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Resumen 

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se abarcaron distintos aspectos en el 
estudio de Productos Naturales. Se trabajó con especies de la familia Asteraceae, la cual 
es de gran importancia en distintos aspectos tanto alimenticio, como farmacéutico, 
industrial, etc. Se realizaron búsquedas de actividad por medio de distintos métodos a fin 
de obtener metabolítos secundarios bioactivos. 

Por un lado, por medio del fraccionamiento biodirigido del extracto etanólico de la 
especie Senecio ceratophyllus, se obtuvo e identificó un terpeno de núcleo novedoso. Este 
compuesto presentó potencial actividad citotóxica cuando se realizó el ensayo frente a 
Artemia salina. 

Se realizó el estudio fitoquímico de S. pampeanus por medio de dos metodologías 
diferentes: Partición y tratamiento con Pb(Ac0)2, de esta última, se obtuvo un diglicérido. 

También se realizó la búsqueda de compuestos con actividad antimicrobiana en 
especies del género Eupatorium. Se utilizaron cepas de microorganismos de interés 
alimentario y clínico. De E. arnottianum, por un lado, se obtuvo el metabolito cumarina 
cuya actividad antimicrobiana se encuentra reportada y, por otro lado, un fiavonoide en 
apreciables cantidades. 

Los antecedentes bibliográficos sobre la baja actividad antimicrobiana de E. 

inulaefo/ium, junto al perfil espectroscópico de su extracto de CH2Cl2, hicieron al material 
un target interesante para realizar la técnica de diversificación por medio de reacción con 
hidracina. Así, se obtuvo en grandes cantidades el ent-norlabdano Austroeupatol, el cual 
fue objetivo para transformaciones semisintéticas. La baja reactividad de este compuesto 
llevó a realizar estudios conformacionales del mismo, que permitieron justificar este 
comportamiento. 

En otro aspecto, se realizó la síntesis total de análogos de bisabolenos de 
Lagascea mo/lis que fueron aislados previamente en nuestro grupo y presentaron 
interesante actividad alelopática. En este caso, se lograron obtener 9 derivados 
simplificados sintéticos, a través de los cuales se pudieron establecer relaciones estructura 
actividad. 
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1. Introducción 



H 

O, 

Penicilina (1.2) 

Cineol (1.1) 

"El hombre no inventó la rueda. La naturaleza lo hizo." 

Science Daily, 16 de Julio de 2010 

1.INTRODUCCION  

1.1. Investigación en productos naturales 

A lo largo de los siglos los seres humanos han dependido de la naturaleza para 

satisfacer sus necesidades básicas (Cragg & Newman, 2013). La naturaleza los ha 

proveído de comida, medicamentos, abrigo, refugio, medios de transporte, fertilizantes, 

sabores, fragancias, entre otras cosas (Newman et al., 2000). Es por esto que la 

humanidad ha dependido tanto de la flora como de la fauna que la rodea para curar sus 

enfermedades (Ortholand & Ganesan, 2004). Así, el hombre se ha basado en la 

observación de fenómenos en su entorno, a fin de comprenderlos, poder imitarlos y en 

algunos casos, hasta mejorarlos. Por ejemplo, a mediados del siglo XVIII la producción de 

cerveza utilizando Myrica gale fue discontinuada, debido a que la gente se ponía 

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 et al., 2000). Así 

también, observaciones sobre la muerte de plantas cerca de nogales (Jugland regia y J. 

nigra) dieron las primeras ideas de actividad alelopática. Hoy se sabe que el nogal 

produce hidroquinona, que es oxidada a juglona (1.3), compuesto responsable del 

fenómeno observado (Vyvyan, 2002) 

OH 	O 

Juglona (1.3) 

Históricamente, las plantas fueron la fuente más importante de productos naturales 

(PN). Los progresos más grandes en investigación se dieron en las líneas de la 

etnofarmacologia y la toxicología. Hoy en día, es sabido que hay diversas fuentes de 

productos naturales las cuales pueden ser explotadas. Fleming dio el primer paso a la 
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HO 

Meperidina (1.4) 
Pentozacina (1. 

Heliannuol-D (1.7) 

segunda fuente de PN más investigada, los hongos. Otra fuente que se encuentra en 

auge es la obtención 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 aíslan en cantidades muy 

pequeñas, mediante métodos cromatográficos a veces dificultosos. 

• Presentan estructuras generalmente complejas, con numerosos 

estereocentros. 

• Los costos de recolección, dificultades en el acceso y variabilidad del material. 

Algunos metabolitos secundarios bioactivos tienen gran valor como drogas o 

agentes terapéuticos. Es frecuente que se deje de lado su aislamiento y sirvan como 

modelo para la síntesis total de nuevas drogas. Por ejemplo: meperidina (1.4), 

pentazocina (1. y propoxifeno (1. son analgésicos completamente sintéticos, para los 

cuales la morfina y la codeína sirvieron de modelo (Balandrin et al., 1985); la síntesis de 
heliannuol-D (1.7), dio origen a una nueva serie de agentes alelopáticos (Zhang et al., 
2013). 

Propoxifeno (1. 

Así, la síntesis total de productos naturales tiene importantes razones que la hacen 
un área de interés (Nicolaou & Sorensen, 1996): 
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• Presenta un desafío para el químico orgánico, que debe sintetizar una 

sustancia con una nueva arquitectura. 

• Origina una posibilidad para desarrollar un nuevo método sintético. 

• Ofrece una oportunidad para hacer contribuciones a la biología, no sólo 

proveyendo la molécula en consideración, si no ofreciendo otros tipos de 

moléculas similares (análogos) 

• Es necesaria para desarrollar procesos a larga escala, cuando la escasez de 

producto natural lo requiere. 

1.2 Estrategias para la producción de compuestos bioactivos relacionados a los 

Productos Naturales 

1.2.a. Química combinatoria 

El objetivo básico de la química combinatoria consiste en la producción de 

grandes colecciones (biblioteca) de compuestos con una amplia diversidad 

estructural, a través de síntesis rápida o simulación por computación. Las colecciones 

obtenidas son sometidas posteriormente a ensayos biológicos, constituyendo así una 

fuente alternativa de compuestos líderes (Lee & Breitenbucher, 2003). Es posible 

encontrar muchos ejemplos en las décadas del '80 y '90 de "quimiotecas" que 

contienen cientos de miles de nuevos compuestos químicos (Ganesan, 2004). Las 

mismas, basadas principalmente en péptidos, nucleósidos o carbohidratos, tenían 

poco éxito y baja especificidad en los ensayos biológicos (Paterson & Anderson, 2005). 

Estos resultados fueron atribuidos a la carencia de complejidad asociada con los PN 

bioactivos, tales como elementos estereogénicos, sustit uyentes heterocíclicos o 

estructuras policíclicas (Lee & Schneider, 2001). 

1.2.b. Semisíntesis 

La preparación de análogos no naturales a partir de metabolitos secundarios 

puede modificar las propiedades de un fármaco, tales como bioactividad, 

farmacocinética, solubilidad, etc. Recientemente surgió el concepto de "síntesis 
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 un mismo 

precursor común. Así, a partir de un sustrato y dependiendo de las condiciones de 

reacción utilizadas, se puede llegar a quimiotecas con diversidad de unidades básicas, 

diversidad de esqueleto o diversidad estereoquímica. Otra estrategia que permite el 

acceso a análogos de PN es la "síntesis total derivada". En este caso, se usan los 

productos intermedios en una síntesis total de un producto natural para obtener 

análogos que no son fácilmente asequibles mediante la correspondiente ruta 

biosintética. En la bibliografía científica podemos encontrar diversos ejemplos de 

quimiotecas (Knepper et al., 2012; Nicolaou et al., 2000). 
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1.2.c. Diversificación de extractos 

Recientemente se ha demostrado que es posible generar actividad biológica 

a partir de un extracto natural inactivo por medio de la diversificación química de sus 

componentes (López et al., 2007; Ramallo et al., 2011). El proceso se enfoca hacia la 

transformación de funciones químicas comunes en productos naturales en grupos 

funcionales 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 

químicamente pueden constituir una fuente alternativa de compuestos para 

alimentar el proceso de descubrimiento de moléculas nuevas con actividades 

biológicas interesantes. Se encuentran reportadas distintas reacciones químicas 

usadas como estrategias, en las que se incluyen reacciones con hidracina (López et al., 
2007), bromaciones (Méndez et al., 2011) y sulfonilaciones (Salazar et al., 2009; 
2011). 

1.2.cI. Biotransformaciones 

Las transformaciones biológicas o biotransformaciones se presentan como un 

muy buen complemento de las reacciones de transformación química a la hora de 

diversificar estructuras de compuestos de interés (Faber, 2011). La ventaja 

fundamental de estos procesos es que se realizan generalmente en condiciones 

quimio-, regio- y estereocontroladas, pudiendo en algunos casos, superar a similares 

métodos empleados en el área de síntesis. Las biotransformaciones son métodos muy 

ventajosos en caso de establecerse sistemas biocatalíticos de manejo sencillo y 

resultan una alternativa racional desde el punto de vista ecológico al momento de 

planificar un proceso en particular. Si bien se produce una elevada cantidad de 

biomasa, este tipo de residuos es totalmente degradable, minimizando así el uso de 

reactivos químicos de difícil o nula degradación. Así como la síntesis o la simulación 

por computadora son utilizadas para generar quimiotecas, se pueden obtener 

colecciones de compuestos utilizando biotransformaciones (Zhang et al., 2006). 

1.3 Actividad Biológica 

La identificación de moléculas bioactivas derivadas de biomasas complejas requiere 

de una cuidadosa selección y ejecución de bioensayos relevantes en el largo proceso de 

descubrir potenciales drogas líderes y actividades diana (Strómstedt et al., 2014). Los 

compuestos naturales están involucrados directa o indirectamente en procesos vitales, la 

probabilidad de que cada uno de ellos posea actividad biológica es treinta veces mayor 

que la de que una sustancia sintética exhiba ese tipo de actividad. Por ello, se diseñan 

ensayos simples de laboratorio como paso inicial para el descubrimiento de nuevos 

compuestos bioactivos. 
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1.3.a Actividad citotóxica: Mortalidad en Artemia salina 

El Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos utiliza los términos 

citotóxico, antitumoral y anticancerígeno para describir la actividad de un 

determinado producto. Así, un agente citotóxico es aquél que es tóxico para las 

células tumorales in vitro. Si esta actividad se mantiene al hacer un experimento in 

vivo, se dice que el producto tiene actividad antitumoral (Trease & Evans, 1996). 

El género Artemia, comúnmente llamado camarón de salmuera (Figura 1.1) (Castro 

et al., 2006) es un invertebrado perteneciente a la fauna acuática salina y a los 

ecosistemas marinos. Está ubicado en el filum Artrópoda, clase Crustaceae. El ciclo de 

vida comienza con la eclosión de los quistes, los cuales son metabólicamente 

inactivos. Cuando los quistes son colocados en agua salada, son rehidratados y es allí 

cuando comienza su desarrollo (Pelka et al., 2000). 

Artemia es usado en distintas áreas científicas como ecología, fisiología, 

ecotoxicología, acuacultura y genética (Nunes et al., 2006). Es uno de los ejemplos 

más conocidos de organismos adaptados al laboratorio. Así, es utilizado en bioensayos 

para determinar toxicidad utilizando como parámetro la concentración letal 50 (LC50), 

la cual ha servido para determinar ciertas toxinas de plantas (Ramachandran et al., 

2011). Este tipo de ensayo in vitro ha sido exitoso como estudio preliminar de 

agentes citotóxicos y anticancerígenos (Olowa & Nuñeza, 2013). Farmacológicamente 

hablando, se ha encontrado buena relación entre el ensayo de mortalidad contra 

Artemio y distintos tipos de líneas celulares de cáncer (Ramachandran et al., 2011), 

como ciertas líneas tumorales de cáncer de seno (Maldonado Muete et al., 1993) y 

carcinoma nasofaríngeo humano entre otros (McLaughlin et al., 1998; Meyer et al., 

1982). Por otro lado, también es usado como indicador de compuestos con actividad 

pesticida (Ramachandran etal., 2011; Tatli et al., 2008). 

Figura 1.1: Ejemplar adulto de Artemio (nauplio) (Sorgeloos, etal. 1986) 
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1.3.b Actividad alelopática: Inhibición del crecimiento radicular 

El termino alelopatía fue definido como la interacción química entre plantas 

o entre microbios y plantas mayores. Esto incluye tanto influencias estimulatorias 

como también influencias inhibitorias. En una definición más actual, es el efecto 

directo o indirecto, perjudicial o beneficioso de una planta dadora, sobre otra 

aceptora debido a la producción de compuestos químicos que son liberados al 

entorno (Chon & Nelson, 2010). La liberación de estos compuestos, llamados 

aleloquímicos, por plantas puede ser por exudación de la raíz, descomposición, 

volatilización o lixiviación (Figura 1.2). La alelopatía puede influenciar tanto la 

germinación como el crecimiento, la supervivencia y la reproducción de los 

organismos (Ghebrehiwot etal., 2013). 
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Figura 1.2: Modos de liberación de aleloquímicos y factores que influyen en su actividad 

(Kobayashi, 2004). 

Varios metabolitos secundarios producidos por las plantas o 

microorganismos son considerados aleloquímicos y juegan un papel importante en las 

interacciones entre comunidades. Por ejemplo, en los agroecosistemas, los 

aleloquímicos pueden tener efectos nocivos en el crecimiento de los próximos cultivos 

en el cambio de estación. Así también, las malezas pueden producir efectos 

alelopáticos contra los campos de cultivo (Li etal., 2010). 

Un término estrechamente relacionado es la Fitotoxicidad, que se define 

como el grado en el cual un compuesto químico es tóxico para una planta. La 

actividad fitotóxica puede ser determinada mediante ensayos de laboratorio o en un 

ambiente no natural (Reigosa et al., 2013). El bioensayo de toxicidad con semillas de 

Lactuca sativa es una prueba estática de toxicidad aguda en la que se evalúan los 

efectos de extractos o compuestos puros en el proceso de germinación de las semillas 

y en el desarrollo de las plántulas en los primeros días de crecimiento. Como puntos 
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finales de la evaluación de la actividad se determina la inhibición de germinación y la 

inhibición en la elongación de la radícula y del hipocótilo (Kitou & Yoshida, 1998). 

Por otro lado, el uso indiscriminado de herbicidas sintéticos genera malezas 

más resistentes, incrementando el impacto ambiental y en la salud humana (Vyvyan, 

2002). Es por esto que la investigación en esta área juega un rol muy importante en el 

control de malezas (Chon et al., 2003; Gliessman, 1983). 

1.3.c Actividad antimicrobiana 

Las enfermedades transmisibles, particularmente las que involucran el tracto 

gastrointestinal y respiratorio son un serio problema a nivel mundial (Muta¡, et al. 

2009). En los últimos años se ha observado un rápido incremento de microorganismos 

resistentes a los antibióticos clásicos, lo que ha provocado, por un lado la reaparición 

de muchas enfermedades, como la tuberculosis, el cólera, las neumonías y 

endocarditis por enterococos y, por otro lado, la aparición de nuevas enfermedades 

transmisibles. Hay que tener en cuenta que las bacterias poseen poblaciones 

infinitamente mutables, capaces de diseminar el carácter de resistencia, en donde 

plásmidos, transposones e integrones pueden proveer a una bacteria de elementos 

que codifiquen resistencia a antimicrobianos procedentes de las más variadas 

especies y géneros bacterianos. Así, además del papel fundamental que desempeñan 

los factores ecológicos en la aparición de nuevos microorganismos, las características 

genéticas de los patógenos explican, con sólidas bases biológicas, el resurgimiento de 

las enfermedades transmisibles. Por ello se sugiere que la aparición y difusión de 

patógenos humanos resistentes es un problema ambiental que constituye una 

amenaza para la salud mundial. Ante estos problemas, cabe deducir la estricta 

necesidad de nuevos fármacos con carácter antimicrobiano que, o bien mejoren los 

que están en uso, por tratamiento de factores de resistencias o que presenten nuevos 

modos de acción (Coates et al., 2002). Por otra parte las drogas corrientes que están 

en uso muestran efectos secundarios (Muta¡ et al., 2009), por lo que también es 

necesario encontrar nuevos principios activos que minimicen los mismos. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo general 

El objetivo general del presente trabajo de tesis está orientado a la búsqueda de 

compuestos, biológicamente útiles en terapéutica y/o en agroquímica. Para conseguir este 

objetivos se diseñaron varias estrategias con la finalidad de obtener compuestos bioactivos 

de origen natural, semisintético o sintético. 

2.2 Los objetivos específicos planteados son los siguientes: 

2.2.1 Fraccionamiento biodirigido de extractos de especies vegetales de fácil 

asequibilidad de la familia Asteraceae. 

2.2.2 Modificación química de los extractos que resultaran inactivos y posterior 

fraccionamiento biodirigido. 

2.2.3 Transformaciones químicas de los metabolitos aislados. 

2.2.4 Síntesis total de análogos simplificados de compuestos naturales bioactivos. 

2.2.5 Caracterización de los compuestos obtenidos. 

2.2.6 Estudio de la actividad biológica de los compuestos. 

2.2.6.a Potencial actividad citotóxica frente a Artemia salina. 

2.2.61 Actividad antimicrobiana frente a microorganismos de interés alimentario y 

clínico. 

2.2.6.c Actividad alelopática frente a especies modelo. 
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3. LA FAMILIA ASTERACEAE  

3.1 Consideraciones botánicas 

La Familia Asteraceae o Compositae es una de las más fáciles de reconocer 

(http://herbarium.usu.edu/taxa/asteraceae.htm). Las margaritas, crisantemos, dalias, 

girasoles, el diente de león, son representantes de esta gran familia. Basta observar, no 

con mucho detenimiento, las inflorescencias (conjunto de flores) (figura 3.1) de 

cualquiera de las plantas antes mencionadas para advertir que tienen en común una 

característica: las inflorescencias de este grupo que le dieron el nombre a la familia: 

Compositae, el término latín que significa Compuestas. Sus flores están agrupadas en 

capítulos, o sea insertas sobre un receptáculo común y protegidas por un involucro 

formado por brácteas especializadas, denominadas filiarias (Pacciaroni, 1997). El capítulo 

puede ser homógamo (conteniendo flores de igual morfología, perfectas: estaminadas o 

pistiladas) o heterógamo (conteniendo flores de distinta morfología: flores periféricas 

pistiladas o estériles y flores centrales, perfectas o hermafroditas) (figura 3.2). El fruto 

por lo general es un aquenio. 

Figura 3.1: Izquierda: Capítulo homógamo de Taraxacum officinale (diente de león). Derecha: 
Capítulo Heterógamo de Be/lis perennis (margarita) 
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Figura 3.2: Capitulo heterógamo. A: Flor del margen. B: Flor del disco. 

La familia Asteraceae comprende más de 1700 géneros, entre 24.000 y  30.000 

especies clasificadas en 17 tribus y 3 subfamilias distribuidas por el mundo, lo que la 

convierte en una de las familias más grandes del reino vegetal (Alvarenga et al., 2001; 

Zdero & Bohlmann, 1990). Representan la familia vegetal más numerosa en la República 

Argentina donde se encuentran todas las tribus que la componen, con excepción de 

lnuleae. La familia cuenta con 227 géneros y cerca de 1400 especies en el país. En la 

provincia de Córdoba se encuentran 12 de las 17 tribus, siendo las más representativas 

Astereae (24%), Eupatorieae (14%), Heliantheae (13%) y Gnaphalieae (13%), con 

aproximadamente 220 especies nativas, 50 especies endémicas y 45 especies 

adventicias (Katinas et al., 2007). La figura 3.3 muestra la distribución de tribus en la 

provincia de Córdoba. 

Figura 3.3: Porcentaje de distribución de las tribus de Asteracee en la provincia de Córdoba. 
ANT=Anthemideae; ARC= Arctoteae; AST=Astereae; BAR=Barnadesieae; CAL=Calenduleae; 
CAR=Cardueae; EUP=Eupatorieae; GNA=Gnaphalieae; HELE=Helenieae; HELI=Heliantheae; 
LAC=Lactuceae; LIA=Liabeae; MUT=Mutisieae; PLU=Plucheae; SEN=Senecioneae; VER=Vernonieae. 
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En Argentina los usos que se ha dado a los taxones que componen esta familia son 

tan diversos como la cantidad de especies que existen. Desde el punto de vista 

estrictamente económico, unas 40 especies tienen importancia directa en alimentación 

humana (hortalizas y "semillas" oleaginosas) e indirectamente por productos obtenidos 

por la industria. Otras especies silvestres tienen potencial nutricional, muchas son de 

interés tecnológico u ornamental y centenares rinden metabolitos secundarios de uso 

farmacéutico o industrial o aportan néctar y polen para la producción apícola, forraje 

para la producción ganadera, etc. Muchas especies de la familia Asteraceae son pioneras 

u oportunistas y gran número resultan malezas de cultivos y/o tóxicas para el ganado. 

