,05
128,44
112,64
133,74
127,15
188,42
26.59
198,99
26.76

w o = & o B e R

T T T ]
W == 2

7.57 {1H, za)
8.36 (1H, d. J= 1.4)

B4 (1H. od, J= 87, 1.4 )
7.60(1H. da, J= 8,7 )

-

264 (3H, 5)

=

2,69 (3H, s)

La comparacion de estos datos con los informados en bibliografia permitio
identificar a este compuesto como 2 5-diacetilbenzofuranc (4.7) (Zalkow v col.,

1979).

| 2-acetil-6-metoxibenzofurano (4.8) |

HyC

El compuesto 4.8 fue aislado a partir de |a fraccién FFg (Tabla 4.1). A partir
de la cormelacidn del espectro da RMN 'H de 4.8 (Figura 4.19) con el del
diacetibenzofurano 4.7 (Figura 4.13), se determina la ausencia de un grupo

acetilo en C-3, el cual es caracteristico en este lipo de compuestos derivados de
p-hidroxiacetofenona de la ruta biosinttica del acetato, De la bdsgueda
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bibliografica realizada en Chemical Abstract no se encontraron registros de haber
sido aislado como preducto natural.

Para |la determinacion estructural se analizaron los espectros de RMN mono
y bidimensionales. El espectro de RMN 'H (Figura 4.19) presenta sefiales
caracteristicas del anillo de benzofurano y un solo grupo acetilo unido al nicleo
Las sefiales a 5§ 6,91 (d, J=B4 Hz), § 7,54 (d, J=2,0 Hz} vy 6 7,57 ppm (dd, J=8.4;
2.0) comesponden a protones aromaticos con un sistema de acoplamientc ABX.
Se observa un singlete a & 5,43 ppm que integra para un hidrégeno tipico del
protdn del anille benzofurano, H-3

BEEFREE FE - 1
- ey - = -
] bt A ] I

S . i

B B

-1 i

p———t = g ia T T & T T

km ¥f Fa T4 Fa i F3 Fi o & aE &l
Fl iopm

H-3

igs i PR ) IS (|

5 b i

.'\.I-l"-'l -

T T T T T T
1l:. s:u ay (2] E ah o LR ] LB1] p & ik ] 1% 4 = L T 0

£ 5
¥1 dped

Figura 4.19 Espectro RMN-"H del compussio 4.8 (Acetona-dy, 400MHz)

De acuerdo al andlisis del espectro de RMN-'H existe la posibilidad de que
el compuesto 4.8 sea Z-acetil-5-metoxibenzofurano (I) o Z2-aceli-6-
metoxibenzofurano (11} (Figura 4.20). Si se tratase del compuesto (I}, la sefial de
H-4 se deberia observar come un doblete con Jaus que comesponde a la sefial &
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7,54, en cambio en al compuesto (Il) la sefial de H-4 sa observaria como un
doblete con Jyns (6 6,81 ppm).

] (1)
Figura 4.20

En &l espectro de HMBC (Figura 4.21) se observa correlacion a J* entre H-
3 y un atomo de carbone con corrimiento a & 114,46 ppm que, de acuerdo al
andlisis de los espectros RMN "C (Figura 4.22) y HSCQ (Figura 4.23)
comesponde & C-4 del compuesto (). Por lo tanto, por el analisis de los datos
espectroscopicos la estructura de 4.8 es 2-acetil-6-metoxibenzofurano.

" Dy Lol

".\ 1
H, =
H-3; -4
B.40; 174,48
=
b
Figura 4.21
Espectro HMBC da g i
4.8 (Acelona-dy) .
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Figura 4.22 Espectro RMN-"C de 4.8 {Acetona-dy. 100 MHz)
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Figura 4.23 Espectro HSQC-DEPT de 4.8 (Acetona-ds)
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El compuesto 4.9, aislado a partir de FFg (Tabla 4.1), es un derivado de la
via del acido shikimico.

En el especiro RMN-"H (Figura 4.24, Tabla 4.4) se cbservan sefiales a &
7.62 (d. J= B.9 Hz) v & 6.29 (d, J= 8,9 Hz) comespondientes a H-3 y H-4. Las
safiales singletes a & 6,83 y & 6,84 ppm se adjudican a H-5 y H-8, El protén vinilico
de la cadena lateral presenta un desplazamiento a § 547 (dd, J=6.,5 Hz, H-12)

acoplado a los protones del grupo metileno cuyas sefales aparecen a 6 4,65 ppm
{d, J=6.5 Hz, H-11). Los grupos metilo unidos al doble enlace se observan a & 1,80
y 1,78 ppm como singletes debido al acoplamiento con el H-12,

Los acoplamientos fueron confirmados por la presencia de los picos da
cruce correspondientes observados en el espectro COSY 45 (H-H) (Figura 4.25).
Las asignaciones de todas las sefiales de los atomos de carbono se realizaron
mediante el analisis de los espectros H5QC (Figura 4.26) y HMBC (Figura 4.27),

Los datos obtenidos del analisis de los espectros mono y bidimensionales
da RMN coinciden con lo informadao por Herz et al. {(1970).
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Figura 4.25 Espectro COSY-45 {H-H) da 4.9 (CDCl,, 400 MHz)
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Figura 4.26 Espectro HSQC-DEPT de 4.8 (CDCly)
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Figura 4,27 Espectro HMBC de 4.9 (CDCly)
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Tabla 4.3 Datos de RMN 'H y "'C de compuestos 4.9 (& en ppm, en CDCly)

2 Tk e

3 14290  7.82{1H, d, J=839)
4 113,90  6.26{1H, d, J=89)
5 107,83  6.84 (1H, s8)

G 146,85

7 15217 -

8 100,90  6.83 (1H, s3)

L] 180,14

10 111,09

1 6582  4.65(2H, d, J=65)
12 118,51 547 (1H, da, J= 6,5)
13 139,10

14 1781 1L.79{3M.d. 4=7.2)
15 781 LT9{3H. 4 J=T.2)

DCH, 56,19 3.91 {3H, 5)

2-C-meti-D-treono-1 4-actona (4.10) |

El compuesto 2-C-metil-D-trecno-1,4-lactona {4.10) se aisid de la fraccion
FFs (Tabla 4.1},

El especiro IR (Figura 4.28) muestra una banda caracteristica de grupo OH
a 3452 10 cm™' y una Intensa a 1773,49 cm™ tipica de un C=0 de un éster.
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Figura 4.28 Espectro da IR de 2-C-metil-D-treonc-1,4-lactona 4.10 en pastilla de KBr

En el espectro de RMN 'H (Figura 4.29) se observa un doblete de doblete a
& 4,43 ppm (1H) que corresponde a H-3, acoplado con el multiplete a & 4,11 ppm
(2H) de H-4. Un singlete a campos altos que integra para 3H se adjudica a los
hidrogenos del grupo metilo(C-5).
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Figura 4,20 Espectro RMN-'H de 4.10 (Acetona-d,, 400 MHz
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De acuerdo a la configuracién de C-2 y C-3, existen cuatro posibles
diasterdmeros (Figura 4.30):

o 0
1 CH, jcu,

ha H g

HC i

xR o " s
= CH, %ﬂ'a
HO OH HO' H

Figura 4.30 Diasterdmeros de 2-C-metll-1 4-lactona

Sagun Hotchkiss et al. (2007) los diasteromeros son faciles de diferenciar
por sus espectros de RMN-"C, ya que el comimiento quimico del grupo metilo
unido a C-2 dae los isdmeros eritrono cis-diol (&z 19,9) originan sefiales a campos
significativamente mas bajos gue los isdmeros treono frans-diol (& 16,6).

De acuerdo al espectro de RMN "C del compuesto 4,10, la sefial de los de
grupo metilo se encuentra a 6 20.8, por lo que el compuesto es uno de los
isdmeros cis diol. Los datos espectroscopicos fueron coincidentes con los
publicados por Ford [(1881) para 2-C-metil-D-treono-1.4-lactona.
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Egtucho fitoguimico de Wedslia surantiaca

El estudio de Wedalla aurantiaca se lleva a cabo con el propdsio de aislar
metabolites del tipo eudesmano gque podrian utilizarse como marcadores
quimiotaxonbomicos para relacionar a este género con Flowensia. Segun la
propuesia de Behimann (1990), en algunos géneros de la subtribu Ecliptinae, a la
que pertenecia Flourensia, se determind la presencia de eudesmandlidos y
elemandlidoz con un grupo metilo en posicion poco uswal 10-a. Este tipo de
compuestos fueron encontrados en géneros como Aspilia, Slerractinig, Wedelia,
Zexmenia y Zinnia.

El esfudio fifoguimico de W. awantiaca consistid en la obtencidn del
material wvegetal, ef aislamiento, purificacidon e identificacion estructural de los
metabolitos secundarios obtenidos.

5.1 Metabolitos aislados

A partir del estudio fitoquimico de W. aurantiaca se aislaron e identificaron:

-dos derivados de la ruta biosintética del shikimato: acido cafeico (3.4-
dihidroxicindmico) {5.1) y 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (5.2)

-un derivado de la ruta biosintética del mevalonato: 11B-hidroxi-1p3,8a-

aromadendrano ((+)-espatulencl) (5.3).

QW'DH
5 Q, H
7
1
2 2
3
- OH 4 Ok
OH QCH,
5.1 3. A-dinddroxicinamico 8.2 J-hidroxi-4mefoxi benzaldehido

5.3 11 -hideoes- 1), Be-aromadendrano

Figura 5.1 Compuasios ailados da W. aurantiaca
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— = e —

5.2 Material vegetal nimero de herbario MCNS 12975

— —— e —

5.2.1 Extraccién

El material vegetal seco v molido (561,32 g) se extrajo por maceracidn
exhaustiva con etanol a temperatura ambiente, se evapord el solvente a presion
reducida a una temperalura de 45°C, El extracto etanolico fue disuelto en 500 mL
de etanol caliente (40°C), precipitando un sdlido blanco, separado e identificado
como dcido cafeico (5.1). Se agregd 500 mL de una solucién de acetato de plomo
al 4% pv ¥ 14 mL de acido acélico para precipitar suztancias apolares, segun se
describe en el item 3.4.1. (Figura 5.1)

Luego de este procedimiento se obtuvieron el sub-extracto cloroférmico (E11)

y &l sub-axtracto de acetato de afilo (E12).

