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Resumen

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se abarcaron distintos aspectos en el
estudio de Productos Naturales. 5e trabajo con especies de la familla Asteraceae, la cual
&5 de gran importancia en distintos aspectos tanto alimenticio, como  farmacéutico,
imdustrial, etc. Se realizaron blsquedas de actividad por medio de distintos mdtodos a fin
de abtener metabolitos secundarios bioactivos.

Por un lado, por medio del fraccionamiento biodirigido del extracto etandlico de la
especie Senecio ceratophylius, se obiuvo e identificd un terpeno de nicleo novedoso, Este
compuesto presentd potencial actividad citotoxica cuande se realizd el ensayo frente a
Artemio saling.

5e realizo el estudio fitoquimico de 3, pompeonus por medio de dos metodologias
diferentes: Particion y tratamiento con Ph{AcO)z de esta Gltima, se obtuvo un diglicérido.

También se realizd la bdsqueda de compuestos con actividad antimicrobiana en
especies del género Eupotorivm. Se utilizaron cepas de microorganismos de interds
alimentario vy clinico,. De E arnoffionum, por un lado, se obtuvo el metabolito cumarina
cuya actividad antimicrobiana se encuentra reportada y, por otro lado, un flavonoide en
apreciables cantidades,

Los antecedentes bibliograficos sobre la baja actividad antimicroblana de E
inulaefolivm, junto al perfil espectroscopico de su extracto de CHzCly, hicieron al material
un target interesante para realizar 13 técnica de diversificacién por medio de reaccidn con
hidracina, &si, se obtuvo en grandes cantidades el ent-norlabdano Austroeupatol, el cual
fue ohbjetivo para transformaciones semisintéticas. La baja reactividad de este compuesta
llewd a realizar estudios conformacionales del mismo, que permitieron justificar este
comportamiento,

En otro aspecto, se realizd la sintesis total de andlogos de bisabolkenos de
Logascen mollis que fueron aislados previamente en nuestro grupo y presentaron
interesante actividad alelopdtica. Em este caso, se lograron cbtener 9 derivados
simplificados sintéticos, a través de los cuales se pudieron establecer relaciones estructura
actividad.
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1. Introduccion




“El hornbre no inventd o roeds, La naturalesa g hizo, "

Seience Doily, 16 de Julio de 2010

1.INTRODUCCION
1.1. Investigacion en productos naturales

A lo largo de bos siglos los seres humanos han dependido de la naturaleza para
satisfacer sus necesidades bdsicas (Cragg & MNewman, 2013}, La naturaleza los ha
proveido de comida, medicamentos, abrigo, refugio, medios de transporte, fertilizantes,
sabores, fragancias, entre otras cosas [Mewman et al, 2000]. Es por esto que la
humanidad ha dependido tanto de |a flora como de la fauna que la rodea para curar sus
enfermedades [Ortholand & Ganesan, 2004). Asi, el hombre se ha basado en la
observacidn de fendmenos en su entomo, a fin de comprenderios, poder imitarles v en
algunos casos, hasta mejorarios. Por ejemplo, a mediados del siglo XV la produccion de
cerveza utilizando Myrico gole fue discontinuada, debido & gque la gente se ponia
agresiva. Este efecto fue atribuido al compuesto conocido como Cineol (1.1) (Tulp &
Bohlin, 2004), El inesperado descubrimiento de la Penicilina { 1.2} por Fleming en 1928,
dio lugar a la llamada “Edad de oro de los Antibioticos” (Newman ef ol., 2000). Asi
también, observaciones sobre la muerte de plantas cerca de nogales [Juglond regia y J.
nigra) dieron las primeras ideas de actividad alelopdtica. Hoy se sabe que el nogal
produce hidroquinona, que es oxidada a Jugiena (1.3), compuesto responsable del
fendmeno observado (Mywyan, 2002) .

H\ _1=, 3
c. ﬁ:[\x
[x] a '1_&3:“
Penicilina (1.2
Cineal (1.1)

(=1} i

Juglona (1.3

Histgricamente, las plantas fuercn la fuente mas importante de productos naturales
(PM). Los progresos mas grandes en investigacidn se dieron en las lineas de la
etnofarmacologia v la toxicologia. Hoy en dia, es sabide gue hay diversas fuentes de
productos naturales las cuales pueden ser explotadas. Fleming dio el primer paso a la



segunda fuente de PN mas investigada, los hongos. Otra fuente que se encuenira en
auge es la obtencidn de PN marinos (Tulp & Bohlin, 2004; Haefner, 2003). Pero el estudio
de los productos naturales también presenta serios Inconvenientes (Harvey, 2008;
Kingston, 2010):
* La baja disponibilidad de estos productos, ya que se aislan en cantidades muy
peguefias, mediante métodos cromatograficos a veces dificultosas,
¢  Presentan  estructuras  generalmente  com plejas, Con NUMerasos
estereacentros.
* Los costos de recoleccidn, dificultades en el acceso y variabilidad del material,

Algunos metabolitos secundarios bloactivos tienen gran walor como drogas o
agentes terapéuticos. Es frecuente que se deje de lado su aislamiento y sirvan como
modelo para la sintesis total de nuevas drogas. Por ejemplo: meperidina (1.4,
pentazocina (1.5 y propoxifeno (1.8 son analgésicos completamente sintéticos, para los
cuales la morfina v la codeina sirvieron de modeis (Balandrin et ol, 1985]; la sintesis de
heliannual-D {1.7), dic origen a una nueva serie de agentes alelopdticos (Zhang et ol,
2013].

I_,.ul'"'- (Lin]

i H
P ;
,.,.-*“'\;f"J\.
lelzuzatina (1.5

Meperidina [ 1.4}

o
Heliannuol-D [ 1.7

Propexifenc [1.6)

Asi, la sintesis total de productos naturales tiene importantes razones gue la hacen
un area de interés (Nicolaou & Sorensen, 1996);



= Presenta un desafio para el quimico organico, gque debe sintetizar una
sustancia con una nueva arquitectura,

» Origina una posibilidad para desarrcliar un nuevo método sintétion.

« Ofrece una oportunidad para hacer contribuciones a la biologia, no sdlo
proveyendo la molécula en consideracidn, si no ofreciendo otros tipos de
motéculas similares [analogos)

« Es necesaria para desarrollar procesos a larga escala, cuando la escasez de
producta natural ko requiere.

1.2 Estrategias para la produccion de compuestos bioactivos relacionados a los
Productos Maturales

1.2.a. Quimica combinatoria

El objstiva basico de la guimica combinatora consiste en la produccion de
grandes colecciones (biblicteca) de compuestos con una amplia diversidad
estructural, a través de sintesis répida o simulacidn por computacidn, Las colecciones
obtenidas son sometidas posteriormente 2 enzayos biologicos, constituyendo asi una
fuente alternativa de compuestos lideres (Lee B Breitenbucher, 2003). Es posible
encontrar muchos ejemplos en las décadas del "800 y "9 de “guimiotecas”™ que
contienen cientos de mikes de nuevos compuestos quimicos (Ganesan, 2004), Las
mismas, basadas principalmente en péptidos, nucledsidos o carbohidratos, tenian
poco éxito v baja especificidad en los ensayos bioldgicos (Paterson & Anderson, 2005).
Estos resultados fueron atribuidos a la carencia de complejidad asociada con los PN
bicactivos, tales como elementos esterecgénicos, sustituyventes heterociclices o
estructuras policiclicas [Lee & Schneider, 2001).

1.2.b. Semisintesis

La preparacian de andlogos no naturales a partir de metabolitos secundarios
puede wmodificar las propiedades de wn farmaco, tales como bioactividad,
farmacocindtica, solubilidad, etc, Recientemente surgid el concepto de “sintesis
orientada a la diversidad” (Burke & Schreiber, 2004; Liu et al., 2006) inspirado en la
diversidad de metabolitos que se originan en la naturaleza a partir de vn mMsmo
precursor comun. Asi, a partir de un sustrato y dependiendo de las condicicnes de
reaccidon utilizadas, se puede Hegar a quimiotecas con diversidad de unidades bésicas,
diversidad de esqueleto o diversidad estereoguimica, Dfra estrategla que permite el
acceso a andlogos de PN es la "sintesis total derivada”. En este caso, se usan los
productos intermedios en una sintesis total de un producto natural para obtener
andlogos que no son ficllmente aseguibles mediante la correspondiente ruta
biosintética. En la bibliografia cientifica podemos encontrar diversos ejemplos de
guimictecas (Knepper et al., 2012; Nicolaou et al., 2000).



1.2.c. Diversificacion de extractos

Recientemente se ha demostrado que es posible generar actividad biclogica
d partir de un extracto natural inactive por medio de la diversificacion quimica de sus
componentes (Lopez et al., 2007; Ramalle et al,, 2011). El proceso se enfoca hacia la
transformacién de funciones quimicas comunes en productos naturales en grupos
funcicnales raramente producidos por el metabolismo secundario. De esta manera, la
maquinaria biosintética natural puede complementarse para producir un amplio
rango de compuestos semisintéticos en una sola etapa. Estos extractos transformados
guimicamente pueden constituir una fuente alternativa de compuestos para
alimentar el proceso de descubrimiento de moléculas nuevas con actividades
bicldgicas interesantes. S¢ encueentran reportadas distintas reacciones quimicas
usadas como estrategias, en las gque se incluyen reacclones con hidracina [Ldpez et al.,
20071, bromaciones [Méndez et o, 2011) v sulfonilaciones (Salazar et al,, 2009;
2011).

1.2.d. Biotransformaciones

Las transformaciones bioldgicas o biotransformaciones se presentan coma un
muy buen complemento de las reacciones de transformacidn quimica a la hora de
diversificar estructuras de compuestos de interés (Faber, 2011). La wventaja
fundamental de estos procesos es que se realizan generalmente en condiciones
quimig-, regic- v esteregcontroladas, pudiendo en algunos casos, superar a similares
métodos empleados en el area de sintesis. Las biotransformaciones son métodos muy
ventajosos en caso de establecerse sistemas biocataliticos de manejo sencillo y
resultan una alternativa racional desde el punto de vista ecoldgico al momento de
planificar un proceso en particular. 5 bien se produce una elevada cantidad de
biomasa, este tipo de residucs o5 totalmente degradable, minimizando asi el uso de
reactivos quimicos de dificil o nula degradacidn. Asi come la sintesls o la simulacién
por computadora son utilizadas para generar guimiotecas, se pueden obtener
colecciones de compuestos utilizando bictransformaciones (Zhang et al., 2006).

1.3 Actividad Biolégica

La identificacion de moléculas bioactivas derivadas de biomasas complejas reguiere
de una cuidadosa seleccidn y ejecucidn de bicensayos relevantes en el largo proceso de
descubrir potenciales drogas lideres y actividades diana (Strimstedt et al,, 2014). Los
compuestos naturabes estan involucrados directa o indirectamente en procesos vitales, la
probabilidad de que cada uno de ellos posea actividad bioldgica es treinta veces mayor
que la de gque una sustancia sintética exhiba ese tipo de actividad. Por ello, se disefian
ensayos simples de laboratorio como paso inicial para el descubrimiento de nuevos
compuestos bioactivos.



1.3.a Actividad citotoxica: Mortalidad en Artemio saling

El Instituto Macional del Cancer de los Estados Unidos wtiliza los términos
citobdxice, antitumeral vy anticancerigeno para describir la actividad de un
determinado producto. Asl, un agente citotdxkico es agueél gue es toxico para las
celulas tumorales in wvitro, 5i esta actividad se mantiene al hacer un experimento in
wiva, si dice que el producto tiene actividad antitumeoral {Trease & Evans, 1596),

El génerg Artemia, comunmente llamado camardn de salmuera (Figura 1.1) (Castro
et o, 2006] es un invertebrado perteneciente a la fauna acudtica salina v a los
ecosistermas marinos, Esta ubicado en el filum Artrdpoda, clase Crustaceae, El ciclo de
vida comienza con la eclosion de los guistes, los cuales son metabdlicamente
inactivos. Cuando los quistes son colocados en agua salada, son rehidratados y es alli
cuando comienza su desarrollo {Pelka et @l., 2000].

Artermia e5  usado en  distintas dreas cientificas como  ecologia, fisiologia,
ecotoxicologla, acuaculiura y genética (Nunes et ol.,, 2006). E5 uno de los ejemplos
mds conocidos de organismos adaptados al laboratorio, Asi, es utilizado en bicensavos
para determinar toxicidad utilizande como pardmetro la concentracidn letal 50 [LCzg),
la cual ha servido para determinar ciertas toxinas de plantas [Ramachandran er of.,
2011). Este tipe de ensayo in witro ha sido exitoso como estudio preliminar de
agentes citotdxicos y anticancerigencs (Olowa & Nufiera, 2013). Farmacoldgicamente
hablando, se ha encontrado buena relacidn entre el ensayo de mortalidad contra
Arternio v distintos tipos de blineas celulares de cancer [Ramachandran ef of., 2011),
caomo clertas lineas tumoralkes de cancer de seno (Maldonado Muete et al., 1993) ¥
carcinoma nasofanngeo humano entre ofros (Molaughlin ef of., 1998; Meyer et al.,
1982]. Por otro lado, también es usado coma indicador de compuestos con actividad
pesticida (Ramachandran et al,, 2011; Tath et o/, 2008).

Figura 1.1: Ejemplar adulto de Artemio (nauplio) {Sorgelons, er ol 19868)



1.3.b Actividad alelopética: Inhibicién del crecimiento radicular

El terming alelopatia fue definido como la interaccidn quimica entre plantas
o entre microbios vy plantas mayores. Esto incluye tanto influencias estimulatorias
como también Influencias inhibitorias. En una definicion mas actual, es el efecto
directo o indirecto, perjudicial o beneficioso de una planta dadora, scbre otra
aceptora debide a la produccidn de compuestos guimicos que son liberados al
eéntomo (Chon & MNelsan, 2010). La liberacion de estos compuestos, llamados
aleloguimicos, por plantas puede ser por exudacion de la raiz, descomposicion,
volatilizacion o lixiviacion (Figura 1.2). La alelopatia puede influenciar tanto la
germinacién como el crecimiento, la supervivencia v la reproduccion de los
arganismos {Ghebrehiwot et al., 2013).
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Figura 1.2: Modos de liberacion de alelogquimicos y factores que influyen én su actividad
{Kobayashi, 2004}

Yarios metabolitos secundarios  producidos  por  las  plantas o
microarganismaos son considerados aleloguimicos v juegan un papel importante en las
interacciones entre comunidades. Por ejemplo, en los agroecosistemas, los
aleloguimices pueden tener efectos nocives en el crecimiento de los préximos cultives
en el cambio de estacion. Asi también, las malezas pueden producir efectos
alelopaticos contra los campos de cultive (Li et al,, 2000},

Un térming estrechamente relacionado es la Fitotoxicidad, que se define
como el grado en el cual un compuesto quimico es toxico para una planta. La
actividad fitotdxica puede ser determinada mediante ensayos de laboratorio o en un
ambiente no natural (Reigosa et ol., 2013). El bioensayo de toxicidad con semillas de
Lactuca sativo es una prueba estdtica de toxicidad aguda en la que se evalian los
efectos de extractos o COMPLEsLos puros en el proceso de germinacidn de las semillas
v en el desarrolle de las plantulas en los primeros dias de crecimiento, Como puntos



finales de la evaluacion de la actividad se determina la inhibicidn de germinacion y la
inhibicidn en la elongacion de la radicula y del hipocitilo (Kitow & Yoshida, 1998).

Por otro lado, el uso indistriminado de herbicidas sintéticos genera malezas
mas resistentes, incrementando el impacto ambiental ¥ en la salud humana [Wywyan,
2002). Es por esto que |a investigacion en esta drea juega un rol muy importante en el
centrol de malezas (Chon et of,, 2003; Gliessman, 1583).

1.3.c Actividad antimicrobiana

Las enfermedades transmisibles, particularmente las que involucran @l tracto
gastrointestinal y respiratorio son un serio problema a nivel mundial {Mutai, et al,
2009). En los altimos afios se ha observado un rapido incremento de microorganismos
resistentes a los antibiodticos clasicos, lo gque ha provocado, por un lado la reaparicion
de muchas enfermedades, como la tuberculosis, el cdlera, las neumonias vy
endocarditis por enterococos ¥, por ofro lade, la aparicién de nuevas enfermedades
transmisibies. Hay que tener en cuenta que las bacterias poseen poblaciones
infinitamente mutables, capaces de diseminar el cardcter de resistencia, en donde
plasmidas, transposones e integrones pueden proveer a una bacteria de elementos
gue codifiguen resistencia a antimicrobianos procedentes de las mas variadas
especies y géneros bacterianos. Asi, ademas del papel fundamental que desempefian
los factores ecologicos en [a aparicidn de nuevos microorganismos, las caracteristicas
genéticas de los patdgenos explican, con solidas bases biolagicas, el resurgimiento de
las enfermedades transmisibles. Por ello se sugiere que la aparicion v difusion de
patogenos humanos resistentes es un problema ambiental que constituye una
amenaza para la salud mundial, Ante estos problemas, cabe deducir la estricta
necesidad de nuevos fdrmacos con cardcter antimicrobiano que, o bien mejoren los
que estan en usa, por tratamiente de factores de resistencias o gue presenten nuevos
modos de accidn [Coates et o/, 2002). Por otra parte las drogas corrientes que estdn
en uso muestran efectos secundarios (Mutal et of, 2009), por lo gue también es
necesario encontrar nuevos principios activos gue minimicen las mismaos.,
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

El chjetivo general del presente trabajo de tesis esta orientado a la bisqueda de
compuestos, biologicamente utiles en terapéutica y/o en agroguimica. Para conseguir este
objetivos se disefaron varias estrategias con la finalidad de obtener compuestos bioactivos
de orgen natural, semisintético o sintético,

2.2 Los objetivos especificos planteados son los sigulentes:

2.2.1 Fraccionamiento blodirigido de extractos de especies vegetales de facil
asequibilidad de la familia Asteraceae.

2.2.2 Modificacion quimica de los extractos gue resultaran inactivos y posterior
fraccionamiento biodirigido.

2.2.3 Transformaciones gquimicas de los metabolitos aislados.
Z.2.4 Sintesis total de andlogos simplificados de compuestos naturales bioactives.
2.2.5 Caracterizacion de los compuestos obtenidos.
2.2.6 Estudio de la actividad biologica de los compuestos.
2.2.6.a Potencial actividad citotoxica frente a Artemia saling.

2.2.6.b Actividad antimicrobiana frente a microorganismos de interés alimentario y
clinico.

2.2.6.¢ Actividad alelopatica frente a especies modelo.
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3. LA FAMILIA ASTERACEAE

3.1 Consideraciones botanicas

La Familia Asteracese o Compositae es una de las mas faciles de reconocer
{http:/fherbarium, usu. edu/taxa/asteraceae. htm). Las margaritas, crisantemos, dalias,
girasoles, el diente de ledn, son representantes de esta gran familia. Basta observar, no
con mucho detenimiento, las imflorescencias (conjunto de flores) (figura 3.1) de
cualquiera de las plantas antes mencionadas para advertir que tienen en comin  una
caracteristica: las inflorescencias de este grupo gue le dieron el nombre a la familia;
Compositae, el término latin que significa Compuestas. Sus flores estan agrupadas en
capitulos, o sea insertas scbre un receptaculo comidn y protegidas por un involucro
formado por bracteas especializadas, denominadas filiarias [Pacciaroni, 1997). El capitule
puede ser homagamo [conteniendo flores de izual morfologia, perfectas:; estaminadas o
pistiladas] o heterdggameo (conteniendo flores de distinta morfologia: flores periféricas
pistiladas o estériles y fiores centrales, perfectas o hermafroditas) (figura 3.2). El fruto
por lo genaeral &5 un aguenio

Figura 3.1: lequierda: Capitulo homogame de Toremacum officinole [diente de ledn). Derecha:
Capitulo Heterogamo de Sellis perennis [margarital
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Figura 3.2: Capitulo heterdgamao. A: Flor del margen. B: Flors del disca.