Además, numerosas plantas tienen un rol destacado en la estructura y funcionamiento 

de los ecosistemas (Del Vitto & Petenatti, 2009). 

Los géneros Aster, Carpesium, Eupatorium, mula, Saussurea, Taraxacum, Xanthium, 

son fuentes de varias medicinas a nivel mundial (Wu et al., 2006). En medicina 

tradicional se han realizado y se realizan preparaciones por sus propiedades antibióticas, 

a ntifú ngicas, anti helmíticas, antiplasmód icas, expectorantes, sedativas, diuréticas, 

espasmolíticas, homeostáticas, inmunoestimulantes y antiinflamatorias (Kadereit & 

Jeffrey, 2007). Desde la antigua Grecia cerca del año 800 a.c. hay registros sobre el uso 

de esta familia por el hombre (Petrovska, 2012): la hierba "Helenio" (mula helenium), 

que recibe su nombre por Helena de Troya, era usada como tónico aromático y 

condimento. También existe registro de uso del género Artemisia; su nombre proviene 

M griego "artemis", que significa saludable. 

En nuestro país ejemplos como la infusión de "manzanilla" (Matriacara recutita L) 

por su propiedad terapéutica como hepático; la decocción de "carqueja" (Baccharis 
articulata L) por sus propiedades digestivas, colagogas y antidiarreicas, o la infusión de 

Palo Santo (Dasyphy/lum diacanthoides L) por sus propiedades antiespasmódicas 

(Campos-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 tienen significancia negativa, por ejemplo el polen de Parthenium 

hysterophorus (escoba amarga) y de Ambrosio artemisiifolia son causantes de alergias en 

humanos (Wedner et al., 1989; Zicari et al., 2013). Por otro lado, es conocido que 

muchas especies del género Senecio contienen alcaloides pirrolizidínicos con elevada 

actividad hepatotóxica (Giordano & Pestchanker, 1984; Pestchanker et al., 1985). 
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3.2 Bioactividad 

3.2.a Actividad citotóxica 

En la familia Asteraceae se encuentran antecedentes de actividad citotóxica 

de distintos tipos de extractos. Por ejemplo, extractos etanólicos de Arctium Iappa, 

Artemisia absinthium, Calendula officina/is, Centaurea cyanus, Tan acetum vulgare y 

Tragopogon pratensis contra líneas celulares de leucemia J-45.01 (Wegiera et al., 

2012). El extracto de n-hexano de Senecio stabianus presenta actividad contra 

carcinoma de próstata LNCaP y melanoma C32 de piel (Tundis et al., 2009). El extracto 

de CH2Cl2  de Vernonia scorpioides presenta actividad contra el tumor de Ehrlich en 

ratas (Pagno et al., 2006). También hay descriptos estudios preliminares sobre la 

actividad antiproliferativa y citotóxica de infusiones de Solidago microglossa (Bagatini 

et al., 2009). Particularmente en la Argentina, extractos de especies de Eupatorium 

usadas en medicina popular muestran actividad citotóxica in vitro (Fernández et al., 

2002) 

La actividad de los extractos es debida a la presencia de compuestos con 

fuerte actividad citotóxica. Entre ellos se puede citar a las lactonas sesquiterpénicas 

(LS), las cuales son marcadores taxonómicos de la familia Asteraceae (Da Costa et al., 

2005). Se ha demostrado que para que este tipo de compuestos tengan la mayor 

actividad citotóxica, deben presentar en su estructura un doble enlace en posición a 

al grupo carbonilo (deben ser a-13-insaturados)  y si éste es exocíclico, son aún más 

activos (Picman, 1986; Rodriguez et al., 1976) (Figura 3.4). Esto hace que puedan 

tener actividad citotóxica, independientemente del esqueleto que lo contenga. Así, 

podemos encontrar LS activas con esqueleto germacranólido, guaianólido, 

pseudoguaianólido, eudesmanólido o bakkenólido (Rodriguez et al., 1976). 

Douglanina (3.1) y Tamirina (3.2) son ejemplos de lactonas sesquiterpénicas aisladas 

M género Tanacetum (Ulubelen et al., 2012) mientras que Eupanilinida K (3.3) y 

Eupanilinida L (3.4) fueron aisladas de Eupatorium sp. (Huo et al., 2006). 

o 

Figura 3.4: Disposición del anillo de y-lactona para mayor actividad citotóxica. 
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Eupanilinida L (3.4) 

HO 

HO,,, 

Eupanilinida K (3.3) 

Tamirina (3.2) 

Douglanina (3.1) 

OH 

Otro constituyente común en la familia Asteraceae son los flavonoides. Se 

encuentran reportes de actividad citotóxica de Hispidulina (3.5), Apigenina (3.6) 

aisladas de Centaurea spp. (Seelinger et al., 2008; Ulubelen et al., 2012), los 0-7 

glucósidos del flavonoide Baicaelina (3.7) extraídos de Enhydra sp. (Sannigrahi et al., 

2010), Nepetina (3.8) aislado de Eupatorium sp. (Militao et al., 2004) y  el fiavonol 

glicosidado, Rutina (3.9) de Senecio sp. 
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También existen reportes de terpenos sin el anillo de lactona que presentan 

actividad, como por ejemplo el sesquiterpeno de esqueleto eudesmano (+)-

intermedeol (3.10) (Park et al., 2000), el diterpeno acíclico spiciformisina b (3.11) (Lee 

et al., 2002) ambos aislados de Ligulariafischeri y el sesquiterpeno eremofilano (3.12) 

obtenido de Senecio sp. (Gelbaum et al., 1982). 
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Spiciformicina b (3.11) 

(+)-intermedeol (3.10) 

   

O 	H 

14-oxo-1,2-dehydrocacalol metil ester (3.12) 

Los quinoles Jacaranona etil éster y jacaranona metí¡ éster (3.13) aislados de 

Senecio sp. (Gelbaum et al., 1982; Loizzo et al., 2007) y  timoquinona (3.14) aislado de 

Eupatorium sp. (Schneider-Stock et al., 2014) poseen actividad citotóxica. 

Timoquinona (3.14) 

R=Et ó Me 
Derivados de Jacaranona (3.13) 

 

En este punto cabe aclarar que el género Senecio se caracteriza por la 

presencia de alcaloides pirrolizidínicos (APs). Estos APs son farmacológicamente 

activos destacándose los APs que presentan una insaturación en la base necina, por 

ser potentes hepatotóxicos para los mamíferos (Yang et al., 2011). Esta reportada la 

actividad citotóxica 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 Baccharis, muy abundante en nuestro país. La infusión y 

decocción de las hojas de B. incarum es usada tradicionalmente como antiséptico. La 

infusión y el extracto metanólico muestran actividad contra Staphylococcus aureus y 

Enterococcusfaecalis (Zampini et al., 2009a), también está reportado que el extracto 

etanólico (tintura) de especies del género Parastrephia presentan actividad contra los 

mismos microorganismos (D'Almeida et al., 2012). Tanto tinturas como decocciones 

de Baccharis boliviensis, Chuquiraga atacamensis y Chiliotrichiopsis keidelii presentan 

actividad contra cepas de Escherichia coli, Enterobacter cloacae, E. faecalis, Klebsiella 

pneumoniae, Margan ella morganii, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa y  S. 

aureus (Zampini et al., 2009b). Está reportada la actividad del extracto de AcOEt de 

Senecio leucanthemifolius contra S. aureus (Tundis et al., 2007). El extracto 

diclorometano de Senecio desiderabilis presenta elevada actividad frente a 

Cryptococcus neoformans (Deuschle et al., 2009). El extracto etanólico de Eupatorium 

bunifolium , una especie usada como medicinal en la provincia de Córdoba 

(Goleniowski et al., 2006) presenta actividad antimicrobiana in vitro (Zanon et al., 

1999). 

Existen distintos informes sobre la actividad antibacteriana los constituyentes 

químicos comunes de Asteraceae. Muchas LSs muestran actividad antibacteriana, 

antifúngica y antihelmíntica (Rodriguez et al., 1976). Compuestos derivados de 

Helenalina (3.16), como Plenolina (3.17) y Mexicanina (3.18) aislados de Gaillardia 

megapotamica (Fortuna et al., 2011; Kuo-Hsiung et al., 1977) y Vermeerina (3.19), 

asilada de Hymenoxys robusta (Lozano et al., 2012) muestran fuerte actividad contra 

S. aureus independientemente de la conformación del anillo de lactona. 
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Helenalina (3.16) 

Mexicanina (3.18) 

Plenolina (3.17) 

Vermeerina (3.19) 

Los flavonoides son conocidos por su capacidad antimicrobial (Cushnie & 

Lamb, 2005). Flavonoides aislados de Tagetes minuta poseen elevada actividad contra 

microorganismos patógenos. Particularmente Quercetagetina-7-0-arabinosil-

glucósido (3.20) muestra elevada actividad contra Bacillus subtilis y S. aureus 

(Tereschuk et al., 2004; Tereschuk et al., 1997). Existen reportes de otros flavonoides 

glicosidados en la posición 7 obtenidos de especies de Asteraceae que presentan 

actividad antimicrobiana (Lima et al., 2009). Los Flavonoides aislados de Eupatorium 

clematideum Griseb., Apigenina (4',5,7-trihidroxifiavona) (3.6), Genkwanina (4',5- 

dihidroxi-7-methoxiflavona) 	(3.21), 	7,4'-dimetilapigenina 	(5-hidroxi-4',7- 

dimethoxifiavona) (3.22), trimetilapigenina (4',5,7-trimetoxifiavona) (3.23), 

Cirsimaritina (4',5,-dihidroxi-6,7-dimetoxifiavona) (3.24) y tetrametilescutellareina 

(4',5,6,7-tetrametoxifiavona) (3.25), son moduladores de la resistencia a drogas en S. 

aureus (Maia et al., 2011). Los derivados glicosidados de Kaempferol (3.26) y de 

Quercetina (3.27) aislados de Senecio scandens también poseen actividad 

antimicrobial (Mendiondo et al., 2011; Wang etal., 2013). 
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Kaempferol-3-0-glucósido (3.26) 

También presentan actividad contra S. aureus y Pseudomonas aeruginosa los 

cromanos aislados de Eupatorium sp. (3.28) (Ragasa et al., 1998). Otro tipo de 

compuesto, como por ejemplo los sesquiterpenoides de esqueleto elemano, aislados 

de Centaurea spp. como Elenacarmanina (3.29) poseen actividad selectiva sobre 

bacterias Gram + (Bruno et al., 2013). Existen informes de diterpenos de esqueleto 

labdano estructuralmente emparentados con labda-7,13E-dien-213,15-diol (3.30) 

aislados de Baccharis spp., Reihania spp. y Ophryosporus sp. que presentan actividad 

contra S. aureus (Feresin et al., 2003). Así también, otros 20 terpenoides comunes en 

la familia Asteraceae fueron evaluados frente a distintos microorganismos. Sólo el 

triterpeno Taraxasterol (3.31), presentó actividad contra S. aureus (Villarreal et al., 

1994). 
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R=OH 
R=CH(OH)CH3  

Cromanos (3.28) 
Elemacarmanina (3.29) 

OH 

Labda-7,13E-dien-20,15-diol (3.30) 
Taraxasterol (3.31) 

En los aceites esenciales de distintas Asteraceae también se han identificado 

compuestos con probable actividad antimicrobiana. El aceite obtenido de Baccharis 

salicifolia presenta como principales constituyentes a-pineno (3.32) y canfeno (3.33) y 

tiene elevada actividad contra S.aureus y L. monocytogenes (Carrizo Flores et al., 

2009). El aceite obtenido de raíces de Eupatorium adenophurum presenta como 

componentes mayoritarios E,E- cosmeno y y-Muuroleno (3.34) y  presenta mayor 

actividad que el antibiótico Streptomicina contra cepas de Klebsiella pneumoniae 

(Ahluwalia et al., 2013). El principal constituyente del aceite de Artemisia echegarayi 

es la 3-thujanona (3.35) presentando, el aceite obtenido, elevada actividad contra 

Bacillus cereus, entre otros patógenos de interés alimentario (Laciar et al., 2009). 

a-pineno (3.33) 
Canfeno (3.34) 
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y-Muuroleno (3.35) 3-thujanona (3.36) 

3.2.c Actividad alelopática 

La familia Asteraceae o Compositae contiene sustancias biológicamente 

activas que son alelopáticas para las malezas (Chon et al., 2003). Extractos acuosos de 

Bidens frondosa, Breea segetum, Chrysanthemum indicum, Cirsium japonicum, Eclipta 

prostrata, Lactuca sativa, Xanthium occidentale, y Youngia sonchifolia muestran 

efectos sobre el crecimiento radicular de Medico go sativa (Alfalfa) (Chon & Nelson, 

2010). Extractos etanólicos de las Asteraceae Ange/phytum aspilioides, Baccharis 

sa/icifolia y Eupatorium hookerianum muestran 100% de inhibición en la germinación 

(IG) de Avena sativa (Monocotiledonea), mientras que Achyrocline tomentosa, A. 

aspilioides y B. salicifolia muestran 100% de IG sobre Raphanus sativus 

(Dicotiledónea). En cambio, los extractos de Senecio madagascariensis y  S. vira-vira 

poseen muy baja actividad IG (Palacios et al., 2010). El extracto etanólico de 

Eupatorium buniifolium presenta elevada IG (>78%) sobre R. sativus. Flourensia 

oolepis muestra 100% IG sobre A. sativa y R. sativus, sin presentar selectividad. 

Gaillardia megapotanica , Grindelia pu/che/la y Heterotha/amus a/ienus tienen 

moderada IG sobre A. sativa. Liabum candidum, The/esperma megapotamicum 

Trichocline reptans y Zexmenia bupthalmiflora tienen elevada IG sobre R. sativus 

(Palacios et al., 2007). Está reportada la actividad allelopática del extracto acuoso y 

del tejido en descomposición de Senecio jacobaea contra Lolium perenne (Césped 

Ingles), Tr,folium spp. y M. sativa (Ahmed & Wardle, 1994). Los extractos de Hex 

(Hexano) y CH2Cl2  de S. vo/ckmannii poseen actividad fitotóxica, mostrando una 

elevada IG (Pacciaroni et al., 2003). También está descripta la actividad fitotóxica 

selectiva del extracto etanólico de Lagascea mo/lis el cual presenta inhibición del 

crecimiento radicular en Sorgum halepense (Alarcón et al., 2007). 

Existen publicaciones acerca de diferentes LSs con distintos esqueletos que poseen 

actividad reguladora del crecimiento en plantas (Rodriguez et al., 1976). Por ejemplo 

las LSs de esqueleto germacranolidos, Cnicina (3.37) y Onopordopicrina (3.38) aisladas 

de Centaurea spp. inhiben drásticamente el crecimiento de L. sativa (Bruno et al., 
2013; Sesto Cabral et al., 2008). Por otro lado las LSs con esqueleto guaionolido, 
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Repina (3.39) y  Acroptilina (3.40) producen elongación de la raíz de L. sativa a bajas 

concentraciones (Bruno et al., 2013) 

HO 

HO 

Cnicina (3.37): 	 R=CH20H 
Repina (3.39): 

-CI 

Onopordopicrina (3.38): 	R=H 2  

Acroptilina (3.40): 
	R= 	

OH 

Sesquiterpenos tipo Cacalol (3.41) aislados de Psacalium decompositum presentan 

actividad tanto contra especies dicotiledóneas como monocotiledóneas, pero la 

actividad se hace selectiva hacia las especies monocotiledóneas cuando el compuesto 

es 0-acetilado. (Anaya et al., 1996). El bisaboleno (—)-Acido hamanasico A (3.42), de 

Flourensia campestris presenta IG sobre L. sativa (dicotiledónea) (Silva et al., 2012), 

mientras que los bisabolenos 12-hydroxy-13-en-xanthorrhizol (3.43) y 11-en-13-

hydroxy-xanthorrhizol (3.44) de L. mo/lis presentan actividad fitotóxica contra S. 

halepense (monocotiledónea) (Alarcón et al., 2007). 
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(-)-Acido hamanasico A (3.42) 

OH 

Cacalol (3.41) 

12-hydroxy-13-en-xanthorrhizol (3.43) 

OH 

11-en-13- hydroxy-xanthorrhizol (3.44) 

También se ha informado acerca de flavonoides aislados de Baccharis spp. 

como Apigenina (3.6), Quercetina (3.27) y  Naringenina (3.45) los cuales muestran 

elevada inhibición de germinación, respiración y crecimiento radicular en especies de 

dicotiledóneas (Céspedes et al., 2006). La mezcla de estereoisómeros (±)-Catequina 

(3.46) aislada de Centaurea maculosa presenta actividad inhibidora de algunas 

especies vegetales in vitro y actua como autoinhibidor en la misma especie (Actividad 

autotóxica) (Chon & Nelson, 2010; Li etal., 2010). 

HO 

OH 

OH 

Naringenina (3.45) 

R= 	 OH 

R= 
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(+)-Catequina (3.46) 

3.3 Fitoquímica 

Así como la familia Asteraceae es una de las familias del reino vegetal que más 

cantidad de especies presenta (Alvarenga et al., 2001), también produce una amplia 

diversidad de metabolitos secundarios. Hay reportes de estudios químicos de unas 5000 

especies y cerca de 7000 constituyentes aislados e identificados, esto hace que sea la 

familia vegetal que ha sido más investigada desde este punto de vista (Demetzos & 

Dimas, 2001; Zdero & Bohlmann, 1990). Compuestos como monoterpenos, 

sesquiterpenos, lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, triterpenos, poliacetilenos, 

flavonoides, cumarinas, benzofura nos, acetofenonas y fenilpropanoides son metabolitos 

secundarios típicos en la familia (Alvarenga et al., 2001). Otros metabolitos, como por 

ejemplo los alcaloides, están menos distribuidos en la familia (Langel et al., 2010; Zdero 

& Bohlmann, 1990). 

3.3.a Sesquiterpenos 

Los sequiterpenos son terpenoides de C15  formados por 3 unidades de 

isopreno. Una búsqueda bibliográfica extensiva muestra que se han identificado 287 

sesquiterpenos 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 tipo bisabolenos (Aguilar et al., 1993; 

Ahmed et al., 1999; Alarcón et al., 2007; Hernández et al., 2012; Hirota et al., 2012; 

Morad¡-Afrapoli et al., 2013; Piornedo et al., 2011; Silva et al., 2012; Taglialatela-

Scafati et al., 2012; Trifunovk et al., 2006; Wu et al., 2012), carotanos (Kong et al., 

2007; Taglia late la-Scafati et al., 2012; Tiansheng et al., 1993), cadinanos (Ahmad & 

Misra, 1994; Coba¡ lase-Urrutia et al., 2010, 2011; Loayza et al., 1995; Mísra et al., 

1993; Shi et al., 2012; Stipanovic et al., 2006; Urzúa, 2004), oplopanos (Arciniegas et 

al., 2008; Li et al., 2012; Nagano et al., 2012), cariofilanos (Apel et al., 2006; Sánchez- 
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Bisaboleno 

Cadinano 

Muñoz et al., 2012; Silva et al., 2010; Zhu et al., 2009; mini 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 et al., 2012), elemanos (Bruno et al., 2013; Formisano et al., 2012; 

Jenett-Siems et al., 2003; Marco et al., 2005) eusdesmanos (Ding et al., 2010; 

Formisano et al., 2012; Habibi et al., 2012; Lee et al., 2012; Liu et al., 2012; Shin et al., 

2012; Wu et al., 2006; Xu et al., 2012a; Xu et al., 2012b; lan et al., 2012; Zhang et al., 

2012), eremofilanos y bakkanos (Fragoso-Serrano et al., 2012; Hanai et al., 2012; 

Nagano et al., 2012; Saito et al., 2012), guaianos (He et al., 2012; Saifudin et al., 2012; 

Taglia late la-Scafati et al., 2012; Xu et al., 2012; Zhou et al., 2012) y  aromadendranos 

(Alarcón et al., 2009; Zhang et al., 2010) (figura 3.4). 

Cariofilano 

Carotano 

Oplopa nos 

Germacrano 
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Elemano Eudesmano 

Eremofilano 

 

Guaiano 

Aromadendrano 

Figura 3.4: Esqueletos de sesquiterpenos aislados de Asteraceae. 

3.31 Lactonas sesquiterpénicas 

Un caso particular de sesquiterpenos son las lactonas sesquiterpénicas que 

incluyen esqueletos de C15  . Más 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 LSs pueden estar presentes en grandes cantidades en flores, en 

tricomas, en polen y frutos (aquenios), aunque en bajas cantidades en raíces (Picman, 

1986). Biogenéticamente derivan del E,E-farnesilpirofosfato, seguido de una 

ciclización y una subsecuente modificación oxidativa. El grupo Germacranólido (la 

terminación "olido" se refiere al grupo lactona) es el más importante y, salvo algunas 

excepciones, todas las LSs derivan de transformaciones de éste (Barquera-Lozada & 

Cuevas, 2008; Rodriguez etal., 1976) (Figura 3.5). 
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a-amirina (3.47) 

OH 

HO 

Arndiol (3.48) 

o 
Figura 3.5: Estructura tipo germacranolido. 