5.2.2 Purificacion de E11

El sub-extracto cloroférmice E11 (3.4 g) 3& purificd por CGF wtilizando silica
gel 230-400 Mesh y como solventes de elucion Ciclohexano y Ciclohexano:AcOE!
aumentando la polaridad en un 10%. Las fracciones e reunieron en FW; a F\W,,
por su comporamiants en CCD. A parlir de FW, (elulda con ciclohexano) se
identificd (+)espatulencl (5.3). En la fraccidn FW, (ciclohexano:AcOEL 1:1) se
obtuve 3-hidroxi-dmetoxibenzaldehide (5.2). En la Tabla 5.1 se detallan las
purificaciones que se realizaron de algunas de las fracciones obtenidas para la

abtencidn de los compuestos aislados e identificados.
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Material vegetal, seco y molido

Maceraodnien EPOH
Evaporacion p presiin reducics

Sub-xtracto etandico
[Becn)}

Solubdrzaci on en B0
[~ cofiento [4PC) |

_.“!C-'H.H.l:\'dlll plomo {4%)
Acidn sustico i

Eclucian

Repaso durants tods la roche
e il {ry o S Ere U s cmrbmco )
Evaporaciinde solserbéd orgdmcos

Fase acucsa

e E T 61 201 CHICT,

1

) Extraced in con Ac0E
ik [ Sacado con MgsD,

Figura 5.1 Esquema de procedimiento de extraccidn de W aurantisea
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Tabla 5.1 Compuastos aislados de W awanliaca

Extracto etandlico (seco) . Acida 3 4-hidroxicindmico 5.1
(1.6 mg)
FW, = {+)-aspatulanct 5.3
[ciclohexana) (1.8 mg)
FW, CCF F-hidrgxi-d-mefoxibenzaldehide 5.2
{ciclohexano: ACOEL 1:1) (8.4 mg)

5.3 Determinacién estructural de compuestos aislados

Las estructuras de los compuestos aislados de W. auranfiaca fueron

determinadas fundamentalmente por espectroscopia de RMN 'H vy
comparacion de datos bibliograficos.

A partir del extracto etandlico se identificd un compuesto del grupo de los
acidos cindmicos proveniente de la ruta del dcido shikimico: el dcido 34-
dihidroxicinamico (5.1) (acido cafeico),

En el especiro de RMN H (Figura 5.2) las sefiales de los hidrdgenos
aromaticos se encuentran a 8 7,15 (d, J=20Hz), 6 7,05 (dd, J =80, 20 Hz) v &
6,88 ppm (d, J = 8,0 Hz). Las sefiales de H-7 y H-8 se observan a & 7,54 (d, J =
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168 Hz) v & 6,28 (d, J = 15,8 Hz) respactivamente. La sefial ancha a & B,36
integra para 1H y corresponde al proton del acido carboxilico C-8. Los datos de
RMN 'H y "'C se muestran en Tabla 5.2. Los acoplamientos fueron confirmados
mediante el andfisis del espectro COSY 45 (H-H) (Figura 5.3). Los datos
espectroscopicos  oblenides fueron  coincidentescon datos de  bibliografia
{Pouchert & Behnke 1993).

i Braner  E x3
1 g g L [N
-CI'_'H'_'I'H
'-I'"fl
H-B
H-
H-2
OH
e M7
H-
[WE
L
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: | - £ £
If BN 87 ES A B4 B3 ORI N1 BB AR 0m EP PE, 15 T4 73 Fx Pi T8 kB &8 &T &5 &5 &8 &1 &3 &1

Figura 5.2 Especitro ampliado de RMN "H de acide 3,4-dihidroxicinamico 5.1
(Acefana-dy, 400MHz)
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Figura 5.3 Especiro COSY 45 de acido 3 4-dihidroxicinamico 5.1 en acetona-ds

A partir de la purificacion de la fracclén FW, se obtuvo el compuesto 3-
hidroxi-4-metoxibenzaldehido (5.2).

En el ezpectro de EMN H iFigura 5.4, Tabla 5.2) ze observan las zefiales
comespondientes a los hidrogenos aromaticos a 8 7.04 (g, J = 7,6 Hz), 6 7,43 (da,
J = 7.6 Hz) v 8 7,46 (sa). La sefial del hidrogeno pereneciente al grupo aldehido
aparece 8 6 9,83 (5. 1H) y |2 sefial a & 3,97 que integra para 3 H corresponde al
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grupo metoxilo (Pouchert & Behrke, 1993). El espectro de RMN-'C (Figura 5.5)
muestra ocho sefiales, entre las que se destaca |a del grupo carbonilo de aldehido

ad191.2el ya 56,1 la del atomoe de carbono del grupo metoxilo.

i | OCH

H-7

CRFAS
| l
; i H
0 N ik =LY Y == E —
i 1 ! L
o — i - ir =

Figura 5.4 Espectro RMN 'H de 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido 5.2 {CDCly, 400 MHz)
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Figura 5.5 Espectro RMN "C 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido de 5.2 (COCl, 100 MHz)
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Tabla 5.2 Datos de RMN 'H y "'C de compuestos Acido 3 4-dhidroxicinamico 5.1 y
3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido 5.2 {ppm)

-E:

By J en Hz) Bg By (J &n Hz)
1 128,70 1299 -
2 114,28 7.15(1H,d, 20) 11438 742 (1Hd, 1.7)
3 147,85 147,15
4 145,38 151,88 -
5 11547 6,88 {1H, d, B.0) 10875 TO4{1H,d 7.6
6 11428  7.05(1H,dd, BO:20) 12756 743{1H, dd. 7.8:1.7)
7 14462 754 (1H, d 158) 191,22  983(1H, )
8 114,89 6.28 (1H, ¢, 15.8) - -
9 166,50 - .
OCH, - 5607 387 {3Hs)

Mediante la purificacidn de la fraccién FW;, =e aiskt e idenfifictd el
sesquiterpeno de nicleo aromadendrano, estructuralmente caracterizado por un

anillo dimetil-ciclopropanc unido a un anillo de siete miembros.

En el espectra RMN-'H (Figura 5.6, Tabla 5.3) las sefiales que aparecen a
54,68 v § 466 come singletes anchos son caracteristicas de protones del doble
anlace exociclico (C-14). Las corespondientas a los grupos melilos sa obsarvan

como singletes a 51,28, 61,05 v 51,04 en donde cada una intagra para 3H. El
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dablete de doblete a 4 0,71 y el multiplete a 8 0,47, por su cormmiento quimico son
tipicas de los atomos de hidrégeno de un anille de ciclopropano por lo que se
asignan a H-6 y H-7, respeclivamente (Figura 5.T).
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Figura 5.6 Espectro de RMN 'H de 5.3 (CDCls, 400MHz)
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Figura 5.7 Espectro ampliado de RMN-"H de 5.3 (CDCly, 400 MHz)
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S e

Por el perfil del espectro de RMN 'H existia la posibilidad de que el
compuesio 5.3 se tratase de alguno de los tres isomeros. 11P-hidroxi-1[3,8a-
aromadendrano [[+)}-espatulenal], 11 (-hidroxi-1p,8p-aromadendrano
(alloespatulencl) y 113-hidroxi-17,8x-aromadendrano (11-epiespalulencl) (Figura
5.8)

12 13 17 '13 12 14
(+}espatulenaol alloespatulencl 11-epiespatulenal

Figura 5.8 |sdmercs de nicleo arormadendrano

La posibilidad que el compuesto 53 se tralase de allo-espatulenol fue
descartada en base a las diferencias antre los datos de RMN-'H del compuesto
aislado y los reportados para allo-espatulenol (Gijsen et al., 1992). Los isdmeros
11-epiespatulencl y (+)-espatulenol se diferencian por la estereoguimica del C-11,
cuyo desplazamiento guimicao es de & 74,7 (Tringali et al., 1995) y & 81,0 (Krebs et
al., 1980} respectivamente. La sefial de C-11 en el compuesto aislado en asle
trabajo de tesis coincide con [a de (+)-espalulenal,

Se midid ademas la rotacidn dptica para este compuesto dando como
resultado [x]p=3,5 en una concentracidn 0,5 ma/mL en CHCI,.

, Por el analisis y comparacion de estos datos con los informados en
bibliografia (Krebs et al., 1260), se determind que el compuesto 5.3 comesponde a
[+ -espatulenol.

Ezte compuesio fue aislado de parles aéreas de olras especies de Wedelia,
(bajo el nombre Aspiia), W eenii (A eenii) (Ganzer et al., 1982}, W laevissima (A.
laevissima) (Ganzer et al., 1982), v W. paniflora (A. parvifiora) (Bohlmann et al..
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——

1981). En &l aceite esencial de W africans (A. africana) también se encontrd aste
sesquiterpeno y fue descripio en vanas especies de Wedalia. (Bohimann at al.,
1981, 1982, 1984b, Garg, et al., 2005, Dai et al,, 2013.)

Tabla 5.3 Datos de RMN 'H y "’C de compuestos 5.3 (ppm)

1
2
3
']
]
L]
T
]

Sa

b

Me-15

Be
52.15
25 48
4120
80,12
54,60
26,24
25.97
24,74
38,71
38,71
154,22
20,47
26.17.
15,47
105.20
105,20
27,94

By (J &n Hz)
2,20 m

2,0-1,0 m

2,0-1.0m

2.0-1.0m

0,71 (1H.m)

0,47 (1H, det, 11,1, 8,7)
2,0-1,0 m

2,42 (1H, dd 14,3, 7,1)
2,26 m

1,04 (3H, 5§
1,05 (3H, 5)
4,68 (1H, 5a)
4,66 { 1H,5a)
1.28 (3H,5)
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Actividad BiiGgica

6.1 Introduccién

Desde hace cientos de afios las plantas medicinales tienen un importante
rol en el tratamiento de una amplia gama de afecciones, incluyendo las infecciosas
(Mahady, 2008). La mayoria de los estudios que se encuentran en bliografia
relacionados a antimicrobiancs derivados de plantas involucran  actividad
antibacteriana, como asi también actividad antioxidante (Cueva et al,, 2010; Negi,
2012; Tajkarimi et al., 2010).

Algunos compuastos quimicos de ongen natural sinvieron como modelo
para un gran porcentaje de medicamentos ya probados clinicamente, y muchos
estdn siendo evaluados como agentes antimicrobianos (Mahady et al, 2008).
Mewmann et al., (2007) analizaron el numero de drogas de origen natural en
comparacién con otras de orgen sintético que fueron aprobadas para el
tratamiento de enfermedades, lo que indica que los productos naturales contindan
jugando un rol importante en el descubrimiento de nuevas drogas. Eslos aulores
sefialan, ademas, que el progreso en tecnologia e instrumentos ha incrementado
la velocidad de determinacidn estructural de productos activos, obtenidos a partir
de ensayos bio-guiados, o que permite competir con Ios compuestos de origen
sintético.