La familia Asteraceae comprende mas de 1700 géneros, entre 24.000 y 30.000
especies clasificadas en 17 tribus y 3 subfamilias distribuidas por el mundo, o que la
convierte en una de las familias mds grandes del reing vegetal [Alvarenga ef al,, 2001;
Zdero & Bohlmann, 1990). Representan la familia vegetal mas numerosa en la Repdblica
Argentina donde se encuentran todas ks tribus gue la componen, con excepcion de
Inuleae. La familia cuenta con 227 géneros y cerca de 1400 especies en el pais. En la
provincia de Cordoba se encuentran 12 de fas 17 tribus, siendo las mids representativas
Astereae (24%), Eupatorieae (14%), Heliantheae (13%) v Gnaphalicae [13%), con
aproximadamente 220 especies nativas, 50 especies endémicas y 45 especies
adventicias (Katinas et al., 2007). La figura 3.3 muestra la distribucion de tribus en la
provincia de Cérdoba,

CORDOBA
LIA 0%
ANT 2% VERI% EiEan
AST 24%- e
PLL 5% - ~SENE %
GMA 13% ' LAC 5%

MUT 8% HELI12%

Figura 3.3: Porcentaje de distribucidn de |as tribus de Asteracee en la provincia de Cordoba,
ANT=Anthemideas; ARC» Arctoteae; AST=Astereae; BAR=Barnadesiese; CAl=Calenduleae;
CAR=Cardweae; EUP=Eupatorieas; GNA=Gnaphalieas; HELE=Helenleae; HELI=Helianthear;
LaCsLactueceae; Lid=Liabeae; MUT=Mutisieae; FLLI=Plucheae; SEN=Senecioneae; VER=YVernomieae,
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En Argentina los usos gue se ha dado a los taxones que componen esta familia son
tan diversos como |la cantidad de especies gue existen. Desde el punto de wista
estrictamente econdmico, unas 40 especies tienen importancia directa en alimentacidn
humana (hortalizas v “semillas”™ oleaginosas) e indirectamente por productos obtenidos
por la industria. Otras especies silvestres tenen potencial nutricional, muchas son de
interés tecnoldgico u ornamental y centenares rinden metabolitos secundarios de uso
farmacéutico o industrial o aportan néctar y polen para la produccidén apicola, forraje
para la produccién ganadera, etc. Muchas especies de la familia Asteraceae son pioneras
u oportunistas y gran nomero resultan malezas de cultivos y/o tdxicas para el ganado.
Ademads, numerosas plantas tienen un rol destacado en la estructura y funcionamiento
de los ecosistemas (Del Vitto & Petenatti, 200%).

Los géneros Aster, Corpesium, Eupaterium, inwla, Sowssuren, Toraxacum, Xanthivm,
sen fuentes de varias medicinas a nivel mundial (Wu et ol, 2006). En medicina
tradicional s& han realizado y s& realizan preparaciones por sus propiedades antibidticas,
antifingicas, antihelmiticas, antiplasmddicas, expectorantes, sedativas, diuréticas,
espasmoliticas, homeostaticas, inmunoestimulantes y antiinflamatorias (Kadereit &
leftrey, 2007). Desde la antigua Grecla cerca del afo 800 a.c. hay registros sobre el uso
de esta familia por el hombre (Petrovska, 2012): la hierba “Helenio” (lnwa helenium),
gue recibe su nombre por Helena de Troya, era usada como tdnico aromdtico y
condimento. También existe registro de uso del género Artemisia; su nombre proviene
del griego "artemis”, que significa saludable.

En nuestra pais  ejemplos como la infusidn de "manzanilla® (Matriocora recutita L)
por su propiedad terapéutica como hepdtico; la decoccién de "carqueja” (Boccharls
articulata L} por sus propledades digestivas, colagogas v antidiarreicas, o la infusion de
Palo Santo (Dosyphylium diccanthoides L) por sus propledades antiespasmodicas
{Campaos-Navarro & Scarpa, 2013) son muy conocidos popularmente. Muchas especies se
encuentran codificadas en la Farmacopea Argentina lo que las convierte en Drogas
Oficiales.

Algunas especies Henen significancia negativa, por ejemplo el polen de Parthenium
hysterophorus (escoba amarga) y de Ambrosia artemisiifolio son causantes de alergias en
humanos (Wedner et ol, 198% Zicari et of, 2013). Por otro lado, es conocido que
muchas especies del género Senecio contienen alcaloides pirrolizidinicos con elevada
actividad hepatotaxica (Giordano & Pestchanker, 1984; Pestchanker et al., 1985).
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3.1 Bioactividad

3.2.a Actividad citotdxica

En la familia Asteraceae se encuentran antecedentes de actividad citotdxica
de distintos tipos de extractos, Por ejemplo, extractos etandlicos de Arctium foppa,
Artemisio absinthivm, Colenduwla officingiis, Centaurea cyanus, Tanacetum wilgoare y
Tragopogon pratensis contra lineas celulares de leucemia 1-45.01 [(Wegiera et al,
2012). El extracto de n-hexano de Senecio stobionus presenta actividad contra
carcimoma de prostata LNCaP y melanoma C32 de plel (Tundis er of., 2009}, El extracto
de CH;Cl; de Vernonio scorpioides presenta actividad contra el tumer de Ehrlich en
ratas (Pagno ef ol, 2006}, También hay descriptos estudios preliminares sobre la
actividad antiproliferativa y citotoxica de infusiones de Solidogo microgiossa (Bagatini
et al, 2009). Particularmente en la Argentina, extractos de especies de Eupatorium
usadas en madicina popular muestran actividad citotdxica in witro (Fernandez et al.,
2002}

La actividad de los extractos es debida a la presencia de compuestos con
fuerte actividad citotdxica. Entre ellos se puede citar a las lactonas sesquiterpénicas
(L5, las cuales son marcadores taxondmicos de la familia Asteraceae (Da Costa et al.,
2005). Se ha demostrado gue para que este tipo de compuestos tengan la mayor
actividad citotdxica, deben presentar en su estructura un doble enlace en posicldn o
al grupo carbonilo [deben ser a-B-insaturados) ¥ si éste es exociclico, son adn mas
activos (Picman, 1986; Rodriguez et ol, 1976) (Figura 3.4). Esto hace gue puedan
tener actividad citotdxica, independientemente del esqueleto que lo contenga, Asi,
podemos encontrar LS activas con esqueleto germacranolido, guaianalido,
pseudoguaiandlido, eudesmandlido o bakkendlido (Rodriguez et af, 1976).
Douglanina [3.1} vy Tamirina {3.2) son ejemplos de lactonas sesquiterpénicas aisladas
del género Tonacetum (Ulubelen er al, 2012) mientras que Eupanilinida K (3.3] y
Eupanilinida L [3.8) fueron aisladas de Eupatorium sp. (Huo et al,, 2006),

g °

o

v
Figura 3.4: Disposicidn del anillo de y-lactona para mayor actividad dtotaxica,



Tamirina {3.2)
Douglanina (3.1}

Eupanilinida K {3.3) Eupanilinida L [3.4}

Otro constituyente comon en la familia Asteraceas son los flavonoides, Se
encuentran reportes de actividad citoldxica de Hispiduling [3.5), Apigenina (3.8)
aisladas de Cemtaureo spp. (Seelinger et oi, 2008; Ulubelen et ol, 2012}, los O-7
gluctsidos del flavonokde Baicaelina (3.7} extraides de Enbydre sp. [Sannigrahi et al,
2010), Mepetina (3.8) aislado de Eupatorivm sp. (Militao et ol, 2004) y el flavonol
glicosidado, Rutina {3.9) de Senecio sp.
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También existen reportes de terpencs sin el anillo de lactona que presentan
actividad, como por ejemplo el sesquiterpeno de esqueleto eudesmano (4]-
intermedeol (3.10) (Park et ol 2000, el diterpeno aciclico spiciformisina b {3.11) {Lee
et al,, 2002) ambos aislados de Liguiaria fischeri y el sesquiterpeno eremofilano (3.12)
obtenido de Senecio sp. |Gelbaum et al,, 1982).

)
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Spiciformicina b 3.11)

[#)-intermedeaad {3.10)

1%4-ouo-1, 2-defydrocacalol menl ester (3.12)

Los quinoles Jacaranona etil éster v jacaranona metil éster (3.13) aislados de
Senecio sp. (Gelbaum et al, 1982; Loizzo et al, 2007) y timoquinona (3.14) aisladoe de
Eupatorium sp. (Schneider-3tock et af, 2014) poseen actividad citotdxica.

& o
HO
= i
Timoguincna (3.14)
oA
R=Et & Me

Derivados de Jacaranona (3.13)

En este punto cabe aclarar que ef género Senecio 58 caracteriza por la
presencia de abcaloides pirrolizidinicos [APs). Estos APs son farmacologicamente
activos destacandose los APs que presentan una insaturacidn en la base necina, por
ser patentes hepatotoxicos para los mamiferos (Yang et al, 2011). Esta reportada |a
actividad citotoxica de extractos conteniendo retrorsina (3.15) como compuesto
mayoritario (McGaw et al, 2007).
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3.2.b Actividad antimicrobiana

Existen reportes de extractos de especies de Asteraceae con esta actividad.
Por ejemplo el género Bocchoris, muy abundante en nuestro pais, La infusidn y
decoccion de las hojas de 8. incorum es usada tradicionalmente comao antiséptico. La
infusidn y el extracto metandlico muestran actividad contra Staphylococcus aureus y
Enterococcus foecalis (Zampini et ol,, 20089a), también esta reportado que el extracto
etandlico [tintura) de especies del género Porastrephio presentan actividad contra los
mismos microorganismos (D'Almeida et of., 2012). Tanto tinturas como decocciones
de Baccharis boliviensis, Chuguirogo atocamensis y Chiliotrichiopsis keidelii presentan
actividad contra cepas de Escherichio coll, Enterabacter cloocoe, E. foecalls, Klebsiela
preumoniae, Morganelle morgonil, Proteus mivebills, Pseudomonos gerugingso ¥ 5
gureus (Zampini ef al, 2009b). Esta reportada la actividad del extracto de AcOEt de
Senecio levconthemifolius contra 5 owrews (Tundis et o, 2007, El extracto
diclorometano de Senecio desiderobilis presenta elevada actividad frente a
Cryptococcus neoformans (Deuschle et al,, 2009). El extracto etanolico de Eupatorium
bunifollum |, una especie wsada como medicinal  en la provingia de Cdrdoba
(Goleniowski et of, 2006) presenta actividad antimicrobiana in vitro (Zanon ef al,
1999).

Existen distintos informes sobre la actividad antibacteriana los constituyentes
quimicos comunes de Asteraceae. Muchas LSs muestran actividad antibacteriana,
antifingica y antihelmintica (Rodriguez et al, 1976). Compuestos derivados de
Helenalina [3.16}, como Plenclina (3.17) y Mexicanina (3.18) aislados de Gaillardio
megapatamica (Fortuna ef of, 20011; Kuo-Hsiung ef al, 1977) ¥y Vermeerina (3.19),
asilada de Hymenoxys robusta {Lozanc et al,, 2012) muestran fuerte actividad contra
L gurews independientemente de la conformacicn del anillo de lactona.



Helenalina {3.16)

hdexicanina {3.18) Verrmeering (3.19)

Los flavongides son conocidos por su capacidad antimicrobial (Cushnie &
Lamb, 2005). Flavonoides aislados de Togetes minuta poseen elevada actividad contra
microarganismos  patogenos.  Particularmente Quercetageting-7-0-arabinosil-
Blucdsido [3.20] muestra elevada actividad contra Booillus subtilis v 5 oureus
{Tereschuk et ol., 2004; Tereschuk et gi.,, 1997]). Existen reportes de otros flavonoides
glicosidados en la posicidn 7 obtenidos de especies de Asteraceae que presentan
actividad antimicrobiana (Lima et af., 2009). Los Flavonoides aislados de Eupatorium
clematidewm Griseb,, Apigenina (4.5 7-trihidroxiflavena) (3.8), Genkwanina (4.5
dihidroxi-7-methoxiflavona) (3.21), T4 -dimetilapigenina {5-hidroxi-4°, 7-
dimethoxiflavona)  [3.22), trimetilapigenina (4,5, 7-trimetoxiflavona)  (3.23),
Cirsimaritina {45, -dihidroxi-6, 7-dimetoxiflavena) [3.24] v tetrametilescutellarsing
{475,686, 7-tetrametoxifiavona) {3.25), son moduladores de la resistencia a drogas en 5,
aurews (Mala et al, 2011). Los derivados glicosidades de Kaempferol {3.26) y de
COuercetina (3.27) aislados de Senecio scondens también poseen actividad
antimicrobial (Mendiendo et ol, 2011; Wang et of,, 2013),
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(3.21): Ry = OMe; R; = H; Ry = Ry = OH
13.22): R, =Ry = OMe; R; = H: K; = OH
{3.23): Ry =Ry=Ra= OMe; By = H
13.24): Ry = R; = OMe; R, = By, = OH
13.25]: R, *“F A= Ry = OMe

Quercetagatin-F-O-grabinosil-glucosida {3.20)

HO

OH g

Ouercetina |3.27)

Kaempferol-3-0-glucdsids (3.26)

Tambign presantan actividad contra 5. aureus y Pseudomonas aeruginasa los
cromancs aislados de Eupotorium sp. (3.28) [Ragasa et ol, 1998). Otro tipo de
compuesta, como por ejemplo los sesquiterpencides de esqueleto elemann, aislados
de Cenfourea spp. como Elenacarmaning (3.29) poseen actividad selectiva sobre
bacterias Gram + (Bruno et ol, 2013). Existen informes de diterpenos de esqueleto
labdano estructuralmente emparentados con labda-7,13E-dien-2,15-diol [3.30)
aislados de Baccharis spp., Relhanio spp. v Ophryasporus sp. que presentan actividad
contra 5 aureus (Feresin et ol, 2003}, Asi también, otros 20 terpenoides comunes en
la familia Asteraceae fueron evaluados frente a distintos microorganismos. Sdlo el
triterpena Taraxasterol (3.31), presentd actividad contra 5 ourews [Villarreal et ol.,
1994 .
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R=0H

R=CH|OH}CH, Elernacarmanina [3.29)
Cramanas (1,28}

Labda-7,13E-dien-2B, 15-dlol {3.30)

Taraxasteral [3.31)

En los aceites esenciales de distintas Asteraceae también se han identificado
compuestos con probable actividad antimicrobiana, El aceite obtenido de Boccharis
salicifolia presenta como principales constituyentes a-pineno (3.32) y canfeno (3.33) y
fene elevada actividad contra Saureus y L monocytogenes (Carrizo Flores et of,
2009). El aceite obtenido de raices de Eupotorium adenophurum presenta como
componentes mayoritarios EE- cosmenc v y-Muuroleno (3.34) v presenta mayor
actividad que el antibidtico Streptomicina contra cepas de Klebsiello pneumanioe
{Ahluwalia et al,, 2013). El principal constituyente del aceite de Artemisio echegarayi
€5 la 3-thujanona {3.35) presentando, el aceite obtenido, elevada actividad contra
Bocillus cereus, entre otros patdgenos de interéds alimentario (Laciar et al, 2009) .

o

Canfeno (3.34)
a-pineno (3,33
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3.2.c Actividad alelopética

La familia Asteraceze o Compositae contiene sustancias bioldgicamente
activas que son alelopaticas para las malezas (Chon et gl,, 2003), Extractos acuosos de
Bidens frondose, Breea segetum, Chrysanthemum indicum, Cirsium joponicum, Eclipto
prostrata, Loctuce sotiva, Xoenthium occidentale, vy Youngio sonchifolic muestran
efectos sobre el crecimiento radicular de Medicogo sativa (Alfalfa) (Chon & Nelson,
2010}, Extractos etandlicos de las Asteraceae Angelphytum aspilioides, Boccharls
salicifolio y Eupatorium hookerlgnum muestran 100% de Inhibicién en la germinacidn
(1G] de Awvena sativa {Monocotiledonea), mientras que Achprocline tomentosa, A,
ospilioides v B, soficifolle muestran 100% de 1G sobre Rophonus sobivus
(Dicotiledanea). En cambio, los extractos de Senecio madogaoscarlensis y 5. vira-vira
poseen muy baja actividad IG (Palacios et al, 2010). El extracto etandlico de
Eupatorium buniifolium  presenta elevada 1G [=78%) sobre R sobivus. Flowrensio
oolepis muestra 100% IG sobre A. sotiva v R. soffvus, sin presentar selectividad.
Gaillargie megapotanica , Grindelia pulchella vy Heterotholamus alfenus  Henen
moderada IG sobre A sobive. Labum condidum, Thelesperma megapotomicum |
Trichocline reptans v Jexmenia bupthalmiflora tenen elevada 1G sobre R, soffvus
{Palacios et al, 2007). Estad reportada |2 actividad allelopdtica del extracto aguoso y
del tejido en descomposicidn de Senecio jecoboea contra Lolium perenne (Césped
Ingles), Trifolium spp. y M. sotive (Ahmed & Wardle, 1994). Los extractos de Hex
(Hexano) v CHaCl; de 5 wolckmonni poseen actividad fitotdxica, mostrando una
elevada IG (Pacciaroni et ol, 2003). También estd descripta la actividad fitotdxica
selectiva del extracto etandlico de Logosceo mollis el cual presenta inhibicidn del
crecimiento radicular en 5orgum halepense (Alarcan et al., 2007).

Existen publicaciones acerca de diferentes L5s con distintos esqueletos que poseen
actividad reguladora del crecimiento en plantas (Rodriguez et al, 1976). Por ejemplo
las L5s de esqueleto germacranalides, Cnicina (3.37) v Onopordopicrina {3.38) aisladas
de Centourea spp. inhiben drasticamente el crecimiento de L setive (Bruno et al,
£013; Sesto Cabral et ol, Z008). Por otro lado las LS5 con esqueleto guaionolido,



Repina (3.39) v Acroptilina [3.40) producen elongacion de la raiz de L sobivo a bajas
concentraciones (Bruno et af,, 2013)

il R

Cricira (3.37) ; R=CH,OH EP:
Repina {3.39): =% %

Onopordopicrina {3.38) . R=H; ﬁ(ﬁh
F= “\&

Acropbling | 3.40);

Sesquiterpenos tipo Cacalol (3.41) aislados de Psocalfum decompositum presentan
actividad tanto contra especies dicotileddneas como monocotiledéneas, pero la
actividad se hace selectiva hacia las especies monocotileddneas cuando el compuesto
e5 D-acetilado. (Anaya et ol, 1996, El bisaboleno |{-}-Acido hamanasico A (3.42), de
Flourensia campestrs presenta |G sobre L sobva [dicotileddnea) (Silva et al., 2012),
mientras que los bisabolenos 12-hydroxy-13-en-zanthorrhizol (3.43) v 11-en-13-
hydrosxy-xanthorrhizol (3.44) de L molils presentan actividad fitotduica contra 5
halepense {monocotileddnea) [(Alarcon et al,, 2007).
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También se ha informado acerca de flavonoides aislados de Boccharis spp.
como Apigenina (3.6), Quercetina {3.27) v Nanngenina (3.45] los cuales muestran
elevada inhibicidn de germinacitn, respiracien ¥y crecimiento radicular en especies de
dicotiledoneas (Céspedes et o, 2006). La mezcla de estereoisdomeros (£)-Catequina
{3.46) aislada de Centaureg macwiosa presenta actividad inhibidora de algunas
especies vegetales in vitro y actua como autoinhibidor en la misma especie [Actividad
autotdxical {Chon & Nelson, 2010; Li et al., 2010] .

OH

aH 5]

Maringenina [3.45)



HE, 5]
0 -
o
o
[-)-Catequing {+)-Catequina (3,46}

3.3 Fitoquimica

Asi como la familia Asteraceae es una de las familias del reino vegetal que mas
cantidad de especies presenta [Alvarenga et gl, 2001), tamblén produce una amplia
diversidad de metabolitos secundarios. Hay reportes de estudios quimicos de unas 5000
especies v cerca de 7000 constituyentes zislados e identificados, esto hace que se3 la
familia vegetal que ha sido mas investigada desde este punto de vista (Demetzos &
Dimas, 2001, Zdero & Bohlmann, 1990). Compuestos como  monoterpenos,
sesquiterpencs, lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, triterpenos, poliacetilenos,
flavonoides, cumarinas, benzofuranos, acetofenonas y fenilpropanoides son metabolitos
secundarios tipicos en la familia (Alarenga et ol, 2001). Otros metabolitos, como por
ejemplo los alcaloides, estdn menos distribuidos en la familia [Langel ef al., 2010; Zdero
& Bohlmann, 1950).