3.3.c Triterpenos 

Triterpenos del tipo oleanano (a-amirina) (3.47), ursano (arndiol) (3.48), o 

lupanos (calenduladiol) (3.49) son típicos constituyentes de la familia Asteraceae. 

Pueden encontrarse esterificados con acido acético, en distintas fracciones, en 

órganos reproductivos de la planta o en latex (Csupor-Loffler, 2012). En muchos 

géneros se encuentran glicosilados formando saponinas (Debnath et al., 2010) 

Calenduladiol (3.49) 

34 



3.3.d Acetilenos 

Otro grupo de metabolitos secundarios encontrados con gran diversidad en 

la familia Asteraceae son los poliacetilenos y sus derivados (Christensent & Lam, 1991; 

Mclachlan & Lam, 1986). El oxido de carlina (3.50) (Herrmann et al., 2011), derivados 

M Ictioterol (3.51) (Pérez-Amador et al., 2006) y  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) 

HO 

Atractylodemayne A (3.52) 

3.3.e Flavonoides 

Flavonas y flavonoles (Figura 3.6) son los tipos de flavonoides más comunes 

en la familia Asteraceae (Bohm & Stuessy, 2001). En el caso de las flavonas las más 

abundantes son las tipo apigenina (3.6) (Céspedes et al., 2006; Csupor-Loffler, 2012; 

Cushnie & Lamb, 2005; Maia et al., 2011; Seelinger et al., 2008; Shin et al., 2012; 

Tereschuk et al., 2004; Ulubelen et al., 2012; Yang et al., 2011) y las del tipo luteolina 

(Clavin et al., 2000; Csupor-Loffler, 2012; Cushnie & Lamb, 2005; Seelinger et al., 

2008; Tereschuk et al., 2004; Ulubelen et al., 2012; Wang et al., 2013; Yang et al., 

2011; Zampini et al., 2009). Para el caso de los flavonoles los más abundantes son los 

tipo kaempferol (3.26) (Csupor-Loffler, 2012; Cushnie & Lamb, 2005; Herz, 2001; 

Maia et al., 2011; Mendiondo et al., 2011; Seelinger et al., 2008; Tereschuk et al., 
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Benzofuranos 

Cromenos 

o 
Cumarinas 

Dihidrobenzofuranos 

2004; Wang et al., 2013; Yang et al., 2011; Zhang et al., 2008) y  los del tipo quercetina 

(3.27) (Céspedes et al., 2006; Clavin et al., 2000; 2007; Csupor-Loffler, 2012; Cushnie 

& Lamb, 2005; Herz, 2001; Li et al., 2010; Mendiondo et al., 2011; Seelinger et al., 

2008; Tereschuk et al., 2004; Wang et al., 2013; Yang et al., 2011; Zampini et al., 2009; 

Zampini et al., 2009; Zhang etal., 2008) 

Flavona Flavonol 

Figura 3.6: Tipos de Flavonoides comunes en Asteraceae. 

3.3.f Cumarinas, cromanos y compuestos aromáticos relacionados 

Las cumarinas (1,2-benzopiranos) están ampliamente distribuidas en muchas 

familias de plantas (Petrurová-Poracká et al., 2013). En la familia Asteraceae se 

encuentran distintos tipos de derivados de benzofuranos (Céspedes et al., 2006; 

Gutierrez et al., 1995), dihidrobenzofuranos (Herz, 2001; 2004), cumarinas (Chon & 

Nelson, 2010; Chon et al., 2003; D'Almeida et al., 2012; Li et al., 2010; Zdero & 

Bohlmann, 1990), cromenos (Alarcón et al., 2007; Ragasa et al., 1998; Zdero & 

Bohlmann, 1990) y cromanonas (Herz, 2004) (Figura 3.7). 
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.- 
Cromanonas 

Figura 3.7: Ejemplos de compuestos aromáticos aislados de Asteraceae. 

3.3.g Alcaloides 

En muchas familias, los aminoácidos son precursores de alcaloides. En la 

familia Asteraceae, sólo el aminoacido ornitina es usado para los AP5, que están 

restringidos a la tribu Senecionae (Zdero & Bohlmann, 1990), aunque también están 

presentes en la tribu Eupatorieae (Langel et al., 2010). Los AP5 están formados por 

una base necina y acido necico (Figura 3.8). 

Acido 
necico 

- Necina 

Figura 3.8: Alcaloide pirrolizidínico. 

A pesar de que son los más comunes en la familia, especialmente en la tribu 

Senecionae, también existen reportes de alcaloides sesquiterpénicos (Wu et al., 

2006), indólicos (Shoeb etal., 2006) y  piridínicos (Maatooq & Hoffmann, 2002). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN OBTENIDOS A PARTIR DE ESPECIES 

VEGETALES  

En este capítulo se presentan y discuten los resultados obtenidos a partir de cuatro 

especies vegetales de la familia Asteraceae: Eupatorium arnottianum Griseb, E. 

inulaefolium Kunth, Senecio cera tophylloides Griseb y S. pampeanus Cabrera. Para cada 

taxón se hace una breve introducción botánica para ubicar al lector en contexto. 

4.1 Eupatorium arnottianum 

4.1.1 Descripción Botánica( http://www.floraargentina.edu.ar/)  

E. arnottianum Griseb. (sin. Chromolaena arnottiana Griseb.) (Figura 4.1 A) es 

una hierba de 1-1,5 m de altura, poco ramificada. Hojas cortamente pecioladas, 

lanceoladas, atenuadas en el ápice y cuneiformes en la base y en el ápice, 

cortamente aserradas, estrigosopubescentes en ambas caras, de 4-8 x 0,8-1,5 cm. 

Capítulos numerosos dispuestos en cimas corimbiformes (figura 4.1 B) densas, 

pedúnculos pubescentes. Involucro cilíndrico de 6-7 x 2 mm. Filarios fácilmente 

caedizos, en 5-6 series, imbricados, gradualmente más cortos, redondeados o 

subtruncados en el ápice, de color castaño. Receptáculo plano. Flores 8-20, 

violáceas. Aquenios glabros o laxamente pilosos. 

Figura 4.1 A: Ejemplar en floración de E. arnottionum. B: Capítulos de E. arnottianum. 
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p-Cimeno (4.1) 

o 

acetato de timo¡ (4.3) 

a-Pineno (4.2) 

3-Ca riofilleno (4.4) 

4.1.2 Distribución y Hábitat 

Especie del Sur de Bolivia, centro y noroeste de la República Argentina 

ocupando las provincias de Jujuy, Salta, Catamarca, Tucumán, Santa Fe, Santiago 

de Estero, Corrientes, La Rioja, Córdoba, Entre Ríos y San Luis entre los 100 y  3000 

msnm (Metros sobre el nivel del mar) (Zuloaga & Morrone, 1999). 

4.1.3 Antecedentes de E. arnottianum 

Las hojas frescas de E. arnottianum son utilizadas en medicina popular contra 

el asma, bronquitis, resfrios, en emplastos para fracturas óseas y dislocaciones y 

contra dolores estomacales (Clavin et al., 2002). La infusión de esta especie 

presenta actividad antiinflamatoria (Clavin et al., 2000), mientras que el extracto 

de CH2Cl2  presenta elevada actividad inmunomoduladora (Fernández et al., 2002). 

Por otro lado, el extracto de MeOH presenta muy baja actividad antifúngica 

(Muschietti et al., 2005). 

En lo que respecta a antecedentes fitoquímicos de la especie, se encuentra 

reportado el análisis del aceite esencial obtenido por hidrodestilación el cual 

contiene p-Cimeno (4.1), a-Pineno (4.2), Acetato de timo¡ (4.3) y 13-Cariofilleno 

(4.4) (Zygadlo et al., 1995). 
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También se encuentran reportes de flavonoides aislados de E. arnotianum 

con actividad antiinflamatoria como Nepetina (4.5), Jaceosidina (4.6), Hispidulina 

(4.7), Eupatilina (4.8), Hiperósido (4.9) y  Eriodictiol (4.10) (Clavin et al., 2007) 

además de otros derivados de la vía del ácido Shikímico (4.11; 4.12; 4.13) 

(Gutierrez et al., 1995). 

Hiperósido (4.9) 

Nepetina (4.5) 
Jaceosidina (4.6) 
Hispidulina (4.7) 
Eupatilina (4.8) 
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Eriodictiol (4.10) 
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OCH3  

 

OCH3  

H3CO 

H3CO 

 

H3CO 

H3CO 
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Eupatorina (4.11) 
	

5-hidroxi-6,7,3',4',5',-pentametoxiflavona 
(4.12) 
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OH 

O - 

2-hidroxi-4-(2'-hidroxipropi)-acetofenona (4.13) 

Además de los flavonoides, los mono y sesquiterpenos, aislados del aceite 

esencial, también se ha reportado la presencia de Cadinenos (4.14; 4.15; 4.16), 

furanocadinenos (4.17), terpenos de cadena abierta (4.18) y  triterpenos comunes 

en la familia Asteraceae (4.19) (Bohlmannt et al., 1979; Espitia de Perez, 1994) 

Germacreno (4.14) 

Chromoarnoffion (4.16) 

a-humuleno (4.15) 

Dihidroisochomolaeina (4.17) 
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Lupeol (4.19) 3-farneseno (4.18) 

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, 

encontrándose la especie en estado de floración. El lugar de recolección fue La 

Calera, departamento Colón, Córdoba, Republica Argentina. La especie fue 

identificada por el Dr. L. Ariza Espinar. FCEF y N - UNC. 

4.1.41 Extracción y Fraccionamiento 

Las partes aéreas de E. arnottianum se dejaron secar durante 10 días en 

ambiente adecuadamente ventilado. Luego fueron finamente molidas 

obteniéndose 721,64 g de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue 

exhaustivamente extraído mediante lixiviación con CH 2Cl2  a temperatura 

ambiente. El solvente fue evaporado en su totalidad, a presión reducida, 

recuperándose 38,24 g de extracto (5,3% extraído). El residuo del material vegetal 

fue sometido a reflujo suave en CH2Cl2  para lograr un mayor rendimiento 

obteniéndose 2,21 g adicionales de extracto, obteniéndose una masa final de 

40,45 g. El extracto total fue redisuelto en 500 mi- de EtOH a 40°C y  se le 

adicionaron 500 mi- de solución de Pb(Ac0)2 /H20 4%. La mezcla se dejó decantar 

a temperatura ambiente durante toda la noche. Transcurrido este tiempo se 

procedió a filtrar el precipitado formado y se evaporó el EtOH a presión reducida. 

A la mezcla obtenida se la particionó con CH2Cl2  (200 mi- x 3), lavándose esta 

última fase con H20 para eliminar las trazas de Pb(Ac0)2. La fase orgánica fue 

secada sobre Na2SO4  y el solvente fue evaporado a presión reducida 

obteniéndose 6,63 g de un extracto purificado. 
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38,24g 

   

     

Reflujo 

    

Extracto 

Reflujo 

2,21 g  

  

        

        

Extracto Total 

40,45g 

Tratamiento con Pb(Ac0)2  

Extracto Final 

6,63 g 

Al extracto final obtenido se le realizó un fraccionamiento mediante CC usando 

sílica gel G-60 como fase estacionaria y se eluyó con mezclas de solventes de 

polaridad creciente de CH2Cl2/AcOEt (49:1 a 0:100) en volúmenes de 400 mL. Las 

facciones así obtenidas fueron denominadas como Earn. A partir de la fracción 

Earn 8 se obtuvieron 340,3 mg de precipitado blanco en forma de cristales. De la 

fracción Earn 40 se obtuvieron 189,9 mg de cristales de coloración 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, Staphylococcus aureus, Bacillus 

subtilis, Listeria monocyto genes, Enterococcus hirae, Salmonela enteriditis y 

Escherichia coli, mediante el método de Difusión en Disco. La mayor actividad se 

observó frente a las bacterias Gram +, particularmente contra B. cereus con una 

CMI = 2,19 mg/mL. La Tabla 4.1 resume el diámetro de los halos de inhibición 

obtenidos a distintas concentraciones frente a distintas cepas de B. cereus. 
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Tabla 4.1: Ensayos de Inhibición bacteriana de E. arnottianum del extracto 

purificado. 

Cepas 

E. arnottianum Griseb 

Halos de inhibición 

18,70 mg/mL 13,20 mg/mL 6,6o mg/mL 2,19 mg/mL 

B. cereus MBCi 0,7 0,7 o,6 o,! 

B. cereus MBC3 0,7 0,7 0,55 - 

B. cereus MBC5 o,8 o,8 0,6 0,35 

B. cereus MBC7 0,9 0,9 0,75 04 

B. cereus Ci 0.65 o,8 0,7 0,4 

El experimento se realizó mediante la técnica de difusión en disco. Los halos de 

inhibición estan expresados en mm. 

El fraccionamiento del extracto mediante CC permitió obtener 40 fracciones de las 

cuales Earn 8 y Earn 40 precipitaron en forma de cristales, con alto rendimiento. El 

precipitado de la fracción Earn 8 fue identificado inequívocamente como Cumarina (4.20) 

mediante metodologías de RMN (Tabla 4.2). En el espectro de 1H-RMN (figura 4.2) se 

observa un grupo de señales a campos bajos, entre 6,40 y  7,50 ppm. Los dobletes a 7,73 y 

6,42 ppm (J = 9,3 Hz, 1 H cada una) son debidos a los hidrógenos vinílicos sobre C3-C4. El 

resto de las señales, en la región de los protones aromáticos se encuentran solapadas y su 

adjudicación se logró a través del experimento de HSQC (figura 4.3, Tabla 4.2). En la tabla 

4.2 se muestran las asignaciones de 13C y 1H. 

o 
8 	1 

Cumarina (4.20) 
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Figura 4.2: Espectro de 'H-RMN de Cumarina (4.20). 

Figura 4.3: Ampliación del espectro HSQC de Cumarina. 

48 



Tabla 4.2: Espectros de 'H-RMN y '3C de Cumarina. 

13c 
2 160,6 

3 116,6 6,42  d  (9,3) 
4 143,5 7,73 d (9,3) 

5 127,9 7,50 dd  (8,2, 1,4) 
6 124,4 7,28 td (8,2; 1,5) 

7 131,8 7,53 td (8,0; 0,5) 
8 116,8 7,31 dd (8,0; 0,5) 

9 118,8 
10 154,1 

En CI3CD, TMS como estándar interno. 6 en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre 
paréntesis. 

Debido a que la actividad antimicrobiana de esta familia de compuestos está 

reportada y que particularmente Cumarina (4.20) presenta baja actividad 

antimicrobiana contra cepas de B. cereus (CMI>1000ppm) (Souza et al., 2005), no 

se realizó el ensayo frente a este microorganismo. 

El otro compuesto precipitado a partir de la fracción, E arn 40, (como se 

describió) fue identificado como 5-hydroxy-3',4',6,7-tetramethoxyflavona (4.21). La 

elucidación estructural del compuesto fue realizada mediante metodologías de 

RMN en una y dos dimensiones. En el espectro de 1H-RMN (figura 4.4, tabla 4.3) 

se puede observar una señal a 12,72 ppm, característica de un átomo de H 

formando un enlace de puente hidrogeno como los presentes en las 5-

hidroxiflavonas. La asignación de las señales del anillo A fue completada mediante 

comparación con bibliografía (Biekofsky, etal. 1991). 

H3CO 

H3CO 

OCH3  

OCH3  

OH 

5-hidroxi-3,4,6,7-tetrametoxifiavona (4.21) 
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Figura 4.4: Espectro de 'H-RMN de 5-hidroxi-3',4', 6,7-tetrametoxiflavona. 

El espectro de correlación '3C-'H a largo alcance (HMBC) muestra una fuerte 

señal entre las señales de los grupos OMe en las posiciones 6,7,3' y  5' lo cual fue 

decisivo para la asignación de las mismas, además de la señal del 1H en posición 8. 

La figura 4.5 muestra las correlaciones de HMBC. En la tabla 4.3 se indican las 

asignaciones para las señales de 13C y 1H. 

OH 

Figura 4.5: Correlaciones '3C-1H HMBC. 
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Se determinó la actividad antimicrobiana de 5-hidroxi-3',4', 6,7-

tetrametoxifiavona frente a cepas de B. cereus a distintas concentraciones (figura 

4.6). A concentraciones de 18,7; 9,3; y  1,8 mg/mL, se observaron halos de 

inhibición de 2,0 mm, 0,5 mm y  0,0 mm, respectivamente. Como control se ensayó 

la actividad de antibióticos en una concentración de 0,5 mg/mL para cada uno 

obteniéndose los siguientes valores de halos de inhibición: Ciprofloxacina 17 mm, 

Azitromicina 13 mm, Oxofloxacina 20 mm y Cloramfenicol 9 mm. 

Tabla 4.3: Asignaciones de las señales de 5-hidroxi-3,4, 6,7-tetrametoxifiavona. 

2 163,9 

3 104,4 6,58;s;1H 
4 182,6 

5 153,1 
6 132,6 

7 158,7 
8 90,6 6,52;s;1H 

9 153,2 
10 106,9 

1'  123,7 
2'  108,6 7,31;d;(2,04);1H 

3'  149,3 
4'  152,3 

5'  111,1 6,95;d;(8,56);1H 
6'  120,0 7,49;dd;(2,04;8,56);1H 

5-OH 12,72;s;1H 
6-OMe 60,85 3,91;s;3H 
7-OMe 56,3 3,95;s;3H 
3'-OMe 56,1 3,97;s;3H 
4'-OMe 56,1 3,95;s;3H 

En CI3CD, TMS como estándar interno. 6 en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre 
paréntesis. 
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Figura 4.6: Ensayo de actividad de 5-
hidroxi-3',4', 6,7-tetrametoxiflavona 
contra Cepas de B.cereus. 1) 18,7 
mg/mL; 2) 9,3 mg/mL; 3) 1,800 
mg/mL. 

El análisis de los valores obtenidos indica que el flavonoide presenta baja actividad 

frente al microorganismo ensayado. 

4.2 Eupatorium inulifolium 

4.2.1 Descripción botánica: (http://www.fioraargentina.edu.ar/)  

Eupatorium inulifolium Kunth. [Sin. Autroeupatorium inulifolium (Kunth) K. et 

R.]: Es un arbusto de 1-2 m de altura, con tallos densamente pubescentes (figura 

4.7.a). Hojas pecioladas, ovado-rómbicas, atenuadas en la parte superior y 

redondeadas o cuneiformes en la base, decurrentes a lo largo del pecíolo, 

aserradas, densamente pubescentes, de 7-13 x 2-5 cm. Capítulos numerosos 

dispuestos en cimas corimbiformes densas (figura 4.71). Involucro acampanado, 

de 5-6 x 4-5 mm. Filarios en 2-3 series, los externos más cortos, 

oblongolanceolados, ligeramente pubérulos. Receptáculo plano, glabro. Flores 10-

15, blancas y fragantes. Aquenios negros con glándulas sésiles. 
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1111-W *_4OJA 40. 

' 	(A) 

Figura 4.7.A: Ejemplar en floración de E. 

inu!ifo!ium. B: Capítulos de E.inu!ifolium. 

4.2.2 Distribución y Hábitat 

En la República Argentina crece en las provincias de Buenos Aires, Catamarca, 

Chaco, Corrientes, Córdoba, Entre Ríos, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, y 

Tucumán, a una elevación entre O y  2000 msnm (Zuloaga & Morrone, 1999). 

4.2.3 Antecedentes de E. ¡nulifolium 

La especie E. inulifolium es conocida como "sanalotodo" o "yerba de María" 

en el noreste de Argentina. Es utilizada en medicina popular para el lavado de 

llagas como de otras afecciones cutáneas (Ferraro et al., 1977). En lo que respecta 

a la actividad antimicrobiana, está reportado que el extracto no es activo frente a 

cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Asperguillus niger (Anesini & 

Perez, 1993). 

Reportes fitoquímicos previos de esta especie, recolectada en distintas 

regiones sudamericanas, informan la presencia de diterpenos tales como labdanos 

(4.22, 4.23, 4.24) (Bohlmann & Zdero, 1977), nor-labdanos (4.25, 4.26) (Bohlmann 

et al., 1984; Oberti et al., 1984), Kauranos (4.27, 4.28) (Bohlmann et al., 1984). 

También se encuentra reportada la presencia de dos compuestos derivados de la 

vía del ácido shikímico: un fiavonol, Quercetagenina-3,6,3'-tri-meti¡éter (4.29), 

(Herz, 2001) y  un derivado de la cumarina (4.30) (Bohlmann et al., 1984). 
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Austroinulina (4.24) 

OH 

12-Desoxo-austrofolin-12-oI 

(4.23) 

OH 

HO 

O 
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15, 16 - Dihidroaustrofolin-15-oI 

(4.22) 

12-desoxo-austroeupatorion (4.25) 

Kauran-17,19-diol (4.27) 

2-desacetil-austroeupatori on (4.26) 

Ent-Kaurenal (4.28) 

o o 



 

OMe 

 

HO 

  

HO 

OH 

MeO 

 

Derivado de Cumarina (4.30) 

OH 	O 

Quercetagenin 3,6,3' 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, 

encontrándose la especie en estado de floración. El lugar de recolección fue La 

Calera, departamento Colón, Córdoba, República Argentina. La especie fue 

identificada por el Dr. L. Ariza Espinar. FCEF y N - UNC. 