Una de las razones principales de fa blsgueda constante de compuestos
naturales bioactivo es que las enfermedades infecciosas siguen siendo la causa
mas impertante de mortalidad en el munde (World Health Report, 2003) vy que los
micreorganismos tienden a desarrollar resistencia a las drogas empleadas para su
tratamiento habitual {(Mahady et al., 2008).

Los principales grupos de compuestos responsables de aclividad
antimicrobiana provenientes de plantas incluyen compuestos fendlicos, quinonas,
saponinas, flavonoides, laninos, cumarnas, lerpencides vy alcaloides (Ciocan &
Bara, 2007; Lai & Roy, 2004). La variacion en la estructura y composicion quimica
de estos compuestos produce una diferencia en la accidon antimicrobiana (Savoia,
2012).

159



Actividad Biolsgica

El objativa de este capitulo de tesis fue evaluar la actividad inhibitoria de
axiractos y compuesios puros de las plantas en esiudio frente a diferantes
bacterias patogenas; incluyendo cepas gue habituglmente contaminan alimentos,
¥y por esta razon posesn un importante impacto en la salud humana. Se
seleccionaron, ademas, los extractos que presentaron mayor actividad
antibacteriana y se cuantificd dicho efecto frente a las cepas patogenas gue
resultaron mas sensibles, mediante el método de difusidn en disco.

Se determind tambien la aclividad antimicrobiana de extraclios de especies
de Flourensia frente a Paenibacilius larvae, bacteria que causa una infeccién
conocida como loque americana en |a cria de |la abeja melifera, Esta es una de las
enfermedades mas importantes en apicultura, ya que ocasiona grandes pérdidas
economicas para los productares de miel. Por tal motive es de interés la blusgueda

de compueslos aclivos

6.2 Barnadesia odorata

Fara recordar, se esludid la aclividad antimicrobiana in wifro frente a un
amplio espectro de bacterias Gram+ y Gram-, ya informadas en el capitulo 2
(Tablas 2.3 y 2.4), en donde también se describid la metodologia aplicada

Se emplearon los sub-extractos hexano E2, cloroférmicos E3 y E7, ¥y
aquellos compuestos aislados que fueron obtenidos en masas suficientes para los
ensayos realizados: 3-B-lupeol 3.1 y 3-f-amirina 3.2 en mezcla, apigening 3.6 y
apigenina-T-0-f-glucdsido 3.7 (Figura 6.1). Cabe destacar gque no existen
antecedentes de aclividad antimicrobiana de ningunma especie del género
Barnadesia.
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3.1 3-f-lupacl 3.2 3-f-amirina

3.7 Apiganina-T-0-B-glucdsido

Figura 6.1 Compuestos alskades de B, ocdorata utilizados en estudics de aclividad
antibaclariana

6.2.1 Determinacion de actividad antimicroblana

La técnica de difusion en disco permitio realizar un analisis rapido de |a
aclividad antimicrobiana de los extractos frente a un nimeroc considerable de
bacteras. Los sub-extractos hexano y cloroformicos se solubilizaron previamente
en cloroformo y acetona, respectivamente. Se ajusto su concentracion en 30.000
ppm
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En la Tabla 6.1 se muesira |la susceptibilidad de las cepas indicadoras
Gram-positivas a los extractos de B odorafs ensayados. El sub-extracto E2
presentd un importante espectro antibacteriano, ya que inhibio a todas las cepas
de B. cereus esludiadas y fue el dnico extracte que presentd inhibicion sobre E.
faecium (Tabla 6.1). El sub-extracto ET presentd una moderada actividad, ya que
logrd inhibir & todas las cepas de B. cereus pero en menor efecto. Por otro lado el
sub-extracto E3 mostrd una baja actividad, inhiblendo sdlo a 3 cepas de Bacilus,
ziendo mas activo sobre B. subtilis,

El andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos frente a bacterias
indicadoras Gram-negativas reveld que solo Salmonella Typhimurium 29/08 es
sensible a extractos de B, odorata (Tabla 6.2),
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Tabla 6.1. Actividad antibacteriana de extractos de B. cdorata frents a capas
indicadoras Gram-positivas

_ E2 E3 ET

5. aureus ATCC 20213 L MT o
ATCLC 26023 & & & i
ATCCOS3EP * L *++

E. faecium CRL 1385 + . =
CAT2 - - .
M 21 NT -

8 ceraus BACT ¥ + ¥
MBC1 . - +
MBC2 IT2s = -
MBS TS & W
MECA 44 - ++
MBCS ++ = ¥
MBCE e E FES
MBGT ok + *

L monocylogenas 997287 RBE + - T
G287 5 + £ NIT
1153 - = F
99/267 + - -

B subliilis C4 + + +
Cachi2 + + BT
Moriz e 2 -
Julid T

“Halo de inhibician, + inhibicidn leve (< 3.0 mm) . +# inhibicidn moderada (3.0-6.0 mm),
+++! inhibicion fwerbe (= 6.0 mm) , - sin inhibcidn. MT: no testeado.
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Tabla 6.2, Actividad antibacterana de sub-extractos de 8. odorala frenle a capas

indicadaras Gram-negativas

& Typhimurium 2008 " -
5 Enleriditis CUB Z21M0 ) - -
E coll DI5THY - . =
5 - - -
Prewdomana Aureginass . - A
Klghsigiia spp. - - -

*Halo de inhibécidn, +: inhibicion eve (< 3.0 mm), +4+ inhibicidn moderada (3.0 = 6.0 mm),
+++! inhibicidn fuere (= 6.0 mm) |, - =sin inhibician, NT: no testeado
Los diferentes sub-extractos de B. odorata también fueron anallzados
mediante la técnica de Bicautografia (ver inciso 2.5.2 b). Se sembraron 10 ul de
E2 (15,000 ppm), E3 {30.000 ppm} y ET {2.000 ppm) en placas que luego fueron
desarrolladas en CH;Cly:Acetona (2:1), esto permitié separar los componentes de
los sub-extractos de acuerdo a su afinidad con el solvente. Como resultado se
pudo determinar la presencia de inhibicidn para algunos compuestos por
comparacion de |as fracciones que generaron inhibicién con las placas de
referencia cromatografica.

En el sub-extracto hexano E2 se observd que un compuesto con una ralacidn
de frente alto (Rf alto) podria ser el causante de la actividad antibacteriana del
extracto frente a B. cereus MBC1. Por el contrario, en el extracto ET el compuesto
activo se encuentra en una Rf mas baja. En el sub-extracto E3 no se obsenvd
aclividad antibacteriana frente a la cepa utilizada (Figura 6.2 (a) v (b}).
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Figura 6.2 (a) Cromatogramas de los sub-extractos E2, E3 y ET revelados con
ddeum {b) Binautografia sobre CCD de los sub-extractos frente a8 B. cereus MBC1

Segln Cushnie & Lamb (2005) se pueden presentar discrepancias en los
resultados al utilizar diferentes técnicas para determinar actividad antimicroblana
debido a las diferentes variables involucradas, como cantidad de indculo y
velocidad de difusion, entre otras. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo de tesis al aplicar dos técnicas diferentes: difusidén en disco y bioautografia
mostrarcn que ambas aportan datos comparables y que puaden ser utilizadas en
forma independiente, pero su uso en conjunte complementa la informacién
obtenida, al poder establecer los probables compuestos responsables de [a
actividad exhibida por los extractos. La técnica de difusion en disco permite
realizar un barrido rapido de un amplio especiro de bacterias patdgenas
visualizande de manera simultdnea y semicuantitativa la capacidad inhibitona de
los diferentes extractos estudiados. Por ofra parte, la técnica de bicautografia
aporta ademas datos Utiles si se desea realizar un estudio bie-gulade mediante el
emplen de diferentes técnicas cromatograficas de purificacion.
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6.2.2 Determinacién de la Concentracion inhibitoria minima (CIM)

A partir de los resultados de actividad inhibitoria obtenidos, se eligio el sub-
axiracto hexano E2 vy al sub-extracto cloroférmico E7, para la determinacion de las
concantracionas inhibitorias minimas (CIM) mediante la técnica de difusion en
disco, Para preparar la solucion madre y las diluciones seriadas se solubilizd el
axiracto E; en cloroformo y ET en acetona. El rango de concentraciones de los
sub-exfractos eslaba comprendido entre los 30.000 ppm v los 500 ppm. Los
resultados oblenidos se encueniran resumidos en la Tabla 6.3.

Del analisis se observd que la CIM depende de cada cepa indicadora. Para
&l sub-extracto E2, la CIM fue de 500 ppm frente a las cepas MBC3, MBC4 vy
MBCE (Figura 6.3), mientras que para el resio de cepas testeadas la CIM fue de
2 500 ppm. El sub-extracto ET es menos activo, ya que solo presentd una CIM de
2500 ppm para 6 de |as 8 cepas utilizadas (Tabla 6.3).

Tabla 6.3 Diametros de los halos de inhibicion (mm) de sub-exiraclos de E2 y
E7 de B. odorafa frente a diferentes cepas de B. cereus en la determinacian de CIM

30000 15000 G000 2500 2S00 30000 15000 9000 2500 500

BACT 2.6 2.0 1.0 0w - 2.0 2.0 1.5 1.0 -
MELCH 6.0 4.0 35 3.0 - 1.5 1.5 1.5 1.0

MBLC:2 6.5 5.0 4.5 3.5 . 9.0 4.0 a0 0 -
MEC3 7.0 6.0 5.0 2.0 2.0 T.0 6.0 5.0 1.0 -
MEC4H 74 6.0 £.0 3.0 240 &.0 4.0 3.0 1.0

MBS 8.0 40 3.0 1.0 . 2.0 4.0 2.0 - =
MBLE .5 2.0 35 20 1.5 &0 4.0 - ,

MBCT 6.0 5.0 s 16 . 75 5.0 4.5 1.5 5

L



Actividsd Biolbgica

Figura 6.3 Halos de inhibicion de sub-extractos E2 y ET sobre césped de (a) B. cereus
MBC3, (b) B. cereus MBCH v () B. cereus MBCE. Referencias: 1-5: sub-extracto EV, 6
10 sub-extracio E2 en diferentes concentracionas (30,000, 15.000, 5000, 2.500 v 500
ppm), 13 control de solventes; 12 y 14-17: extractos de otras especies no
correspondiantas a este trabajo.
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6.2.3 Actividad inhibitoria de compuestos puros aislados de B. odorata

De acuerdo a los resultados antes mencionados, se evalud la actividad
antibacteriana de compuestos aislados de B. odorafa frente &8 B cepas de B
cereus: la mezcla de 30 lupeal {3.1) vy 3-8 amirina (3.2), apigenina (3.6} ¥
apigenina-T-O-glucdsido  (3.7), aislados del sub-extracto E7. Todos los
compueslos se disolvieron en CHCly para obtener una concentracitn de 6,200,
1.500 ppm y 1.400 ppm.