3.3.a Sesquiterpenos

Los sequiterpenos son terpenoides de Cpc formados por 3 unidades de
isoprena. Unma busgueda bibliografica extensiva muestra que se han identificado 287
sesquiterpencs diferentes de 218 especies pertenecientes a unos 19 géneros en la
familia Asteraceae (Bruno et al, 2013). Dentro de este tipo de compuestos se ha
informado sobre la presencia de esqueletos tipe bisabolenos (&gullar et al, 1993;
ahmed ef ol, 1999; Alarcdn et al, 2007; Herndndez et al, 2012; Hirota et ol, 2012;
Moradi-Afrapoli et aof, 2013; Piornedo et al, 2011; 5iva et al, 2012; Taglialatela-
Scafati ef ol, 2012; Trifunovic et ol, 2006; Wu et ol,, 2012}, carotanos (Kong et al,,
2007, Taghalatela-5cafatl et ol, 2012; Tiansheng et ol, 1993), cadinanos  {(Ahmad &
Misra, 1994; Coballase-Urrutia et al, 2010, 2011; Loayza et al, 1995; Misra et ol,
1993; Shi et ol, 2012; Stipanovic ef al, 2006; Urzda, 2004), oplopanos (Arciniegas ef
al., 2008; Li et al., 2012; Nagano et al., 2012), cariofilanos (Apel et al., 2006; Sanchez-

n



Mufoz et al, 2012; Silva et ol,, 2010; Zhu et al., 2009; Znini et al, 2013}, germacranos
[Appendino et al.,, 2005; Cheng et al., 2013; Kisiel et al, 2003; Liu et al., 2012; Sosa et
al, 2001; Wang er al, 2012], elemancs {Bruno et af, 2013; Formisano et ol, 2012;
Jenett-Siems et ol, 2003; Marco et ol, 2005) eusdesmanos (Ding et ol, 2010;
Formisano et al,, 2012; Habibi et al., 2012; Lee ef of,, 201ZF; Liu et ol., 2012; Shin ef ol,,
2012; Wu et al,, 2006; Xu et al, 2012a; Xu et al,, 2012b; Zan et al, 2012; Zhang et al.,
2012), eremofilanos v bakkanos |Fragoso-Serrano ef al, 2002; Hamai ef ol, Z012Z;
Magano et al,, 2012; Saito et al,, 2012), guaianos (He et al., 2012; Saifudin et al., 2012;
Taglialatela-Scafati et ol, 2012; Xu et ol, 2012; Zhou et ol, 2012) y aromadendranos

[Alarcn et al., 2009; Zhang et ol., 2010} (figura 3.4).

Bisaboleno
'{" “]‘ Ciplopanas
Cadinang
Cariofilano GeErmacrano
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Figura 3.4: Esgueletos de sesquiterpencs alslados de Asteraceae.

3.3.b Lactonas sesquiterpénicas

Un caso particular de sesquiterpenos son las lactonas sesquiterpénicas que
incluyen esqueletos de Ci5 . Mas de 4000 estructuras de LSs con alrededor de 30
esqueletos diferentes han sido reportadas en distintas tribus de Asteraceae (Da Costa
et al, 2005). Las L35 pueden estar presentes en grandes cantidades en flores, en
tricomas, en polen y frutos (aguenios), aunque en bajas cantidades en raices (Picman,
1988). Biogenéticamente derivan del EE-farnesilpirofosfato, seguido de una
ciclizaciin ¥ una subsecuente modificacién cxidativa, El grupo Germacrandlide (la
terminacion “olido” se refiere al grupo lactona) es el mas importante y, salvo algunas
excepciones, todas las L5s derivan de transformaciones de éste {Barguera-lozada &
Cuevas, 2008; Rodriguez et ol, 1976] (Figura 3.3).
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]
Figura 3.5: Estructura tipo germacranolida,

3.3.c Triterpenos

Triterpenos del tipo oleanano [a-amirina) (3.47), ursano (arndiol) (3.48), o
lupanos {calenduladiol) (3.49) son tipicos constituyentes de la familia Asteraceas.
FPueden encontrarse esterificados con acido acético, en distintas fracciones, en
drganos reproductivos de la planta o en latex (Csupor-Loffler, 2012). En muchos
géneros se encuentran glicosilados formando saponinas (Debnath et al., 2010)

‘E E
a-amirina (3.47)

y
Calendulagiod (3.49)



3.3.d Acetilenos

Otro grupo de metabolitos secundarios encontrados con gran diversidad en
la familia Asteraceae son los poliacetilenos v sus derivados [Christensent B Lam, 1991;
Mclachlan & Lam, 1986). El oxido de carling {3.50) (Herrmann ef al,, 2011), derivados
del icticterol (3.51) (Pérez-Amador et al., 2006} v los nuevos atractilodeymanos (3.52)
(Yao & Yang, 2014) son ejemplos de compuestos poliacetilénicos encontrados en la
familia .

ictioterol [3.51]
oxido de carlina [3.50)

o

Atractylodemayne A (3.52]

3.3.e Flavonoides

Flavonas y flavonoles (Figura 3.6) son los tipos de flavonoides mas comunes
en la familia Asteraceae {Bohm & Stuessy, 2001). En el caso de las flavonas las més
abundantes son las Hpo apigenina |3.6) (Céspedes et al, 2006; Csupor-Loffler, 2012;
Cushnie & Lamb, 2005, Maia ef al, 2011; Seelinger ef o, 2008; Shin et al, 2012;
Tereschuk et al, 2004; Ulubelen et al,, 2012; Yang et al, 2011) y las del tipo luteoling
(Clavin et al, 2000; Csupor-Loffler, 2012; Cushnie & Lamb, 2005; Seelinger et ai,
2008; Tereschuk et al, 2004; Ulubelen et o!, 2012; Wang et al, 2013; Yang et aol,
2011; Zampini et al,, 2009). Para el cazo de los flavonoles los mas abundantes son los
tipo kaempferol {3.26) (Csupor-Loffler, 2012; Cushnie & Lamb, 2005; Herz, 2001;
Maia et al, 2011; Mendiondo et al, 2011; Seelinger ef al, 2008; Tereschuk et ol,
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2004; Wang et al, 2013; Yang et o, 2011; Zhang et al,, 2008) y los del tipe quercetina
(3.27) (Cespedes et ol,, 2006; Clavin et of, 2000; 2007; Csupor-Loffler, 2012; Cushnie
& Lamb, 2005; Herz, 2001; Li et of, 2010; Mendiondo et al, 2011; Seelinger et ol,
2008; Tereschuk et ai., 2004; Wang et al, 2013; Yang et al,, 2011; Zampini et al., 2009;
Zampini et al., 2009; Zhang et of., 2008)

Fawona Flavonol

Flgura 3.6: Tipos de Flavonoides comunes en Asteraceae,

3.3.1 Cumarinas, cromanos y compuestos aromdaticos relacionados

Las cumarinas {1,2-benzopiranos) estan ampliamente distribuidas en muchas
familias de plantas [Petrufova-Porackd et al, 2013} En la familia Asteraceae se
encuentran distintos tipos de derivados de benzofuranos [Céspedes et al, 2006;
Gutierrez et ol,, 1995}, dihidrobenzofuranos (Herz, 2001; 2004), cumarinas [Chon &
Nelson, 2010; Chon et of, 2003; D'Almeida et al, 2012; Li et ol, 2010; Zdero &
Bohlmann, 1990}, cromenos [Alarcdn et ol, 2007; Ragasa et ol, 1998; Zdero &
Bohlmann, 1990) y cromanonas [Herz, 2004) (Figura 3.7},

/ »e,

Benrafuranas Dihidrobenzofuranos
O::lu C[ﬂj
Cumarinas Cromenos
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Cromanonas

Figura 3.7: Ejermplos dé compuestos aromiticos aislados de Asteraceae.

3.3.g Alcaloides

En muchas familias, los amincdcidos son precursores de alcaloides. En la
familia Asteraceae, sdlo el aminoacido ornitina es wsado para los APs, gue estan
restringldos a la tribu Senecionae (Zdero & Bohlmann, 1920, aungque también estdn
presentes en la tribu Eupatorieae (Langel et ol, 2010). Los APs estdn formados por
una base necina v acido necico (Figura 3.8}

L Ackln
NEegico

= Niind

Figura 3.8: Alcaloide pirrolizidinico.

A pesar de gue son los mas comunes en la familia, especialmente en la tribu
Senecionae, fambién existen reportes de alcaloldes sesquiterpénicos [Wu et al,
2006), inddlicos (Shoeb et al., 2006} y piridinicos [Maatoog & Hoffmann, 2002).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION OBTENIDOS A PARTIR DE ESPECIES
VEGETALES

En este capitulo se presentan v discuten los resultados obtenidos a partir de cuatro

especies wvegetales de la familia Asteraceae: Eupatorivm arnottonumm  Griseb, E
Inuwlaefolium Kunth, Senecio cerotophplloides Griseb v 5 pompeanus Cabrera, Para cada
taxon s& hace una breve introduccion botanica para ubicar al lector en contexto.

4.1 Eupatorium ornottionum
4.1.1 Descripcion Botanica| hitp//www floraargentina.edu.ar/)

E. grnottianum Griseb. (sin, Chromoloena arnottiona Griseb.| (Figura 4.1 A es
una higrba de 1-1,5 m de altura, poco ramificada. Hojas cortamente pecioladas,
lancecladas, atenuadas en el apice y cuneiformes en la base y en el apice,
cortamente aserradas, estrigesopubescentes en ambas caras, de 4-8 x 0,8-1,5 ¢m,
Capitulos numerosos dispuestos en cimas corimbiformes [figura 4.1 B) densas,

pedinculos pubescentes. Involucro cilindrico de 6-7 x 2 mm. Filarios faciimente
caedizos, en 5-6 series, Imbricados, gradualmente mas cortos, redondeados o
subtruncados en el dplce, de color castafio. Receptaculo plano. Flores B8-20,
violdceas, Aguenios glabros o laxamente pilosos,

Figura 4.1 A: Ejermplar en floracidn de E. arnottiohum. B: Capitulos de E aornottionum.
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4.1.2 Distribucidn y Habitat

Especie del Sur de Bolivia, centro ¥ norceste de la Repiblica Argentina
ofupando las provincias de Jujuy, Salta, Catamarca, Tucuman, Santa Fe, Santiago
de Estero, Corrientes, La Rioja, Cdrdoba, Entre Rios y San Luis entre los 100 y 3000
msnm {Metros sobre el nivel del mar} (Zuloaga & Marrone, 1599).

4.1.3 Antecedentes de E. ornottionum

Las hojas frescas de £. ormottionum son utilizadas en medicina popular contra
&| asma, bronquitis, resfrios, en emplastos para fracturas dseas y dislocaciones y
contra dolores estomacales (Clavin et al, 2002). La infusién de esta especie
presenta actividad antiinflamatoria (Clavin ef al, 2000), mientras que el extracto
de CH;Cl; presenta elevada actividad inmunomoduladora (Ferndndez et al., 2002).
Por otro lado, el extracto de MeOH presenta muy baja actividad antifingica
(Muschietti et al, 2005,

En lo que respecta a antecedentes fitoquimicos de la especie, se encuentra
reportado el andlisis del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion el cual
contieng p-Cimenc (4.1}, a-Pineno (4.2), Acetato de fimod (4.3) v B-Cariofilleno
(4.4] {Zygadlo et al., 1995).

a-Pineno (4.2)

p-Cimeno (4.1)

(]

A

acetato de timal [4.3)

T Hiiin

f-Cariofilena (4.4)



También se encuentran reportes de flavonoides aislados de E. graobtignum
con actividad antiinflamatoria cormo Nepetina (4.5], Jaceosidina {4.8), Hispidulina
(4.7), Eupatilina (4.8), Hiperdsido (4.9) y Eriodictiol {4.10) (Clavin et al, 2007)
adermds de otros derivados de la via del acido Shikimico (4.11; 4.12; 4.13)
(Gutierrez et al,, 1995).
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Eupatorina (4.11) 5-hidroxi-6,7,3.,4' 5 -pentametoxiflavona
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2-hidrosi-4-[2'-hidroxipropi }-acetofenona (4.13)

Ademds de los flavonoides, los mono v sesquiterpenos, aislados del aceite
esencial, también se ha reportado la presencia de Cadinenos (4.14; 4,15; 4.16),
furanocadinenos (4.17), terpencs de cadena abierta [4.18) y triterpenos comunes
en la familia Asteraceae (4.19) (Bohlmannt ef af., 1979; Espitia de Perez, 1994) ,

D, Sk

a-humuleno (4.15)
Germacrenc [4.14)

L g

Chromoarnottion [4.16) Dihidroisochamolaeing (4.17)



p-farneseno (4.18) Lupeo! (4.19)

4.1.4 Parte experimental

4.1.4.a Material vegetal

El material vegetal (figura 4.1) fue recolectado en el mes de marzo de 2011,
encontrandose la especie en estado de floracién, El lugar de recoleccion fue La
Calera, departamento Coldn, Cordoba, Republica Argentina. La especie fue
identificada por el Dr, L. Ariza Espinar. FCEF y N - UNC.

4.1.4.b Extraccion y Fracclonamiento

Las partes aéreas de E. omothonem se dejaron secar durante 10 dias en
ambiente adecuadamente wventilado. Luego fueron finamente molidas
obteniéndose 721,64 g de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue
exhaustivamente extraido mediante ligiviacion con CH:Ch a temperatura
ambiente. El solvente fue evaporado en su totalidad, a presidn reducida,
recuperandose 38,24 g de extracto [5,3% extraido). El residuo del material vegetal
fue sometido a reflujo suawe en CHCl; para lograr un mayor rendimiento
obteniéndose 2,21 g adiclonales de exiracto, obteniéndose una masa final de
40,45 g. El extracto total fue redisueito en 500 mL de EtOH a 40°C y se e
adicionaron 500 mlL de salucidn de PhlAcO); /H:0 4%, La mezcla se dejd decantar
a temperatura ambiente durante toda la noche, Transcurrido este Gempo se
procedid a filtrar el precipitado formado v se evapord el EtOH a presién reducida,
A la mezcla obtenida se la particiond con CHCl; (200 mL x 3), lavdandose esta
Gitima fase con HyQ para eliminar las trazas de PblAcO),. La fase orgdnica fue
secada sobre Na:50: vy el solvente fue evaporado a presidn reducida
obteniéndose 6,63 g de un extracto purificado.
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6,63

&l extracto final obtenido se le realizd un fraccionamiento mediante CC usando
silica gel G-80 como fase estacionaria v se eluyd con mezclas de solventes de
polaridad creciente de CH,Cl/AcOEt (49:1 a 0:100) en voldmenes de 400 mL. Las
facciones asi obtenidas fueron denominadas como Eorn. A partir de la fraccion
Earn & 5e obtuvieron 340,3 mg de precipitado blanco en forma de cristales. De la
fraccion Earn 40 e obtuvieron 189,9 mg de cristales de coloracion amarilla.

4.1.5 Resultados obtenidos de E. arnottianum

Al extracto final obtenido se le realizaron ensayos de  actividad
antimicrobiana frente a cepas de: Bacillus cereus, Stophylococcus oureus, Bocillus
subtilis, Listerio monocytogenes, Enterococcus hiroe, Solmonela  enteriditis vy
Escherichia coli, mediante el método de Difusion en Disco. La mayor actividad se
observd frente a las bacterias Gram +, particularmente contra B. cerews con una
CMI = 2,19 mg/mL. La Tabla 4.1 resume el didmetro de los halos de inhibicidn
ohtenidos a distintas concentraciones frente a distintas cepas de B. cereus



Tabla 4.1: Ensayos de Inhibicidn bacteriana de E, amottionum del extracts
puriftcada.

E. arnottianum Griseh
Cepas Halos de inhibicion

Wromg/mL | 1320 mg/mL | 660 mg/mL | 210 mg/mL
B. cereus MBC 0,7 a7 0,6 o1
B. cerews MBC3 o,7 7 0,55 =
B, cereus MBCs o5 o8 o6 0,15
B. cerews MBC7 0,5 o, 3,75 0,4
8. cereus C1 0.65 o8 0,7 0,4

El experiments se realizd mediante la técnica de difuston en disco, Los hales de
inhibician estan expresados en mm.

El fraccionarmienta del extracto mediante CC permitid obtener 40 fracciones de las
cuales Eorn & y Eorn 40 precipitaron en forma de cristabes, con alto rendimiento, El
precipitade de la fraccidon Earm & fue identificado inequivocamente como Cumarina (4.20)
mediante metodologias de RMN [Tabla 4.2). En el espectro de 'H-RMN (figura 4.2) se
observa un grupo de sefales a campos bajos, entre 6,40 v 7,50 ppm. Los dobletes a 7,73 y
642 ppm [/ =593 Hz, 1 H cada una) son debidos a los hidrégenos vinilicos sobre C3-C4. El
resto de las sefiales, en la regidn de los protones aromdticos se encuentran solapadas v su
adjudicacion se logrd a traves del experimento de HSOC (figura 4.3, Tabla 4.2). £n la tabla
4.2 se muestran las asignaciones de "'C v 'H
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Figura 4.2: Espectro de '"H-RMN de Cumarina (4.20),
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Figura 4.3: Ampliacidn del espectro H5OC de Cumarina,




Tabla 4.2: Espectros de "H-AMN y C de Cumarina.

e e
Fi 1606
3 116,6 642 4(9,3)
4 1435 7,73 d9.3)
5 1279 4,50 dd (8.2, 1,4}
[ 174,4 7,28 1d [B,2; 1.5)
7 131,8 7,53 td [8,0; 0,5)
8 11,8 7,31 dd (B.0; 0.5)
8 118.3
10 154,1

En CL,CD, TMS como estindar interno. & en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre
paréntesis.

Debido a que la actividad antimicrobiana de esta familia de compuesios estd
reportada vy que particularmente Cumarina (4.20) presenta baja actividad
antimicrobiana contra cepas de B. cereus (CMI=1000ppm) (Souza et al., 2005), no
se realizo el ensayo frente a este microorganismo.

El otro compuesto precipitado a partir de la fraccidn, £ orn 40, (como 5e
describid] fue identificado como S-hydrosy-3' 4,6, 7-tetramethoxyflavona (4.21). La
elucidacion estructural del compuesto fue realizada mediante metedologias de
RMN en una y dos dimensiones. En el espectro de “H-RMN (figura 4.4, tabla 4.3)
se puede observar una sedal a 12,72 ppm, caracteristica de un dtomo de H
formando un enlace de puente hidrogeno como los presentes en las 5-
hidroziflavonas. La asignacion de las sefiales del anilla A fue completada mediante
comparacidn con bibliografia (Blekofsky, et of, 1991},

S-hidroxi=-3,4° 6, 7 -tetrametoniflavana (4.21)
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Figura 4.4: Espectro de “H-RMM de 5-hidroxi-3',4', 6, 7-tetrametoxiflavona.

El espectro de correlacion Brilya largo alcance (HMBC) musstra una fuerte
sefial entre las sefales de los grupos OMe en las posiciones §,7,3" v 5° lo cual fue
decisivo para la asignacidn de las mismas, ademds de la sefial del 'H en posicién B.
La figura 4.5 muestra las correlaciones de HMBC. En [a tabla 4.3 se indican las
aslgnaciones para las sefiales de 1C y 'H.

Figura 4.5: Correlaciones *C-"H HMBC,

S0



Se  determind

antimicrobiana

de 5-hidroxi-3',4',

b, 7-

tetrametoxiflavona frente a cepas de 8. cereus a distintas concentraciones (figura
4.6). A concentraciones de 18,7; 9.3; v 1.B mg/ml, se cbservaron halos de
inhibicion de 2,0 mm, 0,5 mm y 0,0 mm, respectivamente. Como control se ensayd
la actividad de antibidticos en una concentracion de 0,5 mg/ml para cada uno
obteniéndose los siguientes valores de halos de inhibicign: Ciprofloxacina 17 mm,
Aritromicing 13 mm, Oxofloxacing 20 mm vy Cloramfenicol 9 mm,

Tabla 4.3: Asignaciones de las sefhales de 5-hidroxi-3'4', 6, 7-tetrametoxiflavona.

LT BT T ST O T TR

N B
= =

ﬁl‘
5-0H
&-0OMe
T-OMe
3-0Me
4°-0Mie

IJL-
1659
104,4
182,6
153,1
1326
158,7
30,6
153,2
106,9
123,7
1086
149,3
152.3
1111
120,0

60,85
56,3
55,1
56,1

M

6.58;:5:1H

&.52:51H

7.31,d:i2,04);1H

6.95;d;(8,56); 1
T A49:dd 2 4B 56):1H
12,73:5:1H
3.91;5;3H
3,855;3H
3.9753H
3,595%:5:3H

Em Cl3C0, TMS coma estdndar interno. & en ppr, constantes de acoplamiento en Hz entre

pArentesis.
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Figura 4.6- Ensayo de actividad de %
Ridroxi-3'.4°,  6,7-tetrametoxiflavona
contra Cepas de Beoreus, 1) 187
mg/mi; 2) 93 mg/mL 3) 1,800
migSmL.

El analisis de los valores obtenidos Indica que el flavonoide presenta baja actividad
frente al microorganismo ensayado.

4.2 Eupatorium inulifolfum

4.2.1 Descripcidn botdnica: | http:/fwww floraargentina.edu.ar/)

Eupatorium inulifolivm Kunth, [Sin. Autroeupatorium inulifolium (Kunth) K. et
R.l: Es un arbusto de 1-2 m de altura, con tallos densamente pubescentes (figura
4.7.a). Hojas pecioladas, ovado-rdmbicas, atenuadas en la parte superior vy
redondeadas o cuneiformes en la base, decurrentes a lo largo del peciolo,
aserradas, densamente pubescentes, de 7-13 x 2-5 cm. Capitulos numerosos
dispuestos en cimas corimbiformes densas (figura 4.7.b8). Involucre acampanado,
de 56 x 45 mm. Filaros en 2-3 series, los externos mas cortos,
oblongolancealados, ligeramente pubérulos. Receptaculo plano, glabro. Flores 10-
15, blancas y fragantes, Aquenios negros con glandulas sésiles.



