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Resumen  

Durante esta tesis se trabajó con seis especies vegetales entre quince 

recolectadas en la zona del Salitral de la Vidriera, con pocos o ningún antecedente de 

estudios fitoquímicos o de actividad biológica. Los extractos etanólicos de estas 

especies presentaron actividad inhibitoria de las enzimas acetilcolinesterasa (ACE) y/o 

butirilcolinesterasa (BuCE) de muy buena a moderada. Llevando a cabo un 

fraccionamiento bioguiado fue posible el aislamiento e identificación de los 

metabolitos secundarios responsables de la actividad. 

A partir de los extractos de H. jamesonii y H. tubispathus (Amaryllidaceae), fue 

posible la identificación de quince alcaloides mediante CG-EM. De H. tubispathus se 

logró además, el aislamiento de tres alcaloides mayoritarios: hippeastidina (6), licorina 

(8), y 3-O-demetilhippeastidina (16), constituyendo el primer reporte de datos 

espectroscópicos completo de los compuestos 6 y 16. El alcaloide aislado, 

hippeastidina, resultó ser el componente más activo de H. tubispathus. 

De las quenopodiáceas estudiadas, H. olivascens y A. patagonica, se aislaron 

ácidos grasos en grandes cantidades de los subextractos menos polares, siendo el 

ácido palmítico (17) el mayoritario. De H. olivascens también fue posible el aislamiento 

del alcaloide salsolina (20), de la fracción diclorometánica, y del osmolito glicinbetaína 

(21) de la fracción más polar. Por otra parte, la fracción más activa de A. patagónica 

resultó contener fosfatidilcolinas, compuestos con antecedentes de actividades 

relacionadas con la patología de la EA. 

De la especie endémica F. bidentis (Asteraceae) se obtuvo 3-sulfato de 6-

metoxikaempferol (22) a partir del subextracto acuoso que había mostrado la mejor 

inhibición de ACE. Este flavonoide sulfatado, cuya caracterización espectroscópica se 

presenta en este trabajo por primera vez, fue sometido a modificaciones químicas 

sencillas obteniendo los derivados 23-25. Si bien no se obtuvo una mejora en la 

actividad de 22, se determinó la importancia del grupo sulfato en la inhibición de la 

enzima. 

Por último, los flavonoides activos luteolina (26) y apigenina (27) fueron 

aislados de la especie L. salsa (Verbenaceae) mediante fraccionamiento bioguiado de 

su extracto etanólico. Su presencia en esta especie es reportada en este trabajo por 

primera vez. 
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Abstract 

Six species, from fifteen collected in Salitral de la Vidriera area, were selected 

and studied in this thesis. All of them, with few or none previous phytochemical or 

biological activity records in the literature. Ethanolic extracts from this species showed 

high to moderate acetyl- (AChE) and/or butyryl-cholinesterase (BuChE) inhibitory 

activity. The isolation and identification of the active metabolites were achieved by 

bioassay-guided fractionation. 

From ethanolic extracts of H. jamesonii and H. tubispathus (Amaryllidaceae) 

fifteen alkaloids were identified using GC-MS. In addition, major alkaloids from H. 

tubispathus were isolated: hippeastidine (6), lycorine (8) and 3-O-

demethylhippeastidine (16). Alkaloids 6 and 16 were completely characterized by 

spectroscopic methods for the first time. Hippeastidine (6), was found to be the most 

active constituent in H. tubispathus. 

From the studied chenopodiaceaes, H. olivascens and A. patagonica, fatty acids 

were isolated in large quantities, with palmitic acid (17) as the major one. In addition, 

from H. olivascens, salsoline (20), an alkaloid, was obtained from its dichloromethane 

subextract and glycinbetaine (21), an osmolyte, from its more polar fraction. 

Moreover, the most active fraction from A. patagonica contained 

phosphatidylcholines, compounds with history in AD pathology related activities. 

From the endemic species F. bidentis (Asteraceae), the flavonoid 6-

methoxykaempherol-3-sulfate (22) was obtained from aqueous sub-extract. This 

sulfated flavonoid, whose spectroscopic data is presented here for the first time, was 

subjected to simple chemical modifications leading to derivatives 23-25. Even though 

this modification did not improve the activity elicited by 22, the importance of sulfate 

group in the enzyme inhibition was determined. 

Finally, active flavonoids luteolin (26) and apigenin (27) were isolated from 

Lippia salsa (Verbenaceae) by bioassay-guided fractionation of its ethanolic extract. Its 

presence in this species is reported in this work for the first time. 
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ABREVIATURAS 

AAm alcaloides de Amaryllidaceae 

Aβ péptido beta-amiloide 

AC acetilcolina 

ACE acetilcolinesterasa  

AcOEt acetato de etilo 

AcOH ácido acético 

AG ácido graso 

ATCI ioduro de acetiltiocolina 

APP proteína precursora de amiloide 

BACE-1 β-secretasa 

BSTFA N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida 

BTCI ioduro de butiriltiocolina 

BuCE butirilcolinesterasa 

CAS sitio activo catalítico 

δc desplazamiento químico de 
13

C 

δH desplazamiento químico de 
1
H 

DMSO-d6 dimetilsulfóxido deuterado 

DTNB ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico 

EA Enfermedad de Alzheimer 

EM Espectrometría de masas 

Et2O éter etílico 

EtOH etanol 

FC fosfatidilcolina 

FS flavonoides sulfatados 

GBM glioblastoma multiforme humano 

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation 

iACE inhibidores de acetilcolinesterasa 

iCEs Inhibidores de colinesterasa 

IC50 concentración que inhibe al 50% la actividad enzimática máxima 

J constante de acoplamiento 

m/z relación masa/carga 
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M
+
 ión molecular 

MeOD-d4 metanol deuterado 

MeOH metanol 

n-BuOH n-butanol 

NEQ nuevas entidades químicas 

NFTs ovillos neurofibrilares 

NMDA receptor N-metil-D-aspartato 

os señal superpuesta 

PAS sitio aniónico periférico 

PI porcentaje de inhibición 

PN producto natural 

Rf factor de retención  

ROS especies reactivas de oxígeno 

TcACE acetilcolinesterasa de Torpedo califórnica 

TLC cromatografía en capa fina 

tR tiempo de retención  
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I.1 Enfermedad de Alzheimer 

La demencia, que ha recibido varios nombres a lo largo de la historia, es 

conocida desde tiempos de Hipócrates (400 a.C.). Sin embargo, fue Alois Alzheimer 

quien en 1901 identificó el primer caso, de la después bautizada en su honor, 

enfermedad de Alzheimer (EA). Esta enfermedad representa el tipo más común de 

demencia, con más del 75% de los casos en la población mundial. La EA es un desorden 

neurodegenerativo progresivo que afecta la memoria, el pensamiento, el 

razonamiento y el lenguaje, terminando por desarrollar cambios en la personalidad del 

paciente haciéndolo incapaz de cuidarse por sí mismo. 

La EA afecta a los pacientes de formas distintas, pero los síntomas iniciales más 

comunes son la pérdida gradual de la habilidad de recordar nueva información. Esto 

ocurre debido a que las primeras neuronas en verse afectadas son aquellas 

involucradas en formar nuevos recuerdos. A medida que otras partes del cerebro 

comienzan a funcionar mal, los individuos experimentan otros obstáculos como 

dificultad para resolver problemas, para completar actividades hogareñas o laborales, 

confusión en tiempo y espacio, problemas para entender imágenes visuales, pérdida 

de la capacidad de habla y escritura, disminución o pérdida del juicio, cambios en el 

humor y la personalidad, incluyendo depresión, entre otras 

(http://www.alz.org/downloads/Facts_Figures_2014.pdf). 

Mundialmente, la prevalencia de la EA era de más de 35 millones de personas 

en el año 2010, con proyecciones de 65 millones para el año 2030 y 115 millones de 

personas afectadas por la enfermedad o desórdenes relacionados para el año 2050. 

Este aumento desmedido en el número de pacientes es consecuencia directa de las 

mejoras en el servicio de salud, aumento de la esperanza de vida y edad promedio de 

la población mundial. La EA representa un problema social y financiero, no sólo para el 

paciente y su familia, sino también para la sociedad entera (Goure y col., 2014).  

La etiología de la EA es multifactorial, únicamente un 3% de los casos se deben 

a una mutación en los genes que codifican la APP (proteína precursora de amiloide), 
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presenilin 1 (PSEN 1) y presenilin 2 (PSEN 2), generando formas de EA precoz. El mayor 

factor de riesgo es la edad, siendo componentes importantes también la historia 

familiar, traumas en la cabeza, el género, casos de depresión previa, diabetes mellitus, 

hiperlipidemia y factores vasculares (Anand y col., 2014). 

Neuropatológicamente la EA está caracterizada por depósitos extracelulares del 

péptido β-amiloide (Aβ) llamados placas seniles, depósitos intracelulares de la proteína 

tau hiperfosforilada (conocidos como ovillos neurofibrilares o NFTs), pérdida neuronal 

y pérdida sináptica. Además, estudios anatómicos en pacientes con EA han mostrado 

pérdida de materia blanca y una reducción específica de neuronas colinérgicas en el 

cerebro basal anterior (Lombardo y col., 2014). Estas evidencias han llevado a los 

científicos a establecer hipótesis que se correlacionen con los hechos observados. Las 

de mayor importancia y aceptación son la hipótesis de la cascada amiloide, la de la 

proteína tau y la hipótesis colinérgica. 

El carácter patogénico del péptido Aβ ha dado origen a la llamada hipótesis 

amiloide. Esta establece que la formación y deposición de pequeños péptidos de Aβ 

genera fibras amiloides largas e insolubles, que se acumulan como placas seniles en 

regiones críticas del cerebro, llevando al desarrollo y progreso de la EA, la cual 

eventualmente conduce a discapacidades crecientes y finalmente a la muerte. Los 

péptidos Aβ patogénicos, junto con otros péptidos no patogénicos, son originados por 

la actividad proteolítica de la APP, una proteína normal de las membranas celulares. La 

actividad de distintas secretasas (α, β o γ-secretasa) escinde la APP, produciendo 

diferentes péptidos dependiendo de dos rutas: la ruta α (o no-amiloidogénica) la cual 

deriva en la formación de APP soluble (sAPPα), y la ruta de la β-secretasa (o 

amiloidogénica), mediada por la acción secuencial de β-secretasa y γ-secretasa, 

resultando en la formación de péptidos Aβ. Debido a que las γ-secretasas dividen su 

sustrato en posiciones vecinas, los péptidos Aβ son un grupo proteico que difiere solo 

en su longitud (entre 39-43 aminoácidos). Las especies dominantes son Aβ1-40, 

constituyendo 80-90% de los péptidos Aβ, y Aβ1-42, el cual en condiciones normales 

constituye entre 5-10%, siendo un péptido tóxico y de alta agregación. Diversos 
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factores, genéticos y ambientales, hacen que la proporción de las especies de péptidos 

Aβ varíe, desencadenando la acumulación de oligómeros y polímeros Aβ1-42 de mayor 

toxicidad y activando una cascada de enzimas responsables del estrés oxidativo y de la 

regulación de los niveles de Ca2+ en las células. Consecuentemente se produce la 

formación de radicales libres, respuesta inflamatoria, un aumento en la fosforilación 

de la proteína tau y depósito de NFTs, concluyendo finalmente con muerte neuronal 

(Figura 1) (Agis-Torres y col., 2014; Cahlíková y col., 2014).  

 
Figura 1: Formación de placas amiloides.  

 

Contrario a lo que se pensaba, la densidad de las placas amiloides no se 

correlaciona bien con la severidad de la demencia presentada por pacientes de EA. 

Varios estudios han demostrado, que los NFTs sí explican con bastante precisión la 

sintomatología clínica. Además, existe evidencia que revela que podría existir la 

presencia de depósitos amiloides con pocas o ninguna manifestación clínica. Estos 

hechos han dado origen a una segunda hipótesis, la de la proteína tau.  Esta proteína, 

presente en las neuronas en condiciones normales, está relacionada con la 

incorporación de tubulina a los microtúbulos, estabilizándolos y afectando el tráfico 

axonal. Durante la EA, la fosforilación de la proteína tau se ve aumentada regulando 

negativamente su unión a los microtúbulos, afectando el transporte axonal e 

incrementando la capacidad de tau de autoensamblarse y formar agregados, 

conduciendo a su deposición como NFTs (Figura 2). Además, se ha demostrado que la 



Introducción  - 5 - 
 

- Cavallaro Valeria - 

hiperfosforilación interfiere con las actividades neuronales, causando alteraciones en 

las funciones mitocondriales celulares como la respiración, llevando al déficit cognitivo 

característico de la EA (Cahlíková y col., 2014; Nisbet y col., 2015).  

 
Figura 2: Desintegración de microtúbulos en EA, rol de la proteína tau. 

Existen trabajos recientes que hablan de un rol sinergístico entre el péptido Aβ 

y la proteína tau en el desarrollo y progresión de la EA, como un proceso en dos 

etapas. En la primera, los oligómeros solubles del péptido Aβ generan neurotoxicidad y 

se depositan en forma de fibras y placas seniles, prolongando la respuesta 

inflamatoria. Luego, los NFTs se depositan y el subsecuente daño neuronal y sináptico 

lleva a la disfunción de neurotransmisores (Tayeb y col., 2012; Nisbet y col., 2015). 
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I.1.1 Colinesterasas y su relación con la Enfermedad de Alzheimer 

Durante la progresión de la EA, distintos tipos de neuronas se deterioran, entre 

ellas, neuronas colinérgicas del cerebro anterior, seguido por una disminución 

progresiva del neurotransmisor acetilcolina. La hipótesis colinérgica ha llevado al 

descubrimiento de los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (iACEs) los cuales 

son, hasta el momento, la principal terapia utilizada para los casos de EA media a 

moderada. Los iACE previenen la degradación de acetilcolina por la enzima 

acetilcolinesterasa (ACE), resultando en mayores niveles de este neurotransmisor 

disponible en la sinapsis colinérgica para su absorción (Figura 3). El tratamiento mejora 

la transmisión colinérgica beneficiando la comunicación entre neuronas y 

disminuyendo de esta manera, los síntomas de la deficiencia cognitiva. Esto sin 

embargo, no afecta la progresión ni el resultado de la enfermedad (Garcia-Ayllon y 

col., 2014; Wattmo y col., 2014).  

 
Figura 3: Sinapsis neuronal. Hipótesis colinérgica. 

La estructura en tres dimensiones de la enzima ACE ha sido determinada en 

base a la misma enzima extraída de la raya eléctrica Torpedo californica ya que su 

estructura es muy similar a la que está presente en mamíferos (Figura 4). Se ha 



Introducción  - 7 - 
 

- Cavallaro Valeria - 

determinado que ACE posee dos sitios de unión principales: el sitio activo catalítico 

(CAS) y el sitio aniónico periférico (PAS). El CAS, ubicado en el interior de una profunda 

cavidad, contiene dos subsitios: el aniónico y el esteárico. El subsitio aniónico, sin carga 

y lipofílico, se une a la amina cuaternaria positivamente cargada de la acetilcolina 

mediante catorce residuos de aminoácidos, entre los cuales Trp84 es uno de los más 

importantes por sus interacciones π-catión. El subsitio esteárico, donde la acetilcolina 

es hidrolizada a colina y acetato, contiene la llamada tríada catalítica de los 

aminoácidos Ser200, His440 y Glu327. El PAS es un área no muy definida, ubicada a la 

entrada de la cavidad catalítica. El PAS se une transitoriamente al sustrato como el 

primer paso de la ruta catalítica, aumentando la eficiencia catalítica, al atrapar al 

sustrato en su camino al sitio activo (Houghton y col., 2006; Čolovic y col., 2013; Singh 

y col., 2013).  

 

Figura 4: Esquema de los sitios de unión en la cavidad de ACE de Torpedo californica. 
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El péptido Aβ interacciona con el PAS resultando en la formación de placas 

amiloides y el consecuente daño a neuronas colinérgicas. Se cree, que el diseño de 

nuevos iACEs que puedan interaccionar simultáneamente con el CAS y PAS de la 

enzima pueden resultar en el desarrollo de agentes con un perfil farmacológico 

expandido como consecuencia de su alta afinidad por la enzima y su interferencia en la 

agregación del péptido Aβ mediante el bloqueo del PAS (Singh y col., 2013). 

Además de ACE, existe otra colinesterasa, llamada butirilcolinesterasa (BuCE), 

también capaz de hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina. Mientras que ACE se 

encuentra asociada principalmente a neuronas y axones, BuCE es expresada y 

secretada por células gliales en el cerebro. En un cerebro sano, ACE y BuCE se 

encuentran en una proporción 4:1, sin embargo, en cerebros de pacientes con la EA la 

actividad de ACE puede disminuir hasta un 45% durante el progreso de la enfermedad, 

reflejando la desaparición de neuronas y axones a las cuales se encuentra asociada, 

mientras que la actividad de BuCE puede hasta duplicarse. Se ha demostrado también, 

que niveles en crecimiento de BuCE se correlacionan con el depósito de placas 

amiloides y NFTs. Debido a esto, se ha establecido que una inhibición selectiva de BuCE 

o inhibidores duales de ACE y BuCE podrían ser cruciales en la patogénesis de estadios 

de medios a avanzados de la EA, con el fin de evitar un mayor declive en las 

habilidades cognitivas y mentales mientras persiste la disminución de neuronas 

colinérgicas (Greig y col., 2005; Furukawa-Hidi y col., 2011; Wang YH y col., 2012).  

 

I.1.2 Medicamentos actuales para la Enfermedad de Alzheimer 

Se ha demostrado que el uso de iACEs tiene un impacto positivo tanto en los 

síntomas psiquiátricos como en los conductuales en personas afectadas por la EA 

(Čolovic y col., 2013). 

En la actualidad existen cinco medicamentos aprobados por agencias 

regulatorias internacionales como US-FDA (United States Food and Drug 

Administration) y la EMA (European Medicines Agency) para el tratamiento de las 
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manifestaciones cognitivas de la EA y el mejoramiento de la calidad de vida de los 

pacientes: tacrina (ya retirada del mercado), donepecilo, rivastigmina y galantamina 

como inhibidores de ACE reversibles, y memantina como un antagonista del receptor 

N-metil-D-aspartato (NMDA) (Figura 5) (Čolovic y col., 2013; Konrath y col., 2013). 

Tacrina fue el primer inhibidor de ACE aprobado para el tratamiento de la EA en 1993, 

presentando una mejora del rendimiento cognitivo de entre el 5 y el 40% después del 

tratamiento, en pacientes con EA media a moderada. Su uso, sin embargo, ha sido 

dejado de lado por la alta incidencia de efectos secundarios gastrointestinales y alta 

hepatotoxicidad (Konrath y col., 2013). 

 

Figura 5: Fármacos aprobados para el tratamiento de la EA. 

Donepecilo es un inhibidor reversible y selectivo de ACE aprobado en 1996, que 

se une al PAS de la enzima, exhibiendo no solo tratamiento sintomático, sino 

retrasando además la deposición de placas amiloides. Este medicamento tiene 

mejores propiedades que tacrina sin presentar hepatotoxicidad, mostrando pocos 

efectos secundarios gastrointestinales (Čolovic y col., 2013; Konrath y col., 2013). 

Rivastigmina, derivado del alcaloide natural fisostigmina, es un inhibidor 

pseudorreversible potente que bloquea la actividad de ACE uniéndose a la parte 

esteárica del sitio activo de la enzima. A diferencia de donepecilo que inhibe 

selectivamente a ACE, rivastigmina muestra similar inhibición de ambas colinesterasas, 
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ACE y BuCE. No causa daño a los riñones, produciendo sólo efectos secundarios 

colinérgicos como náuseas, vómitos y dolores de cabeza (Čolovic y col., 2013; Konrath 

y col., 2013).  

El alcaloide galantamina es un compuesto natural, aislado por primera vez de la 

especie Galanthus nivalis y luego encontrado como constituyente en distintas especies 

de la familia Amaryllidaceae. Es un inhibidor de ACE selectivo, competitivo y 

rápidamente reversible que interacciona tanto con el sitio aniónico como con la 

cavidad aromática de la enzima. Además, se ha demostrado que es un modulador 

alostérico del receptor neuronal nicotínico de acetilcolina. Los efectos secundarios 

presentados, al igual que otros iACE, son mayormente gastrointestinales. Aunque se ha 

conseguido la síntesis total de este alcaloide, la comercialización actual se basa en la 

extracción, con bajo rendimiento y alto costo, de distintas poblaciones de Leucojum 

aestivum (Ortiz y col., 2012; Čolovic y col., 2013; Konrath y col., 2013). 

Considerando los efectos clínicos de donepecilo, rivastigmina y galantamina, no 

existe evidencia de la superioridad de ninguno de los medicamentos en cuanto a su 

eficacia. Sin embargo, donepecilo ha presentado mejor tolerancia con menores efectos 

secundarios gastrointestinales que los otros dos.  

Memantina por su parte, es un antagonista no competitivo del receptor NMDA. 

Protege a las neuronas de una actividad glutamatérgica excesiva, que resulta en 

excitotoxicidad. Además, disminuye la hiperfosforilación de la proteína tau. Muchos 

estudios clínicos han demostrado que mejora la cognición y los efectos 

neuropsiquiátricos y conductuales de la EA. Memantina está aprobada desde 2002 

para casos de EA moderada a severa y su utilización clínica es en combinación con los 

iACEs en etapas avanzadas de la enfermedad así como en otras demencias (Tayeb y 

col., 2012).  

Debido a que la disfunción neuronal comienza en las etapas iniciales de la EA, la 

utilidad de los iACEs es la de proveer alivio de la sintomatología clínica en el período de 

transición, apoyando las funciones cerebrales con las neuronas disponibles. Al 
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aumentar el daño neuronal, la efectividad terapéutica de los iACEs disminuye 

gradualmente. Estudios recientes indican que en la actualidad, el beneficio 

evidenciado en el tratamiento con iACEs comerciales es variable, pudiendo durar hasta 

cuatro años (Anand y col., 2014).   

 

I.1.3 Importancia del desarrollo de nuevos iACEs en la actualidad 

El entendimiento de la patofisiología de la EA está cambiando constantemente, 

pero durante las últimas décadas la intensiva investigación nos ha dado herramientas 

significativas en el progreso del conocimiento de la enfermedad. De acuerdo con esto, 

se han abordado distintas estrategias con el fin de modificar el proceso de la EA, 

siendo los mayores desarrollos aquellos enfocados en terapias basadas en el péptido 

Aβ y la proteína tau. Varios medicamentos han sido investigados cuidadosamente en 

estudios preclínicos, pero muchos de ellos han fallado en producir buenos resultados 

en las etapas clínicas (Anand y col., 2014). 

Si bien existen importantes avances hacia el descubrimiento de terapias que 

modifiquen la enfermedad, el tratamiento sintomático es, hasta el momento, la mejor 

solución en el manejo de la enfermedad. Sumado a esto, existen evidencias recientes 

que indican que los iACEs han demostrado un potencial modificador de la enfermedad 

y no sólo alivio sintomático, alentando nuevos estudios (Anand y col., 2014; Cummings 

y col., 2014). 

Considerando lo anterior, puede decirse que el descubrimiento de nuevos 

inhibidores de colinesterasa (iCEs), que tengan un efecto más prolongado y menores 

efectos secundarios sigue siendo un desafío en la comunidad científica. Es importante 

destacar además, que el tiempo necesario para la aprobación del uso terapéutico de 

agentes sintomáticos es sustancialmente más corto que para aquellos que presentan 

una modificación de la enfermedad, con lo cual el interés en nuevos iCEs que puedan 

llegar al mercado en un período de tiempo no muy extenso es aún mayor. 



Introducción  - 12 - 
 

- Cavallaro Valeria - 

I.1.4 Detección de la actividad inhibitoria de colinesterasa 

La elección de un ensayo de screening apropiado es crucial. De hecho, la 

actividad biológica demostrada por compuestos naturales y sintéticos con distintos 

test y/o realizada por diversos grupos de investigación puede ser muy variable. En las 

últimas décadas, la introducción del método de Ellman (Ellman y col., 1961) como un 

método de “screening” rápido ha resultado en el descubrimiento de un gran número 

de nuevos iACEs, convirtiéndolo en el método más difundido (Di Giovanni y col., 2008). 

El ensayo de Ellman emplea ioduro de acetiltiocolina (ATCI) como sustrato de la 

enzima ACE y acido 5,5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) como reactivo de color. El 

método se basa en la reacción entre la tiocolina, liberada a partir de la hidrólisis del 

sustrato por acción de la ACE, con el reactivo de color DTNB. El producto resultante 

genera un anión de color amarillo que puede detectarse en el UV por su absorción a 

405 nm (Figura 6).  
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Figura 6: Método de Ellman. 
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Cuanto mayor es la cantidad de sustrato hidrolizado, mayor es la absorbancia 

de la muestra. En ausencia de un inhibidor, la curva de absorbancia vs tiempo tiene 

pendiente positiva y permite medir la velocidad inicial de la enzima. En cambio, en 

presencia de un inhibidor la pendiente de la curva disminuye, ya que la actividad 

enzimática es menor, siendo cero para el 100% de inhibición (Figura 7). 

 
Figura 7: Curva absorbancia vs tiempo en presencia y ausencia de un inhibidor. 

López y colaboradores modificaron el ensayo de Ellman para detectar inhibición 

de ACE en extractos considerando que muchos de ellos son muestras poco solubles en 

medios acuosos. Para ello, incluyeron el empleo de un tensioactivo no iónico (Tween 

20), a bajas concentraciones en los buffers empleados para el ensayo, como 

emulsionante (López y col., 2002).  

La reacción de Ellman también ha sido adaptada a ensayos cualitativos 

realizados sobre cromatografías en capa fina. Este método bioautográfico permite el 

screening rápido de extractos, fracciones y/o compuestos puros. Además, posibilita el 

reconocimiento de inhibidores conocidos en etapas tempranas de la investigación y la 

elección de los extractos más promisorios para el descubrimiento de nuevas 

estructuras. Utilizando el método en TLC en combinación con la cuantificación 

espectrofotométrica, es posible obtener información valiosa para los pasos de 

purificación posteriores a la extracción (Rhee y col., 2001).  
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En la actualidad, con el surgimiento de los conocimientos sobre BuCE y su rol en 

la EA y enfermedades relacionadas, el método de Ellman ha sido también adaptado 

para determinar la actividad inhibitoria de esta enzima. Para esto, se utiliza como 

sustrato de la enzima BuCE, ioduro de butiriltiocolina (BTCI), manteniendo el resto de 

los parámetros en la determinación. 

En el caso de ACE, puede adquirirse comercialmente enzima ACE liofilizada 

purificada del órgano eléctrico de la anguila Electrophorus electricus (electric eel) y de 

eritrocitos humanos. Ambas pueden utilizarse con ciertas modificaciones para realizar 

mediciones usando el método de Ellman. De igual forma, la enzima BuCE puede 

obtenerse en forma comercial purificada de suero equino o suero humano.  

 

I.2 Productos naturales bioactivos 

Los productos naturales (PNs) son usualmente moléculas pequeñas producidas 

por una fuente biológica como plantas, animales o microorganismos, y cuya ocurrencia 

puede estar limitada a una familia taxonómica, género o especie particular. 

Generalmente, el término producto natural es considerado sinónimo de metabolito 

secundario. Considerando a este último como un compuesto orgánico con una 

estructura determinada para ejercer una actividad biológica, que no tiene una función 

primaria directamente involucrada en el crecimiento, desarrollo y reproducción 

normal de un organismo, sino que es utilizado por éste para controlar relaciones 

ecológicas (Krause y col., 2013; Martins y col., 2014). 

Los PNs han sido utilizados tradicionalmente como fuente de medicina, e 

incluso hoy son considerados como la fuente más exitosa de potenciales fármacos 

líderes. De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), el 80% de la 

población mundial todavía utiliza plantas o medicinas relacionadas como atención 

primaria de salud (Dias y col., 2012).  
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El uso terapéutico de los PNs ha sido descripto a través de la historia en la 

forma de medicinas tradicionales, remedios, pociones y aceites. La principal fuente de 

conocimiento del uso de PNs es el resultado de la experiencia del hombre, 

experimentos de prueba y error por cientos de años en búsqueda de tratamientos 

disponibles frente a distintas enfermedades. Las plantas, en particular, han sido la base 

de sofisticados sistemas de medicina tradicional desde hace miles de años. El registro 

más antiguo, es el uso de tabletas de arcilla con aceites de Cupressus sempervirens y 

especies de Commiphora para disminuir la tos y enfriamientos en la Mesopotamia 

(2600 a.C.). De igual forma, existen documentos de civilizaciones en Egipto, China, 

India y Grecia registrando el uso de cientos de hierbas medicinales y sus extractos 

como píldoras, infusiones, ungüentos, etc. para el tratamiento de diversas afecciones 

(Dias y col., 2012; Cragg y col., 2014).   

A principios de 1800, los avances en el conocimiento científico llevaron al 

descubrimiento de compuestos puros dando inicio a una nueva era en medicina, 

donde los fármacos podían ser purificados de las plantas y administrados en dosis 

precisas, independientemente de la cantidad de material vegetal. Entre los primeros 

ejemplos reportados se encuentra la digitoxina, un glucósido cardiotónico eficaz para 

mejorar el ritmo cardíaco, aislado de Digitalis purpurea (Figura 8). Otro ejemplo es el 

alcaloide isoquinolínico codeína, aislado a partir del opio extraído de cápsulas 

inmaduras de Papaver somniferum (Figura 8). Este alcaloide, interactúa con los 

receptores opioides distribuidos en el sistema nervioso, por lo que es ampliamente 

utilizado como analgésico narcótico; además se utiliza por su efecto antitusivo. Puede 

mencionarse también la quinina, aislada de la corteza de especies de Cinchona, que 

fue aprobada como fármaco antimalárico por la FDA en el año 2004 (Figura 8). La 

salicina, aislada de la corteza del árbol Salix alba, ha sido utilizada antiguamente para 

tratar la fiebre, y luego indicada para el tratamiento sintomático de las molestias 

reumáticas (Figura 8) (Der Marderosian y col, 2002; Butler, 2004). 

Desde ese momento hasta la actualidad, el conocimiento asociado a las 

medicinas tradicionales ha promovido numerosas investigaciones de plantas 
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medicinales y ha llevado al descubrimiento de muchos fármacos o compuestos líderes 

de origen natural.  

 

Figura 8: Ejemplos de compuestos naturales bioactivos descubiertos a principios del 

siglo XIX .  

La importante contribución de la naturaleza al descubrimiento de nuevos 

fármacos ha sido evaluada por Newman y Cragg en distintos artículos (Cragg y col., 

1997; Newman y col., 2003; 2007; 2012). En el más reciente, se tienen en cuenta los 

fármacos aprobados para el tratamiento de enfermedades humanas entre 1981 y 

2010, concluyendo que los PNs o estructuras basadas en PNs continúan 

desempeñando un rol muy importante en el proceso de descubrimiento y desarrollo 

de fármacos. Los autores consideran las nuevas sustancias activas o NEQ clasificadas 

dentro de las siguientes categorías: N (producto natural), NB (producto natural 

botánico, mezcla de drogas vegetales), ND (derivado de un producto natural, 

usualmente con modificaciones semisintéticas), S (fármaco totalmente sintético, 

obtenido mediante screening al azar o modificación de un compuesto existente), S* 

(obtenido por síntesis total, pero con farmacóforo de un producto natural). Introducen 

además, una subcategoría NM que incluye inhibidores o antagonistas del sustrato o 

receptor natural. El análisis de los datos obtenidos por estos autores en la Figura 9 
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muestra que en el período de treinta años estudiado, sólo un 36% de las NEQ 

aprobadas son de origen estrictamente sintético, sin tener ninguna relación con una 

estructura natural; mientras que los PNs, mezclas de drogas vegetales y derivados 

semisintéticos de PNs representan el 34%. Esto demuestra, que aún sin tener en 

cuenta el aporte de los PNs en la inspiración de nuevas moléculas, categorías S*, 

S*/NM, S/NM, los PNs han ocupado y siguen ocupando un rol muy destacado en el 

desarrollo de nuevos medicamentos, además de proveer un punto de partida para 

nuevos compuestos sintéticos.  

 

Figura 9: Fuente de medicamentos aprobados entre 1981-2010 (Newman y col., 2012). 

Analizando el porcentaje de NEQ aprobadas que se muestra en la Figura 10 los 

autores demuestran que el porcentaje de los productos N, sin incluir las categorías 

inspiradas por PNs, varía entre 10,8% y 50% en ese periodo de tiempo. El valor más 

alto se alcanzó en el año 2010, donde la mitad de las veinte moléculas pequeñas 

aprobadas fueron incluidas dentro de alguna de las categorías N.  
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Figura 10: Porcentaje de NEQ en la categoría N aprobadas entre 1981 y 2010 (Newman 

y col., 2012). 

El interés de las industrias farmacéuticas en los PNs presentó una disminución 

durante la década de los ´90 debido al desarrollo de nuevas tecnologías muy 

promisorias como la química combinatoria (QC) y los ensayos de screening de alto 

rendimiento (high throughput screening, HTS). Sin embargo, las altas expectativas 

puestas en estas disciplinas no fueron satisfechas y el número de NEQ obtenidas por 

estos métodos ha ido disminuyendo. Existe hasta la fecha, una sola NEQ introducida 

por la QC mediante síntesis de novo, un compuesto antitumoral llamado sorafenib 

(Figura 11), aprobado por la FDA en 2005 para el tratamiento de carcinoma renal y en 

2007 para el tratamiento de carcinoma hepatocelular. Consecuentemente, el interés 

por las fuentes naturales ha experimentado un renacimiento. Aun cuando no se hallen 

NEQ de plantas medicinales, compuestos conocidos con nuevas actividades biológicas 

pueden proporcionar importantes fármacos líderes. Varios compuestos conocidos 

aislados de plantas medicinales han mostrado su acción en nuevas dianas terapéuticas, 

tal es el caso de indirubina, utilizado en la medicina tradicional china por sus 

propiedades antiinflamatorias, sedativas y antipiréticas, y que ha demostrado 

recientemente ser un inhibidor selectivo de kinasas independientes de ciclina (Figura 

11). También puede mencionarse como ejemplo kamebakaurina, el cual en la 

actualidad ha demostrado inhibición del factor de transcripción NF-κB, mientras que 

tradicionalmente se lo utilizaba en China, Japón y Corea como remedio para 

desórdenes gastrointestinales (Figura 11) (Camp y col., 2012; Cragg y col., 2014). 
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Figura 11. 

Existe actualmente una nueva tendencia, la síntesis orientada a la diversidad 

para crear librerías de productos inspirados en estructuras naturales, donde la química 

de PNs y la QC unen sus esfuerzos (Balunas y col., 2005; Newman y col., 2012).  

