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Resumen

El interés en contribuir al descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas a partir de
especies vegetales endémicas, implico dos cursos de accion.

Por un lado, condujo a la sintesis de 23 derivados triterpénicos obtenidos a partir de
lupeol (1), aislado de la especie vegetal Chuquiraga erinacea. Teniendo en cuenta el importante
contenido de 1 en dicha especie vegetal, y que este triterpeno presenta un grupo isopropenilo
en el anillo E, cuyas modificaciones quimicas son las menos reportadas, resulté interesante la
modificacién sintética del triterpeno natural.

En primer lugar, se llevd a cabo la optimizacion de la purificacion de 1, mediante
cromatografia en columna con silica gel impregnada con AgNOs3, a partir de una mezcla de
triterpenos monohidroxilados isomeros (F1). Luego, se realizd la oxidacion alilica de 1, para
obtener el bloque de construccion 5 utilizado, posteriormente, para la sintesis de los derivados
triterpénicos.

Se propuso la optimizacion de la reaccién de oxidacion, mediante la metodologia
catalitica, a través de la sintesis de un catalizador heterogéneo novedoso, Pd/SeO,/SiO;. Si
bien esta metodologia dio buenos rendimientos para el monoterpeno a-pineno, utilizado como
molécula modelo, para el triterpeno de interés 1, los rendimientos fueron bajos, los tiempos de
reaccion elevados, y la conversion fue menor que con la metodologia tradicional.

Teniendo en cuenta estos resultados, y la selectividad del SeO,, utilizado como agente
oxidante, el bloque de construccion 5 se obtuvo a través de la oxidacion alilica convencional a
partir de la mezcla de triterpenos (F1), y posterior purificacion en dos etapas, con buenos
rendimientos.

La acilacion de la oxima 12, obtenida por modificacion quimica del carbono
carbonilico de 5, dio lugar a cinco aciloximas triterpénicas 13a-13e. Por otro lado, el
tratamiento de 5 con diferentes hidrazonas aromaticas, condujo a la obtencion de dieciséis
azinas triterpénicas 15a-150.

Para todos los derivados obtenidos se evalu¢ la actividad neuroprotectora. La mayoria
de los derivados fueron mas activos que el compuesto natural 1. En el caso de las aciloximas,
la acilacion no resultd ser una estrategia adecuada para la busqueda de nuevos derivados de
lupeol con actividad neuroprotectora, ya que la oxima de partida fue la m4s activa. Por otro
lado, las azinas 15¢, 15m y 15n fueron las que presentaron mayor actividad, sugiriendo que la
presencia de un grupo fenilo meta o para sustituido por un grupo metoxilo, o de un grupo

furano, es fundamental para esta actividad.
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Por otro lado, se llevo a cabo un ensayo bioguiado sobre la especie vegetal Nicotiana
glauca, recolectada en la ciudad de Bahia Blanca, en busqueda de los metabolitos bioactivos. El
extracto etanolico (EE) obtenido a partir de las partes aéreas de la planta indujo apoptosis sobre
células musculares normales.

Con el fin de encontrar los metabolitos responsables de dicha actividad, se llevo a cabo
la particién del EE con solventes de polaridad creciente, la cual dio lugar a tres subextractos:
hexanico (SH), cloroférmico (SC) y de acetato de etilo (SAE). Mediante el analisis de la
actividad bioldgica para cada subextracto sobre las células mencionadas, se determind una
mayor induccién de apoptosis ejercida por el SH, seguida por el SC y en menor medida para
el SAE.

El fraccionamiento bioguiado de los SH y SC, permitié el aislamiento de 4cido
palmitico (AP) y escopoletina (ESC) respectivamente, como los principales metabolitos
responsables de la actividad apoptotica observada para cada subextracto.

Teniendo en cuenta la actividad observada sobre las células musculares normales, se
llevé a cabo la evaluacion del efecto biologico sobre células musculares tumorales de
rabdomiosarcoma humano. Cuando estas células fueron tratadas con AP y ESC, se observd
una disminucién en la viabilidad celular del 73% para AP y 85% para ESC.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se determino que AP y ESC presentes en
la especie vegetal Nicotiana glauca, serian los responsables de la induccion apoptdtica observada

sobre células musculares normales y patolégicas.
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Abstract

With the aim of contributing to the discovery of new bioactive molecules from endemic
plant species two courses of action were implied.

At the first stage, we improve the synthesis of twenty-three triterpene derivatives
obtained from lupeol (1), isolated from the plant species Chuquiraga erinacea. Taking into
account its important content of 1, and the isopropenyl group in the E ring of 1, whose
chemical modifications are few reported, the synthetic modification of the natural triterpene
became interesting.

In the first place, 1 purification from a mixture of isomeric monohydroxylated
triterpenes (F1) was optimized by column chromatography, with silica gel impregnated with
AgNOs. Then, the allylic oxidation of 1 was carried out, to obtain the building block 5
subsequently used for the synthesis of the triterpenic derivatives.