Flgura 4.7.A; Ejemplar en floracidn de E
inwlifolium. B: Capitudos de Efaulfalivm

4.2.2 Distribucion y Habitat

En la Repdblica Argentina crece en las provincias de Buenos Alres, Catamarca,
Chaco, Corrientes, Cordoba, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, S5alta, ¥
Tutuman, a una elevacidn entre 0y 2000 msnm {fuloaga & Morrone, 1959],

4.2.3 Antecedentes de E. inulifollum

La especie £, inulifolium es conocida como "sanalotodo™ o “verba de Maria™
en el noreste de Argentina, Es utilizada en medicina popular para el lavado de
flagas como de otras afecciones cutaneas [Ferraro et al., 1977). En lo que respecta
a la actividad antimicrobiana, esta reportado gue el extracto no es activo frente a
cepas de Stophpincoccus oureus, Escherichia coli y Asperguilius niger (Anesini &
Perez, 1993)

Reportes fitogquimicos previos de esta especie, recolectada en distintas
regiones sudamericanas, informan la presencia de diterpenos tales como labdanos
(4.22, 4.23, 4.24) [Bohlmann & Zdere, 1977}, nor-labdancos (4.25, 4.26) (Bohlmann
at gf, 1984; Oberti of of., 1984), Kauranos (4.27, 4.28) [Bohimann et al., 1984).
Tambign se encuentra reportada la presencia de dos compuestos derivados de la
via del acido shikimico: un favonol, Quercetagenina-3,6,3"-tri-metiléter (4.29),
{Herz, 2001} y un derivado de |la cumarina (4.30] (Bohimann et al,, 1984)
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Quercetagenin 3,63 trimetil éter (4.29)
4.2.4 Parte experimental
4.2.4.a Material vegetal

El material vegetal (Figura 4.7) fue recolectado en el mes de marzo de 2011,
encontrandose la especie en estado de floracion, El lugar de recoleccion fue La
Calera, departamento Coldn, Cordoba, Republica Argentina. La especie fue
identificada por el Dr. L. Ariza Espinar. FCEF y N - UNC,

4.2.4.b Extraccion y Fraccionamiento

Las partes aéreas de E inulifolium se dejaron secar durante 10 dias en
ambiente adecuadamente ventilado, Luego fueron finamente molidas
obteniéndose 208,70 g de material vegetal pubverizado. El material vegetal fue
exhaustivamente extraldo mediante lixiviacion con COH:Cl; a temperatura
ambiente. E|l solvente fue evaporado en su fotalidad, a presidn reducida,
obteniéndose B8 44 g de extracto (9, 7% extraido). El extracta total fue redisueiio
en 30 mbL de EtOH a 40°C y se le adicionaron 300 mL de solucidn de Pb{AcO);
JH;0 4%, La mezcla fue colocada a temperatura ambiente durante toda la noche.
Tramscurrido este tiempo se procedio a filtrar el precipitado formado; v se
evapord el EtOH a presion reducida. A la mezcla obtenida se la particiond con
CHaCl: (400 ml x 3), lavdndose esta altima fase con MO para eliminar las trazas
de PblAcO);. La fase orgdnica fue secada sobre Na;50. y el solvente fue
evaporado a presion reducida obteniéndose 2046 g de un sub-extracto
purificada.

4.2 .4.c Diversificacidn del sub-extracto

Se tomd una muestra de 10 g del sub-extracto obtenido como se describid en
el apartado anterior, la cual fue resuspendida en 300 mL de EtOH; 4,84 mL de
N;H, fueron adicionados gota a gota. La mezcle se sometid a refluje durante Th
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con agitacion magnética. El crudo de reaccion fue redisuelto en CHCl; (250 mL) v
5 lavd con Ha0 (3x100mL). El solvente organica (secado sobre MNas50. anh.} fue
evaporade a sequedad bajo presidn reducida, obteniéndose 4,08 g de extracto
diversificado.

4.2.5 Discusion y Resultados obtenidos de E. inufifolium

Como ya se menciond anteriormente, estd reportado que el extracto de £
inufifoiium no posee actividad antimicroblana contra las cepas de interds (Anesini &
Perez, 1993). El espectro de IR muestra una zona alrededor de 1750 cm™? donde e
observan varias sefiales que podrian adjudicarse a grupos carbonilos. Por otro lada,
en el espectro de '*C-RMN, se observan sefiales que indican la presencia del
mencionado grupo funcional, Estas observaciones experimentales llevaron a
suponer que el extracto puede ser modificado gquimicamente por reaccidn con
MiHa. Transcurrido el tiempo de reaccign, se procedic a reallzar los espectros
correspondientes a fin de verificar si habia evidencias de cambio quimico. La figura
4.8 muestra los espectros de IR del extracto antes y después de la diversificacidn.
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Figura 4.8 Especiros de IR de E inulifolium, A Extracto inalterado, B: Extracto
diversificado,

Comparando ambos espectros de |a figura 4.8 se puede chservar, en general,
un cambio notable entre ambos espectros de IR, Particularmente en la zona de



senales atribuibles a grupos carbonilo hay una notable disminucidn en la intensidad
de las sefiales en la reglan de 1780 cm™,

DOtra evidencia que correbora lo observado por IR, fueron los espectros de HEs
RMM realizados antes v después de la diversificacion [Figura 4.9). En el espectra
perteneciente al extracto original se ve un nimero mayor de sefales de dtomos de
carbono que en el extracto diversificado, Particularmente se observa que en |a
regidn caracteristica de los grupos carbonila (co 180-210 ppm) desaparecen por
compieto todas las sefiales. Por otro lado, también se observan evidencias de
cambilo quimico en las sefales del espectro de * H-RMN [Figura 4.10)
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Flgura 4.9: Espectro de “C-RMN de |os extractos de E inwlifolivm, A: Extracto inalterado.
B: Extracto diversificada,
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Figura 4.10: Espectro de "H-RMN de los extractos de £ inulifolium. A: Extracto inalterado,

B: Extracto diversificado,

Se determing la actividad biclogica del extracto trente a cepas de 8. cereus, v
5 ourews (Flgura 4,11} a una concentracidn de 15,9 mg/mL produciendo halos de
inhibicion de 2mm. En comparacion con antimicrobianos comerciales tales como

Ciprofloxacing, Azitromicina, Owofloxacina y Cloramfenicol, se observd wuna

actividad muy baja.

B. cerews M2 7-06

B, cerews M2 3-06




5 aureus M3 706 5. ouwreus B3 9-06

Figura 4.11; Actividad anomicrobiana del extracto diversificado de E inwlifolium frente a
cepas de B cereus y 5 awreus. El disco 3 corresponde al extracto diversificado de E,
inudifolivm

& partir del extracto diversificado de E. inulifoluim se aiskd e identificd
inequivocamente, mediante distintas metodologias espectroscopicas,
Austroeupatol (4.31), un compuesio ya reportado en esta especie colectada en los
Andes venezolanos (Triama ef al., 1995%). Cabe destacar gue este compuesto es el
unico presente en el edtracto. El Esquema 4.2 muestsa el método de aobtencidn
para el compuesto en cuestion.
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Esquema 4.2: Método de obtencidn de Austrogupatol [4.31).

El compuesto tene una formula empirica CpaMHa0s deducida a partir del
espectro de masa y de 'C-RMN. En el espectro de "'C-RMN (Figura 4.9, B) se
puede ohservar |a presencia de 19 sefiales, lo cual carrobord que se trataba de un
norditerpena. La presencia del grupo 3-furanecilo fue deducida a partir de 3 sefales
caracteristicas en el espectro de "H-RMN: 6,24 ppm (H-14), 7,33 ppm (H-15) y 7,17
ppm (H-16) |Figura 4.10, B). El doble enlace exociclico muestra 2 sefiales
caracteristicas en el espectro de ' H-RMN a 4,91 ppm y 4,59 ppm, fue también
correborado mediante experimentos de HSQC. La estereoguimica del anillo de
decalina fue asignada mediante comparacién con los datos publicados por otros
autores (Dberti ef ol., 1984; Triana et al., 1995]. Las asignaciones de las sefales de
RN se muestran en la Tabla 4.4,

El elevado rendimiente de Austroeupatol (4.31) en el extracto diversificado
puede ser debido, entre otros factores, a una reduccion de Walf-Kishner [Smith,
2010). En este tipo de reduccidn un compuesto carbonilico reacciona con
hidracina, emn presencia de base para dar el alkcano correspondiente.
Particularmente &l 2-desacetil-austroepatorion (4.26) (Oberti et al., 1584) puede
reducirse para dar como producto Austroeupatol (4.31) (Esgquema 4.3). Cabe
acotar que Z-desaceti-austroepatorion [4.26) fue encontrado como uno de los
componenies principales de la especie colectada en terremos de la Ciudad



Universitaria, Cardoba (Oberti et ol., 1984). Analizando los espectros de “H-RMN
de los extractos de E inulifolium, antes v después de la reaccidn con hidracina,
claramente se observa que |as sefiales a campos bajos atribuibles a los H-14, H-15 y
H-1€ (6=6,76 ppm; 7.45 ppm y B.11 ppm, respectivamente) del anillo furdnico
desapantallados por la presencia del grupo carbonilo en C-12, han desaparecido y
solo se observan las sefiales de H-14, H-15 y H-16 del anillo furdnico de
Austroeupatol  {4.31). Esto permitiria proponer que el extracto de la especie
recalectada en la localidad de La Calera, Cordoba, contleng como componentes
mayoritarics una meicla de 2-desacetil-austroepatorion (4.26) v de Austroeupatal
{4.31). Por ende, la reaccion del extracto con hidracina conwirtid al primera en el
segundo.,

3 Tabla 4.4: Espectros de ‘H-RMN y "'C de austroeupatol {4.31).

Y & (ppm)

p i .-.1 b I.H “E
la 215 dd {/=14,6-2,9 Hz) a24
1B 1,20 dd {/=14,6-2,9 Hz)

2 4,13 bd [f=2.9 Hz) 71,1
3 3,8 bdd {4=5,8-3 6Hz) 748
a 214m 46,6
5 1,56 m 475
- 1,61 m 29,2
&R 146 m
Ta 2,44 ded {/=13,0-3,5-2,1Hz] iK1
7B 2,01 td {1=13,0-5,5Hz)
B 1469
] 155 m 55,5
10 17 5
11a 175 m 24,5
11b 1,55 m
12a 2.54m 23,4
12b 2.24m
13 125.3
14 6,24 d {4=0,9 Hz) 110.9
15 7,33 dd (=14 Hz) 1427
16 717 br 138,7
17a 4,51 br 104,5
17h 4,50 br
19a 4,49 dd [i=10,0-10,0 Hz} 62,1
19b 3,64 dd [/=10,0-2.1 Hz)
20 0.77s 157

En CI,C0, TMS como estandar interno. & en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre
parentesis.
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Esquema 4.3: Mecanismao de reduccicn del 2-desacetil-austroepatorion [4.26) para formar
Austroeupatold (4.31),

4.2.6 Obtencion de derivados de Austroeupatol

Austroeupatol (4.31) contiene diversos grupos funcionales susceptibles de ser
modificados quimicamente, produciendo cambios estructurales gue podrian
conducir a una modificacion de la actividad antimicroblana,

Comao objetivo se plantearon transformaciones quimicas sobre los siguientes
grupos funcionales: En hidroxilo primaric 19-0OH v en los hidroxilos secundarios 2-
OH y 3-0OH, formacion de acetales y esterificacidn. Sobre el grupo furano de la
cadena lateral, reacciones de Diels-Alder, Ademds, el doble enlace exociclico (C8-
C17} puede ser susceptible de Bomerizar, hidrogenar, halogenar ¥ epoxidar
[Esquema 4.4},

HOH "i’”‘ tH
L
Sy Ny
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s Halogenacidn
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s Hidrogenackin

Esguema 4.4: Grupos funcionales de Austroeupanoel (4.31) con las medificaciones quimicas
planteadas.

4.2.7 Experimental

4,2.7.1 General

Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo atmdésfera de My salvo que se
indigue lo contrario. La evolucidn de todas las reacciones se moniboreanon
mediante CCD [(Cromatografia en capa delgada) usando como fase estacionaria
silica gel v como fase movil CH;CL/ACDEL en proporcidn 1:1, salvo que se indigue
lo contraric, Las CC (Cromatografia en columnal fuercn realizadas usando silica
gel G-60 como fase estacionaria.

5S¢ pvalud la actividad bioldgica de los derivados obtenidos mediante |a
técnica de difusidn en disco, con 24 cepas de microorganismas:

1- Listerio monocytogenes 80-364/03 13- 5. typhymurium CUB 29/08
2- L monocytogenes 01-155 14- 5 enteridifis CUB 77/20

3- L monocytogenes D0/220 15- 5 typhypmurium CUB 08/28
4- L. monocytogenes 99/320 16- 5. gollingrum CUB 954

5- L monocytogenes 00110 17- Bacillus cereus 3

B-L. monocytogenes 01731 18- B cereus 4

7- L. monecytogenes 01/01 19- B. cereus 2

B- L. monocytogenes 39/287 Z0- B. cereus 7

9. Echerichio coli 21- B. cereus 5

10- Stophylococus ourews M3 22- B, cereus &

11- Jaimonelio enteriditis CUB 22710 23~ B. cereus Moril

12- 5. gollingrurm 69712 24- B. cereus cd
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4.2.7.2 Modificaciones sobre el doble enlace CB-C17
4,2.7.2.2 Isomerizacidn (Vogel, et ol 1995)

A T80 mg (2,43 mmol] de Austroeupatol (4.31) disveltos en 5 mL de tolueno
seco se le afadieron 15,6 mg (0,09 mmol) de acido p-toleensulfdnico y se llevd a
reflujo durante 3 h con agitacidn magnética. 5e elimind el solvente de reaccion y
se particiond en CHzC Ha0, 5e obtuvieron 3,4 mg de un aceite de tonalidad
dorada.

4.2.7.2.b Halogenacién [Bromacidn)

Método A [Tietze & Eicher, 1985): A 43,0 mg (0,134 mmol) de Austroeupatol
(4.31) disueltos en 5 ml de CHCl; enfriados en  bado de hielo v zal, se le
afiadieron 7 pl de Br; manteniendo la mezcla de reaccion con agitacion durante
1 h. Luego se afadieron 5 mL de H,0 y se extrajo con 5 mL de CHCl,. Se lavd
con solucidn saturada de NaHCO, y se seco sobre Mg50, anhidro. Se obtuvieron
10,3 mg de un sdlido oscuro, El andlisis del espectro de RMMN indicd la
descomposicion del sustrato,

Método B (Dominguez, 1973); A una solucidn de 45,6 mg (0,142 mmaol} del
sustrato en 3 mL de CCly en agitacion se le afiadieron 100 ul de una solucicon al
25% de Bra en CCle, Luego se afiadieron 5 mL de H;O y se extrajo con 5 mL de
CH;Cl;. 5e lava con solucion saturada de NaHCO; y se secd sobre MgS0y anhidro.
Se recuperaron 20,5 mg sustrato sin reaccionar.

4.2.7.2.c Epoxidacion

Método A [Tietze & Eicher, 1989); A 2 mL de una solucidn de 60,2 mg (0,188
mmol} de Austroeupatol en CHCl: seco se le afadieron 51,2 mg (0,296 mmaoal)
de AMCPBE bajo atmdsfera de My agitando hasta conseguir la  disolucidn
completa. Luego se dejd toda la noche a temperatura ambiente, al abrigo de la
luz. 5e agregd solucion de NaHCO, al 10% y se particiond con CHCly. Se secd la
fase orgdnica con MNa;C0; anhidro. Se obtuvo 40,3 mg de un aceite dorado
identificado como el sustrato sin reaccionar.

Métodp B [(Gutierrez Micolas, 2010): A& 50,0 mg (0,156 mmaol} de sustrato
disueltos en 3 mL de CHCly seco se ke afiadieron 40,4 mg de (0,234 mmaol] de
MCPBA, Luego se afadieron 57,6 mg (0685 mmol) de MaHCO; v se agitd la
mezcla a reflujo durante 3 h. Se agregd solucidn de NaHCOy al 10% y se
particiong con CHCL,. 5e seco la fase orgdnica con Na;C0; anhidro. Se recuperd
el sustrato sin reactionar,



Metodo C |Gubierrez Micolas, 2010); A 53,3 mg {0,166 mmol] de sustrato
disueltos en 5 mL de MeOH se fe adicionaron 508 pl {0,498 mmol) de H.0:
[31% , 6= 1,11 g/mL} v 83 uL (0,083 mmol) de solucion 1 M de NaOH. Se agitd la
mezcla durante toda la noche. Pasado el tiempo de reaccion se agregaron otros
50,8 pl {0,498 mmol) de H:O; v se llevd la mezcla a reflujo durante 2 h. 5e
recuperaron 51,8 mg de sustrato sin reaccionar.

4.2.7.2.d Hidrogenacidn (Tietze & Eicher, 1989)

17,6 mg (3,055 mmaol) de Austroeupatal (4.31) se disolvieron en 4 ml de THF
seco y se adicionaron cantidades cataliticas de Pd/C al 10%. El sistema  fue
secado bajo corriente de N:. 58 conectd al baldn de reaccidn un globo lleno con
H; ¥ el sistema se cernd bajo esta atmosfera. Se dejd reaccionar durante 48 h.
Mo se observaron cambios en el producto de partida

4.2.7.3 Modificacidn sobre el Grupo furanoilo
Reaccidon de Diels-Alders (Carrefio ef of., 1996)

43,3 mg (3,135 mmol) del sustrato se disolvieron en 500 ub de CH;Cl; seco y
se afadieron 38 mg (0,405 mmol} de anhidrido maleico, manteniendo agitacion
magnética constante hasta obtener una mezcla homogénea. La agitacian se
mantuvo a lo largo de 5 dias a temperatura ambiente, afiadiendo porciones de
solvente a fin de mantener el volurmen. No se observaron cambics en el perfil
cromatografico del sustrato.

4.2.7.4 Modificaciones sobre los grupos hidroxilo
4.2.7.4.1 Formacion de acetales
4.2.7.4.1.a lsopropiliden derivados

Método A [De Wilde er ol 1987; Vogel et ol,, 1996): A 55,3 mg (0,172 mmol) de
Austroeupatol (4.31) se le adicionaron 303,2 mg (2,22 mmol) de ZnCly v 1,5 ml
de Acetona, en un baldén previamente evacuade. La mezcla se agitd
manteniendo la temperatura a 20°C hasta completar la disclucian; entonces se
dejd con agitacidn a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccion
se colocd sobre 1,5 ml de solucion saturada de K;CO; v luego fueren afadidos
2,0 mL de éter etilico. El solido resultante se filtrd, realizando lavados con una
mezcla de éter etflico facetona 1:1. El fitrado resuftante se evapord a presidn

B5



reducida, quedando 12,5 mg de un aceite el que fue identificade como el
suUstrato.

Metodo B (Karamé et al,, 2011); En un baldn seco, se agregaron 43,9 mg (0,137
mmol) de sustrato. Se le adicionaron 3,0 mg (0,011 mmel} de FeCly-6H;0 y 1,0
mlL de acetona, La mezcla se agitd durante toda |3 noche. Transcurrido este
tiempo de reaccidn, el solvente fue evaporado a sequedad v la mezcla se separd
por CC sobre silica gel usando como mezcla de elucién Hexano/AcOEL 4:1. No se
observaron cambios estructurales en el sustrato.

Meétodo C (Dauben et al, 1554; Halabi, 2000; Tietze & Eicher, 1989) ; Se
colocaron 50,0 mg {0,156 mmol) de Austroeupatoed, en un baldn previamente
evacuado. Se afiadieron 29,8 mg {0,173 mmaol] de dcido p-toluensulfdnico y 4 mL
de acetona anhidra, La mezcla se agitd durante 22 h a 56°C. El crudo de reaccidn
se llevd a sequedad v s retomad con CH;Ch (5 mL), lavdndose con HyO (3x5 mL).
Se obtuviercn 29,1 mg de un aceite que fue identificado come el sustrato sin
miodificar,

4.2.7.4.1.b Benziliden derivados (Holder & Fraser-Reid, 1973; Vogel et al., 1996)

A 59,2 mg (0,185 mmol] de Austroeupatol (4.31) se le afadieron 31,2 mg
(0,098 mmol} de InCl; y 80 uL de benzaldehido. Se agitd hasta disolucion (10 h)
¥ luego se dejd reaccionar con agitacién durante 18 h a temperatura ambiente,
Se afiadid hielo a la mezcla de reaccidn y se extrajo exhaustivaments con éter
etilico. 5 obtuvo un aceite de color amarillo gue fue purificado mediante CC
usando como fase mdwil CHyCL. Se obtuwo el sustrato sin ningldn tipo de
modificacidn.