Es importante considerar el origen biosintético de los PNs. Los múltiples 

propósitos biológicos y roles para los cuales los PNs han sido sintetizados por un 

organismo requieren biodisposición y acceso a las dianas biológicas en los mismos. Por 

esto, los PNs pueden considerarse como prevalidados por la naturaleza, es decir, han 

sido optimizados para presentar interacciones óptimas con macromoléculas biológicas 

a través de la selección evolutiva. Por ejemplo, muchas plantas sintetizan alcaloides 

para protegerse de ser comidas por animales, especialmente mamíferos. Debido a 

esto, los alcaloides han evolucionado para unirse a proteínas específicas de mamíferos 

y ser tóxicos para ellos. Los PNs pueden ser considerados entonces como estructuras 

privilegiadas, presentando tres características estructurales importantes como son 

diversidad, complejidad estructural y quiralidad, responsables del éxito que presentan 

como fuente de fármacos (Breinbauer y col., 2002; Rosen y col., 2009; Lachance y col., 

2012). 

La búsqueda de nuevos PNs requiere importantes inversiones en tiempo y 

recursos, en parte por el gran esfuerzo requerido para aislar e identificar estas 

sustancias. Como se mencionó anteriormente, la industria farmacéutica se ha ido 

alejando progresivamente de los PNs así como de compuestos puramente sintéticos, 
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volcándose hacia la semisíntesis. Este cambio es evaluado por Patridge y 

colaboradores al analizar los PNs sin modificación y sus derivados semisintéticos 

(Figura 12) (Patridge y col., 2015). Con el paso del tiempo, los derivados semisintéticos 

y sintéticos de PNs han ido aumentando progresivamente, desde un 14% en 1940 a un 

28% en la actualidad, entre todas las NEQ aprobadas.  

 
Figura 12: Promedio anual de NEQ aprobadas por la FDA entre 1931 y 2013 (Patridge y 

col., 2015). 

Los PNs no sólo representan una importante fuente para el descubrimiento de 

nuevos medicamentos sino que el estudio detallado de sus actividades biológicas y los 

mecanismos moleculares involucrados han llevado a la identificación de modos de 

acción sin precedentes que han resultado claves en el tratamiento de enfermedades 

humanas. Un ejemplo relevante es la inhibición de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril 

coenzima A (HMG-CoA) reductasa por estatinas como la lovastatina (Figura 13). Las 

estatinas, aisladas de distintas clases de hongos y sus posteriores derivados 

semisintéticos, permitieron la identificación de la HMG-CoA reductasa como una diana 

terapeútica efectiva en el tratamiento de la hipercolesterolemia. Ni éste, ni muchos 

otros mecanismos de acción habrían sido descubiertos sin el descubrimiento en primer 

lugar del PN líder (Newman y col., 2012; Bauer y col., 2014).  
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Figura 13: Lovastatina.  

La primer NEQ aislada de plantas fue la morfina, aprobada en 1827, antes de la 

creación de la FDA moderna. Desde su aislamiento de la planta del opio (Papaver 

somniferum), la morfina y sus derivados se han convertido en los analgésicos y 

sedantes más utilizados para el alivio del dolor en pacientes con dolores crónicos, 

enfermedades avanzadas y para postoperatorios (Figura 14). Este tipo de compuestos 

interaccionan con receptores estereoespecíficos opioides pre y postsinápticos en el 

sistema nervioso central y otros tejidos, logrando así su efecto analgésico narcótico 

(Patridge y col., 2015). 

El descubrimiento de artemisina para el tratamiento de la malaria fue uno de 

los mayores descubrimientos en medicina en el siglo XX. Este compuesto, aislado de la 

especie medicinal china Artemisia annua, es una lactona sesquiterpénica caracterizada 

por un puente endoperóxido, esencial para su actividad (Figura 14). Debido a la pobre 

solubilidad de artemisina en agua y grasas, el grupo carbonilo de su estructura fue 

reducido para obtener derivados con mejor solubilidad, los cuales también presentan 

una importante actividad. A pesar de que su mecanismo de acción todavía no ha sido 

completamente elucidado, artemisina y sus derivados son unos de los agentes 

antimaláricos más potentes aprobados para el tratamiento de la enfermedad en 

diversos países (Cui y col., 2009; Cragg y col., 2013). 
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Figura 14: Morfina y artemisina. 

El paclitaxel (Figura 15) es un diterpenoide aislado de la corteza de Taxus 

brevifolia Nutt., aprobado por la FDA para el tratamiento de cáncer de mama y ovario 

a principios de los ´90. Su estructura es muy compleja en la que se destaca un 

esqueleto hidrocarbonado con ciclos de 6, 8 y 6 carbonos polisustituidos con 4 metilos 

y 8 funciones oxigenadas. Presenta además, un total de 11 estereocentros. Los 

taxanos, incluyendo al paclitaxel y sus derivados, actúan al unirse a la tubulina 

interfiriendo con el ensamblaje de los microtúbulos. El aislamiento del paclitaxel de la 

corteza de Taxus requiere mucho esfuerzo y los rendimientos suelen ser bajos. Debido 

a esto, se ha recurrido a la semisíntesis y a alternativas biotecnológicas como los 

cultivos celulares para su obtención (Balunas y col., 2005; Cureno y col., 2011). 

En la terapia contra el cáncer pueden destacarse otros compuestos aislados de 

plantas o derivados de ellos. Los alcaloides vinblastina y vincristina (Figura 15), aislados 

de Catharanthus roseus (L.) G. Don, han sido usados clínicamente por más de 40 años. 

Ellos y sus derivados, llamados comúnmente alcaloides de la vinca, actúan 

interaccionando con la tubulina e interrumpiendo la función normal de los 

microtúbulos. Sus usos son amplios, siendo especialmente efectivos en la terapia de 

leucemia y cáncer de mama (Balunas y col., 2005; Moudi y col., 2013). 

El descubrimiento de éstos, así como de muchos compuestos naturales más, 

representa un ejemplo muy ilustrativo de cómo los conocimientos adquiridos durante 

siglos en la medicina tradicional y en el estudio de los productos naturales pueden ser 

aplicados por la industria farmacéutica y la comunidad científica para el desarrollo de 

nuevos fármacos, y constituye una muestra más de la importancia que tiene la 
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continua exploración de la biodiversidad del planeta en busca de compuestos con 

estructuras novedosas. 

 

Figura 15: Paclitaxel y alcaloides de la vinca. 

 

I.2.1 Productos naturales para la Enfermedad de Alzheimer 

Históricamente, una gran variedad de hierbas medicinales han sido utilizadas 

para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y desordenes cognitivos en 

la medicina tradicional. Desde la aprobación de galantamina y el derivado 

semisintético de fisostigmina, rivastigmina, para el tratamiento de la EA, muchos 

esfuerzos se han puesto en el descubrimiento de nuevos compuestos de origen natural 

con actividad neuroprotectora. Esto queda demostrado en la gran cantidad de trabajos 

publicados cada año en este campo (Russo y col., 2013; Kim y col., 2014; Su, y col., 

2014). 

La mayoría de los iCEs de origen natural pueden incluirse en el grupo de los 

alcaloides y han sido descriptos en diferentes familias taxonómicas como por ejemplo: 

los alcaloides isoquinolínicos presentes en amarilidáceas y papaveráceas, los alcaloides 

esteroidales de buxáceas, los alcaloides quinolizidínicos encontrados en licopodiáceas 

y los alcaloides indólicos de apocináceas y rubiáceas, entre otros. Se ha observado en 

general, que las complejas estructuras de estos compuestos que contienen nitrógeno 
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en su estructura interaccionan bien en el sitio activo de la enzima (Konrath y 

col., 2013; Murray y col., 2013).  

Huperzina A (Figura 16) es un iACE altamente selectivo, reversible y potente 

(IC50=0,042 µM) aislado de la planta medicinal china Huperzia serrata. Presenta una 

alta biodisponibilidad y potencia comparado con los iACEs comerciales, aunque es 

menos activo frente a BuCE. Se ha demostrado además, que regula el metabolismo de 

la APP protegiendo a las células del estrés oxidativo, apoptosis y disfunción 

mitocondrial generados por la deposición del Aβ. Aunque en China se expende como 

suplemento dietario para desordenes relacionados con la memoria, todavía no existen 

evidencias clínicas concluyentes que permitan su aprobación por entidades 

internacionales como medicamento para la EA. Actualmente, su estructura está siendo 

usada como base para el desarrollo de nuevos compuestos mediante semisíntesis. Se 

destacan derivados con un anillo aromático adicional con pequeños sustituyentes y 

novedosos híbridos tacrina-huperzina (Figura 16) que han mostrado mayor inhibición 

que huperzina A, sin inhibición de BuCE (Russo y col., 2013; Silva y col., 2014). 

 

Figura 16: Huperzina A y sus derivados. 

Entre los alcaloides más activos también se puede mencionar berberina (Figura 

17), un alcaloide isoquinolínico presente en las raíces, rizomas y corteza de numerosas 

plantas como Coptis chinensis, Berberis vulgaris, Berberis aquifolium, Berberis aristata, 

etc. Berberina presenta numerosas actividades biológicas, entre ellas antiACE 

(IC50=0,37 µM) y se ha comprobado que es capaz de cruzar la barrera 
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hematoencefálica alcanzando el sistema nervioso central, donde no sólo funciona 

como iACE uniéndose al PAS de ACE, sino también como agente neuroprotector, 

disminuyendo la toxicidad inducida por NMDA e inflamación. Se han diseñado diversos 

derivados semisintéticos de berberina (Figura 17), entre ellos algunos con 

sustituyentes que contienen un grupo triazol o amino unidos mediante un espaciador 

adecuado para mejorar la interacción con el CAS. Los derivados A y B han resultado en 

un aumento importante de la potencia (IC50=0,044 µM y 0,020 µM, respectivamente) 

interaccionando ambos con el PAS, mediante la porción berberínica, y el CAS vía 

interacciones π-catión con el nitrógeno protonado de la porción adicionada (Huang y 

col., 2010; Shi y col., 2011; Silva y col., 2014).  

 

Figura 17: Berberina y sus derivados. 

Se han obtenido potentes inhibidores de colinesterasa de fuentes naturales 

pertenecientes a otras clases de compuestos como terpenos, flavonoides y otros 

compuestos fenólicos. Si bien existen pocos compuestos no alcaloides con 

propiedades anti-ACE, son importantes ejemplos a mencionar los haloxyesteroles B y C 

aislados de la quenopodiácea Haloxylon recurvum con potente inhibición de ACE no 

competitiva (IC50= 0,89 µM y 1,0 µM respectivamente), una 4-fenilcumarina, 

mesuagenina B (IC50= 0,7 µM), aislada de Mesua elegans (Clusiaceae) y flavonoides 

prenilados aislados de la morácea Broussonetia papyfera, siendo 8-(1,1-dimetilalil)-5’-

(3-metilbut-2-enil)-3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavonol (8-THF) el inhibidor reversible más 
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potente de la serie, con un IC50= 0,82 µM. Las estructuras de los compuestos 

mencionados se muestran en la Figura 18 (Murray y col., 2013).  

 

Figura 18: Compuestos activos frente a ACE no alcaloides. 

 

I.3 Plantas halófitas 

Sólo entre un 5 y un 15% de un total de aproximadamente 250.000 especies de 

plantas superiores han sido investigadas sistemáticamente por sus componentes y 

actividad biológica. Existe por lo tanto, una enorme riqueza potencial de nuevos 

compuestos bioactivos que reside en la naturaleza, específicamente en las plantas 

(Dias y col., 2012). 

A diferencia de otras plantas vasculares, las especies tolerantes a la sal, 

caracterizadas por una alta adaptabilidad fisiológica, son capaces de prosperar incluso 

bajo estas condiciones de estrés. Se han propuesto diversas clasificaciones para estas 

plantas dependiendo de los requerimientos salinos, mecanismos adaptativos o sus 

características biotópicas. La vegetación halófita incluye todas las clases antes 

mencionadas. Son plantas que pueden crecer y sobrevivir en ambientes con alta 

concentración de sales (> 200 mM NaCl) como regiones costeras, marismas, dunas, 

salinas, etc. Los mecanismos de tolerancia en estas plantas están relacionados con una 

absorción controlada, almacenamiento, síntesis de solutos compatibles y excreción del 
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exceso salino. Existen más de 2500 especies halófitas conocidas mundialmente por 

poseer algún tipo de tolerancia salina (Imada y col., 2015). 

Bajo condiciones ambientales desfavorables, como alta salinidad del suelo, 

existe un aumento en la producción y acumulación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) en tejidos vegetales. Las halófitas, son capaces de captar y neutralizar estas ROS 

en respuesta al estrés. En muchas plantas, se ha encontrado una correlación entre la 

concentración creciente de sales en el medio y una mayor producción de ciertos 

metabolitos secundarios. Por ejemplo, poblaciones de Nitaria retusa (Nitrariaceae) 

mostraron un aumento en el contenido de flavonoides y fenoles con el aumento de 

salinidad en el suelo (0-100 mM NaCl), mientras que el contenido de fenoles en raíces 

de Atriplex halimus (Chenopodiaceae) resultó ser máximo en presencia de 100 mM de 

NaCl y luego comenzó a decrecer con mayores concentraciones de sal (Ksouri y col., 

2011; Hasanuzzaman y col., 2014). 

Varias de estas especies han sido utilizadas en la medicina tradicional y 

recientemente, sus extractos han presentado actividad biológica frente a patógenos 

humanos, animales y vegetales. Por ejemplo, los frutos de Chenopodium album 

(Chenopodiaceae) han sido utilizados en la medicina tradicional China por sus 

propiedades diuréticas, laxantes, sedativas, hepatoprotectivas y antiparasitarias por 

muchos años. Se han reportado propiedades antiinflamatorias y analgésicas de su 

extracto etanólico, así como actividad antihelmíntica in vitro e in vivo, justificando su 

uso tradicional (Ksouri y col., 2011). 

La halófita Thespesia populnea (Malvaceae) se encuentra en regiones tropicales 

y selvas costeras de India. Sus raíces, hojas y flores son útiles en infecciones cutáneas 

como psoriasis y eczema. La decocción de la raíz es usada comúnmente para el 

tratamiento de enfermedades de la piel y el hígado. Estudios de actividad antibacterial 

han demostrado que en las hojas el efecto se debe a la presencia del triterpeno lupeol 

(Figura 19) (Ksouri y col., 2011). 
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Figura 19: Lupeol. 

La especie Hippophae rhamnoides L. (Eleagnaceae) cultivada principalmente en 

Europa y América del Norte, ha sido utilizada tradicionalmente con resultados 

positivos aliviando resfríos, mejorando la digestión y la circulación sanguínea y 

aliviando dolores en general. También se la utiliza en el tratamiento de úlceras 

gástricas. Se ha demostrado que el aceite esencial y el extracto de flavonoides de esta 

especie presentan importantes aplicaciones médicas como reducción de factores de 

riesgo cardiovasculares, tratamiento de úlceras gastrointestinales y como agente 

protector hepático, entre otras (Ksouri y col., 2011). 

Existen otros muchos ejemplos de usos tradicionales de halófitas de las familias 

Aizoaceae, Apiaceae, Brassicaceae, Combretaceae, Eleagnaceae, Fabaceae, Lamiaceae, 

Plantaginaceae, Tamaricacae, entre otras (Ksouri y col., 2011; Imada y col., 2015). 

La distribución de halófitas en diversas familias botánicas, que conduce a 

diversidad de compuestos químicos, y su metabolismo adaptado al estrés resulta en la 

presencia de metabolitos secundarios restringidos únicamente a estas especies. Tanto 

especies halófitas utilizadas en la medicina tradicional, como aquellas que aún no han 

sido exploradas, presentan un gran potencial de contribución al descubrimiento de 

variedad de estructuras novedosas con importantes actividades biológicas y por ende, 

al desarrollo de potenciales fármacos líderes (Buhmann y col., 2013). 
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I.3.1 Salitral de la Vidriera 

El salitral de la Vidriera se encuentra situado aproximadamente a 30 km de la 

ciudad de Bahía Blanca, partido de Villarino, provincia de Buenos Aires  (Figura 20) y 

corresponde a la provincia fitogeográfica del Espinal dentro del distrito del Caldén 

(Cabrera y col., 1971). La vegetación de la zona se encuentra distribuida en parches y la 

flora está constituida por aproximadamente 161 especies vegetales correspondientes 

a 35 familias botánicas. Típicamente, la vegetación de ambientes salinos tiene 

características similares, aun en diferentes zonas geográficas, por tratarse de 

comunidades edáficas donde la salinidad del suelo es el factor más importante por 

encima de cualquier otro rasgo ambiental.  

Figura 20: Ubicación del Salitral de la Vidriera. 

La vegetación dominante en el Salitral de la Vidriera es de estepas arbustivas 

pertenecientes a la familia Chenopodiaceae, siendo más abundantes los géneros 

Allenrolfea, Atriplex, Heterostachys, Sarcocornia y Suaeda. Otros componentes 

vegetativos importantes en términos de abundancia en el Salitral son especies leñosas 
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de las familias Rhamnaceae, Fabaceae, Asteraceae, Solanaceae y Cactaceae  (Murray y 

col., 2008; Cuadra y col., 2014). 

En el grupo de investigación existen antecedentes de trabajo con especies 

halófitas del Salitral de la Vidriera. A partir de un screening realizado sobre extractos 

de distinta polaridad y aceites esenciales de especies vegetales de la zona, se 

detectaron especies con actividad biológica significativa, incluyendo inhibición in vitro 

de ACE, en especies pertenecientes a las familias Anacardiaceae, Asteraceae, 

Plumbaginaceae y Chenopodiaceae. Esto, condujo al aislamiento bioguiado de 

metabolitos secundarios con actividad antioxidante de la plumbaginácea Limonium 

brasiliense (Boiss.) Kuntze (Murray y col., 2004). Se realizó además, el estudio de los 

aceites esenciales de Atriplex undulata (Moq.) D. Dietr., Schinus fasciculata (Griseb.) 

I.M. Johnst y S. praecox (Griseb.) Speg. tanto en su composición química, como en su 

capacidad antioxidante (Murray y col., 2008; Rodríguez y col., 2010).  

A partir también del screening inicial se seleccionó para su estudio la especie 

Chuquiraga erinacea D.Don. subsp. erinacea, una asterácea endémica, que mostró 

inhibición de ACE en los extractos obtenidos de sus partes aéreas. El fraccionamiento 

de estos extractos guiado por el bioensayo, permitió el aislamiento de los compuestos 

presentes en las fracciones activas, que resultaron ser triterpenos pentacíclicos 

monohidroxilados (lupeol, α- y β-amirina, pseudotaraxasterol y taraxasterol), 

dihidroxilados (calenduladiol y faradiol) y trihidroxilados (heliantriol B2) (Figura 21). El 

más activo de ellos fue el calenduladiol. A partir de este compuesto natural se 

prepararon por semisíntesis derivados disulfatados de este triterpeno que resultaron 

ser inhibidores más potentes que el diol de partida (Vela Gurovic, 2009; Vela Gurovic y 

col., 2010; Castro y col., 2014; Castro, 2015). 

Puede concluirse entonces, que la zona del Salitral de la Vidriera resulta de 

interés para la recolección de especies vegetales con gran potencialidad para el 

descubrimiento de nuevos líderes con bioactividad. 
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Figura 21: Compuestos activos aislados de C. erinacea. 
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Objetivos 

El objetivo general de esta tesis es contribuir al descubrimiento de metabolitos 

secundarios bioactivos presentes en la biodiversidad local con actividad inhibitoria de 

acetilcolinesterasa (ACE) y/o butirilcolinesterasa (BuCE), que presenten una 

potencialidad de desarrollo como fármacos. Los inhibidores de colinesterasa, que 

pueden pertenecer a distintos grupos de compuestos, encuentran aplicación como 

drogas para la terapia de la Enfermedad de Alzheimer (EA) u otras enfermedades 

neurodegenerativas que involucran la función colinérgica. 

Teniendo en cuenta lo anterior se plantearon los siguientes objetivos 

específicos: 

� Recolectar especies pertenecientes a la flora del Salitral de la Vidriera, y 

realizar  una  descripción  bibliográfica  actualizada  acerca  de  sus  usos,  

composición química y actividades biológicas testeadas hasta el momento. 

� Evaluar la actividad inhibitoria de ACE de los extractos de las especies 

recolectadas con el propósito de seleccionar las que resulten de interés 

para su estudio. 

� Realizar el fraccionamiento bioguiado por el ensayo de actividad enzimática 

de los extractos de las especies seleccionadas. 

� Aislar, caracterizar e identificar los metabolitos secundarios activos. 

� Cuantificar la inhibición de las enzimas ACE y BuCE de los compuestos 

aislados, determinando su IC50 (concentración que inhibe la actividad de la 

enzima al 50%) o bien el porcentaje de inhibición a una concentración 

determinada. 

   

Durante el desarrollo de la tesis, debido al trabajo previo realizado y a la 

presencia de sólo otra especie del género en la zona, se desprende el siguiente 

objetivo adicional: 
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� Estudiar la especie Habranthus tubispathus (L´Her) Traub., a fin de 

completar el estudio del género Habranthus en la región y comparar la 

composición de alcaloides de ambas especies. 
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III.1 Recolección y selección de especies vegetales 

Para esta tesis, las plantas de la región del Salitral de la Vidriera fueron 

seleccionadas siguiendo un criterio aleatorio, recolectando plantas al azar de acuerdo 

a su disponibilidad. Se realizaron varias recolecciones entre Noviembre de 2010 y 

Noviembre de 2013. La identificación taxonómica de los ejemplares recolectados fue 

realizada por la Dra. María Gabriela Murray, del Departamento de Biología, Bioquímica 

y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur, en cuyo herbario se depositaron los 

correspondientes especímenes de referencia.  

 El material vegetal, una vez identificado, fue macerado en etanol durante dos 

semanas para obtener extractos vegetales en pequeña escala con el propósito de 

evaluar su actividad inhibitoria de ACE espectrofotométricamente mediante el método 

de Ellman. De no ser mencionado, los extractos etanólicos se realizaron a partir de la 

planta entera. 

Se presenta a continuación una descripción botánica, fitoquímica, de usos 

etnomedicinales, actividades biológicas testeadas hasta el momento y resultados de 

actividad inhibitoria de ACE de los extractos etanólicos evaluados. La nomenclatura 

científica y sinónimos fueron tomados del “Catálogo de Plantas Vasculares del 

Conosur” (Zuloaga y col., 2008).  

 

• Allenrolfea patagonica (Moq.)Kuntze (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: Halostachys patagónica 

Moq., Halopeplis patagónica (Moq.) Ung.-

Sternb., Spyrostachys patagónica (Moq.) Benth. 

& Hook., nom. superfl., Spirostachys patagónica 

(Moq.) Griseb. 

Nombre vulgar: “jume”, “zampa mora”. 
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Status: endémica. 

Descripción botánica y distribución: arbustiva perenne de hasta 1 m de alto, 

color verde oscuro, negruzco cuando seco leñoso, ramas ascendentes, alternas, 

arqueadas. Hojas alternas, carnosas, persistentes, muy reducidas, de forma piramidal 

con un pequeño mucrón en el ápice, hemiamplexicaules, sin estípulas. Las 

inflorescencias son estrobiliformes, cilíndricas de hasta 4 cm de largo. Flores pequeñas, 

hermafroditas, agrupadas de 3 a 5 en las axilas de brácteas carnosas. Cáliz poliédrico. 

Un solo estambre. Fruto utrículo rodeado por el perigonio algo suberificado. Semilla 

comprimida lateralmente. Se encuentra desde Salta hasta el sur de la provincia de 

Buenos Aires, habitando suelos salados (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: si bien la actividad del extracto etanólico puede 

considerarse baja (12% a una concentración de 1 mg/ml) la inhibición fue mayor al 

realizar un primer fraccionamiento (72% a una concentración de 1 mg/ml para el 

subextracto diclorometánico). 

 

• Beta vulgaris L. ssp. maritima  (L.) Arcang. (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: Beta maritima L., Beta 

vulgaris L. var. perennis. 

Nombre vulgar: “acelga salvaje”. 

Status: adventicia. 

Descripción botánica y distribución: 

Herbácea perenne de 10-60 cm de altura, glabra, con varios tallos hojosos que nacen 
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desde la base. Hojas alternas, con largos pecíolos, láminas ovado-oblongas o 

romboidales, sinuadas, de borde entero, ápice obtuso, las radicales mucho mayores 

que las caulinares. Raíz leñosa. Inflorescencia en espiga simple o ramificada. Flores en 

partes solitarias y en parte reunidas en glomérulos de 2-5 flores. Flores hermafroditas 

con 5 sépalos unidos en la base y concrescente con el ovario. Androceo formado por 5 

estambres. Gineceo con 2 ó 3 estigmas casi sésiles. Fruto con pericarpio carnoso o 

lignificado, rodeado por el cáliz concrescente, en el cual los sépalos se vuelven 

carenados. Originaria de la costa del Mediterráneo. Adventicia en América. En la 

Argentina crece espontáneamente en algunos suelos salados, especialmente en el 

ámbito bonaerense (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: se han encontrado como constituyentes de la planta 

betaxantinas (Piattelli y col., 1965), compuestos fenólicos (Gardner y col., 1967), 

brassinoesteroides y esteroles (Schmidt y col., 1994). 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: el extracto etanólico de la raíz ha demostrado 

quimioprevención frente al cáncer de pulmón y de piel in vitro e in vivo (Kapadia y col., 

1996), y propiedades hepatoprotectoras in vivo (Agarwal y col., 2006). 

Inhibición de ACE: el extracto etanólico demostró una significativa inhibición 

con un porcentaje de inhibición de 61% a una concentración de 1 mg/ml. 

 

• Blumenbachia insignis Schrad. 

(Loasaceae) 

Sinónimos: Blumenbachia multifida 

Ball, Loasa muralis Griseb., Blumenbachia 

parviflora Gillies ex Hook, nom. nud., 

Blumenbachia multifida Hook. f., 
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Blumenbachia multifida Hook. f., Blumenbachia palmata (Spreng.) Cambess., Loasa 

palmata Spreng. 

Nombre vulgar: “ortiga del monte”.  

Status: nativa. 

Descripción botánica y distribución: Planta bienal. Tallos tendidos o 

ascendentes, con muchas ramificaciones, cubiertas por pelos, algunos urticantes. 

Hojas de 6-8 cm de largo, con pecíolo de 1-2 cm de longitud, profundamente 

palmatisectas, con segmentos oblongos o lineales, agudos con cerdas y pelos 

urticantes. Flores axilares y terminales, solitarias, hermafroditas, actinomorfas con 

pedúnculo cubierto por pelos urticantes densos, receptáculo globoso. Corola con 5 

pétalos blancos, cuculados, abiertos. Escamas nectaríferas amarillas. Cáliz con 5 

sépalos iguales. Estambres numerosos, reunidos en fascículos opuestos a los petalos. 

Estaminodios 10, filiformes. Fruto cápsula globosa, dehiscente por valvas espiraladas, 

15-20 mm de diámetro, cubierta de gloquidios y algunos pelos urticantes. Habita el sur 

de Brasil, Uruguay y el norte de Argentina hasta la provincia de Río Negro, creciendo 

en suelos secos. Es frecuente en los suelos con conchilla de la ribera del Plata y en 

suelos secos del sudoeste de la provincia de Buenos Aires (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: aminogrupos primarios y secundarios, leucoantocianinas 

y saponinas (Verettoni, 1985). 

Usos etnomedicinales: antirreumática, hoja y tallos (Verettoni, 1985). 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: la inhibición del extracto etanólico de esta especie se 

consideró baja, mostrando un IC50 mucho mayor a 1 mg/ml (22,7% de inhibición de 

ACE a una concentración de 1 mg/ml). 

 

• Flaveria bidentis (L.) Kuntze (Asteraceae) 
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Sinónimos: Ethulia bidentis L., Eupatorium chilense Molina, Flaveria bonariensis 

DC., Flaveria capitata Juss., Flaveria chilensis Juss., 

Flaveria contrayerba (Cav.) Pers., Milleria chiloensis 

Juss., Milleria contrayerba Cav., Flaveria bidentis (L.) 

B.L. Rob., comb. superfl., Vermifuga corymbosa Ruiz & 

Pav.  

Nombre vulgar: “balda”, “valda”, 

“contrayerba”, “fique”, “flor amarilla”, “chaca 

contrayerba”. 

Descripción botánica y distribución: planta 

anual glabra o casi glabra, con tallos erguidos, ramificados dicotómicamente, de 40-90 

cm de altura. Hojas opuestas, lanceoladas o elípticas, trinervadas, enteras o a veces 

aserradas, de 6-8 cm de largo por 0,8-3 cm de ancho, atenuadas en corto peciolo o 

sésiles. Capítulos sentados, agrupados en cimas terminales y axilares densas y cortas. 

Involucro cilíndrico de 4 mm de altura por 1 mm de diámetro, formado por tres 

brácteas oblanceoladas, notablemente treinervadas, con una bráctea exterior mas 

corta. Receptáculo sin paleas. Flores dimorfas: flor femenina una, cortamente ligulada 

y 1-5 flores hermafroditas, con corola tubulosa dilatada y pentalobada. Gineceo con 

ovario ínfero, bicarpelar, unilocular y uniovulado, con estilo simple, bífido en el ápice. 

Androceo formado por cinco estambres insertos en el tubo de la corola, con filamentos 

libres y anteras soldadas entre sí por sus bordes. Aquenios oblongos, con 8-10 costillas, 

negros, glabros, de 2,5-3 mm de longitud, con papus. Se la encuentra desde América 

tropical hasta el centro de nuestro país en suelos húmedos y secos, sueltos, arcillosos, 

arenosos y aún salitrosos (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: se han aislado flavonoides de la planta entera (Cabrera y 

col. 1976; 1977; 1979; Pereyra y col., 1972) y se ha aislado 1-metil-3-(metil-tio)-

benceno de las capitulescencias y 3-metilbencilmercaptano de las hojas (Pastor de 

Abram y Zelada Mariluz, 2006). 
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Usos etnomedicinales: Su infusión se emplea en digestiones difíciles y tardías. 

Es aromática, vermífuga, excitante y emenagoga. Sus hojas y flores se utilizan en 

preparaciones antifebriles y para combatir parasitosis y afecciones bronquiales 

(Verettoni, 1985; Pastor de Abram y Zelada Mariluz, 2006). 

Actividad biológica: Se ha informado moderada actividad antibacterial de su 

extracto clorofórmico (Bardon y col., 2007). Su extracto metanólico ha mostrado 

actividad insecticida significativa (Broussalis y col., 1999). 

Inhibición de ACE: el valor de IC50 del extracto etanólico fue de 0,12 mg/ml, 

demostrando buena actividad inhibitoria de ACE. 

 

• Grahamia bracteata Hook & Arn. (Anacampserotaceae) 

Sinónimos: no posee.  

Nombre vulgar: “vinagrillo”. 

Status: endémica. 

Descripción botánica y distribución: 

Planta leñosa, apoyante, generalmente de 

20-60 cm de altura. Hojas alternas, carnosas, cilíndricas, caducas en invierno, pelos 

estipulares persistentes. Tallos trepadores, apoyándose en otros arbustos, y poseen la 

particularidad de emitir raíces al ponerse en contacto con el suelo arraigando en el 

mismo. Flores terminales, solitarias, largamente pecioladas, grandes y muy vistosas, 

rodeadas por brácteas membranáceas, imbricadas. Corola con 5 pétalos blancos que al 

marchitarse se tornan rosados. Estambres numerosos, alrededor de 40 con filamentos 

rojizos y anteras amarillo-anaranjadas. Estigma profundamente 5-fido, blanco-crema. 

Fruto cápsula 4-5 valvada, con muchas semillas. En la Argentina crece 

preferentemente en lugares secos y salitrosos. También en los salitrales costeros de 

Bahía Blanca (Lamberto y col., 1997). 
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Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: la actividad del extracto etanólico se considera de moderada 

a baja con un valor de IC50 de 1,29 mg/ml. 

 

• Habranthus jamesonii (Baker) Ravenna (Amaryllidaceae) 

Sinónimos: Amaryllis jamesonii (Baker) Traub & 

Uphof, Habranthus melanopotamicus (Speg.) Fabris, 

Hippeastrum jamesonii Baker, Zephyranthes 

melanopotamica Speg., Rhodophiala jamesonii (Baker) 

Traub & Uphof. 

Nombre vulgar: “cebolla del zorro”. 

Status: endémica. 

Descripción botánica y distribución: geófita 

estival, raíces subcarnosas, bulbos ovoideos, oscuros, de 40-45 mm de diámetro. Hojas 

lineares de 20-30 cm de largo algo carnosas. Escapo carnoso del mismo largo de las 

hojas 1-2 (3-4) floro. Espata única membranosa de 4-6 cm de longitud; perigonio 

ligeramente zigomorfo de 4,5-5 cm de longitud, tépalos blancos con uña y línea 

externa verdosa. Habita en el sur de la Argentina. En la provincia de Buenos Aires se 

halla desde Bahía Blanca al sur, en dunas o en matorrales de quenopodiáceas. Florece 

en primavera (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: en los bulbos de ejemplares de la especie de las 

provincias de Mendoza y San Juan se han identificado de alcaloides isoquinolínicos 

mediante CG-EM (Ortiz y col., 2012). 
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Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: Su extracto básico clorofórmico ha presentado actividad 

inhibitoria de ACE (Ortiz y col., 2012). 

Inhibición de ACE: tanto el extracto etanólico de bulbos como el de partes 

aéreas demostraron una potente actividad inhibitoria de ACE con valores de IC50 de 

34,4 y 29,6 µg/ml respectivamente. 

 

• Heterostachys olivascens (Speg.) Speg (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: Spirostachys olivascens 

Speg., Heterostachys olivascens (Speg.) 

Molfino, comb. superfl. 

Nombre vulgar: “jume”. 

Status: endémica. 

Descripción botánica y distribución: 

Arbusto muy ramoso de 25 a 75 cm de altura. Ramas alternas con pocas hojas. Hojas 

muy reducidas, escuamiformes, verde oscuro, hemiamplexicaules, alternas, 

tempranamente caedizas. Flores pequeñas, solitarias en las axilas de brácteas 

carnosas, formando espigas estrabiláceas, alternas, elipsoide-globosas, de 5 mm de 

largo por 3 mm de diámetro. Brácteas alternas, triangular-ovadas, ápice agudo, a veces 

redondeadas, también caedizo. Cáliz membranáceo, ovoideo-orbicular con ápice 3-

hendido. Un solo estambre lateral. Ovario comprimido. Habita en suelos salitrosos del 

litoral marítimo del sur de Buenos Aires y Río Negro (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 
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Inhibición de ACE: el extracto etanólico demostró una inhibición de ACE 

moderada con un valor de inhibición de 35% a 1 mg/ml. 

 

• Hyalis argentea D. Don ex Hook. & Arn. var. argentea (Asteraceae) 

Sinónimos: Plazia argentea (D. Don ex Hook. & 

Arn.) Kuntze. 

Nombre vulgar: “olivillo”, “olivo”, “blanquilla”, 

“clavelillo”. 

Status: endémica. 

Descripción botánica y distribución: subarbusto de 

hasta 1 m de altura. Tallos erectos, estriados. Hojas 

alternas, sésiles, lanceoladas de hasta 12 cm de longitud. 

Capítulos numerosos y terminales. Flores violáceas. Fruto 

oblanceolado con papus, formado por cerdas blancas. Presente en América Austral en 

médanos o pampas medanosas formando comunidades extensas (Lamberto y col., 

1997). 