Additionally, the optimization of this oxidation reaction was proposed by catalytic
methodology, through the synthesis of a novel heterogeneous catalyst, Pd/SeO,/SiO;.
Although this methodology allow us to obtain profitable yields for the monoterpene a-pinene,
used as a model molecule, we observed that for the triterpene of interest 1, yields and
conversion were lower, and reaction times were longer than with the traditional methodology.

Taking into account these results, and the selectivity of SeO», used as oxidizing agent,
building block 5 was obtained through conventional allylic oxidation from the triterpene
mixture (F1), and subsequent purification in two stages, with profitable yields.

The acylation of oxime 12, obtained by chemical modification of the carbonyl carbon
of 5, gave rise to five triterpene acyloximes 13a-13e. In addition, the treatment of 5 with
different aromatic hydrazones led to obtain sixteen triterpenic azines 15a-150.

For all the derivatives obtained, the neuroprotective activity was evaluated. Most
derivatives were more active than natural compound 1. In the case of acyloximes, acylation did
not represent an adequate strategy for the search for new lupeol derivatives with
neuroprotective activity, since the starting oxime was the most active. On the other hand, azines
15¢, 15m and 15n showed the highest activity, suggesting that the presence of a meta or para
phenyl group substituted by a methoxyl group or a furan group, is essential for this activity.

At the second stage, a bioguided test oriented to search bioactive metabolites was
carried out on the plant species Nicotiana glauca, collected in the city of Bahia Blanca. The
ethanolic extract (EE) obtained from the aerial parts of the plant induced apoptosis in normal

muscle cells.
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In order to find the metabolites responsible for this activity, EE was partitioned with
increasing polarity solvents, which gave rise to three subextracts: hexane (SH), chloroform (SC)
and ethyl acetate (SAE). Through biological activity analysis of each subextract on the
mentioned cells, a greater induction of apoptosis performed by SH was determined,
subsequently followed by SC and SAE.

The bioguided fractionation of SH and SC allowed the isolation of palmitic acid (AP)
and scopoletin (ESC), respectively, as the main metabolites responsible for the apoptotic activity
observed for each subextract.

Taking into account the activity observed on normal muscle cells, the evaluation of
biological effect in human rhabdomyosarcoma tumor muscle cells was carried out. When these
cells were treated with AP and ESC, a decrease in cell viability of 73% for AP and 85% for
ESC was observed.

Taking into account the results obtained, it was determined that AP and ESC, present
in the plant species Nicotiana glauca, would be responsible for the apoptotic induction observed

in normal and pathological muscle cells.
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ABREVIATURAS

o
6-OHDA
AcetilCoA
ACP

AL

AP

atm
ATP
AZT
CCF
CDCL
CS

DAPI
DCC
DCU
DLB
DMEM
DMF
DRX
E2

EA

EE
ELA
END
EP
ERs
ESC
FDA
FTIR
GABA

Desplazamiento quimico
6-hidroxidopamina
Acetilcoenzima A

Fosfatasa acida

Mirtenal

Acido palmitico

Atmosferas

Adenosine triphosphate
Azidotimidina

Cromatografia en capa fina
Cloroformo deuterado

Células satélite

Dalton

4,6-diamidino-2-fenilindol
N,N'-diciclohexilcarbodiimida

N, N'-diciclohexilurea

Demencia con cuerpos de Lewy
Medio Eagle modificado de Dulbecco
N,N-Dimetilformamida
Difraccién de rayos X
17B-estradiol

Enfermedad de Alzheimer
Extracto etanolico

Esclerosis lateral amiotrofica
Enfermedades neurodegenerativas
Enfermedad de Parkinson
Receptores estrogénicos
Escopoletina

Food and Drug Administration
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Acido gammaaminobutirico
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CG-EM
HD
HIV
HSP27
ICP

CL-EM
m/z
MAO-B
MEP
MET
MPTP
MTT
MW
NEOSY
NEQ
NOE
OL
PCR
PEG
pf

PNs
ppm
Rf
RMN
RMS
ROS
S.D.
SAE
SC
SDH
SF

SH

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
Enfermedad de Huntington

Virus de inmunodeficiencia humana
Proteina de choque térmico 27
Espectroscopia de plasma acoplado inducido
Constante de acoplamiento
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
Relacion masa/carga

Monoamino oxidasa-B

Metileritritol fosfato

Microscopia electronica de transmision
I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
Mitotracker Red

Microondas

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Nuevas entidades quimicas

Efecto nuclear Overhauser

Mirtenol

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Punto de fusiéon

Productos naturales

Partes por millon

Factor de retencion

Resonancia magnética nuclear
Rabdomiosarcoma humano

Especies reactivas de oxigeno
Desviacion estandar

Subextracto de acetato de etilo
Subextracto cloroférmico

Shikimato deshidrogenasa
Subfracciones

Subextracto hexanico
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tan 0
TOF
TPR

tr

TRH
TUNEL
uv

Tangente de pérdida

Actividad especifica

Reduccion a temperatura programada
Tiempo de retencién

Terapia de reemplazo hormonal

Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling

Ultravioleta

Florencia A. Musso

12



1

INTRODUCCION




Tesis Doctoral CAPITULO I: Introduccion

.1 PRODUCTOS NATURALES EN EL DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS
FARMACOS