De los resultados se observd que el compuesta apigenina-T-0O-glucosido
{3.7) presenta efecto sobre la cepa MBCZ2 con un hale de inhibicion 3.0 mm
{Figura 6.4), mientras que su respectivo aglicon 3.6 presenta leve inhibicion sobre
la misma cepa. Las restantes cepas ensayadas no fueron inhibidas por ningdn
compuesto,

La actividad de 3.7, en comparacidn con 3.6, puede deberse a que la
sustitucion por el glucésido en C-7 hace al compuesto mas polar y, por lo tanto,
mejora la difusidn en el agar.

Figura 6.4 Actividad antibacterana de compuestos aislados de B, odorata sobre
B. cereus MBCZ Referencias: 14-16: 3-fi-lupecl (3.1) y 3-f-amirina (3.2 en
mazcla, apigenina {3.6) y apigenina-7-0O-gluctsido (3.7); 12; control de solvents;
10,11 v 13; extractos de ofras especies no correspondientes a este trabajo.
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6.3 Flouransia torfuosa, F. campesiris, F. riparia y F. fiebrigii

Se determind la actividad antimicrobiana y la CIM de los sub-extractos de
hexano (E9) y clorofdrmico (E10) de F. torfucsa junlo con los sub-extractos de
hexano (EHC) y cloroférmico (ECC) de F. campestris; hexano (EHR), cloroférmico
(ECR) y éter etilico (EER) de F. riparia; hexanc {EHF) y éter etilico (EEF) de F.
fiebrigii (EEF) obtenidos previamenle en nuestros laboratorios (Uriburu et al.,
2004, 2007).

Los compuestos puros utilizados en este analisis fueron aislados a partir de
F. riparia y F. fisbrigii (Uriburu et al., 2004, 2007) (Ver Tabla 2.2, Capitulo 2). Se
ulilizaron lactonas sesquiterpénicas (carabrona 1.52 e izoalantolactona 1.55),
benzofuranos (G6-metoxiremetona 1.40), cumarinas (escopoletina  1.143,
compuesto aislado tambien en F. tortuosa), flavanonas (B-prenilnaringenina 1.99,
B-prenileriodictiol 1.96, 5,3 -dihidroxiisobavachin-7-0-metil ater 1.88,
exiguaflavanona K 1.97 y (25)-8-(3"-metilbut-2"-enil}-7,3" 4 -rihidroxiflavanona
1.101), y dihidroflavonoles (glepidotina B 1.105, 8-prenildihidroisoramnetina 1.109
y escariosina 1.108) (Figura 6.5). La mayoria de los compuestos fueron aislados a
partir dal sub-extracto clorofdrmico de F. riparia (Uriburu et al., 2004), mientras que
isolantolactona y G-metoxitremetona fueron observados en el sub-extracto hexano.
El sub-extracto de é&ter etilico de F. fiebngi reveld B-metoxi-tremetona, 8-
prenilerodictiol, 5, 3'-dihidroxiisobavachin-7-0-metil éter vy (25)-8-(3"-metilbui-2"-
anil)-7, 3", 4'-trihidroxiflavanona (Urburu et al., 2007). Este dlimo compuesto solo
fue observado en los extracios de éler etilico de esfas especies.
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T &
Hy o ’r/' p
1.40 “:'2 1.52

R1 R2 R3 R1 R2 R3
188 OQCH3I OH OH 1401 H OoH OH
1.6 H OH OH
1.97 H OCH; OH
1.89 H H OH

R, Ry Ry R,
1108 H H ©OH H
1108 CH, OCH, OH Pr
1108 H OCH, OH Pr

1.143

FFigura 6.5 Compuestos puros previamente aislados de Flowrensia, utilizados
para ensaycs de actividad antimicrobiana,

6.3.1 Actividad antimicrobiana de diferentes especies de Flourensia
La actividad inhibitoria de diferantes exiractos de Flouwrensia se evalud
frente a bacterias Gram-positivas (Bacillus. cereus, B. subtiiz, 5. aweus, L

monocylogenes, E faecium, E. hirae) y Gram-negativas (5. Enteritidis, 5.
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galfinarum, & Typhimurium, E. cofi). Los sub-extractos fueron disuellos en
cloroformo y acetona ajustando sus concantraciones entra 35 000-25 000 ppm.

En |a Tabla 6.4 se observan los resultados de actividad anfimicrobiana
frente a baclerias Gram-positivas. 5e obsarvd efecto inhibitorio de todos los sub-
exiractos ensayados frente a B. cereus, S, aureus y B. sublilis, Los sub-extractos
E9 vy E10 de F. forfuosa y los sub-extractos EHC de F. campestri y ECR de F.
fiparia presentaron mayor actividad antimicrobiana frente a las cepas de B. cereus
y B subliis empleadas. Se destaca el efecto producido por los extractos de
hexano (ED) y cloroférmico (E10) de F. fortuosa comparados con los otros sub-
axiractos de igual polaridad frente a cepas de B. cereus de origenes diferentes
{alimentario y clinico) (Figura 6.6). Esta variacion del efecto inhibitoric podria
deberse a una compaosicion quimica diferente entre las especies estudiadas. Por
tal motivo, =& planted el estudic medianta la técnica de Cromatografia liquida de
alta resolucién (CLAR) para comparar los metabolitos secundarios producidos
por diferentes especies del geénero Flowrensia y determinar la presencia de
compuestos que podrian ser responsables de la actividad anfimicrobiana
(Capitule 7).
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Tabla 6.4. Actividad antibacteriana de sub-extractos de Flourensia frente a cepas Gram-
positivas

F.forfuosa F.campestris  F. fiebrigil E. riparia
E¢ E0 EHC ECC EHF EEF EHR ECR

B caraus BCH += ++ - + o~ + H +4
HB.E‘I Ak L 4 * * ++ ¥ ++
MBLC2 +++ +4+ +++ ++ + * + ¥
MBI + S = & - 4- - +
MBLCS +% + - = = e ¥ +
MBLCT 4+ 44 ++ * & ey ok i

B. zubilis 4 *++ T ++ + - s £ +4+
Meorid e e e - - - - i

&, awrsus ATCC * += ++ - + - - +4
28213

L. monocyfogenas  S028T - - - +
anETn - - * - - - - -
011155 - + = + - 4 % H
29320 = - - - = % - +
Qo0 - - - = = + - =
011 - . . . : 2 = E

E. faecium CRL - - - = < = F}
1385

E. hirae = - - - -

“Halo de inhibigidn, +: inhibicidn leve (< 3.0 mm) . ++ inhibicidn moderada {3.0-6.0 mm),
+++: inhibicién fuera (> 6.0 mm) , - sin inhibician

Figura 6.6 Halos de inhibicidn de sub-extractos EQ, E10, EHC y ECR sobre céspad de B.
cereus (a) MBC1, (b) MBC3, (g) MBCS. Referanciag: 1-4: sub-ewtracios; ¥ control de
solvente; 5 v 6: extractos de ofras especies no cormespondientas a esta trabajo.
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Minguno de los sub-extractos de las diferentes especies did resultados
satisfactorios frente a las bacterias Gram-negativas ensayadas.

6.3.2 Determinacion de la Concentracion inhibitoria minima (CIM)

A los sub-extractos de F forfuosa (E9 vy E10) se les determind la
concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a cepas de B. cereus mediante la
técnica de difusion en disco. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla
6.5. Las diluciones seradas se prepararon disolviendo los sub-extraclios en
cloroformo, abarcando un rango de concentracionas entre los 30.000 ppm y los
500 ppm.

Para el sub-exiracto E10 la CIM fue de 1.500 ppm frente a las cepas MBC3,
MBCS v MBCY, miantras que para el sub-extraclo E9 presentd valores bajos CIM
{1500 ppm) solo frente a MBCS. La cepa MBC2Z es la menos sensible, ya que no
presenta inhibicidn a ninguna concentracion del sub-extracto cloroférmico E10 v
solo hasta 15000 ppm con el sub-extraclo E9.

Tabla 6.5 Diametros de los halos de inhibicién {mm) de sub-extractos de E9 v E10
de F. tortuoss frente a diferentes cepas da B, cereus an |z daterminacitn de CIM

-'H“.------
MBC 8.0 T 6.0 5.0 - 3.0 1.0 - - -

MBC2 5.0 3.0 - - - - - - = =

MBC3 5.0 5.0 2.0 10 . 40 4.0 1.0 1.0 1.0
MECH 2.0 1.0 10 - - 4.0 20 20 - -
MBLCE 9.0 2.0 6.0 5.0 A0 4.0 20 20 1.0 1.0
MECE 4.0 4.0 1.0 = - a0 210 10 - -
MECT 3.0 20 1.0 - - 4.0 3.0 20 1.0 1.0
BACY a0 a0 2.0 - - 4.0 an 20 = -
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6.3.3 Actividad anti-Paenibacillus larvae

Las abejas meliferas (Apis melifera) no sdlo son importantes por la miel que
producen, sino también son vitales como peolinizadores de cultivos agricolas y
horticolas. Las larvas de estas abejas son susceptibles a Paenibacilius larvae, &l
agente etioldgico de logue americana (AFB, Amernican foulorood), una enfermedad
letal para las colonias (Genersch, 2010). Las larvas jdovenes son afectadas por la
ingesta de esporas que s encuentran en el alimanto larval provisto por las abajas
adultas; cuando ocurme la esporulacion las larvas mueren, Las esporas se
transmiten por toda la colmena. La solucién mas utilizada por los productores para
contralar la AFEB es la quema de colmenares, generando con esto grandes
pérdidas economicas. Sin embarge, la estrategia mas empleada para la
prevencién y tratamiento de esta enfermedad es el uso de antibidlicos (Antunez et
al., 2008), pero la desventaja de sus usos son los residuos en &l producto final,

El empleo de extraclos vegetales es una allemativa natural para combatir
esla infeccitn; por tal molivo se planted el estudio de extractos vy compuesios

purcs aislados de diferenies especies de Flowrensia frente a esla bacteria,

Se evaluaron los sub-extractos E9 v E10 de F. forfuosa v los sub-extractos
de hexano (EHR, EHF, EHC), clorcfarmicos (ECR, ECC) y de éter etilico (EER,
EEF) de |la parie aérea F. riparia, F. lebrigi v F. campestris frente a tres cepas
diferentes da P. larvae con la técnica de difusién en disco en agar MPYGP. Los
sub-extractos cloroformicos, &ter etifico v compuestos puros fueron disvellos en
metanol, mientras gue los de hexano se disolvieron en cloroformo. Las
concantraciones finales de las muesiras analizadas fueron para los sub-exiracios

antra 50 000-100 ppm y para los compuestos puros fue de 2 500-100 ppm.