Composición química: a partir de las partes aéreas de la planta se han aislado 

cuatro diterpenos pertenecientes a la clase de ent-kaurenos, tres guaianólidos, una 

cumarina y tres lactonas diterpénicas (Ybarra y col., 1996). 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: la actividad demostrada por el extracto etanólico de las 

partes aéreas de esta especie puede considerarse buena con un valor de IC50 0,81 

mg/ml. 
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• Jaborosa bergii Hieron (Solanaceae) 

Sinónimos: no posee. 

Nombre vulgar: “Flor de sapo”. 

Status: endémica. 

Descripción botánica y distribución: 

Hierba perenne, rizomatosa. Tallos rastreros 

muy ramificados, costados, cortamente 

pubescentes. Hojas opuestas o fasciculadas, profundamente pinnatisectas, de 

contorno oblanceolado, con segmentos dentados. Flores hermafroditas, actinomorfas. 

Corola tubulosa blanca, algo pubescente, pentadentada, de 6-8 mm de longitud. 

Estambres 5. Ovario súpero, bicarpelar. Fruto baya globosa, pluriseminada, de 6-7 mm 

de diámetro. Habita en el sur de la provincia fitogeográfica del monte, desde San Luis 

hasta Río Negro. No muy frecuente en la zona de Bahía Blanca, hallándose en suelos 

húmedos (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: se han aislado distintos whitanólidos a partir de las 

partes aéreas de la planta (Monteagudo y col., 1988; Nicotra y col., 2003). 

Usos etnomedicinales: se le atribuyen propiedades narcóticas. Es venenosa 

(Verettoni, 1985). 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: el valor de IC50 del extracto etanólico fue de 0,06 mg/ml, 

demostrando una potente actividad inhibitoria de ACE. 

 

• Lippia salsa Griseb. (Verbenaceae) 

Sinónimos: no posee. 



Resultados y discusión  - 46 - 
 

- Cavallaro Valeria -  

Nombre vulgar: “yerba del guanaco”, 

“yerba del ciervo”. 

Descripción botánica y distribución: 

Arbusto leñoso, ramas tetrágonas. Hojas 

sésiles, de 1,9 x 0,8-1 cm, ovadas u oblongas, 

base obtusa, coriáceas. Los 4-6 nudos apicales 

fértiles, espigas capituliformes ca. 1 cm, pedúnculos de 0,5 cm; brácteas ca 4 mm, 

ovadas, acuminadas, las exteriores lobuladas; cáliz de 3 mm, tubuloso, sépalos 

soldados hasta la parte media, pubescente, persistente; corola blanca, tubo de unos 5 

mm, lóbulos ca. 2 mm. Clusas de 2,5-3 mm, cara adaxial plana, cara abaxial convexa, 

ambas superficies lisas, zona apical adelgazándose, papilosa. Esta especie es endémica 

de la provincia del monte (Múlgura y col., 2003). 

Composición química: se ha estudiado la composición del aceite esencial de la 

especie, pudiéndose identificar sólo un 20 % del mismo (Juliani y col., 2002). 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: Inhibición de ACE: el valor de IC50 del extracto etanólico fue 

de 0,83 mg/ml, por lo tanto se considera actividad de moderada a buena. 

 

• Oxybasis macrosperma (Hook. f.) S. Fuentes, 

Uotila & Borsch (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: Chenopodium halophilum Phil., 

Chenopodium macrospermum Hook. f.f. subviride, 

Blitum rubrum (L.) C.A.Mey. var. vulgaris, 

Chenopodium rubrum L. var. vulgaris, Chenopodium 

macrospermum Hook. f. ssp. macrospermum, 
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Chenopodium macrospermum Hook. f. ssp. crassicaule (Moq.) Aellen, Blitum rubrum 

(L.) C.A.Mey. var. crassicaule, Blitum rubrum (L.) C.A.Mey. var. macrosperma, 

Chenopodium rubrum auct. non. L., Chenopodium macrospermum Hook. f. ssp. salsum 

(Phil.) A. Troncoso, Blitum salsum Phil., Chenopodium halophilum auct. non Phil., 

Chenopodium macrospermum Hook. f. ssp. halophilum (Phil.) Aellen, Chenopodium 

macrospermum Hook. f. var. halophilum. 

Nombre vulgar: “quina”.  

Status: nativa. 

Descripción botánica y distribución: hierba anual, no aromática, más o menos 

glabra. Tallo erecto o ascendente, ramificado. Hojas alternas, pecioladas, algo 

carnosas, triangulares. Inflorescencia axilar y terminal, generalmente bracteada. Flores 

dimorfas, hermafroditas. Fruto con pericarpio membranoso libre o ligeramente unido 

a la semilla. Crece en las provincias de Chubut, Río Negro, Santa Cruz y Tierra del 

Fuego, y en sur de la provincia de Buenos Aires (Fuentes-Bazán y col., 2012). También 

se la puede encontrar en Chile, Uruguay y Paraguay (Zuloaga, 2008). 

Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: se ha observado una actividad moderada con un porcentaje 

de inhibición de 44,2% a una concentración de 1 mg/ml para el extracto etanólico. 

 

• Pseudognaphalium leucopeplum (Cabrera) Anderb. (Asteraceae) 

Sinónimos: Gnaphalium leucopeplum Cabrera.  
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Nombre vulgar: no posee.  

Status: nativa. 

Descripción botánica y distribución: hierba 

perenne, erecta, de 40-100 cm de altura, con tallos 

simples o ramificados en la parte superior, 

densamente blanco-tomentosos, hojosos hasta la 

inflorescencia. Hojas alternas, oblanceolado-lineales, 

decurrentes en la base, densamente albotomentosas en 

ambas caras y sin pelos glandulosos, de 4-14 cm de largo por 4-12 mm de ancho. 

Capítulos numerosos, sésiles o casi sésiles, aglomerados en el ápice de los tallos. 

Involucro de 5-6 mm de altura, formado por brácetas dispuestas en 4-5 series, hialinas, 

pajizas o blanquecinas. Receptáculo desnudo. Flores dimorfas: las marginales 

femeninas, filiformes, numerosas; las del disco hermafroditas, tubulosas, pocas. 

Androceo formado por cinco estambres insertos en el tubo de la corola, con filamentos 

libres y anteras sagitadas en la base y soldadas entre sí por sus bordes. Gineceo con 

ovario ínfero, bicarpelar, unilocular y uniovulado, con estilo simple, bífido en el ápice. 

Aquenios glabros, con papus blanquecino, formado por pelos no soldados en la base. 

Se encuentra en Uruguay y Argentina en suelos rocosos o arenosos (Lamberto y col., 

1997). 

Composición química: se ha estudiado la composición del aceite esencial de la 

especie, identificando 25 compuestos, siendo el (E)-nerolidol y el ácido dodecanoico 

los componentes mayoritarios (Niemeyer y col., 2009). 

Usos etnomedicinales: como depurativo, diaforético y anticatarral (Verettoni, 

1985). 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: el valor de IC50 del extracto etanólico fue de 0,37 mg/ml, lo 

cual indicó que la inhibición de ACE fue significativa. 
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• Salsola kali L. var. kali (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: no posee. 

Nombre vulgar: “cardo ruso”, “ardo del diablo”. 

Status: adventicia. 

Descripción botánica y distribución: Herbácea 

anual, glabra o hirsuta, muy ramificada, dándole a la 

planta un aspecto globoso, de hasta 1 m de altura. Hojas 

alternas, carnosas, siendo las inferiores largas y 

filamentosas, terminadas en el ápice en una punta rígida y punzante. Hojas florales 

más cortas, generalmente casi triangulares con márgenes blanco-escariosos, con base 

ensanchada y agudas en el ápice, punzante. Flores hermafroditas, bibracteadas, 

solitarias o unidas de a 2 ó 3 en las axilas de las hojas superiores, aunque una sola de 

estas flores produce semilla. Brácteas oval-lanceoladas poco más largas que el cáliz, 

terminadas en una espina. Sépalos 5 de forma oval, apenas unidos en la base, 

cartilaginosos a la madurez, presentando apéndices transversales en forma de alas 

membranosas o pestañas cartilaginosas. Androceo con 5 estambres. Fruto rodeado 

por las piezas del cáliz. Es una especie cosmopolita. En las provincias de Mendoza, San 

Luis, La Pampa, Río Negro, Neuquén, Chubut y en el sur y oeste de la provincia de 

Buenos Aires es pionera en la colonización de médanos. También es invasora de 

cultivos (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: el extracto etanólico de las partes aéreas posee una 

actividad baja con un IC50 mucho mayor a 1 mg/ml (inhibición de 24% a 1 mg/ml). 
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• Sarcocornia perennis (Mill.) A.J.Scott (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: Salicornia ambigua 

Michx., Salicornia bergii Lorentz & Niederl., 

Salicornia corticosa (Meyen) Walp. var. 

nachtigallii Niederl., Salicornia doeringii 

Lorentz & Niederl., Salicornia fruticosa (L.) L. 

var. doeringii (Lorentz & Niederl.) Speg., 

Salicornia magellanica Phil., Salicornia 

perennis Mill., Salicornia peruviana Kunth var. doeringii (Lorentz & Niederl.) Reiche.  

Nombre vulgar: “jume”, “cuernito salado”. 

Status: introducida. 

Descripción botánica y distribución: subarbusto introducido, carnoso de hasta 

80 cm de altura, de tallos erguidos. Las hojas son opuestas, soldadas entre sí por los 

bordes y al tallo, con la parte superior libre. Habita en las costas marinas y en los 

suelos salinos. Se distribuye desde el noroeste de Argentina hasta Tierra del Fuego y 

los países limítrofes de Chile y Uruguay. 

Composición química: se ha comprobado la presencia de ácido ascórbico en la 

planta entera (Hagene y col., 1958). 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía.  

Inhibición de ACE: se determinó actividad inhibitoria casi nula para las partes 

aéreas de esta especie con un 18% de inhibición de ACE a 1 mg/ml para el extracto 

etanólico. 
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• Suaeda divaricata Moq. (Chenopodiaceae) 

Sinónimos: Lerchea divaricata (Moq.) Speg., 

Salsola mendocinensis Gill. 

Nombre vulgar: “vidriera”. 

Status: nativa. 

Descripción botánica y distribución: Planta 

arbustiva perenne, dioica, con ramas divergentes y una 

altura que varía de 1 a 3 m. Hojas semicilíndricas con 

las bases atenuadas, las inferiores de hasta 5 cm de largo y 1 cm las superiores, se 

disponen espaciadas y formando ángulos abiertos con el tallo. Flores agrupadas de 3-5, 

sésiles en las axilas de las hojas, las masculinas con 5 estambres y gineceo atrofiado, 

las femeninas más pequeñas que las masculinas. Cáliz con 5 sépalos, soldados en la 

base. Fruto rodeado por el cáliz carnoso. Semilla vertical. Vive en suelos salobres, en 

las provincias patagónicas y centrales, desde Chubut hasta Jujuy. No es abundante en 

el sur de la provincia de Buenos Aires (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: la planta entera es empleada como antiofídico en el 

norte de Argentina (Barboza y col., 2006). 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: la actividad del extracto etanólico de las partes aéreas fue 

significativa con un 45% de inhibición a una concentración de 1 mg/ml. 

 

Luego de la búsqueda bibliográfica actualizada de cada una de las especies, se 

evaluaron los datos preliminares de inhibición de ACE a fin de seleccionar aquellas 

especies que no sólo presentaran actividad significativa sino que además, no hubieran 
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sido estudiadas previamente o que fuesen fuente potencial de metabolitos 

secundarios con estructuras novedosas, y que resultaran abundantes con el propósito 

de obtener material suficiente para llevar a cabo el trabajo. Considerando lo anterior, 

se seleccionaron las especies Habranthus jamesonii, Allenrolfea patagonica, 

Heterostachys olivascens, Flaveria bidentis y Lippia salsa. El estudio se enfocó en su 

actividad inhibitoria de colinesterasa y en los metabolitos responsables de la actividad 

detectada. 

Adicionalmente, durante el desarrollo de la tesis, se decidió continuar un 

trabajo previo y seleccionar la especie Habranthus tubispathus como objeto de 

estudio. Su descripción botánica, fitoquímica, de usos etnomedicinales y actividades 

biológicas testeadas hasta el momento también se presenta en esta sección. 

 

• Habranthus tubispathus (L´Hér.) Traub (Amaryllidaceae) 

Sinónimos: Amaryllis andersonii 

(Herb. Ex Lindl.) Griseb, Amaryllis tubispatha 

L´Hér., Habranthus andersonii Herb. ex Lindl., 

Habranthus andersonii Herb. ex Lindl. var. 

texanus, Habranthus tubispathus (L´Hér) 

Traub ssp. macranthus Ravenna, Habranthus 

tubispathus (L´Hér.) Traub ssp. variabilis 

Ravenna, Habranthus variabilis (Ravenna) Ravenna, Habranthus variabilis (Ravenna) 

Ravenna var. bicolor, Habranthus variabilis (Ravenna) Ravenna var. roseus, 

Hippeastrum tubispathum (L´Hér.) Baker, Zephyranthes andersonii (Herb. ex Lindl.) 

Benth. & Hook. f., Zephyranthes commersoniana Herb., Habranthus tubispathus 

(L´Hér) Traub f. bicolor, Habranthus tubispathus (L´Hér.) Traub f. roseus. 

Nombre vulgar: “flor anaranjada”. 

Status: nativa. 
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Descripción botánica y distribución: hierba bulbífera, bulbo ovoideo o 

subesférico de 2-2,5 cm de diámetro. Hojas pocas basales de 12-15 cm, posteriores a la 

floración. Escapo unifloro de 6-15 cm de longitud rojizo. Espata única de 2-3 cm de 

largo, bífida en el ápice; perigonio anaranjado, amarillo o amarillento, de 3-3,5 cm de 

largo, tépalos unidos en la base. Fruto cápsula esférica deprimida, trilobulada de 1 cm 

de diámetro. Se la encuentra comúnmente en la estepa clímax y en las sierras 

bonaerenses; florece en verano durante un día (Lamberto y col., 1997). 

Composición química: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Usos etnomedicinales: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Actividad biológica: no se hallaron antecedentes en bibliografía. 

Inhibición de ACE: su extracto etanólico demostró buena inhibición de ACE con 

un 58% de inhibición a una concentración de 1 mg/ml. 

 

Los resultados obtenidos se encuentran divididos según las familias de plantas 

estudiadas. En cada parte se hallará una breve introducción, los resultados obtenidos, 

una discusión de los mismos y una conclusión parcial. 
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III.2 Familia Amaryllidaceae 

Las amarilidáceas son una familia de plantas bulbosas compuesta por alrededor 

de 1100 especies en todo el mundo, ubicadas en regiones tropicales y subtropicales, 

con tres centros principales de distribución: América del Sur, sur de África y región 

mediterránea de Europa y norte de África (Meerow y col., 1998).  

Por muchos años, no sólo han sido cultivadas como plantas ornamentales por 

sus flores coloridas y exquisitos perfumes, sino que también han sido utilizadas 

ampliamente como medicinas tradicionales y como alimentos en distintos lugares del 

mundo. 

Una característica particular de las amarilidáceas es la presencia de un grupo de 

alcaloides isoquinolínicos, llamados comúnmente alcaloides de Amarillydaceae (AAm). 

Debido a que éstos se encuentran casi únicamente en esta familia de plantas, tienen 

una considerable importancia quimiotaxonómica. Su característica común es la 

presencia de un sistema de anillos compuesto por una unidad C6-C1 derivada del 

aminoácido fenilalanina y una unidad N-C2-C6 derivada del aminoácido tirosina. Estos 

alcaloides se clasifican en grupos de acuerdo a su esqueleto principal y se nombran 

según un alcaloide representativo del mismo. Los subgrupos más conocidos incluyen 

los del tipo licorina, galantamina, tazzetina, crinina y narciclasina (Figura 22). 

Desafortunadamente, no existe consenso con respecto a la cantidad de subgrupos y 

sus nombres. A medida que el número de AAm aumenta, se descubren nuevas 

estructuras y la preferencia por una categorización particular se ve influenciada por el 

tipo de especie estudiada. 

Hasta el momento, se han aislado alrededor de 500 alcaloides de plantas 

pertenecientes a esta familia (Jin y col., 2013), los cuales han llamado la atención de la 

comunidad científica principalmente por el uso clínico de galantamina como inhibidor 

de colinesterasa en el tratamiento sintomático de la EA.  
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Figura 22: Clasificación de AAm. 

En cuanto a la actividad inhibitoria de ACE, los compuestos más activos, con 

valores de IC50 cercanos a 10-6 M, son aquellos con esqueleto tipo galantamina (Figura 

23). Pueden mencionarse dentro de este subgrupo 11-β-hidroxigalantamina con un 

IC50 de 14,5 µM y los derivados N-alquilados, N-alil-norgalantamina y N-(14-metilalil)-

norgalantamina con valores de IC50 de 0,18 µM y 0,16 µM respectivamente, resultando 

diez veces más potentes que galantamina (Murray y col., 2013). Estudios de relación 

estructura-actividad in vitro de análogos sintéticos de galantamina, indican que grupos 

hidrofílicos propiamente ubicados en la estructura de galantamina contribuyen a su 

unión efectiva a la enzima ACE favoreciendo su inhibición (Bores y col., 1996). 

Entre las otras subclases de AAm, los inhibidores que siguen en potencia 

parecen pertenecer al tipo licorina (Figura 23). Assoanina (IC50=3,87 µM), oxoassoanina 

(IC50=47,2 µM) y 1-O-acetil-licorina (IC50=0,92 µM), son inhibidores importantes y su 

potencia se atribuye a la presencia de un anillo aromático C, para assoanina y 

oxoassoanina, y a los sustituyentes acetilo e hidroxilo unidos a C-1 y C-2 de 1-O-

acetillicorina. Ungeremina, un alcaloide tipo licorina con nitrógeno cuaternario y anillo 

C aromático, demostró un IC50 de 0,35 µM. El átomo de nitrógeno cuaternario resulta 

importante para una unión apropiada e inhibición de la enzima, también demostrado 

en otros alcaloides como berberina. Además, los grupos epoxi y metilo presentes en el 
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N-óxido de incartina (IC50=34,5 µM) también favorecen la inhibición de ACE dentro de 

este grupo (Konrath y col, 2013). 

Dentro de los otros subgrupos estructurales en general se observa menor 

actividad inhibitoria de ACE con valores cercanos a 10-4 y 10-3 M. Varios alcaloides tipo 

crinina (Figura 23) han sido aislados de plantas de la familia Amarillydaceae y 

evaluados por su actividad antiACE como crinina (IC50= 461 µM), epibufanisina (IC50= 

547 µM), crinamidina (IC50= 300 µM), epivittatina (IC50= 239 µM), entre otros, 

mostrando actividad casi nula (Adewusi y col., 2012) (Figura 23). 

 

Figura 23: AAm con actividad inhibitoria de ACE. 

Además de actividad inhibitoria de ACE, se han descripto otras actividades 

farmacológicas para este tipo de compuestos. Entre ellas, una de las más destacadas 

es la actividad anticáncer. Se ha demostrado, que licorina es un inhibidor potente de la 

biosíntesis del ácido ascórbico así como también del crecimiento y división celular, 
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incluyendo actividad antitumoral en líneas celulares humanas y animales (Wang y col., 

2014). Otros alcaloides de este tipo, como caranina, galanthina, pseudolicorina y 2-

acetilpseudolicorina (Figura 24) también se han encontrado activos frente a una gran 

variedad de líneas celulares cancerígenas (Takos y col., 2013). Narciclasina (Figura 24) 

está demostrando efectos anticáncer muy promisorios frente al glioblastoma 

multiforme humano (GBM) en modelos animales preclínicos (Lefranc y col., 2009). Este 

tipo de tumor cerebral maligno se caracteriza por invasión agresiva de tejidos 

cerebrales normales y resistencia a las terapias convencionales que desencadenan la 

apoptosis. Narciclasina deteriora el crecimiento de tumores de GBM y extiende 

significativamente el tiempo de vida de ratones infectados. Estos experimentos 

también demostraron la habilidad de narciclasina de cruzar la barrera hemato-

encefálica, una característica que usualmente carecen muchos compuestos activos. 

Más recientemente, se ha evidenciado actividad citostática de un alcaloide tipo 

crinina, bulbispermina (Figura 24), frente a un panel de líneas celulares de cáncer 

cerebral resistentes a la apoptosis (Takos y col., 2013). Entre otras actividades 

testeadas para los AAm, pueden destacarse los alcaloides bufanidrina y distichamina 

(Figura 24) con actividad antibacterial de amplio espectro frente a Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumonia. Candimina y una serie de derivados de 

licorina (Figura 24) han mostrado importante actividad frente al parásito Trichomonas 

vaginalis (Jin, 2013).  

Entre las amarilidáceas que han sido citadas en nuestro país se encuentran los 

géneros Amaryllis, Brunsvigia, Chlidanthus, Clinanthus, Crinum, Eithea, Famatina, 

Habranthus, Hieronymiella, Hippeastrum, Phycella, Placea, Pyrolirion, Rhodophiala, 

Traubia y Zephyranthes, con un total de 124 especies presentes en el territorio 

argentino (Zuloaga y col., 2008). 
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El género Habranthus en particular, se encuentra representado por 30 especies 

(Hunziker y col., 1984; Ravenna, 1988; Arroyo-Leuenberger, 1996; Rotman y col., 2006) 

de las cuales, Habranthus tubispathus (L´Her) Traub y Habranthus jamesonii (Baker) 

Ravenna son las únicas presentes en el sudoeste de la provincia de Buenos Aires 

(Lamberto y col., 1997).  

 

Figura 24: AAm con otras actividades biológicas. 

La especie H. jamesonii del Salitral de la Vidriera fue elegida para este trabajo 

de tesis en base a la actividad inhibitoria de ACE observada para su extracto etanólico 

en un ensayo preliminar. El hecho de que existiera previamente un trabajo realizado 

por Ortiz y colaboradores (Ortiz y col., 2012), en donde se observan diferencias 

significativas en la actividad inhibitoria de ACE y composición de alcaloides entre 

ejemplares de la especie recolectados en dos lugares geográficos distintos de nuestro 

país, nos alentó en su elección, para determinar si la población de H. jamesonii del 

sudoeste de la provincia de Buenos Aires también presentaba diferencias en la 

producción de metabolitos secundarios debido a su crecimiento en condiciones de 

estrés en una zona de alta salinidad. 
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La especie H. tubispathus, que había sido objeto de estudio durante un trabajo 

previo (Cavallaro, 2010), y de la cual sólo había sido posible el aislamiento del alcaloide 

mayoritario licorina, se retomó a partir de la investigación de H. jamesonii. Esto 

permitió concluir la identificación de la composición de alcaloides de esta especie y 

completar el estudio del género presente en el sudoeste de la provincia de Buenos 

Aires, aunque la misma no se haya detectado en el Salitral de la Vidriera, zona de 

estudio de este trabajo de tesis.  

A continuación, se describe el estudio de los metabolitos secundarios 

inhibidores de colinesterasa realizado para las especies H. jamesonii y H. tubispathus 

de la zona de Bahía Blanca. 

 

III.2.1 Alcaloides presentes en H. jamesonii y su actividad inhibitoria de 

colinesterasa 

III.2.1.1 Aislamiento bioguiado  

Considerando los antecedentes bibliográficos de alcaloides como inhibidores de 

colinesterasa en especies de amarilidáceas (Houghton y col., 2004; Pagliosa y col., 

2010; Cahlíková y col., 2011; Konrath y col., 2013), se asumió que la actividad 

observada en el extracto etanólico de H. jamesonii se debía principalmente a la 

presencia de los mismos. Por el hecho de contar con material suficiente y tratando de 

aportar mayor información a la ya publicada sobre la especie, se decidió estudiar 

bulbos y partes aéreas por separado. 

Se procedió entonces a realizar una extracción ácido-base para alcaloides de 

cada una de las partes por separado. Los extractos etanólicos obtenidos de los bulbos 

(EEb) y partes aéreas  (EEpa) de la planta fresca fueron suspendidos en HCl, filtrados, 

basificados hasta pH 9 con NaHCO3 y extraídos sucesivamente con CH2Cl2
 dando origen 

a los extractos de alcaloides de bulbos (EAb) y partes aéreas (EApa) respectivamente. La 

presencia de alcaloides tanto en los extractos etanólicos como en los extractos de 
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alcaloides fue detectada mediante TLC utilizando el reactivo de Dragendorff como 

agente revelador. La cuantificación de la actividad inhibitoria de colinesterasa se 

realizó mediante el método de Ellman, obteniendo los valores que se muestran a 

continuación (Tabla 1). 

Tabla 1: Inhibición de ACE y BuCE de extractos de H. jamesonii. 

Muestra IC50 

 ACEa BuCEa 

EEb 34,4 µg/ml > 2,5 mg/ml 

EEpa 29,6 µg/ml > 2,5 mg/ml 

EAb 1,3 µg/ml 20,8 µg/ml 

EApa 0,7 µg/ml 6,7 µg/ml 

Tacrinab 29,4 nM 3,80 nM 

                                                             a los resultados son la media de tres réplicas independientes. 
                                                                      b inhibidor de referencia. 

Los EAs presentaron una importante inhibición tanto de ACE como de BuCE 

confirmando la hipótesis de que los AAm son los responsables de la actividad 

observada.  

Alentados por los excelentes resultados de Kreh y colaboradores, se decidió 

someter a los extractos de alcaloides, sin derivatización previa, al análisis por CG-EM 

(Kreh y col., 1995). Estos autores informan que el patrón de fragmentación 

característico de los diferentes grupos estructurales de AAm y la alta sensibilidad de la 

CG-EM permiten una rápida identificación, aún de componentes minoritarios, en una 

mezcla de AAm dejando de lado los laboriosos procedimientos de aislamiento. 

También demostraron que la derivatización de los AAm, en la mayoría de los casos, no 

mejora la separación por CG. 

Todos los alcaloides presentes en los extractos de H. Jamesonii excepto uno, 

fueron identificados al comparar sus espectros de masa con aquellos hallados en 
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literatura o bien en la base de datos del espectrómetro (Figura 25). En principio, el pico 

del cromatograma con tr= 23,74 min no pudo ser identificado mediante comparación 

de su espectro de masa. Los intentos por aislarlo del EA fueron fallidos debido a la 

poca cantidad de material con la que se contaba. Posteriormente, se lo identificó como 

hippeastidina (6), al aislarlo de la especie H. tubispathus. Los detalles de su aislamiento 

y elucidación estructural se especifican más adelante en esta tesis (Ver punto III.2.2). 

Figura 25: Extractos de cromatogramas de los EA de H. jamesonii. 

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos, los picos característicos de 

cada alcaloide, así como su presencia en bulbos y/o partes aéreas.  

Los alcaloides detectados tanto en bulbos como en partes aéreas de H. 

Jamesonii fueron: trisfaeredina (1), galantamina (2), sanguinina (3), vittatina (4), 

narwedina (5), hippeastidina (6) licorina (8) y 8-O-demetilhomolicorina (9) (Tabla 2, 

Figura 26). En las partes aéreas se identificó además anhidrolicorina (7). Estos 

alcaloides ya han sido identificados en distintas especies de amarilidáceas (Kreh y col., 

1995, de Andrade y col., 2012).  

 



 

Tabla 2: Datos de masa de alcaloides identificados en H. jamesonii. 

Alcaloide tR (min) M+ y m/z (int. rel.) 
Cant. relativa % Referencia 

datos EM bulbos p.a. 

Trisfaeridina (1) 18,73 223(100), 222(40), 167(15), 165(14), 
164(20), 138(32) 

< 1 < 1 Berkov 2008 

Galantamina (2) 20,61 287(80), 286(100), 270(11), 244(19), 
230(15), 216(37) 

18,5 3,5 Berkov 2008 

Sanguinina (3) 21,26 273(100), 272(85), 256(22), 202(41), 
160(50) 

10,9 21,9 Berkov 2008 

Vittatina (4) 21,74 271(100), 252(29), 199(68), 187(65), 
173(26) 

< 1 20,6 Berkov 2008 

Narwedina (5) 21,81 285(84), 284(100), 242(23), 228(12), 
216(30), 199(27) 

< 1 14,7 Berkov 2008 

Hippeastidina (6) 23,74 319(100), 304(18), 288(39), 258(20), 
233(84), 218(30), 206(27), 163(16), 
115(14) 

< 1 < 1 Pacheco 1978 

Anhidrolicorina (7) 24,34 251(66), 250(100), 192(14), 191(15), 
165(5), 164(3), 139(3), 124(4) 

- 4,5 de Andrade 

2012 

Licorina (8) 25,57 287(23), 286(13), 268(20), 250(13), 
227(63), 226 (100) 

33,8 9,1 Berkov 2008 

8-O-demetilhomolicorina (9) 26,74 301(-), 192(1), 164(5), 110(9), 109(100), 
108(31), 94(6), 82(7) 

29,8 22,8 de Andrade 

2012 
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Es notable destacar que los perfiles de alcaloides difieren bastante entre los 

bulbos y las partes aéreas de H. jamesonii. Sanguinina, vitattina, narwedina, 8-O-

demetilhomolicorina y licorina resultaron ser los alcaloides mayoritarios en las partes 

aéreas de H. jamesonii, mientras que los bulbos se encontraron enriquecidos en 

licorina, 8-O-demetilhomolicorina, galantamina y sanguinina. 

 

Figura 26: Alcaloides identificados en H. jamesonii. 

Se observan ciertas diferencias en las cantidades relativas de cada alcaloide en 

los extractos, por ejemplo, los alcaloides vittatina y narwedina, presentes sólo en 

trazas en los bulbos, se detectaron en altas proporciones en las partes aéreas. De 

modo similar, mientras que los bulbos de H. jamesonii resultaron ricos en galantamina 

y licorina, estos alcaloides fueron constituyentes minoritarios en las partes aéreas de la 

planta. Es interesante destacar que nuestros resultados difieren notablemente de 

aquellos obtenidos por Ortiz y colaboradores para los bulbos de H. jamesonii 

recolectados en las provincias de San Juan y Mendoza (Ortiz y col., 2012). Los 

resultados de este trabajo confirman el hecho que los contenidos de alcaloides 

dependen de la distribución geográfica de las poblaciones de H. jamesonii. La 

diferencia más importante, es quizás, los niveles más altos de galantamina y 

sanguinina detectados en los bulbos de los especímenes del Salitral de la Vidriera. 
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Diferencias en la composición química de alcaloides en poblaciones vegetales 

recolectadas en distintas zonas geográficas ya han sido reportadas por Berkov y 

colaboradores para especímenes de Leucojum aestivum en distintas zonas de Bulgaria 

(Berkov y col., 2013). 

 

III.2.1.2 Actividad inhibitoria de alcaloides identificados en H. jamesonii 

La importante actividad inhibitoria de ACE observada para los extractos de H. 

Jamesonii puede justificarse, principalmente, por la presencia de los compuestos 2 y 3. 

Como se ha mencionado anteriormente, el alcaloide galantamina (2) ha demostrado 

una potente actividad inhibitoria de ACE con un IC50= 1,07 µM, siendo uno de los 

medicamentos de uso actual para el tratamiento de la EA. Sanguinina (9-O-

demetilgalantamina, 3), aislada por primera vez de Lycoris sanguinea (Kobayashi y col., 

1976), es un inhibidor diez veces más potente que 2, con un IC50=0,10 µM. La mayor 

proporción de sanguinina en las partes aéreas de la planta, puede explicar la mejor 

actividad observada de este extracto con respecto al de bulbos (Tabla 1). 

La estructura cristalina de galantamina unida al sitio activo de TcACE demostró 

que su fuerte unión se debe a la suma de varias interacciones, de moderadas a débiles, 

incluyendo enlaces puente de hidrógeno (Greemblat y col., 1999). En consecuencia, el 

grupo hidroxilo extra de sanguinina, disponible para potenciales interacciones con 

ACE, puede explicar la importante actividad de este alcaloide. 

De los demás alcaloides identificados en los extractos, sólo hippeastidina (6)  y 

licorina (8) son activos, siendo su actividad de moderada a baja, y por lo tanto su 

contribución a la actividad total, mínima en comparación con 2 y 3.  

Hasta el desarrollo de esta tesis, no se han encontrado estudios de actividad 

inhibitoria de colinesterasa (ACE o BuCE) para el resto de los alcaloides presentes en H. 

jamesonii. 
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III.2.2 Identificación de compuestos activos en H. tubispathus 

A modo comparativo, se siguió el mismo procedimiento descrito para H. 

jamesonii. Se realizó un extracto etanólico de bulbos y una extracción ácido-base para 

alcaloides, obteniendo así un extracto crudo de alcaloides (AE).  Los resultados de la 

cuantificación de la actividad inhibitoria de ACE y BuCE para los extractos se muestran 

en la Tabla 3.  

Tabla 3: Inhibición de ACE y BuCE de extractos de H. tubispathus. 

Muestra IC50 

 ACEa BuCEa 

EE 0,9 mg/ml > 1 mg/ml 

EA 12,5 µg/ml 62,8 µg/ml 

Tacrinab 29,4 nM 3,80 nM 

                                                                a los resultados son la media de tres réplicas independientes. 
                                                                b inhibidor de referencia. 

Utilizando las mismas condiciones que en el caso anterior para el análisis por 

CG-EM pudieron detectarse nueve alcaloides, siete de los cuales fueron claramente 

identificados mediante comparación de sus espectros de masa con aquellos 

encontrados en literatura o en la base de datos del espectrómetro (Figura 27). Estos 

fueron: maritidina (10), montanina (11), haemanthamina (12), tazzetina (13), 

haemanthidina (14), licorina (8) y pseudolicorina (15) (Figura 28). Su presencia en 

especies de la familia Amaryllidaceae ya ha sido informada por otros autores (Kreh y 

col., 1995; de Andrade y col., 2012). Las estructuras de los alcaloides identificados y sus 

datos de espectrometría de masas se encuentran en la Figura 28 y Tabla 4, 

respectivamente.  
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Figura 27: Extracto del cromatograma del EA de H. tubispathus. 
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Figura 28: Alcaloides identificados en H. tubispathus.



 

Tabla 4: Datos de masa de alcaloides identificados en H. tubispathus 

Alcaloide tR (min) M+ y m/z (int. rel.) 
Cantidad 

relativa(%) 
Referencia  
datos EM 

Maritidina (10) 22,29 287(91), 268(8), 244(34), 215(100), 203(61), 
189(24), 128(24), 115(30), 71(2), 56(20) 

2,1  de Andrade 

2012 

Montanina (11) 23.79 301(100), 270 (82), 257(7), 252(26), 223(26) < 1 Berkov 2008 

Hippeastidina (6) 23,74 319(100), 304(18), 288(39), 258(20), 
233(84), 218(30), 206(27), 163(16), 115(14) 

42,6 Pacheco 1978 

Haemanthamina (12) 23,99 301(13), 272 (100), 240(24), 225(11), 211(21) 8,6 Berkov 2008 

Tazettina (13) 24,27 331(22), 316(8), 298(22), 247(100), 230(12) < 1 Berkov 2008 

3-O-demetilhippeastidina (16) 24,33 305 (100), 304 (26), 290(17), 288(18), 
277(28), 276(28), 246(17), 234(50), 233(72), 
232(33), 218(28), 217(20), 206(30),115(16), 
91(18) 

15,0 - 

Haemanthidina (14) 25,15 317(63), 284(57), 233(62), 211(64), 201(93), 
199(90), 181(52), 173(66), 115(100), 56(46) 

< 1 de Andrade 

2012 

Licorina (8) 25,57 287(23), 286(13), 268(20), 250(13), 227(63), 
226 (100) 

28,6 Berkov 2008 

Pseudolicorina (15) 26,80 289(26), 288(15), 270(18), 252(7), 230 (10), 
229(67), 228 (100) 

< 1 Berkov 2008 
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El análisis de CG-EM reveló la presencia de dos alcaloides, 6 y 16, con iones 

moleculares m/z 319 y 305, respectivamente (Figura 29), cuyos patrones de 

fragmentación de masa no pudieron identificarse por comparación con datos de 

literatura. Mediante cromatografía en columna de sílica gel con mezclas CH2Cl2:MeOH 

fue posible el aislamiento del alcaloide ya identificado licorina (8) (CH2Cl2:MeOH 

(90:10)) y el compuesto 6 (5,1 mg) que eluyó de la columna con la mezcla 

CH2Cl2:MeOH (87,5:12,5). La fracción conteniendo al compuesto 16 se repurificó 

mediante cromatografía analítica preparativa con la fase móvil n-BuOH:AcOH:H2O 

(12:3:5) obteniendo 3,6 mg del mismo. 