4.2.41 Extracción y Fraccionamiento 

Las partes aéreas de E. inulifolium se dejaron secar durante 10 días en 

ambiente adecuadamente ventilado. Luego fueron finamente molidas 

obteniéndose 908,70 g de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue 

exhaustivamente extraído mediante lixiviación con CH2Cl2  a temperatura 

ambiente. El solvente fue evaporado en su totalidad, a presión reducida, 

obteniéndose 88,44 g de extracto (9,7% extraído). El extracto total fue redisuelto 

en 900 mL de EtOH a 40°C y  se le adicionaron 900 mL de solución de Pb(Ac0)2  

/H20 4%. La mezcla fue colocada a temperatura ambiente durante toda la noche. 

Transcurrido este tiempo se procedió a filtrar el precipitado formado-;  y se 

evaporó el EtOH a presión reducida. A la mezcla obtenida se la particionó con 

CH 2Cl2  (400 mL x 3), lavándose esta última fase con H20 para eliminar las trazas 

de Pb(Ac0)2. La fase orgánica fue secada sobre Na2SO4  y el solvente fue 

evaporado a presión reducida obteniéndose 20,46 g de un sub-extracto 

purificado. 

4.2.4.c Diversificación del sub-extracto 

Se tomó una muestra de 10 g del sub-extracto obtenido como se describió en 

el apartado anterior, la cual fue resuspendida en 500 mL de EtOH; 4,84 mL de 

N21-1 4  fueron adicionados gota a gota. La mezcla se sometió a reflujo durante 7h 
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con agitación magnética. El crudo de reacción fue redisuelto en CH202  (250 mL) y 

se lavó con H20 (3x100mL). El solvente orgánico (secado sobre Na2SO4  anh.) fue 

evaporado a sequedad bajo presión reducida, obteniéndose 4,08 g de extracto 

diversificado. 

4.2.5 Discusión y Resultados obtenidos de E. inu!ifolium 

Como ya se mencionó anteriormente, está reportado que el extracto de E. 

inulifolium no posee actividad antimicrobiana contra las cepas de interés (Anesini & 

Perez, 1993). El espectro de IR muestra una zona alrededor de 1750 cm' donde se 

observan varias señales que podrían adjudicarse a grupos carbonilos. Por otro lado, 

en el espectro de 13C-RMN, se observan señales que indican la presencia del 

mencionado grupo funcional. Estas observaciones experimentales llevaron a 

suponer que el extracto puede ser modificado químicamente por reacción con 

N 2 H 4. Transcurrido el tiempo de reacción, se procedió a realizar los espectros 

correspondientes a fin de verificar si había evidencias de cambio químico. La figura 

4.8 muestra los espectros de IR del extracto antes y después de la diversificación. 

Figura 4.8: Espectros de IR de E. inul,folium. A: Extracto inalterado. B: Extracto 
diversificado. 

Comparando ambos espectros de la figura 4.8 se puede observar, en general, 

un cambio notable entre ambos espectros de IR. Particularmente en la zona de 
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señales atribuibles a grupos carbonilo hay una notable disminución en la intensidad 

de las señales en la región de 1780 cm'. 

Otra evidencia que corrobora lo observado por IR, fueron los espectros de 13C-

RMN realizados antes y después de la diversificación (Figura 4.9). En el espectro 

perteneciente al extracto original se ve un número mayor de señales de átomos de 

carbono que en el extracto diversificado. Particularmente se observa que en la 

región característica de los grupos carbonilo (ca 180-210 ppm) desaparecen por 

completo todas las señales. Por otro lado, también se observan evidencias de 

cambio químico en las señales del espectro de 1 
 H-RMN (Figura 4.10) 

Figura 4.9: Espectro de 13C-RMN de los extractos de E. inulifolium. A: Extracto inalterado. 
B: Extracto diversificado. 
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Figura 4.10: Espectro de 1H-RMN de los extractos de E. inulifolium. A: Extracto inalterado. 

B: Extracto diversificado. 

Se determinó la actividad biológica del extracto frente a cepas de B. cereus, y 

S. aureus (Figura 4.11) a una concentración de 15,9 mg/mi- produciendo halos de 

inhibición de 2mm. En comparación con antimicrobianos comerciales tales como 

Ciprofloxacina, Azitromicina, Oxofioxacina y Cloramfenicol, se observó una 

actividad muy baja. 

B. cereus M2 7-06 B. cereus M2 9-06 
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5. aureus M3 7-06 S. aureus M3 9-06 

Figura 4.11: Actividad antimicrobiana del extracto diversificado de E. inuI;folium frente a 
cepas de B. cereus y S. aureus. El disco 3 corresponde al extracto diversificado de E. 
inulifolium. 

A partir del extracto diversificado de E. inu/ifo/uim se aisló e identificó 

inequívocamente, 	mediante 	distintas 	metodologías 	espectroscópicas, 

Austroeupatol (4.31), un compuesto ya reportado en esta especie colectada en los 

Andes venezolanos (Triana et al., 1995). Cabe destacar que este compuesto es el 

único presente en el extracto. El Esquema 4.2 muestra el método de obtención 

para el compuesto en cuestión. 

u 

HO" 

HO 

Austroeupatol (4.31) 
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Extracto 
Lixiviación 

88,44 g 

Lixiviación con 
CH2Cl2  

Materia 
Vegetal 
908,7 g 

Se redisuelve en EtOH 
Tratamiento con Pb(Ac0)2/H20 (4%) 
Extracción con CH2Cl2  

Extracto 
20,46 g 

Extracto 
10,46 g 

Extracto 
10,00 g 

Diversificación con N2H2  

Austroeupatol 
4,08 g 

Esquema 4.2: Método de obtención de Austroeupatol (4.31). 

El compuesto tiene una formula empírica C19 H2804  deducida a partir del 

espectro de masa y de 13C-RMN. En el espectro de 13C-RMN (Figura 4.9, 8) se 

puede observar la presencia de 19 señales, lo cual corroboró que se trataba de un 

norditerpeno. La presencia del grupo 3-furanoilo fue deducida a partir de 3 señales 

características 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, 8). El doble enlace exocíclíco muestra 2 señales 

características en el espectro de 1  H-RMN a 4,91 ppm y  4,59 ppm, fue también 

corroborado mediante experimentos de HSQC. La estereoquímica del anillo de 

decalina fue asignada mediante comparación con los datos publicados por otros 

autores (Oberti et al., 1984; Triana et al., 1995). Las asignaciones de las señales de 

RMN se muestran en la Tabla 4.4. 

El elevado rendimiento de Austroeupatol (4.31) en el extracto diversificado 

puede ser debido, entre otros factores, a una reducción de Wolf-Kishner (Smith, 

2010). En este tipo de reducción un compuesto carbonílico reacciona con 

hidracina, en presencia de base para dar el alcano correspondiente. 

Particularmente el 2-desacetil-austroepatorion (4.26) (Oberti et al., 1984) puede 

reducirse para dar como producto Austroeupatol (4.31) (Esquema 4.3). Cabe 

acotar que 2-desacetil-austroepatorion (4.26) fue encontrado como uno de los 

componentes principales de la especie colectada en terrenos de la Ciudad 
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Universitaria, Córdoba (Oberti et al., 1984). Analizando los espectros de 'H-RMN 

de los extractos de E. inulifolium, antes y después de la reacción con hidracina, 

claramente se observa que las señales a campos bajos atribuibles a los H-14, H-15 y 

H-16 (6=6,76 ppm; 7.45 ppm y  8.11 ppm, respectivamente) del anillo furánico 

desapantallados por la presencia del grupo carbonilo en C-12, han desaparecido y 

sólo se observan las señales de H-14, H-15 y H-16 del anillo furánico de 

Austroeupatol (4.31). Esto permitiría proponer que el extracto de la especie 

recolectada en la localidad de La Calera, Córdoba, contiene como componentes 

mayoritarios una mezcla de 2-desacetil-austroepatorion (4.26) y  de Austroeupatol 

(4.31). Por ende, la reacción del extracto con hidracina convirtió al primero en el 

segundo. 

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

e, 
	

6 (ppm) 

la 	 2,15 dd (J=14,6-2,9 Hz) 	 42,4 

113 	 1,20 dd (J=14,6-2,9 Hz) 
2 	 4,13 bd (J=2,9 Hz) 	 71,1 

3 	 3,8 bdd (J=5,8-3,6Hz) 	 74,8 

4 	 2,14 m 	 46,6 

5 	 1,56 m 	 47,5 

6a 	 1,61 m 	 29,2 

613 	 1,46 m 

7a 	 2,44 ddd (1=13,0-3,5-2,111z) 	 38,1 

70 	 2,01 td (J=13,0-5,5Hz) 

8 	 146,9 

9 	 1,55 m 	 55,5 
10 	 37,5 

ha 	 1,75 m 	 24,5 

lib 	 1,55 m 

12a 	 2,54 m 	 23,4 

12b 	 2,24 m 

13 	 125,3 

14 	 6,24 d (1=0,9 Hz) 	 110,9 

15 	 7,33 dd (J=1,4 Hz) 	 142,7 

16 	 7,17 br 	 138,7 

17a 	 4,91 br 	 108,5 

17b 	 4,59 br 

19a 	 4,49 dd (J=10,0-10,0 Hz) 	 62,1 

19b 	 3,64 dd (1=10,0-2,1 Hz) 

20 	 0,77s 	 15,7 

En CI3CD, TMS como estándar interno. 6 en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre 

paréntesis. 
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Esquema 4.3: Mecanismo de reducción del 2-desacetil-austroepatorion (4.26) para formar 

Austroeupatol (4.31). 

4.2.6 Obtención de derivados de Austroeupatol 

Austroeupatol (4.31) contiene diversos grupos funcionales susceptibles de ser 

modificados químicamente, produciendo cambios estructurales que podrían 

conducir a una modificación de la actividad antimicrobiana. 

Como objetivo se plantearon transformaciones químicas sobre los siguientes 

grupos funcionales: En hidroxilo primario 19-01-1 y en los hidroxilos secundarios 2-

OH y 3-01-1, formación de acetales y esterificación. Sobre el grupo furano de la 

cadena lateral, reacciones de Diels-Alder. Además, el doble enlace exocíclico (C8-

C17) puede ser susceptible de isomerizar, hidrogenar, halogenar y epoxidar 

(Esquema 4.4). 
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Esquema 4.4: Grupos funcionales de Austroeupatol (4.31) con las modificaciones químicas 

planteadas. 

4.2.7 Experimental 

4.2.7.1 General 

Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo atmósfera de N 2, salvo que se 

indique lo contrario. La evolución de todas las reacciones se monitorearon 

mediante CCD (Cromatografía en capa delgada) usando como fase estacionaria 

sílica gel y como fase móvil CH 2Cl 2/AcOEt en proporción 1:1, salvo que se indique 

lo contrario. Las CC (Cromatografía en columna) fueron realizadas usando sílica 

gel G-60 como fase estacionaria. 

Se evaluó la actividad biológica de los derivados obtenidos mediante la 

técnica de difusión en disco, con 24 cepas de microorganismos: 

1- Listeria monocytogenes 60-364/03 

2- L. monocytogenes 01-155 

3- L. monocytogenes 00/220 

4- L. monocytogenes 99/320 

5- L. monocytogenes 00/110 

6-L. monocytogenes 01/31 

7- L. monocytogenes 01/01 

8- L. monocytogenes 99/287 

9- Echerichia coli 

10- Staphylococus aureus M3 

11- Salmonella enteriditis CUB 22/10 

12- S. gallinarum 69/12 

13- S. typhymurium CUB 29/08 

14- S. enteriditis CUB 7 7/2 0 

15- S. typhymurium CUB 08/28 

16-5. gallinarum CUB 954 

17- Bacillus cereus 3 

18- B cereus 4 

19- B. cereus 2 

20- B. cereus 7 

21- B. cereus 5 

22- B. cereus 6 

23- B. cereus Mori2 

24- B. cereus c4 
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4.2.7.2 Modificaciones sobre el doble enlace C8-C17 

4.2.7.2.a Isomerización (Vogel, et al. 1996) 

A 78,0 mg (2,43 mmol) de Austroeupatol (4.31) disueltos en 5 mí- de tolueno 

seco se le añadieron 15,6 mg (0,09 mmol) de ácido p-toluensulfónico y se llevó a 

reflujo durante 3 h con agitación magnética. Se eliminó el solvente de reacción y 

se particionó en CH2Cl2/ H20, Se obtuvieron 3,4 mg de un aceite de tonalidad 

dorada. 

4.2.7.21 Halogenación (Bromación) 

Método A (Tietze & Eicher, 1989): A 43,0 mg (0,134 mmol) de Austroeupatol 

(4.31) disueltos en 5 mí- de CHCI3  enfriados en baño de hielo y sal, se le 

añadieron 7 iL de Br2  manteniendo la mezcla de reacción con agitación durante 

1 h. Luego se añadieron 5 mí- de H20 y se extrajo con 5 mí- de C1-1202. Se lavó 

con solución saturada de NaHCO3  y se secó sobre MgSO4  anhidro. Se obtuvieron 

10,3 mg de un sólido oscuro. El análisis del espectro de RMN indicó la 

descomposición del sustrato. 

Método B (Domínguez, 1973): A una solución de 45,6 mg (0,142 mmol) del 

sustrato en 3 mí- de CCL en agitación se le añadieron 100 iL de una solución al 

35% de Br2  en CCL.  Luego se añadieron 5 mí- de H20 y se extrajo con 5 mí- de 

C1-1202. Se lavó con solución saturada de NaHCO3  y se secó sobre MgSO4  anhidro. 

Se recuperaron 20,5 mg sustrato sin reaccionar. 

4.2.7.2.c Epoxidación 

Método A (Tietze & Eicher, 1989): A 2 mL de una solución de 60,2 mg (0,188 

mmol) de Austroeupatol en CHCI3  seco se le añadieron 51,2 mg (0,296 mmol) 

de AMCPB bajo atmósfera de N2  agitando hasta conseguir la disolución 

completa. Luego se dejó toda la noche a temperatura ambiente, al abrigo de la 

luz. Se agregó solución de NaHCO3  al 10% y  se particionó con CHCI3. Se secó la 

fase orgánica con Na2CO3  anhidro. Se obtuvo 40,3 mg de un aceite dorado 

identificado como el sustrato sin reaccionar. 

Método 8 (Gutierrez Nicolas, 2010): A 50,0 mg (0,156 mmol) de sustrato 

disueltos en 3 mí- de CHCI3  seco se le añadieron 40,4 mg de (0,234 mmol) de 

MCPBA. Luego se añadieron 57,6 mg (0,685 mmol) de NaHCO3  y se agitó la 

mezcla a reflujo durante 3 h. Se agregó solución de NaHCO3  al 10% y  se 

particionó con CHCI3. Se secó la fase orgánica con Na2CO3  anhidro. Se recuperó 

el sustrato sin reaccionar. 
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Metodo C (Gutierrez Nicolas, 2010): A 53,3 mg (0,166 mmol) de sustrato 

disueltos en 5 mL de MeOH se le adicionaron 50,8 IA (0,498 mmol) de H202  

(31%, = 1,11 g/mL) y  83 iiL (0,083 mmol) de solución 1 M de NaOH. Se agitó la 

mezcla durante toda la noche. Pasado el tiempo de reacción se agregaron otros 

50,8 iiL (0,498 mmol) de H202  y se llevó la mezcla a reflujo durante 2 h. Se 

recuperaron 51,8 mg de sustrato sin reaccionar. 

4.2.7.2.d Hidrogenación (Tietze & Eicher, 1989) 

17,6 mg (0,055 mmol) de Austroeupatol (4.31) se disolvieron en 4 mL de THF 

seco y se adicionaron cantidades catalíticas de Pd/C al 10%. El sistema fue 

secado bajo corriente de N2. Se conectó al balón de reacción un globo lleno con 

H2  y el sistema se cerró bajo esta atmósfera. Se dejó reaccionar durante 48 h. 

No se observaron cambios en el producto de partida 

4.2.7.3 Modificación sobre el Grupo furanoilo 

Reacción de Diels-Alders (Carreño et al., 1996) 

43,3 mg (0,135 mmol) del sustrato se disolvieron en 500 i.tL de C1-1202  seco y 

se añadieron 39 mg (0,405 mmol) de anhídrido maleico, manteniendo agitación 

magnética constante hasta obtener una mezcla homogénea. La agitación se 

mantuvo a lo largo de 5 días a temperatura ambiente, añadiendo porciones de 

solvente a fin de mantener el volumen. No se observaron cambios en el perfil 

cromatográfico del sustrato. 

4.2.7.4 Modificaciones sobre los grupos hidroxilo 

4.2.7.4.1 Formación de acetales 

4.2.7.4.1.a lsopropiliden derivados 

Método A (De Wilde et aI.,1987; Vogel et al., 1996): A 55,3 mg (0,172 mmol) de 

Austroeupatol (4.31) se le adicionaron 303,2 mg (2,22 mmol) de ZnC12 y  1,5 mL 

de Acetona, en un balón previamente evacuado. La mezcla se agitó 

manteniendo la temperatura a 20°C hasta completar la disolución; entonces se 

dejó con agitación a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reacción 

se colocó sobre 1,5 mL de solución saturada de K2CO3 y luego fueron añadidos 

2,0 mL de éter etílico. El sólido resultante se filtró, realizando lavados con una 

mezcla de éter etílico ¡acetona 1:1. El filtrado resultante se evaporó a presión 

65 



reducida, quedando 12,5 mg de un aceite el que fue identificado como el 

sustrato. 

Método B (Karamé et al., 2011): En un balón seco, se agregaron 43,9 mg (0,137 

mmol) de sustrato. Se le adicionaron 3,0 mg (0,011 mmol) de FeCI3 6H20 y  1,0 

mL de acetona. La mezcla se agitó durante toda la noche. Transcurrido este 

tiempo de reacción, el solvente fue evaporado a sequedad y la mezcla se separó 

por CC sobre sílica gel usando como mezcla de elución Hexano/AcOEt 4:1. No se 

observaron cambios estructurales en el sustrato. 

Método C (Dauben et al., 1954; Halabi, 2000; Tietze & Eicher, 1989) : Se 

colocaron 50,0 mg (0,156 mmol) de Austroeupatol, en un balón previamente 

evacuado. Se añadieron 29,8 mg (0,173 mmol) de ácido p-toluensulfónico y 4 ml-

de 

L

de acetona anhidra. La mezcla se agitó durante 22 h a 56°C. El crudo de reacción 

se llevó a sequedad y se retomó con CH2Cl2  (5 mL), lavándose con H20 (3x5 mL). 

Se obtuvieron 29,1 mg de un aceite que fue identificado como el sustrato sin 

modificar. 

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

A 59,2 mg (0,185 mmol) de Austroeupatol (4.31) se le añadieron 31,2 mg 

(0,098 mmol) de ZnCl2  y 80 tL de benzaldehído. Se agitó hasta disolución (10 h) 

y luego se dejó reaccionar con agitación durante 18 h a temperatura ambiente. 

Se añadió hielo a la mezcla de reacción y se extrajo exhaustivamente con éter 

etílico. Se obtuvo un aceite de color amarillo que fue purificado mediante CC 

usando como fase móvil CH202. Se obtuvo el sustrato sin ningún tipo de 

modificación. 

4.2.7.4.2 Esterificaciones 

Síntesis de 19-benzoil-austroeupatol (Tietze & Eicher, 1989): En un balón 

previamente evacuado se colocaron 44,6 mg (0,139 mmol) de Austroeupatol 

(4.31) en 500 ¡Al de piridina anhidra y se añadieron 19,0 liL de cloruro de 

benzoílo. La mezcla se mantuvo con agitación magnética a 50°C durante 3 h. A 

continuación se eliminó el solvente a presión reducida y se purificó el residuo 

(143,6 mg) mediante CC, usando como solvente de corrida una mezcla CH2Cl2  / 

AcOEt 7:3. Se obtuvieron 9,2 mg (0,022 mmol) del producto esperado (15,6%). 

Síntesis de 19-octanoil-austroeupatol: 39,4 mg (0,123 mmol) de sustrato se 

colocaron en 500 mL de piridina anhidra y se añadieron 25 hL de Cloruro de 

Octanoílo, procediendo de la misma manera detallada anteriormente. Se 

obtuvieron 0,9 mg de producto (1,63%). 
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Síntesis del derivado acetilado: A 40 mg (0,125 mmol) de Austroeupatol se le 

adicionaron 7,26 iL de piridina anhidra y  226,8 i.IL de anhídrido acético. La 

mezcla se llevó a reflujo durante 1,5 h. Transcurrido este tiempo se añadió 1,0 

mi- de solución al 2% de HCI y se extrajo exhaustivamente con éter etílico. La 

fase orgánica fue secada sobre MgSO4  anhidro y el solvente fue eliminado por 

evaporación a presión reducida. Se obtuvieron 18,6 mg de una mezcla de 

isómeros acetilados. 