4.2.7.4.2 Esterificaciones

Sintesis de 19-benzoil-oustroeupatol (Tietze & Eicher, 1989); En un baldn
previamente evacuado se colocaron 44,6 mg (0,139 mmol} de Austrosupatol
{4.31) en 500 pb de piridina anhidra v se afadieron 190 pL de cloruro de
benzoilo. La mezcla se mantuvo con agitacion magnética a 50°C durante 3 h, A
continuacidn se elimind el solvente a presion reducida v se purifice el residuo
(1436 mg) mediante CC, usando como solvente de corrida una mezcla CH,Cl; /
AcOET 7:3. 58 obtuvieron 9,2 mg (0,022 mmol) del producto esperado [15,6%) .

Sintesis de 19-octanoi-oustroeupatol; 39,4 mg (0,123 mmol} de sustrato se
colecaron en 500 mlL de piridina anhidra v se afiadieron 25 pl de Cloruro de
Octanollo, procediendo de la misma manera detallada anteriormente, Se
obtuvieron 0,9 mg de producto [1,63%).



Sintesis del derivado acetilado: A 40 mg 10,125 mmol) de Austroeupatol se le
adicionaron 7,26 UL de piridina anhidra v 2268 L de anhidrido acético. La
mezcla se lleva a reflujo durante 1,5 h. Transcurrido este tiempo se afadio 1,0
mL de solucidn al 2% de HCl y se extrajo exhaustivamente con éter etilico. La
fase organica fue secada sobre Mgs0y anhidro v el solvente fue eliminado por
evaporacion a presion reducida. Se obtuvieron 18,6 mg de una mezcla de
istmeros acetilados.

Sintesis del3-p-toluensulfoni-oustroeupatel |Kabalka et ol, 1986): A una
solucidn de 40 mg (0,125 mmol) de Austroeupatol (4.31) en 2,0 mL de CHCl;
anhidro, se e afadieron 50 L de piriding anhidra v se sometid a agitacidn
magnética en un bafo de hielo. Luego fueron adicionados 30 mg de p-
MeCeHa50,Cl (cloruro de p-toluensulfonilo} en 3 porciones. La mezcla se dejd a
temperatura ambiente con agitacion durante 20 h hasta la desaparicion
completa del sustrato. El solvente fue removido mediante evaporacion a presidn
reducida v el residuo fue purificado mediante CC usando como fase mawvil
CHyClf AcOEt 7:3. 5e obtuvieron 28,6 mg de un aceite que fue identificado
como el epimero de C-2 de Austroeupatol (4.31) (71,4%).

4.2.8 Resultados y discusion
4.2.8.1 Modificaciones sobre el doble enlace

4.2.8.1.a Isomerizacidn

Con el objetivo de isomerizar el doble enlace exociclico CB-C17 a fin de
obtener el doble enlace en la posicién mas estable C8-C9, se hizo reaccionar el
sustrato Austroeupatol (4.31) con p-Mel H,50:H [acido p-toluensulfanical, en
tolueno como solvente a reflujo durante 3 h (Vogel et @, 19%6). Esta reaccidn
no condujo al compuesto deseado y tampoco se obtuvo el compuesto de
partida. En el especiro de 'H-RMN del producto obtenido (figura 4.12) se
observan dos singletes anchos a & 4,91 vy 4,59 ppm Indicando la presencia del
doble enlace exociclico. El compuesto mayoritaric fue identificado como un
estereaisomera (epimero) de la posicidn C-2. Mo fue posible identificar el
compuesto minoritario debido al bajo rendimiento del mismo.
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Esquema 4.5: Esguema de reaccidn de Austreeupatol (4.31) con p-MelH.50:H

en tolueno.
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Figura 4.12: regidn del espectro de *H- AMM entre & 5.7 y 3.3 ppm del producto de
isomerizacian,



4.2.8.1.b Halogenacian (Bromacion)

S5e ensayaron dos métodos diferentes de halogenacidn con la finalidad de
abtener derivados halogenadoes del diterpena, El primer método que se llevé a
cabo fue el agregado de Br; sobre una solucidn clorofdrmica del sustrato a baja
temperatura (Tietze & Echer, 1989). 5¢ observd gque el sustrato se
descomponia, adgulrendo una coloracidn negra.

En el segundo método se agregd una solucion de Br, al 35% en CCly a una
solucidn clorofdrmica del sustrato, Mo se observan cambios en los espectros de
"H-RMN cuando se compararon los del compuesto de partida con el del crudo
de reaccign (Ver discusion de la reactividad en la seccion 4.2.9),

H
Esquema 4.6: Reaccion de bromacion del doble enlace.
4.2.8.1.c Epoxidacion

Para realizar |a semisintesic del oxirano derivado se ensayaron 3 métodos
diferentes. & hizg reaccionar el sustrato en presencia de 1 equivalente de
AMCPB {Acido m-cloroperbenzoico) en CHCly a temperatura ambiente durante
12 h (Twetze & Eicher, 198%). Por otro lado, se colocaron 1,5 equivalentes de
MCPBA en CHCYy, en este caso con el agregada de una base débil comao NaHCO;.
Par ditimo se ensayd la reaccidon de epoxidacion con H;D; en MeOH v en

presencia de MaOH (Gutierrez Micolas, 2010]. En todos los casos, s recupend el
sustrato sin reaccionar.
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Esquema 4.7: Reaccién de formacian del epéxido por tres métodos diferentes.

4.2.8.1.d Hidrogenacidn

A fin de realizar la hidrogenacidn del doble enlace se procedid a colocar el
compuesto disuelto en THF en atmdsfera de H; gaseoso en presencia de P,
como catalizador (Tietze & Eicher, 1989), Se agitd durante 48 h, no
registréndose ningdn cambio tanto en los perfiles espectroscopicos, como en los
cromatograficos,

Esguema 4.8: Hidrogenacidn catalitica del doble enlace.

4.2.8.2 Modificacion sobre el Grupo furanoflo

Reaccidn de Diels-Alders

Con el objetivo de obtener el aducto correspondiente a la cicloadician al
dieno furanao, se procedid a disolver el compuesto en CHiCh y se afadieron 3 eq.
de anhidrido maléico [diendfila) y se colocd a reflujo por 24 b [Carrefio et al.,



1996). Se recuperd el sustrato sin reaccionar lo cual fue deducido a partir del
espectro de "H-RMN donde se pueden observar las sefiales caracteristicas del
grupe 3-furancilo a 5 6,24 ppm (H-14), 7,33 pprm (H-15) ¥ 7,17 ppm (H-16).

!IDN‘%-

e

Hl
Esguema 4.9: Cicloadicidn entre Austroeupatol y Anhidrido maleico.

4.2.8.3 Modificaciones sobra los grupos hidroxilo
4.2.8.3.a Formacion de acetales

Otro de los objetives fue la obtencidon de compuestos conteniendo el anillp
1.3 dioxolano, por ko cual se planted la formacion de acetales con 2 reactivos
distintos: acetona vy benzaldehido para formar el isopropiliden v el benziliden
derivade, respectivamente. Para formar el isoproliden derivado, se disolvid el
diterpeno (4.31) en acetona vy se ensayaron como catalizadores 2 acidos de
Lewis: ZnCl; (De Wilde ef al,, 1987) ¥ FeClz (Vogel ef ol., 1996), ambos durante
16h. También se usd como catalizador p-MeCgH:504H, a reflujo 12 h [Halabi,
20010,
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Esquema 4.10: Sintesis del isopropiliden-derivado.

Para la obtencion del benziliden derivade (Holder B Fraser-Reid, 1973}, se
disolvid el sustrato en benzaldehido v se agitd durante 18h a temperatura
ambiente, en presencia de InClhL como catalizador (Vogel et al, 1998). En
ninguno de los métodos ensayados se obtuvo el producto esperado,
recuperandose siempre el sustrato sin reacclonar,

Esguiemia 4.11: Sintesis del benziliden-dervado.

4.2.8.3.b Esterifcaciones

se probaron distintos Opos de reactivos para Intentar esterificar los grupos
hidroxilo presentes en el diterpeno. En la primera experiencia el sustrato se hizo
reaccionar con cloruro de benzoilo (PRCOCH en piriding a 70°C [Tietze & Eicher,



1989) a fin de obtener el &ster benzoico de Austroeupatol. En el espectro de 'H-
BRMM [Figura 4.13) puede observarse gue las sefales correspondientes a H-2 vy
H-3 no sufrieron un cambic significativo de corrimiento guimics, en cambio, las
sefales de H-1%a y H-19b, aparecen a campos mas bajos, a § 5,03 y 4,53 ppm
respectivamente, Esto indica que los dtomos H estdn mds desapantallados,
sugiriendo que s produjo una modificacién en 1a estructura del compuesto de
partida. El espectro de correlacién “C-"H HMBC {Figura 4.14) muestra una sefial
correspondiente a un fuerte acoplamiento entre H-19 y el grupe carbonilo a &
167.1 ppm del éster benzoilo. El espectro de correlacidn C-'H HSQC vy =l
espectro de masas confirman una fdrmula empirica de C;sHs06 En la Tabla 4.5
se muestran las asignaciones de '‘H-RMN del benzoll derivado {8.32). Cabe
#cotar gue el rendimientc de esta reaccion fue muy bajo {15,6%).

?

PRCOCFiriding
MWK,

Esquema 4.12: Sintesis de 19-Benzoil-Austroeupatol (4.32).
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P Tabla 4.5: Espectros de RMN "H y C de 19-benzoil-
i austroeupatol [4.32).

74

Yt . 8 {ppm)
“*qﬂ“}' W m
_ﬂ_..r' i

o
o
1l 2,19 dd {J=3.0-14.0 Hz} 421
ip 1,24 dd {4=3,0-14.0 Hz)
2 416 dd [J=3,0-6.3 Hi| 05
3 3,85 dd [/=3,0-6,3 Hz| 733
a 224 m 455
5 162 m 47,3

b 1,91 o (1=4,3-13,2 Hi) 291

Bp 161m

Ta 247 m iza

78 2,06 m

B 146,48
| 16m 56

10 3.7

1ia 1i71im 24.3

11hb 1,61 m

i2a 2,25m 234

12b 2,97 m

13 1253

14 i, 26 5 an, 1169

15 7.35dan. (/=15 Hz) 1428

16 7,149 5 an. 1388

1Ta 4565 an. 1081

17b d b 5 an.

193 L,03 dd {J=5.4-11.8 Hz} B34

198 4,53 dd {4=4,3-11 E Hz)

20 0955 i57

COOB:z 1671

1" 1300

# £,01 dd [J=1,3-8.5 Hz) 1285

3 7,49 dd an. (4=B,0 Hz] 13285

4 7.56 dd an. {J=1, 3-8 OHz] 1331

En ClED, TM5 como
entre paréntesis.

estandar interno. & en ppm, constantes de acoplomisnto en Mz
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Se evalud la posible actividad antimicrobiana del derivado obtenido frente a
24 cepas de microorganismos, El mismo no mostrd actividad apreciable frente a
ninguna de las cepas empleadas.

A los fines de generar el octanoil-éster derivado de austroeupatol (4.31) se
colocd el diterpenc en presencia de cloruro de octanoilo empleando las mismas
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condiciones gue en la experiencia anterior. El espectro de 'H-RMN del producto
de reaccidn muestra gue las sefales correspondientes a H-2 y H-3 permanecen
sin cambio considerable en su corrimiento quimico, mientras gue las sefales de
H-19a (& 4,49 ppm) v H-19b (& 3,64 ppm) ahora aparecen a & 4,72 v 4,25 ppm
respectivamente (Figura 7}, lo cual indica que se estenificd el oxidrilo primario
de la posicion C-19 al igual que en la reaccion anterior con cleruro de benzoilo.
El especiro de masas muestra wn jon molecular de m/fz= 446,20, lo que
correlaciona con una formula empirica de CisHeOs. El rendimiento de la
reaccion fue muy bajo (<2%) para realizar una caracterizacion completa del
sustrato y las pruebas bloldgicas correspondientes.

|
nadlli

'3

CHCH b COCL Pindina
TRy

H

w“"E (4.33)

s

O

Esguema 4.13: Sintesis de 19-octanoll-austroeupatol (4.33).
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Figura 4.15: A: espectro de 'H-RMN de Austroeupatol. B: espectro de "H-RMN de 19-
octanail-austroeupatol, (8.33) Regidn: 3,54 5,7 ppm;

La tercera reacciton de esterificacion se llevd a cabo empleando anhidrido
acetico comg agente de acilacion. El procedimiento se realizd colocando el
diterpena en presencia de anhidrido acético en piridina a reflujo durante 1 h
[Tietze & Eicher, 1989). Los espectros de "H-RMMN permitieron identificar una
mezcla de compuestos parclalmente acetilados, Particularmente el especiro de
“YC-RMN muestra varias sefiales pertenecientes a distintos grupos carbonilo de
ésler acetato con corrimientas quimicos alrededor de & 170,6 w 170,1 ppm. En &l
espectro de 'H-RMN se puede observar gue desaparecieron completamente las
sefiales de los H-2, H-3 y H-19 (Figura 4.16} pertenecientes al sustrato. Los
multiples intentos para separar la mezcla de derivados acetilados no dieron
resultado positivo, probablemente esto sea debido a las similitudes en los of
pudiendo tratarse de derivados diacetilados,

La mezcla fue evaluada para determinar si poseia actividad biolégica perg
fue inactiva frente a las 24 cepas de microorganismos ensayadas.
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Esquema 4.14: Sintesis de los derivados acetilados.
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Figura 4.16: A: espectro de 'H-RMN de Austroeupatol, B: espectro de "H-RMN de la
miezcla de derivados acetilados. Se muestra la reghdn desde 3,5 a 6,5 ppm.

se intentd convertir el hidroxilo primario de C-19 en un grupo mads sensible
de sufrir modificaciones convirtiendolo en el éster del p-MeC:sH,50:H (Acido p-

toluensolfdnico), La reaccidn se realizd empleando p-MeCpH.50,C0 (Clorure de
peloleensulfonito) en piridina (Kabalka et al., 1986).
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Esquema 4.15: Sintesis de 19-sulfonil-austresupatol,

De la purificacidn del crudo de reaccidn se alsld un producto mayoritario, el
cual no era el producte esperado. El mismo presentd un of de 0,45 en CCD
distinto al del sustrato que se determing a 0,22, en la mezcla CHCl AcOES 1:1.
Los espectros de masas v el espectro de PC-RMN permiten deducir una fdrmula
empirica de CyaHze0s, coincidente con fa formula del Austroeupatol (4.31) los
cual indica gue no ocurrid la reaccion esperada. Mediante estudios de RMM se
pudao identificar al producto obtenido como el epimero de C-2 (4.34) de
Austroeupatol [4.31) .

o

Hl:lnﬂu"'h

Hu“:"r. .
i H
[ ]
P .
Austroeupatol (4.31) 2-epi-austroeupatol (4.34)

El andlisis del espectro de "H-RMN (Figura 4.17) indica que especialmente las
sefiales de  pertenecientes a H-2 y H-3 sufrieron un leve desplazamiento hacia
campas mas aftos, ¥ un natable cambio en las constantes de acoplamiento. Por
otro lado, las sefiales de -2, €-3, C-4 y £-5 en el espectro de “'C-RMN (a8 71,1,
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748, 46,6y 47,5 ppm) (Figura 4.18) se desplazaron a campos mas bajos {a &
814, BD,2, 4E4 v 49,7 ppm). Ambos hechos, el valor de las constantes de
acoplamiento de hidrdgeno v el corrimiento quimico de los dtomos de carbono
del anillo A indican un cambio en la conformacidn del anillo.

(a) |
H-J-..I J I""“‘
frisa i 3 I "L ini
L o illa M A
L F o e L1 J ; .
(8] Ty
P iH-Ir'l
7 : 1
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{ i - _J.,.._r.-. _kl.'JJ A w_ ""H_,.’“.J“"*:lm.
a4 - ‘il-l'l 14 L' ;ll l':‘"‘"";‘;"""’ﬂ [ FE] ii i 21 : 1A Il.i-I |1I I:E
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Figura 4.17: Ampliacién de los espectros de ‘H-RMN. A: Austroeupatol. B: epimero C-2
de Austroeupatal.
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Figura 4.18: Amnpliacidn de los espectros de “C-RMN, Parte superior: Austroeupatol,
Parte inferior; epimers C-2 de Austroeupatol,

Los valores bajos de las constantes de acoplamiento wecinales Jy ;=52 Hz y Liy=
1,2 Hz, indican claramente la ausencia de H en posicion trans-diaxial, ademas del
valor no observable de acoplamiento entre H-2 v H-1p {confirmado mediante
experimentos de correlacidn H-H COSY) sugieren que H-10, H-2 v H-3 ze
encuentran todos en posiciones ecuatoriales v que el anillo A ha adquirido una
conformacién en forma de pseudo-bote. El espectro de correlacidon H-H NOESY
muestra acoplamiento espacial entre H-2, H-3, H-4, pero no muestra correlacion
entre H-2 v H-5, lo cual confirma la configuracion relativa sobre C-2. La Figura
4.19 muestra un modelo del epimers propuesto, minimizado mediante método
semiempirico AM-1. La Tabla 4.6 resume |as asignacicnes de RN para el 2-epi-
austroeupatol (4.34),
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Figura 4.19: Modelo de 2-epi-ustroeupatal (4.34), La optimizacion de la energia se
realizd mediante método semiempirico AM-1,

La inversidn en la configuracidn de C-2 de Austroeupatol (4.31) en la reaccion
de esterificacidn con cloruro de p-toluensulfonilo pudo haber sido causada por
la hidrolisis del éster formado, mediante un mecanismo de SN2, En una primera
etapa se formaria el éster, mediante el correspondiente ataque del OH-2 al 5 del
cloruro de dcido (Esquema 4,16). El éster formado es altamente reactivo frente
a ataques nucleofilicos [Ding et al, 2011}, La presencia de agua en el sistema

posiblemente haya generado iones OH, los cuales actuaron como nucledfilos,
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Esquema 4,16; Posible mecanismo de I!-Uﬂ‘l'ﬁ'rliil'.‘ll:lﬂ de Austroeupatol (4,31)

:—u-q

ﬁ’ Tabla 4.6: Espectros de "H-RMN y "'C de 2-epi-
e austroeupatol (4.34).
A 6 (ppm)
e 'H G
3
lo 191 dd (4=13,8-5,2 Hz} 42,3
1p 1,22 d =13 8 Ha)
2 4,19 d (/=52 Hi) 81,4
3 3,89 d (1=1,2 Hz) 80,2
a 205m 48,4
5 1.6m 49,7
b 1,76m 28,7
c] 141m
Ta 2,43 ddd {/=13, 6-4,4- 7.5
1,BHz}
7B 2,09 dd an, (/=13,6-5THz}
E 147 2
g 163m 56,4
10 37,7
11a 1,68 m 253
11b 1,56m
12a 254m
12b 2.23m
13 1253
14 B,24 dd [i=1,6-0,7 Hz) 1108
15 735 d an, (i=186 H1) 1427
16 1195 an. 1387
i7a 4,91d {/=1,5 Hz| 108,6
17k 4,63 d {/=1,5 Hz|
19a 3,95 d {J=8,5 Hz) 66,2
15b 3,80 dd (/=8,5-4,4 Hz)
20 0,925 16,5

En CI.CD, TMS como estandar interno. & en ppm, constantes de acoplamiento en Hz
entre paréntesis.
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4.2.9 Consideraciones estructurales de Austroeupatol (4.31)

La baja reactividad encontrada en los grupos funcionales del diterpenc puede
ser explicada por medio de interacciones no covalentes entre ellos. Por un lado,
sobre el anillo A es probable la formacion de puentes hidrogeno entre o5 grupos
hidroxilo. 5e encuentra reportada la formacidn de puentes de H entre oxidrilos en
anillos de & miembros tanto  primarios como secundarios (Angyal & Christofides,
19%6; Ghosh & Gilbert, 1971; leffrey, 1973) y como ello afecta la reactividad de los
mismos frente a éstenficaciones (Kurahashi et o/, 1999},

Mediante la optimizacidn de la geometria por método Semiempirico AM-1 se
obtuvo una conformacidn en la cual se puede ver que el OH-3 v el 0-1%9 [Figura
4.20) se encuentran comprometidos en una unidn tipo puente hidrdgeno,
formando una conformacion de silia. Esta conformacian deja libre el oxidrilo de C-
2, lo que explica que la configuracidn de C-2 sea la que resultd invertida en la
reaccion de esterificacidn con p-MeC;H.504H. Por otro lado, la formacidn de
puentes hidrégeno en una molécula que posee tres grupos oxidrilo, también
explica la baja solubilidad en solventes polares,

Figura 4.20: Probable confarmacidn del anillo & de austrosupatol (8.31)

Asi tambidn, el mismo modelo obtenido, puede explicar la baja reactividad
del doble enlace si se lo considera comprometido en uniones no covalentes con el
sustituyente furanilo de [a cadena lateral. 5e encuentra reportado que este tipo de
interacciones no sdlo controla la conformacidn melecular, sing también el
coeficiente de difusion y las propiedades electroquimicas de las moléculas
{Arendorf, 2011; Roura-Pérez ef gl, 2007}, La Figura 4.21 muestra el modelo
molecular propuesto para Austroeupatol (4.31). Este modelo también estaria
soportado por el acoplamiento espacial observado en el espectro NOESY entre H-
14 ¥ los hidrégenos del grupo metilo angular en C-10.