Figura 29: Espectros de masa de los alcaloides 6 (tR 23,74 min) y 16 (tR 24,33 min). 

 

III.2.2.1 Determinación estructural e identificación de los alcaloides 6 y 16 

El espectro de masa de 6 mostró un ion molecular m/z 319 (100%) indicando 

una fórmula molecular C18H25NO4 (Figura 29). Para determinar la estructura de 6 

(Figura 30), se obtuvieron sus espectros de RMN 1D y 2D (Tabla 5).  
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Tabla 5: Datos de RMN de 1H y de 13C de los compuestos 6 y 16 en metanol-d4. δ en ppm. 

 6 16 

Posición δC δH mult (J en Hz) δC δH mult (J en Hz) 

1 
25,9 t 

1,76 t (14,5;4,2) 

3,28 d (14,5) 
26,4 t 

1,79 m 

3,27 d (14,4) 

2 
26,9 t 

1,42 m 

2,02 d (13,2) 
30,3 t 

1,52 m 

1,91 os 

3 76,7   d 3,22 m 67,6 d 3,57 m 

4β 

4α 
31,6 t 

1,27 dd (23,7; 11,6) 

2,23 dd(23,7; 11,2) 
35,6 t 

1,33 dd 

2,08 br s 

4a 68,1   d 3,38 d (11,6) 67,8 d 3,19 t 

6β 

6α 
59,9 t 

4,00 d (15,8) 

4,59 d (15,8) 
60,7 t 

3,86 d (15,4) 

4,49 d (15,4) 

6a 123,7   s  124,9 s  

7 101,2   d 6,23 s 100,8 d 6,22 s 

8 135,5   s  135,0 s  

9 151,7   s  151,2 s  

10 148,1   s  147,8 s  

10a 124,2   s  126,6 s  

10b 44,1      43,4   

11endo 

11exo 
34,2 t 

1,98 os 

2,44 m 
34,9 t 

1,95 os 

2,38 m 

12endo 

12exo 
51,8 t 

3,13 m 

3,67 t (12,2; 11,8) 
51,4 t 

2,96 br s 

3,53 os 

3-OCH3 54,9 c 3,35 s    

8-OCH3 59,9 c 3,72 s 59,7 c 3,77 s 

9-OCH3 55,1 c 3,77 s 54,8 c 3,79 s 

          *os= señal superpuesta, br s= singulete ancho 
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El espectro de RMN de 13C mostró 18 señales correspondientes a tres grupos 

metoxilo a δ 54,9, 55,1 y 59,9 ppm, seis metilenos a δ 25,9, 26,9, 31,6, 34,2, 51,8 y 59,9 

ppm, tres metinos a δ 68,1, 76,7 y 101,2 ppm, y seis carbonos cuaternarios a δ 44,1, 

123,7, 124,2, 135,5, 148,1 y 151,7 ppm. El espectro de RMN de 1H mostró tres 

singuletes a δ 3,77, 3,72 y 3,35 ppm, correlacionando con δ 55,1, 59,9 y 54,9 

respectivamente, en el espectro HSQC (Figura 31), confirmando la presencia de tres 

grupos metoxilo, dos unidos a un anillo aromático y el restante unido a un carbono 

saturado. Los dos dobletes a δ 4,59 y 4,00 ppm se atribuyeron al sistema AB de la 

posición bencílica. Se observó sólo una señal aromática a δ 6,23 (s) asignada al H-7 

debido a su correlación con C-7, su correlación en el espectro HMBC con C-6a (δ 123,7 

ppm) y C-8 (δ 135,5 ppm) (Figura 32) y las correlaciones espaciales observadas en el 

espectro NOESY con el grupo metoxilo de C-8 y con el H-6β (Figura 33). El espectro 

NOESY presentó señales correlacionando el H-4β (δ 1,27) con H-11exo (δ 2,44; m) y H-

12exo (δ 3,67; t); H-6α (δ 4,59; d) con H-4a (δ 3,38; d), y H-6β (δ 4,00; d) con H-12endo 

(δ 3,13; m), permitiendo diferenciar los protones metilénicos unidos a C-4, C-6, C-11 y 

C-12 (Figura 33). Además, pudieron observarse los desplazamientos de las señales de 

H-6α (δ 4,59; d) y H-12exo (δ 3,67; t) a campos menores debido a la presencia del par 

de electrones sin compartir del nitrógeno.  

 

 

Figura 30: Compuesto 6. 
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Figura 31: Sección del espectro HSQC del compuesto 6. 

 

Figura 32: Sección del experimento HMBC del compuesto 6. 
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Figura 33: Sección del espectro NOESY del compuesto 6. 

Los datos espectroscópicos obtenidos para 6 resultaron concordantes con la 

estructura de hippeastidina propuesta por Pacheco y colaboradores (Pacheco y col., 

1978) y confirmada luego por Watson (Watson y col., 1982) mediante rayos X. Los 

datos de RMN reportados hasta el momento, en CDCl3, sólo presentaban pocas 

resonancias del espectro de 1H-RMN en baja resolución (100 MHz), entre ellas el 

singulete del protón aromático a δ 6,10 ppm. Debido a que el alcaloide aislado de H. 

tubispathus  fue caracterizado en MeOD, se intentó obtener su espectro de RMN de 1H 

en CDCl3 para compararlo con la escasa información disponible en la literatura. No se 

obtuvieron resultados positivos debido a la poca solubilidad de 6 en este solvente 

deuterado. De todas formas, fue posible observar la señal a δ 6,10 ppm que 

correspondía al H-7, confirmando de esta manera el patrón de sustitución propuesto 

para el anillo aromático. En conclusión, el alcaloide 6 aislado de H. tubispathus fue 

identificado como hippeastidina (Figura 30), logrando su completa caracterización 

mediante RMN de 1H y 13C por primera vez. 
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El otro alcaloide no identificado aislado de H. tubispathus, 16, mostró un ión 

molecular a m/z 305 (100%) en su espectro de masa, sugiriendo una fórmula molecular 

C17H23NO4 (Figura 29). Los espectros de RMN de 1H y 13C resultaron ser muy similares a 

los del alcaloide 6, excepto por la ausencia de las señales correspondientes al grupo 

metoxilo unido al C-3, y diferencias en los desplazamientos químicos de las señales de 

las posiciones 2 y 4 tanto en el espectro de 1H-RMN como en el de 13C-RMN. Basados 

en esta información, el compuesto 16 fue identificado como 3-O-demetilhippeastidina 

(Figura 34). Este alcaloide fue aislado anteriormente, al igual que hippeastidina, de H. 

añañuca (Pacheco y col., 1982), pero en este caso la identificación se basó únicamente 

en cuatro resonancias en el espectro RMN de 1H y dos fragmentaciones del ión 

molecular en su espectro de masa. Esta tesis representa el primer reporte completo de 

los datos espectroscópicos de RMN de 1H y 13C y espectrometría de masa del alcaloide 

3-O-demetilhippeastidina. 

 

Figura 34: compuesto 16. 

 

III.2.2.2 Actividad inhibitoria de colinesterasa de los compuestos identificados 

y aislados de H. tubispathus 

El compuesto 6 demostró una moderada inhibición de ACE (IC50=104,6 µM) y 

baja inhibición de BuCE (IC50=200,8 µM), mientras que el compuesto 16, de estructura 

muy similar, resultó ser inactivo frente a las dos enzimas (IC50>>200 µM).  

Estos dos alcaloides con estructura tipo crinina, con la característica inusual de 

poseer un grupo OH en C-10, siguen las tendencias de actividad del grupo estructural 

al que pertenecen. Elgorashi y colaboradores en su estudio de AAm y su actividad 
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inhibitoria de ACE observaron que los alcaloides con esqueleto tipo crinina presentan, 

en general, actividad de moderada a débil, siendo la estereoquímica del puente 5,10-

etano un factor poco importante para la actividad. Sin embargo, notaron que los 

grupos unidos al esqueleto básico de 15 átomos de carbono sí resultaban factores 

determinantes para su unión con la enzima (Elgorashi y col., 2004). Podría inferirse en 

el caso de hippeastidina, que la falta de doble enlace en C-1 y la presencia de un grupo 

hidroxilo unido a C-10, serían factores importantes para la actividad, debido a que sus 

compañeros de grupo, reportados hasta el momento, que no presentan estas 

características estructurales han demostrado actividad mucho menor. Debido a las 

diferencias estructurales entre 6 y 16 podría concluirse además, que el grupo metilo 

del C-3 es de importancia en la unión en el sitio activo de la enzima y por lo tanto, en 

su inhibición. 

La inhibición de ACE del compuesto 6 justifica, al menos en parte, la actividad 

observada en el EE y EA de H. tubispathus. Entre los otros alcaloides identificados, 

tazettina (13) y haemanthidina (14) han sido considerados inactivos (Elgorashi y col., 

2004), mientras que montanina (11), haemanthamina (12), licorina (8) y pseudolicorina 

(15) han demostrado inhibir la enzima ACE con valores de IC50 entre 152 y 450 µM 

(López y col., 2002; Houghton y col., 2004; Pagliosa y col., 2010). Podría suponerse que 

la actividad inhibitoria de ACE observada en los extractos de esta especie puede 

deberse a un efecto sinérgico de los alcaloides, siendo hippeastidina el más activo.  

Si bien existen numerosos trabajos que reportan la actividad inhibitoria de 

BuCE de especies de amarilidáceas, sólo se informa la actividad de extractos y/o 

fracciones, siendo escasos los datos sobre compuestos puros (Cahlíková y col., 2011; 

Ortiz y col., 2012). Hasta el momento, no se ha encontrado información disponible en 

cuanto a la inhibición de BuCE de los alcaloides identificados en H. tubispathus. La 

actividad frente a BuCE del alcaloide 6 se considera baja, pero representa un punto de 

partida para la comparación de este tipo de actividad entre los numerosos AAm que 

existen. 
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Esta tesis constituye el primer trabajo de estudio fitoquímico y actividad 

biológica de la especie H. tubispathus. 
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III.3 Familia Chenopodiaceae 

Las quenopodiáceas, son una familia grande y diversa, con alrededor de 100 

géneros y más de 1500 especies en todo el mundo. La mayoría de las especies están 

adaptadas a vivir en zonas áridas, desérticas, y hábitats costeros y de alta salinidad, 

donde las características del suelo influyen en la vegetación, más que cualquier otro 

rasgo ambiental.  

Esta familia en particular, está muy relacionada con la vida diaria de las 

personas. Por ejemplo, Beta vulgaris es una de las fuentes más importantes de azúcar, 

Chenopodium quinoa es un cereal de alto valor alimenticio, Spinacia oleraceae es un 

vegetal de uso común, Dysphania ambrosioides y Salsola collina son plantas utilizadas 

medicinalmente para el tratamiento de asma y presión arterial alta, respectivamente, 

Anabasis aphylla se utiliza como insecticida, además de muchos otros ejemplos. 

Debido a su amplia distribución, muchas especies de esta familia no han sido 

estudiadas o su estudio es limitado. Los compuestos más característicos aislados de 

quenopodiáceas son saponinas triterpénicas (Dini y col., 2001; Kuljanabhagavad y col., 

2008; Wang Q y col., 2012) y flavonoides glicosilados (Ferreres y col., 1997; Kamel y 

col., 2001; Liu y col., 2010). Además, se han encontrado como metabolitos 

secundarios, terpenos (Ahmed y col., 2000), alcaloides (El-Shazli y col., 2005; Tundis y 

col., 2009), esteroles (Hussain y col., 2006), cumarinas (Miftakhova y col., 2001), entre 

otros. Varias especies han sido estudiadas ampliamente por su alto contenido de 

fitoecdisteroides, análogos de hormonas esteroidales de invertebrados en las plantas 

(Dinan y col., 1998; Kumpun y col., 2011).  

Dentro de la familia encontramos numerosas actividades biológicas evaluadas, 

tanto de extractos y aceites esenciales, como de compuestos puros. Pueden 

destacarse actividad antioxidante (Liu y col., 2010; Awaad y col., 2012), anticáncer 

(Oueslati y col., 2012), antimicrobiana (Liu y col., 2010) e insecticida (Dang y col., 

2010).  
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Existen algunos estudios de actividad inhibitoria de colinesterasa dentro de 

esta familia; los extractos de alcaloides de las especies Salsola oppositofolia, Salsola 

soda y Salsola tragus mostraron inhibición de ACE y BuCE con valores de IC50 de entre 

26,5 y 70,0 µg/ml (Tundis y col., 2009). El extracto metanólico de Suaeda monica 

recolectada en las costas indias presentó actividad antiACE con un IC50 de 1,42 mg/ml 

(Suganthy y col., 2009). Una subespecie de Beta vulgaris, conocida comúnmente como 

acelga, fue evaluada por su capacidad antioxidante e inhibidora de ACE presentando 

para esta última moderada potencia (IC50= 14,4 µg/ml) (Sacan y col., 2010). En un 

screening de plantas medicinales de Algeria el extracto acuoso de Atriplex halimus 

mostró significativa actividad antiACE, inhibiendo el 50 % de la enzima a 150 µg/ml 

(Benamar y col., 2010). Mediante aislamiento guiado por la actividad inhibitoria de 

colinesterasas, de la planta medicinal india, Haloxylon recurvum, fue posible el 

aislamiento de los esteroles A-D (Figura 35) con importante actividad (IC50 entre 0,85 y 

25,5 µM para ACE, y entre 1,0 y 19,0 µM para BuCE) (Ahmed y col., 2006). 

 

Figura 35: Esteroles A-D aislados de Haloxylon recurvum. 

En la Argentina se hallan representados 14 géneros con aproximadamente 121 

especies de quenopodiáceas, de las cuales 59 son endémicas y 35 introducidas. En 

general, son hierbas o arbustos anuales o perennes, muy raramente pequeños árboles. 
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El género Heterostachys está constituido por dos especies, H. olivascens (Speg.) 

Speg., cuya área de distribución se limita al litoral sur de Buenos Aires y Río Negro, y H. 

ritteriana (Moq.) Moq. que habita en suelos salados desde Salta hasta el norte de 

Chubut.  

El género Allenrolfea contiene tres especies.  A. occidentalis (S. Watson) Kuntze 

habita en América del Norte, mientras que A. patagonica (Moq.) Kuntze y A. vaginata 

(Griseb.) Kuntze habitan exclusivamente en nuestro país. A. patagonica habita en 

suelos salados, desde Salta hasta el sur de la provincia de Buenos Aires, mientras que 

A. vaginata se restringe sólo al noroeste del país (Cuadra y col., 2007). 

Debido a la disponibilidad de grandes cantidades de material, a la ausencia de 

datos fitoquímicos y/o de actividad biológica de las especies y a la actividad inhibitoria 

de ACE que presentaron sus extractos etanólicos, se eligieron las especies H. olivascens 

y A. patagonica para su estudio.  

A continuación se detalla el estudio de inhibición de colinesterasa, así como de 

aislamiento de los metabolitos responsables de la actividad, de las quenopodiáceas 

elegidas.  

 

III.3.1 Extracción de metabolitos secundarios y actividad inhibitoria de ACE  

Ambas especies fueron recolectadas, cortadas en pequeños trozos y maceradas 

en etanol durante dos semanas a temperatura ambiente. Teniendo en cuenta que 

existen reportes de alcaloides como responsables de la actividad inhibitoria de ACE en 

otras especies de la misma familia (Tundis y col., 2009) y el revelado positivo con el 

reactivo de Draggendorf en cromatofolios de silicagel, ambos extractos se trataron con 

HCl y se particionaron con CH2Cl2 (FA). Luego de alcalinización con NH4OH (pH 9), se 

particionaron con CH2Cl2 (FB) y n-BuOH (FC). Posteriormente se realizaron sobre las 

fracciones el ensayo cualitativo de inhibición de ACE sobre cromatofolios y el revelado 

para la detección de alcaloides. Además, se midió cuantitativamente la actividad 
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inhibitoria de ACE. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla (Tabla 

6). 

Cabe destacar que ninguna de las dos especies mostró actividad inhibitoria de 

BuCE significativa, por lo que el estudio se enfocó únicamente en la inhibición de ACE. 

Tabla 6: Inhibición de ACE de extractos y fracciones de H. olivascens y A. patagonica. 

Especie Fracción 
Ensayo ACE 

cualitativo 

PI 

(1 mg/ml)* 

Detección 

alcaloides 

H. olivascens 

E. etanólico + 35% + 

FA + n/d - 

FB + n/d + 

FC + 51% + 

 FH2O - 9% - 

A. patagonica 

E. etanólico + 12% + 

FA + n/d - 

FB + 72% + 

FC - 10% - 

 FH2O - 12% - 

                 n/d: no determinado debido a insolubilidad. 
                   * los resultados son la media de tres réplicas. 

 

III.3.1.1 Aislamiento de metabolitos de H. olivascens 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se procedió a aislar y purificar los 

metabolitos activos de cada una de las fracciones de H. olivascens.  

La FA se sometió a dos cromatografías en columna de sílica gel sucesivas con 

mezclas hexano:AcOEt y hexano:Et2O, logrando el aislamiento de un compuesto 

mayoritario, no alcaloide, que coincidía con las manchas de inhibición en el ensayo 

cualitativo en cromatofolios. De acuerdo a las señales presentes en los espectros de 

RMN de 1H y 13C, se llegó a la conclusión de que en realidad el compuesto no estaba 
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puro, sino que se trataba de una mezcla de ácidos grasos (AGs). Luego de la 

derivatización de la muestra a los correspondientes trimetilsilil ésteres y análisis 

mediante CG-EM se determinó que se trataba de una mezcla de ácido palmítico 

(mayoritario) (17), ácido oleico (18) y ácido esteárico (19) (Figura 36). Debido al 

tratamiento ácido que se realizó sobre el extracto total, cabe la posibilidad de que los 

ácidos grasos no se hayan encontrado libres, sino esterificados con diversos alcoholes, 

en el extracto etanólico y por ende en la planta.  

Los AGs representan una importante reserva de energía y son componentes 

esenciales de las membranas lipídicas de todos los organismos vivos. En las plantas, las 

rutas metabólicas de los AGs juegan un papel muy importante en la defensa ante 

patógenos. De hecho, existe cada vez más evidencia que implica a los AGs y sus 

derivados como moléculas “señal”, modulando las respuestas fisiológicas normales y 

anormales relacionadas con enfermedades en microbios, insectos, animales y plantas 

(Kachroo y col., 2009). Entre las actividades biológicas testeadas para AGs, Fang y 

colaboradores cuantificaron la actividad inhibitoria de ACE de 17, al encontrarlo como 

un constituyente del alga roja Gloiopeltis furcata. Se informó en ese trabajo un IC50 de 

8,69 µg/ml para ACE, e inactividad frente a BuCE (Fang y col., 2010). Se asumió 

entonces, que la actividad observada para la fracción menos polar de H. olivascens se 

debía principalmente a la presencia del ácido palmítico (17). 

La fracción diclorometánica (FB) se sometió a cromatografía en columna con 

sílica gel para intentar aislar los componentes activos. Sólo fue posible el aislamiento 

del compuesto 20 (Figura 36) que eluyó con la mezcla CH2Cl2:MeOH 85:15. Fue 

identificado como salsolina mediante la comparación de su espectro de masa, y sus 

espectros de RMN de 1H y 13C con los encontrados en literatura (Ghosal y col., 1973). 

Este alcaloide, perteneciente a la familia de los alcaloides 

tetrahidroisoquinolínicos, ha sido aislado de la especie Salsola coliina, mostrando 

importante actividad antibacterial y moderada actividad antiviral frente a los virus de 

influenza A y B (Wang y col., 2004). En cuanto a su actividad inhibitoria de ACE, se lo ha 

encontrado inactivo en el ensayo de Ellman, aunque su derivado N-metilado si ha 
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demostrado actividad no selectiva frente ACE y BuCE (Basova y col., 2006). Los 

resultados de actividad del alcaloide aislado no explican lo observado para esta 

fracción, por lo cual es lógico suponer que debe haber algún otro compuesto 

minoritario en esta fracción, que no ha podido ser aislado, que explique la actividad 

observada. 

De la FC se aisló glicinbetaína (21) (Figura 36), luego de cromatografía en 

columna de Sephadex LH-20 y purificación por HPLC. Su identificación se realizó 

mediante comparación de sus espectros de RMN de 1H y 13C con los de literatura 

(Motohashi y col., 1976). Su presencia en plantas de la familia Quenopodiaceae ya ha 

sido reportada anteriormente (Adrian-Romero y col, 1998). 

 

Figura 36: Metabolitos secundarios aislados de H. olivascens. 

El compuesto 21, así como otras betaínas, es un osmolito orgánico muy 

importante. Sus niveles aumentan en ciertas especies vegetales como respuesta al 

estrés ambiental (sequía, salinidad, temperaturas extremas, etc.), acumulándose en 

grandes cantidades. Aunque su rol en la osmotolerancia de plantas es controversial, se 

piensa que tiene efectos positivos en la integridad de membranas así como en la 

adaptación, realizando pequeños ajustes osmóticos, en plantas que crecen bajo 

condiciones de estrés (Ashraf y col., 2007). No resulta extraño entonces, encontrarlo 

en importantes cantidades en H. olivascens, debido a que esta planta crece en zonas 

de alta salinidad.  

La actividad inhibitoria de ACE de este compuesto ha sido reportada, y aunque 
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no se ha cuantificado, Lisa y colaboradores observaron una marcada inhibición no 

competitiva, evidenciando la unión de 21 al PAS de la enzima (Lisa y col., 1983). Este 

hecho justifica, al menos en parte, la actividad observada para la fracción butanólica 

de H. olivascens. Por tratarse de un compuesto con una estructura poco novedosa se 

decidió no continuar trabajando con el mismo. 

Esta tesis constituye el primer reporte de metabolitos secundarios y actividad 

biológica de la especie H. olivascens. 

 

III.3.1.2 Aislamiento de metabolitos de A. patagonica 

En el caso de A. patagonica la FA fue sometida a cromatografía en columna de 

sílica gel con mezclas CH2Cl2:MeOH de polaridad creciente, permitiendo obtener dos 

fracciones activas las cuales, de acuerdo con sus espectros de RMN de 1H y 13C, fueron 

identificadas como mezclas de ácidos grasos. Se supuso entonces, que al igual que en 

H. olivascens, la actividad de esta fracción se debía principalmente al ácido palmítico y 

no se continuó trabajando con ellas.  

La FB también fue sometida a cromatografía en columna de sílica gel, dando 

tres fracciones activas. Analizando los espectros de RMN de 1H de las fracciones se 

observaron señales correspondientes a los H en las posiciones sn-2 y, sn-1 y sn-3 del 

glicerol, alrededor de 5,3 ppm y 4,2 ppm, respectivamente. Se observaron además 

señales típicas de cadenas hidrocarbonadas de ácidos grasos entre 0,5 y 2,5 ppm. Se 

supuso entonces, que las estructuras presentes en las fracciones podían ser lípidos. Se 

realizó el desarrollo de estas fracciones en TLC con distintas fases móviles y 

comparación de los Rf con la tabla de movilidades en TLC de lípidos de betaína, 

galactolípidos y fosfolípidos en distintos sistemas de solventes reportada por 

Dembitsky (Dembitsky, 1996), pudiendo identificar fosfatidilcolinas (FCs) en las 

fracciones activas. Se emplearon cromatofolios de sílica gel 60 con las siguientes fases 

móviles CHCl3:MeOH:H2O (65:25:4), CHCl3:AcOH:MeOH:H2O (75:25:5:2,2) y 

CHCl3:Acetona:MeOH: AcOH:H2O (100:40:20:30:10). Los Rf de las manchas positivas al 
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revelado con el reactivo de Dragendorff y al ensayo cualitativo de actividad enzimática 

sobre cromatofolios correspondieron a los valores reportados en esas fases móviles 

para FCs. Debido a la poca novedad estructural de estos compuestos no se consideró 

necesario realizar la identificación estructural de cada una de las FCs. 

Las FCs son los fosfolípidos más abundantes en animales y plantas y son los 

bloques fundamentales que forman la doble capa de las membranas celulares. Se 

caracterizan por sus estructuras químicas particulares: están compuestas de dos ácidos 

grasos unidos mediante enlace covalente éster a un glicerol en las posiciones sn-1 y sn-

2. El tercer carbono del glicerol se encuentra esterificado con un grupo fosforilcolina 

(Figura 37). En general en las plantas, se observa predominio de ácidos grasos 

saturados en la posición sn-1 y ácidos grasos insaturados en la posición sn-2 (Devor y 

col., 1971). Estos lípidos poseen un grupo trimetilamonio cargado positivamente y un 

grupo fosfato cargado negativamente, por lo tanto a pH neutro son iones dipolares. 

Las FCs han ganado el interés de los investigadores debido a la gran demanda de estos 

compuestos en la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica (Van Nieuwenhuyzen 

y col., 1981). Existe un amplio campo de aplicación para FCs en la industria alimenticia, 

especialmente por sus propiedades emulsionantes (Kim y col., 2009; Rodríguez Patino 

y col., 2009). 

 

Figura 37: Estructura general de fosfatidilcolinas. 

En cuanto a su actividad inhibitoria de ACE, Chung y colaboradores reportaron 

un incremento en los niveles de colina y acetilcolina, y por lo tanto una mejora en la 

memoria, al administrarles fosfatidilcolina de huevo a ratones con demencia (Chung y 
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col., 1995). Más recientemente, Nagata y colaboradores informaron que una ingesta 

conjunta de distintas fosfatidilcolinas mejoró el aprendizaje espacial y deterioro de la 

memoria en ratas tratadas con escopolamina, el aprendizaje espacial y la capacidad de 

memoria en ratas normales y disminuyó el deterioro cognitivo y demencia leve en 

seres humanos, previniendo y mejorando los casos de demencia con eficacia 

prometedora (Nagata y col., 2011). Estos resultados se suman a los de Nishizaki, en 

donde los autores encuentran evidencia que soporta el efecto anti-demencia de dos 

tipos de fosfatidilcolinas administrados a pacientes con deterioro cognitivo y demencia 

utilizando el mini-exámen del estado mental (test MMSE). Demostrando también, que 

las fosfatidilcolinas podrían ser un agente terapéutico promisorio para distintos tipos 

de demencia, incluyendo EA (Nishizaki y col., 2013).  

Este trabajo resulta la primera investigación de la especie A. patagonica, sus 

metabolitos secundarios y su actividad inhibitoria de colinesterasa. 
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III.4 Familia Asteraceae 

Las asteráceas, también llamadas compuestas, son una de las familias de 

plantas angiospermas más grandes entre las dicotiledóneas, con un gran número de 

especies (1.620 géneros y 23.600 especies) que representan a esta familia de 

distribución cosmopolita (Funk y col., 2005). Las asteráceas constituyen alrededor del 

10% de las plantas con flores en todo el mundo, y son abundantes en las latitudes 

subtropicales y de temperaturas templadas. Esta familia es importante 

económicamente ya que algunas de ellas producen aceites, como el de girasol y 

cártamo, vegetales comestibles, como alcachofas y lechuga, y otras son de uso 

ornamental, como dalias, girasoles, margaritas y crisantemos, o medicinal, como 

caléndula y manzanilla. Algunas asteráceas son consideradas malezas, como diente de 

león, senecio, etc. (Heywood y col., 2007).  

Plantas de esta familia han sido utilizadas tradicionalmente como astringentes, 

antipiréticas, antiinflamatorias, hepatoprotectivas, diaforéticas y laxantes, y para el 

tratamiento de heridas, hemorragias, dolores de cabeza, lumbago, dispepsia y 

gangrena ulcerosa, entre otras (Achika y col., 2014). 

Las investigaciones fitoquímicas han revelado la presencia de muchos 

constituyentes con importante bioactividad. Los principales metabolitos secundarios 

aislados hasta el momento son flavonoides, ácidos fenólicos, cumarinas, terpenoides y 

esteroles (Achika y col., 2014). 

Flaveria es un género esencialmente americano que comprende 21 especies, la 

mayoría de las cuales son nativas del hemisferio norte (Powell, 1978). Sólo F. bidentis y 

F. haumanii han sido citadas en la República Argentina (Zuloaga y col., 2008) 

F. bidentis (L.) Kuntze ha sido utilizada tradicionalmente como digestiva, 

estimulante del sistema nervioso, antihelmíntica y en molestias menstruales 

(Verettoni, 1985). Se le ha comprobado prometedora actividad insecticida (Broussalis y 

col., 1999) e importante actividad antimicrobiana frente a distintas bacterias y hongos 

(Rojas y col., 2003; Bardon y col., 2007). 
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Los principales metabolitos secundarios aislados de F. bidentis han sido 

flavonoides, siendo una de las únicas especies vegetales capaz de sintetizar estos 

compuestos con alto grado de sulfatación. Entre ellos pueden destacarse: 3-sulfato de 

quercetina (a), 4´-sulfato de quercetina (b) 3,7-disulfato de isoramnetina (c), 3,4´-

disulfato (d), 3,7,4´-trisulfato de quercetina (e), 7,3´,4´-trisulfato de 3-acetil-quercetina 

(f) y 3,7,3´,4´-tetrasulfato de quercetina (g) (Cabrera y col., 1976; 1977; 1979; Pereyra y 

col., 1972) (Figura 38). Los dos últimos han demostrado significativas propiedades 

anticoagulantes, antitrombóticas y efectos inhibitorios en la agregación plaquetaria 

(Guglielmone y col., 2002; 2005; 2012). 

 

Figura 38: Flavonoides sulfatados aislados de F. bidentis. 

En base a la importante actividad inhibitoria de ACE que mostró su extracto 

etanólico (IC50= 0,12 mg/ml) y a la falta de estudios de esta actividad biológica en el 

género, la especie F. bidentis fue elegida para este trabajo de tesis. 

El aislamiento bioguiado e inhibición de colinesterasas de la especie F. bidentis 

se presenta a continuación. 
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III.4.1 Aislamiento bioguiado de F. bidentis 

Considerando que la especie presenta mayoritariamente flavonoides sulfatados 

como metabolitos secundarios, se probó en primer lugar aislarlos para determinar si 

eran los responsables de la actividad. Para esto, se siguió un procedimiento ya 

descripto (Guglielmone y col, 2002). El extracto etanólico (EE) se suspendió en una 

mezcla hexano:H2O (50:50) y se extrajo sucesivamente con hexano. A las fracciones 

obtenidas, tanto hexánica (FH) como acuosa (FA), se les determinó el porcentaje de 

inhibición espectrofotométricamente y se comparó con el del EE (Tabla 7). FA presento 

la mayor inhibición a la concentración ensayada, por lo que se la concentró y dejó 

reposar 24 h en la heladera. El compuesto 22 precipitó espontáneamente, puro y en 

buen rendimiento, disminuyendo drásticamente la actividad del sobrenadante. Su 

identificación se realizó en base a sus espectros de masa, y RMN mono y 

bidimensionales (Tablas 8 y 9). 

Tabla 7: Actividad inhibitoria de ACE expresada como porcentaje de inhibición (PI%) de 
fracciones de F. bidentis. 

Fracción ACE - PI % (0,12 mg/ml)* 

EE 50,0 

FH 5,7 

FA 83,0 

Tacrina 99 

*los resultados son la media de tres réplicas independientes. 

 

III.4.2 Determinación estructural e identificación del compuesto 22 

El espectro de masa de alta resolución de 22 mostró un ión molecular 

correspondiendo con una fórmula molecular C16H11SO10Na. Las escasas señales en el 

espectro de RMN de 1H (Tabla 8) indicaban un esqueleto flavonoide con un grupo 

metoxilo a δ 3.74 ppm. Se observaron en el espectro dos dobletes a δ 6.85 ppm y 8.08 

ppm correspondiendo a cuatro protones aromáticos en el anillo B y un singulete a δ 
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6.53 ppm indicando trisustitución en el anillo A. Se dedujo entonces que se trataba de 

una flavona pentasustituida (Figura 39). La señal a δ 12,91 ppm se atribuyó al 

hidrógeno del grupo hidroxilo posicionado en C-5 que interacciona electrónicamente 

con el carbonilo en posición 4. En el espectro de RMN de 13C (Tabla 9) se observaron 

catorce señales correspondientes a diez carbonos cuaternarios, tres metinos y un 

metilo. Las señales a δ 115,2 ppm y 130,8 ppm fueron asignadas a los carbonos 3´ y 5´, 

y 2´ y 6´ del anillo B, respectivamente. El metino restante, a δ 93,8 ppm, se asignó al 

carbono no sustituido del anillo A. La correlación en el espectro de HMBC entre el 

carbono de δ 131,2 ppm y los hidrógenos a δ 3,74 ppm permitió ubicar el grupo 

metoxilo en el anillo A. 

 

Figura 39: Compuesto 22. 

Tabla 8: Datos de RMN de 1H de los compuestos 22-25 en DMSO-d6. δ en ppm. 

Posición 
Compuesto 

22a 23a 24a 25b 

2´y 6´ 8,08 d (8.9) 8,04 d (12) 8,08 d (6) 8,22 d (18) 

3´y 5´ 6,85 d (8.9) 6,92 d (12) 6,93 d (6) 7,04 d (18) 

8 6,53 s 6,54 s 6,88 s  7,13 s 

6 -OCH3 3,74 s 3,75 s 3,73 s 3,77 s 

7 -OCH3   3,91 s 3,94 s 

5 - OCH3    3,85 s 

4´- OCH3    3,81 s 

                        a 
realizado a 600 MHz; 

b
 realizado a 400 MHz. 
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Tabla 9: Datos de RMN de 13C de los compuestos 22-25 en DMSO-d6. δ en ppm. 