El analisis de la actvidad antimicrobiana madiante el halo de inhibicion de
los sub-extractos reveid gue todos elios, en diferente grado, mostraron efecto
inhibitorio [Tabla 6.6). A laz concentraciones ensayadas (rango entre 50.000-
40.000 ppm), los exiractos E9 v E10 de F toruocsa inhibieron a P. larvae 1 y P
farvae Il en un grade comparable. Los sub-extracios de F. riparia, ECR y EER,

también presentaron halos de inhibicion destacando que frente a P, larvae Azul el
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afecto es mayor que al cbservado an los extractos de F. forfuosa. Cabe destacar
que ECR es &l unico de los sub-extractos ensayados que presenta inhibicidn
frente a la cepa F. larvae 35A. Los extractos de F. fiebrigii son comparables a los
exfractos de F. riparia observandose una minima diferencia en la actividad frenie a
P larvae 1 y P larvae |l Los extractos de F, campestris presentan menor
inhibicion. Mo se observd efecto en los solventes usados como conbroles
nagatives,

Tabla 6.6 Efectos anti-P. larvae de diferentes extractos de especies de Flourensia
{rango de concantracion: 50.000-40 000 ppm)

F. torivosa E9 - + ++ ++
Eid = + ++ ++
F. riparia EHR . . - e
EER - " + e
ECR ++ ++ ++ ++
F. febrigii  EHF = b & -
EEF . a+ ¥ -
F. EHC s + + M
campesiris  ECC - - * .

=+ Fona de inhibicidn 1,026 cm. +; zona de inhibicidn 0.5<0.% cm. - No inhibician.

Para la determinacion de la CIM se eligieron eligieron los sub-extractos de
cloroformo (ECR) y éter etllico (EER) de F. riparia por presentar mayor afecto
inhibitorio sobre P. farvae; ademds, se ensayo el sub-extracto de ater efilico (EEF)
de F. fiebrigil porque a pesar que no fue tan activo como EHF, se pretendio
comparar con &l EER en cuanto a efecto bicldgico y composicion quimica, Este
estudio se realizd empleando la técnica de difusién en agar (ver inciso 2.5.2 d,
Capitule 2). Los resultados mostraron que ECR presantd valores de CIM mas
bajos frente P. larvae Azul y P. larvae 1 (250 ppm para ambos); por el contrario,
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los valores de CIM para EEF fueron mayores, incluso en comparacidn al EER
(Tabla 6.7).

Tabla 6.7 Concentracian mhibitoria minima de los sub-extractos seleccionados de
especies de Souwrensia frente a capas de P. larvae

F. riparia EER 2000 L350
ECR 2500 250 250 2000
F. flebifgli  EEF MNT 1250 2500 5000
MNT: no festeado

En la Tabla 6.8 se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana
de los compuestos puros frente a dos cepas de P. larvae; en este caso se eligléd
una cepa de referancia (35A) y ofra aislada (Azul). Los compuesios aislados del
sub-exiracto ECR mostraron resultados variables en su actividad. Exiguaflavanona
K (1.97) y B-prenildihidroisoramnetina (1.109) fueron activas frente a las dos cepas
da P. larvae con valores de CIM de 625 ppm y 500 ppm respectivamenta. A partir
del sub-exiracte EEF, el compuesto (25)8-(3"-metilbut-2"-enyl)-7.3 4'-
trihidroxiflavanona {1.101) fue al mas activo con una CIM igual a 500 ppm frente a
los dos cepas estudiadas de P. larvae. Los resultados tambigén mostraron que 8-
prenileriodictiol (1.96) tiene mayor efecto inhibidor sobre P. fanvae Azul (CIM 500
ppm) que franle a P. farvae 35 A (CIM 1.000 ppm). Finalmente, los compuestos
5 3'-dihidroxiisobavachin-7-0-metil éter (1.88) y 6-meloxiirametona (1.40), aislados
de F. riparia y F. fiebrigii presentaron valores de CIM de 2000 ppm.

Entre los compueslos pures ensayados frente a P. larvae, se observa que
los flavonoides 1.96, 1.97, 1.101 y 1.109 presentan efecto inhibidor. Existen
antecedentes en bibliografia donde informan gque las flavanonas son potentes
nhibidores de ciertas bacterias Gram-positivas, pero sdlo cuando contiensn
grupos 5, 7-dihidroxi, 5,74 -trihidroxi & 2'-hidroxi v 2',4'-dihidroxi (Tsuchiva et al.,
1996 | Alcaraz et al, 2000). Sin embargo, el presente estudio determind que (25)-
B-(3"-metilbut 2 enil }-7,3" 4 trhidroxiflavanona (1.101) presenta efecto inhibidor
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sin tener el grupo 5-0OH ni los otros patrones de sustitucion mencienados, Los
compuestos con efecto inhibidor &-prenil-erodictiol 1.96; exiguaflavanona K 1.97 y
8-prenildihidroisoramnetina 1.109 contienan en sus estructuras uno o0 mas de los
sustituyentes requeridos para ser considerados compuasios con actividad.

Tabla 6.8 Concenfraciton inhibitoria minima de diferenias compuesios puros
aislados de especias de Flourensia frante a P, larvae

F. riparia Carabrona {1.52) = =

Isoatantolactions {(1.55) x
E=zcopoletina [1.143) = =
B-prenilnaringanina {1.959) - -
exlguafiavanona K (1.57) 625 E25
Glepidotina B {1.105) . -
8-pranilddhidroisoramnatina (1.109) 500 500
Escariosing (1.108) - -

F. fiebrigil 8-prenieriodictiol (1.96) 1000 00
(25 )-8-4 3" -metilbul-2"-eny)-7,3" 4~ 500 500
Irihidroxiflavanana (1.101)

F. rparla ¥ &metoxremaiona (1.40} 2000 2000

F. flebrigit 5 3-dihidroxiscbavachin-7-O-metdl &ter 2000 2000
{1.88)

El Dr. Maggl de la Universidad Nacional de Mar del Plata evalud, segin la
técnica de exposicion completa, la toxicidad ean abejas de los extractos que
resultaron mas activos. Los ensayos de loxicidad demostraron que aun las
concentraciones mas elevadas analizadas (250.000 ppm) no mostraron efectos
letales sobre las abejas expuestas (Reyes et al., 2013).
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6.4 Wedelia avrantiaca

El estudio de actividad antimicrobiana de W. surantiaca frente a cepas de B.
coreus, 8, aureus vy L. monocytogenes se realizé empleando fa técnica de difusidn
en disco. Se evalud & sub-extracto E11 en dos concentraciones: 30.000 ppm y
253000 ppm.

En la Tabla 6.9 se muestran los resultados de inhibicion. El extraclo
cloroférmico E11, a una concentracion de 30.000 ppm, die resultado positivo sobre
capas de B. cersus y 5. aureus paro con una baja actividad inhibitora, de acuerdo
al pequefio halo de inhibicién observado. A su vez, no presentd actividad sobre las
cepas de Listera. A la concentracion de 25000 ppm no se observa efecito
antibacteriano. Por lo expuesto, sa sugiare gua la CIM de esta sub-extracto frente
a cepas de B. cereus vy 5. aureus se encuenira entre los valores 30.000-25.000

ppm.

Tabla 68.8. Actividad anfibacterana de sub-gxtracio cloroférmeco de W awanhaca
fremle a copas indicadoras Gram-positivas

41

B ceraus B
MECT
MBC2
MBLC3
MBC4
MBCS
MBCG
MBCY

L. gwreus ATCC
28213

L. monscylogenes SE2E8T
DT -
01/155 -

B o BT L L

“Halo de inhibicidn, 4 inhibicién leve (= 3.0 mm) , ++ inhibicién moderada (3.0-60 mm},
+++: inhibigian fuerte (= 6.0 mm) , = sin inhibigion,
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Los extractos ensayados frente a bacterias Gram-negativas: Salmonaia
Typhimurium , S, Enteritidis, Escherichia coli, Pseudomona aureginosa y Klebsiella
spp.) no presentaron efecto inhibitorio.

1%



Capitulo 7

Cromatografia liquida de alta resolucién




Cromatografla bquida de alfs esoluckin

Los objetivos de este capitulo fueron:

-Utilizar la técnica de Cromatografia liquida de alta resolucidon (CLAR)
para realizar una comparacion de la composicion quimica de los extractos de
diferentes aspacies del génaro Fourensia.

-Determinar |a presencia de compuestos gue podrian ser responsables de

la actividad antimicrobiana frenie a diferantes bacterias.

-Completar el analisis quimico del extracto cloroférmico de F forfuosa y
llevar a cabo un estudic preliminar de los extractos de hexano de todas las

espacies de Flourensia, ya que ninguno de ellos fue estudiado con anterioridad.

7.4 Introduccion

Para el analisis comparativo entre especies se utilizaron extractos vy
compuesios puros aislados e identificados de F. riparia, F. frebrigii v F. campesiris,
cedidos por el grupo de trabaje de la Dra. Maria Laura Uriburu de la Universidad
Macional de Salia.

En este trabajo de tesis se abordd el estudio fitoquimico v de actividad
antibacteriana da F. forfuosa Griseb. Del analisis de la composicidn quimica da F
lorfuosa  se  delerminaron:  4-hidroxiacetofenona  (4.1),  3-meloxi-4-
hidroxiacetofenona (4.2), encecalina (4.3), 2,2-metil cromeno (4.4), tremetona
{4.5), G-metoxitremetona (4.6), 2 5-diacetibenzofuranc (4.7), 2-acetil-6-
metoxibenzofuranoc (4.8) escopoleting (4.9) W 2=-metil-2,3,d-acido
trihidroxibutanoico-1,4-lactona (4.10). (Figura 4.1, Capitulo 4).