Figura 4.21; Modelo obtenido mediante optimizacian de la geometria por método AR.1
de Austroeupatol (431}

4.3 Senecio ceratophylloides

4.3.1 Descripclén Botdnlca:( http:/ fwww floraargentina.edu.ar/)

5 ceratophylloides Griseb, [Sin. 5. cergtophylius Don ex Hook. & Amn.| {Figura
4.22.A) es una hierba perenne, tomentosa o lanuginosa, formando matas de 1 m
de diametro y de 0,15 a 0,30 m de alto, Tallos ascendentes densamente hojosos.
Hojas oblanceoladas, trifidas, con 2-4 dientes gruesos a cada lado en la parte
superior y largamente atenuados en la base, de 30-50 por 3-8 mm. Capitulos
radiados, solitarios en el apice de las ramas, largamente pedunculados. Involucro
acampanado 12-15 por 12-16 mm; Bracteas del caliculo, pocas, lineares, mas cortas
gue el involucro, Filarios 20-24, lineares, agudos en el dpice, lanosos al darso,
Flores muy numerosas, amarillas, isomorfas. Agquenios densamente papilosos-
pubescentes (Figura 4.22.8),
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= _-.'. J ST - =
Figura 4.22: A: Ejemplar en floracitn de S.cerstopbpioides. B: Ejemplar de
E.ceratophylloides con sus aguenios

4.3.2 Distribucidn y Hibitat:

Especie del Sur de Brasil, Uruguay y centro de la Republica Argentina
ocupando las provincias de Buenos Aires, Cdrdoba, La Pampa, Rio Negro v San Luis,
entre Oy 500 menam (Zuloaga & Morrone, 1999).

4.3.3 Antecedentes de 5. ceratohylioides:

Reportes previos de esta especie informa acerca de la presencia de alcaloides
pirrolizidinicos en las raices: senecionina (4.35), retrorcina (4.38), usuramina (4.37),
seneciverving (8.38) v uspallabima (4.39), (Gierdano & Pestchanker, 1984
Pestchanker et o, 1985; Trigo et al,, 2003)



]

QI [

Senecionina, 2, R=H |4.35) Senecivervina (4.38)
Retrorcing, E, R=0H {4.36)
Usuramina, €, A=0H (4.37}

TG

sl T

H M=

UspHatina |4.39)

Por otro lado, del andlisis del aceite esencial obtenido de las flores se
reportaron  los mono y  sesguiterpenos  siguientes:  trons-P-ocimenoc  (4.40],
germacreno D (4.41], d-cadineno [4.42) v a-cadinc| [4.49) (Francescato & Santos da
Silva, 2004)

Trans-J-Ocimenao (4.40) Germacreno [ (4.41)

a7
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d-Cadineno (4.42) a-Cadinal {4.49)

4.3.4 Parte experimental

4.3.4.a Material vegetal

El material vegetal (Figura 4.22) fue recolectado en el mes de noviembre de
Z008, encontrandose la especie #n estado de floracion. El lugar de recoleccion fue
el predio del Instituto Técnice Renault, Av. Renault 2520. Cérdoba capital,
Republica Argentina. La especie fue identificada por el Dr. L. Ariza Espinar,
FCEFyN-UNC.

4.3.4.b Extraccidn y Fraccionamiento biodirigido

Las partes aereas de 5 cergtophpiioides se dejaron secar durante 10 dias en
ambiente adecuadamente  ventilado, Luego fueron  finamente molidas
obteniéndose 2.5 kg de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue
exhaustivamente extraido mediante lixiviacién con EtOH a temperatura
ambiente. El solvente fue evaporado en su totalidad, a presion reducida,
obteniéndose un rendimiento en la extraccidn del &,4% (160,67g). El residuo fue
redisuelto en una mezcla MeOH/H,O 4:1 (500 mL) y particionado con solventes
en orden creciente de polaridad de la siguiente manera: Primero se extrajo con
Hex (4x300mL), se evapord &l MeOH de la fase MeOH,/H;0 v se particiond com
CHCly {2x200mL). Por Gitimo se extrajo con AcOEt (2x100mL). Todos [as fases
orgdnicas fueron secadas sobre Na,50. anhidro y llevadas a seguedad
evaporando el sclvente a presion reducida, obtenséndose asi los extractos
correspondientes: Extracto de hexano (H) (32%), Extracto de CH.Ch (C) [12%),
Extracto de AcOEL (E) [5%) v el extracto acuoso {51%).

Se evalud la actividad de cada extracto frente a Artemio sp. En el Grafico 4.1
s muestran las curvas obtenidas en cada caso. Las LD.p para cada extracto
fueron: H >> 1000ppm; € = 54, 24ppm; E = 51,67ppm. El extracto C demostrd
poseer actividad similar a fa de A, pero su masa fue mayor, por lo cual fue
sometido a fracciomamiento biodirigido por medio de CLV (Cromatografia liguida



a presion reducida) usando silica gel G-60 como fase estacionaria vy eluyendo con
merckas de solventes de polaridad creciente; en primer lugar con Hex/CH:Cla (4:1
a 0:1 y luego con CH:CL/ACOEL (9:1 a 1:4) en volimenes de 200mL. 5e obtuviercn
20 fracciones (| a XX), entre las cuales IV [320mg) resultd ser la mas activa (LDs,
=7 244 ppm). Esta ultima fraccion (IV), por poseer mayor actividad fue sometida a
un nuevo fraccionamiento, pero en este caso por medio de CC usando la misma
fase estacionaria y mezclas de CH;Cl AcOEt de polaridad creciente. Este
procedimiento  llevd al alslamiento de un compueste oleoso  levemente
coloreado. Este compuesto fue identificado, mediante el empleo de distintas
metodologias espectroscopicas, como el nor-sesquiterpeno 4.40 cuya actividad
frente a Artemnia sp. fue determinada con un valor de LD, = 48,36 ppm,

100 : e
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Esquema 4.17; Diagrama de
extraccion v fraccionamiento
de 5 ceratophyilodes,

2.5 kg de Paries Aeres SeCas ¥ pulverizadas

Liofilizacidn con ELOH

160,67 de Extracto Etanollco

5e retoma con MeOHH,0
Particién con Hexano

Fase MeOH/H,0

Evaparacidn de MeDH

Particson con CH3Cl,
Particion con EaoD
VLD |

Fraccion | Fraccion Vi m

cC

Compuesto 1

4.3.5 Discusion y Resultados obtenidos de Senecio ceratoghylius

El fraccionamiento biodirigido del extracto de S.cerotophylioides, como se
describid en el apartade anterior, llevd al aislamiento y elucidacidn estructural de
un nor-sesquiterpens [4.40) el cual resultd de estructura novedosa y Con una

probable actividad citotowica (LDsy = 48,36 ppm}.

a0



14

{4.40)

El espectro de masas de 4.40 mostrd |la presencia del ion cuasi-molecular
ICyaH2:024H) [M#H]" a mfz=223. Un picc importante fue el producido por la
pérdida del radical isopropilo a partir del idn cuasi-molecular {CiH7) [M+H] =43 a
m/fz = 180, seguido de la ruptura alfa al grupo carbonllo en posicidn 4 con la
pérdida del correspondiente radical (C;Hy0'| [M+H]' - 86 a m/z=137. El espectro
de IR muestra dos sefiales caracteristicas de grupos carbonilo a 1716 v 1685 cm™.

En el espectro de PC-RMN [Figura 4.22} pueden observarse 14 sefiales de las
cuales se destacan las correspondientes a los dos grupos carbonilo en pasicion C-4
yC-9ad =208 8ppm vy & = 214 3ppm, respectivamente,

El andlisis de los espectros de correlacidn 'H-""C {HSQC) y del espectro de "H-
RMMN permitid establecer la siguiente formula condensada: CiaHp:0y; a partir de la
cual se dedujo que el compuesto presenta 4 insaturaciones. El espectro de "H-RMN
{Figura 4.23) muestra sdlo sefiales de 'H unidos & C sp3, lo que llevd a suponer
que, junto con los dos atomos de C sp2 de los grupos carbonile, el compuesto
presenta 2 ciclos, Esta situacidn da cuenta de |as cuatro insaturaciones deducidas a
partir de la férmula molecular. En el espectra de '"H-RMN  (Tabla 4.7) se observa
un multiplete 3 campa alto, a & = 0,71 ppm el cual correlaciona con su L
correspondiente a campo bajo, =463 ppm, corrimientos tipicos de un anillo
tensionado como lo es el cidopropano. La sefial asignada a H-1 correlaciona con ia
de H-10{1H: & = 1,87 ppm; dd; J = 5,1 v 9,5 Hz) puede observarse como un dd
ensanchado, debido al acoplamiento a large alcance tipo *W" |Figura 4.24) con H-B
y ademds, comparte la constante de acoplamiento de 9.5 Hz con H-5 [1H; & = 1,05
ppm;_dad J = 2.9 3,9; 9.5 Hz). El valor de la constante de acoplamiento entre .0 =
= 5.1 Hz estd de acuerdo a las informadas para compuestos del tipo-carabrano
reportados previamente (Matsuda et al., 2001a).
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En la Figura 4.25 se muestran las correlaciones establecidas en los espectros
'H-C HMBC y 'H-"H COSY.

J18 VT - s i [ ] ne [E =] [k -] s

Figura 4.22: espectro de VC-RMN de 4,40,



Figura 4.23: Espectro de "H-RMM de 4.40.

Figura 4.24: models molecular de 4.40 en donde e ohserva la posicion relativa de H-10y
H-&

La Tabla 4.7 resurme las asignationes de RMN By 'H para el nor-carabrang

4.40,
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Figura 4.25~—— Correlaciones "'C - 'H HMBC —— Correlaciones 'H - 'H COSY.

Tabla 4.7: Espectros de RMN 'H y de ' 'C 4.40.

&
:IH L!E
1 trimlIH 46,3
2 1,81-1,62 m 2H 248
3 253m fH 41,
4 208,8
5 106 ddd 1H 294
(2,9;3,9:9,5)
& 1,65 m 1H 34,4
7 £.18-2.01 m iH 224
B 203217 m 2H 32,8
| 214 3
10 187 dd 1H (5.1 273
9.5
11 1,80 m 1H 31,0
12 093 d&H (7.0 15,2
13 0,93 d 6K {7,0) 19,5
14 2,195 3H 30,0

En ClCD, TMS coma estandar interno. & en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre

paréntesis.,

Estructuralmente  este  compuesto
compuesios de nuclen Carabrano Figura 4.26.

e encuentra emparentado  con
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Flgura &.26: Nicleo Carabrano

El nicleo carabrano ha sido descripto especialmente en la  familia de las
Zingiberaceas, mas especificamente en el género Curcuma, a partir del cual fueron
aislados la mayoria de los metabolitos de este tipo (4.41 a 4.47) [Matsuda &t al,
2001a; 2001k). Por otro lado, reportes recientes informaron la presencia de dos

estereoisomenos (4,48 R; 4,49 5) en Vadimiria soulfel, una especie perteneciente a
la famifia Asteraceas(Xu et ai., 2009).

Q

Curcurnenodactona A [4.41)

4 .-»**\jl\

45-Dihidrocurcumenona (8.45) Curcarabranol A {4.46)

a5
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(4.48 A 4.49 5)

4.3.6 Diversificacidn del Extracto de Hexano
4.3.6.a Parte experimental

5 g del extracto H {obtenido como se describid en el Esquema 4.17) que
presentd menor actividad frente a Artemnio sp (LDy>>1000ppm) fue suspendida
en 250 mbL de EtOH ¥ se adicionaron 2,42 mL de MN;H; gota a gota. La mezcla se
calento a reflujo durante 7h y con agitacién magnética. El crudo de reaccidn fue
redisuelto en CH;ClL (250 mL) y sometido a particién con H;O (3x100mL). Fue
necesaric el agregado de soluckdn saturada de Nall para romper la emulsidn
formada. El CH,CL fue evaporado bajo presidn reducida a sequedad,
obteniéndose 3,12g de extracto diversificado (Extracto HD).

4.3.6 Discusion y Resultados obtenidos

Los espectros de IR del Extracto H (extracto sin diversificar) y el Extracto HD
(extracto  diversificado) (Figura 4.27), muestran un cambio en el perfil de las
sefiales en la zona correspondiente a los grupos carbonilo, desde 1800 cm™ 2
1600 cm*, También pueden observarse en los espectros de “'C-RMN un cambio en
la sefial a & = 176,7ppm (Figura 4.28). Por otro lado, la cromatografia en capa
delgada del Extracte HD produje una coloracidn naranja, al ser revelada con
reactivo de Dragendorff, lo cual es indicative de la presencla de N en los
COmpuestos,



I.' |
g .L'n ."II "
. I'. l,.". 'I
! i ii‘.'*w ) 4

i

I
'_H

L

Figura 4.27; Espectro de IR mostrando fa zona de las sefiales de grupo carbonilo. En azul se
muestra &l Extracto H. En rojo se muestra e Extracto HOD.
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Figura 4.28: Espectro de “C-RMN, En azul s& muestra el Extracto H. En rojo el Extracto HD,

Habiendo evidencia de cambio en la compaosicién guimica del extracto, se
evalud la actividad bioldgica frente a Artemio sp. del Extracto HD, pero se observd

gque la misma no cambid significativamente (LDgp>>1000ppm ) por lo cual no se
realizd un fraccionamiento biodirigido del Extracto HD.
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4.4 seneclo pompeanius

4.4.1 Descripcidn Botanica [ http://www floraargentina.edu.ar/)

5 pampeanus Cabrera (Figura 4,29} es una hierba perenne, glabra, de 0,40-
140 m de altura. Talle ramificado en la parte superior, hojoso hasta [a
inflorescencia, Hojas pinnatisectas, con raguis linear de 60-140 x 1-1,5% mm y 7-9
pares de segmentos también lineares, enteros o con 1-2 Iobulos a cada lado, de 18-
15 % 0,8-1 mm. Capitulos radiados (Figura 4.29.b), muy numerosos, dispuestos en
densas cimas corimbiformes en los dpices de las ramas. Involucro acampanado, o,
7 x 56 mm, muy brevemente caliculado. Filarios 20, lineares, agudos y penicilados
en el dpice, glabros en el dorso. Flores amarillas, dimorfas, las marginales 11-13,
liguladas; las del disco numerosas. Aquenios glanduloso-pubescentes.

Figura 8.29: &; Ejemplar en Noracidn de 5.pompeonus. B: Ejemplar de 5 pompeanys con sus
capitulos

4.4.2 Distribucion y habitat

Especie del Morte y Centro de la Republica Argentina ocupando las provincias
de Buenos Aires, Cdrdoba, Corrientes, Entre Rios, La Pampa, Mendoza, Ric Megra,
Santa Fe y San Luls, entre Oy 3500 msnm (Zuloaga & Morrone, 1999),

4.4.3 Antecedentes de 5. pampeanus

El inico reporte fitoquimico de  la especie (Waseem et ol., 1994} informa
el aislamiento e identificacidn del akcaloide Pirrolizidinico Senecionina (4.50],
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senecioning, Z (4.50)

4.4.4 Parte experimental
4.4.4.1 Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en el mes de diciembre de 2008
encontrandose la especie en estado de floracion. El lugar de recoleccion fue la
localidad de Rio Ceballos, Departamento Coldn, Prov. De Cordoba. Republica
Argentina, La especie fue identificada por el Dr. L. Ariza Espinar, FCEFyN-UNC.

4.4.4.2 Extraccidn y Fraccionamiento

4.4.4.2.a Extraccion

Las partes aéreas de 5 pompeonus 582 dejarocn secar durante 10 dias en
ambiente  adecuadamente wventilado. Luego fueron  finamente molidas
obteniéndose 1,2 kg de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue
exhaustivamente extraido mediante lixiviacidn con EtOH a temperatura
ambiente, El splvente fue evaporado en su totalidad, a presidn reducida,
obtenendose un rendirmiento en la extraccion del 7,.4% (90,37 g).

4.4.4.2 b Particidn

El residuo fue redisuelto en una mezcla MeOHH;O 4:1 (400 ml] y
particionado con solventes en orden creciente de polaridad de la siguiente
manera: Primero se extrajo con Hex (4x150mL), se evapord el MeOH de |a fase
MeDH/HD v s residuo acuoso sé extrajo con CHClL [2x150mL) v luego con
ACOET {2x100mL). Todos las fases organicas fueron secadas sobre Na;5s0,
anhidro y llevadas a seguedad evaporando el solvente a presidn reducida,
obteniéndose asi los extractos correspondientes: Extracto de hexano (H) (30%),

b
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Extracto de CH;Cl; [C) (11%), Extracto de AcOEL (E) [4,5%] v el extracto acuoso
iEsquema 4.18).

4.4.4.3 Resultados obtenidos a partir del proceso de particion

5e realizd CCD de todos [os extractos obtenidos mediante la metodologia de
particién, como se describid mas arriba, como métode de prueba para su
posterior fraccionamiento. Al revelar con dleum los ensayos realizados con los
distintos solventes empleados, se observaba una intensa coloracidn negra en la
linea de siembra (Figura 4.30). Esta coloracion se atribuyd a la presencia de grasas
en los extractos, razon por la cual, se planted otra metodologia de purificacion del
extracto inicial.

Figura 4.30: CCD de los extractos de 5, pompeanus. a: extracto inicial, b: extracto H. ¢:
extracto C, ok extracto E. Solvente de corrida: Hew/ AcOEE 101, Adsorbente: Silica gel G-60
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Liefilizacién con ETOH
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Fase MeOHH,O

Evaporacion de MeOH
Particldn con CH,CL,
Particién con EtAcO

Esquema 4,18: Diagrarma de fracconamignto de 5 pampeanus,

4.4.4.4 Purificacién con Pb{AcO);

Una muestra de 1lg del extracto etandlico de Senecio pampeanus fue
redisuelta en 40ml de EtOH a 40°C y se adicicnaron 40mlL de solucidn de
PhiACO); /HyO 4%, La mezcla fue colocada a temperatura ambiente durante toda
Ila noche. Transcurrido este tiempo s& procedia a filtrar el precipitado formado v
e evapord el E1OH a presidn reducida, A la mezcla obtenida se la particiond con
CHLCh, lavandose esta dltima fase con H; O para eliminar las trazas de PhlAcD);.
La fase orgdnica fue secada sobre Ma504 v el solvente fue evaporado a presion
reducida obteniéndose 1691 mg de un nuevo extracto. El mismo obtenido fue
fraccionado mediante CC usando silica gel G-60 como fase estacionaria vy mezclas
de CHaCL/MeDH de polaridad creciente (1.0 a 97:3).

4.4.4.5 Resultados Obtenidos a partir de la purificacidn con PblAcO);

Por este métode de fraccionamiento se obtuvo un extracto inicial de
169, 1mg el cual mostraba por medio de CCD la presencia de 4 componentes.
Luego de la OC (Silica gel G-&0, fase mdwvil: mezcla de polaridad creciente Hex/
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AcOEt 1:1 a 1:4) se obtuvieron 4 fracciones siendo la mayoritaria Sp 7 (40mg). El
espectro de "H-RMN (Figura 4.31) reveld la presencia de un diglicérido, el cual no
presenta interés para este trabajo.
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Figura 4.31: Espectro de ‘H-RMN de la fraccion Sp 7 en CL,CD, TMS como estandar
imternao,
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5. SINTESIS DE ANALOGOS DE BISABOLENOS CON ACTIVIDAD ALELOPATICA
AISLADOS DE Lagascea Mollis Cav,

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la sintesis total de
analogos de bisabolenos bioactivos v la evaluacidn de su actividad alelopatica.