Posición 
Compuesto 

22a 23a 24a 25b 

1´ 121,3  s 121,7 s 121,7 s 123,3 s 

2´y 6´ 130,8 d 129,6 d 129,6 d 130,2 d 

3´y 5´ 115,2 d 115,5 d 115,5 d 113,5 d 

4´ 159,9 s 159,3 s 159,4 s 160,6 s 

2 151,4 s 147,0 s 147,4 s 151,4 s 

3 132,0 s 135,4 s 135,8 s 139,3 s 

4 178,1 s 176,2 s 176,2 s 178,7 s 

5 156,5 s 151,8 s 151,1 s 152,7 s 

6 131,2 s 130,9 s 131,3 s 134,4 s 

7 157,2 s 157,2 s 158,6 s 157,1 s 

8 93,8 d 93,8 d 91,3 d 96,8 d 

9 152,6 s 151,5 s 151,6 s 152,9 s 

10 104,6 s 103,5 s 104,4 s 112,4 s 

6 -OCH3 60,1 c 60,0 c 60,2 c 61,0 c 

7 -OCH3     56,5 c 56,4 c 

5 - OCH3       61,9 c 

4´- OCH3       55,3 c 

                         a 
realizado a 150 MHz; 

b
 realizado a 100 MHz.  

 

Debido a la dificultad para posicionar los sustituyentes en los anillos A y C, un 

grupo hidroxilo, un metoxilo y un sulfato, se decidió realizar transformaciones 

químicas sencillas sobre la estructura de 22 que permitieran obtener información 

sobre el patrón de sustitución del flavonoide. 

Para obtener el derivado desulfatado, y así situar el grupo sulfato, el 

compuesto 22 se disolvió en una solución de HCl y se calentó a reflujo por 12 h. Luego 

de extracción con solvente y secado, se obtuvo el compuesto 23 con un 95% de 

rendimiento (Figura 40). El espectro de masa de alta resolución presentó un ión 
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molecular correspondiente a una fórmula molecular C16H12O7. En el espectro de RMN 

de 13C (Tabla 9) pudo observarse el importante corrimiento a campos mayores del 

carbono vecino (C-2), de δ 151,4 a δ 147,0 ppm. Asimismo, se observaron pequeñas 

diferencias en los desplazamientos químicos de los C-3, C-4 y C-5, posicionando al 

grupo sulfato unido a C-3 (Figura 39). Estas observaciones resultan concordantes con el 

desplazamiento a campos mayores esperado para carbonos con grupos sulfatos, y 

desplazamientos a campos menores en los carbonos vecinos al carbono unido al 

sulfato en esqueletos flavonoides (Dueñas y col., 2012). 

Figura 40: Síntesis del derivado 23. Variación del desplazamiento químico de carbonos 

seleccionados en compuestos 22 y 23. 

Con el fin de situar los dos sustituyentes restantes en el anillo A se realizaron 

metilaciones de los grupos hidroxilo en dos condiciones de reacción distintas. En 
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primer lugar, se obtuvo el derivado 24 con dos grupos metoxilo en su estructura, al 

hacer reaccionar al compuesto 22 con un mol de trimetilsilildiazometano y metanol en 

éter etílico hasta conversión total (Esquema 1). La estructura de 24 fue confirmada por 

espectrometría de masas de alta resolución al obtenerse una fórmula C17H13SO10Na. 

 

Esquema 1: Síntesis del derivado 24. 

Tanto en el espectro de RMN de1H, como en el de 13C (Tablas 8 y 9), se 

evidenció la presencia de una señal adicional atribuible al nuevo grupo metoxilo a δ 

56,50 ppm y 3,91 ppm respectivamente. La correlación en el espectro HMBC entre los 

hidrógenos del nuevo metoxilo (δ 3,91 ppm) y el C-7 (δ 158,60 ppm) permitió definir su 

ubicación. 

 Sorpresivamente se observó el desplazamiento de las señales de C-2, C-3, C-4 y 

C-5 en el espectro de RMN de 13C, similar a lo observado para el compuesto 23, 

indicando la desulfatación de la molécula durante la obtención del espectro en el 

solvente deuterado. Los espectros de RMN obtenidos corresponden entonces al 6,7-

dimetoxikaempferol (24-S). 

De forma similar, se realizó la reacción de 22 con un exceso de agente 

metilante manteniendo el resto de las condiciones, para obtener, luego de purificación 

por TLC preparativa, el compuesto 25 (Esquema 2).  

El análisis espectroscópico de RMN de 1H y 13C (Tabla 8 y 9) permitió confirmar 

la presencia de tres grupos metoxilos adicionales en la estructura del compuesto de 

partida, mediante las señales a δ 3,81, 3,85 y 3,94 ppm en el espectro de 1H y δ 55,3, 

56,4 y 61,9 ppm en el espectro de 13C. Las correlaciones en el espectro de HMBC 
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(Figura 41) entre los hidrógenos de los metoxilos 5-OCH3 y C-5, y 4´-OCH3 y C-4´ dieron 

lugar a la confirmación de la presencia original de los hidroxilos en posiciones 5 y 4´, y 

el grupo metoxilo en posición 6 en la estructura de 22. Al igual que en el caso anterior, 

se comprobó la obtención del compuesto con el grupo sulfato mediante su espectro de 

masas de alta resolución (C19H17SO10Na), observando luego, la pérdida del grupo 

sulfato en la molécula (25-S) en el solvente deuterado. 

O

O

OH

OSO3Na

OH

HO
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H3CO

C4H10N2Si (exc), CH3OH
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OCH3
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H3COCH3OCH3

 

Esquema 2: Síntesis del derivado 25. 

 

Figura 41: Sección del experimento HMBC del compuesto 25-S. 
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El compuesto 22, fue entonces identificado inequívocamente como 3-sulfato de 

6-metoxikaempferol (Figura 39). Hasta el momento, la presencia de este compuesto en 

plantas sólo ha sido documentada en la especie Flaveria chloraefolia A. Gray (Barron y 

col., 1987). Su identificación se basó en los corrimientos de las bandas máximas de 

absorción en el espectro UV con el agregado en disolución de distintos aditivos 

(AlCl3+HCl, NaOAc, NaOMe, NaOAc+ácido bórico). Los autores informaron además, 

ciertas pérdidas características del ión molecular en el espectro de masa. Este trabajo 

aporta, por primera vez, la completa caracterización mediante RMN del compuesto 22, 

así como también el primer estudio de actividad biológica del compuesto. 

La sulfatación de moléculas en el reino vegetal puede correlacionarse con la 

inactivación de productos tóxicos mediante el incremento de su hidrosolubilidad. Los 

flavonoides, son las moléculas pequeñas con más derivados sulfatados reportados de 

plantas y flora marina, aunque existen algunos ejemplos de sulfatos naturales de 

ésteres del ácido hidroxicinámico, antraquinonas, fenoles, azúcares y cumarinas. Más 

de 150 flavonoides sulfatados (FS) naturales se han informado en trabajos científicos 

hasta el momento, y la mayoría pertenecen a los subgrupos de flavonoles y flavonas. 

Dada la alta distribución de este tipo de flavonoides en plantas que crecen en hábitats 

acuáticos y salinos, la sulfatación de flavonoides parece representar una adaptación 

ecológica. Por otra parte, los FS parecen desempeñar un rol importante en la co-

pigmentación, ya que debido a su alta solubilidad en agua, forman complejos 

moleculares estables con pigmentos polifenólicos como las antocianinas, 

contribuyendo así a la intensificación de la coloración natural. En la última década, 

varias actividades biológicas como anticoagulante, antiplaquetaria, antiviral, 

antiinflamatoria, inmunomoduladora y antitumoral han sido descubiertas para los FS 

aislados de la naturaleza, ampliando así el interés de investigadores en su aislamiento 

y síntesis de moléculas pequeñas sulfatadas (Correia da Silva y col., 2013).  
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III.4.3 Actividad inhibitoria de colinesterasas de compuestos 22-25 

La actividad inhibitoria de colinesterasa de 3-sulfato de 6-metoxikaempferol 

(22) se cuantificó mediante el método de Ellman. Considerando que también se 

contaba con los derivados de 22 preparados para ayudar en la determinación de su 

estructura, se los incluyó en el análisis de la inhibición de ACE y BuCE. Los resultados 

observados se presentan en la Tabla 10.  

 Tabla 10: Actividad inhibitoria de ACE de los compuestos 22-25. 

Compuesto ACE - PI % (0.2mM)* 

22 50 

23 38,6 

24-S 26,9 

25-S 17,1 

Tacrina 99 

*los resultados son la media de tres réplicas independientes. 

Se observó que ninguno de los compuestos resultó activo frente a BuCE, 

mientras que su actividad frente a ACE es baja, siendo 22 el compuesto más activo.  

Teniendo en cuenta la labilidad del grupo sulfato observada en los compuestos 

24 y 25, se decidió establecer si la actividad inhibitoria de ACE observada era atribuible 

totalmente al compuesto 22 o si se debía parcialmente a su producto desulfatado. 

Para esto, se evaluó la estabilidad del 3-sulfato de 6-metoxikaempferol (22) en el 

buffer del ensayo con el paso del tiempo, considerando la duración del bioensayo. 

En primer lugar se obtuvieron los espectros de absorción UV entre 200 y 450 

nm de los compuestos 22 y 23 disueltos en el buffer fosfato utilizado para la 

determinación de la actividad inhibitoria de colinesterasa (Figura 42). Se puede 

observar el corrimiento en el máximo de absorción debido a la presencia del hidroxilo 

libre en el C-3 luego de la pérdida del grupo sulfato en el espectro del compuesto 23. 
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Figura 42: Espectro UV de compuestos 22 y 23. 

Luego, se preparó una solución del compuesto 22 y se midió su espectro UV a 

tiempo 0, 30, 60 y 90 minutos luego de su disolución en el buffer (Figura 43).  

 
Figura 43: Espectros UV del compuesto 22 en buffer con el paso del tiempo. 

Las curvas muestran que en el tiempo transcurrido entre la preparación de la 

solución y la medición de la actividad no se observan cambios en la estructura del 

compuesto. Por lo que la mayor actividad es concordante con la presencia del grupo 

sulfato en la estructura del flavonoide. Este hecho indicaría que el grupo sulfato es 

23 
22 
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importante en la interacción con la enzima mejorando la inhibición de la misma. En el 

grupo de investigación se ha trabajado con derivados sulfatados de un triterpeno 

natural, calenduladiol (Figura 44), observando que la sulfatación de este compuesto no 

sólo mejora su solubilidad en el medio del ensayo, sino que además produce un 

aumento en la inhibición de la enzima pasando de un PI % de 31,2 a 94,1 a 0,5 mM 

(Vela Gurovic y col., 2009).  

 

Figura 44: Estructura de calenduladiol. 

Cuando es posible medir la actividad de compuestos aislados, mediante un 

fraccionamiento bioguiado, generalmente se observa un incremento de actividad en 

comparación con el extracto del que provienen. Es razonable esperar, que el 

compuesto 22 puro sea mucho más activo que el extracto etanólico y que la fracción 

cruda de donde proviene, debido a que contienen muchos otros componentes además 

de 22. Sin embargo, el compuesto puro puede que actúe sinergísticamente y que otros 

constituyentes aumenten la eficacia de la inhibición enzimática en el extracto y/o 

fracción activa. Esta puede ser la razón de que el valor de IC50 (225 µM ó 94 µg/ml) del 

compuesto 22 no sea tan bajo como se hubiera esperado, si bien es evidente el 

aumento de potencia a medida que nos acercamos al compuesto puro cuando se 

utilizan las mismas unidades de cuantificación. Así, se pasa de un porcentaje de 

inhibición de 50 % en el extracto a un 93,4 % para el compuesto puro a la misma 

concentración (120 µg/ml). Puede suponerse también, que al encontrarse el 

flavonoide sulfatado en gran cantidad en el extracto (rendimiento 4% p/p) y tener un 

peso molecular no tan alto, el aumento de actividad no se refleje en el valor de IC50 en 

µM. 
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Los casos de flavonoides inhibidores de ACE no son tan numerosos como los de 

alcaloides u otro tipo de compuestos, siendo éste el primer reporte de un flavonoide 

sulfatado con inhibición de la enzima ACE.  

Uno de los primeros trabajos de inhibición de ACE por flavonoides fue realizado 

por Ahmad y colaboradores (Ahmad y col., 2003) al investigar los constituyentes de 

Onosma hispida. El aislamiento bioguiado por la actividad inhibitoria enzimática, 

permitió aislar una nueva flavanona, hispidona (I) (Figura 45), con importante actividad 

inhibitoria no selectiva de ACE y BuCE (IC50=11,6 µM y 15,7 µM respectivamente) 

(Uriarte-Pueyo y col., 2011). A partir de los frutos de la especie Paulonia tomentosa se 

aislaron los flavonoides geranilados diplacona (II), 6-geranil-3,3’,5,5’,7-pentahidroxi-4’-

metoxiflavona (III) y 6-geranil-3’,5,5’,7-tetrahidroxi-4’-metoxiflavanona (IV) (Figura 45) 

con potente actividad inhibidora de ACE y BuCE humana, con valores de IC50 entre 7,2 

y 22,9 µM para ACE y entre 1,4 y 6,4 µM para BuCE, respectivamente. Ocho 

compuestos con estructuras relacionadas, aislados de la morácea Morus lhou, también 

demostraron potente actividad antiACE, siendo la flavona nueva 5’-geranil-4’-metoxi-

5,7,2’-trihidroxiflavona (V) (Figura 45) el compuesto de mayor actividad, con un tipo de 

inhibición mixta (IC50= 10,9 µM). Los flavonoides presentes en la fabácea Sophora 

flavescens fueron testeados para distintas actividades biológicas relevantes para la EA, 

manifestando significativa actividad inhibitoria de ACE, BuCE y BACE 1. Entre ellos, 

kaempferol (VI) y 8-C-lavanduril-kaempferol (VII) (Figura 45), relacionados 

estructuralmente con 22, mostraron valores de IC50 menores a 7 µM (Murray y col., 

2013). 

El establecimiento de relaciones estructura-actividad para los flavonoides 

resulta dificultoso debido a la gran variedad de estructuras químicas que presentan. 

Algunos autores sugieren que no sólo la presencia de un grupo metoxilo en posición 4´ 

es necesaria, sino que también un azúcar en posición 7 favorecería la inhibición de 

ACE. Se ha notado que en general, las flavanonas muestran menor actividad que las 

flavonas, sugiriendo que el doble enlace entre C-2 y C-3 desempeña un papel 
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importante. Respecto a los flavonoles, no existen patrones claros de relación 

estructura-actividad (Uriarte-Pueyo y col., 2011). 

Figura 45: Flavonoides con actividad inhibitoria de ACE. 

Esta tesis es el primer reporte de la presencia de 22 en F. bidentis, así como el 

primer trabajo completo de datos de RMN y actividad biológica de este compuesto. 
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III.5 Familia Verbenaceae 

Las verbenáceas presentan una distribución cosmopolita, con excepción del 

Ártico, la Antártida y desiertos secos. Esta familia posee 30 géneros y alrededor de 

1100 especies a nivel mundial. Muchas de sus especies herbáceas tienen propiedades 

medicinales como por ejemplo el “cedrón” (Aloysia citriodora) con propiedades 

digestivas. Son productoras de aceites esenciales, principalmente los géneros Duranta, 

Lantanea, Petraea y Lippia. A su vez, la familia contiene cientos de géneros 

ornamentales como Citharexylum, Glandularia, Verbena, entre otros. 

El género Lippia incluye aproximadamente 200 especies de hierbas, arbustos y 

árboles pequeños. Las especies se encuentran distribuidas principalmente en países de 

América Central, América del Sur y África tropical. La mayoría de ellas son utilizadas 

tradicionalmente como remedios para problemas gastrointestinales y respiratorios. 

Además, las hojas se utilizan como condimentos en preparaciones gastronómicas. 

Relacionada con estas propiedades culinarias, es importante destacar la especie Lippia 

dulcis Trevir., una planta con sabor dulce, cuyo principal componente, (+)-

hernandulcina (Figura 46), ha demostrado ser no tóxico y con propiedades endulzantes 

mil veces más potentes que la sacarosa (Pascual y col., 2001). 

Existen pocos estudios respecto a la composición química y actividad 

farmacológica de este género. Las especies más investigadas han sido L. multiflora y L. 

alba. La composición química de aceites esenciales de varias especies de Lippia ha sido 

investigada mediante CG, siendo limoneno, β-cariofileno, p-cimeno, alcanfor, linalool, 

α-pineno y timol los componentes más comunes (Figura 46). En cuanto a ácidos 

fenólicos, se han identificado una amplia variedad de derivados del ácido cafeico, p-

cumárico, ferúlico y sinápico (Figura 46). Es frecuente además, la presencia de gran 

cantidad de flavonoides, especialmente flavonas 6-hidroxiladas y metoxiflavonas. 

Finalmente, derivados triterpenoidales y esteroidales, usualmente en forma de 

saponinas, también han sido encontrados en este género (Pascual y col., 2001; 

Castellar y col., 2011).  
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Figura 46: Compuestos aislados de especies estudiadas del género Lippia. 

En cuanto a actividad farmacológica se refiere, podría decirse que existe una 

escasez de estudios detallados de bioactividad y aislamiento de metabolitos activos en 

el género Lippia. La mayoría de los trabajos han enfocado su atención en la actividad 

antimicrobiana, antifúngica, repelente y larvicida de los aceites esenciales o extractos 

(Pascual y col., 2001). Hasta el momento sólo se ha informado la investigación de 

Lippia javanica por su actividad inhibitoria de colinesterasas en un screening de plantas 

de Sudáfrica. El extracto etanólico demostró significativa actividad anti-ACE con un IC50 

de 0,36 mg/ml (Dzoyem y col., 2015). 

En Argentina podemos encontrar 45 especies de Lippia. Dentro de ellas, L. salsa  

se encuentra ampliamente distribuida en norte y centro de nuestro país, generalmente 

en zonas cercanas a cursos de agua. El aceite esencial de L. salsa ha sido estudiado 

junto al de otras plantas aromáticas bajo la premisa de identificar plantas medicinales 

y aromáticas que presenten un potencial interés comercial para un futuro programa de 

cultivo y conservación (Juliani y col., 2002). Los autores informan que el contenido de 

aceite esencial es muy bajo, menor al 0,1%, convirtiendo a la especie en una de las 

únicas del género que parece no acumular compuestos volátiles en cantidades 
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significativas. Sólo un 20% de la composición del aceite fue identificado, incluyendo 

ocimenona (7%), β-cubebeno (1,4%), γ-gurjuneno (1,6%) y un sesquiterpeno 

desconocido como componente mayoritario (Figura 47).  

 

Figura 47: Componentes mayoritarios del aceite esencial de L. salsa. 

L. salsa fue elegida para este trabajo en base a la actividad inhibitoria de ACE 

demostrada por su extracto etanólico y a los escasos antecedentes de estudios 

químicos y/o biológicos para esta especie. 

Se presenta a continuación el aislamiento e identificación de metabolitos de la 

especie con actividad inhibitoria de colinesterasa. 

 

III.5.1 Aislamiento bioguiado por la actividad inhibitoria enzimática de L. salsa 

Al extracto etanólico, obtenido del material vegetal fresco recolectado en 

Noviembre de 2012, se le realizó el ensayo de actividad inhibitoria de ACE y BuCE 

mediante el método de Ellman. Se obtuvo un IC50 de 0,89 mg/ml para ACE mostrando 

una potencia moderada y se observó inactividad frente a BuCE (IC50>>200 µM). Se 

procedió luego a aislar el/los metabolito/s responsables de la actividad observada.  

Debido a que las especies de este género presentan variedad de compuestos en 

su composición, se decidió realizar una partición general con solventes de distinta 

polaridad, hexano, AcOEt y H2O. La fracción de AcOEt presentó la mayor actividad al 

someterla al bioensayo (48% de inhibición a 0,45 mg/ml) por lo que se decidió 

continuar trabajando con ella. Los compuestos activos se purificaron mediante 
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cromatografía en columna, en primer lugar de sílica gel usando mezclas hexano:AcOEt 

de polaridad creciente y luego con Sephadex LH-20 y MeOH como fase móvil. De las 30 

fracciones obtenidas en la última purificación, se aisló el compuesto 26 puro (5,4 mg) a 

partir de una fracción activa. El compuesto 27 se aisló mediante TLC preparativa con la 

fase móvil CH2Cl2:MeOH (95:5) de otra fracción activa consecutiva a la que contenia 

26.  

Estos compuestos fueron identificados como los flavonoides luteolina (26) y 

apigenina (27) (Figura 48) mediante comparación de sus espectros de RMN de 1H y 13C 

con los encontrados en literatura (Harborne, 1994; Agrawal, 1989). 

O

O

HO

OH

R

OH

26 R=OH

27 R=H  

Figura 48: Compuestos 26 y 27. 

El creciente interés por los flavonoides se basa en la amplia variedad de 

actividades farmacológicas que poseen. Presentan una marcada habilidad para unirse 

a polímeros biológicos (enzimas, hormonas, ADN, etc.), quelar iones metálicos de 

transición (Fe2+, Cu2+ y Zn2+), catalizar el transporte electrónico y atrapar radicales 

libres. Se ha reportado efecto protector de flavonoides en varias patologías como 

diabetes mellitus, cáncer, enfermedades coronarias, infecciones virales, úlceras 

estomacales e inflamación. Otras propiedades notables son actividad antiviral, 

antialérgica, antitrombótica y capacidad inmunomoduladora. Los efectos 

farmacológicos de los flavonoides están relacionados con su actividad antioxidante; 

son antioxidantes poderosos frente a radicales libres y ROS (Uriarte-Pueyo y col., 

2011). 
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El estrés oxidativo desempeña un papel importante en el proceso patológico de 

enfermedades neurodegenerativas como EA. Numerosos estudios han demostrado 

que diferentes biomarcadores de estrés oxidativo se encuentran en elevadas 

concentraciones en los cerebros de pacientes con EA. Debido a esto, los flavonoides 

con actividad inhibitoria de ACE son compuestos naturales promisorios para 

desarrollar medicamentos multifuncionales para la EA. Las posibles ventajas de estos 

compuestos son, además de presentar algunos de ellos potente actividad antiACE, la 

importante capacidad antioxidante y baja toxicidad que presentan (Ji y col., 2006). 

 

III.5.2 Actividad inhibitoria de ACE y BuCE de compuestos 26 y 27  

La actividad observada para el extracto etanólico y fracciones de Lippia salsa 

puede atribuirse a la presencia de los compuestos 26 y 27. 

La actividad inhibitoria de ACE y BuCE de luteolina (26) ya ha sido cuantificada, 

siendo los valores de IC50 de 25,2 µM y 166,1 µM, respectivamente (Uriarte-Pueyo y 

col., 2011; Katalinic y col., 2010). Esta potencia moderada y selectividad para ACE ha 

llevado a científicos a continuar analizando el potencial neuroprotector de este 

flavonoide. Se ha demostrado que regula el desbalance redox en el cerebro 

reduciendo la generación de ROS intracelulares, preservando las funciones 

mitocondriales y disminuyendo la apoptosis relacionada con caspasas (Liu y col., 2011). 

Luteolina también atenúa la hiperfosforilación de la proteína tau inducida por zinc a 

través no sólo de su acción antioxidante, sino también por su regulación del sistema 

fosforilado/desfosforilado (Zhou y col., 2012). Además, inhibe la agregación del 

péptido Aβ, reduciendo significativamente los agregados por estabilización de un 

oligómero globular (Churches y col., 2014). Un estudio llevado a cabo por Sawmiller y 

colaboradores permitió demostrar que el compuesto 26 reduce las patologías de la EA 

causadas por lesiones cerebrales traumáticas, determinando la habilidad de luteolina 

de atravesar la barrera hematoencefálica (Sawmiller y col., 2014). Se ha establecido 
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además, que 26 es un potente inhibidor de BACE-1, enzima que controla el paso 

esencial en la formación de las placas amiloides (Zheng y col., 2015).  

Apigenina (27) pertenece a la subclase de flavonoides que presentan una baja 

toxicidad y antimutagenicidad. Se ha demostrado que es metabolizado por el cuerpo y 

puede circular en él luego de ser administrado oralmente, presentando una absorción 

relativamente rápida. Especialmente, tiene un alto nivel de distribución en el cerebro 

(Zhao y col., 2013). Experimentos previos muestran el efecto inhibitorio de apigenina 

en la enzima BACE-1, reduciendo los niveles de Aβ1-40 y Aβ1-42 en células neuronales 

(Shimmyo y col., 2008). Se ha demostrado también que 27 protege frente a 

neurotoxicidad inducida por el péptido Aβ en neuronas corticales de rata, regulando el 

desbalance redox y aumentando la integridad de las membranas (Zhao y col., 2011). 

Investigaciones más profundas mostraron que la neuroprotección ejercida por 

apigenina preserva las funciones mitocondriales y disminuye la apoptosis neuronal 

(Zhao y col., 2013). Se ha medido la inhibición de ACE y BuCE de este flavonoide 

mediante el método de Ellman informando un IC50 de 21,5 mM y 37,4 mM, 

respectivamente (Guo y col., 2010; Katalinic y col., 2010).  

Estos, entre otros estudios, permiten concluir que 26 y 27 son compuestos muy 

prometedores con un potencial de aplicación importante para disminuir el avance de 

la EA y sus síntomas. Por lo tanto, puede considerarse a la especie Lippia salsa como 

fuente de metabolitos secundarios inhibidores de colinesterasa con potencial interés 

en la terapia de la EA. 

Este trabajo representa el primer informe de la presencia de 26 y 27 en la 

especie Lippia salsa, así como también el primer reporte de actividad biológica de la 

especie. 
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III.6 Conclusiones 

Se recolectaron quince especies características de la región del sudoeste de la 

provincia de Buenos Aires, las cuales presentaron actividad inhibitoria de 

colinesterasas de muy buena a baja. Excepto H. tubispathus, las especies fueron 

elegidas por pertenecer a una zona de alta salinidad.  

Seis especies fueron seleccionadas para su estudio por ser abundantes en la 

zona, demostrar actividad inhibitoria de colinesterasas de moderada a muy buena, y 

presentar pocos o ningún antecedente de estudios químicos y/o de actividad biológica. 

Como era de esperar, las especies H. jamesonii y H. tubispathus mostraron una 

importante actividad inhibitoria de ACE y BuCE, tanto en sus extractos etanólicos como 

en sus extractos de alcaloides. Se estudió la composición de alcaloides de cada una de 

las especies, siendo este el primer reporte de estudio fitoquímico de H. tubispathus. 

Los resultados obtenidos muestran que la población de H. jamesonii del Salitral de la 

Vidriera presenta una composición distinta a los ejemplares de esta especie 

recolectados en otras zonas del país. Se confirma la hipótesis de que las diferencias en 

la producción de metabolitos secundarios podrían deberse a su crecimiento en 

condiciones de estrés en una zona de alta salinidad. La actividad inhibitoria de 

colinesterasa observada pudo explicarse por la presencia de alcaloides isoquinolínicos 

mayoritarios activos. Además, se aislaron los alcaloides mayoritarios de H. tubispathus, 

caracterizando completamente, por primera vez, los compuestos hippeastidina (6) y 3-

O-demetilhippeastidina (16), y evaluándolos como inhibidores de colinesterasa. 

La actividad inhibitoria de ACE observada para las especies H. olivascens y A. 

patagonica pudo ser justificada por la presencia de compuestos conocidos con 

actividad relacionada con la EA probada anteriormente. Este trabajo resulta el primer 

informe de composición de metabolitos secundarios y actividad biológica de ambas 

especies. 

El extracto etanólico de la especie Flaveria bidentis mostró una importante y 

selectiva actividad inhibitoria de ACE. El aislamiento bioguiado del extracto condujo al 
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aislamiento y completa caracterización espectroscópica de 3-sulfato de 6-

metoxikaempferol (22), no reportada hasta el momento. Con el fin de elucidar la 

estructura de 22 se prepararon, mediante transformaciones químicas sencillas, los 

derivados 23-25. El compuesto 22 presentó una actividad de moderada a baja para 

ACE e inactividad para BuCE, no justificando en su totalidad la actividad observada 

para el extracto etanólico de esta especie. Cabe considerar entonces, la posibilidad de 

que el compuesto actúe sinergísticamente con algún otro componente del 

subextracto. La menor actividad de los compuestos 23-25 respecto a la de 22 permitió 

deducir la importancia del grupo sulfato en la interacción con la enzima e inhibición de 

la misma. 

Los flavonoides luteolina (26) y apigenina (27) fueron aislados e identificados 

como los metabolitos secundarios responsables de la actividad inhibitoria de 

colinesterasa observada para la especie Lippia salsa. Su presencia en la especie es 

informada en este trabajo por primera vez. La habilidad de estos compuestos de 

inhibir las enzimas ACE y BuCE ya ha sido probada, así como también sus propiedades 

neuroprotectoras y de actividades relacionadas con la patología de la EA. 

Este trabajo de tesis permitió el estudio de seis especies características de la 

región para las cuales existían pocos o ningún antecedente en la literatura científica. El 

fraccionamiento guiado por el bioensayo de actividad enzimática dio lugar al 

aislamiento e identificación de compuestos no caracterizados hasta el momento o 

nuevas actividades para compuestos ya conocidos. Puede concluirse que la zona del 

Salitral de la Vidriera presenta especies con potencial de aplicación en el tratamiento 

de la EA. 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

CAPÍTULO IV 
- Experimental - 
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IV.1 General 

IV.1.1 Materiales 

Las cromatografías en columna se realizaron utilizando sílica gel 60 (70-230 

mesh, Merck) y LH-20 (GE-Healthcare), mientras que las cromatografías tipo flash se 

llevaron a cabo empleando sílica gel 60 (425-600 mesh, Merck). Para las 

cromatografías analíticas en capa fina (TLC) se usaron cromatofolios de sílica gel 60 F254 

(20 cm x 20 cm, 0.2 mm de espesor, Merck) y de sílica gel 60 RP-18 F254s (20 cm x 20 

cm, 0.2 mm de espesor, Merck). 

Para muestras solubles en el solvente de elución se preparó una solución 

concentrada y luego se agregó a la columna. Para muestras no solubles, se utilizó la 

técnica de preadsorción (pastilla): se agregó sílica gel a una solución concentrada de 

muestra en otro solvente, luego se evaporó el solvente y el polvo resultante se agregó 

a la columna. 

Para la detección de compuestos y revelado de cromatofolios se utilizó luz UV 

(254 nm y 366 nm) y se emplearon los siguientes reactivos reveladores: 

° p-anisaldehído: 5 ml de p-anisaldehído, 5 ml de H2SO4 concentrado, 1 ml 

de ácido acético glacial y 90 ml de EtOH. 

° Reactivo de Dragendorff: solución A: 17 g de subnitrato de bismuto y 

200 g de ácido tartárico en 800 ml de agua. Solución B: 160 g de ioduro de potasio 

en 400 ml de agua. El agente revelador para spray consta de 250 µl de cada una de 

las soluciones stock, A y B, y 1 g de ácido tartárico, en 5 ml de agua.  

Todos los solventes utilizados fueron previamente destilados. Para el análisis de 

muestras por HPLC se utilizaron solventes de calidad HPLC. 
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IV.1.2 Equipos 

Los espectros de RMN fueron registrados en un espectrómetro Bruker Avance 

600 (600 MHz y 150 MHz para 1H y 13C respectivamente), en un espectrómetro Bruker 

Avance 400 (400 MHz y 100 MHz para 1H y 13C respectivamente), o en un 

espectrómetro Bruker ARX 300 (300 MHz y 75 MHz para 1H y 13C respectivamente). Se 

utilizaron como solventes deuterados CDCl3, MeOD-d4 o DMSO-d6 con TMS como 

estándar interno. 

El análisis de muestras por HPLC semipreparativa se realizó en un cromatógrafo 

líquido-líquido KONIK 500 A, equipado con un inyector manual Rheodyne, con un loop 

de carga de 1 ml y un detector UV-VIS de longitud de onda variable, operando a 254 

nm. Se usó una columna Phenomenex Gemini 5 µm C18, 110 Å (250 x 10 mm). 

Los espectros de masa se registraron en un cromatógrafo de gases HP 6890 con 

detector selectivo de masas HP 5972, provisto de una columna capilar HP5-MS (30 m x 

250 µm x 0,25 µm), usando He como gas de transporte (1 ml/min). Los espectros de 

masa de alta resolución se realizaron en un espectrómetro LCT Premier XE de Waters, 

en modo positivo o negativo.   

Los espectros UV y las mediciones de actividad enzimática se registraron en un 

espectrofotómetro JASCO V-630BIO, adosado de controlador de temperatura Peltier. 

La evaporación de los solventes de extractos o fracciones de cromatografía se 

realizó en evaporador rotatorio marca Heidolph modelo Laborota 4000, a presión 

reducida, conectado a una bomba de vacío por cascada de agua marca Oakton modelo 

WP-15-1, manteniendo la temperatura del baño de agua entre 30 y 40ºC. 

 

IV.1.3 Material vegetal 

Las especies vegetales fueron recolectadas en la zona del Salitral de la Vidriera 

o en la ciudad de Bahía Blanca, Buenos Aires, Argentina, e identificadas 
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taxonómicamente por la Dra. María Gabriela Murray del Laboratorio de Plantas 

Vasculares, Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia, Universidad Nacional 

del Sur. Un ejemplar de cada especie fue depositado en el Herbario de DBByF. La 

recolección de especies en fechas anteriores al año 2009 fue realizada por otros 

miembros del grupo de investigación. En esos casos, se partió del material y se 

realizaron los extractos en pequeña escala. Las especies recolectadas, número de 

depósito en herbario, lugar y fecha de recolección se detallan a continuación.  

Allenrolfea patagonica (Moq.) Kuntze (MGM 391, Salitral de la Vidriera, 

Noviembre 2010). 

Beta vulgaris L. ssp. maritima  (L.) Arcang. (MGM 387, Salitral de la Vidriera, 

Diciembre de 2003). 

Blumenbachia insignis Schrad. (Salitral de la Vidriera, Noviembre de 2012). 

Flaveria bidentis (L.) Kuntze (MGM 544, Salitral de la Vidriera, Diciembre de 

2012). 

Grahamia bracteata Hook & Arn. (MGM 542, Salitral de la Vidriera, Noviembre 

de 2012). 

Habranthus tubispathus (L‘Her) Traub (MGM 484, ciudad de Bahía Blanca, 

Noviembre 2009). 

Habranthus jamesonii (Baker) Ravenna (MGM 541, Salitral de la Vidriera, 

Noviembre 2012). 

Heterostachys olivascens (Speg.) Speg. (MGM 388, Salitral de la Vidriera,  

Noviembre 2010 y 2011). 

Hyalis argentea D. Don ex Hook. & Arn. var. argentea (MGM 570, Salitral de la 

Vidriera, Noviembre de 2013). 

Jaborosa bergii Hieron (MGM 562, Salitral de la Vidriera, Noviembre de 2013). 
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Lippia salsa Griseb. (MGM 567, Salitral de la Vidriera, Noviembre 2012). 

Oxybasis macrosperma (Hook. f.) S. Fuentes, Uotila & Borsch (MGM 384, 

Salitral de la Vidriera, Noviembre de 2013). 

Pseudognaphalium leucopeplum (Cabrera) Anderb. (MGM 564 y 565, Salitral de 

la Vidriera, Diciembre 2013). 

Salsola kali L. var. kali (MGM 394, Salitral de la Vidriera, Diciembre 2004). 

Sarcocornia perennis (Mill.) A.J.Scott (MGM 392, Salitral de la Vidriera, 

Diciembre de 2003). 

Suaeda divaricata Moq. (MGM 423, Salitral de la Vidriera, Noviembre de 2013). 