A lo largo de la historia, las plantas han constituido la principal fuente de
medicamentos debido a la riqueza molecular y estructural que presentan. Al igual que otros
seres vivos, las plantas poseen infinidad de células en las cuales se llevan a cabo numerosas
reacciones quimicas para la sintesis de sustancias complejas a partir de otras mas simples. A este
conjunto de reacciones se conoce como metabolismo, que, se puede clasificar en dos tipos:
metabolismo primario y secundario. El primero, ocurre en todas las células y las moléculas
producidas se denominan metabolitos primarios, de los cuales podemos mencionar aminoacidos,
proteinas, acidos nucleicos, lipidos e hidratos de carbono, entre otros. Estos, estin
directamente implicados en el crecimiento, desarrollo y reproduccion de la planta. Por otro
lado, el metabolismo secundario implica moléculas de naturaleza quimica diversa, que si bien,
no son vitales como las del metabolismo primario, cuentan con la capacidad de desarrollar
funciones biologicas determinadas en la planta, tales como defensa contra depredadores y
patégenos, adaptacion al estrés ambiental, proteccion contra rayos UV, y atraccion de insectos
y polinizadores, entre otras [1-4]. Estos compuestos son conocidos como metabolitos secundarios,
y a su vez como “productos naturales” (PNs), y su ocurrencia es caracteristica de una familia
taxondmica, género o especie particular.

La sintesis de PNs ocurre a partir de los metabolitos primarios, donde los
intermediarios quimicos mds importantes son acetil-CoA, acido shikimico, acido mevalénico y
metileritritol fosfato (MEP), los cuales se encuentran involucrados en distintas rutas
biosintéticas compuestas por numerosos mecanismos y reacciones diferentes. A partir de ellos,
se genera una serie de unidades basicas conocidas como bloques de construccion o “building
blocks”, que se componen de un nimero muy pequeio de atomos de carbono (C1, C2, C5,
C6) o por agrupaciones de estas unidades, por ejemplo, C6-C3. A partir de estas moléculas
surgen los principales grupos de PNs tales como dcidos grasos, antraquinonas, terpenos,
esteroides, alcaloides, cumarinas, lignanos, etc.

Se estima que las plantas producen mas de 30.000 metabolitos secundarios diferentes
que son alojados en los distintos ¢rganos, ya sea en las flores, en los frutos, en las hojas y tallos,
o en las raices [5,6]. Una vez biosintetizados, los PNs ejercen su funcion mediante la interaccion
con dominios proteicos de la planta, y a pesar de haber sido sintetizados por organismos
vegetales, esta capacidad de unirse a proteinas les permite ejercer efectos sobre nuestro

organismo de manera eficaz. Este fenomeno se debe, en primer lugar, a la gran similitud
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existente entre los genomas de la mayoria de los organismos vivos, en especial, entre el genoma
de los mamiferos y el genoma de las plantas [7]. A modo de ejemplo, se conoce que muchas
especies vegetales sintetizan alcaloides para protegerse de ser devoradas por animales, por lo
que estos metabolitos han evolucionado para unirse a las proteinas de dichos depredadores y
ser venenosos para esos organismos. En segundo lugar, los PNs son considerados “moléculas
pequenas”, término utilizado en farmacologia y bioquimica para referirse a los compuestos
organicos no polimeros de bajo peso molecular (< 800 Da), por lo tanto, gracias a que cuentan
con las dimensiones moleculares adecuadas para penetrar barreras biologicas, pueden llegar a
sitios de accion intracelulares y ejercer su efecto. En este contexto, cabe mencionar las
conocidas “reglas de Lipinski” o “reglas de los 57, las cuales son consideradas un buen criterio
predictivo para la seleccion de moléculas con utilidad terapéutica en los procesos de busqueda
de nuevos farmacos. Estas se basan en la prediccion de la absorcion oral en funcion al log P
(logaritmo del cociente entre las concentraciones de una sustancia que se encuentra en las dos
fases de una mezcla de solventes inmiscibles entre si), en el peso molecular de la molécula y en
los donantes y aceptores de enlaces de hidrogenos que posee. Sin embargo, en la quinta regla,
establece que no es necesario aplicar las cuatro primeras a un PN o a cualquier molécula que
sea reconocida por un sistema de transporte activo [8,9]. Se destaca, de esta manera, la
particularidad que poseen los PNs cuando son considerados como nuevos farmacos, asi como
también sus propiedades intrinsecas y la gran riqueza estructural que poseen [5].