Como se describe en el Capitulo 6, la aclividad antibacteriana de los
extractos se realizd con la colaboracién de la Dra, Carina Audisio (INIQUI-
CONICET, UNSa). Se compard la actividad de los extractos de hexano, éter etilico
y cloroformo de [as cuatro especies de Flourensia: F. riparia, F. febrigi, F.
campesiris y F. lorluoss. Se observs efecto inhibitorio de los extractos de hexano
(ED)} y cloroformo (E10) de F. forfuosa, extracto hexano de F. campestris (EHC) ¥
clorofdrmico de F. riparia (ECR), frente a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y
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B. subliis. Los exitractos de F. lorfuosa presentaron una mayor actividad
antimicrobiana frente a las diferentes cepas de B. cereus, comparados con las
otras especies de Flowrensia ensayadas (Ver Tabla 6.4, Capitulo 6).

=& evalud tambieén la actividad inhibitoria frente a cuatro cepas de
Paenibacilus larvae (Tabla 6.6). Todos los extractos inhibieron en distinto grado
algunas de las cepas ensayadas. Los extractos mas activos en orden decreciante
de actividad fueron ECR > EER > E9 = E10 =EHF >EEF. Los compueaslos puros
qua presantaron actividad frente a dos cepas da P. larvae fueron: exiguaflavanona
K (1.97) B-prenileriodictiol  (1.96), (28)-8-(3"-malilbut-2"-enil}-7 3" 4'"-
irihidroxiflavanona (1.101) y B-prenildihidroisoramnetina (1.107). Este ditimo
dihidroflavonol no fue caracterizado por CLAR por no disponer de masa suficiente
para su analisis,

Los sub-extractos analizados por CLAR fueron los sub-extractos hexano y
cloroformo de F. tortuosa (en este capitulo nombrado como EHT y ECT) v los que
se muesiran en Iz Tabla 2.1. Los compuestos puros considerados como testigos
fueron los aislados de F, tortuosa: tremetona (1), 6-metoxieuparona (5), encecalina
{6}, escopoletina (22) v los compuesios que se describen en la Tabla 2.2 del
Capitulo 2, |a cual =e vuelve a mostrar a continuacidn con una numeracion
diferente con el fin de amenizar la discusidn, Esta numeracidn corresponde a una
agrupacion segun el tipo de compuestos: dihidrobenzofuranos, benzofuranos,
cromenos, flavonoles, flavanonas, flavonas y ofros, independientemente de la
espacie de la que fuercn aislados, como se describen en la Tabla 7.1,

Tabla 2.1 del Capitule 2, Extractos ensayados de diferentes especies de

Fouranzia
| F. campestris hexann {Lniburu & al., 2004) |
CHCL {Urbuny at al., 2004)
| F. flabrigh &ber afilico (Uribura et al., 2007) |
F. riparia hexano {Unburu &l al,, 2004)

eter efibico (Uriburg et al, 2005)
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Tabla 2.2 del Capitulo 2. Compuestos puros aislados previamenia de especies de
Flaurensia, usados como testigos en CLAR

|Eﬂmpnlm

|F.ﬂﬂl-l"-'nl'-l'

F. riparia

F. riparia y F. campeciris

F.riparia y F. flebrigii

B-prenilersodictiel (13)
encecale matil §er (T)
Tremeatona (1}

(25)-B-(3"-malibul-2"-and)-7 3' 4 -trbidroxiflavancna [16)
{25)-8-(3"-matil-4"-hidroxi-but-2"-anil}-7,3' 4 -rhidroxiflavanona
(17}

[ 25 )-B-{3"-matil-4"-hidrox-but-2"-enil)-5. 7,3 4'-
trihidroxiflavancsa {18}

B-{ 3 -meetill-4"-hidroxi-bul-2"-enil}-7 4 -Irihidroxiflavan ona (19) |
Isoelantolactona (23)

Escopoleting (22)

A-prenilnaringsnina (12)

exiguafiavanona K (14)

ghiepidoting B (8)

Escariosing (9)

8-prend-3.5, 7-trihidrox, 3' 4'-dimetoxi-favana {10}

10, 12-dihidroxitrematona (3}

Euparcna {4}

Encacaling (B)

5, E~dihidroig-3, T-dimetox flavona (20)

B, T & -Irihidroxi-3,6,3-Trimetoxifavena (21)

Glabwaning (15)

Pinebanksina {11}
B-metoxieuparona (5)

F=metoxitnemetong (2]
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7.2 Resultados

Los cromalogramas de los exlraclos y compuestos puros se realizaron an
las cendiciones especificadas en el Capitulo 2. Se procedid al andlisis
comparativo de los tiempos de retencion y del area de los picos para determinar la
presencia y la proporcion relativea de los compuestos puros presentes en los
axiractos,

La Tabla 7.1 muesira oz tiempos de retencidon y las estructuras de los
compuesios puros usados como palronas, o8 gque se agruparon de acuerdo al
grupo estruclural al que corresponden.
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Tabla 7.1. Estructuras v tiempos de retencion de patrones (ls) en minulos.

Compuestos puras tr (min]
Dihidro 1. framatona o 4,53
benzofuranos )\(:ES o
o ew,
2. G-mefoxitrarmsbans a 4.1
o
H,m EH;
3. 10, 1 2-dihidroxiiremetona o - 4,16
1G-CHyOH
L
Benzofuranos | 4. Euparonia JIE%Y 49,15
HO} o o
5 B-medoxisuparona o 7.52
O
Cromenos &. Encacalina o 18,90
Hyoo
7. Encecalol metl eter DTH, 18,70
Hys
HC0 o
Navenonoles IRy Ry Fy Py Ry
R, Ry 19,00
8. glepidatina B Pranila H H H | =& .
22,00
9. scariosing Pranila CH; OCH, (H
10 Bpranikd, 5, Trihyoromy, 13,00
I A dimptoxfiasona Frariip H OCHy OCHy -
1. pnobanksna H H H H ;
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Ry Fiz Ry qu Ry
11,50
Flavanonas - Ay
12 B-prandmaringsnng oH H H OH
R0 10,54
13. B-prandesiodichiol OH H OH OH
11,1
4. ewiguallavanong K OH H QOCH, OH R, O GLy
15, glatranina OH H H H 1282
16 {25)-8-{2 -metdbut-Z"-anil }- o 8,53
7.3 4'drihidroxiflavanona H
HE (o TS
0
17. {25 )-8-(3"-matil-4"-hidroxi-but-2"-anil|- oH 4,83
7,5 &-trihidroxiflavanana I P
HE o @
a}
18, (2883 -meti-=4"-hidroxi-but-2"-anil - i 5,81
5,7, 3 Arifadroxilavandana | .
HO (4] _.1@7
OH O
19. [Z28)-B-{3"-matil-1"-hidrox-but-2"-anil}- CH 0 5,88
¥4 -trihidroxiflavancna | S
HO L] ,v.@’
Q
Flavonas 20. 5 B-dihidrox-3, 7-dirmetoxillavona 18,00
Ha [
]-h:| : | "OCH,
3]
21, 5,7 4 trinidroo=3.6, 3 Iimatoxiflavona DEH:JH 8,66
HG i T
mﬂg‘ OCH,
oW o
Otros 23 Escopoletng Hald 440
_ O o
23. moalaniolacicne CHy 3,40
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7.2.1 Analisis de los tiempos de retencion de los compuestos puros

En la Tabla 7.1 se observa que, dentro del grupo de los
dihidrobenzofuranos, el compuesto 3 presenta un menor empo de retencion (ta:
416 min}, probablemente debido a la presencia de dos grupos OH en la cadena
sobre C-2 que harian al compuesio 3 mas polar que 1 (4,53 min) ¥ 2 (4,71 min).

Los benzofuranos 4 y 5 presentan lg con buena resolucidn, ya que el
compuesto 4 al lener un grupo hidroxilo presenta un tp mayor, posiblemente
debido a la formacion de enlace puante hidrégeno intramolecular. Los cromenos 6
y 7 presantan &l mismo tg.

Los dihidroflavonoles ufifizados en este estudio presentan una sustitucion
de grupo prenilo en C-8, los Ig ienen valoras comparables, excepto pinobanksina
(11) que no posee la cadena lateral.

Las flavanonas 12 a 15 estan sustiluidas con un resto isopreniio en C-8 y un
grupo OH en C-5. El B-prenil-eriodictiol es el compuesto mas polar de estas
flavanonas, ya que presenta mayor canlidad de grupes OH en su eslructura,
teniendo menor tp.

Las flavanonas 17 a 19 presentan en C-8 una cadena de isoprenilo oxidada
y los compuesics 16, 17 y 19 no poseen el caracteristico grupo 5-0OH. Dentro de
este grupo se observa que el compuesto 16 tiene el mayor tr, debido a que es &l
menos polar,

Se utilizaron, ademas, durante este analisis las flavonas 20 v 21, y los
daerivados de la ruta del mevalonato, 22 y 23.

7.2.2 Analisis de los sub-extractos

Los sub-extractos se prepararon en una concentracion de 0,05 ma/mL con
el fin de realizar una estimacidon del porcentaje de un determinado compuesto
presente en los mismos. La distribucién de los compuestos purcs en los diferentes
sib-extractos y el porcentaje estimado, se muestra en la Tabla 7.2,

En primer lugar, se comparan los sub-extractos etilicos de F. riparia y F.
febrigii. En el cromatograma de EER (Figura 7.1), se identificaron tremetona (1),
euparana (4), pinobanksina (11), 8-prenileriodictiol (13), las flavanonas S-desoxi 16
y 17, v {25)-B-(3"-metil-4"-hidroxi-bul-2"-enil}-5,7, 3" 4"-trinidroxiflavanona (18). Se
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obsarva un pico ancho probablemente por la superposicién de los cromenos
ancecalina 6 y encecalol metileter 7 con un lg de 20,1 min, con un elavado
porcantaje dentro del extracto (30,1 %)

7

18
i 1

*n

Figura 7.1 E'rumaln-grama de sub-exiracto de éler efllico de F, riparia (EER)

En el cromatograma de EEF (Figura 7.2) se determind la presancia de los
compuestos: G-metoxieuparona (5), glepidoptina B (8), pinobanksina (11), B-
prenilnaringenina (12), exiguaflavanona K (14), las flavanonas 5-desoxi 16 y 18, e
isoalaniclactona (23).