Síntesis del9-p-toluensulfonil-austroeupatol (Kabalka et al., 1986): A una 

solución de 40 mg (0,125 mmol) de Austroeupatol (4.31) en 2,0 mL de CHCI3  

anhidro, se le añadieron 50 l.1L de piridina anhidra y se sometió a agitación 

magnética en un baño de hielo. Luego fueron adicionados 30 mg de p-

MeC6H4SO2CI (cloruro de p-toluensulfonilo) en 3 porciones. La mezcla se dejó a 

temperatura ambiente con agitación durante 20 h hasta la desaparición 

completa del sustrato. El solvente fue removido mediante evaporación a presión 

reducida y el residuo fue purificado mediante CC usando como fase móvil 

CH2Cl2/ AcOEt 7:3. Se obtuvieron 28,6 mg de un aceite que fue identificado 

como el epímero de C-2 de Austroeupatol (4.31) (71,4%). 

4.2.8 Resultados y discusión 

4.2.8.1 Modificaciones sobre el doble enlace 

4.2.8.1.a Isomerización 

Con el objetivo de isomerizar el doble enlace exocíclico C8-C17 a fin de 

obtener el doble enlace en la posición más estable C8-C9, se hizo reaccionar el 

sustrato Austroeupatol (4.31) con p-MeC6H4SO3H (ácido p-toluensulfónico), en 

tolueno como solvente a reflujo durante 3 h (Vogel et al., 1996). Esta reacción 

no condujo al compuesto deseado y tampoco se obtuvo el compuesto de 

partida. En el espectro de 'H-RMN del producto obtenido (figura 4.12) se 

observan dos singletes anchos a 3 4,91 y  4,59 ppm indicando la presencia del 

doble enlace exocíclico. El compuesto mayoritario fue identificado como un 

estereoisómero (epímero) de la posición C-2. No fue posible identificar el 

compuesto minoritario debido al bajo rendimiento del mismo. 
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Esquema 4.5: Esquema de reacción de Austroeupatol (4.31) con p-MeC6H4SO3H 
en tolueno. 

T 
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fi (ppm) 

Figura 4.12: región del espectro de 'H- RMN entre 5 5.7 y  3.3 ppm del producto de 
isomerización. 
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4.2.8.11 Halogenación (Bromación) 

Se ensayaron dos métodos diferentes de halogenación con la finalidad de 

obtener derivados halogenados del diterpeno. El primer método que se llevó a 

cabo fue el agregado de Br2  sobre una solución clorofórmica del sustrato a baja 

temperatura (Tietze & Eicher, 1989). Se observó que el sustrato se 

descomponía, adquiriendo una coloración negra. 

En el segundo método se agregó una solución de Br2  al 35% en CCL a una 

solución clorofórmica del sustrato. No se observan cambios en los espectros de 

'H-RMN cuando se compararon los del compuesto de partida con el del crudo 

de reacción (Ver discusión de la reactividad en la sección 4.2.9). 

0 

	

u 
HO11,,  

HO"  

Br2  

HO HO 

Esquema 4.6: Reacción de bromación del doble enlace. 

4.2.8.1.c Epoxidación 

Para realizar la semisíntesis del oxirano derivado se ensayaron 3 métodos 

diferentes. Se hizo reaccionar el sustrato en presencia de 1 equivalente de 

AMCPB (Ácido m-cloroperbenzoico) en CHCI3  a temperatura ambiente durante 

12 h (Tietze & Eicher, 1989). Por otro lado, se colocaron 1,5 equivalentes de 

MCPBA en CHCI3, en este caso con el agregado de una base débil como NaHCO3. 

Por último se ensayó la reacción de epoxidación con H202  en MeOH y en 

presencia de NaOH (Gutierrez Nicolas, 2010). En todos los casos, se recuperó el 

sustrato sin reaccionar. 
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3eq. H,02  

0,5eq. NaOH 
MeOH HO HO 

leq. MCPBA 
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Esquema 4.7: Reacción de formación del epóxido por tres métodos diferentes. 

4.2.8.1.d Hidrogenación 

A fin de realizar la hidrogenación del doble enlace se procedió a colocar el 

compuesto disuelto en THF en atmósfera de H2  gaseoso en presencia de Pt02  

como catalizador (Tietze & Eicher, 1989). Se agitó durante 48 h, no 

registrándose ningún cambio tanto en los perfiles espect roscó picos, como en los 

cromatográficos. 

HO" 

HO 
	 HO 

Esquema 4.8: Hidrogenación catalítica del doble enlace. 

4.2.8.2 Modificación sobre el Grupo furanoilo 

Reacción de Diels-Alders 

Con el objetivo de obtener el aducto correspondiente a la cicloadición al 

dieno furano, se procedió a disolver el compuesto en CH2Cl2 y se añadieron 3 eq. 

de anhídrido maléico (dienófilo) y se colocó a reflujo por 24 h (Carreño et al., 
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1996). Se recuperó el sustrato sin reaccionar lo cual fue deducido a partir del 

espectro de 'H-RMN donde se pueden observar las señales características del 

grupo 3-furanoilo a 3 6,24 ppm (H-14), 7,33 ppm (H-15) y  7,17 ppm (H-16). 

HO 
	

HO 

Esquema 4.9: Cicloadición entre Austroeupatol y Anhídrido maléico. 

4.2.8.3 Modificaciones sobre los grupos hidroxilo 

4.2.8.3.a Formación de acetales 

Otro de los objetivos fue la obtención de compuestos conteniendo el anillo 

1,3 dioxolano, por lo cual se planteó la formación de acetales con 2 reactivos 

distintos: acetona y benzaldehído para formar el isopropiliden y el benziliden 

derivado, respectivamente. Para formar el isoproliden derivado, se disolvió el 

diterpeno (4.31) en acetona y se ensayaron como catalizadores 2 ácidos de 

Lewis: ZnC12  (De Wilde et al., 1987) y  FeCI3  (Vogel et al., 1996), ambos durante 

16h. También se usó como catalizador p-MeC6 H4SO3H, a reflujo 12 h (Halabi, 

2000). 
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Esquema 4.10: Síntesis del isopropiliden-derivado. 

Para la obtención del benziliden derivado (Holder & Fraser-Reid, 1973), se 

disolvió el sustrato en benzaldehído y se agitó durante 18h a temperatura 

ambiente, en presencia de ZnCl2  como catalizador (Vogel et al., 1996). En 

ninguno de los métodos ensayados se obtuvo el producto esperado, 

recuperándose siempre el sustrato sin reaccionar. 

Esquema 4.11: Síntesis del benziliden-derivado. 

4.2.8.31 Esterificaciones 

Se probaron distintos tipos de reactivos para intentar esterificar los grupos 

hidroxilo presentes en el diterpeno. En la primera experiencia el sustrato se hizo 

reaccionar con cloruro de benzoílo (PhCOCI) en piridina a 70°C (Tietze & Eicher, 
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1989) a fin de obtener el éster benzoico de Austroeupatol. En el espectro de 'H-

RMN (Figura 4.13) puede observarse que las señales correspondientes a H-2 y 

H-3 no sufrieron un cambio significativo de corrimiento químico, en cambio, las 

señales de H-19a y H-19b, aparecen a campos más bajos, a 3 5,03 y  4,53 ppm 

respectivamente. Esto indica que los átomos H están más desapantallados, 

sugiriendo que se produjo una modificación en la estructura del compuesto de 

partida. El espectro de correlación 13C-1H HMBC (Figura 4.14) muestra una señal 

correspondiente a un fuerte acoplamiento entre H-19 y el grupo carbonilo a 

167,1 ppm del éster benzoílo. El espectro de correlación '3C-1H HSQC y el 

espectro de masas confirman una fórmula empírica de C261-1 3205. En la Tabla 4.5 

se muestran las asignaciones de 1H-RMN del benzoil derivado (4.32). Cabe 

acotar que el rendimiento de esta reaccion fue muy bajo (15,6%). 

Esquema 4.12: Síntesis de 19-Benzoil-Austroeupato¡ (4.32). 
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613 
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713  

Tabla 4.5: Espectros de RMN 1H y 13C de 19-benzoil- 

austroeupatol (4.32). 

6 (ppm) 

11-1 13  C 

2,19 dd (J=3,0-14,0 Hz) 42,1 
1,24 dd (J=3,0-14,0 Hz) 
4,16 dd (J3,0-6,3 Hz) 70,5 

3185 dd (J=3,0-6,3 Hz) 73,3 
2,24 m 45,9 

1,62 m 47,3 
1,91 dd (J=4,3-13,2 Hz) 29,1 

1,61 m 
2,47 m 37,9 

2,06 m 
146,8 

91,6 m 55,6 
37,7 

1,71 m 24,3 
1,61 m 

2,25 m 23,4 

2,57 m 

125,3 

6,26san. 110,9 

7,35 d an. (J=1,5 Hz) 142,8 

7,19 s an. 138,8 

4,96san. 108,1 

4,64san. 

5,03 dd (J=5,4-11,8 Hz) 63,4 

4,53 dd (J=4,3-11,8 Hz) 

8 

10 

ha 
lib 

12a 

12b 

13 

14 

15 
16 

17a 

17b 

19a 

19b 

20 	 0,955 	 15,7 

CO OBz 	 167,1 

1' 130,0 

2' 8,01 dd (J=1,3-8,5 Hz) 	 129,5 

3' 7,49 dd an. (J=8,0 Hz) 	 128,5 

4' 7,56 dd an. (J=1,3-8,OHz) 	 133,1 

En CI3CD, TMS como estándar interno. 6 en ppm, constantes de acoplamiento en Hz 

entre paréntesis. 
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Figura 4.13: 
Ampliación de 

espectros de 
'H-RMN, solo 
se muestra la 
región 
relevante de 6 

3,5 a 5,1 ppm. 
A:  
Austroeupatol. 
B:  
19-benzoil-
austroeupatol. 

Figura 4.14: 

Ampliacion del 

espectro de 
correlación C-H HMBC 
de 19-benzoil-
austroeupatol. 

Se evaluó la posible actividad antimicrobiana del derivado obtenido frente a 

24 cepas de microorganismos. El mismo no mostró actividad apreciable frente a 

ninguna de las cepas empleadas. 

A los fines de generar el octano¡¡-éster derivado de austroeupatol (4.31) se 

colocó el diterpeno en presencia de cloruro de octanoilo empleando las mismas 
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condiciones que en la experiencia anterior. El espectro de 1H-RMN del producto 

de reacción muestra que las señales correspondientes a H-2 y H-3 permanecen 

sin cambio considerable en su corrimiento químico, mientras que las señales de 

H-19a (8 4,49 ppm) y H-19b (3 3,64 ppm) ahora aparecen a 3 4,72 y  4,25 ppm 

respectivamente (Figura 7), lo cual indica que se esterificó el oxidrilo primario 

de la posición C-19 al igual que en la reacción anterior con cloruro de benzoílo. 

El espectro de masas muestra un ion molecular de m/z= 446,30, lo que 

correlaciona con una formula empírica de C271-14205. El rendimiento de la 

reacción fue muy bajo (<2%) para realizar una caracterización completa del 

sustrato y las pruebas biológicas correspondientes. 

Esquema 4.13: Síntesis de 19-octanoil-austroeupato¡ (4.33). 
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H119a 
H-19b 
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Figura 4.15: A: espectro de 'H-RMN de Austroeupatol. B: espectro de 'H-RMN de 19-

octanoil-austroeupatol. (4.33) Región: 3,5 a 5,2 ppm. 

La tercera reacción de esterificación se llevó a cabo empleando anhídrido 

acético como agente de acilación. El procedimiento se realizó colocando el 

diterpeno en presencia de anhídrido acético en piridina a reflujo durante 1 h 

(Tietze & Eicher, 1989). Los espectros de 'H-RMN permitieron identificar una 

mezcla de compuestos parcialmente acetilados. Particularmente el espectro de 

13C-RMN muestra varias señales pertenecientes a distintos grupos carbonilo de 

éster acetato con corrimientos químicos alrededor de 8 170,6 y  170,1 ppm. En el 

espectro de 1H-RMN se puede observar que desaparecieron completamente las 

señales de los H-2, H-3 y H-19 (Figura 4.16) pertenecientes al sustrato. Los 

múltiples intentos para separar la mezcla de derivados acetilados no dieron 

resultado positivo, probablemente esto sea debido a las similitudes en los rf 
pudiendo tratarse de derivados diacetilados. 

La mezcla fue evaluada para determinar si poseía actividad biológica pero 

fue inactiva frente a las 24 cepas de microorganismos ensayadas. 
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HO 	 R3O 

Esquema 4.14: Síntesis de los derivados acetilados. 

Figura 4.16: A: espectro de 'H-RMN de Austroeupatol. B: espectro de 1H-RMN de la 
mezcla de derivados acetilados. Se muestra la región desde 3,5 a 6,5 ppm. 

Se intentó convertir el hidroxilo primario de C-19 en un grupo más sensible 

de sufrir modificaciones convirtiéndolo en el éster del p-MeC6H4SO3H (Ácido p-

toluensolfónico). La reacción se realizó empleando p-MeC6H4502CI (Cloruro de 

p-toluensulfonilo) en piridina (Kabalka et al., 1986). 
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Esquema 4.15: Síntesis de 19-sulfonil-austroeupatol. 

De la purificación del crudo de reacción se aisló un producto mayoritario, el 

cual no era el producto esperado. El mismo presentó un rf de 0,45 en CCD 

distinto al del sustrato que se determinó a 0,22, en la mezcla CH2Cl2/AcOEt 1:1. 

Los espectros de masas y el espectro de 13C-RMN permiten deducir una fórmula 

empírica de C19H2804, coincidente con la fórmula del Austroeupatol (4.31) los 

cual indica que no ocurrió la reacción esperada. Mediante estudios de RMN se 

pudo identificar al producto obtenido como el epímero de C-2 (4.34) de 

Austroeupatol (4.31) 

U'101 u 

    

    

HO,,,,  

HO'O'  

HO 

Austroeupatol (4.31) 
HO 

2-epi-austroeupatol (4.34) 

El análisis del espectro de 'H-RMN (Figura 4.17) indica que especialmente las 

señales de pertenecientes a H-2 y H-3 sufrieron un leve desplazamiento hacia 

campos más altos, y un notable cambio en las constantes de acoplamiento. Por 

otro lado, las señales de C-2, C-3, C-4 y C-5 en el espectro de 13C-RMN (a 3 71,1, 
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4.2 	4.0 	3.8 	3.6 	3.4 	3.2 	3.0 	2.8 	2.6 	2.4 	2.2 	2.0 	1.8 	1.6 	1.4 
fi (ppo) 

H-lb 

74,8, 46,6 y 47,5 ppm) (Figura 4.18) se desplazaron a campos más bajos (a 

81,4, 80,2, 48,4 y 49,7 ppm). Ambos hechos, el valor de las constantes de 

acoplamiento de hidrógeno y el corrimiento químico de los átomos de carbono 

M anillo A indican un cambio en la conformación del anillo. 

Figura 4.17: Ampliación de los espectros de 'H-RMN. A: Austroeupatol. B: epímero C-2 

de Austroeupatol. 
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C-5 C-4 
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Figura 4.18: Ampliación de los espectros de 13C-RMN. Parte superior: Austroeupatol. 

Parte inferior: epímero C-2 de Austroeupatol. 

Los valores bajos de las constantes de acoplamiento vecinales J12= 5,2 Hz y J3 = 

1,2 Hz, indican claramente la ausencia de H en posición trans-diaxial, además del 

valor no observable de acoplamiento entre H-2 y H-113 (confirmado mediante 

experimentos de correlación H-H COSY) sugieren que H-113, H-2 y H-3 se 

encuentran todos en posiciones ecuatoriales y que el anillo A ha adquirido una 

conformación en forma de pseudo-bote. El espectro de correlación H-H NOESY 

muestra acoplamiento espacial entre H-2, H-3, H-4, pero no muestra correlación 

entre H-2 y H-5, lo cual confirma la configuración relativa sobre C-2. La Figura 

4.19 muestra un modelo del epímero propuesto, minimizado mediante método 

semiempírico AM-1. La Tabla 4.6 resume las asignaciones de RMN para el 2-epi-

austroeupatol (4.34). 
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Figura 4.19: Modelo de 2-epi-ustroeupato¡ (4.34). La optimización de la energía se 
realizó mediante método semiempírico AM-1. 

La inversión en la configuración de C-2 de Austroeupatol (4.31) en la reacción 

de esterificación con cloruro de p-toluensulfonilo pudo haber sido causada por 

la hidrólisis del éster formado, mediante un mecanismo de SN2. En una primera 

etapa se formaría el éster, mediante el correspondiente ataque del OH-2 al 5 del 

cloruro de ácido (Esquema 4.16). El éster formado es altamente reactivo frente 

a ataques nucleofílicos (Ding et al., 2011). La presencia de agua en el sistema 

posiblemente haya generado iones OH, los cuales actuaron como nucleófilos. 
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11 pTsCt 	'' 	S---Cl 

11 
Esquema 4.16: Posible mecanismo de isomerización de Austroeupatol (4.31). 

Tabla 4.6: Espectros de 1H-RMN y 13C de 2-epi- 

austroeupatol (4.34). 

& (ppm) 

1H 

la 
	

1,91 dd (J=13,8-5,2 Hz) 	 42,3 

113 
	

1,22 d (J=13,8 Hz) 

2 
	

4,19 d (J=5,2 Hz) 	 81,4 

3 
	

3,89 d (J=1,2 Hz) 	 80,2 

4 
	

2,05 m 	 48,4 

5 
	

1,6m 	 49,7 

6a 	 1,76 m 	 28,7 

6(3 	 1,41 m 

7a 	 2,43 ddd (J=13,6-4,4- 	 37,5 

1,8Hz) 

7(3 
	

2,09 dd an. (J=13,6-5,7Hz) 

8 	 147,2 

9 	 1,63 m 	 56,4 
10 	 37,7 

lla 	 1,68 m 	 25,3 

llb 	 l,56m 

12a 	 2,54 m 
12b 	 2,23 m 
13 	 125,3 

14 	 6,24 dd (J=1,6-0,7 Hz) 	 110,8 

15 	 7,35 dan. (J=1,6 Hz) 	 142,7 

16 	 7,19 s an. 	 138,7 

17a 	 4,91 d (J=1,5 Hz) 	 108,6 

17b 	 4,63 d (J=1,5 Hz) 

19a 	 3,95 d (J=8,5 Hz) 	 66,2 

19b 	 3,80 dd (J=8,5-4,4 Hz) 

20 
	

0,92s 	 16,5 

En CI3CD, TMS como estándar interno. 6 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 diterpeno puede 

ser explicada por medio de interacciones no covalentes entre ellos. Por un lado, 

sobre el anillo A es probable la formación de puentes hidrogeno entre los grupos 

hidroxilo. Se encuentra reportada la formación de puentes de H entre oxidrilos en 

anillos de 6 miembros tanto primarios como secundarios (Angyal & Christofides, 

1996; Ghosh & Gilbert, 1971; Jeff rey, 1973) y  cómo ello afecta la reactividad de los 

mismos frente a ésterificaciones (Kurahashi et al., 1999). 

Mediante la optimización de la geometría por método Semiem pírico AM-1 se 

obtuvo una conformación en la cual se puede ver que el OH-3 y el 0-19 (Figura 

4.20) se encuentran comprometidos en una unión tipo puente hidrógeno, 

formando una conformación de silla. Esta conformación deja libre el oxidrilo de C-

2, lo que explica que la configuración de C-2 sea la que resultó invertida en la 

reacción de esterificación con p-MeC6H4SO3H. Por otro lado, la formación de 

puentes hidrógeno en una molécula que posee tres grupos oxidrilo, también 

explica la baja solubilidad en solventes polares. 

OH 
	19 

H-- 0  

H 

Figura 4.20: Probable conformación del anillo A de austroeupatol (4.31) 

Así también, 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 la cadena lateral. Se encuentra reportado que este tipo de 

interacciones no sólo controla la conformación molecular, sino también el 

coeficiente de difusión y las propiedades electroquímicas de las moléculas 

(Arendorf, 2011; Roura-Pérez et al., 2007). La Figura 4.21 muestra el modelo 

molecular propuesto para Austroeupatol (4.31). Este modelo también estaría 

soportado por el acoplamiento espacial observado en el espectro NOESY entre H-

14 y  los hidrógenos del grupo metilo angular en C-10. 
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Figura 4.21: Modelo obtenido mediante optimización de la geometría por método AM-1 

de Austroeupatol (4.31). 