Desde hace cientos de afios, muchas enfermedades son tratadas a partir de PN, y los
conocimientos sobre su utilizacion como medicamentos se han ido acumulando y poniendo
en practica gracias a los resultados de varios siglos de experimentacion humana.
Historicamente, las plantas se utilizaban para el tratamiento de diferentes enfermedades y
dolencias a través de infusiones, tinturas, jarabes, pociones y aceites preparados a base de
especies vegetales. Los primeros documentos que reportan el uso de plantas medicinales se
remontan a mas de 4000 anos. Por ejemplo, en el ano 2500 a.C., la civilizacion sumeria de
Mesopotamia, menciond diversas drogas vegetales como adormidera, belladona, cifiamo,
azafran, tomillo, entre otras, en una tableta de arcilla conocida como “Primer documento médico”
[10,11]. Segun la enciclopedia de drogas china, "Pen-tsao kang mu", que documenta alrededor de
1898 medicamentos herbales y 8160 recetas, el uso de hierbas medicinales se remonta al afio
2000 a.C. [10]. En Egipto, el conocimiento de la medicina natural se establece desde el afio
2900 a.C., pero fue en el afio 1550 a.C. en el que la informacién fue registrada en el “Ebers
Papyrus”, documento que contiene mas de 700 medicamentos de origen vegetal [2]. La evidencia

de la medicina basada en plantas, en la India, se ha encontrado en una colecciéon de himnos
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ayurvédicos del afio 1000 a.C. que informaron el uso de 1000 hierbas diferentes como
medicamentos [12]. Por otro lado, en el mundo occidental, el conocimiento sobre la terapéutica
natural, surgié principalmente en las culturas griega y romana, las cuales aportaron criterios
bésicos para la recoleccién, almacenamiento y uso de plantas medicinales (afio 100 d.C.) [2,10-
14]. Durante la Edad Media, los monasterios ingleses, irlandeses, franceses y alemanes
conservaron el conocimiento terapéutico basado en plantas occidentales, mientras que los
drabes fueron los primeros en establecer reglas en la produccion farmacéutica, desarrollando
complejas formulaciones médicas, tales como bebidas fermentadas, jarabes, extractos en
alcohol y agua destilada [2,11,15]. A partir del aiio 1450, luego de la invencion de la imprenta,
el empleo de plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades comenzo a difundirse
de manera escrita en las distintas culturas, permitiendo que toda la informacion sobre el uso
de estas plantas se fuera transmitiendo mas facilmente de generacion en generacion [2,11].

Considerando que no se conocia informaciéon suficiente sobre las causas de las
enfermedades, la utilizacién de plantas medicinales como remedios para tratarlas, era
completamente empirico y sin conocimiento previo de los metabolitos activos presentes y los
efectos adversos que estos podian causar [2,15]. Es por ello que alrededor de los siglos XVIII y
XIX, los avances en el conocimiento cientifico llevaron a la elucidacién de PNs a partir de las
plantas, dando inicio a una nueva era en medicina, donde los fAirmacos podian ser obtenidos a
partir de plantas medicinales y administrados en dosis precisas [2]. A partir de ese momento,
se aislo una amplia gama de PN, lo cual resulté importante, no solo debido a su contribucion
como medicamentos, sino también por convertirse en valiosas herramientas para el
descubrimiento de nuevas funciones fisioldgicas o para la evaluacion del mecanismo de accion
de otras moléculas. A continuacion, se mencionan algunos ejemplos.

El glucosido cardioténico conocido como digitoxina, fue aislado de la especie vegetal
Digitalis purpurea L. (Plantaginaceae), mas conocida como “dedalera”. Este farmaco ejerce su
efecto sobre la contractibilidad del musculo del corazon, mejorando asi la conduccién cardiaca,
por lo que fue utilizado durante muchos afios para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
congestiva (Figura 1). A su vez, el estudio farmacoldgico de la digitoxina permitié comprender
el rol que cumple la bomba de sodio-potasio-ATPasa, la cual es bloqueada por la accion de la
droga, desencadenando una serie de efectos sobre el musculo cardiaco [2,15]. Otro ejemplo
muy conocido fue el aislamiento de salicina a partir de la corteza del sauce Salix alba L.
(Salicaceae). Se trata de la molécula precursora del acido salicilico, el cual posteriormente dio

origen al dcido acetilsalicilico. En la antigliedad, Hipocrates, padre de la medicina,
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recomendaba el uso del extracto del sauce para el tratamiento del dolor y la fiebre (Figura 1)

(2,15,16].
OH
HO,,. WOH
HO

salicina

digitoxina

Figura 1. Farmacos naturales obtenidos a partir de plantas medicinales.

Los alcaloides morfina y codeina (Figura 2), compuestos mayoritarios del opio extraido
de capsulas inmaduras de Papaver somniferum L. (Papaveraceae) mas conocida como
“« . ”» . ’ . . . .

adormidera”, interactian con receptores opioides del sistema nervioso, por lo que son
utilizados como analgésicos narcoticos para aliviar dolores intensos. A su vez, el estudio de la
estructura de la molécula de morfina permitié comprender los subtipos de receptores opioides
presentes en el organismo humano, y de esta manera comprender las vias de las endorfinas y
encefalinas. La papaverina, otro alcaloide extraido del opio, es el precursor de los dos alcaloides

mencionados anteriormente, y se la utiliza como relajante muscular (Figura 2) [2,15,16].

codeina: R = Me
morfina: R=H

Figura 2. Opioides obtenidos de plantas medicinales.