3

Figura 7.2 Cromalograma de sub-extracto de éter elilico de F. febrigh (EEF)

15



Cromatografia bquida de afta resolucidn

| — —__ —

En segundo lugar se comparan los sub-extractos clorofdrmicos de F
campestri ¥y F. loruvosa. En el exiracte ECC se obszervan los picos
correspondientes a trematona (1), 10,12-dihidroxtremetona (3), 6-meloxieuparona
(5), (251843 -metilbut-2"-enil}-7,3' 4'-Irihidroxiflavanona (16) e isocalantolactona
{23) (Figura 7.3).

1

17

Figura 7.3 Cromatograma de sub-exiracio de cloroformo -EIE.F. campestiz (ECC)

En el sub-extracto da CHCIl, de F. forfuosa (E10), sa determind la presancia
de G-metoxieuparcna (5), encecalina (6), encecalol metil &ter (T), glepidoptina B
(8), 5 7.4- irihidroxi-3 6, 3"trimetoxiflavona (21) e isoalaniolactona (23). (Figura
T4)

Figura 7.4 Cromatograma de sub-
gxtracto de cloroformo de F

tortuosa (E10) o
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Finalmente s analizan los cromatogramas de los sub-axtractos hexanicos
de F. ripria, F. campestris y F. lorucsa. En el EHR se idenfificaron &-
meloxieuparona (5), las flavanonas S5-desoxi (16}, (17}, (19), 56-dihidrox-3.7-
dimetoxiflavona (20), e isoalantolactona (23). (Figura 7.5).

Lr

[ ]
w

Figura 7.5 Cromatograma de sub-extracto de hexano de F. riparia (EHR)

En e sub-extracto EHC se observan los picos correspondientes a
tremetona (1), G-matoxieuparona (5), encecalina (8), encecalol metil ater (7), 8-
pranil-3.5, 7-trihidroxi 3" 4"-dimetoxi-flavona  (10), (25)}-8-(3"-metilbut-2"-enil)-7 3" 4'-
trihidroxiflavanona {16) (Figura 7.6).

1l

: Figura 7.6 Cromatograma de
sub-extracto de hexano de F,
campasiris (EHG)
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En el sub-exiracto EHT se identificaron 10,12-dihidroxitremetona (3),
encecalina (6), encecalol metil eter (7), scariosina (9), pinobanksina (11), (25)-8-
(3"-melil-4"-hidroxi-but-2"-enil)-7 3" 4'-trihidroxiflavanona  (17), (25)-8-(3"-metil-4™-
hidroxi-but-2"-enil}-5,7,3' 4 {rhidroxiflavanona  (18), B-(3"-metil-4"-hidroxi-but-2"-
enil}-7 4'-trihidroxiflavanona (19) y 5.06-dihidroxi-3,7-dimetoxi flavona (20). Los
compuestos 11, 17, 18 y 19 tienen tz parecidos y aparecen dentro de una sefial
ancha. (Figura 7.7).

17

®T

Figura 7.7 Cromatograma de sub-extracto de hexamo da F. toruosa (EB)

7.3 Discusion

El sub-extracto clorcférmico de F. lortuosa did como resultado |a
identificacion de seis compuestos adicionales: 6-metoxieuparona (5), encecalina
(6), encecalol metl eter (7). glepidoptna B (8), 574- tnhidroxi-
3,6, 3 frimatoxiflavona (21) & isocalantolacioma (23), a los diez informados en el

Capitulo 4, Figura 4.1 (compuastos 4.1 a 4.10).

El analisis comparativo de los sub-extractos de hexano que no hablan sido
estudiados previamente por metodos clasicos de cromatografia; permitid identificar
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en lodos ellos la presencia de los grupos de compuestos Informados para
Flourensia: dihidrobenzofuranos, benzofuranos, cramenos, dihidroflavonoles,

flavanonas, entre olros.

Por esta técnica se determind la presencia de los compuestos encecalina
{6) y encecalcl metil éter (7) en todos los sub-extraclos que fueron mas acbvos
frente & B. cereus (EHT, ECT, ECR y EHC, en orden decreciente de actividad,
Tabla 7.2). Siendo loz extractos de F. torfuosa los de mayor actividad, se podria
suponer que 7-O-dimetil-alil-escopoletina (4.9) y Z-acetil-6-metoxibanzofurano
(4.8), identificados an esta especia, serian los responsables del efecto de actividad
frente a B. cersus, ya que eslos compueastos no han sido informades en otras
aspacies de Fourensia, Hasta el momenta, este analisis no pudo realizarse en
asla etapa por la escasa cantidad de masa aislada de estos compuestos.

El andlisis por CLAR de los sub-extractos éler etilico de £ nparia v F.
fisbrigii, que presentaron efecio inhibitorio frente @ P. lanvae (Tabla 6.6 v 6.7
mostrd la presencia de los compuestos que resultaron activos: B-prenileriodictiol
(13), exiguallavanona K (14) v (25)-8-(3"-metilbut-2"-enil)-7,3" 4 -trihidroxiflavanona
{16) en los dos extractos, La actividad positva frente a P. jarvae del extracto
Hexano de F. ripana, puede deberse a la presencia del compuesto 16, también
determinade por CLAR. Se puede concluir que los compuestos aclivos estan
presentes en ambas especias.
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Tabla 7.4 Compuasios puros presenies en exiractos de diferentes polaridades obtenidos de distintas especies de Flourensia

tremetara m

1I..15-|I|Fﬂmﬂrnﬂhu{$] T - 7.4
suparona {4} 1.2 - - - - - -
E=mataxisuparona (8} - 03 14,8 o 1.3 5.8 -
wncecallng 30,1 2 - T - 55 o4
encecalol metil #ter (T} 0.1 - - T2
qgleplidatina B 1) . 05 - 39,2
scariesina {3 - - -

E-prenil-1.8.7 Arihidroxi-3° 4'-dimetozi-Ravona (18] - - -
pinobanksina {11} B 34 .
E-prandinadngonina (12 - [k -
Eprendlerodictiod (13 1.2 0s a3
exiguaflavancna K (14} - 08 .
glabranina {15) - = S
| 281" srrtilbud -2 “-onll}-T 1" &' trikid roxciflavancna (16) 28 08 40
| 25} ll=| 3" =muptilg i droxd-but-2" -anil)=7 3" &' -tribid roxiflavanona (17] HiL ] - -
(Z25}-0=3" -mwtil-4"-hidrox-but-1"-enl)-5,7,3° 4"-bih | drex iRavancns (18] 87 dJ4 S -
83" motil-4"-hidroxi-but-2"-onll|-7 &' ArihidrazMavanans (18) - - - - E.1 .
& Gadifidnoni=3, T=dimetoxi flavona (0] - - - = 3na -
5,74’ trihidroxk3, 5,3 rimetoxifiavons (21) = = - & & =
Escopedetinag {22) - = 3 = =
ispalantolactoma [I3} 6.3 i R L L w8 in

B gl

* i i ¥ * ] ¥ ] ]
[ r [ ] ¥ [] ¥ ¥ 1 ]
¥

Ll

a3

-
;rll-!l

i

o
] 1 L] _-‘ h

" % porcantaje estimado de compuesto pure en & extracts
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Conclusiones
En esle frabajo de iesis se realizaron estudios fitoguimicos v de actividad

antibacteriana de plantas pertenecientes a géneros de la familia Asteraceas:

Barnadesia, Wedelia y Flourensia que crecen en &l noroeste argentino.

Estudio fitoquimico de Barnadesia odorata

Se realizd el estudio guimico de B. odorala en diferentes estadios de
crecimiento de la planta:

« En matenal vegetal esténl (hojas y talles) con numero de herbaric MCNS
9947 se aislaron e identificaron los triterpenos lupeol (3.1), B-amirina (3.2),
dcido 4-metdxicinamico (3.4), un denvado del acido coniferilico: 3-metoxi-4-
hidroxi-fenilpropano-7,B-apoxi-8-al (3.5). Del material vegetal MCNS 11342
obtenido por otro método de extraccién se delermind la presencia de
apigenina (3.6) y apigenina-T-O-f-glucésido (3.7) y nuevamenta 3.1 y 3.2.

« De flores vy lallos (MCNS 10253) se determind la presencia del triterpano
acetato de lupeoilo (3.3).

3.1 3-p-lupeal 3.2 3f-amirina 3.3 3-p-acetato de lupecio

Figura 3.1 del Capitulo 3 Compuestos aislados de B. odorala
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Figura 3.1 del Capitula 3 Compuestos aislados de B. odorata {continuacian)

Las muestras de material vegetal esteril extraidos con diferentes métodos,
na presentan una diferencia significativa en el tipo de producios oblenidos,; por o

que no S8 puede concluir gue uno sea Mmas conveniente gue otro.

El compuesto 3-metoxi-d-hidroxi-fenilpropano-7 B-epoxi-8-0l  (3.5) no
presenta antecedentes en bibliografia, por lo gue se trataria de un compuesto de

estructura novedosa.

Se realizé modelado molecular de 3.5 empleando métodos de dinamica
molecular, en donde se observan que los valores de las constantes de
acoplamienta Joy ¥ Jus 85 colncidente con los valores calculados para uno de los
isdmeros cis, por lo que se propone para este compuesto la configuracion TR, 85,

El estudio fitoguimico de B. odorata revela que los metabolitos aislados no

s& informaron en otras especies de Barnadesia. lo cual es un aporte quimico
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dentro del género. Cabe recordar que en esludios previos an ofras aspacies de
este género (Bhom & Stuessy 1995, Mendiondo et al., 1997) se informaren
flavonoides, pero en ningdn caso apigenina (3.6) y apigenina-7-0-f-glucdsido (3.7)
compuestos aislados en este trabajo de tesis



Conclusionas

Estudio fitoquimico de Flourensia tortuosa

Medianta el estudio fitoquimico de las partes agreas de Flourensia forfuosa,
recolectadas en la Provincia de Calamarca, se aiskaron e identificaron 4-
hidroxiacetofenana (4.1), 3-meloxi-4-hidroxiacetofenona (4.2), encecalina (4.3),
2,2-mefil cromenc (4.4), temetona (4.5), metloxitremelona (4.6) 2.5-
diacetilbenzofurano (4.7), 2-acetil-6-meloxibenzofurano (4.8), escopoletina (4.9) y
2-metil-2,3 4-acido trihidroxibutanoico-1,4-lactona (4.10).