4.3 Senecio ceratophylloides 

4.3.1 Descripción Botánica:( http://www.fioraargentina.edu.ar/)  

S. cera tophylloides Griseb. (Sin. S. ceratophyllus Don ex Hook. & Am.) (Figura 

4.22.A) es una hierba perenne, tomentosa o lanuginosa, formando matas de 1 m 

de diámetro y de 0,15 a 0,30 m de alto. Tallos ascendentes densamente hojosos. 

Hojas oblanceoladas, trífidas, 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. Capítulos 

radiados, solitarios en el ápice de las ramas, largamente pedunculados. Involucro 

acampanado 12-15 por 12-16 mm; Brácteas del calículo, pocas, lineares, más cortas 

que el involucro. Filarios 20-24, lineares, agudos en el ápice, lanosos al dorso. 

Flores muy numerosas, amarillas, isomorfas. Aquenios densamente papilosos-

pubescentes (Figura 4.22.13). 
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Figura 4.22: A: Ejemplar en floración de S.ceratophy!!oides. B: Ejemplar de 

S.ceratophylloides con sus aquenios 

4.3.2 Distribución y Hábitat: 

Especie del Sur de Brasil, Uruguay y centro de la Republica Argentina 

ocupando las provincias de Buenos Aires, Córdoba, La Pampa, Río Negro y San Luis, 

entre O y  500 msnm (Zuloaga & Morrone, 1999). 

4.3.3 Antecedentes de S. ceratohylloides: 

Reportes previos de esta especie informa acerca de la presencia de alcaloides 

pirrolizidínicos en las raíces: senecionina (4.35), retrorcina (4.36), usuramina (4.37), 

senecivervina (4.38) y  uspallatina (4.39). (Giordano & Pestchanker, 1984; 

Pestchanker et al., 1985; Trigo et al., 2003) 
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Por otro lado, del análisis del aceite esencial obtenido de las flores se 

reportaron los mono y sesquiterpenos siguientes: trans-3-ocimeno (4.40), 

germacreno D (4.41), d-cadineno (4.42) y  ct-cadinol (4.49) (Francescato & Santos da 

Silva, 2006) 

    

    

    

    

    

    

    

Trans-f3-Ocimeno (4.40) Germacreno 0 (4.41) 
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d-Cadineno (4.42) a-Cadinol (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 

2008, encontrándose la especie en estado de floración. El lugar de recolección fue 

el predio del Instituto Técnico Renault, Av. Renault 2520. Córdoba capital, 

Republica Argentina. La especie fue identificada por el Dr. L. Ariza Espinar, 

FCEFyN-UNC. 

4.3.41 Extracción y Fraccionamiento biodirigido 

Las partes aéreas de S. ceratophy/Ioides se dejaron secar durante 10 días en 

ambiente adecuadamente ventilado. Luego fueron finamente molidas 

obteniéndose 2,5 kg de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue 

exhaustivamente extraído mediante lixiviación con EtOH a temperatura 

ambiente. El solvente fue evaporado en su totalidad, a presión reducida, 

obteniéndose un rendimiento en la extracción del 6,4% (160,67g). El residuo fue 

redisuelto en una mezcla MeOH/H20 4:1 (500 mL) y particionado con solventes 

en orden creciente de polaridad de la siguiente manera: Primero se extrajo con 

Hex (4x200mL), se evaporó el MeOH de la fase MeOH/H20 y se particionó con 

CH 2Cl2  (2x200mL). Por último se extrajo con AcOEt (2xlOOmL). Todos las fases 

orgánicas fueron secadas sobre Na2SO4  anhidro y llevadas a sequedad 

evaporando el solvente a presión reducida, obteniéndose así los extractos 

correspondientes: Extracto de hexano (H) (32%), Extracto de CH2Cl2  (C) (12%), 

Extracto de AcOEt (E) (5%) y  el extracto acuoso (51%). 

Se evaluó la actividad de cada extracto frente a Artemia sp. En el Gráfico 4.1 

se muestran las curvas obtenidas en cada caso. Las LD50  para cada extracto 

fueron: H » 1000ppm; C = 54,24ppm; E = 51,67ppm. El extracto C demostró 

poseer actividad similar a la de A, pero su masa fue mayor, por lo cual fue 

sometido a fraccionamiento biodirigido por medio de CLV (Cromatografia liquida 
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a presión reducida) usando sílica gel G-60 como fase estacionaria y eluyendo con 

mezclas de solventes de polaridad creciente; en primer lugar con Hex/CH2Cl2  (4:1 

a 0:1 y luego con CH2Cl2/AcOEt (9:1 a 1:4) en volúmenes de 200mL. Se obtuvieron 

20 fracciones (1 a XX), entre las cuales IV (320mg) resultó ser la más activa (LD50  

=72,44 ppm). Esta ultima fracción (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 CH2Cl2/AcOEt de polaridad creciente. Este 

procedimiento llevó al aislamiento de un compuesto oleoso levemente 

coloreado. Este compuesto fue identificado, mediante el empleo de distintas 

metodologías espectroscópicasL  como el nor-sesquiterpeno 4.40 cuya actividad 

frente a Artemia sp. fue determinada con un valor de LD50  = 48,36 ppm. 

Grafico 4.1: Curvas 

obtenidas por el método 

de cuadrados minimos 

para las actividades de 

los distintos extractos cbffi  

S. ceratophyllus sobre 

Artemia sp. CH2Cl2: 

%M=43,58 logC-26,92, 

r2=0,963. EtAcO: 

%M=34,32logC-8,80, 

r2=0,968. Hex: 
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2,5 kg de Partes Aeres secas y pulverizadas Esquema 4.17: Diagrama de 

extracción y fraccionamiento 

de S. cera tophylliodes. 
Liofilización con EtOH 

Se retorna con MeOH/H20 

Partición con Hexano 

160,67g de Extracto Etanolico 

Fase MeOH/H20 Extracto H 

Evaporación de MeOH 

Partición con CH 2Cl2  

Partición con EtAcO 

VLC 

     

    

1 

    

    

Extracto C Extracto E 
	

Extracto Acuos 

     

Fracción 1 

 

Fracción VI 

 

Fracción XX 

    

Compuesto 1 

4.3.5 Discusión y Resultados obtenidos de Senecio ceratophy!!us 

El fraccionamiento biodirigido del extracto de S cera tophylloides, como se 

describió en el apartado anterior, llevó al aislamiento y elucidación estructural de 

un nor-sesquiterpeno (4.40) el cual resultó de estructura novedosa y con una 

probable actividad citotóxica (LD50 = 48,36 ppm). 
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(4.40) 

El espectro de masas de 4.40 mostró la presencia del ion cuasi-molecular 

(C14H2202+H) [M+H] a m/z=223. Un pico importante fue el producido por la 

pérdida del radical isopropilo a partir del ión cuasi-molecular (C3H7 ) [M+H]-43 a 

m/z = 180, seguido de la ruptura alfa al grupo carbonilo en posición 4 con la 

pérdida del correspondiente radical (C2 H30) [M+H] - 86 a m/z=137. 	El espectro 

de IR muestra dos señales características de grupos carbonilo a 1716 y  1685 cm-'. 

En el espectro de 13C-RMN (Figura 4.22) pueden observarse 14 señales de las 

cuales se destacan las correspondientes a los dos grupos carbonilo en posición C-4 

y C-9 a 6 = 208,8ppm y 6 = 214,3ppm, respectivamente. 

El análisis de los espectros de correlación 'H _13C  (HSQC) y del espectro de 'H-

RMN permitió establecer la siguiente formula condensada: C14 H2202; a partir de la 

cual se dedujo que el compuesto presenta 4 insaturaciones. El espectro de 1H-RMN 

(Figura 4.23) muestra sólo señales de 1H unidos a C sp3, lo que llevó a suponer 

que, junto con los dos átomos de C sp2 de los grupos carbonilo, el compuesto 

presenta 2 ciclos. Esta situación da cuenta de las cuatro insaturaciones deducidas a 

partir de la fórmula molecular. En el espectro de 'H-RMN (Tabla 4.7) se observa 

un 	multiplete a campo alto, a 6 = 0,71 ppm el cual correlaciona con su 13  C 

correspondiente a campo bajo, 6=46,3 ppm, corrimientos típicos de un anillo 

tensionado como lo es el ciclopropano. La señal asignada a H-1 correlaciona con la 

de H-10 (1H; 6 = 1,87 ppm; dd; J = 5,1 y 9,5 Hz) puede observarse como un dd 

ensanchado, debido al acoplamiento a largo alcance tipo "W" (Figura 4.24) con H-6 

y además, comparte la constante de acoplamiento de 9,5 Hz con H-5 (1H; 6 = 1,05 

ppm;ddd J = 2,9; 3,9; 9,5 Hz). El valor de la constante de acoplamiento entre J110  = 

= 5,1 Hz está 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-13C HMBC y 'H-1H COSY. 

Figura 4.22: espectro de 13C-RMN de 4.40. 
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Figura 4.23: Espectro de 'H-RMN de 4.40. 

Figura 4.24: modelo molecular de 4.40 en donde se observa la posición relativa de H-10 y 
H-6. 

La Tabla 4.7 resume las asignaciones de RMN 13C y 1H para el nor-carabrano 

4.40. 
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Figura 4.25—* Correlaciones 13C - 'H HMBC 

 

Correlaciones 'H - 'H COSY. 

 

Tabla 4.7: Espectros de RMN 'H y de 13C 4.40. 

6 

1 0,71 m 11-1 46,3 

2 1,81-1,62 m 2H 24,8 

3 2,53 m 211 41,7 

4 208,8 

5 1,06 	ddd 	11-1 

(2,9;3,9;9,5) 

29,9 

6 1,65 m 1H 34,4 

7 2,19-2,01 m 21-1 22,9 

8 2,03-2,17 m 2H 32,8 

9 214,3 

10 1,87 	dci 	1H 	(5,1; 

9,5) 

27,9 

11 1,80  m 1H 31,0 

12 0,93 ci 6H (7,0) 19,2 

13 0,93 d 61-1 (7,0) 19,5 

14 2,19s 3H 30,0 

En CI3CD, TMS como estándar interno. 6 en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre 

paréntesis. 

Estructuralmente este compuesto se encuentra emparentado con 

compuestos de núcleo Carabrano Figura 4.26. 
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Figura 4.26: Núcleo Carabrano 

El núcleo carabrano ha sido descripto especialmente en la familia de las 

Zingiberáceas, más específicamente en el género Curcuma, a partir del cual fueron 

aislados la mayoría de los metabolitos de este tipo (4.41 a 4.47) (Matsuda et al., 

2001a; 2001b). Por otro lado, reportes recientes informaron la presencia de dos 

estereoisómeros (4.48 R; 4.49 S) en Viadimiria souliei, una especie perteneciente a 

la familia Asteraceae(Xu et al., 2009). 

O 
	

O 

Curcumenolactona A (4.41) 
	

Curcumenolactona B (4.42) 

4S-Dihidrocurcumenona (4.45) 
	

Curcarabranol A (4.46) 
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(4.48 R; 4.495) 

OH 

HO 
	 H 

Curcarabranol B (4.47) 

4.3.6 Diversificación del Extracto de Hexano 

4.3.6.a Parte experimental 

5 g del extracto H (obtenido como se describió en el Esquema 4.17) que 

presentó menor actividad frente a Artemia sp (LD50»10001313m) fue suspendida 

en 250 mí- de EtOH y se adicionaron 2,42 mí- de N 21-1 2  gota a gota. La mezcla se 

calentó a reflujo durante 7h y con agitación magnética. El crudo de reacción fue 

redisuelto en CH202  (250 mí—) y sometido a partición con H20 (3xl0OmL). Fue 

necesario el agregado de solución saturada de NaCI para romper la emulsión 

formada. El CH202  fue evaporado bajo presión reducida a sequedad, 

obteniéndose 3,12g de extracto diversificado (Extracto HD). 

4.3.6 Discusión 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 

señales en la zona correspondiente a los grupos carbonilo, desde 1800 cm' a 

1600 cm'. También pueden observarse en los espectros de 13C-RMN un cambio en 

la señal a 6 = 176,7ppm (Figura 4.28). Por otro lado, la cromatografía en capa 

delgada del Extracto HD produjo una coloración naranja, al ser revelada con 

reactivo de Dragendorff, lo cual es indicativo de la presencia de N en los 

compuestos. 

OH 
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Figura 4.27: Espectro de IR mostrando la zona de las señales de grupo carbonilo. En azul se 

muestra el Extracto H. En rojo se muestra el Extracto HD. 
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Figura 4.28: Espectro de 13C-RMN. En azul se muestra el Extracto H. En rojo el Extracto HD. 

Habiendo evidencia de cambio en la composición química del extracto, se 

evaluó la actividad biológica frente a Artemia sp. del Extracto HD, pero se observó 

que la misma no cambió significativamente (LD50»1000ppm ) por lo cual no se 

realizó un fraccionamiento biodirigido del Extracto HD. 
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4.4 Senecio pampeanus 

4.4.1 Descripción Botánica ( http://www.floraargentina.edu.ar/)  

S. pampeanus Cabrera (Figura 4.29) es una hierba perenne, glabra, de 0,40-

1,40 m de altura. Tallo ramificado en la parte superior, hojoso hasta la 

inflorescencia. Hojas pinnatisectas, con raquis linear de 60-140 x 1-1,5 mm y  7-9 

pares de segmentos también lineares, enteros o con 1-2 lóbulos a cada lado, de 18-

35 x 0,8-1 mm. Capítulos radiados (Figura 4.291), muy numerosos, dispuestos en 

densas cimas corimbiformes en los ápices de las ramas. Involucro acampanado, ca. 

7 x 5-6 mm, muy brevemente caliculado. Filarios 20, lineares, agudos y penicilados 

en el ápice, glabros en el dorso. Flores amarillas, dimorfas, las marginales 11-13, 

¡¡guiadas; las del disco numerosas. Aquenios glanduloso-pubescentes. 

Figura 4.29: A: Ejemplar en floración de S.pampeanus. B: Ejemplar de S.pampeanus con sus 

capítulos. 

4.4.2 Distribución y hábitat 

Especie del Norte y Centro de la República Argentina ocupando las provincias 

de Buenos Aires, Córdoba, Corrientes, Entre Ríos, La Pampa, Mendoza, Río Negro, 

Santa Fe y San Luis, entre O y 3500 msnm (Zuloaga & Morrone, 1999). 

4.4.3 Antecedentes de S. pampeanus 

El único reporte fitoquímico de 	la especie (Waseem et al., 1994) informa 

el aislamiento e identificación del alcaloide Pirrolizidínico Senecionina (4.50). 
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4.4.4 Parte experimental 

4.4.4.1 Material vegetal 

El material vegetal fue recolectado en el mes de diciembre de 2008, 

encontrándose la especie en estado de floración. El lugar de recolección fue la 

localidad de Rio Ceballos, Departamento Colón, Prov. De Cordoba. Republica 

Argentina. La especie fue identificada por el Dr. L. Ariza Espinar, FCEFyN-UNC. 

4.4.4.2 Extracción y Fraccionamiento 

4.4.4.2.a Extracción 

Las partes aéreas de S. pampeanus se dejaron secar durante 10 días en 

ambiente adecuadamente ventilado. Luego fueron finamente molidas 

obteniéndose 1,2 kg de material vegetal pulverizado. El material vegetal fue 

exhaustivamente extraído mediante lixiviación con EtOH a temperatura 

ambiente. El solvente fue evaporado en su totalidad, a presión reducida, 

obteniéndose un rendimiento en la extracción del 7,4% (90,37 g). 

4.4.4.21 Partición 

El residuo fue redisuelto en una mezcla MeOH/H20 4:1 (400 mL) y 

particionado con solventes en orden creciente de polaridad de la siguiente 

manera: Primero se extrajo con Hex (4x15OmL), se evaporó el MeOH de la fase 

MeOH/H20 y se residuo acuoso se extrajo con CH202  (2xl5OmL) y luego con 

AcOEt (2xlOOmL). Todos las fases orgánicas fueron secadas sobre Na2SO4  

anhidro y llevadas a sequedad evaporando el solvente a presión reducida, 

obteniéndose así los extractos correspondientes: Extracto de hexano (H) (30%), 
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Extracto de CH2Cl2  (C) (11%), Extracto de AcOEt (E) (4,5%) y  el extracto acuoso 

(Esquema 4.18). 

4.4.4.3 Resultados obtenidos a partir del proceso de partición 

Se realizó CCD de todos los extractos obtenidos mediante la metodología de 

partición, como se describió más arriba, como método de prueba para su 

posterior fraccionamiento. Al revelar con óleum los ensayos realizados con los 

distintos solventes empleados, se observaba una intensa coloración negra en la 

línea de siembra (Figura 4.30). Esta coloración se atribuyó a la presencia de grasas 

en los extractos, razón por la cual, se planteó otra metodología de purificación del 

extracto inicial. 

Figura 4.30: CCD de los extractos de S. pampeanus. a: extracto inicial. b: extracto H. c: 

extracto C. d: extracto E. Solvente de corrida: Hex/ AcOEt 1:1. Adsorbente: Silica gel G-60. 
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Extracto C Extracto E Extracto Acuos 

1,2 g de Partes Aeres secas y pulverizadas 

Liofilización con EtOH 
	

1' 
90,37g de Extracto Etanolico 

Se retorna con MeOH/H20 

Partición con Hexano 

Evaporación de MeOH 

Partición con CH2Cl2  

Partición con EtAcO 

Fase MeOH/H20 

Extracto H 

Esquema 4.18: Diagrama de fraccionamiento de S.pampeanus. 

4.4.4.4 Purificación con Pb(AcO)z 

Una muestra de lg del extracto etanólico de Senecio pampeanus fue 

redisuelta en 40mL de EtOH a 40°C y se adicionaron 40mL de solución de 

Pb(Ac0)2 /1-120 4%. La mezcla fue colocada a temperatura ambiente durante toda 

la noche. Transcurrido este tiempo se procedió a filtrar el precipitado formado y 

se evaporó el EtOH a presión reducida. A la mezcla obtenida se la particionó con 

C1-1202, lavándose esta última fase con H20 para eliminar las trazas de Pb(Ac0)2. 

La fase orgánica fue secada sobre Na 2SO4  y el solvente fue evaporado a presión 

reducida obteniéndose 169,1 mg de un nuevo extracto. El mismo obtenido fue 

fraccionado mediante CC usando sílica gel G-60 como fase estacionaria y mezclas 

de CH2Cl2/MeOH de polaridad creciente (1:0 a 97:3). 

4.4.4.5 Resultados Obtenidos a partir de la purificación con Pb(AcO)z  

Por este método 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 CC (Silica gel G-60, fase móvil: mezcla de polaridad creciente Hex/ 
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T TTT 

y 

AcOEt 1:1 a 1:4) se obtuvieron 4 fracciones siendo la mayoritaria Sp 7 (40mg). El 

espectro de 1H-RMN (Figura 4.31) reveló la presencia de un diglicérido, el cual no 

presenta interés para este trabajo. 

6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4,4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 
fi (ppm) 

Figura 4.31: Espectro de H-RMN de la fracción Sp 7 en CI3CD, TMS como estándar 

interno. 
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5. Síntesis de análogos de Bisabolenos 

con actividad alelopática aislados de 

Lagascea mo/lis Cay. 



S. SÍNTESIS DE ANÁLOGOS DE BISABOLENOS CON ACTIVIDAD ALELOPÁTICA  

AISLADOS DE Laqascea Mo/lis Cay.  

En este capítulo se presentan los resultados obtenidos de la síntesis total de 

análogos de bisabolenos bioactivos y la evaluación de su actividad alelopática. 

5.1 Introducción 

Un estudio de la química y de la actividad biológica de Lagascea mo/lis Cay. 

(Asteraceae) llevado a cabo en nuestro grupo de investigación permitió el aislamiento de 

seis compuestos conocidos: patuletina-7-0-glucósido, 12-hidroxi-13- en-xanthorrhizol 

(5.1), 11-en-13-hidroxi-xanthorrhizol (5.2), xanthorrhizol (5.3), 12,13-epoxi- xanthorrhizol 

y 1-a-angeloiloxicaroto¡ (Alarcón et al., 2007). En este estudio se informó acerca de la 

actividad inhibitoria de germinación y de crecimiento radicular en especies 

monocotiledóneas y dicotiledóneas de los bisabolenos 5.1, 5.2 y 5.3. Estos dos últimos 

(xanthorrhizol (5.2) y 12,13-epoxi- xanthorrhizol (5.3)) mostraron notable actividad 

biológica frente a Sorghum halepensis, monocotiledónea empleada como semilla 

modelo. En estudios previos se había determinado que los mismos también poseían 

actividad selectiva frente a semillas de Avena sativa y Lactuca sativa (Alarcón, 2002). 