El alcaloide quinolinico quinina (Figura 3), fue utilizado durante siglos como primera
eleccion en el tratamiento de la malaria, y en 2004, fue aprobado por la FDA como farmaco
antipaludico [2]. Este alcaloide fue aislado de una planta nativa de la Cordillera de los Andes
perteneciente al género Cinchona (Rubiaceae), la cual era empleada por los Incas para tratar la
fiebre [16]. La pilocarpina (Figura 3) es un alcaloide que se encuentra en las hojas de Pilocarpus
jaborandi (Rutaceae) y se ha utilizado para el tratamiento del glaucoma y la xerostomia, por su
efecto agonista sobre los receptores muscarinicos del sistema nervioso parasimpatico. No

obstante, en 1998 se aprobo la preparacion oral para el tratamiento del sindrome de Sjogren,

Florencia A. Musso 17



Tesis Doctoral CAPITULO I: Introduccion

una enfermedad autoinmune que dafia las glandulas salivales y lagrimales [15]. Los alcaloides
indolicos, vinblastina y vincristina (Figura 3), extraidos de Catharanthus roseus (Apocynaceae),
tienen un gran valor en el tratamiento del cancer, en especial, para tratar la leucemia. Ambos
compuestos se unen a la tubulina inhibiendo el ensamblamiento de los microttbulos [16]. El
alcaloide galantamina (Figura 3) fue aislado en 1952 a partir del extracto de Galanthus
worroniwii (Amaryllidaceae), y actia como inhibidor selectivo, competitivo y reversible de la
enzima acetilcolinesterasa, mejorando la funcion cognitiva en pacientes con enfermedad de

Alzheimer y es uno de los medicamentos elegidos para el tratamiento de dicha enfermedad

[16].

O;Q;M\ENE)/

pilocarpina

vincristina: R = CHO galantamina
vinblastina: R = CH,

Figura 3. Alcaloides obtenidos de plantas medicinales.

El estudio de los efectos de depresion y parkinsonismo provocados por el uso del
alcaloide reserpina (Figura 4), extraido de la raiz de Rauwvolfia serpentina (Apocynaceae) y
utilizado para el tratamiento de psicosis e hipertension, dio lugar al descubrimiento de la
disminucion de dopamina como causante principal de la enfermedad de Parkinson. Otros
alcaloides tales como muscarina (aislada del hongo Amanita muscaria, Amanitaceae), nicotina
(metabolito secundario de la planta de tabaco Nicotiana tabacum, Solanaceae) y tubocurarina
(extraida de Chondrodendron tomentosum, Menispermaceae) ayudaron a explorar los diferentes

tipos de receptores de acetilcolina, implicados en diversas patologias (Figura 4) [17-20].
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Figura 4. Alcaloides naturales utilizados como herramientas farmacologicas.

Estas investigaciones sobre plantas medicinales han llevado al descubrimiento de
muchos farmacos o compuestos lideres de origen natural. Sin embargo, durante la década de
1990, surge una nueva metodologia de sintesis orgdnica conocida como “quimica combinatoria”,
la cual permite obtener quimiotecas formadas por una gran cantidad de compuestos diferentes
de manera rapida, simultanea y eficiente. Con el objetivo de acelerar los tiempos de obtencion
de nuevos derivados quimicos, este fendmeno ocasiond que el interés hacia el empleo de
plantas medicinales en la busqueda de compuestos bioactivos se vea desplazado por la sintesis
“de novo” [21]. Sin embargo, desde la fecha mencionada hasta el ano 2019, solamente tres
nuevos farmacos obtenidos por quimica combinatoria han sido aprobados por la FDA:
sorafenib (Nexavar®) de Bayer, aprobado en 2005 como farmaco antitumoral; vemurafenib
(Zelboraf®) de Roche, aprobado en 2011 para el tratamiento de melanoma; y ataluren
(Translarna®) de PTC Therapeutics, aprobado en 2014 para el tratamiento de la distrofia

muscular de Duchenne (Figura 5).

F cl
F
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HN (0] (0] NH N
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N X NH o
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Y ataluren
sorafenib vemurafenib

Figura 5. Farmacos aprobados por la FDA obtenidos mediante quimica combinatoria.

Esto se ve reflejado en el trabajo desarrollado por Newman y Cragg [22], quienes
publicaron una serie de revisiones en las que se demuestra la importancia que posee la

contribucion de la naturaleza en relacién al descubrimiento de nuevos farmacos [22-27]. En su
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ultima revision, se tuvieron en cuenta los farmacos aprobados para el tratamiento de
enfermedades humanas a lo largo de casi 39 afos, entre las fechas (01-1981/09-2019). Las
nuevas entidades quimicas (NEQ) son clasificadas seguin las fuentes de las cuales provienen: B:
biolégico (péptido o proteina grande, >50 residuos, aislado de un organismo/linea celular o
producido mediante técnicas biotecnologicas), N: producto natural, NB: producto natural
“botanico” (mezclas de drogas vegetales), ND: derivado de un producto natural (modificacién
semisintética), S: droga totalmente sintética, S*: elaborado por una sintesis total (el farmacoforo
corresponde a un producto natural), V: vacuna. Ademas, introdujeron una subcategoria, NM,
que corresponde a compuestos miméticos a un producto natural (S/NM o S*/NM). Esta ultima
incluye a los inhibidores o antagonistas del objetivo molecular o an4logos del sustrato endogeno
del sitio. El andlisis de los datos obtenidos por los autores indicoé que, en los casi 39 afos
estudiados, fueron aprobadas un total de 1394 NEQ, desestimando las pertenecientes a los
grupos B y V. En el grafico de la Figura 6, se puede observar que, de las 1394 NEQ, el 33,3%
corresponde a drogas totalmente sintéticas (S), sin tener ninguna relacién con estructuras
naturales; mientras que un 31,6% corresponde a productos naturales o derivados de ellos (N,
NB, ND). Por otra parte, el 4,7% corresponde a moléculas sintéticas cuyo farmacoforo
corresponde a un PN (S§¥), y un 30,4% corresponde a las “imitaciones” de PNs (S/NM, S*/NM)
(Figura 6).