2] i
T
1
& 2
k]
4
OH oM
4.1 d-hidroxiscetolanona 4.2 S-metoxi-i-hidroxiacetofenona
al
0
e i
ol
% n 6 Ty y 1;-*"31}@@»5}ﬂ
H O T e u i3 ' ; 0 ko
4.3 gneecaling 4.4 2 2 dimeticromeno
0
- !
13 3
LLTT
N W
7 17
4.5 fremeiona 4.6 meloxitremelons
O
T o
B HiCO 7 a O
T o
4.7 2 5 diacetibenzofurano 4.8 2-acalil-8-maioxibenzofurana

Figura 4.1 del Capitule 4 Compuestos aislados de F. forfvosa
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4.9 7-O-dimedii-alilescopoletina 4,10 2-C-metil-D-trecno-1,4-lactona

Figura 4.1 del Capitulo 4 continuacion, Compuestos aislados de F, torfuosa
feontinuacian)

Luego de una extensa blsqueda bibliografica se concluye que el
compuesto  Z-acetil-B-metoxibenzofurano (4.8), no ha sido gsislado hasta el
momeants como producto natural. A pesar que el resto de compuestos
Identificados en este esiudio ya fuercn reportados para el género Flourensia, los
resultados obtenidosen esta lesis constituyen un aporie al perfil de compuestos

presentes en especies del generc Flourensia.

Dillon (1984) relaciond a F. tortuosa con F. suffrutensces, F. macroligulata y
F. oolepis desde &l punto de vista morfoldgico. De estas especies solo F. oolepis
fue estudiada quimicamente, informandose compuestos que no fueron aislados en
este frabajo de tesis en la especie en estudio. Con los resultados obtenidos se
puede relacionar, desde el punto de vista quimico a F. forfuosa con F. riparia.

203



Cancilisionas

Estudio fitoquimico de Wedelia aurantiaca

Se estudiaron las partes aéreas de W awrantiaca, recoleciada en la
Provincia de Salta, Se aislaron acido cafeico (3 4-dihidrosocinamico) (5.1) y 3-
hidroxi-4-metoxibenzaldehida (5.2) y (+)-espalulenal (5.3).

EG-EJGH
= ] H
T 7
1
2 2
3
r OH D OH
OH QCHy
5.1 3 d-déhidroxicinamico 5.2 3-hidrog-4metoxi benzaldehido

5.3 11 [-hidroxi-1 B -aromadendrano

Figura 5.1 del Capitulo 5§ Compuestos alslados de W aurantiaca

Los compuestos aislados en esle trabajo de lesis son los primeros
descriptos para W, awantlaca. Seria necesario seguir con la investigacidn sobre
ésta y ofras especies del género, con el fin de obtener un panorama mas amplio
sobre el metabolismo secundario de este taxon; y asi poder encontrar marcadores
guimietaxondmicos que permitan corroborar la sinonimia de Aspiia bajo Wedelia
no solo morfoldgicamenta sino ambién quimicamenta,
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COnciusiones

Con el estudio fitoquimico realizado no se pudo detectar la presencia de
eudesmanos con el grupo metilo de C-10 en posicidn w, los cuales podrian haber
aportado datos para relacionar este género con Flourensia. La presencia de este
lipo de metabolitos también informados en Aspilia, Steiractinia, Zexmenia y Zinnia,
géneros de la subtribu Ecliptinae, podrian servir como marcaderes para relacionar
a Wedelia con Flourensia segun la propuesta de Bohlmann (1990),
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Actividad bioldgica
Se realizd el estudic de actividad antimicrobiana in wvitro de diferentes
exiractos de B. odorafa, F. forfuosa ¥y WW. auranfiaca frente a baclerias Gram-

positivas y Gram-negativas.

En B. odorafa se observd que el sub-extracto de hexano E2 presenta
mayor efecto inhibitorio frente a bacterias Gram-positivas (Tabla 6.1) y es el Unico
de los sub-exfractos esiudiados que presenta efecto inhibitorio frente a una cepa
Gram-negativa: Saimonefla Typhimurium, a una concentracidn de 30000 ppm
{Tabla 6.2) . Este resultado es de interés ya que muy pocos productos naturales

inhiban a bacterias Gram-negativas.

Los diferentes sub-extractos de B. odoratas también fueron analizados
mediante la técnica de Bioautografia. En el sub-extracto hexano E2 se observd
que un compuesto con una relacidon de solvente alto (Rf alto) podria ser el
causante de |a aclividad antibacteriana del extraclo frente a8 B. cereus, en cambio
en el extracto ET el compuesto activo se encuenira en una Rf mas baja, los cuales
no han sido identificades. El uso de dos técnicas diferentes que se aplicaron a los
exiractos, como son la bicautografla y la difusién en disco, dieron resultados
comparables a pesar del gran nimero de variables involucradas (Cushnie et al.,
20085).

Mediante la determinacion de la Concentracion inhibitoria minima se
establecid que E2 es activa frente a diferentes cepas de B. cereus hasla una
concentracion de 500 ppm (Tabla 6.3). Lamentablemente, & compuesto puro
aislado de E2 (acido 4-metoxicinamico, 3.4) no se probd por su escasa masa para

las pruebas como se aclara en el item 6.2, del Capitulo 6.

El compuesto apigenina-7-0-f-glucosido (3.7), aislado del extracto E7
presenta actividad inhibitoria frente a cepas de B. cereus, por lo que se podria
indicar que este compuesto es el causante del efecto antimicrobiane que se
obsarva en dicho sub-extracto.
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COMmClusiones

——— e — ——

En cuanio al esludio de actividad antimicrobiana de F. torfuosa, los
resultados muesiran que los extractos de esta especie (E9:. hexano y E10:
cloroformo) presentan un efecto antibacteriano similar frente a diferentes cepas de
B. crereus, B. subliis y 5. aureus, sdlo E10 exhibe una leve inhibicidn sobre L.
monocygoles 01155 (Tabla 6.4) En orden decreciente de actividad, le siguen
extractos de otras especies de Flourensia como los sub-extractos clorofdrmico de
F. riparia (ECR) y hexano de F. campestris (EHC).

Se evalud también la actividad inhibitoria frente a cuatro cepas de
Paenibacillus larvae, (Tabla 6.6). Todos los extractos inhibieron en distinto grado
algunas de las cepas ensayadas, Los exiractos mas activos en orden decreciente
de actividad fueron ECR > EER > E9 = E10 = EHF > EEF.

En el sub-extracto ECR se identificaron Exiguaflavanona K (1.97) y 8-
prenildihidroisoramnetina (1.109) los cusles resultaron activos frente a dos cepas
de P. larvae ensayadas (Tabla 6.8). Le siguen en orden de actlividad los extractos
F. tortuosa, cuyos componentes puros no fueron ensayados. A partir del sub-
extracio EEF se identificaron los compuestos 8-prenileriodictial (1.96) y (25)-8-(3"-
metilbul-2"-enyl}-7, 3" 4'-trihidroxiflavanona (1.101) que presentan actividad (Tabla
6.8). También se observaron resultados posilivos, pero con menor efecto
inhibitorio (Tabla 6.8B) pera los compuestos B-meloxitremetona (1.40) y 53-
dihidraxiisobavachin-7-0-metil eter (1.88), ambos identificados en ECR y EEF.

El efecto inhibitoric de W. auranfica frente a bacterias Gram-positivas
(Tabla 6.9) y Gram-negativas s bajo, con un halo de inhibicion leve sobre Bacilus

SPP.Y 5. ureus.

En funcién de los resultados obtenidos el efecto inhibitorio que presentan
iodos log extractos esiudiados sobre bacterias patdgenas de importancia clinica
para &l sar humano y desde el punto de vista de la inocuidad de alimentos, permite
sugernr gue estos extracios podrian tener un uso potencial como bioprotectores.

207



Conclusiones

Cromatografia liquida de alta resolucidn

La comparacidn de los extractos de cuatro especies del género Flourensia;
F. lortuosa, F. campesids, F. febriggl ¥ F. riparia, lognd establecer una
comMposicion guimica uniforme del género, compuesta por dihidrobenzofuranos {1-
3), benzofuranos (4 y §), cromenos (6 y 7), dihidroflavenoles (8-11), flavanonas
{12-15) (Tabla 7.1), entre estos dos Gltimos grupos, algunos prenilados pueden
sendr como marcadores quimiotaxondmicos del género (Bolhmann, 19900 En
todas las especies se delerminaron 5-desox! compuestos (16-20) que son
comunes en la Familia Leguminoseas, con algunos compuestos informados para
la Familia Asteraceae (Urburu et al, 2007) y desde el punto de vista de la
biosintesis no es comun la ausencia del grupo S-hidroxilo en flavonoides (Dewick,
1977).

Es de destacar gue mediante esta técnica se pudo hacer un analisis
guimico de extractos que no habian sido estudiados previamente por métodos
cldsicos de cromatografia, como son los extractos de hexano, en todos ellos fue
posibla determinar la presencia de los grupos de compuestos antes mencionados
(tremetona (1), 10,12-dihidroxitremeatona (3), G-metoxiuparona (3). encecalina (6),
encecalol metil éter (7), scariosina (9), B-prenil-3,5,7-trihidroxi, 3", 4"-dimetoxi-
flavona (10}, pinobanksina (11}, (25)-8-(3"-melilbut-2"-enil}-7,3".4'-
trihidroxiflavanona (16), {25)-8-({3"-metil-4"-hidroxi-but-2"-enil)-7,3' 4'-
trihidroxiflavanona (17}, (25)-8-(3"-metil-4"-hidroxi-but-2"-enil}-5,7,3' 4'-
tribidroxiflavanona (18}, &-(3"-metil-4"-hidroxi-but-2"-enil)-7 4'-trihidroxiflavanona
(19}, 56-dihidroxi-3,7-dimetox flavona (20) e isoalantelactona (23), Capitulo 7,
Tabla 7.2).

Se completd el estudio del extracto clorofdrmico de F. forfuoss abordado en
aste frabajo de tezis, que dic como resultado la identificacién de seis compuestos

adicionales: 6-metoxiauparona (5). encecalina (6), encecalol metil &ter (7).
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Conciueiones

glepidoptina B (8), 5.7.4'- trihidroxi-3,6 3 timetoxiflavona (21) e isoalantolactona
{23) {Capitulo 7, Tabla 7.2).

E! analisis por CLAR de los sub-extractos de especies de Flowensia
permitid hacer una comparacion de la composicidon quimica e inferr algunas
relaciones de esta composicion con la actividad antibacteriana que presentaron

estos extractos frente a B. cereus vy Plarvae.

La técnica de CLAR es una manera conveniente para llevar a cabo la
comparacion de extractos vy, si s& dispone de patrones, es una metodologia rapida
para realizar la identificacion de compuestos. Como proyeccion a los estudios
presentados, se propone incrementar el nomero de compuestos testigo para lograr

la identificacion de todos los picos en los cromatogramas obtenidos.
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