12-hidroxi-13- en-xanthorrhizol(5.1) 	 11-en-13-hidroxi-xanthorrhizol (5.2) 

Xanthorrhizol (5.3) 

Teniendo en cuenta estos antecedentes anteriormente expresados, se planteó como 

objetivo la síntesis completa de análogos simplificados de los bisabolenos aislados que 

fueran activos frente a la germinación y/o al crecimiento radicular de las especies 

tomadas como modelo. Por otro lado, fue de interés realizar dicha síntesis planteando 

reacciones simples y partiendo de reactivos de fácil asequibilidad con el fin de obtener 
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una serie de compuestos estructuralmente emparentados. Por esta razón se propuso 

que el tolueno podría ser uno de los productos de partida que, mediante una reacción de 

Friedel Craft con el anhídrido adecuado podía, conducir a compuestos simples y de 

estructura relacionada con los bisabolenos bioactivos. 

5.2 Parte Experimental 

5.2.1 General 

Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo atmósfera de N2, salvo se indique lo 

contrario. El AId 3  fue pesado bajo la misma atmósfera, por ser un sólido fuertemente 

higroscópico. La evolución de todas las reacciones se monitorearon mediante CCD 

usando como fase estacionaria sílica gel. 

Se evaluó la actividad alelopática de los compuestos usando como especies modelo 

de monocotiledónea Avena sativa y de dicotiledónea Lactuca sativa. Se tomó como 

parámetro la inhibición del crecimiento radicular (%l) a 3 concentraciones diferentes: 

150 ppm, 75 ppm y  15 ppm. 

5.2.2 Síntesis de ácido-6-(4-meti!benzoi!)-propanoico (5.6) (Tietze & Eicher, 1989) 

Se colocaron a reaccionar en un balón previamente evacuado 3,63 mi- (34,2mmol) 

de tolueno seco (5.4), 733,1 mg (7,5 mmol) de AICI3 y  502,0 mg (4,4 mmol) de 

anhídrido succínico (5.5) con agitación magnética. Luego de 3,5 h, se adicionaron 

aproximadamente 15 mi- de hielo y se llevó a pH ácido con solución de HCI. Se extrajo 

con dos porciones de 6 y  2 mi- de CH2Cl2. Se reunieron las porciones, se secaron sobre 

Na2SO4  anhidro y, luego de filtrar, la solución extractiva se redujo hasta 

aproximadamente una quinta parte de su volumen. Esta solución se trató con 

benceno y se dejó reposar durante aproximadamente 3 h, lo cual llevó a la obtención 

de un polvo fino color verdoso. Se purificó mediante CC obteniéndose 552,3 mg 

(65,3%) de 5.6 como cristales incoloros en forma de escamas. 

5.2.3 Síntesis de ácido-y-(4-metllbenzoil)-butanoico (5.8) (Tietze & Eicher, 1989) 

Se colocaron a reaccionar en un balón previamente evacuado 3,82 mL (36,Ommol) 

de tolueno seco (5.4), 1,0 g (7,5 mmol) de AId 3  y 764,5 mg (4,4 mmol) de anhídrido 

glutárico (5.7) con agitación magnética. Se procedió de la misma manera que en el 

punto anterior, obteniéndose 773,6 mg (85%) del producto 5.8. 
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5.2.4 Síntesis de ácido-y-(4-metilfenil)-butanoico (5.9) (Tietze & Eicher, 1989) 

Se colocaron en un balón y se sometieron a agitación magnética, 296,17 mg de Zn 

(4,53 mmol); HgCl2 , 250,9 mg (0,924 mmol); HCI(coflc.)(4 gotas); H20 (10 gotas) durante 

5 minutos, hasta la formación de la amalgama. Luego se adicionaron en el siguiente 

orden: H20; HCI(coflc.)(5 gotas); tolueno (5 mL) y acido-3-(4-metilfenil)-propanoico (5.6) 

(135 mg , 0,702 mmol). La mezcla de reacción se llevó a reflujo durante 30 h, con el 

agregado de HCl(0fl .)  (2 gotas) cada 6 h. Finalizado el tiempo de reacción, se extrajo 

con éter etílico y se secó sobre Na2504  anhidro. Se obtuvieron 97,7mg (78%) de 5.9 en 

forma de cristales blanquecinos amorfos. 

5.2.5 Síntesis de ácido-6-(4-metilfenil)-pentanoico (5.10) (Tietze & Eicher, 1989) 

En iguales condiciones y en el mismo orden de reactivos descripto anteriormente se 

colocaron 141,87 mg de Zn (2,17 mmol);_12,08 mg de HgCl2  (0,044 mmol); HCI(coflc.)(2 

gotas); H20 (20 gotas). Obtenida la amalgama, se adicionó H20; HCl( 0fl . )  (lOgotas); 

tolueno (3mL); ácido-y-(4-metilbenzoil)-butanoico (5.8) (40,0 mg, 0,193 mmol). Se 

obtuvieron 27,7mg (74%) de 5.10 en forma de cristales. 

5.2.6 Sintesis de ácido-y-hidroxi-y-(4-metilfenil)-butanoico (5.11) (Tietze & Eicher, 

1989) 

Se solubilizaron 84,2 mg (0,438 mmol) del compuesto de partida (5.6) en 5 mi- de 

una solución MeOH/H20 95:5 al 0,01 % en NaOH. Se colocó la solución en baño de 

hielo (02C) y se le adicionaron en porciones 82,8 mg (2,19 mmol) de NaBH4. Se colocó 

con agitación durante dos días a temperatura ambiente. Luego se acidificó con 2 mi-

de 

L

de HCI (6N) y se procedió a extraer con 3 porciones de 3 ml- de C1-1202  cada una. Luego 

de reunir y secar los extractos con Na2SO4  anhidro, se concentró a presión reducida 

observándose un aceite que fue cristalizando al alcanzar la temperatura ambiente. Se 

obtuvieron 65,8 mg de cristales de 5.11 (77,4%). 

5.2.7 Síntesis de ácido-5-hidroxi-5-(4-metilfenil)-pentanoico (5.12) (Tietze & Eicher, 

1989) 

En las mismas condiciones anteriores (descriptas en el punto 5.2.6) se colocaron 

38,77 mg (0,188 mmol) del compuesto de partida (5.8), con 50 mg (1,32 mmol) de 

NaBH4, obteniéndose 32,7 mg de 5.12 en forma de cristales (83,5%). 

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

En las mismas condiciones anteriores (descriptas en el punto 5.2.6) se colocaron 

40,00 mg (0,142 mmol) del compuesto 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diona (5.13), con 
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54,62 mg (1,44 mmol) de NaBH4, 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 ácido-y-(4-metilbenzoil)-butanoico (5.8) disueltos en 5 

ml- de THF seco, se adicionaron sobre una suspensión de 34,8 mg (0,918 mmol) de 

LiAIH4  en 5 mi- del mismo solvente con agitación magnética, sobre baño de hielo. 

Luego de lh, se adicionaron 15 mi- de AcOEt y  15 mi- de agua. La fase acuosa fue 

extraída con AcOEt (3x15 mL) y secada con Na2SO4  anhidro. El producto de la reacción 

se purificó mediante CC obteniéndose 92,9 mg (78%) de un aceite de tonalidad 

dorada identificado como el diol 5.15. 

5.3 Resultados y discusión 

5.3.1 ácido--(4-metilbenzoil)-propanoico (5.6) 

Con el objetivo de realizar la primera serie de análogos se realizó la síntesis del 

ácido-3-(4-metilbenzoil)-propanoico por medio de una reacción de acilación de 

Friedel-Crafts, a partir de anhídrido succínico (5.5) y  tolueno (5.4) como se indica en el 

Esquema 5.1. Se obtuvo un 65% de rendimiento en la reacción. Se analizó el producto 

de la reacción (5.6) mediante espectroscopia de 1H-RMN y '3C-RMN. 

± 
AICI3/N2  

OH 

(5.4) 	(5.5) 
	 (5.6) 

Esquema 5.1: Síntesis de ácido-J3-(4-metilbenzoil)-propanoico (5.6). 

La actividad del cetoácido 5.6 fue evaluada frente a L. sativa y A. sativa (Figura 5.2). 

Se puede observar que a baja concentración tiene un efecto inhibidor (37,6%) del 

crecimiento radicular sobre A. sativa (monocotiledónea) y un leve efecto estimulante 

(-6,8%) sobre L. sativa. Esto podría interpretarse como un comportamiento selectivo 

entre ambas semillas a bajas concentraciones, ca. 15 ppm. Por otro lado, a 75 ppm el 

efecto se invierte y es estimulante para ambas semillas a 150 ppm. 
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AICI3/N2  OH 

 

   

(5.4) 
	

(5.7) 
	

(5.8) 

Figura 5.1: Efecto sobre el crecimiento radicular del ácido-3-(4-metilbenzoiI)-propanoico (5.5) 

sobre Avena sativa y Lactuca sativa. 

5.3.2 ácido-y-(4-metilbenzoil)-buta noico (5.8) 

El precursor de la segunda serie de análogos (con un átomo de carbono adicional), 

ácido-y-(4-metilbenzoil)-butanoico (5.8) se sintetizó a partir de anhídrido glutárico 

(5.7) y tolueno (5.4), como se indica en el Esquema 5.2. Se obtuvo un 56% de 

rendimiento del producto esperado. Se analizó el producto mediante espectroscopia 

de 'H-RMN y '3C-RMN. De este proceso se aisló un subproducto de reacción, el 

compuesto 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diona (5.13). El mismo fue identificado mediante 

distintas metodologías espectroscópicas. Una posible causa de formación de este 

subproducto podría deberse a la presencia de un exceso del catalizador (AI03) en el 

medio de reacción. 

lo 

e 

Esquema 5.2: Síntesis de ácido-y-(4-metilbenzoil)-butanoico (5.8). 

109 



50 

40 

30 

20 

10 4- 

SP 
-10 

-20 

-30 

-40 

-50 

75 - 	15 

-  A. sativa 

L. sativa 
Conc/ppm 

1 

(5.13) 

1 

La actividad de los compuestos sintetizados fue evaluada, cada uno por separado 

(Figura 5.4) y  en mezcla (Figura 5.5). En lo que respecta a la actividad del ácido-y-(4-

metilbenzoil)-butanoico (5.8) se puede ver un efecto estimulante sobre la 

monocotiledónea a 15 ppm (-20,5%) y  una inhibición del 17,6% sobre la radícula de la 

dicotiledónea. Este efecto fue siempre estimulador sobre la dicotiledónea mientras 

que el efecto inhibidor sobre L. sativa incrementó gradualmente con el aumento de la 

concentración. Por otro lado, la actividad de 1,5-di-p-toluil-pentan-1,5-diona (5.13) 

presentó efectos erráticos siendo estimulante no selectivo a 150 ppm y 15 ppm y 
	 1 

selectivo a 75 ppm, aunque con baja actividad (12,6% de inhibición sobre A. sativa y - 

15,6% sobre L. sativa). 

Figura 5.4: Efectos sobre el crecimiento radicular sobre A. sativa y L. sativa. Izq.: ácido-y-(4- 
metilbenzoil)-butanoico (5.8). Der.: 1,5-di-p-toluil-pentan-1,5-diona (5.13). 	

e 

En cuanto a la actividad de la mezcla de los dos compuestos (5.8:5.13, 

aproximadamente 75:25; Figura 5.5), se puede observar efectos inversos sobre Avena 

a 15 ppm (-36,1%), el cual es más intenso que el observado para 5.13. A 75 ppm la 

mezcla estimula la elongación radicular en ambas especies. A 150 ppm se observa 

nuevamente el efecto inverso sobre ambas especies teniendo un efecto inhibitorio 
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(38,1%) sobre L. sativa y muy baja estimulación sobre A. sativa cuando se compara 

con los productos por separado. 

Figura 5.5: Actividad sobre el crecimiento radicular de la mezcla de reacción 5.8:5.13 (75:25). 

5.3.4 Ácido-y-(4-metilfenil)-buta noico (5.9) 

Se realizó la reducción completa del grupo carbonilo del resto benzoílo mediante 

una reacción de Clemmensen como lo muestra el Esquema 5.4 obteniéndose 5.9 con 

un rendimiento del 78%. Se analizó el producto mediante espectroscopia de 1H-RMN y 

'3C-RMN. 

OH 
Zn(I-Ig) 

"CI 

   

OH 

 

(78%) 

(5.9) 

   

 

O 

 

Esquema 5.4: Sintesis de ácido-y-(4-metilfenil)-butanoico (5.9). 

En la figura 5.6 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de la actividad 

del ácido-y-(4-metilfenil)-butanoico (5.9). A una concentración de 15 ppm el efecto no 

es selectivo, mostrando estimulación tanto para la especie monocotiledónea (-25,6 %) 

como para la dicotiledónea, si bien para esta última es poco significativo, -3,0 % . A 75 

ppm se puede decir que el efecto es selectivo pero con muy baja actividad inhibitoria 

para la dicotiledónea (5,9%) y estimula la monocotiledónea también en un valor bajo, 

-10,5%. Un cambio total se ve a la mayor concentración ensayada, la selectividad se 

pierde inhibiendo ambas especies. 
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Figura 5.6: Actividad alelopática del ácido-y-(4-metilfenil)-butanoico (5.9). 

5.3.5 Ácido-6-(4-metílfenil)-pentanoico (5.10) 

De la misma manera que para el cetoácido 5.6, se realizó la reducción total del grupo 

carbonilo adyacente al anillo aromático del derivado 5.8, utilizando amalgama de 

Zn(Hg) como lo indica el Esquema S.S. El rendimiento de la reacción fue del 50%. Se 

analizó el producto mediante espectroscopia de 'H-RMN y 13C-RMN. 

OH 

Esquema 5.5: Síntesis del Ácido-6-(4-metilfenil)-pentanoico (5.10). 

Los ensayos de bioactividad del producto obtenido se muestran en la Figura 5.7. 
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OH OH 

NaBH4ÍNaOH 

(61,1%) 

(5.6) 	 (5.11) 

Figura 5.7: Actividad alelopática del Ácido-6-(4-metilfenil)-pentanoico (5.10) 

Como se observa en el Gráfico, a la mayor (150 ppm) y a la menor (15 ppm) 

concentración empleadas, el efecto es del mismo signo sobre ambas especies, pero 

en el primer caso inhibitorio y en el segundo estimulante en muy pequeña proporción. 

A 75 ppm los efectos tanto estimulante como inhibitorio sobre las radículas fueron 

poco significativos. 

5.3.6 Ácido-y-hidroxi-y-(4-metilfenil)-buta noico (5.11) 

Otra reacción llevada a cabo fue la reducción suave del grupo carbonilo vecino al 

anillo aromático usando NaBH4  como agente reductor con el objetivo de convertirlo 

en hidroxilo, como se muestra en el Esquema 5.6. El espectro de 'H-RMN (Figura 5.8) 

muestra la señal de H-4 (H carbinólico) a 3 5,47 ppm como un doble doblete. Los H 

ubicados en C-3 producen dos señales asignadas a hidrógenos diasterotópicos, a 

2,63 y 2,17 ppm. Esta situación llevó a concluir que el compuesto se cicla 

espontáneamente, formando la y-lactona 5.16, Esquema 5.7. 

OH 

Esquema 5.6: Síntesis de Ácido-y-hidroxi-y-(4-metilfenil )-butanoico (5.11) 
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5.56 	5.52 	5.40 	5.44 	5.40 
fi (ppn) 

3.20 	3.10 	3.00 	2.90 	2.80 	2.70 	2.60 	2.50 	2.40 	2.30 	2.20 	2.10 	2.00 	1.90 	1.80 
fi (PP.) 

(A) 

OH 

OH 
-H20 

Figura 5.8: A: Ampliación del espectro de 1H-RMN (desde 6 1.75 a 3.20 ppm) del producto de 
reacción del Esquema 5.6.a 6 2.63 y  2.17 ppm se observan los 1-1 en el C-3.13: el H-4 (6 5,47 
ppm) se observa como un dd. 

Esquema 5.7: Ciclación del hidroxiácido 5.11 para producir la y-lactona 5.16. 

Con la finalidad de obtener el producto de la reacción planteada en el Esquema 5.7, 

esto es el y-hidroxiácido, se realizó una reacción de hidrólisis en medio básico con 

resultados negativos, ya que el compuesto vuelve a ciclarse espontáneamente. La 

Figura 5.9 muestra el espectro de 1H-RMN donde se observan los 2 compuestos, pero 

que no se lograron separar, obteniendo siempre la lactona 5.16. A un desplazamiento 

de 8 5,47 ppm puede observarse la señal del H-4 como un doble doblete 

correspondiente al compuesto ciclado, mientras que a 3 4,72 ppm se observa la señal 

de H-4 del compuesto en su forma cíclica. Luego de un tiempo, la señal a 6 4,72 

desaparece observándose solamente la correspondiente al cierre de la lactona. 
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(A) 

       

(B) 
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7.0 	 6.5 	 6.0 	 5.5 	 5.0 4.5 
	

40 	 3.5 	 3.0 	 2.5 	 2.0 
fi (pprn) 

Figura 5.9: Ampliación del espectro de 1H-RMN desde 5 2.0 hasta 8 ppm donde puede 
observarse la presencia las señales (A) del hidroxiácido 5.11 y  (B) la y-lactona 5.16. 

Por lo tanto, sólo se pudo evaluar la actividad alelopática del compuesto 5.16 

mostrando muy baja selectividad a la concentración más baja ensayada (15 ppm). A 

esta concentración el efecto fue levemente inhibitorio (6,3%) sobre la especie 

dicotiledónea (L. sativa) y estimulante (-3,1%) sobre la especie monocotiledónea (A. 

sativa). 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. sativa. 
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(5.12) 

Figura 5.10: Ensayos de actividad alelopática del compuesto 5.16. 

5.3.7 Ácido-5-hidroxi-6-(4-metilfenil)-pentanoico (5.12) 

Con el objetivo de obtener el homólogo monohidroxilado de 5.11, esto es con un 

átomo de carbono adicional, se procedió a reducir el ácido-y-(4-metilbenzoil)-

butanoico (5.8) con NaBH4  (Esquema 5.8). 

OH 

OH 

Esquema 5.8: Síntesis de Ácido-6-hidroxi-6-(4-metilfenil)-pentanoico (5.12). 

El porcentaje de inhibición del crecimiento radicular para el 8 hidroxiácido obtenido se 

muestra en la Figura 5.11. A 15 ppm se observa una baja inhibición (12,3%) de la 

especie monocotiledónea y una leve estimulación (-2,9%) de la especie dicotiledónea. 

A 75 ppm se ve una inversión de la selectividad, pero con baja actividad. A 150 ppm se 

pierde la selectividad, inhibiendo a las dos especies estudiadas. Siempre con efectos 

poco significativos. 
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Figura 5.11: Actividad alelopática del ácido-6-hidroxi-6-(4-metilfenil)-pentanoico (5.12). 

5.3.8 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diol (5.14) 

Se realizó la reducción parcial del subproducto de reacción de la síntesis de ácido-y-

(4-metilbenzoil)-butanoico, la 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diona (5.13). Para lograr la 

reducción se colocó la dicetona en presencia de NaBH4  en medio básico, como lo 

indica el Esquema 5.9. 

O 
	

OH 
	

OH 

 

NaBH4/NaOH 
(57%) 

(5.13) 

 

(5.14) 

Esquema 5.9: Síntesis de 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diol (5.14). 

El compuesto presentó baja actividad en general. A las concentraciones más bajas 

ensayadas (15 ppm y  75 ppm) se observa que el compuesto carece de selectividad, 

presentando un efecto estimulante en ambas especies. A 150 ppm, se observa 

inhibición (5,1%) sobre la A. sativa, y estimulación (-3,3%) sobre L. sativa. 

117 



50 

40 

30 

20 

10 

-10 - 

-20 - 

-30 

-40 

-50 - 

Figura 5.12: Actividad alelopática de 1,5-di-p-tolil-pentan-1,5-diol. 

5.3.9 1-hidroxi-1-(4-metilfenil)-pentan-5-oI (5.15) 

A partir 5.8 se obtuvo el dio¡ 5.15, para lo cual se realizó la reducción con LiAIH4  .El 

rendimiento de la reacción fue de 67% (Esquema 5.10). Se analizó el producto 

mediante espectroscopia de 1H-RMN y 13C-RMN. 

 

OH 

 

OH 

LiAiH4  

OH 

Esquema 5.10: Síntesis de 1-hidroxi-1-(4-metilfenil )-pentan-5-ol (5.15) 

El producto obtenido presentó efecto estimulante (-23,6% para A. sativa y -6,9% para 

L. sativa) para ambas especies a 15 ppm. A 75 ppm se aparece un leve efecto inhibidor 

en la especie monocotiledónea y disminuye el efecto estimulante sobre la especie 

dicotiledónea. A 150 ppm se observa un efecto inhibidor (11,1%) sobre la especie 

monocotiledónea, manteniéndose el efecto estimulante sobre L. sativa, el cual es 

notable a 15 ppm. 
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lo 
'H-RMN: H-2: 2,83 t (2H,J=6,52); H-3: 2,31 

OH 	t (2H, J=6,52); H-6/H-10: 7,90 d (2H, 

J=8,03); H-7/H-9: 7,28 d (2H, J=8,03) ;  H- 
11: 2,43 s (3H) 

13C-RMN: C-2: 228,01; C-3: 33,07; C-5: 

133,94; C-6/C-10: 128,18; C-7/C-9: 

129,33; C-8: 6=144,18; C-11: 6=21,56. 