S/NM, 217 (15,6%)

—_— S, 464 (33,3% S
$*, 65 (4,7%) __ S AR ND
W
HNB
S*/NM, 207 N
(14,8%) HST/NM
j MS*
N, 71 (5,1%)_/ | 4S/NM

NB, 14 (1%) \ ND, 356 (25,5%)

Figura 6. NEQ aprobadas durante el periodo 01-1981/09-2019, correspondientes a moléculas pequefias.

Si se tiene en cuenta solamente las NEQ pertenecientes a las categorias N, NB y ND,
sin incluir ninguna de las clasificaciones de productos inspirados por la naturaleza (S*, S*/NM
y S/NM), se cuenta con un total de 441 nuevas moléculas. Segin el grafico de barras de la

Figura 7, se puede observar que, a lo largo de los afios estudiados, ha prevalecido la aprobacion

de derivados semisintéticos de PNs (ND).
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Figura 7. Porcentajes de NEQ (categorias N, NB y ND) aprobadas durante el periodo 01-1981 al 09-2019.

Estos datos confirman el notable rol que siguen ocupando los PNs en el desarrollo de
nuevos fiarmacos, y sobre todo cuando se los utiliza como punto de partida para la obtencion
de compuestos semisintéticos. Teniendo en cuenta que existen entre 250 y 500 mil especies
diferentes de plantas en el reino vegetal, y que solo el 15% de ellas han sido investigadas
farmacologicamente, es alentador saber que aun queda una enorme riqueza de nuevos
compuestos bioactivos alojados en la naturaleza y que podrian ser utilizados como tal o como

“cabezas de serie” para el descubrimiento de nuevos medicamentos [10,15,28].

1.1.1 Quimiotecas basadas en PNs

Teniendo en cuenta la ventaja estructural y bioldgica de los PNs, estas moléculas son
consideradas importantes puntos de partida para el disefio de nuevos farmacos. A su vez, gracias
a su capacidad para unirse a proteinas especificas, ya se encuentran bioldgicamente validados,
lo cual les confiere una importante ventaja con respecto a las moléculas que son puramente
sintéticas. Por lo tanto, la creacion de quimiotecas bioactivas a partir de PNs resulta sumamente
util en el disefo de farmacos, ya que se logran obtener numerosas moléculas a través de
pequenas modificaciones quimicas realizadas sobre el compuesto cabeza de serie, seleccionando
los derivados que posean la accidn terapéutica dptima. Por tal motivo, los objetivos principales
de la semisintesis radican en aumentar la potencia terapéutica, mejorar la biodisponibilidad y
reducir los efectos adversos, entre otros. En este proceso, muchas veces se parte del
conocimiento de la actividad bioldgica del compuesto de partida, sin embargo, puede ocurrir

que los derivados obtenidos sean activos frente a nuevas actividades bioldgicas.
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La importancia de esta estrategia se ve reflejada en los numerosos farmacos que se han
ido aprobando a lo largo de los afios. Uno de los ejemplos histéricos mas conocidos es el del
antiinflamatorio acido acetilsalicilico, comercializado bajo el nombre de Aspirina®. El
glucosido salicina (Figura 1), aislado del sauce Salix alba, se hidroliza para dar el correspondiente
azucar y la aglicona, y por oxidacién de esta ultima, se obtiene acido salicilico. Con el fin de
mejorar el sabor amargo y los efectos secundarios de este compuesto, se lo sometié a una
acetilacion, obteniéndose acido acetilsalicilico (Figura 8) [29]. A su vez, se han informado otros
derivados del 4cido salicilico ampliamente utilizados debido a su eficacia terapéutica, tales
como difunisal, inhibidor de las prostaglandinas asociadas con la inflamacion, acido 4-
aminosalicilico, utilizado para el tratamiento de la tuberculosis gracias a su accion
bacteriostdtica, mesalazina, olsalazina y sulfasalazina, importantes antiinflamatorios que

poseen accién especifica sobre inflamaciones intestinales como colitis ulcerosa (Figura 8) [30].

COOH

0 OH acido salicilico: R'= R%= R3= H olsalazina: R!= R3= H, R%2= —N=N OH

OR®  j4cido acetilsalicilico: R'= R2= H, R3= COCH, 4cido 4-aminosalicilico: R'= NH,, R>= R3= H
F

, difunisal: R'= \©\ R%= R3= H mesalazina: R'= R3= H, R?= NH,
R F

O\\//OH —
Rl sulfasalazina: R'= R3= H, RZ= —N=N S—N—<t/>
N

Figura 8. Farmacos derivados del acido salicilico.