 

IV.1.4 Ensayo cualitativo de inhibición de ACE en cromatofolios 

Se siguió el procedimiento descripto por Rhee y colaboradores (Rhee y col., 

2001). La determinación cualitativa de la actividad inhibitoria de ACE se llevó a cabo 

sobre cromatofolios de fase normal. Se sembraron sobre el cromatofolio las muestras 

a ensayar por duplicado (placa control y placa para el ensayo biológico), se 

desarrollaron las placas con la fase móvil adecuada y se dejaron secar. Se preparó, en 

el momento del ensayo, una solución sustrato/reactivo de color disolviendo 12,7 mg 

de ioduro de acetiltiocolina (ATCI) y 17,5 mg ácido 5,5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 

en un volumen de 10 ml de solución de Na2HPO4 0,1 M. Con esta solución se rociaron 

las placas cromatográficas y se dejaron reposar por 30 minutos. Pasado ese tiempo, se 

rociaron las placas con una solución previamente preparada de 500 U de enzima 

liofilizada en 100 mL de buffer fosfato A. Al cabo de 3 min se observaron las zonas de 

inhibición como manchas blancas contra un fondo amarillo. Se determinaron los 

valores de Rf donde se encuentraron los compuestos inhibidores. Se empleó eserina 

como control positivo, sembrando 5 µl de una solución de 1 mg/ml en MeOH en las 

mismas condiciones que las muestras. 
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IV.1.5 Ensayo cuantitativo de inhibición de colinesterasas  

ACE de anguila eléctrica (500 U, Sigma) y BuCE de suero equino (300 U, MP 

Biomedicals) se utilizaron como fuente de colinesterasas. La actividad inhibitoria de 

ACE y BuCE fue determinada in vitro mediante el método espectrofotométrico 

desarrollado por Ellman con pequeñas modificaciones (Ellman y col., 1961). Cada 

enzima liofilizada fue disuelta en buffer A (8 mM K2HPO4, 2,3 mM NaH2PO4), 

obteniendo una solución stock de 5 U/ml y 3 U/ml respectivamente. Se realizó una 

dilución posterior de las soluciones con buffer B (8 mM K2HPO4, 2,3 mM NaH2PO4, 0,15 

M NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7,6) alcanzando concentraciones de 0,126 U/ml y 0,06 

U/ml respectivamente. Las muestras se disolvieron en buffer B, en algunos casos con 

2,5 % de MeOH como cosolvente. 300 µl de la solución de la enzima y 300 µl de la 

muestra se mezclaron en un tubo de ensayo y se incubaron por 60 o 120 minutos a 

temperatura ambiente. Se inició la reacción adicionando 600 µl de la solución del 

sustrato y reactivo de color (0,5 mM DTNB, 0,6 mM ATCI o ioduro de butiriltiocolina 

(BTCI), 0,1 M Na2HPO4, pH 7,5). La absorbancia se registró a 405 nm por 120 s a 27°C. 

La actividad enzimática se calculó por comparación de las velocidades de reacción 

entre la muestra y el blanco. La concentración de muestra que muestra el 50% de 

inhibición (IC50) se calculó por regresión no lineal de la curva respuesta vs log 

(concentración) utilizando GraphPadPrism 5. Todas las reacciones se midieron por 

triplicado. Tacrina se utilizó como inhibidor de referencia. DTNB, ATCI, BTCI y tacrina 

fueron adquiridos de Sigma. 

 

IV.2 Extracción, aislamiento e identificación de metabolitos secundarios 

IV.2.1 Habranthus jamesonii 

Se extrajeron los bulbos de H. jamesonii (544 g) con EtOH a temperatura 

ambiente durante dos semanas. Luego de la evaporación del solvente a presión 

reducida, el extracto etanólico (EE-Jb) obtenido fue tratado durante una hora con HCl 
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2% (450 ml) y luego filtrado. Se agregó una solución de NaHCO3 3M al sobrenadante 

hasta pH 9 y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 500 ml) para obtener 150 mg de extracto de 

alcaloides (EA-Jb). Las partes aéreas de H. jamesonii (162 g) se trataron de igual forma 

obteniendo 2,3 g de extracto etanólico (EE-Jpa) y 24 mg de extracto de alcaloides (EA-

Jpa). 

Ambos extractos de alcaloides fueron analizados mediante CG-EM. Las 

temperaturas del inyector y el detector se fijaron a 250 °C y el programa de 

temperatura del horno fue el siguiente: 100 °C durante 2 min, aumento de la 

temperatura a 15 °C/min hasta 180 °C, se mantuvo 1 min y luego se programó a 

5°C/min hasta 280 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 10 min. Los espectros 

de masa fueron adquiridos entre 35-500 uma a 70 eV. Se empleó He como gas 

portador a 1 ml/min. Los compuestos se identificaron por comparación de sus 

espectros de masa con los almacenados en la base de datos (NBS75K.L MS DATA) o con 

los hallados en literatura. Las cantidades relativas (%) se obtuvieron directamente del 

área de los picos del cromatograma. 

 

IV.2.2 Habranthus tubispathus 

Los bulbos de H. tubispathus, 1,6 kg, fueron colocados a macerar en EtOH (5 l) 

por 15 días. Luego de transcurrido ese tiempo, el extracto fue secado a presión 

reducida, obteniendo 83 g del extracto etanólico de bulbos (EE-Tb). 

El EE-Tb fue disuelto en HCl 2 % (600 ml) y filtrado luego de una hora. La 

solución remanente se basificó hasta pH 9 con NaHCO3 3 M y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 

600 ml) dando lugar al extracto bruto de alcaloides (EA-Tb, 368,8 mg). Este extracto fue 

analizado mediante CG-EM. Las temperaturas del inyector y el detector se fijaron a 250 

°C y el programa de temperatura del horno fue el siguiente: 100 °C durante 2 min, 

aumento de la temperatura a 15 °C/min hasta 180 °C, se mantuvo 1 min y luego se 

programó a 5°C/min hasta 280 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 10 min. Los 

espectros de masa fueron adquiridos entre 35-500 uma a 70 eV. Se empleó He como 
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gas portador a 1 ml/min. Los compuestos se identificaron por comparación de sus 

espectros de masa con los almacenados en la base de datos (NBS75K.L MS DATA) o con 

los hallados en literatura. Las cantidades relativas (%) se obtuvieron directamente del 

área de los picos del cromatograma. 

Una porción del EA-Tb (226,4 mg) fue sometido a cromatografía en columna de 

sílica gel 60 (11,3 g, 70-230 mesh) eluyendo con CH2Cl2 gradualmente enriquecido con 

MeOH. Se recolectaron 190 fracciones de 5 ml cada una, las cuales fueron combinadas 

de acuerdo a sus perfiles cromatográficos en TLC con la fase móvil CH2Cl2:MeOH:H2O 

(85:14:1) y usando p-anisaldehído y reactivo de Dragendorff como reveladores (EA-Tb1-

12). La fracción EA-Tb7 (F122-123) redisuelta en MeOH llevo a la cristalización espontanea 

del compuesto 8 (7,4 mg). El compuesto 6 (5,1 mg) fue aislado en la fracción EA-Tbx 

(F143-148). 

La fracción EA-Tb12 fue sometida a cromatografía analítica preparativa con la 

fase móvil n-BuOH:AcOH:H2O (12:3:5) pudiéndose obtener 3,6 mg del compuesto 16 

puro. 

Compuesto 8  

Licorina. RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6, ppm): δ 6,80 (s, 1H, H-10), 6,68 (s, 1H, H-7), 

5,96 (d, 1H, OCH2O), 5,94 (d, J= 7,5 Hz, 1H, OCH2O), 5,36 (brs, 1H, H-3), 4,87 (d, J= 6, 

1H, OH-2), 4,76 (dd, J= 4,25, 0,5 Hz, 1H, OH-1), 4,27 (bs, 1H, H-1), 4,01 (d, J= 14,4 Hz, 

1H, H-6β), 3,97 (m, 1H, H-2), 3,31 (d, J= 14,4 Hz, 1H, H-6α), 3,19 (dd, J= 14,4 Hz, 8,6 Hz, 

1H, H-12β), 2,60 (d, J= 10,6 Hz, 1H, H-4a), 2,5 (nd, 1H, H-10b), 2,43 (m, 2H, H-11), 2,20 

(ddd, J= 14,4 Hz, 8,6 Hz, 1,5 Hz, 1H, H-12α).  

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6, ppm): δ 145,5 (C-9), 145,1 (C-8), 141,6 (C-4), 129,6 (C-

6a), 129,5 (C-10a), 118,4 (C-3), 106,9 (C-7), 104,9 (C-10), 100,4 (OCH2O), 71,6 (C-2), 

70,1 (C-1), 60,7 (C-4a), 56,6 (C-6), 53,2 (C-12), 40,1 (C-10b), 28,0 (C-11). 
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Compuesto 6 

Hippeastidina. RMN de 1H (300 MHz, MeOD-d4, ppm): δ 6,23 (s, 1H, H-7), 4,59 (d, J= 

15,8 Hz, 1H, H-6α), 4,00 (d, J=15,8 Hz, 1H, H-6β), 3,77 (s, 3H, 9-OCH3), 3,72 (s, 3H, 8-

OCH3), 3,67 (t, J= 12,2 Hz, 11,8 Hz, 1H, H-12exo), 3,38 (d, J= 11,6 Hz, 1H, H-4a), 3,35 (s, 

3H, 3-OCH3), 3,28 (d, J= 14,5 Hz, 1H, H-1), 3,22 (m, 1H, H-3), 3,13 (m, 1H, H-12endo), 

2,44 (m, 1H, H-11exo), 2,23 (dd, J= 23,7, 11,2 Hz, 1H, H-4α), 2,02 (d, J= 13,2 Hz, 1H, H-

2), 1,98 (os, 1H, H-11endo), 1,76 (t, J= 14,5, 4,2 Hz, 1H, H-1), 1,42 (m, 1H, H-2), 1,27 

(dd, J= 23,7, 11,6 Hz, 1H, H-4β). 

RMN de 13C (75 MHz, MeOD-d4, ppm): δ 151,7 (C-9), 148,1 (C-10), 135,5 (C-8), 124,2 (C-

10a), 123,7 (C-6a), 101,0 (C-7), 76,7 (C-3), 68,1 (C-4a), 59,9 (C-6), 59,9 (8-OCH3), 55,1 

(9-OCH3), 54,9 (3-OCH3), 51,8 (C-12), 44,1 (C-10b), 34,2 (C-11), 31,6 (C-4), 26,9 (C-2), 

25,9 (C-1). 

Compuesto 16 

3-O-demetilhippeastidina. RMN de 1H (300 MHz, MeOD-d4, ppm): δ 6,22 (s, 1H, H-7), 

4,49 (d, J= 15,4 Hz, 1H, H-6α), 3,86 (d, J= 15,4 Hz, 1H, H-6β), 3,79 (s, 3H, 9-OCH3), 3,77 

(s, 3H, 8-OCH3), 3,57 (m, 1H, H-3), 3,53 (os, 1H, H-12exo), 3,27 (d, J= 14,4 Hz, 1H, H-1), 

3,19 (t, J= nd, 1H, H-4a), 2,96 (brs, 1H, H-12endo), 2,38 (m, 1H, 11exo), 2,08 (brs, 1H, 

4α), 1,95 (os, 1H, 11endo), 1,91 (os, 1H, H-2), 1,79 (m, 1H, H-1), 1,52 (m, 1H, H-2), 1,33 

(dd, J= nd, H-4β). 

RMN de 13C (75 MHz, MeOD-d4, ppm): δ 151,2 (C-9), 147,8 (C-10), 135,0 (C-8), 126,6 

(C-10a), 124,9 (C-6a), 100,8 (C-7), 67,8 (C-4a), 67,6 (C-3), 60,7 (C-6), 59,7 (8-OCH3), 54,8 

(9-OCH3), 51,4 (C-12), 43,3 (C-10b), 35,6 (C-4), 34,9 (C-11), 30,3 (C-2), 26,4 (C-1). 
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IV.2.3 Heterostachys olivascens 

El material vegetal (1,8 kg), de la planta entera, fue cortado en pequeños trozos 

y colocado a macerar con EtOH (7 l) durante dos semanas a temperatura ambiente. 

Una vez evaporado el solvente, se obtuvieron 277,9 g de extracto etanólico (EE). 

Porciones de 50 g del EE fueron suspendidas en 500 ml de HCl 0,5 M y extraídas con 

CH2Cl2 (3 x 400 ml, EE-1) hasta completar la totalidad del EE. La fase ácida remanente, 

en cada caso, se basificó con NH4OH hasta pH 9 y fue particionada con CH2Cl2 (3 x 400 

ml, EE-2) y n-BuOH (3 x 400 ml, EE-3) sucesivamente. 

Una porción de la fracción EE-1 (1,6 g) fue sometida a cromatografía en 

columna de sílica gel 60 (64 g, 70-230 mesh) eluyendo con mezclas hexano:AcOEt de 

polaridad creciente. Se recolectaron 112 fracciones de 25 ml, las cuales fueron 

agrupadas según sus perfiles cromatográficos en TLC de fase normal con la fase móvil 

hexano:AcOEt (50:50) (EE-11-11) y p-anisaldehído como revelador. 

La subfracción EE-18 (82,3 mg) fue nuevamente sometida a cromatografía en 

columna de sílica gel 60 (5 g, 70-230 mesh) usando mezclas hexano:Et2O como fase 

móvil. Se recolectaron 133 fracciones (4 ml) que fueron monitoreadas mediante TLC de 

fase normal con la fase móvil hexano: Et2O (50:50) y usando p-anisaldehído como 

revelador. Luego de ser secadas, se combinaron en 8 fracciones finales según sus 

perfiles cromatográficos. De una de ellas se aisló la mezcla de compuestos 17, 18 y 19 

(4,5 mg). Para su identificación, se disolvió una porción de la muestra (2 mg) en 30 µl 

de piridina y se trató con 30 µl de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). La 

mezcla se calentó a 70 °C por 30 min. Se realizó luego, la inyección de la muestra en el 

CG-EM, identificando a los compuestos en base a la comparación de sus espectros de 

masa con los de la biblioteca del equipo como trimetilsilil éster del ácido 

hexadecanoico (1, tR: 20,3 min, 73,7%), trimetilsilil éster del ácido cis-9-octadecenoico 

(2, tR: 21,9 min, 17,5%) y trimetilsilil éster del ácido octadecanoico (3, tR: 22,1 min, 

8,8%). Las temperaturas del inyector y el detector se fijaron a 250 °C y el programa de 

temperatura del horno fue el siguiente: 80 °C durante 5 min, aumento de la 

temperatura a 8 °C/min hasta 280 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 15 min. 
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Los espectros de masa fueron adquiridos entre 35-500 uma a 70 eV. Se empleó He 

como gas portador a 1 ml/min. 

El subextracto EE-2 (150,2 mg) fue fraccionado mediante cromatografía en 

columna tipo flash usando sílica gel 60 (7,5 g, 425-600 mesh) como fase estacionaria y 

mezclas CH2Cl2:MeOH de polaridad creciente como fase móvil. Las fracciones 

recolectadas (133 fracciones, 3 ml) se agruparon en 17 fracciones finales (EE-2a-q) de 

acuerdo a sus perfiles cromatográficos en cromatofolios de sílica gel 60 desarrollados 

con la fase móvil CH2Cl2:MeOH (80:20) y revelados con p-anisaldehído y reactivo de 

Draggendorf.  

El compuesto 20 fue aislado en la fracción EE-2i e identificado mediante CG-EM, 

RMN de 1H y 13C. Para la cromatografía gaseosa las temperaturas del inyector y el 

detector se fijaron a 250 °C y el programa de temperatura del horno fue el siguiente: 

50°C durante 2 min, aumento de la temperatura a 10 °C/min hasta 280 °C y se 

mantuvo a esa temperatura durante 13 min. Los espectros de masa fueron adquiridos 

entre 35-500 uma a 70 eV. Se empleó He como gas portador a 1 ml/min.   

Compuesto 20 

Salsolina. RMN de 1H (300 MHz, CDCl3, ppm): δ 6,68 (s, 1H, H-8), 6,54 (s, 1H, H-5), 4,06 

(d, J= 6 Hz, 1H, H-1), 3,84 (s, 3H, OCH3), 3,24 (m, 1H, H-3), 3,01 (m, 1H, H-3), 2,80 (m, 

2H, H-4), 1,43 (d, J= 6 Hz, 3H, -CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3, ppm): δ 145,4 (C-7), 144,1 (C-6), 132,3 (C-10), 125,7 (C-9), 

112,0 (C-5), 111,2 (C-8), 56,0 (OCH3), 51,2 (C-1), 41,7 (C-3), 29,8 (C-4), 22,5 (-CH3). 

MS: 193 ([M+], 3), 192 (12), 178 (100), 163 (17), 149 (11), 134 (7), 122 (6), 43 (25). 

 

Por otra parte, el subextracto EE-3 (500 mg) fue sometido a cromatografía en 

columna usando Sephadex LH-20 como fase estacionaria y MeOH como fase móvil 

(600 ml). Se obtuvieron 7 fracciones finales de 80 ml cada una (EE-3a-g). La fracción EE-
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3e fue disuelta en MeOH calidad HPLC y sometida a HPLC usando una columna 

semipreparativa Phenomenex Gemini 5 µm C18, 110 Å (250 x 10 mm) e inyectando 500 

µl de muestra a purificar. Como fase móvil se utilizó una mezcla de MeOH:H2O (85:15) 

durante 25 min. La longitud de onda de detección se fijó en 254 nm. De esta manera se 

obtuvo el compuesto 21 de forma pura (10 mg, tR 5,3 min). 

Compuesto 21  

Glicinbetaína. RMN de 1H (300 MHz, MeOD-d4, ppm): δ 3,93 (s, 2H, H-2), 3,40 (s, 9H, -

CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, MeOD-d4, ppm): δ 169,6 (C-1), 67,4 (C-2), 60,3 (-CH3). 

 

IV.2.4 Allenrolfea patagonica 

Las partes aéreas frescas de A. patagonica (2 kg) fueron extraídas con EtOH (8 l) 

durante dos semanas, luego de evaporar el solvente se obtuvieron 136 g de extracto 

etanólico (A). Porciones del extracto A (45 g) fueron suspendidas en 500 ml de HCl 0,5 

M y extraídas sucesivamente con CH2Cl2 (4 x 400 ml) hasta completar la totalidad del 

extracto A. Las fases ácidas remanentes se basificaron con NH4OH hasta pH 8 y se 

extrajeron nuevamente con CH2Cl2 (4 x 400 ml). Las fracciones diclorometánicas 

combinadas y secas dieron lugar a los sub-extractos B (2,19 g) y C (240 mg) 

respectivamente. 

Una parte del subextracto diclorometánico B (1 g) fue sometido a 

cromatografía en columna de sílica gel 60 (60 g, 70-230 mesh) eluyendo con mezclas 

de CH2Cl2:MeOH de polaridad creciente. Se obtuvieron 144 fracciones (5 ml), las cuales 

fueron agrupadas en 11 fracciones finales (B1-11) según su desarrollo en TLC con la fase 

móvil CH2Cl2:MeOH (80:20) y usando p-anisaldehído como revelador. A las fracciones 

B6 y B8 se le realizaron espectros de RMN de 1H y 13C. 
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El subextracto C fue sometido a cromatografía en columna, usando sílica gel 60 

(12 g, 70-230 mesh) como fase estacionaria y mezclas CH2Cl2:MeOH como fases 

móviles, obteniendo así, 8 fracciones finales (C1-8, 3 ml). Mediante la tabla de 

movilidades en TLC de lípidos de betaína, galactolípidos y fosfolípidos en distintos 

sistemas de solventes reportada por Dembitsky (Dembitsky y col., 1996), pudieron 

identificarse fosfatidilcolinas en las fracciones C6 y C7. Se emplearon cromatofolios de 

sílica gel 60 con las siguientes fases móviles CHCl3:MeOH:H2O (65:25:4), 

CHCl3:AcOH:MeOH:H2O (75:25:5:2,2) y CHCl3:Acetona:MeOH: AcOH:H2O 

(100:40:20:30:10).  

 

IV.2.5 Flaveria bidentis 

La planta entera, cortada en pequeños trozos (480,6 g) fue colocada en 

erlenmeyers de 2 l a macerar en etanol (96%) a temperatura ambiente. Luego de 15 

días el sobrenadante fue filtrado y el solvente evaporado bajo presión reducida en 

rotavapor usando un baño de agua a 40°C. El residuo obtenido (41,4 g) fue suspendido 

en 800 ml de una mezcla hexano: H2O (50:50) y se extrajo sucesivamente con hexano 

(4 x  400 ml). La fracción acuosa fue concentrada a mínimo volumen bajo presión 

reducida y colocada en heladera durante 24 hs obteniendo, luego de cristalización en 

agua y filtración, 198 mg del compuesto 22 como un sólido amarillo intenso (p.f.: 193-

195 °C). 

Compuesto 22   

6-metoxikaempferol-3-sulfato. RMN de 1H (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 8,08 (d, 2H, J= 

8,9 Hz, H-2´y H-6´), 6,85 (d, 2H, J= 8,9 Hz, H-3´y H-5´), 6,53 (s, 1H, H-8), 3,74 (s, 3H, 6-

OCH3).  

RMN de 13C (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 178,1 (C-4), 159,9 (C-4´), 157,2 (C-7), 156,5 (C-

5), 152,6 (C-9), 151,4 (C-2), 132,0 (C-3), 131,2 (C-6), 130,8 (C-2´y C-6´), 121,3 (C-1´), 

115,2 (C-3´y C-5´), 104,6 (C-10), 93,8 (C-8), 60,1 (6-OCH3).  
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HRMS (ESI) Calculado para C16H11SO10Na2 [M+Na]+ 440,9868, encontrado 440,9864. 

 

Semisíntesis de derivados del compuesto 22  

� Obtención del compuesto 23 

0,096 mmol (40 mg) de 6-metoxikaempferol-3-sulfato (22) se disolvieron en 3 

ml de HCl (0,1 M) y se colocaron en un balón de 10 ml adosado a un refrigerante. La 

solución fue agitada con agitador magnético a reflujo durante 12 h. Transcurrido ese 

tiempo, la mezcla de reacción fue enfriada hasta tomar temperatura ambiente y 

colocada en una ampolla de decantación de 25 ml. La solución fue particionada con 3 

porciones de 5 ml de AcOEt y secada sobre MgSO4 anhidro. Se obtuvieron 27,7 mg del 

compuesto puro 23 como un sólido amarillo brillante, con un rendimiento del 95%.  

Compuesto 23  

6-metoxikaempferol. RMN de 1H (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 12,56 (brs, 5-OH), 10,70 

(brs, 7-OH), 10,12 (brs, 4´-OH), 9,41 (brs, 3-OH), 8,04 (d, 2H, J= 12 Hz, H-2´y H-6´), 6,92 

(d, 2H, J= 12 Hz, H-3´y H-5´), 6,54 (s, 1H, H-8), 3,75 (s, 3H, 6-OCH3).  

RMN de13C (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 176,2 (C-4), 159,6 (C-4´), 157,2 (C-7), 151,8 (C-

5), 151,4 (C-9), 147,0 (C-2), 135,4 (C-3), 130,9 (C-6), 129,6 (C-2´y C-6´), 121,7 (C-1´), 

115,5 (C-3´y C-5´), 103,5 (C-10), 93,8 (C-8), 60,0 (6-OCH3).  

HRMS (ESI) Calculado para C16H12O7Na [M+Na]+ 339,0481, encontrado 339,0478. 

 

� Obtención del compuesto 24  

0,096 mmol (40 mg) de 6-metoxikaempferol-3-sulfato (22) fueron colocados en 

un balón y se disolvieron en 1 ml de Et2O. Luego, se agregaron 0,096 mmol (0,01 mL) 

de C4H10N2Si y 12,3 mmol (0,5 mL) de MeOH. La mezcla fue agitada a temperatura 
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ambiente hasta observar conversión total por TLC. La solución fue llevada a sequedad 

en dedo frío obteniéndose 30,4 mg del compuesto 24 puro.  

Compuesto 24  

3-sulfato de 6,7-dimetoxikaempferol. HRMS (ESI) Calculado para C17H13SO10Na2 

[M+Na]+ 455,0025, encontrado 455,0010. 

Compuesto 24-S 

6,7-dimetoxikaempferol  

RMN de 1H (600 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 8,08 (d, 2H, J=  6 Hz, H-2´y H-6´), 6,93 (d, 2H, J= 

6 Hz, H-3´y H-5´), 6,88 (s, 1H, H-8), 3,91 (s, 3H, 7-OCH3) 3,73 (s, 3H, 6-OCH3).  

RMN de 13C (150 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 176,2 (C-4), 159,4 (C-4´), 158,6 (C-7), 151,6 (C-

9), 151,1 (C-5), 147,4 (C-2), 135,8 (C-3), 131,6 (C-6), 129,7 (C-2´y C-6´), 121,7 (C-1´), 

115,5 (C-3´y C-5´), 104,4 (C-10), 91,3 (C-8), 60,2 (6-OCH3), 56,5 (7-OCH3). 

 

� Obtención del compuesto 25  

En un balón de 10 ml se disolvieron 0,096 mmol (40 mg) de 6-

metoxikaempferol-3-sulfato (22) en 1 ml de Et2O. Se agregaron luego, 0,384 mmol (0,2 

mL) de C4H10N2Si y 37 mmol (1,5 ml) de MeOH. Después de 24 h de agitación a 

temperatura ambiente, la mezcla de reacción fue concentrada a sequedad en dedo frío 

y purificada mediante TLC preparativa (Sílica gel F254; CH2Cl2: MeOH (80:20)) para 

obtener 21,8 mg del compuesto 25 con 66% de rendimiento.  

Compuesto 25 

3-sulfato de 5,5´,6,7-tetrametoxikaempferol. HRMS (ESI) Calculado para 

C19H17SO10Na2 [M+Na]+ 483,0338, encontrado 483,0340. 



Experimental  - 122 - 
 

- Cavallaro Valeria - 

Compuesto 25-S 

5,5´,6,7-tetrametoxikaempferol. RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 8,18 (d, 2H, 

J= 18 Hz, H-2´y H-6´), 7,02 (d, 2H, J= 18 Hz, H-3´y H-5´), 7,12 (s, 1H, H-8), 3,94 (s, 3H, 7-

OCH3), 3,85 (s, 3H, 5-OCH3), 3,81 (s, 3H, 4´-OCH3), 3,73 (s, 3H, 6-OCH3).  

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-d6, ppm) δ 176,2 (C-4), 160,6 (C-4´), 157,1 (C-7), 152,9 (C-

9), 152,7 (C-5), 151,4 (C-2), 139,3 (C-3), 134,4 (C-6), 130,2 (C-2´y C-6´), 123,3 (C-1´), 

113,5 (C-3´y C-5´), 112,4 (C-10), 96,8 (C-8), 61,9 (5-OCH3), 61,0 (6-OCH3), 56,4 (7-OCH3), 

55,3 (4´-OCH3) 

 

Espectros UV del compuesto 22 

Se preparó una solución de concentración 1 mg/ml del compuesto 22 disuelto en 

buffer B (8 mM K2HPO4, 2,3 mM NaH2PO4, 0,15 M NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7,6). Se 

tomaron alícuotas de la solución al momento de prepararla y luego de 30, 60 y 90 min, 

y se registró su espectro UV entre 200 y 450 nm. La solución se mantuvo al resguardo 

de la luz en todo momento. 

 

IV.2.6 Lippia salsa 

El material vegetal (172 g) fue cortado y colocado a extraer en etanol (96% v/v; 

3 l) a temperatura ambiente durante dos semanas. Una vez transcurrido ese tiempo, 

se filtró el material sólido y el etanol se evaporó en rotavapor con baño de agua a 

40°C. Se obtuvieron 34 g de extracto etanólico que fueron suspendidos en 400 ml de 

agua destilada y extraídos sucesivamente con hexano (3 x 300 ml) y AcOEt (3 x 300 ml) 

dando origen a las fracciones I, II y III, respectivamente. De acuerdo a su actividad 

inhibitoria de ACE se purificó la fracción de mayor actividad. 

La fracción II (1,25 g) fue sometida a cromatografía en columna de sílica gel 60 

(60 g) con mezclas de polaridad creciente hexano: AcOEt. Se recolectaron 18 



Experimental  - 123 - 
 

- Cavallaro Valeria - 

fracciones de 125 ml cada una, que fueron concentradas y agrupadas en 4 fracciones 

finales (Fi-iv) según su perfil en cromatofolios de sílica gel con la fase móvil 

CH2Cl2:MeOH (95:5) y usando p-anisaldehído como revelador.  

La fracción Fiii (110,4 mg) fue sometida nuevamente a cromatografía en 

columna, usando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y fase móvil MeOH (400 ml). 

Se colectaron 6 fracciones (F1-6) de 50 ml cada una. El compuesto 26 fue obtenido puro 

en la fracción F4 (5,4 mg). 

Compuesto 26 

Luteolina. RMN de 1H (400 MHz, MeOD-d4, ppm) δ 7,38 (m, 2H,  H-2´ y H-6´), 6,89 (d, 

1H, H-5´), 6,53 (s, 1H, H-3), 6,42 (d, 1H, H-8), 6,19 (d, 1H, H-6). 

RMN de 13C (100 MHz, MeOD-d4, ppm) δ 183,8 (C-4), 166,3 (C-7), 163,2 (C-2), 162,8 (C-

9), 159,4 (C-5), 151, 0 (C-4´), 147,0 (C-3´), 123,7 (C-6´), 120,3 (C-1´), 116,8 (C-5´), 114,2 

(C-2´), 103,8 (C-10), 99,9 (C-6), 94,8 (C-8). 

 

De la fracción F3 (7,7 mg) se aisló el compuesto 27 (2,4 mg), luego de 

cromatografía en capa fina preparativa (Sílica gel F254) con la mezcla CH2Cl2: MeOH 

(95:5). 

Compuesto 27  

Apigenina. RMN de 1H (400 MHz, MeOD-d4, ppm) δ 7,86 (d, 2H, H-2´y H-6´), 6,94 (d, 

2H, H-3´y H-5´), 6,59 (s, 1H, H-3), 6,46 (d, 1H, H-8), 6,20 (d, 1H, H-6).  