5.1 Introduccidn

Un estudio de la quimica y de la actividad biolégica de logasces moliis Cav,
(Asteraceae) llevado a cabo en nuestro grupo de investigacion permitio el aislamiento de
seis compuestos conocidos: patuleting-T-0-glucdsido, 12-hidroxi-13- en-xanthorrhizol
(5.1}, 11-&n-13-hidroxi-xanthorrhizal (5.2}, xanthorrhizol (5.3), 12,13-epoxi- xanthorrhizal
¥ 1-o-angeloiloxicarotol (Alarcon et al, 2007). En este estudio se informd acerca de fa
actividad inhibitoria de germinacidn y de crecimiento radicular en  especies
monocotileddneas y dicotileddneas de los bisabolenos 5.1, 5.2 v 5.3, Estos dos ultimos
[xanthorrhizol  {5.2) v 12,13-epoxi- xanthorrhizol [5.3)) mostraron notable actividad
bioldgica frente a Sorghum haolepensis, monocotiledonea empleada como semilla
medelo, En estudios previos se habia determinade que los mismos también poselan
actividad selectiva frente a semillas de Aveno sotiva v Loctuco sativo (Alarcan, 2002).

l. m‘
HO R
o, S,
OH
12-hidroxi-13- en-santhorrhizol(S.1) 11-en-13-hidroxi-kanthorrhizal (5.2)
HO .-__,.-'

Xanthorrhizol (5.3}

Teniendo en cuenta estos antecedentes anteriormente expresados, se planted como
objetivo la sintesis completa de andlogos simplificados de los bisabolenos aislados que
fueran activas frente a la germinacion y/o al crecimiento radicular de las especies
tomadas coma modelo. Por otro lado, fue de interés realizar dicha sintesis planteando
reacciones simples y parteendo de reactivos de facil asequibilidad con el fin de obtener
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una serie de compuestos estructuralmente emparentados. Por esta razdn se propuso
que el tolueno podria ser uno de los productos de partida que, mediante una reaccicon de
Friedel Craft con el anhidrido adecuado podia, conducir a compuestos simples vy de
estructura relacionada con los bisabolenos bioactivos,

5.2 Parte Experimental
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£.2.1 General

Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo atmdsfera de N; salvo se indigue ko
contrario. El AICI; fue pesado bajo la misma atmdsfera, por ser un sdlido fuertemente
higroscopico. La evoluciin de todas las reacciones se monitorearon mediante CCD
usando como fase estacionaria silica gel.

5e evalud la actividad alelopédtica de los compuestos usando como especies modelo
de monocotileddnea Aveng sotiva v de dicotileddnea Loctuco sativo. Se tomd como
parametro la inhibicién del crecimiento radicular [%1) a 3 concentraciones diferentes:

150 ppm, 75 ppm y 15 ppm.
5.2.2 Sintesls de doido-8-(4-metilbensoil)-proponoico (5.6) (Tietze & Eicher, 1989)

5e colocaron a reaccionar en un baldn previamente evacuado 3,63 ml {34, 2mmol)
de tolueno seco {5.4), 7331 mg (7.5 mmol) de AICH y 502.0 mg (4,4 mmol) de
anhidrido succinico (5.5) con agitacion magnética. Luego de 3.5 h, se adicionaron
aproximadamente 15 mL de hielo y se [levd a pH dcido con solucion de HCL. Se extrajo
con dos porciones de 6 y 2 mL de CH;Cl;. Se reunieron las porciones, se secaron sobre
Ma;504 anhidro y, luege de filtrar, la solucion extractiva se redujo hasta
aproximadamente una quinta parte de su volumen. Esta solucidn se tratd con
benceno y se dejd reposar durante aproximadamente 3 h, lo cual llevd a la obtencidn
de un polvo fino color verdoso. Se purificd mediante CC obteniéndose 552,13 mg
(65,3%) de 5.6 como cristabes incoloros en forma de escamas.

5.2.3 Sintesls de dcldo-y-{4-metilbenzoil)-butanoico (5.8) (Tietze & Eicher, 1989)

5e colocaron @ reaccionar en un baldn previamente evacuado 3,82 mL (36, 0mmol)
de tolueno seco (5.4), 1,0 g (7.5 mmol) de AICH y 7645 mg (4,4 mmol) de anhidrido
glutarico (5.7} con agitacidbn magnética. 5e procedid de la misma manera que en el
punto anterior, obteniéndose 773,6 mg (B5%) del producto 5.8.



5.2.4 Sintesis de acido-y-(4-metilfenil}-butanoico (5.9) [Tietze & Eicher, 1989)

2 codecaron en un baldn v 5e sometiereon a agitacidn magnética, 296,17 mg de Zn
(4,53 mmol); HgCl; , 250,% mg (0,924 mmad); HCljcone (4 gotas); H;O (10 gotas) durante
5 minutos, hasta la formacion de la amalgama. Luego se adicionaron en el siguiente
arden: H;O; HChne 5 gotas); tolueno {3 mL) y acido-B-[4-metiffenil)-propanoico [5.6)
{135 mg , 0,702 mmol). La mezcla de reaccidn se llevd a reflujo durante 30 h, con el
agregado de HCl .. (2 gotas) cada 6 h. Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo
con éter etilico v se secd sobre Na;50y anhidro, Se obtuvieron 97, 7mg [78%] de 5.9 en
forma de cristales blanquecinos amorfos.

5.2.5 Sintesis de dcido-6-(4-metilfenil)-pentancico (5.10) (Tietze & Eicher, 1989}

En iguales condiciones y en el mismo arden de reactivos descripto anterinormente se
colocaron 141,87 mg de 2n (2,17 mmol); 12,08 mg de HgCl; (0,044 mmol); HCljsan: (2
gotas); H;0 (20 gotas). Obtenida la amalgama, se adiciond H:0; HCh ooy (10gotas);
toluena [3mL); acido-y-|4-metilbenzoil)-butancico {5.8] (40,0 mg, 0,193 mmal). 5e
obtuvieron 27,7mg (74%] de 5.10 en forma de cristabes.

5.2.6 Sintesis de dcido-y-hidroxi-y-(8-metilfenil}-butanoico (5.11) (Tietze B Eicher,
13385}

Se solubllizaron 84,2 mg (0,438 mmol) del compuesto de partida (5.6} en 5 mlL de
una solucién MeOH/H;0 95:5 al 0,01 % en MNaOH. Se colocd la solucidn en bafo de
hielo (02C] v se le adicionaron en porciones 82,8 mg (2,19 mmol) de NaBH,. Se colocd
con agitacion durante dos dias a temperatura amblente, Luego se acidificd con 2 mL
de HCI (6N} y se procedid a extraer con 3 porciones de 3 mL de CH.Cl. cada una. Luego
de reunir ¥ secar [os extractos con May50y anhidro, se concentrd a presion reducida
ohservandose un aceite que fue cristalizando al alcanzar la temperatura ambiente, S
obtuvieron 65,8 mg de cristales de 5.11 (77,4%).

5.2.7 Sintesis de dcido-5-hidroxi-&-[4-metilfenil}-pentanoico (5.12) (Tietze & Eicher,
1989}

En las mismas condiciones anteriores [descriptas en el punto 5.2.6) se colocaron
3877 mg (0,188 mmol} del compuesto de partida {5.8), con 50 mg (132 mmol} de
MaBH,, obteniéndose 32,7 mg de 5.12 en forma de cristales (33,5%).

5.2.8 Sintesis de 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diol (5.14)

En las mismas condiciones anteriores (descriptas en el punte 5.2.6) se colocaron
40,00 mg {0,142 mmol) del compuesto 1,5-di-p-toli-pentan-1,5-diona (5.13), con
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54,62 mg [1,44 mmaol) de NaBH,, obteniéndose 23,02 mg de 5.14 en forma de cristales
(57,0%).

5.2.9 Sintesis de 1-hidroxi-1-(4-metilfenil)-pentan-5-ol (5.15) (Dwivedi et al, 2013)

126,0 mg {0,611 mmol} de acido-y-{4-metilbenzoil)-butanoice (5.8) disueltos en 5
mL de THF seco, se adicionaron sobre una suspension de 34,8 mg (0,918 mmaol) de
LislH: en 5 mL del mismo solvente con agitacion magnética, sobre bafio de hielo.
Luego de 1h, se adicionaron 15 mL de AcOEt v 15 mL de agua. La fase acuosa fue
extraida con ACOEL [3x15% mL) v secada con Na;50 anhidro. El producto de |a reaccidn
se purificd mediante CC obteniéndose 92,9 mg (78%) de un aceite de tonalidad
dorada identificado como el diol 5.15.

5.3 Resultados y discusidn
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5.3.1 dcido-B-{4-metilbenzoil)-propanoico |5.6)

Con el chjetivo de realizar la primera serie de andlogos se realizd la sintesis del
acido-p-{4-metilbenzoil)-propangico  por medio de una reaccign de acilacion de
Friedel-Crafts, a partir de anhidrido succinico (5.5} y tolueno |5.4) como se indica en el
Esquema 5.1. 5e obtuvo un 65% de rendimiento en la reaccidn, 5e analizd el producto
de la reaccién (5.6) mediante espectroscopia de "H-RMN y PC-RMN.

(5.4 55! 8
Esgquema 5.1: Sintesis de dcido-f-|4-metlbenzodl]-propanoico (5.6).

a

La actividad del cetodcido 5.6 fue evaluada frente a L sabiva v A. sotiva (Figura 5.2).
Se puede observar que a baja concentracidn tieme un efecto inhibidor (37,6%) del
crecimiento radicular sobre A sative {monocotileddnea) y un leve efecto estimulante
|-6,8%) sobre L sotive, Esto podria interpretarse como un comportamiento selective
entre ambas semillas a bajas concentracionas, co. 15 ppm. Por otro lado, 3 75 ppm el
efecto se invierte y es estimulante para ambas semillas a 150 ppm.



® Lsativa

Cond pgm

Figura 5.1: Efecto sobre ¢l crecimiento radicular del dido-f-{4-metilbenzaill-propanoico [5.5)
sobre Aveng sobiivo v Loctucs sahva.

5.3.2 dcido-y-[4-metilbenzoil)-butanoico (5.8)

El precursor de Ia segunda serie de andlogos (con un dtomo de carbono adicional),
acido-y-(4-metibenzoll)-butanoice (5.8) se sintetizd a partir de  anhidride glutdrico
(5.7} ¥ talueno [5.4), como se indica en el Esguema 5.2, 532 obtuvo un 56% de
rendimiento del producto esperado. 5e analizg el producto mediante espectroscopia
de 'H-RMN y “C-RMN. De este proceso se aisld un subproducto de reaccidn, el
compueste 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diona (5.13]. El mismo fue identificade mediante
distintas metodologlas  espectroscopicas. Una posible causa de formacidon de este
subproducto podria deberse & la presencia de un exceso del catalizador (AlCk) en el
media de reaccidn,

i -\.;\- T » '\"'.:\'.;-h. /J T T w1
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Esguema 5.2: Sintesis de dcido-y-(4-metilbenzoil)-butanoico {5.8).
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La actividad de los compuestos sintetizados fue evaluada, cada uno por separado
[Figura 5.4) v en mezcla (Figura 5.5). En lo que respecta a la actividad del dcido-y-(4-
metilbenzoll}-butancico  (5.8) se puede ver un efecto estimulante sobre |3
monocotiledénea a 15 ppm (-20,5%) v una inhibicion del 17,6% sobre la radicula de la
dicotileddnea. Este efecto fue siempre estimulador sobre la dicotileddnea mientras
que el efecto inhibidor spbre L safive incremento gradualmente con el aumento de |a
concentracian. Por otro lado, la actividad de 1.5-di-p-toluil-pentan-1,5-dicna [5.13]
presento  efectos erraticos siendo estimulante no selective a 150 ppm v 15 ppm; v
selectivo a 75 ppm, aungue con baja actividad (12,6% de inhibicidn sphre A sotiva v -
15,6% sobre L. sobiva)

Conc,/ppm Cong/ppm

Figura 5.4; Efectos =obre el crecimiento radicular sobre 4. sativo v L sothvg, l2g.: acido-y-{4-
metlbenzoll|-butanaico (5.8). Der.: 1, 5%-di-p-tolul-pentan-1,5-diona {5.13).

En cuanto a la actividad de fa mexcla de los dos compuesios (5.8:5.13,
aproximadamente 75.25; Figura 5.5), 5e puede observar efectos Inversos scbre Avena
a 15 ppm {-36,1%], el cual es mds intenso que el observado para 5.13. A 75 ppm |2
meicla estimula la elongacicn radicular en ambas especies. A 150 ppm se observa
nusvamente el efecto inverso sobre ambas especies tenlendo un efecto inhibitoric



(38,1%] sobre L sofiva v muy baja estimulacion sobre A. saftva cuando se compara
con kos productos por separadao.

A sativa

* L. sativa

conc/pprm

Figura 5.5: Actividad sobre e crecimiento radicular de la mezcia de reaccidn 5.8:5.13 (75:25).

5.3.4 Acido-y-{4-metilfenil)-butanoico (5.9)

Se realizg la reduccicn completa del prupo carbonilo del resto benzoilo mediante
una reaccion de Clemmensen como lo muestra el Esquema 5.4 cbteniéndose 5.9 con
un rendimiento del 78%, Se analizd el producto mediante espectroscopia de 'H-RMN y
13

C-RhM.

4
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Exgquama 5.4: Sintesis de acido-p-(4 ekl el |- butanoicn [E-H].

En la figura 5.6 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de la actividad
del dckdo-y-[4-metifenil)-butanoico (3.9). A una concentrackdn de 15 ppm el efecto no
&5 selective, mostrando estimulacidn tante para la especie monocotiledanea [-25,6 %)
como para la dicotileddnea, si bien para esta ditima es paco significativo, -3,0% . A 75
ppm se puede decir gue el efecto es selectivo pero con muy baja actividad inhibitoria
para la dicotileddnea [5,9%) v estimula la monocotileddnea también en un valor bajo,
-10,5%, Un cambio total se ve a la mayor concentracidn ensayada, la selectividad se
pierde inhibiendo ambas especies.
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A sEtiva
* Lsativa

Conc/pom

Figura 5.6: Actividad alelapatica ded oido-y-|4-meilfenl |-butanoico [5.9).
5.3.5 Acido-8-|4-metilfenil)-pentanaico (5.10)

De la misma manera que para el cetodcido 5.6, se realizd la reduccidn total del grupo
carbonilo adyacente al anillo aromatico del derivado 5.8, ubilizando amalgama de
ZnfHg) coma lo indica el Esquema 5.5, El rendimiento de la reaccidn fue del 506, e
analizd el producto mediante espectroscopia de 'H-RMN y PC-BMN.
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Esquema 5.5: Sintesis del Acido-6-{4-metifenil}-pentanoico [5.10),

Los ensayos de bicactividad del producto cbtenido se muestran en |la Figura 5.7.



& sativa

" L. sativa

13

Conc/ppm

Figura 5.7: Actividad alelopatica del Acido & |4 'r|uhifunulj-pr,'rll_arln:_:-in;'-::- 15. 10}

Como se observa en el Grafico, a la mayor (150 ppm} vy a la menor (15 ppm)
concentracidn empleadas, el efecto es del mismo signo sobre ambas especies, pero
en el primer caso inhibitono v en el segundo estimulants en muy pequeia proporcion
A 75 ppm los efectos tanto estimulante como inhibitorio sobre las radiculas fueron
poco significativos.

5.3.6 Acido-y-hidroxi-y-{4-metilfenil )-butanoico (5.11)

Otra reaccion llevada a cabo fue la reduccion suave del grupo carbonilo vecing al
anillo aromdtico wsando MaBHs como agente reductor con el objetivo de convertirlo
en hidroxilo, como s& muestra en el Esguema 5.6. El espectra de “H-RMN (Figura 5.8)
muestra la sefial de H-4 [H carbindlico) a & 5,47 ppm como un doble doblete, Los H
ubitados en C-3 producen dos sefalés asignadas a hidrogenos diasterotopicos, a
62,63 v 2,17 ppm. Esta situacion llevd a concluir gue el compuesto se cicla

espantaneamente, formando la v-lactona 5.16, Esquema 5.7.
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Esqguerna 5.6: Sintesis de Acido-y-hidroxi-y-{4-metilfeni)-butanoico [5.11]
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Figura 5.8: A: Ampliation del espectro de *H-AMN (desde & 1.75 a 3.20 ppm) del producto de
reaccion del Esquema 5.6.a 6 2.63 ¢ 2.17 ppm s2 observan los H en el C-3.B: &l H-4 (6 5,47
ppm) se abserva como un dd,

aH

(5.11) @ (5.16)

Esquemsa 5.7: Ciclacion del hidroxidcido 5,11 para producir la y-lactona 5.16.

Con la finalidad de obtener el producto de la reaccidn planteada en el Esquema 5.7,
esto es el y-hidroxiacido, se realizd una reaccion de hidrdlisis en medio basico con
resultados negativos, va que el compuesto vuelve a ciclarse espontadneamente. La
Figura 5.9 muestra el espectro de 'H-RMN donde se observan los 2 compuestos, PErD
que no se lograron separar, cbteniendo siempre la lactona 5.16. A un desplazamiento
de & 547 ppm puede observarse la sefial del H-4 como un doble doblste
correspondiente al compuesto ciclado, mientras que a 5 4,72 ppm se observa la sefial
de H-4 del compuesto en su forma ciclica. Luego de un tiempo, la sefial a & 4.72
desaparecs abservandose solamente la correspondiente al cierre de la lactona.

114



(B)

iA)

T
a0

3

HE

45
LI

_

T
1]

Figura 5.9: Ampliacion del especiro de “H-RMN desde § 2.0 hasta 8 ppm donde puede
observarse la presencia las sefiales (4) del hidroxiacido 5.11 y (B] la y-lactona 5.16.

Por ko tanto, sdlo se pudo evaluar la actividad alelopatica del compuesto 5.16
maostrando muy baja selectividad a la concentracion mas baja ensayada (15 ppm). &
esta concentracion el efecto fue levemente inhibitoric (6,3%) sobre la especie
dicotileddnea (L sotive) v estimulante {-3,1%) sobre la especie monocotileddnea (4,
sativia). A mayores concentraciones se observa una pérdida de la selectividad,
mostrando un efecto estimulante sobre ambas especies, pero siguiendo la tendencia

estimulante de crecimiento para A. sobva.
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A sathva

* L. sativa

Conc/ppm

Figura 5.10: Encayos de actividad alelopatica del compuesta 5.16.
5.3.7 Acido-5-hidroxi-5-(4-metilfenil)-pentanoico (5.12)

Con el chjetivo de obtener el homdloge monohidroxilado de 5.11, esto es con un
atomo de carbono adicional, se  procedid a reducir el  acido-y-[4-medlbenzoll]
butanoico [5.8) con NaBH; (Esquema 5.8).
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Esquema 5.8: Sintesis de Acido-&-hidroxi-&-|4-metilfenil }-pentanoico (5.12)

El porcentaje de inhibicién del crecimienta radicular para el & hidroklacido obtenido se
miuestra en la Figura 5.11. A 15 ppm se ocbserva una baja inhibickoen (12,3%) de ka
especie monocotileddnea y una leve estimulacion [-2,9%) de la especie dicotiledonea.
A 75 ppm se ve una inversion de |a selectividad, pero con baja actividad. A 150 ppm se
pierde la selectividad, inhibiende a las dos especies estudiadas. Siempre con efectos
poca significativios.
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Figura 5.11: Actividad alelopdtica del acido-G-hidroxi-&-(4-metiffend|-pentanaico {5.12),
5.3.8 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-dial {5.14)

Se realizd la reduccion parcial del subproducto de reacclon de la sintesis de acido-y-
(4-metilbenzoilj-butanoico, |3 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diona (5.13). Para lograr la
reduccicn se coloco la dicetona en presencia de  NaBH: en medio basico, como o
indica el Esquema 5.9,

(] 0 CIH H
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Esguerna 5.9 Sintesis de 1,5-di-g-tolil-pentan-1,5-diol {514}

El compuesto presento baja actividad en general. & as concentraciones mas bajas
ensayadas [15 ppm v 75 ppmi] se observa que el compuesto carece de selectividad,
presentando un efecto estimulante en ambas especies. & 150 ppm, 58 observa
imhibicean (5,1%) sobre |la A sotivo, v estimulacion [-3,3%) sobre L saffvg,

117



113

i, sanva

* L. sativa

Conc/ppm

Figura 5.12: Actividad alelopatica de 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diol.
5.3.9 1-hidroxi-1-{4-metilfenil}-pentan-5-ol {5.15)

A partir 5.8 5e aobtuvo el diol 5,15, para lo cual se realizd la reduccidn con LiAIH, LE
rendimiente  de la reaccion fue de 67% (Esquema 5.10). 5= analizd el producto
mediante espectroscopla de "H-RMMN v PC-RMN.

0 [u] -::lH
]

L1

(5 2]
157%0

| LiAlH,
15.15)

- S |
F___.—-w-—__’-'.- IIE.E:I __--"-'-.H'ﬂ-\._-.'-""-

____-"-.%___.-’J\___.-"' L .H"'-jl- -"'..-F:::‘j"'-’. --\._.___.-"ﬁ'\-\._h__.- .

Esguema 5.10: Sintesis de 1-hidroxi-1-{4-metilfenil -pentan-5-ol |{5.15)

El producto obtenido presentd efecto estimulante (-23,6% para A, salive v -6,9% para
L. sotiva) para ambas especies 3 15 ppm, A 75 ppm se aparece un leve efecto inhibidor
en la especie monocotileddnea v disminuye el efecto estimulante sobre la especie
dicotileddnea. A 150 ppm se observa un efecto inhibidor {11,1%) sobre la especie
monocotiledanez, manteniéndose el efecto estimulante sobre L sobivo, el cual es

notable a 15 ppm.