Un ejemplo mas reciente, es el paclitaxel (Taxol®) (Figura 9), farmaco utilizado contra
el cancer de mama, aislado de la corteza de la conifera Taxus brevifolia (Taxaceae). Para lograr la
obtencién de 1 g de este compuesto, se requiere de la corteza de aproximadamente tres arboles
maduros de 100 afios. Ademas, se sabe que un ciclo de tratamiento puede necesitar hasta 2 g
del medicamento, por lo que su aislamiento no puede satisfacer las demandas del mercado. Si
bien el paclitaxel se ha logrado obtener mediante sintesis total, esta resultd ser compleja,
laboriosa y no fue comercialmente rentable debido a los altos costos del proceso [31]. La mejor
sintesis de dicho farmaco fue lograda por Wender y col. (1997) quienes luego de 37 pasos,
obtuvieron el producto de interés con un rendimiento global de 0,4% [32,33].
Afortunadamente, el hallazgo de un procedimiento sintético en pocas etapas a partir de una
estructura aniloga a paclitaxel, 10-deacetilbaccatina III (Figura 9), que se encuentra en forma
abundante en T. brevifolia, permitié obtener paclitaxel con rendimientos de hasta el 75%

[15,31]. Sin embargo, uno de los problemas que existe en la administracién intravenosa de este
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potente anticancerigeno se debe, principalmente, a su baja solubilidad en agua. Por tal motivo,
Arpicco y col. (2013), desarrollaron una estrategia mediante la cual se introdujo el polimero
anfifilico polietilenglicol (PEG) en los carbonos 2’ y/o 7 del firmaco mediante enlaces éster o
carbamato, dando lugar a nuevos profiarmacos de paclitaxel altamente solubles en agua (Figura
9). Esta caracteristica fue confirmada a través de estudios in witro, los cuales, a su vez,

demostraron la liberacion lenta del farmaco y baja toxicidad [34].

Derivados PGE-paclitaxel

o
Ri= ) pecm R?= H
N 0
Rl= H R2= )k ,PEG-m
10-deacetilbacatina Il paclitaxel N
R1= R%= H o
Rl= R2= )k LPEG-m
N
H

Figura 9. Estructura de paclitaxel, su precursor 10-deacetilbacatina III, y derivados.

Otro caso reciente es el del fosfato de oseltamivir (Tamiflu®), un antiviral que inhibe
las neuroaminidasas presentes en los virus de la influenza A y B. Para su sintesis a nivel
industrial se emplea el metabolito secundario 4cido shikimico que es aislado del anis estrellado
chino, Illicium verum (Illiciaceae) [35]. Otros derivados del 4cido shikimico han sido descriptos
por DiazQuiroz y col. (2018), quienes sintetizaron una serie de mono- y diamidas, las cuales

mostraron una importante actividad antibacteriana contra Escherichia coli, por inhibicion de la

enzima shikimato deshidrogenasa (SDH) (Figura 10) [36].

SO0

HO,, COOH 0. o™
X HNY
HO
3 /go NH,.H;PO,
acido shikimico fosfato de oseltamivir

)
OH
HO,
g H/\M/n\OH

HO"" n=14 n=0-2 OH

OH OH

monoamidas del acido shikimico diamidas del acido shikimico

Figura 10. Acido shikimico y sus derivados.
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La penicilina G (Figura 11), producida por algunas especies de hongos del género
Penicillium, fue el primer antibiotico utilizado para el tratamiento de diversas infecciones de
origen bacteriano. Debido a la aparicion de bacterias resistentes a la penicilina G, se han
desarrollado numerosos derivados semisintéticos, entre ellos amoxicilina (Figura 11), el cual se
ha convertido en un importante antibiético de primera linea ampliamente utilizado en

medicina [37].

penicilina G amoxicilina

Figura 11. Antibidticos penicilina G y amoxicilina.

1.1.2 Busqueda de metabolitos bioactivos. Criterios de seleccion de especies vegetales

A la hora de investigar una determinada especie vegetal desde el punto de vista
farmacolodgico o fitoquimico, se deben emplear ciertos criterios de seleccion que pueden influir
el curso del trabajo y el impacto del mismo [38-40], los cuales se detallan a continuacion.

El criterio de seleccion aleatoria consiste en la seleccion y recoleccion de especies
vegetales al azar, de acuerdo con la disponibilidad de las mismas. Si se realiza en regiones con
alta diversidad, la probabilidad de encontrar sustancias novedosas, sean o no bioactivas, sera
mayor en este tipo de seleccion. Con este enfoque se puede, ademas, demostrar el potencial de
diferentes especies vegetales que no habian sido investigadas aun [40]. Bajo el criterio de
seleccion quimiotaxondmica, se seleccionan especies de una familia o género, para la cual
existe algtin conocimiento fitoquimico previo, de al menos una especie de la familia
seleccionada [38]. El criterio de seleccion ecoldgica tiene como objetivo la evaluacion del uso
de plantas por parte de organismos, animales o primates, con el fin de combatir o controlar
enfermedades y dolencias [38]. Por ejemplo, los metabolitos implicados en la defensa de las
plantas contra patégenos microbianos, pueden ser utiles como fairmacos antimicrobianos [40].
Finalmente, el criterio de seleccion etnomédica, consiste en la seleccion de especies vegetales
segun los usos medicinales tradicionales. Tiene en cuenta las indicaciones de grupos
poblacionales en determinados contextos de uso, buscando los conocimientos locales en
cuanto a su aplicacion en determinadas enfermedades. A su vez, se basa en dos disciplinas, la
etnobotdnica, que se ocupa de la interrelacion directa entre personas y plantas; y la