RMN de 13C (100 MHz, MeOD-d4, ppm) δ 183,9 (C-4), 166,5 (C-2), 166,3 (C-7), 163,2 (C-

5), 162,8 (C-4´), 159,5 (C-9), 129,4 (C-2´y C-6´), 123,3 (C-1´), 117,0 (C-3´y C-5´), 105,2 (C-

10), 103,8 (C-3), 100,3 (C-6), 95,2 (C-8). 
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Espectro NOESY del compuesto 6 (MeOD) 

 
 

Espectro HSQC del compuesto 6 (MeOD) 

 
 



Anexo de Espectros  - 143 - 

 

- Cavallaro Valeria - 

Espectro HMBC del compuesto 6 (MeOD) 
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Espectro HMBC del compuesto 24 (DMSO) 
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NOP%QPRSP%TRUUPVPWXWYW%TPUZP%[\S]O%̂PUP_ÒPWaW%TPUZP%bRS̀P%cPdeU_PW%fPePS̀P%QP_SP%NSgPP%POh%%
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�Nc���W%PO%\OgV�\%e�Pe%aPePSVg\d%Pa\eVSa�_S̀O\%�VhU_SVd̀dW%
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³PSPOe�P�̀O\%�$�W%P%OPeRUPS%PS¡PS_̀h%�̀Ude%_XeP̀O\h%�U_�%
ḱ�k}{���%d���%�Pd%P��U_j\h%XV%®̄ �̂¦N%Ò%�¢¢��%
µR�\Ug̀O\%N%�'�W%PO%PS¡PS_̀h%�_ROh%̀O%¶�yxz·�k%d���W%̀d%PO%
Nc��̀%a_��\UàPS̀g\h%Pd%P%h̀\ePUV%dR��S\�\Oe%�_U%�\�_UV%
dR��_Ue%POh%̀e%̀d%Rd\h%e_%eU\Pe%N¦%dV��e_�d%̀O%c�̀OP�%��̀d%
PS¡PS_̀h%�Pd%X\\O%e�_U_R��SV%deRh̀\h%�̀e�%�U_�̀d̀O�%%
U\dRSed%V̀\Sh\h%�PUèaRSPUSV%�U_�%e�\%\jPSRPè_O%_�%a_�Òèj\%%
%

%

YNhhU\dd%a_UU\d�_Oh\Oa\%e_%e�̀d%PRe�_U%Pe%e�\%ªf̧ ®ª̄®²�c¹fªc��W%
%¦\�PUeP�\Oe_%h\%̧RZ�̀aPW%®Òj\Ud̀hPh%fPà_OPS%h\S%̄RUW%[P�ZP%[SPOaPW%
NU�\OèOPº%�\S«%»¼%�°�%¼»°»�¢�%\�e�%±»± º%̂P�«%»¼%�°�%¼»°»� ½º%%
���P̀S«%P��RUUPV¾ROd�\hR�PU%

�\U�_U�POa\%_�%PÒ�PSd%Pd%�\SS%Pd%�U_�%deRh̀\d%_O%̀ed%
\��̀aPaVW%e_S\UPOa\%POh%dP�\eV�%

% �P¡̀O�%̀Oe_%Paa_ROe%e�Pe%̀O�̀X̀e_Ud%�W%$%POh%'%PU\%U\SPe\h%
e_%OPeRUPS%�U_hRaed%POh%e�Pe%Nc��̀%PU\%PO%̀��_UePOe%
e�\UP�\Rèa%deUPe\�V%�_U%e�\%eU\Pe�\Oe%_�%N¦W%�POV%U\d\PUa�%
�U_R�d%�Pj\%�_aRd\h%e�\̀U%deRh̀\d%_O%OPeRUPSSV�_aaRUÙO�%
a_��_ROhd%�U_�%�SPOed%Pd%�_e\OèPS%d_RUa\d%_�%\̀e�\U%O\�%_U%
�_U\%\��\aèj\%Nc��̀�%��\d\%deRh̀\d%S\h%e_%e�\%h̀da_j\UV%_�%
PO%̀��_UePOe%OR�X\U%_�%d\a_OhPUV%�\ePX_S̀e\d%Pd%�\SS%Pd%
�SPOe%\�eUPaedW%X_e�%_�%��̀a�%PU\%a�PUPae\Ùg\h%XV%e�\̀U%
PX̀S̀eV%e_%̀O�̀X̀e%Nc���%¹O%e�\%_e�\U%�POhW%e�\%�Pae%e�Pe%P%
d̀�Ò�̀aPOeSV%U\S\jPOe%OR�X\U%_�%U\d\PUa�%�P�\Ud%�Pd%X\\O%
U\a_Uh\h%̀O%e�̀d%�̀\Sh%hRÙO�%e�\%SPde%h\aPh\d%aPO%X\%aS\PUSV%
PeeÙXRe\h%e_%e�\%h\j\S_��\Oe%_�%a_S_Ù�\eÙa%�\e�_hd%��̀a�%
PSS_�%P%UP�̀h%POh%�PàS\%daU\\ÒO�%_�%P%SPU�\%OR�X\U%_�%
dP��S\d�%�SS�PO�d%�\e�_h%̀d%e�\%�_de%�̀h\SV%Rd\h%�_U%e�\%
h\e\aè_O%_�%Nc��̀W%\j\O%̀O%a_��S\�%�̀�eRU\dW%POh%�_U%e�\%
¿RPOè�̀aPè_O%_�%POè�Nc��%̀O�̀X̀e_UV%Paèj̀eV%¬��£­�%

% \̄j\UPS%U\j̀\�d%_O%e�\%O\�SV%h̀da_j\U\h%Nc��̀%_XeP̀O\h%
�U_�%�SPOedW%�RO�Rd%POh%�PÙO\%_U�PÒd�d%�Pj\%PSd_%X\\O%
�RXS̀d�\h%_j\U%e�\%SPde%V\PUd%¬½��¢­�%��\%�PÀ_ÙeV%_�%e�\d\%
Nc��̀%X\S_O�%e_%e�\%PS¡PS_̀h%�U_R�W%̀OaSRh̀O�%̀Oh_S\W%
d̀_¿R̀O_S̀O\W%¿R̀O_S̀g̀h̀O\W%�̀�\Ùh̀O\%POh%de\U_̀hPS%PS¡PS_̀hd�%
¹O%e�\%_e�\U%�POhW%d\j\UPS%O_O�PS¡PS_̀hPS%POh%�_e\Oe%Nc��̀%
�Pj\%X\\O%_XeP̀O\h%�U_�%OPeRUPS%d_RUa\dW%̀OaSRh̀O�%e\U�\O_̀hdW%
�SPj_O_̀hd%POh%_e�\U%��\O_S̀a%a_��_ROhd�%ªOe\U\dèO�SVW%
PSe�_R��%S̀e\UPeRU\%h\�_OdeUPe\d%e_%X\%Ùa�%̀O%e�\%deRhV%_O%
Nc��̀%_XeP̀O\h%�U_�%�SPOedW%e�̀d%̀ddR\%¡\\�d%_O%X\̀O�%e�\%
a\Oe\U%_�%Pee\Oè_O%�_U%U\d\PUa�%Pd%a_O�̀U�\h%XV%e�\%̀OaU\Pd̀O�%
OR�X\U%_�%deRh̀\d%�RXS̀d�\h%\j\UV%V\PU�%��\U\�_U\W%e�\%
�RU�_d\%_�%e�̀d%U\j̀\�%̀d%e_%�U_j̀h\%P%a_��U\�\Od̀j\%
dR��PUV%_�%e�\%S̀e\UPeRU\W%�PUèaRSPUSV%e�Pe%�RXS̀d�\h%hRÙO�%
�¢¢£��¢��%��de%d\�\de\U�%_O%�SPOe�h\Ùj\h%a_��_ROhdW%�SPOe%
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&'()*+(,-*./-&,,&.(0*1-201,-340+4-4*5&-6&&.-)&72)(&/-(2-
0.4060(-894:;-<&*/&),-0.(&)&,(&/-.2(-2.1=-0.-7)&502>,-
?0./0.@,-6>(-*1,2-0.-,=.(4&(0+A,&B0,=.(4&(0+-894:0-2)-.*(>)*1-
894:0-2?-?>.@*1C-B*)0.&-2)-B0+)260*1-2)0@0.-*)&-)&+2BB&./&/-
(2-,&&-(4&-*625&DB&.(02.&/-)&50&3,-E0;&;-FDGHI;-J2)-(4&-,*K&-
2?-6)&50(=-*./-0.-2)/&)-(2-?2+>,-2>)-*((&.(02.-2.-(4&-B2,(-
)&1&5*.(-?0./0.@,C-2.1=-(42,&-)&,&*)+4-7*7&),-)&72)(0.@-
L>*.(0?0&/-)&,>1(,-MN9OH-*./A2)-7&)+&.(*@&-2?-0.4060(02.-*(-*-
@05&.-+2.+&.()*(02.P-3&)&-0.+1>/&/;-:'()*+(,-2)-&,,&.(0*1-201,-
30(4-N9OH-Q-H;O-B@AB1-3&)&-+2.,0/&)&/-3&*K1=-*+(05&-*./-
3&)&-(4&)&?2)&-.2(-(*K&.-0.(2-*++2>.(-0.-(4&-7)&,&.(-)&50&3;-
R0(4-*-?&3-&'+&7(02.,C-2.1=-B21&+>1&,-30(4-N9OH-S-OH-TU-
4*5&-6&&.-+2.,0/&)&/;-J>)(4&)B2)&C->.1&,,-2(4&)30,&-,(*(&/C-
(42,&-)&,>1(,-2.-894:-0.4060(02.-0.+1>/&/-0.-(4&-7)&,&.(-
)&50&3-)&?&)-(2-VW�XVYZ[-*,,*=,-+*))0&/-2>(-30(4-894:-?)2B-
&1&+()0+-&&1;-

\]̂ \]_̀abcd èfc\ghic̀jf̀ k̀e_lmc\gèǹemc

- o4&-L>0.210.&-*1K*120/,-pD4=/)2'=DqCqCrD()0B&(4=1D
pCsCOCrD(&()*4=/)2DqtD7=)*.2EpCqD+I-L>0.210.&DOD2.&-MuPC-
)06*10.0.&-MvP-*./-B&(4=1-0,271*(=/&,B0.&-M$P-0,21*(&/-?)2B-
(4&-*&)0*1-7*)(,-2?-wxVyyVz�{z|Z}[{z-M<>(*+&*&P-3&)&-?2>./-
(2-6&-10.&*)-B0'&/-0.4060(2),-2?-894:-30(4-~V-�-GGH;HC-pH;H-
*./-pH;H-TUC-)&,7&+(05&1=-EGGI;-o4&,&-*1K*120/,-3&)&--
*1,2-26,&)5&/-(2-&50/&.+&-6>(=)=1+4210.&,(&)*,&-M�94:P-
0.4060(02.;--

- �.-(4&-2(4&)-4*./C-2?-(4&-,&5&)*1-*1K*120/,-(4*(-3&)&-
0,21*(&/-?)2B-(4&-*+(05&-&'()*+(,-2?-��}W�}�xVz�{}V[�zZ�z-
M<>(*+&*&PC-1&7(2B&)0.&-M%P-*./-K2K>,*@0.0.&-M��P-30(4-N9OH-
5*1>&,-2?-q;O-*./-sr-TUC-)&,7&+(05&1=C-3&)&-26,&)5&/-(2-
&10+0(-894:-0.4060(2)=-*+(050(=-EGqI;-o4&-0,21*(02.-2?-

,K0BB0*.0.&-M��PC-*-?>)2L>0.210.&-*1K*120/-30(4-5&)=-123-
894:-0.4060(2)=-*+(050(=C-3*,-*1,2-)&72)(&/-6=-(4&-,*B&-
*>(42),;-o40,-*1K*120/-3*,-26,&)5&/-0.-*.2(4&)-<>(*+&*&C-
�zWY�[��{|y�WVYV�|yC-&'4060(0.@-*-B2/&)*(&-894:-
0.4060(2)=-*+(050(=-MN9OH-�-�;r-T@AB1P-EGpI;-
-
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�

-
-
� �}{|y�[�W|�V�}Zz-0,-*-3&11DK.23.-B&/0+0.*1-71*.(-
6&12.@0.@-(2-(4&-�&1>B62.*+&*&-?*B01=-340+4-3*,-,(>/0&/-
/>&-(2-0(,-(4&)*7&>(0+-72(&.(0*1-EGsI;-�DB&(4=1*,0B01260.&-
M��PC-*.-*72)740.&-*1K*120/-30(4-*.-N9OH-�-G;O-T@AB1-340+4-
3*,-?2>./-(2-6&-*-.2.D+2B7&(0(05&-0.4060(2)C-3*,-)&+&.(1=-
0,21*(&/-?)2B-(40,-71*.(-EGOI;-N.-*-)*./2B-,+)&&.0.@C-(32-
&'()*+(,-2?-�}V{���yV}�Vz-,7&+0&,-3&)&-26,&)5&/-(2-&'4060(-
894:-0.4060(02.-*./-*-74=(2+4&B0+*1-,(>/=-2?-� �
z{{[V[���{{z-*./-� �x|W�Y{}ZV-)&5&*1&/-(4&-7)&,&.+&-2?-,&5&)*1-
*1K*120/,-30(4-N9OH-5*1>&,-)*.@0.@-6&(3&&.-q;H-*./-GH;H-TU-
EGrI;-o4&-B2,(-72(&.(-894:0-3&)&-?2>./-(2-6&-qD4=/)2'=D¡D
B&(42'=*72)740.&-M��PC-1*>)2(&(*.0.&-M�¢PC-10)02/&.0.&-M�£P-
*./-2)&26&010.&-M�uP-MN9OH-�-q;HDO;H-TUPC-30(4-*.(0D894:-
*+(050(=-+2B7*)*61&-(2-4>7&)¤0.&-8-MN9OH-�-G;�-TUP;-8-
,0@.0?0+*.(-894:-0.4060(2)=-*+(050(=-3*,-*1,2-26,&)5&/-0.-
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� !"#"$%&' �(�)*+�#"$%&' �(�,*+�&�"#"$%&' �(��*+�-�&.&$"#&' �
(��*�-'%�/0. 12"34'"5%". �1&!&' �(��*�(6789�:�;<=�0�>9<9�?@*<�

� A � -5!2�"'�B$-'1��C5".�12 �D 'E��FGHIJKLMN�
(O-B-P 5-! - *�Q2&!2�-5 �E� %�C"5�12 �15 -1. '1�"C�. ."54�
%4�CE'!1&"'�&'�C"$R�. %&!&' �5 B"51 %�12 �B5 � '! �"C�
# 'S4$&�"TE&'"$&' �-$R-$"&%��Q&12�-'1&0U72V�-!1&P&14�WXY<�
Z2 � 12-'"$&!� 315-!1�"#1-&' %�C5".�12 �1E# 5�"C�F[�
\]H\N̂_K̀M̀GaMM�B5 P&"E�$4�C"E'%�1"� $&!&1�U72V�&'2&#&1&"'�
Q-��� $ !1 %�1"�!-554�"E1�-�!2 .&!-$��1E%4�Q2&!2�$ %�1"�12 �
&�"$-1&"'�"C�12 �&�"TE&'"$&' �-$R-$"&%���14$"B&' �(��*+�
 B&# 5# 5&' � (��*+� B� E%"% 24%5"!"54%-$&' � (�b*+�
B� E%"!"B�&1&' �(�c*�-'%�B� E%"# 5# 5&' �(�d*<�6'�12 �-��-4�
Q&12�."E� �#5-&'�!"51 3�-��-��"E5! �"C�U72V� 'S4. +�12 �
6789�P-$E ��"#1-&' %�C"5� -!2�"C�12 � �-$R-$"&%��Q 5 �>8<;+�
e<8+�;<=+�=</�-'%�=<8�?@+�5 �B !1&P $4�W>XY<�6'�-%%&1&"'+�
-$R-$"&%���c�-'%��d+�12 �1Q"�."�1�-!1&P �!".B"E'%�+�Q 5 �
C"E'%�1"� $&!&1�-'1&0-.' �&!�-!1&P&14�W>X+�>;Y<�U$R-$"&%��Q&12�
# 'S4$&�"TE&'"$&' ��R $ 1"'�C5".�FGHIJKLMN��B !& ��2-P&'D�
-5".-1&!�. 124$ ' %&"34�D5"EB��-'%�-�TE-1 5'-54�-1".�"C�

'&15"D '�Q 5 �"#� 5P %�1"��2"Q�12 ��15"'D �1�U72V�
&'2&#&1&"'�WX+�>X+�>;Y<�6'�-�."5 �5 ! '1�Q"5R+��&3�B5"1"# 5# 5&' �
-$R-$"&%����+��)�0���+�Q 5 �&% '1&C& %�&'�52&S". ��"C�FGf\MN�
_̂M̀g̀NMN�Q2&!2�-5 �15-%&1&"'-$$4�E� %�&'�72&' � �. %&!&' �
C"5�12 �15 -1. '1�"C�P-5&"E��%&� -� �<�7"B1&%&��52&S". ��-'%�
12 &5�-$R-$"&%��Q 5 �5 B"51 %�1"�2-P �!"D'&1&P 0 '2-'!&'D�
-'%�' E5"B5"1 !1&P � CC !1��-'%�12 �-'-$4�&��"C�12 �-'1&0
U72V�-!1&P&14�"C�12 � �-$R-$"&%���2"Q %�12-1�12 �6789�P-$E ��
"C�# 5# 5&' �(�)*+�B-$.-1&' �(�,*+�h-1 "552&S&' �(��*+�
!"B1&�&' �(��*�-'%�D5" '$-'%&!&' �(��*�5-'D %�# 1Q  '�9<==�
-'%�9<;9�?@�Q2&$ �12-1�"C� B&# 5# 5&' �(��*�Q-���$&D21$4�
2&D2 5�(6789�:�><9X�?@*�W>iY<�jC�12 � �-$R-$"&%�+�!".B"E'%��
�)+����-'%����Q 5 �"#� 5P %�1"�2-P �-'�-5".-1&!�. 124$ ' %&"34�
D5"EB<�6'�12&���1E%4�D5" '$-'%&!&' �(��*�-'%�# 5# 5&' �(�)*�
Q 5 �C"E'%�1"�# �12 �."�1�-!1&P �-��k72V�&'2&#&1"5��-'%�
 B&# 5# 5&' �(��*�Q-��"#� 5P %�1"��&D'&C&!-'1$4�&'2&#&1�l0
� !5 1-� �(kU7V>*�W>iY<�
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%&'()*+,(-./(012314567189�(:101(;<21071'(5;(186465(%(
=;'10%51(6&>6<65;09(%4567659(:>1&(51251'(:65>(?@>A(B0;=(
>C=%&(<8;;'(D*EF+(

( G&(5>1(;5>10(>%&'/(HIJKLMNOM�PJNQRM(S.1&62310=%41%1T/(
%(U>%6(=1'646&%8(38%&5/(:%2(B;C&'(5;(2>;:(%(>6V>(?@>A(
6&>6<65;09(%4567659+(U>1(15>%&;864(1W50%45(;B(HX�PJNQRM��
:%2(2C<Y1451'(5;(<6;%22%9ZVC6'1'(B0%456;&%56;&(5;(6'1&56B9(
?@>A6(D*)F+(U>1(B;88;:6&V(=;'10%5189(%45671([C%510&%09(
30;5;<10<106&1(%8\%8;6'2(4;C8'(<1(62;8%51'](2513>%0%&6&1(S�̂T/(
4948%&;86&1(S�_T(%&'(̀Z=15>98(2513>;86'6&1(S�aT(:65>(b@cE(
7%8C12(;B(),+)E/(d+*e(%&'(e)+eE(-./(012314567189+(?(26=68%0(
B0%456;&%56;&(%330;%4>(:%2(B;88;:1'(5;(6'1&56B9(5>1(
4;=3;C&'2(0123;&26<81(B;0(?@>A(6&>6<656;&(6&(fLJgOhQNOij�
jMkiR�Sl%3%710%41%1T(D**F+(U>011(%45671(4;&2565C1&52(:101(
6'1&56B61'/(&%=189(mZ>9'0;W9'6>9'0;4>181095>06&1(S�nT/(mZ
>9'0;W9'6>9'0;2%&VC6&%06&1(S�oT(%&'(<10<106&1(S�nT+(
@;=3;C&'2(�n(%&'(�o/(:65>(&;(30176;C2(014;0'(%2(?@>A6/(
:101(B;C&'(5;(186465(26V&6B64%&5(%&56Z?@>A(%4567659(:65>(%&(
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"%*"�(!�%/,#$0&+#� �*+B�%/,#$0&+#�k�1b-cd�e�dTQ�*+B�QTd�
gh3T� )M*)(&B'�!$(4�G_�I<=6<9;iJ;K8=�N#$#�*)'(�&'()*"#B�*+B�
"%$##�+#N�A(4,(/+B'C�)@A(,*$&+'� X-�1̂\�X�̂ 3̂C�N#$#�
A%*$*A"#$&0#BC�(!�N%&A%�)@A(,*$&+�-�1̂̂ 3�N*'�!(/+B�"(�'%(N�*�
4(B#$*"#� -%.�&+%&E&"($@�*A"&D&"@�1!$(4�E(D&+#�#$@"%$(A@"#'3�
N&"%�*+�b-cd�e�[c�gh�OjVST�?@A(,*$&+� �1̂\3�*+B�)@A(,*$&+�
k�1̂Z3C�E("%�%*D&+F�*�A*$E(Y@)&A�*A&B�*"�-XVc�*+B�(+#�($�"N(�
mX4#"%@)�F$(/,'C�N#$#�!(/+B�"(�'%(N�+(�&+%&E&"($@�*A"&D&"@T�

�  '�"(�n<9IJIJII<�*+B�o6p6=�',#A&#'�1k/Y*A#*#3C�"%#@�*$#�
M+(N+�"(�,$(B/A#�'"#$(&B*)�*)M*)(&B'C�'(4#�(!�N%&A%�N#$#�

(E'#$D#B�"(�#D&B#+A#�'"$(+F� -%.�&+%&E&"&(+�OPC�j[C�jRST�
q#N�'"#$(&B*)�*)M*)(&B� -%.&�!$(4�n_�=<r;si<�*+B�n_�
tJJu89;<i<�N#$#�$#A#+")@�!(/+BT�b+�"%#�A*'#�(!�n_�=<r;si<C�
"%#�'"/B@�vN%&A%�N*'�*�A(+"&+/*"&(+�(!�,$#D&(/'�$#'#*$A%�
OjjC�jcSv�(!�"%#�E&(*A"&D#�'"#$(&B*)�*)M*)(&B'�(!�"%&'�',#A&#'�
*))(N#B�"%#�&'()*"&(+�(!�!&D#�+#N�A(4,(/+B'�1̂�X��3�*+B�
"N(�*)$#*B@�M+(N+�E*'#'�1���*+B��23�OjfST�w%#�+#N�
*)M*)(&B'�cCVjXB#%@B$(Xm*XB#4#"%@)'*$*A(B&+#�1̂�3C�VjX
B#%@B$(Xm*XB#4#"%@)'*$*A(B&+#�1��3C�VfXB#%@B$('*$A($&+#�
1��3C�[CRXB#%@B$('*$'*)&F+(+#�1��3�*+B�VjCVcXB#%@B$(X�
'*$A(D*F&+#�x�1��3C�*'�N#))�*'�"%#�M+(N+�A(4,(/+B'�
'*$A(D*F&+#�-�1��3�*+B�'*)&F+*$&+#�-�1�23�N#$#�*+*)@0#B�*'�
*+"&X -%.�*F#+"'T�y+)@���C����*+B��2�N#$#�(E'#$D#B�"(�
#Y%&E&"�'&F+&!&A*+"� -%.�&+%&E&"&(+�1b-cd�e�V[TcC�PTd�*+B�VaTP�
ghC�$#',#A"&D#)@3T�-(4,(/+B'�̂��X���C����*+B��2�N#$#�*)'(�
!(/+B�"(�#)&A&"�'"$(+F�*+B�'#)#A"&D#�k-%.�&+%&E&"&(+�OjfST�
w%#�E&(*''*@XF/&B#B�A%#4&A*)�&+D#'"&F*"&(+�(!�n_�tJJu89;<i<�
*))(N#B�"%#�&'()*"&(+�(!�"N(�+#N�,$#F+*+#X"@,#�'"#$(&B*)�
*)M*)(&B'C�%((M#$&*+*4&B#�̀�1�\3�*+B�%((M#$&*+*4&B#�b�1�Z3�
"(F#"%#$�N&"%�"%#�M+(N+�*)M*)(&B'�m*X4#"%@)#,&,*A%@'*4&+#�
x�1�̂3C�'*$A(D*F&+#�-�1��3�*+B�B&A"@(,%)#E&+#�1��3�OjPST�
-(4,(/+B'���C��\C��ZC��̂�*+B����N#$#�"#'"#B�!($�"%#&$�
&+%&E&"($@�,$(,#$"&#'�"(N*$B'� -%.�*+B�*))�(!�"%#4�N#$#�
(E'#$D#B�"(�#)&A&"�'&F+&!&A*+"�&+%&E&"($@�*A"&D&"@�1b-cd�[Ta�v�
RjTV�gh3�*'�N#))�*'�*�,("#+"�*+"&Xk-%.�*A"&D&"@�1b-cd�dTR�v�
RTf�gh3T�U/$"%#$�'"/B&#'�(+�n_�tJJu89;<i<�@&#)B#B�"N(�+#N�
cWX,$#F+*+#X"@,#�'"#$(&B*)�*)M*)(&B'C�%((M#$&*+*4&B#'�z�
1���3�*+B�{�1���3�OjQST�U/$"%#$4($#C�#&F%"�M+(N+�'"#$(&B*)�
*)M*)(&B'C�%((M#$&*+*4&B#�̀ �1�\3�*+B�%((M#$&*+*4&B#�b�
1�Z3C�A%(+#4($,%&+#�1���3C�mX4#"%@),*A%@'*4&+#� �1���3C�
#,&,*A%@'*4&+#X|XcX#+XjX(+#�1���3C�D*F#+&+#� �1��23C�[CRX
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&'()*"#B�*+B�A%*$*A"#$&0#BT� )M*)(&B'���C����C����C����C�����
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&'()���)*+,+)-./+,0+()1-)2'32.21)4536)7-(+,&1+89):;5<=)
>>?@)A)BC?<)DEF)*328+)��G)&'()$G)*+,+)H-I'()1-).+)7-,+)
&J120+)2'32.21-,/):;5<=)K?K)&'()C?@)DEL),+/M+J120+89F?)

) N391-J3+72J&8),+/+&,J3)-')OPQPR�STUVWXW)&88-*+()13+)
2(+'12H2J&12-')-H)/+0+,&8)YIZI/)&8[&8-2(/)*213)J3-82'+/1+,&/+)
2'32.21-,9)&J120219)\B]L)BK̂?)_3,++)'+*)1,21+,M+'-2(&8)
&8[&8-2(/L) '&7+89) @̀a-Z-a]a.+'b-98.IZ&(2'+) :��cFL)
.IZ39,J&72'+):��dF)&'()]@a(+7+1398J9J8-.IZ-02,2(2'+)
:��eF)&8-'f)*213)/2Z1++')['-*')J-7M-I'(/L)&88)1+/1+()&/)
45362L)*+,+)2/-8&1+()&'()J3&,&J1+,2b+()2')&),+J+'1)/1I(9)-')
Og�STUVWXW�J-88+J1+()H,-7);,&')\<=̂?)h+&[)4536)2'32.21-,9)
&J120219)*&/)-./+,0+()H-,)i.a(27+1398J9J8-.IZ-02,2J2'+)

:��$FL)M&M288-b2'+)5):���FL)J9J8-.IZ-M39882'+)j):���F)&'()
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+82J21)&)/1,-'f)4536)2'32.21-,9)&J120219):;5<=)k)s?])DEF?)

) _3+)J,I(+)7+13&'-82J)+Z1,&J1)-H)Og�XWnWtuXRlRL)&)M8&'1)
I/+()1-)27M,-0+)7+7-,9)2')13+)+8(+,89).9)1,&(212-'&8)3+&8+,/)
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23G23/164�H <;2.27592;2%1;+�I���'J�HEK<;2.27592;2%1;+�
I���'J�0-03/;2.2%1;/3�I���'�2;6�LE<6+%+.*-3B582%1;/3�
I���'�>+9+�14/32.+6�2;6�0*2920.+91M+6�7/9�.*+�7194.�.1%+�>*13+�
B582%1;/3�?�I���'�>24�14/32.+6�7/9�.*+�7194.�.1%+�24�2�;2.5923�
,9/650.(�N5827592;2%16+�I��O'�2;6�B5823/;#17/32%161;+�
I��='�>+9+�239+26-�G;/>;�0/%,/5;64(�@/%,/5;64����J�����
2;6���O�>+9+�/B4+9:+6�./�+8*1B1.�2�41#;17102;.3-�*1#*+9�
?@*A�1;*1B1./9-�20.1:1.-�0/%,29+6�./�.*+�9+4.J�>1.*�P@DK�
:235+4�/7�L(KJ�!(DJ�2;6�EQ(K�"RJ�9+4,+0.1:+3-(�@/%,/5;64�
���J����J�����2;6���=�>+9+�/B4+9:+6�./�B+�3+44�+77+0.1:+�24�
?@*A1�IP@DK�S�  (T�U�LK( �"R'(�

V

W
X

WV

VW

V

V

X

YZ[ �
�
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&'()*+*,-+./-0+*/+*)+*)1(1.//(2-3+*)1(*/1'4*1(5+*)0+
-67-518,*)1+*9-)1:+;)+1'-+7*/13+()+*+5'-4(5*<+/1.0=+5*,,(-0+8.1+
8)+*<>*<8(0/+?,84+@A�BCDEFBGHBI+J.<J/+)-K+/1-,8(0*<+*<>*<8(0/+
K(1'+K-*>+L&'M+()'(J(1(8)+*)0+9,-*1+/-<-51(2(1=+18K*,0/+
N&'M+K-,-+(0-)1(?(-0+OPQR:+S'./3+1*>()9+()18+*558.)1+1'(/+
7,-2(8./+/1.0=3+1'-+J.<J/+?,84+?(2-+@FBTBHHGFBG+/7-5(-/+K-,-+
/1.0(-0+*)0+1'-(,+*<>*<8(0/+K-,-+(0-)1(?(-0+*)0+-2*<.*1-0+*/+
5'8<()-/1-,*/-+()'(J(18,/:+M(9'1--)+*<>*<8(0/+K-,-+(/8<*1-0+
*)0+1'-(,+-??-51/+8)+'.4*)+K'8<-+J<880+5'8<()-/1-,*/-+K-,-+
*//*=-0:+U-/.<1/+/'8K-0+1'*1+VW0-4-1'=<W7.X(-1()8)-+Y��Z[+
?,84+@A�D\]BÊIBI3+'.7-'-)()8/(0-+Y��%[+?,84+@A�_\DE_ÊIBI3+
-J-(-0()8)-+Y��̀[+?,84+@A�EaEBÊIBI�bGFA�D\FD\FEG3+
=(J-()8/(0-+L+Y��$[+?,84+@A�DGHHBcBdHeFG�*)0+5'.*)J-()8)-+
Y���[+?,84+@A�cEHGbGfB+/'8K-0+9880+L&'M+()'(J(1(8)3+K(1'+
;&Pg+2*<.-/+8?+h:i3+jh:k3+P:l3+h:P+*)0+l:l+mn3+,-/7-51(2-<=:+
o8K-2-,3+*<<+8?+1'-4+K-,-+K-*>-,+L&'M(+1'*)+9*<*)1'*4()-+
Y;&Pg+p+j:k+mn[:+&8478.)0/+��%3+��̀3+��$q*)0+���qK-,-+
?8.)0+18+J-+/1,8)9-,+()'(J(18,/+8)+7<*/4*+N&'M+1'*)+
9*<*)1'*4()-3+1'-+78/(1(2-+58)1,8<+OPrR:+

+ ;)+*00(1(8)3+1'-+?8<<8K()9+/1-,8(0*<+*<>*<8(0/s+58)-//()-+
Y���[3+(/858)-//(4()-+Y���[3+58)-//(4()+Y���[3+58)*,,'(4()+
Y��t[+*)0+58)(4()+Y��u[+K-,-+(/8<*1-0+()+*+J(8*//*=W9.(0-0+
?,*51(8)*1(8)+?,84+1'-+/--0/+8?+veHGFF_ÊG�ĜTBcfIÊTEFBwG+
YL785=)*5-*-[3+*+58448)+S(J-1*)+0,.9+OPiR:+&8478.)0/+
���3+���3+��tq*)0+��uqK-,-+(0-)1(?(-0+*/+*51(2-+58)/1(1.-)1/+
*9*()/1+L&'M:+&8)-//(4()+Y���[+K*/+?8.)0+18+J-+1'-+
/1,8)9-/1+L&'M+()'(J(18,+K(1'+*)+;&Pg+p+i+mn+K'-,-*/+
58)-//()-+Y���[3+58)*,,'(4()+Y��t[+*)0+58)(4()+Y��u[+K-,-+
?8.)0+18+J-+480-,*1-+L&'M+()'(J(18,/+Y;&Pg+p+Qj+W+Qx+mn[:+
S'-/-+?()0()9/+()0(5*1-+1'*1+1'-+-<(4()*1(8)+8?+1'-+yW4-1'=<+

9,8.7+8?+7=,,8<(0()-+48(-1=+()0.5-/+*+/(9)(?(5*)1+()5,-*/-+8?+
*51(2(1=+K'(<-+1'-+5<-*2*9-+8?+-(1'-,+8)-+8,+1K8+yW4-1'=<+
9,8.7/+*1+&Wr+78/(1(8)+,-0.5-/+1'-+()'(J(18,=+781-)5=:+
&8478.)0+���qK*/+/-<-51-0+?8,+*+>()-1(5+/1.0=+1',8.9'+
K'(5'+(1+K*/+0-48)/1,*1-0+1'*1+(1/+L&'M+()'(J(18,=+*51(2(1=+
(/+J81'+,-2-,/(J<-+*)0+)8)W5847-1(1(2-:+n8<-5.<*,+085>()9+
/(4.<*1(8)/+8?+1'-/-+58478.)0/+K(1'+L&'M+'-<7-0+18+
.)0-,/1*)0+1'-(,+()1-,*51(8)/+K(1'+L&'M+*)0+K-,-+58)/(/1-)1+
K(1'+1'-+-67-,(4-)1*<+,-/.<1/+8J1*()-0+OPiR:+
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5"-&-5)*&$3)$53�6)*&+*.'$137�3)*&',37�%,-8'.'$13�-.1�+"*.',$5�
5'(+'4.137�*)59�"-8*�:**.�&*5'0.$;*1�-3�+&'($3$.0�,*-1�
5'(+'4.13�-3�-.)$< =�-0*.)3�>?<@ABC�D.)$,�EAAF�'.,G�-�%*2�
1$)*&+*.'$13�1*('.3)&-)*1�)'�$."$:$)� !"#�>?BC�H'2*8*&7�
%4&)"*&�&*5*.)�&*3*-&5"�"-3�&*+'&)*1�-�,-&0*&�.4(:*&�'%�
5'(+'4.13�:*,'.0$.0�)'�)"$3�0&'4+�2$)"�)"*�-:$,$)G�)'�*I*&)�
*$)"*&�('1*&-)*�'&�3)&'.0� !"#�$."$:$)'&G�-5)$8$)GC�J.�
-11$)$'.7�-�.*2�5-33-.*�1$)*&+*.*�.-(*1�.$,')$5-.*�6��K9�
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FGHIJ�K*(�@(1(@�&2�%*&@.'( !(0, (�.'*./.!.&'�&/ (01(#�.'�!*. �
 !"#$� ((3(#�!&�%&00(@,!(�!&�!*(�40( ('%(�&2�,�2" (#�4$0,'�
0.'L�,'#�,� "/ !.!"('!�,!�)EG�/(.'L�40( ('!�.'�!*(�3&@(%"@(J�
M,' &'&'(�+�>�NOA�P, �&/ (01(#�!&�/(�!*(�3& !�,%!.1(�
�)*+�>Q)RS�T�DUJR�VMA�,'#�-)*+�.'*./.!&0J�
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� Q'� (1(0,@� !"#.( �4"/@. *(#�#"0.'L�!*(�4(0.&#�%&1(0(#�.'�
!*(�40( ('!�0(1.(P�1,0.&" �4*('&@.%�%&34&"'# �P.!*�
#.22(0('!� !0"%!"0,@�%*,0,%!(0. !.% �P(0(�0(4&0!(#�, ��)*+.J�
?&3(�&2�!*(3�,0(� !0"%!"0,@@$� .34@(� "%*�, �L,@@.%�,%.#�
>�NNB�Q)RS�T�RJ_R�VMA�,'#�(@@,L.%�,%.#�>�ǸB�Q)RS�T�aRJGU�
VMA�FbSIJ�c&4(,*,.'&@���>�̀�AB�P*.%*�P, �.#('!.2.(#�, �,�
'(P�%&34&"'#�. &@,!(#�20&3�d:e=7�f7;8=89;9B�P, �&/ (01(#�

!&�(@.%.!�,�'&!,/@(��)*+�.'*./.!.&'�>Q)RS�T�aJUU�VMA�P.!*�
0( 4(%!�!&�*"4(0g.'(���>Q)RS�T�CJG�VMAB�, �,�0(1(0 ./@(�
3.h(#E!$4(�.'*./.!&0�FbCIJ�

� K*(�/.&,  ,$EL".#(#�20,%!.&',!.&'�&2�!*(�(h!0,%!�20&3�
i=jk;87l;7�mf=nol7�>)&3/0(!,%(,(A�20".! �,@@&P(#�!*(�
. &@,!.&'�&2�CBDBUBaBGE4('!,EpEL,@@&$@EqErEL@"%& (�>�̀�A�
P*.%*�#(3&' !0,!(#�!&�/(�,� .L'.2.%,'!��)*+�.'*./.!&0��
>Q)RS�T�DHJH�VMA�FbDIJ�K*. �L,@@&!,'.'�P*.%*�*, �/(('�,@ &�
. &@,!(#�20&3�&!*(0�#.22(0('!� &"0%( �,'#�P*.%*�. �s'&P'�/$�
.! �#.1(0 (�/.&@&L.%,@�,%!.1.!.( B�P, �&/ (01(#�!&�(h(0!�L&&#�
-)*+�.'*./.!.&'�,'#�4&!('!�,'!.&h.#,'!�,%!.1.!$�>tu�v�
,  ,$A�.'�!*. � !"#$J�

� K*(�/.&,  ,$EL".#(#�(h!0,%!.&'�&2�!*(� !(3�/,0s�&2�
w8=k7�l7oj;87�>M$0. !.%,%(,(A�$.(@#(#�!P&�,%!.1(�20,%!.&' �
>#.%*@&0&3(!*,'(�,'#�*(h,'(A�P*.%*�P(0(� "/x(%!(#�!&�
%*0&3,!&L0,4*.%� (4,0,!.&'J�K*,!�@,!!(0�$.(@#(#�2.1(�,@s('$@�
4*('&@�,'#� ,@.%$@.%�,%.#�#(0.1,!.1( ��̀��E��̀yB�&2�P*.%*��̀��
,'#��̀��P(0(�'(P�%&34&"'# �FbUIJ�)&34&"'# ��̀�B��̀z�
,'#��̀yB�,@@�*,1.'L� ,@.%$@.%�,%.#�3&.(!$B�P(0(�&/ (01(#�!&�
 !0&'L@$�.'*./.!��)*+�P.!*�,'�Q)RS�T�UJC_DB�DJCbD�,'#�SJRbU�
VMB�0( 4(%!.1(@$J�)&34&"'# ��̀��,'#��̀���P.!*�'&�
%,0/&h$@�3&.(!$B�P(0(�&/ (01(#�!&�/(�L&&#��)*+�.'*./.!&0 �
>Q)RS�T�CbJDDa�,'#�CUJCCa�VMB�0( 4(%!.1(@$AJ�K*( (�2.'#.'L �
 "LL( !�!*,!�!*(�,%.#.%�L0&"4�. �s($�!&�L&&#��)*+�.'*./.!.&'J�
Q!�P, �,@ &�&/ (01(#�!*,!�,'!.E�)*+�,%!.1.!$�#0,3,!.%,@@$�
#(%0(, (#�P*('�!*(�,%.#.%�,'#�!*(�4*('&@.%�*$#0&h$�L0&"4�
P(0(�3(!*$@,!(#J�KP&�%,!(%*&@�,@s('$@ �P(0(�. &@,!(#�20&3�
!*(�20".! �&2�{=k=m7jeo9�787m7j|;ok�>�',%,0#.,%(,(AB�,�
 4(%.( �" (#�.'��$"01(#.%�3(#.%.'(�2&0�0(!,0#.'L�,'#�
!0(,!3('!�&2�3(3&0$�@&  �FbaIJ�)&34&"'# ��̀O�,'#��̀N�
P(0(�.#('!.2.(#�, �,%!.1(�%&34&'('! �&2�!*(�#.%*@&0&3(!*,'(�
(h!0,%!�!*0&"L*�,�20,%!.&',!.&'�L".#(#�/$�!*(�#(!(%!.&'�&2�
�)*+�.'*./.!.&'J�M.%0&4@,!(�,  ,$�0(1(,@(#�!*,!�!*( (�
%,!(%*&@�,@s('$@ �,0(�3&#(0,!(�,'#�P(,s� (@(%!.1(��)*+.J�
)&34&"'#��̀OB�P.!*�,�#&"/@(�/&'#�.'�!*(�,@.4*,!.%�%*,.'B�
P, �.#('!.2.(#�, �,� !0&'L(0�.'*./.!&0�>Q)RS�T�UHJb�VMA�P.!*�
0( 4(%!�!&�%&34&"'#��̀NB�P.!*�!P&�#&"/@(�/&'# �.'�!*(�
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% &'%()*%+()*,%)-'./%0+1,%2(,13(1,-445%.67*,2*%89):6%;*,*%
62+4-(*.%0,+<%()*%=+4-,%*>(,-3(%+0%?@ABCDE�FBGHI@JK%
LM*41<N+'-3*-*O%2(-<*'2%PQRST%9534+-,(*'+4%L�UUO/%VW
)5.,+>5N*'X+63%-36.%L���O/%7-'644+4+26.*%L���O%-'.%
'1360*,+26.*%L���O%;*,*%0+1'.%(+%*4636(%Y++.%-'.%
'+'3+<=*(6(67*%6')6N6(6+'%-Y-6'2(%89):%;6()%-'%Z9R[%\%
]]T̂_/%̀[T[Q/%aTRR%-'.%bT̀%cd/%,*2=*3(67*45T%Z'%()*%2-<*%
2(1.5/%3+<=+1'.2%�UU/%���e-'.%���e;*,*%+N2*,7*.%(+%*>*,(%
<+.*,-(*%f9):%6')6N6(6+'%-'.%3+<=+1'.2%�UUeW%���%;*,*%
0+1'.%(+%2)+;%'+%6')6N6(6+'%-Y-6'2(%f89:]T%

ghijkelmkniokpqerniokstjpeijuelppljksihe
tshpevskweioxlesjwsysktnzeioks{skze

% |-N4*%�%21<<-,6X*2%()*%2(1.6*2%=1N462)*.%0,+<%̀[[}%(+%
[̀]̀%+'%=4-'(%*>(,-3(2/%0,-3(6+'2%-'.%*22*'(6-4%+642%()-(%)-7*%
N**'%0+1'.%(+%N*%Y++.%89):%6')6N6(+,2%LZ9R[%~%R[[%cY�<�OT%
|)+2*%=4-'(2%6'341.*.%6'%+()*,%,*3*'(%,*76*;2%;*,*%+<6((*.%
PQ}/%QQST%:>(,-3(2%-'.%0,-3(6+'2%1'.*,%01,()*,%=)5(+3)*<63-4%
2(1.6*2%()-(%4*.%(+%()*%.623+7*,5%+0%89):%6')6N6(+,2%;*,*%
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� !"#��$�%" &'�()'* +',-�.* +'/0&,� &1�(,,#&'/ "�2/",�3/'4�564(�7&4/!/'0*8�5+'/9/'8�

. :/"8� &1�;0' &/+ "�< :#� �8=#�0>�()'* +'�?@0"9#&'A� %" &'B,�% *',� 564(�7&4/!/'/0&�?CA� 76D�� E#>,$�

5+ &'4 +# #��

FGHIJKILMNOP�MLGOQRSLTL� UVWXYZWU� [\]̂_̀�� � VVVabc�defg̀� hijk�

5: * &'4 +# #�

lLSPJSL�JMMJPOTOmJSOL�� [̀n_̀ôpq�� [\]̂_̀�� � irar�defg̀� hisk�

lLSPJSL�PJHL�� [̀n_̀ôpq� [\]̂_̀�� � tbac�defg̀� hisk�

lLSPJSL�TILKRP� [̀n_̀ôpq�� [\]̂_̀�� � uraV�defg̀� hisk�

5: *8""/1 +# #�

vIOGRw�xLKRP�� y\WU� z\_{� ibaV|�}bV�defg̀~� � hjrk�

vIOGRw�wJJI�O�� |r��y\WU�

�Y�

��y�

YZWU�

��̀��

�

� Vca|�defg̀�

cjas�defg̀�

Vas�defg̀�

VVa|�defg̀�

hjck�

��IOG��RGHRSLTL� [̀n_̀ôpq�� ��̀�� � cbau�defg̀�_�� hjVk�

lQLHJ�RP�wRSTOmSJIRP�� [̀n_̀ôpq�� ��̀�� � ucua|�defg̀�_�� hjVk�

lMI���SOL�mJIwJPOPPOwL�� [̀n_̀ôpq�� ��̀�� � Vrsai�defg̀�_�� hjVk�

��MN�ILGTN�P�KILGHOmSJIL� [̀n_̀ôpq�� ��̀�� � usaV�defg̀�_� hjuk�

5& + *1/ +# #�

�LIM�MN�SSRw�QLmmIRw� ��y�

y\WU�

z\_{�

�Z\g��_]n��

z\_{�

� raci�gefg̀�

rarV�gefg̀�

racV�gefg̀�

hjbk�

�OPTLQOL�LTSLGTOQL�� UVW�� z\_{� � raji�defg̀� hj|k�

�OPTLQOL�S�GTOPQJP�� UVW� z\_{� � cuati�defg̀� hj|k�

lQS�IJQLI�L��OII�L� ��y�

y\WU�

�o��e�qZ\g��

z\_{�

W�\]��̀�g��

�o��e�qZ\g��

� rac|�gefg̀�

racr�gefg̀�

rau|�gefg̀�

rabi�gefg̀�

hjbk�

lMJGHOLP�wJw�OG� y\WU� �ooZ��_]n� tbaii�}bV�defg̀~� � hjrk�

5=/ +# #�

v�GT�SSL�LPOLTOQL�� UVWXYZWU� ��ò\��̀_�Z� � crta||�defg̀� hijk�

5=0+8& +# #�

��OPPJPM�IwRw���SSJPOO� [̀n_̀ôpq�� �Z\g��_]n� � Vas�defg̀� hjtk�

5* +# #�

vJSJQLPOL�LGTO�RJIRw� |r��y\WU�

�Y�

��y�

���\]� � ias�defg̀��

tab�defg̀�

ctjac�defg̀�

hjck�

�OG�SSOL�T�IGLTL� [̀n_̀ôpq� ���\]� � |taV�defg̀� hjik�

5*#+ +# #�

�NJ�GO��HLQT�SOm�IL� U\�_�\�� �\\p�� |Vast�}urr�defg̀~� � hjjk�

�
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&'()*+�,+-./012,+

3'45)6+'/1+7.0'/5-')+8'4*+ &69*+.:+;<0='-0+>?.)@*/0A+ B)'/0CD+B'=0D+ EFG;+H/G5(505./+>IA+ HF%�+ J*:D,+

ED9'='K'-*'*+

LMNONPQRS�TNUNVS�� WXYZ[X\\ ]̂_̀\ \ abcde\fghi_\ jkel\\

ED9G.1*)'-*'*++

mPNM�nMoNp��

�

qbr\sXtW\

uv\

wxs\

yXZz\ \ kcdb\fghi_\

{|d|\fghi_\

}~d}\fghi_\

jkal\

ED0*='-*'*+

mT��oNTPR�M��NUM��NVS� t�gZ[��\\ �X��Z_\\ \ bdckc|\ighi_\ jebl\\

mo�RTS�T�SURVVN�RV����d\nNPRNVS�� sXtW\\

WXYZ[X�\

�_��X�\ \ c{\fghi_\

~e\fghi_\

jeal\

��oNUNPSM�S��M��M�QSUM�VRV�� sXtW\ ���_X\�_Z[�\ \ {qed{}\igh_\ je~l\

��OS�NoR�U��RVTRQ�U� t�gZ[��\\ �X��Z_\\ \ bdc|e~\ighi_\ jebl\\

��PRTSoRS�V�MO�S�NTSoOS� xWx_{\ yXZz\ }adc{\�bd~\ighi_�\ \ je{l\

�T�RV�NTSoO�S�VR�nNoNVR�� sXtW\ ���_X\�_Z[�\ \ acqd{a\igh_\ je~l\

�oRT�NTPR�M�oMO�S�V� t�gZ[��\\ �X��Z_\\ \ bdaaak\ighi_\ jebl\\

7*=(*=51'-*'*+

�Mo�MoRV�QSo�R�RR� sXtW\ ��Xi\̀Z��\ \ ad~{\fghi_\ jecl\

7.='K5/'-*'*+

��NVUS��oST�MS�S� sXtW\ yXZz\ qed|{\�~qb\fghi_�\ \ jeql\

7�11)* '-*'*+

��QQPM¡S�VSP�RRnNPRS�\ wxs¢sXtW\�a¢a�\ ���_X\�_Z[�\ \ bdbq\ighi_\ je}l\

7�=D*='-*'*+

�NV�MPPRS�VNTN�oS�SN�� xWx_{\ £X��[\ |ad~a\�bd~\ighi_�\ \ je{l\

F5D0'-*'*+

�RV��V�PS�oRnNPR�V�� v�tW\ yXZz\ kbdb|\�~bb\fghi_�\ \ je|l\

F.4(=*0'-*'*+

�MoUR�SPRS��MPPRoRTS� sXtW\ ��̂��\ \ acd{|\fghi_\ j|bl\

F./@.)@�)'-*'*+

��NP��P�V�SPVR�NRQMV\\ W~t¢v�tW\ ���_X\�_Z[�\ \ acad|}\fghi_\ j|kl\

¤ONUNMS�SVSoRnNPRS\� sXtW\ yXZz\ \ bda~\fghi_\ jekl\

F='DD�)'-*'*+

¥SPS�T�NM��oSVRPRM�VRV�� v�t��\\ yXZz\ \ bda}\ighi_\ jekl\

F�-�=(50'-*'*+

��oMRS�QoS��SPnN�oRR�� sXtW\ ¦̂ X̀�\ qkd}a\�bd~\ighi_�\ \ je{l\

F�9=*DD'-*'*+

§��ROMo�V�O�NM�RTMS� v�tW\ yXZz\ q{dcc\�cbb\fghi_�\ \ jeel\

§��ROMo�V���o�R�S�S� u�X[�_��\\ yXZz\ k{dkc\�cbb\fghi_�\ \ jeel\

+
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 !"#$��%�&'()*+%�

,!-.#/�!(*�0')!(.&!#�1!-$�  /2$�'3�45)6!&)�78'#9$():� ;#!()<=�;!6)=� >?@4�A(@.".).'(�7B:� A?C�� D$3=%�

46.&!&$!$�

EFGHGHIJHKGJ�LIHGIJMI�NOPQ�RGSTFUJIJMI��VWX�YZ[\� ]OP̂� � _̀aQW_�bcdef� g_WWh�

4i&'--.!&$!$�

jSkGllmU�SnlGmHIM�� \o[� ]OP̂� � _po�bcdef� g_W_h�

4i2@'6".!&$!$�

qnkFGKJmU�nUrmsnGKU�� YZ[\� tuZe�vOP̂� w_Q_o�xwo�bcdefy� � gVWh�

zIRFUnGkKG{GJ�MGkG{KUJSM�� |\|f}� ]OP̂� ~_Q_�xWQo�ecdefy� � ga}h�

�U{KGRFU�kSKkUM�� YZ[\� �ZO�� � WQo~�ecdef� gaVh�

�U{KGRFU��GMMLRmmsGnmU�� YZ[\� �ZO�� � WQW~�ecdef� gaVh�

,!"!&$!$�

qkUkmU�JmnG{mkU�� \o[� ���u� � WQWpa�ecdef�v� g_Woh�

qkUkmU�KUHHmUJU� \o[� ]OP̂� � }}Qa_�bcdef� gV~h�

zUMMmU�G�{SMmsGnmU� �u[\� tZZ�� � V_Q̀�bcdef��� g_W}h�

zFUlUIkKmM{U�lmlGMGmHIM�� �|Y�YZ[\�x_�_y�

\o[�

���u� � WQW}�ecdef�

WQ}~�ecdef�

gàh�

�

�IJmM{U�{IJIKU� �u[���� �ZP�Of�� ppQW�xpW�bcdefy� � g_W~h�

�In{GRFGKSl�R{IKGkUKRSl�� YZ[\� �ZO��

tuZe�vOP̂�

waQ~�xwo�bcdefy�

V̀QV~�xwo�bcdefy�

� gVWh�

�kFG{mU��KUkFLRI{UnU�� �|Y�YZ[\�x_�_y�

\o[�

]OP̂� � WQop�ecdef�

WQwa�ecdef�

gàh�

�

�IJJU�UnU{U�� �u[���� �ZO�� � WQWV�ecdef� gaVh�

�RU{FGnG�SM�MS�IKIk{SM� \o[�

�u[\�

���fZ��fO�u� � V~�bcdef�

a�bcdef�

g_Wwh�

�Km�GJInnU�sGIJSl��KUIkSl� �u[����

�f̂Of�����

tZZ�� � ~}QWW�bcdef�

aQo}�bcdef�

g_Ẁh�

�'"i#!6.!&$!$�

�nG�SnUKmU�UnLRSl� \o[� ���u� � _̀Q̀p�bcdef� gV~h�

�i)).3$6!&$!$�

zUnnGRFLnnSl�mJGRFLnnSKJ�� YZ[\� ���u�vOP̂� ~̀Q~o�xwo�bcdefy� � gVWh�

�/2$6.&!&$!$�

�LRIKmkSl�RIKsGKU{Sl�� YZ[\� ���fZ��fO�u� � _pV�bcdef� ga_h�

A##.&.!&$!$�

�nnmkmSl��IKSl�� \o[��u[\�

]�uO��f��

�u[����

|\|f}�

[�f��

�P��u� � ~VQ̀p�bcdef�

wwQaw�bcdef�

V}Qp~�bcdef�

_W}QW}�bcdef�

}aQVa�bcdef�

g_Wph�
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&'()*+�,+-./012,+

3'45)6+'/1+7.0'/5-')+8'4*+ &69*+.:+;<0='-0+>?.)@*/0A+ B)'/0CD+B'=0D+ EFG;+H/G5(505./+>IA+ HFJ�+ K*:D,+

L'45'-*'*+

MNOPQRSTOUTVW�XTYZVW� [\]̂ _̀̀

abc`

defgh̀igjk\̀ lmnoòpqrs̀tuvwgx̀

ysnlq̀pqrs̀tuvwgx̀

` zosl{̀

|N}}Q~V}�Q��TOTXT�P}�� �h�jkh̀̀ defgh̀igjk\̀ rrns̀p�ss̀tuvwgx̀ ` z�o{̀

��Y�X�VP��YTST�T}�� ch]�̀ ĥ��jg̀̀ ` q��nrr̀tuvwg̀ zos�{̀

��SSV�TVW�YVP��SZ� _̂h\fkh̀̀ ĥ��jg̀̀ �qnys̀pqr̀tuvwgx̀ ` zoos{̀

�ST��XVW�ZUSZX�ZS�TT� [��hk\�jg̀f�g̀ ĥ��jg̀̀ ` snm̀tuvwg̀ zooo{̀

�ST��XVW�W��QS�X��� [��hk\�jg̀f�g̀ �hj�̀ ` m�n�s̀tuvwg̀ zooq{̀

�ST��XVW�}NST�OVW� [��hk\�jg̀f�g̀ ĥ��jg̀̀ ` onỳtuvwg̀ zooo{̀

�NOXQ}R�OUN}�SZRTOVP�R��� rs�̀ch]�̀

[\]�̀

�hj�̀ ` qlnl̀tuvwg̀

lnl̀tuvwg̀

zlo{̀

��PYT��OUTQX�XRU�� [��hk\�jg̀f�g̀ ĥ��jg̀ r�nỳprss̀tuvwgx̀ ` zoom{̀

��PYT���SVRTOQ}��� abc`̀ defgh̀igjk\̀ ronsỳposs̀tuvwgx̀ ` zoo�{̀

��PYT��PZSTT�QPT�̀̀ [��hk\�jg̀f�g̀ ĥ��jg̀̀ ` snmq̀tgvwg̀ zoor{̀

��PYT��WTPRTQSSUT��� �q]̀

[\]�̀

�ff\̀ ` rs̀tuvwg̀

r̀tuvwg̀

zos�{̀

�ZVOSTVW�SQNPZ�XVW� ch]�̀ defgh̀igjk\̀ rqn�̀p�s̀tuvsnqwgx̀ ` zoo�{̀

�*/5D9*=4'-*'*+

�RZ~U�XT��~TZSSZT� [\]�̀` ���h�̀ ` rn�l̀tuvwg̀ zooy{̀

�TXQ}~QS��OQS�T�QPT��� ch]�̀ �\hẁ ` mlnm�̀tuvwg̀ zool{̀

�.='-*'*+

�QS}RZXT���T��}� b�bgm̀ �hj�̀ �rnoq̀psnq̀wuvwgx̀ ` z�m{̀

�TOV}�SZPT�TQ}�� ch]�̀ �\hẁ�j��̀ ` ymn��̀tuvwg̀ zool{̀

�6=5D05-'-*'*+

�NST}RTO���S��S�X}̀ �q] [\]�̀ �hh¡̀ ` ommnql̀tuvwg̀ zyl{̀

¢W�ZPT��ST�Z}�� ch]�̀ �ff\̀ ` qmns�̀tuvwg̀ zool{̀

£=-G51'-*'*+

�SOUT}�W�}OVP��� ch]�̀ �ff\̀ r�n��̀pqrs̀tuvwgx̀ ` zoo�{̀

B'*./5'-*'*+

��ZQXT��P�ORT�PQS��� �q]̀

[\]�̀

�ff\̀ ` qs̀tuvwg̀

l̀tuvwg̀

zos�{̀

��ZQXT��YZTROUTT̀ �q]̀

[\]�̀

�ff\̀ ` o�̀tuvwg̀

�r̀tuvwg̀

zos�{̀

B'9'@*='-*'*+

MQSN��PT}�TXRZSWZ�T�̀ ch]�̀`

�q]̀`

defgh̀igjk\̀

���h�̀

defgh̀igjk\̀̀

���h�̀

l�̀poss̀tuvwgx̀

�ỳposs̀tuvwgx̀

rỳposs̀tuvwgx̀

yl̀poss̀tuvwgx̀

` zoqs{̀
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;!2!9$6!&$!$�

EFGHIJKLM�MFKLIJ�NNOP�QRSR� TUVW��

WXV��

YZ[QU�OQR\]��

_̂̀Ua�

YZ[QU�OQR\]��

_̂̀Ua�

bc�deff�ghijQk�

cl�deff�ghijQk�

mb�deff�ghijQk�

bn�deff�ghijQk�

� oeXfp�

EFGHIJKLM�MFKLIJ�NNOP�NQqrU\U\NqN� TUVW��

WXV��

YZ[QU�OQR\]��

_̂̀Ua�

YZ[QU�OQR\]��

_̂̀Ua�

bX�deff�ghijQk�

cm�deff�ghijQk�

sb�deff�ghijQk�

bm�deff�ghijQk�

� oeXfp�

;@/##!()!&$!$�

tuvKLwJ�FxxLwLyJKLM� TUVW� za_q]� � XcPXl�ghijQ�� omfp�

;.(!&$!$�

{Ly|M�}JK~�~yMLM� �]VW��

�NNU\]qRQ�[qQ�

�UU�QU�

�̂qh�

lfPen�dXff�ghijQk�

b�Pce�dXff�ghijQk�

� oeXep�

{Ly|M�}~KIG~Lw}LL�N_̀NOP�K~|wFI~GuLM� �NNU\]qRQ�[qQ� �UU�QU� � nePe�ghijQ� oeXXp�

{Ly|M�yL�GJ�N_̀NOP�yL�GJ�� �NNU\]qRQ�[qQ� �UU�QU� � csPs�ghijQ� oeXXp�

{Ly|M�yL�GJ�N_̀NOP�wJKJvGLwJ�� �NNU\]qRQ�[qQ� �UU�QU� � efePn�ghijQ� oeXXp�

{Ly|M��LyJM�~G� ���\[hU\[Q�� �Ra�� l�P���dXff�ghijQk� � oeXep�

;.2$6!&$!$�

{L�~G�yL�G|u�� �]VW� za_q]� � �fPlm�ghijQ� oeemp�

;'!&$!$�

EHuvF�F�Fy��J�JGJyw|MJ� TUVW� YZ[QU�OQR\]� mXP�l�dXnf�ghijQk� � ocnp�

EHuvF�F�Fy�Mw}F~yJy�}|M�� �NNU\]qRQ�[qQ� zaUNZ�QUR��dj[_\]Rq\�

aUhPi��UNUa]�aUhPk��

�aqU��QUR��dj[_\]Rq\�

aUhPi��UNUa]�aUhPk�

�aqU��a[[]�dj[_\]Rq\�

aUhPi��UNUa]�aUhPk�

� fPXl�i�fPlm�jhijQ�

fPss�i�fPnX�jhijQ�

fPXm�i�fP�X�jhijQ�

oeX�p�

EHuvF�F�Fy�Mw}F~yJy�}|M�� WUSR\U�

��T��

�]V���

TUVW�

WXV�

�Z[[]�dj[_\]Rq\�

aUhPi��UNUa]�aUhPk�

� fPnf�i�fPns�jhijQ�

fPnm�i�fP�f�jhijQ�

fPX��i�fP�f�jhijQ�

fPX��i�fPXn�jhijQ�

fPsl�i�fPfs�jhijQ�

oeXsp�

;'#/�'(!&$!$�

�JKKF�LJ�u|K�LxKFGJ�� WXV�

�]VW�

�[[]� � e��ghijQ�

ln�ghijQ�

oefsp�

�}~|u��JKuJ�|u� WXV�

�]VW�

�[[]�R\���q�Z[jU� � �X�ghijQ�

eb�ghijQ�

oefsp�

�|�G~w}�LJ�J�~�JKJ� �]VW� �UaqRQ�� � fPfmmc�jhijQ� ocfp��

;'6)�#!&!&$!$�

{FG�|KJwJ�FK~GJw~J� �Q�RQ[q�N� �OOUa�ORa]� � XcPs�ghijQ� obmp�
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3'45)6+'/1+7.0'/5-')+8'4*+ &69*+.:+;<0='-0+>?.)@*/0A+ B)'/0CD+B'=0D+ EFG;+H/G5(505./+>IA+ HFJ�+ K*:D,+

KG'4/'-*'*+

LMNOPQR�STUPVUWXRY Z[\Y ]̂ _̂Y Y à[̀bYcdecfYgY hb̀[iY

K.D'-*'*+

jXQkVRUWXN�RXTUkXN� lmY

nopY

pq\ZYY

lmY

rqstY

u_qcY

Y àbvYcdecfY

àbwYcdecfY

à[wYcdecfY

à[vYcdecfY

hb[xiY

Ky(5'-*'*+

zN{UQO�VWVTN|QO� Zq}s~qY ��̂fqY�fs~_Y x�abY�ẁ Ỳ�decf�Y Y h�biY

�VTUPWN�kU|TU�V{UN� m_\ZY

oZof�Y

����_Y Y b��awY�decfY

��abbY�decfY

hb[viY

�VTUPWN�{QkUWN� pq\ZY rqstY ẁabxY�w[Y�decf�Y Y h�̀iY

Ky0'-*'*+

�U|TQR�NQTNP|U�V{UN�� m��q~_�sfŶ�fY rqstY Y b��Y�decfY hb[�iY

�U|TQR�OXWUkNYY m��q~_�sfŶ�fY YlqqfY Y b�ba�Y�decfY hb[�iY

LQ|N��TN�XV{XPR�� pq\ZYY

Zq}s~q�Y

��̂fqY�fs~_YY

Y

x�abY�b̀ Ỳ�decf�Y

Y

Y

�wY�decfY

h�biY

�NP|MV��{QO�kVkV�� \�ds~��YY �q��sfYY Y àbx��YcdecfY h�̀iYY

?.)'/'-*'*+

�V{NPQO�{XQkVkNTSQO�� pq\ZY ��̂fqY�fs~_Y Y [̀wax�YcdefY h�[iY

�U|MNPUN�RVOPU�XTN�� pq\ZY ]̂ _̂Y Y ��a��Y�decfY hbb�iY

�U|MXTUP�UN�kVkkV{V�VUWXR�� pq\ZY ��̂fqY�fs~_Y Y [[̀av�YcdefY h�[iY

�')*=5'/'-*'*+

�NTWVR|NkM�R��N|NONPRUYY Z[\�m_\ZY

pq\ZY

]���̂cqY Y b�̀abbY�decfY

w�a[bY�decfY

h��iY

hbb�iY

 5/¡5(*='-*'*+

¢NXOS�XTN�SNT�U�{VTN� m_\ZYY ]���̂cqY Y [̀avwY�decfY hbb�iY

nop�Y£���f̂�̂cq_�s~q¤Ypq\Z�Ycq_�s~̂f¤Ym_\Z�Yq_�s~̂f¤Ylm�Y�q_�̂fq�cYq_�q�¤Ym_\���Yq_�¥fYs�q_s_qY
sZ�cs~Ygf̂̂ £Y�o�maYY
g¦̂§�~qYq�¥_��̂�¥_qY�o�maY
�p �̂�qYg�s�~Y�̂ĉ dq~��q£aY

Y

�s�_ŶtY_�qY�fs~_Y��q£Y�~Yqs��Y�_�£¥Y�q�̂�_q£aY�o�mY
�~��g�_̂�¥Ys�_�§�_¥Y��Y�q�̂�_q£Y�~Y_�qY�scqŸs¥Ys�Y�_Ÿ s�Y
�q�̂�_q£Yg¥Ys�_�̂��Ys~£Y©ox̀Y§sf�q�Ÿq�qY��̂�q~Y�~�_qs£ŶtY
�~��g�_�̂~Y�q��q~_sdq�Ÿ�q~Yĝ_�Ÿq�qYs§s�fsgfqaY

Fª83«HF&+ª3+H8&;K;?&+

Y ¬�qYs�_�̂����Y�̂~t��cY_�s_Y_���Ys�_��fqY�̂~_q~_Y�s�Y~̂Y
�̂~tf��_ŶtY�~_q�q�_aY

EF­8ª®«;̄ °;±;8&?+

Y o\²©om¬³Yo©o³Ý²uYs~£Y�²loµ¬aY

K;3;K;8F;?+

hbiY o�̂��s³Y¶a¤Yp���s³Yua¤Y¶��s£³Y�aYo���q~_Y�q���q�_�§q�Ŷ ~Y
��s�cs�̂_�q�s�¥ŶtY�f��q�cq�·�aY̧�SXT|¹�ºSUP¹�»MNTONkV|MXT¹³Y
����³Y¼½³Y��x¾�x̀aY

h[iY mffcs~³Y¿ara¤Yô��_~q¥³Y¶ana¤Y�~£�q�³YÀa¤Y�qs_�q��_̂~q³Y]apaY�Y
~q̈Ys~£Y�s��£Y�̂f̂��cq_���Y£q_q�c�~s_�̂~ŶtYs�q_¥f��̂f�~q�_q�s�qY
s�_�§�_¥aYÁUVkMXO¹�»MNTONkV{¹³Y�%Â�³YÃ³Y��¾�xaY

h�iY r̂�q�³Y ua¤Y ¦s�_�£s³Y Äa¤Y À�fs£̂cs_³Y �a¤Y ô£�~s³Y oaY
��q_¥f��̂f�~q�_q�s�qY�~��g�_̂�¥Ys�_�§�_¥ŶtY�̂cqY�cs�¥ff�£s�qsqY
sfÅsf̂�£�Ys~£Y�NTkURRQRYq}_�s�_�aYjU�X��kU¹³Y����³YÃ¼³Y[x[b¾[x[�aY

hwiY ]�qq³Y©a¶a¤Y§s~Y£qYpqq~_³Ypa¤Y©~dÅs~�~s~³Y¶a¤YÀq��̂ �̂_q³Y]aY
u��qq~�~dYt̂�Ys�q_¥f��̂f�~q�_q�s�qY�~��g�_̂��Yt�̂cY�cs�¥ff�£s�qsqY
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� !"#� !$!%&�#'$�()!"*$&+',�%),-.&(-#,&/)+�!"�%-.0!"&(!-!"�1!()�
0!-&%(!2!(+� (&!"!"#3�45�6789:;<9=85�>?�����?�@AB?�CDE*CCF3�

GHI� J&, (-"?�K3L�M!  $!"#?�N3L�O- ('((.&""?�M3�K�,&/!P�QRS�
0!-&�(-#,&/)!%�.'()-P�T-,�()'�P'('%(!-"�-T�&%'(+$%)-$!"' (',& '�&"P�
0�(+,+$%)-$!"' (',& '�!")!0!(-, �!"�/$&"( 3�U7V<9W7X:5�>Y;Z5?�����?�
A[?�HD*H\3�

G]I� !̂�_!-2&""!?�̀3L�a-,$-b?�K3L�c,0&!"?�K3L�J&, (-"?�K3L�O- ('((.&""?�
M3L�S&,,�/(?�d3K3L�e'! (?�J3�f"�2!(,-� %,''"!"#�&  &+ �(-�!P'"(!T+�
"&(�,&$�-,� +"()'(!%�&%'(+$%)-$!"' (',& '�!")!0!(-, g�()!"�$&+',�
%),-.&(-#,&/)+�2', � �.!%,-/$&('�.'()-P 3�hi85�45�U7;8:5�jWk5?�
���l?�[[?�Dmn*DDn3�

GEI� O-�#)(-"?�d3N3L�e'"?�o3L�O-1' ?�J3N3�K%'(+$%)-$!"' (',& '�
!")!0!(-, �T,-.�/$&"( �&"P�T�"#!3�p;<5�U89q5�rXs5?����t?�u[?�DvD*
Dnn3�

GvI� w!$$!&. ?�d3L�̀-,,!0& ?�K3L�O-1' ?�J3N3�x&(�,&$�d,-P�%( �& �&�
 -�,%'�-T�K$b)'!.',y �P,�# �$'&P 3�p;<5�U89q5�rXs5?�����?�uz?�\v*
EE3�

GnI� J�{)',|''?�d3M3L�M�.&,?�}3L�J&$?�J3L�O-�#)(-"?�d3N3�
K%'(+$%)-$!"' (',& '�!")!0!(-, �T,-.�/$&"( 3�U7V<9:XqkWkYX?����~?�
A�?�Cvn*Fmm3�

GDmI� �,)&"?�_3L��,)&"?�f3L�̀�0�(&+*�b('{!"?�x3?�K{?��3L�̀'"',?�a3�
S-"('./-,&,+�&"(!%)-$!"' (',& '�/)&,.&%'�(!%&$ �-T�"&(�,&$�-,!#!"�
&"P�()'!,� +"()'(!%�&"&$-#�' �T-,�()'�(,'&(.'"(�-T�K$b)'!.',� �
P! '& '3�rXWXY<5�U;<5�6pj��8i=5��k�W9�5?�����?��?�\F*HD3�

GDDI� e&).&"?�K3c3L�M)&$!P?�K3L�̀�$(&"&?�x3?�_)&+�,?�J3x3L�J' &!{?�
J3K3L�M)&"?�J3e3L�_!$&"!?�K3O3L�S)-�P)&,+?�J3f3�x'1�"&(�,&$�
%)-$!"' (',& '�!")!0!(!"#�&"P�%&$%!�.�%)&""'$�0$-%{!"#���!"-$!"'�
&${&$-!P 3�45�hY�V:X��Y7k�5��Xq5�67X:5?����t?�uA?�EmF*EDm3�

GDCI� S&,P- -*R-/' ?��3J3L�J&!',?N3K3L�P&�̀!$2&?�J3e3L�e'#& !"!?�R3�3L�
!̀.-('?�̀3o3L�R-/' ?�x3d3L�d!,&"!?�N3e3L�P&�̀!$2&�a-$b&"!?�}3L�J&,��
o-�"#?�J3S3�K${&$-!P �T,-.� ('. �-T�h�XY�XW�k;�ZXk9W;8s;��"#$3�
�e�(&%'&'��& �/-('"(!&$�(,'&(.'"(�T-,�K$b)'!.',� !̂ '& '3�
�9ZXWiZX�?�����?�AB?�nCmH*nCDF3�

GDFI� o&"#?��3L��)&"#?�̂ 3L�e'"?�N3L�o&"#?�J3�̀ {!..!&"!"'?�&�
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FmC3�
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&."' !%�&%(!2!(+�-T�&${&$-!P �T,-.�698Vq;Zk��<i8<�W7;YkY9�kk3�45�
h<7Y9s7;8:;W9Z5?����l?�AA@?�E\*vm3�

GDvI� O�"#?�Q3J3L�x#-%?�Q3J3L�o-�"?�c3N3L�J!"?�a3̀3L�x&?�J3L�Q)�-"#?�
d3Q3L�a&'?�M3�K"(!*&."' !%�&%(!2!(+�-T�/ '�P-%-/(! !"'�T,-.�
698Vq;Zk��(�0',3��k9Z5�U7;8:5��iZZ5?����l?�[A?�DHn*D]C3�

GDnI� N�"#?�O3K3L�J!"?�a3̀3L�o-{-b&1&?�Q3L�R''?�N3O3L�M!.?�o3̀3L�S)-!?�
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^̀�R]� ! P� k�]�PZ�]P̂̀]"�̂̀]�Ra]ĉ"�T]̂]"�Q ̂ k R]��"�̂̀]��P̂]" ̂m"]�
n��o���p��g ZlmPZPZ]��q�o�!P̂ ̂̂PZ]��r�o�Z "h]QPZ]��s�o�teue
Q]T]̂̀_�̀�T��_c�"PZ]���s�� ZQ��_c�"PZ]���r��h]"]��kR]"!]Q�̂��k]�
^̀]�T j�"� �O ��PQR�PZ�̂̀]� ]"P ��a "̂R��S�UV
[��#�����
�i k�]���o�
h̀]"] R�̂̀]�km�kR��S�UV
[��#�����
a"�!]Q�̂��k]�"Pc̀�PZ��_c�"PZ]���r�o�
teueQ]T]̂̀_�̀�T��_c�"PZ]���s�o�l � Ẑ̀  TPZ]��v�� ZQ�R ZlmPZPZ]�
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\Ẑ]"]R̂PZl�_o� �̂̀�ml̀� �� "l]�ZmTk]"��S� �O ��PQR�̀ R�k]]Z�PR�� ̂]Q�
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