'H-RMN: H-2: 2,50 t (211, J=6,94); H-4: 
3,05 t ( 2H ,J=7,3Hz); H-3: 2,08 c (2H 

OH 	i=7,3; 6,94 ); H-7/H-11: 7,26 d (211 
J=8,0); H-8/H-10: 7,34 d (211, J=8,0 ); H- 

12: 2,41 s (3H ). 

'o 

O 
(5.9) 

'3C-RMN: C-1: 178,55; C-2:33,01; C-3: 

19,13; C-4:37,19; C-5: 205,43; C-6: 

134,35; C-7/C-11: 128,15; C-8/C-

10:129,28; C-9: 143,89; C-12: 21,58. 

OH 	1H-RMN: H-2: 2,36 ppm t (2H  ,J=  7,7); H-3: 

1,94 ppm, tt (2H, J=7,3; 7,7); H-4: 2,63 t 

(2H, J=7,3); H-6/H 10/H-7/H-9:7,08 ppm 

m (4H); H-11: 2,31 s (3H) 

13C-RMN: C-1: 178,79; C-2: 33,15; C-3: 
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Figura 5.13: actividad alelopática de 1-hidroxi-1-(4-metilfenil)-pentan-5-ol (5.15). 

Tabla 5.1 Asignaciones de 1H-RMN y 13C-RMN 



'H-RMN: H-2: 2,49 t (2H,J=7,15); H-3: 2,31 

t (2H,J=7,15); H-4: 2,07 t (2H,J=6,9); H-5: 

OH 	3,04 t (2H, J=6,92); H-7/H-11: 7,25 d (2H, 

J=8,03);  H-8/H10: 7,86 d (2H,  J=8,03); 1-1- 

13: 2,40 s (3H). 

13C-RMN: C-1: 178,8; C-2: 33,2; C-3: 29,7 

C-4: 30,3 ; C-5: 35,0 ; C-6: 134,3 ; C-7: 

129,3 ; C-8: 128,17 ; C-9: 143,9 ; C-12: 

21,6. 

12 

26,30; C-4: 34,55; C-5:138,07; C-6/C-10: 

128,34; C-7/C-9: 129,09 ; C-8: 135,48; C- 

11: 20,96. 

OH 	 0 	 'H-RMN: H-2: 2,45 t (2H, J=7,08); H-3:1,98 

m (2H); H-4: 1,76 m (2H); H-5: 4,65 m 

OH 	(1H); H-11/H-7: 7,15 d (2H,J=8,12); H- 

10/H8: 7,23 d (2 H, J=8,12 ); H-12: 2,33 s 

11 	(5.12) 	 (3H). 
12 
	

'o 

13C-RMN: C-1: 178,3 ppm; C2: 33,59 ppm; 

C-3: 21,2 ppm ; C-4: 38,0 ppm; C-5: 74,1 

ppm; C-6: 141,3 ppm; C-11/C-7: 129,2 

ppm; C-10/C-8: 125,8 ppm; C-9: 137,4 

ppm; C-12: 21,1. ppm. 

  

'H-RMN: H-1: 2,40 s (6H); H-3: 7,26 d (4H, 

J=8,0); H-4: 7,88 d (4H, J=8,0); H-7: 3,05 t 

(4H,  J=7,2);  H-8: 2,08 q (2H, J=6,0). 

13C-RMN: C-1: 21,6 ; C-2: 143,9 ; C-3: 

130,8; C-4: 129,9; C-5: 134,3 ; C-6: 198,9 

C-7: 40,0; C-8: 19,0. 

 

(5.13) 

1 	3 

 

OH 	 OH 'H-RMN: H-1: 2,32  s (3H); H-3: 7,19 d (2H, 

J=8,04); H-4: 7,12ppm d (2H, J=8,04) ; H-

6: 4,59 t (1H, J=6,4);  los metilenos (H-6, 7 

y 8) aparecen como multipletes entre 2 a 

1 ppm. 

 

   

1 	3 
(5.14) 

 

  

'3C-RMN: C-1: 5=21,0 ppm; C-2: 5=137,1 

ppm; C-3: 5=125,8 ppm; C-4: 5=129,0 

ppm; C-5: 5=141,8 ppm; C-6: 5=74,2 ppm; 

C-7: 5=38,8 ppm; C-8: 5=22,2 ppm 

1 
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OH 1H-RMN: H-1: 3,65 t (21-1, J=6,19); los 
metilenos H-4/H-3/H-2 aparecen como 

OH 	multipletes entre 1,46 ppm y  1,28 ppm 
H-5: 4,67 t (11-1, J=6,62); H7/H-8/H-10/H- 
11: 7,18 m (4H); H-12: 2,43 s (3H). 

12 

13C-RMN: C-1: 62,6; C-2: 32,2; C-3: 23,3; 
C-4: 37,2; C-5: 72,9; C-6: 141,4; C-7/C-11: 
128,8; C-8/C-10: 125,4; C-9: 137,0; C-12: 
21,0. 

'H-RMN: H-3a/ H-2: 2,63 m (3H); H-3b: 
2,17 m (1H); H-4: 5,48 dd (1H, J=8,41; 
5,84); H-7/H-6/H-9/H-10: 7,35 m (4H); H-
11: 2,35 s (3H) 

13C-RMN: C-1: 176,1; C-2: 28,9 ; C-3: 30,9 
C-4: 81,3 ; C-5: 138,3 ; C-6: 129,4 ; C-7: 

125,3 ; C-8: 137,2 ; C-11: 21,1 
11 

En CDCI3, TMS como estándar interno. 6 en ppm, constantes de acoplamiento en Hz entre 
paréntesis. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1 Procesamiento del material vegetal 

Recolección de las muestras vegetales 

En todos los casos las especies se recolectaron entre los meses de diciembre y marzo 

(temporada de verano), debido a que las especies se encuentran en estado de floración o 

fructificación y está demostrado que en dichas etapas la concentración de metabolitos 

secundarios es mayor. Las muestras vegetales fueron identificadas por el Dr. Luis Ariza 

Espinar, Profesor Emérito, FCEFyN-UNC. 

6.2 Solventes y Reactivos 

Todas las reacciones con reactivos sensibles se realizaron bajo atmósfera inerte 

(nitrógeno seco o argán) y con disolventes secos (por eliminación de agua según la 

metodología habitual). El CH202  fue secado sobre hidruro de calcio, mientras que el THF 

fue secado sobre sodio metálico y destilado utilizando como indicador de humedad la 

benzofenona. 

Todos los solventes empleados para los procesos de extracción y purificación fueron 

destilados antes de ser utilizados. 

6.3 Instrumental 

6.3.a Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear fueron tomados a temperatura 

ambiente (25°C) en un equipo Bruker Avance II AV-400 (400,13 MHz para 	y 100,03 

MHz para 13C). Se empleó cloroformo deuterado (CDCI3, 99,8%-Sigma Aldrich) como 

solvente. Los desplazamientos químicos (6) se describen en ppm y están 

referenciados respecto a la señal del TMS. Las constantes de acoplamiento (J) en los 

espectros de 1H-RMN se expresan en Hertz (Hz). Las asignaciones de las señales de 

protón y de carbono se llevaron a cabo mediante el análisis de los experimentos de 

correlación horno y heteronucleares COSY, HSQC, HMBC y NOESY. 

6.31 Espectroscopia Infrarroja (IR) 

Los espectros se realizaron en espectrofotórnetros Bruker IFS 55-FTIR y Nicolet 5-

SXC-FTIR. Los compuestos se disolvieron en cloroformo grado espectroscópico en 

todos los casos y se aplicaron en forma de película sobre una pastilla de cloruro de 

sodio o cloruro de plata de 0,2 mm de espesor. Los valores de frecuencia (y) se 

expresan en cm-'. 
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6.3.c Espectrometría de Masas 

Los espectros de masas de baja resolución se llevaron a cabo en espectrómetros 

Hewlett-Packard modelo 5995, VG Micromass ZAB-2F, LCT premier XE Micromass. 

6.4 Técnicas cromatográficas 

Para purificar los metabolitos se empleó una combinación de métodos 

cromatográficos. 

6.4.a Cromatografía líquida al vacío (CLV) o cromatografía al vacío 

Se utilizó Silica Gel 60 Merck 0,063-0,2 mm (70-230 mesh) como fase estacionaria y 

para realizar las pastillas de siembra. 

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

En este caso se empleó Sílica Gel 60 G (70-230 mesh ASTM; 0,063-0,200 mm de 

diámetro de partícula ó 230-400 mesh ASTM; 0,040-0,063 mm), Merck. Se empleo la 

metodología de columna seca. La muestra a separar se aplicó como cabeza, adsorbida 

en sílica (pastilla de siembra). 

6.4.c Cromatografía de exclusión molecular (CEM) 

En este tipo de cromatografías se utilizó Sephadex LH-20 como fase estacionaria 

marca -Sigma que requiere una previa estabilización del polímero en una suspensión 

con MeOH (4,1 mL/g) durante, al menos, 12 h. A continuación se vierte en la columna 

y se deja reposar 1 hora. Los sistemas que normalmente son utilizados para estabilizar 

y luego eluir la columna son Hex-CH2Cl2-MeOH (2:1:1) y  MeOH. La muestra a 

cromatografiar se disolvió en el sistema de elución a una concentración no superior al 

5% del volumen muerto de la columna. Las columnas fueron reutilizadas tras lavarse 

con MeOH y estabilizadas nuevamente con el eluyente a utilizar. 

6.4.d Cromatografía en capa delgada (CCD) en fase normal 

Se utilizaron con fines analíticos para hacer el seguimiento de las CLV, CC, CR, 

reacciones y con fines preparativos. En todos los casos se utilizaron cromatofolios con 

base de aluminio o vidrio (20x20 cm) de sílica gel 60 G (Merck) o Si¡ G-100 (Macherey-

Nagel) de 0,25 mm de espesor, con indicador de fluorescencia de 254 nm (E254). La 

detección de los productos en las placas se realizó por fluorescencia, empleando una 

lámpara ultravioleta a una longitud de onda de 254 o 360 nm, o bien, pulverizando 
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con vainillina (disolución de vainillina y H 2504  en una concentración de 1 mgI 100mL) 

y óleum (disolución de H2SO4:EtOH 1:4) y  con posterior calentamiento a 120 ºC. 

6.5 Ensayos de actividad biológica 

6.5.a Actividad citotóxica: Mortalidad en Artemia salina 

Los quistes de Artemia fueron obtenidos en acuarios comerciales. Se utilizó la marca 

"Vita Fish" y Artemia de producción propia. 

Se realizaron los ensayos de mortandad utilizando el método descripto por 

McLaughlin y col., 1998. Para lograr la eclosion de los quistes (huevos) de Artemia (Figura 

6.1.A), se colocaron en agua salina (NaCI 3,8% p/v) con abundante aireacion y luz 

durante aproximadamente 30 h en un lixiviador como se muestra en ]a Figura 6.1.13. 

Luego se cubrió la parte inferior del lixiviador y se colocó 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 fototropismo positivo (Olowa & Nuñeza, 

2013). 

Figura Figura 6.1: A: Quistes (huevos) de Artemia. B: Equipo de Lixiviación, con aireación. 

Se ensayaron 3 concentraciones distintas de los extractos: 1000 ppm, 100 ppm y  10 ppm 

en agua salina al 5% de DIVISO; todos los experimentos se realizaron por triplicado. Para 

ello, se colocaron en cada "well" 10 a 15 nauplios por pocillo en 100 ¡Al- del agua salina 

donde eclosionaron junto a 100 ML de cada una de las soluciones durante 24 h. 

El porcentaje de mortandad (%M) en cada uno de los pocillos se calculó por medio 

de la Ecuación 6.1 y luego se calculó el valor medio. 

Mexp - Mcont 
%M= 	 xl00% 

n, nauplios 

Ecuación 6.1 

Donde: 
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%Mde nauplios por pocillo. Mexp: nauplios muertos en presencia del extracto. Mcont 

nauplios muertos en el control. n°nauplios: número total de nauplios. 

A fin de obtener la LC50  se graficó el log de la concentración utilizada (log C) vs. %M 

para obtener la ecuación de una recta, que muestre el %M en función de la 

concentración (Ecuación 6.2). 

%M = a. logC + b Ecuación 6.2 

Expresión general para la ecuación de la recta obtenida. 

6.51 Actividad alelopática: Inhibición del crecimiento radicular 

Con el objetivo obtener compuestos que muestren cierta selectividad en especies 

mono- y dicotiledóneas se utilizaron semillas de Aveno salivo y Lactuca sativa como 

modelo para cada tipo. Se utilizó el método descripto por Alarcón y colaboradores (2007) 

para evaluar la inhibición de crecimiento radicular. Las soluciones fueron preparadas 

usando EtOH como solvente. Se ensayaron 3 concentraciones: 150 ppm, 75 ppm y 15 

ppm empleando EtOH como control. El bioensayo se llevó a cabo en cápsulas de Petri de 

vidrio (90 mm de diámetro). En el fondo de cada cápsula se colocó papel de filtro 

Whatman N°1 y  5 mi- de cada solución a ensayar dejando evaporar el solvente en estufa 

a 40°C. Luego de la adición de 5 mi- de agua destilada se colocaron 15 semillas de A. 

sativa y 20 semillas L. sativa, según correspondiera, y se incubó a (25±2)°C durante 7 días 

en ausencia de luz. Cada ensayo se realizó por triplicado. El efecto de los compuestos se 

evaluó midiendo la longitud de la raíz. El largo de la raíz para cada concentración fue 

medido, promediado y comparado con el control. La Ecuación 6.3 fue utilizada para 

evaluar la inhibición del crecimiento radicular (%l). El tratamiento estadístico de los datos 

se llevó a cabo por medio del análisis de la varianza, con el "software" adecuado. 

= (i - 	100% 
Xc 

Ecuación 6.3 

Donde: %l = porcentaje de inhibición del crecimiento radicular. Xt: Promedio de las 

longitudes a determinada concentración. Xc: Promedio de las longitudes en el control. 

6.5.c Actividad antimicrobiana 

Los ensayos antimicrobianos fueron realizados por la Brom. María Guadalupe Reyes 

en el Instituto de Investigaciones para la Industria Química (INIQUI), Facultad de Ciencias 

Exactas, Universidad Nacional de Salta. 
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Microorganismos indicadores y condiciones de cultivo 

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 

cultivo BHI (Agar Cerebro Corazón) a 37C por 24 h, sin una atmósfera especial. Todos las 

cepas indicadoras fueron conservadas a -202C en medio BHI con glicerol (10% y/y). 

Tabla 1: Cepas indicadoras. 

1- Listeria monocyto genes 60-364/03 
2- L. monocyto genes 01-155 

3- L. monocyto genes 00/220 

4- L. monocyto genes 99/320 

5- L. monocytogenes 00/110 

6-L. monocyto genes 01/31 

7- L. monocyto genes 01/01 

8- L. monocyto genes 99/287 

9- Escherichia coli 
10- Staphylococus aureus M3 

11- Salmonella enteriditis CUB 22/10 

12- S. gallinarum 69/12 

13-5. typhymurium CUB 29/08 

14-5. enteriditis CUB 77/20 

15-5. typhymurium CUB 08/28 

16-5. gallinarum CUB 954 

17- Bacillus cereus 3 

18- B. cereus 4 
19- B. cereus 2 

20- B. cereus 7 
21- B. cereus 5 

22- B. cereus 6 

23- B. cereus Mori2 

24-8. cereus c4 

Para la evaluación de la actividad antibacteriana de cada compuesto, una alícuota de 

10 iiL de una solución en EtOH fue depositada sobre discos de papel de filtro Whatman 

N°1 de 5 mm de diámetro y luego éstos colocados sobre el césped de la cepa indicadora. 

Dicho césped se obtuvo sembrando 100 ltL de un cultivo de 24 h de cada cepa indicadora 

en 10 mi- de medio BHI agarizado (1,5% p/v de agar). Las placas fueron incubadas a 372C 

durante 24 h para las diferentes cepas de Listeria, Staphylococus, B. cereus, E. coli y 

Salmonella. Luego de transcurrido el tiempo de incubación, éstas fueron examinadas 

para determinar presencia o no de halos de inhibición. La actividad antibacteriana de las 

cepas de Bacillus se determinó midiendo el diámetro del halo de inhibición (mm) frente a 

las cepas indicadoras. 

129 



7. Conclusiones 



7. Conclusiones 

La investigación en productos naturales es una ciencia demandante, que requiere un 

profundo conocimiento de muchos aspectos de la química, como son la química orgánica, 

la química analítica y la química biológica, sólo por mencionar algunos de ellos. Este proceso 

incluye también estudios complementarios de los métodos de separación, de la 

espectroscopia, la biosíntesis, la síntesis y la farmacología, como así también de biología y 

taxonomía vegetal. 

En el desarrollo de este trabajo de tesis se consiguieron distintos resultados a través 

de diversas metodologías, los que permitieron delinear las siguientes conclusiones: 

• En el marco de la búsqueda de compuestos antimicrobíanos de especies de la 

familia Asteraceae, se obtuvieron dos metabolitos, con buen rendimiento relativo, a 

partir de Eupatorium arnottianum Griseb. [sin. Chromolaena arnottiana (Griseb.) R. 

M. King & H. Rob] los que fueron identificados como cumarina (4.20) y  5-hidroxi-

3141 6,7-tetrametoxiflavona (4.21). 

H3CO 

OCH3  

OCH3  

(4.20) 

H3CO 

 

OH 
	

O 

(4.21) 

• Si bien en esta especie, se había informado la presencia de 5-hidroxi-3',4, 6,7-

tetrametoxiflavona (4.21), no está reportada su actividad antimicrobiana frente a 

cepas de B. cereus, que resultó ser muy baja. 

• Mediante el estudio biodirigido de Senecio ceratophylloides Griseb. se llegó al 

aislamiento del nor-sesquiterpeno (4.40), de esqueleto carabrano modificado 

(figura 4.26). Este núcleo resultó novedoso y poco común en la familia Asteraceae. 

El compuesto 4.40, además, posee potencial actividad citotóxica preliminar frente a 

Artemia salina. 
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(4.40) 

• La diversificación del extracto de hexano de S. ceratophyllus no presentó cambios 

en la bioactividad estudiada. 

• El estudio de Senecio pampeanus resultó dificultoso por la elevada cantidad de 

grasas en los extractos. Solamente al tratar el extracto etanólico con solución de 

Pb(AcO)Z una técnica para eliminar este tipo de impurezas, se logró aislar un 

glicérido sin interés para este estudio. 

• En lo que respecta a Austroeupatorium inulaefolium  (H.B.K.) K et R. (sin. E. 

inulaefolium H.B.K.), la diversificación del extracto con hidracina permitió la 

obtención del ent-norlabdano austroeupatol (4.31) con muy buen rendimiento. 

U 

K 

HO11,,  

HO" 

HO 
(4.31) 

• La bioactividad de austroeupatol (4.31) frente a todas las cepas de microorganismos 

M metabolito ensayadas resultó ser extremadamente baja. 

• El buen rendimiento obtenido del ent-norlabdano 4.31 lo hizo promisorio para la 

preparación de derivados semisintéticos, lo cual llevó a los siguientes resultados: 

• Casi todos los intentos de modificar químicamente el ent-norlabdano dieron 

resultado negativo; solo frente al p-MeC6H4SO2CI se obtuvo un epímero en C-2 

(4.34). 
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Se propone que esta reacción tuvo lugar por mecanismo SN2, en el cual, luego de la 

esterificación en el C-2 se produce la hidrólisis del éster con su respectiva inversión 

de configuración. 

U"- 

• La inercia del ent-norlabdano (4.31) frente a casi todas las reacciones realizadas y 

la baja solubilidad en solventes polares, a pesar de poseer tres grupos hidroxilo en 

la molécula, llevó a hacer consideraciones estructurales y cálculos mediante 

métodos semiempíricos, proponiendo un modelo que explicaría los resultados 

obtenidos. 

• Una tercera estrategia planteada fue la síntesis de los análogos de los bisabolenos 

bioactivos aislados de Lagascea mo/lis Cay, a través de reacciones simples y de 

reactivos de fácil asequibilidad. Esto permitió obtener 9 análogos simplificados 

alguno de ellos presentaron actividad alelopática. 

• De los análogos simplificados, el ácido-y-(4-metilbenzoil)-butanoico (5.8) resultó el 

de mayor interés, dado que mostró gran selectividad en las especies modelo 

utilizadas. El compuesto actuó inhibiendo a la dicotiledónea Lactuca sativa y 

estimulando a la monocotiledónea Aveno sativa a todas las concentraciones 

estudiadas. 

OH 

(5.8) 
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• Además, en la síntesis de 5.8 se produjo un subproducto, el compuesto 5.13. Ambos 

muestran un efecto que podría interpretarse como sinergista (estimulante) cuando 

es evaluada su actividad en mezcla. 

o o 

(5.13) 
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