M. Sariva

* L. sativa

Canc/ppm

Figura 5.13: actividad aledopatica de I-hadr oxi-1-{4-rmetitfeni)-pentan-5-ol 15.15}

Tabla 5.1 Asignaciones de "H-RMN y "'C-RMN

0, -"'-d-'\'-"."'-\"-\. __.-"' . ‘_'_..-"F-""\-\. |. H
T _.-_-:'Jl' o
P B T |5.6)
o o
H

“OH

- {5.8|

H-BMMN: H-2: 283t [ZH =652 H-3: 2,31

f=b 2l H-GfH-100 7890 a [2F
F=8,03} H-T/H-9 T.28 d {2H, /=8,03] ; H
11: 4,43 s§3H]

tH

{12H

=Kk C-2:  F2m il L-3 35,
133,94 10: 128,18
124933 C-8: §=1448, 18 C-11' E=21.56.

"H-RMM; H-2; 250 t [2H, J=6,94); H-4:
305 t [ 2H Je7.3Hz); H-3: 208 c [2H ,
=13 694 1 H-T/H-11. 7.26 d (2H
=E0) H-8/H-10: 734 d [2H, /=80 |: H
12: 241 5(3H ]

“C-RMME C-1r 178.55; C-2:33,01;
1933; C-4:3T7a%; C-51, 20543
134,35  CAC-1l 128,15;

100124 28; C-9:143,89; C-12: 21 58.

C=3:
C-A:
C-ByC-

H-KMN: B-£ 2 3bppm T 12H J= 7 0 H-3
Ho2H, i=7.3; 7.7); H-4: 2,63 t
IdH, =43 H-efH LIUVH-F/H-O9: 708 ppm
m {4H}; H-11: 2,31 5 [3H|

1,94 pgem

C-RWin: C-1: 178.79; C-2 3315

[_EE_ SN _ 8 —— - -

B oEm o
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{5.14}

26,30; C-4: 3455, C-5:138,07; C-5/C-10
128,34; C-7/C-9: 129,09 ; C-B- 13548; C-
11; 20,96,

"H-RMN: H-2; 2,49 t [2H,1=7,15); H-3: 2,31
t[2HJ=7,15); H-4: 2,07 t |2HJ=69]; H-5:
3,04 t (2H, J=6,92); H-7/H-11: 7,25 d (2H,
J=B,03); H-B/H10: 7,86 d (2H, }=B,03); H-
12: 2,40 5 [3H).

Y. RMN: C-1: 1788 ; C-2: 33,2 : C-3: 29,7
¢ C-8: 30,3 ; C-5: 35,0 ; C-6: 134,3 ; C-7:
1393 ; C-8: 128.X7 ; C-9; 1439 ; C-12:
11,6.

‘H-RBAN: H-2: 2,45 t [2H, J=7,08); H-3:1,98
m {(2H]; H-4: 176 m [2H}, H-5: 4,65 m
[IH]: H-11/H-7: 7,15 d [ZHJ=E12); H-
10/HE: 7.23 d [2 H, /=8,12 |; H-12; 233 5
[3H].

SC-AMM: C-10 178,3 ppm: C2: 33,59 ppm;
C-3: 21,2 ppm ; C-4: 38,0 ppm; C-5; 74,1
ppm; C-B: 1413 pam; C-1 1|I'C-T" 129.2
ppm; C-10/C-8: 1258 ppm;! C-9: 1374
ppm; C-12: 21,1 ppm,

PH-RIMIN: H-1: 2,40 5 (BH); H-3: 7,26 d {4H,
4=B,0); H-4: 7,88 d (4H, ;=8,0); H-7: 3,05t
{4H, J=7,2) ; H-8: 2,08 q (2H, J/=6,0).

YC-RMN: C-1: 21,6 C-2: 1439 ; C-3;
1308 ; C-4: 1299 ; C-5:134,3 ; C-6: 198.9
s C-7: 40,0 C-8: 19,0,

"H-RMN: H-1: 2,32 5 {3H); H-3: 7,19 d (2H,
J=E,04): H-9: 7 12ppm d {ZH, /=8,04) : H-
6: 4,50 t (1H, J=6,4); los metilenos [H-6, 7
v B) aparecen comd multipletes entre 2 a
1 ppm

YC-RBAN: €-1: 52210 ppm; C-2: B=137,1
ppm; C-3: 6=17538 ppm; C-4: 6=129.0
ppm; C-5: §=141 & ppm; C-6: &=74,2 ppm;
C-7: 6=38 8 ppim; C-8: §=22.2 ppm .




"H-RMN: H-1: 3,65 t (2H, J=6,19); los
metilenos H-4/H-3/H-2 HFI'II'EEEII -'mu
multipietes entre 1,46 ppm y 1,28 ppm ;
H-5: 4,67 t (1H, J=6,62); HT/H-B/H-10/H-
11: 7,18 m [4H} ; H-12: 2,435 (3H).

YERAMN: C-1: 62,6; C-2: 32,2 C-3: 233
C-4: 37,2; C-5: 72,9; C-6: 141 4; C-7/C-11:
1288, C-8/C-10: 125.4; C-9: 137.0; C-12:
21.0.

"H-RBAM: H-3a3f H-2: 2,63 m {3IH]: H-3b:
2,17 m (1H); H-4: 548 dd (1H, J=8,41;:
5.84); H-7/H-6/H-3/H-10: 7,35 m (4H); H-
11: 2,355 [3H)

“C-AMN: C-1: 176,1 ; C-2; 289 : C-3: 30,9
s C-4: B3 ; Cs5: 1383 - C-6: 1294 : C-T:
1353 :CR:137.2-C-11: 1.1

En COCY,;, TMS como estindar interno. & en ppm, constantes de acoplamients en Hz entre

parentesis.
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6. MATERIALES ¥ METODOS

6.1 Procesamiento del material vegetal
Recoleccidn de las muestras vegetales

En todos los casos las especies se recolectaron entre los meses de diciembre v marzo
[temporada de verano), debido a que |as especies se encuentran en estado de floracidn o
fructificacion vy esta demostrado gue en dichas etapas la concentracién de metabolitos
secundarios @5 mayor, Las muestras vegetales fueron identificadas por el Dr. Luis Ariza
Espinar, Profesor Emérito, FCEFyMN-UNC.

6.2 Solventes y Reactivos

Todas las reacciones con reactivos sensibles se realizaron bajo atmosfera inerte
{nitrogeno seco o argén) y con disolventes secos {por eliminacion de agua segdn la
metodologia habitual). El CHyCl; Fue secado sobre hidruro de calcio, mientras que el THF
fue secado sobre sodic metdlico v destilado utilizando como indicador de humedad la
benzofenona,

Todos los solventes empleados para los procesos de extraccicn y purificacion fueron
destilados antes de ser utilizados,

6.3 Instrumental

6.3.a Resonancia Magnética Nuclear (RMMN)

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear fuercn tomados a temperatura
ambiente [25°C) en un equipo Bruker Avance Il AV-400 (400,13 MHz para "H y 100,03
MHz para C). Se empled cloroformo deuterado (CDCly, 99,8%-Sigma Aldrich} como
solvente, Los desplazamientos quimicos (&) se describen en ppm ¥y estdn
referenciados respecto a la senal del TMS. Las constantes de acoplamiento () en los
espectros de 'H-RMN se expresan en Hertz [Hz). Las asignaciones de las sefiales de
proton v de carbono se llevaron a cabo mediante el analisis de los experimentos de
carrelacidn homo y heteronucleares COSY, HSOC, HMBC v MOESY.

6.3.b Espectroscopia Infrarraja [IR)

Los espectros se realizaron en espectrofotdmetros Bruker IF5 55-FTIR v Nicolet 5-
SXC-FTIR. Los compuestos se disolvieron en cloroformo grado espectroscopico en
todos los casos y se aplicaron en forma de pelicula scbre una pastilla de cioruro de
sodio o cloruro de plata de 0,2 mm de espesor. Los valores de frecuencia [v) se
expresan enom
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6.3.c Espectrometria de Masas

Los espectros de masas de baja resolucion se llevaron a cabo en espectrometros
Hewlett-Packard modelo 5995, VG Micromass ZAB-2F, LCT premier XE Micromass,

6.4 Técnicas cromatograficas

Para purificar los metabolitos se empled una combinacién de métodos

cromatograficos.

126

B.4.a Cromatografia liqulda al vacio [CLV) o cromatografia al vacio

Se utilizo Silica Gel B0 Merck 0,063-0,2 mm (70-230 mesh} como fase estacicnaria y
para realizar kas pastillas de siembra

6.4.b Cromatografia en columna (CC) en fase normal

En este caso se empled Silica Gel &0 G [70-230 mesh ASTM; 0,063-0,200 mm de
diametro de particula o 230-400 mesh ASTM: 0,040-0,063 mm), Merck. Se empleo la
metedologia de columna seca. La muestra a separar se aplicd como cabeza, adsorbida
en silica (pastilla de siembra).

&.4.c Cromatografia de exclusidn molecular [CEM)

En este tipo de cromatografias se utilizd Sephadex LH-20 como fase estacionaria
marca -Higma gue reguiere una previa establlizacidn del polimero en una suspensidn
con MeOH (4,1 mi/g) durante, al menos, 12 h. A continuacion se vierte en la columna
y se deja reposar 1 hora, Los sistemas que normalmente son utilizados para estabilizar
¥ luego eluir la columna son Hex-CH:Cl:-MeOH (2:1:1) v MeOH. La muestra a
cromatografiar se disolvid en el sistema de elucidn a una concentracitn no superior al
5% del volumen muerto de la columna, Las columnas fueron reutilizadas tras lavarse
con MeOH v estabilizadas nuevamente con el eluyente a utilizar,

B.4.d Cromatografia en capa delgada (CCD) en fase normal

Se utllizaron con fines analiticos para hacer el seguimiento de las CLV, CC, CR,
reacciones y con fines preparativos. En todos los casos se utilizaron cromatofolios con
base de aluminig o vidrig {20x20 cm| de silica gel 60 G [Merck) o 5il G-100 (Macheray-
Nagel) de 0,25 mm de espesor, con indicador de fluorescencia de 254 nm {Fage). La
deteccian de los productos en las placas se realizéd por fluorescencia, empleando una
lampara ultravicleta a una longitud de onda de 254 o 360 nm, o blen, pulverizando



con vainilling [disolucidn de vainilling y Ha505 en una concentracidn de 1 mg/ 100mL)
y aleum (disclucion de H:504:E1COH 1:4) v con posterior calentamiento a 120 2C,

6.5 Ensayos de actividad bioldgica
6.5.a Actividad citotoxica: Mortalidad en Artemio soling

Los quistes de Artemia fueron cbtenidos en acuarios comerciales, Se utilizd la marca
"Wito Fish” y Artermin de produccidan propia.

52 realizaron los ensayos de mortandad wtilizando el método descripto por
McLaughlin y col,, 1998, Para lograr la eclosion de los quistes (huevos) de Arfemio (Figura
6.1.A], se colocaron en agua salina (Nall 3,8% p/v) con abundante aireacion y luz
durante aproximadamente 30 h en un lixiviador come se muestra en la Figura 6.1.B.
Luego se cubrid la parte inferlor del lixiviador y se colocd una luz de mayor intensidad en
la parte superior con el objetivo de atraer a los nauplios hacia la superficie para poder
separarlos ya que, como las plantas, poseen fototropismeo positivo [Dlowa & MNufieza,
2013).

Figura B.1: A: Quistes [huevos) de Arfemia, B Equipo de Lixiviacidn, con aireacidn,

Se ensayaron 3 concentraciones distintas de los extractos: 1000 ppm, 100 ppm vy 10 ppm
en agua saling al 5% de DMS0; todos [os experimentos se realizaron por triplicado. Para
elio, s& colocaron en cada "well” 10 a 15 nauplios por pocille en 100 ul del agua salima
donde eclosionaron junto a 100 pl de cada una de las soluciones durante 24 h,

El porcentaje de mortandad (%8) en cada uno de los pocitlos se calculd por medio
de la Ecuacidn 6.1 v luego se calculd el valor medio,

Ecuacsam 6.1

_ Mexp = Mcont
"~ n® nauplios

SaM LO0%

Donde:
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%M de nauplios por pocillo. Mexpr nauplios muertos en presencia del extracto. Meoont:
nauplios muertos en el control, 7 naupifos ; ndmero total de nauplios.

A fin de obtener la LCs, se graficd el log de la concentracidn utilizada (log C) vs. %M
para obtener la ecuacién de una recta, que muestre el %A en funcidn de la
concentraciin [Ecuacidn 6.2).

%M = a.logC +b | Eouscion 6.2

Expresion general para la ecuacion de la recta obtenida,
6.5.b Actividad alelopatica: Inhibicién del crecimiento radicular

Con el objetive obtener compuestos que muestren cierta selectividad en especies
mong- y dicotiledéneas se utilizaron semillas de Aveno sative y Loctuco satfva como
models para cada tipo, Se utilizd el método descripto por Alarcdn v colaboradores [ 2007]
para evaluar la inhibicidén de crecimiento radicular. Las soluciones fueron preparadas
usando EtOH como solvente. 58 ensayaron 3 concentraciones: 150 ppm, 75 ppm vy 15
ppm empleando EYOH como control. El bicensayo se llevd a cabo en capsulas de Petri de
vidrio (S0 mm de didmetra). En ef fondo de cada capsula se colocd papel de filtro
Whatman N°1 y 5 mL de cada solucidn a ensayar dejando evaporar el salvente en estufa
a 40°C. Luego de la adicion de 5 mlL de agua destilada se colocaron 15 semillas de A.
sativa y 20 semillas L. sotiva, seglin correspondiera, v se inctubd a (25+£2)°C durante 7 dias
en ausencla de luz, Cada ensayo se realizd por triplicado, El efecto de los compuestos se
evalud midienda la longitud de la raiz. El largo de la raiz para cada concentracién fue
medido, promediado v comparado con el control, La Ecuacidn 6.3 fue ufilizada para
evaluar la inhibicién del crecimiento radicular (%1). El tratamiento estadistico de los datos
5@ llevd a cabo por medio del andlisis de la varianza, con el “software” adecuadao.

gl = [1 - E}r mﬂ%l Ecuaciin 6.3

17

Donde: %l = porcentaje de inhibicion del crecimiente radicular. Xé: Promedio de las
longitudes a determinada concentracidn. Xc: Promedio de las longitudes en el control.

6.5.c Actividad antimicrobiana

Los ensayos antimicrobianos fueron realizados por la Brom. Maria Guadalupe Reyes
en el Instituto de Investigaciones para la Industria Quimica (INIQUI), Facuitad de Clencias
Exactas, Universidad MNacional de 5alta.
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Microorganismos indicadores v condiciones de cultive

Las cepas Gram [+) y Gram [-) utilizadas como indicadores de la actividad
antibacteriana se muestran en la Tabla 6.1, Las cepas fueron incubadas en el medio de
cultive BHI [Agar Cerebro Corazdn) a 372C por 24 b, sin una atmaosfera especial, Todos las
cepas indicadoras fueron conservadas a -202C en medio BHI con gheoerol (10% w/'v].

Tabla 1: Cepas indicadoras.

1- Listerio monocytogenes 60-364/03 13- 5 typhymurium CUB 29/08
2- L. monocytogenes 01-155 14- 5. enteriditis CUB 77/20

3- L. monocytogenes 00220 15- 5. typhymurium CUB 08/28
d- L. monocytogenes 997320 16- 5. galiinarum CUB 954

5- L. monocytogenes 00110 17- Bacilus cereus 3

6-L. monocytogenes 01/31 18- B. cereus 4

7- L. monocytogenes 01701 19- B. cereus 2

B- L. monocytogenes 99287 20- B. cereus 7

9- Escherichia coli 21- B. cereus 5

10- Staphylococus gureus M3 22- B. cereus B

11- Salmonello enteriditis CUB 22/10 23- B. eereus Mori2

12- 5. gallinarum 89/12 24- B. cereus ol

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de cada compuesio, una alicucta de
10 plL de una solucion en EtOH fue depositada sobre discos de papel de filtro Whatman
W*1 de 5 mm de didmetro y luego éstos colocados sobre el césped de la cepa indicadora.
Dicho césped se obtuvo sembrando 100yl de un cultivo de 24 h de cada cepa indicadora
en 10 mL de medic BHI agarizado (1,5% p/v de agar]. Las placas fueron incubadas a 372C
durante 24 h para las diferentes cepas de Lsteris, Stophylococus, B cereus, € coll y
Salmonella. Luego de transcurrido el tiempo de incubacion, éstas fueron examinadas
para determinar presencia o no de halos de inhibicidn. La actividad antibacteriana de fas
cepas de Bocillus se determind midiendo el didmetro del halo de inhibicidn {mm) frente a
las cepas indicadoras.,
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7. Conclusiones

La investigacion en productos naturales es una ciencia demandante, gue requiere un

profundo conocimiento de muchos aspectos de la guimica, coma son la guimica orgdnica,
la guirnica analitica y la quimica bioldgica, solo por mencionar algunos de ellos. Este proceso
incluye también estudios complementarics de los métodos de separacidn, de [a
espectroscopia, la biosintesis, la sintesis v la farmacologla, como asi también de biologla y
taxonomia vegetal.

En el desarrolic de este trabajo de tesis se consiguieron distintos resultados a traves

de diversas metodologias, (05 que permitieron delinear as siguientes conclusiones:

En el marco de la busqueda de compuestos antimicrobiancs de especies de la
tamilia Asteraceae, se obtuvieron dos metabolitos, con buen rendimiento relativo, a
partir de Eupatarium ormoattonum Griseb. [sin. Chromolaena arnottiana (Griseb. ) R.

M. King & H. Rob] los que fueron identificados como cumaring {4.20) v S-hidroxi-
3 4.6 7-tetrametoxiflavona |4.21).

1

(4.20)

oM o
[4.21]

% bien en esta especie, se habia informado la presencia de 5-hidroxi-F 47, 6.7-
tetrametoxiflavona (4.21), no estd reportada su actividad antimicrobiana frente a
cepas de B, cereus, que resultd ser muy baja.

Mediante el estudio biodirigido de Senecio ceratophylioides Griseb. se llegd al
aislamiento del nor-sesguiterpeno [4.40), de esqueleto carabranc medificado
{figura 4.26), Este nucleo resultd novedoso y poco comiun en la familla Asteraceas,

El compuesto 4.40, ademads, posee potencial actividad citotdxica preliminar frente a
Artemia soling.
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I ¥

(4.40)

La diversificacidn del extracto de hexano de 5. ceratophylius no presentd cambios
en la bioactividad estudiada.

El estudio de Senecio pampeonus resultd dificultoso por la elevada cantidad de
grasas en los extractos. Solamente al tratar el extracto etandlico con solucidn de
Pb{AcO)z wuna técnica para eliminar este tipo de impurezas, se logrd  aislar un
glicérido sin interés para este estudio.

En lo que respecta a Awstroeupatorium inulgefolivm (H.B.K) K et R (sin. E
inwloefolium H.B.K.), la diversificacion del extracto con hidracina permitia la
obtencion del ent-norabdano austroeupatol (4.31) con muy buen rendimiento,

14.31)

La bioactividad de austroeupatol (4.31) frente a todas [as cepas de microorganismos
del metabolito ensayadas resultd ser extremadament baja.

El buen rendimiente obtenido del ent-nerlabdane 4.31 lo hizo promisoric para la
preparacidn de derivados semigintéticos, lo cual levd a los siguientes resultados:
Casi todos los intentos de modificar quimicamente el enf-norlabdano dieron
resultade negativo; solo frente al p-MeCgH450:C se obtuve un epimero en C-2
(4.34].



5S¢ propone que esta reacodn tuvo lugar por mecanismo SN2, en el cual, luego de la
esterificacidn en el C-2 se produce la hidrdlisis del éster con su respectiva inversion
de configuracidn.

(4.31}

La inercia del ent-norlabdano (4.31) frente a casi todas las reacciones realizadas v
la baja solubilidad en solventes polares, a pesar de poseer tres grupos hidroxilo en
la mobtcula, llevd a hacer consideraciones estructurales vy calculos mediante
meétedos semiempiricos, proponiendo un modelo gue explicaria los resultados
obtenidos.

Una tercera estrategla planteada fue la sintesls de los andlogos de los bisabolenos
bicactivos aislados de Logosceo moilis Cav. a través de reacciones simples y de
reactivos de facil asequibilidad. Esto permitid obtener 9 andlogos simplificados
alguno de ellos presentaron actividad alelopdtica,

De los andlogos simplificados, el dcido-y-(d4-metilbenzoll)-butanoico (5.8) resultd el
de mayor interés, dado gue maostrd gran selectividad en las especies modelo
utilizadas, El compuesto actud inhiblendo a la dicotileddnea Loctuco soffva
estimulando a la monocotileddnea Aveno sobivo a8 todas las concentraciones
estudiadas.

(5.8)
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Ademas, en la sintesis de 5.8 se produjo un subproducte, el compuesto 5.13. Ambos
muestran un efecto que podria interpretarse como sinergista (estimulante) cuando
€5 evaluada su actividad en mezcla.

(5.13]
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