etnofarmacologia que se ocupa del estudio de las preparaciones medicinales utilizadas
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tradicionalmente, las cuales incluyen plantas, animales, hongos o minerales [38]. Si bien se
conoce la actividad biologica de la planta seleccionada, se desconoce el contenido de
metabolitos activos, por lo que el estudio de la misma puede llegar a ser una fuente de
compuestos con estructuras novedosas. Por otra parte, cabe resaltar que, el aporte de este
criterio en el descubrimiento de farmacos ha sido muy importante, tal y como se refleja en los
ejemplos citados anteriormente.

Una vez seleccionada la especie vegetal, continuando con la busqueda de metabolitos
bioactivos, se puede llevar a cabo un fraccionamiento bioguiado a través de ensayos adecuados,
con el objetivo de aislar los compuestos puros responsables de una actividad determinada. Para
ello, se procede a la preparacion del extracto crudo y su fraccionamiento, mediante el uso de
solventes de polaridad creciente. Tanto el extracto como las fracciones obtenidas, se pueden
someter a un screening de bioactividad para seleccionar las fracciones activas, y a partir de la
purificacion de las mismas, elucidar el o los compuestos responsables de la actividad observada.
Paralelamente, se pueden realizar ensayos presuntivos sobre las fracciones obtenidas para
determinar las clases de metabolitos secundarios presentes en cada una, mediante la utilizacion
de reactivos especificos de color. Finalmente, la determinacion estructural de los compuestos

obtenidos se logra mediante el uso de técnicas espectroscépicas, tales como RMN, CG-EM o

CL-EM, entre otras.

En investigaciones previas llevadas a cabo por nuestro grupo de investigacion, se
selecciond para su estudio fitoquimico, la especie vegetal Chuquiraga erinacea (Asteraceae),
recolectada en la zona del Salitral de la Vidriera (Prov. de Buenos Aires), seleccionada mediante
el criterio de seleccion aleatoria. A partir del extracto crudo y posterior fraccionamiento guiado
por el bioensayo de inhibicién de acetilcolinesterasa, fueron aislados sus componentes activos,
identificados como triterpenos pentaciclicos mono-, di- y trihidroxilados [41]. Teniendo en
cuenta que lupeol fue el triterpeno aislado en mayor proporcion, y considerando la importancia
biologica que poseen los triterpenos tipo lupano, la cual sera detallada mas adelante, dicha
especie vegetal fue una de las plantas seleccionadas para el desarrollo de esta tesis doctoral.

Por otra parte, en investigaciones llevadas a cabo por Milanesi y col., se determino el
contenido de moléculas estructuralmente semejantes al 17B-estradiol (E2), conocidas como
fitoestrégenos, en extractos liposolubles de especies vegetales pertenecientes a la familia
Solanaceae. A través de ensayos de competicion, estas moléculas demostraron la capacidad de
competir con E2 por la union a receptores estrogénicos (ERs) de mamiferos [42-46]. Por tal

motivo se ha generado un especial interés en el uso de solanaceas como posible alternativa para
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la terapia de reemplazo hormonal (TRH), carcinogénesis, aterosclerosis y osteoporosis, entre
otras [42-47,135,137]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se selecciond la especie vegetal
Nicotiana glauca (Solanaceae), utilizando el criterio de seleccion quimiotaxonémico y etnomédico,

como segunda especie vegetal para su estudio biologico durante esta tesis doctoral.

L.2 TRITERPENOS

Los triterpenos constituyen uno de los PNs mds abundantes en el reino vegetal, con
aproximadamente 30.000 estructuras diferentes identificadas hasta la fecha. Se encuentran
distribuidos principalmente en las superficies de las plantas, en cdscaras de fruta, en la corteza
del tallo o en las hojas [48]. Este grupo de compuestos exhibe una amplia gama de propiedades
biologicas, entre las que se destacan citotoxicas, antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias
y neuroprotectoras [49-53]. A su vez, poseen una importante diversidad estructural, aunque en
la naturaleza se encuentran mds a menudo como estructuras tetra- o pentaciclicas. Desde el
punto de vista bioldgico, estas ultimas son las que han presentado mayor importancia en los
ultimos afios [54]. Segun la estructura de su esqueleto carbonado, los triterpenos pentaciclicos
se pueden dividir en tres tipos principales: lupano, oleano y ursano (Figura 12), de los cuales
los del tipo lupano han sido motivo de estudio por varios grupos de investigacion, debido a su
potencial terapéutico [48,49,54,55]. Los principales reportes pertenecen a acido betulinico,

betulina y lupeol (Figura 12). A continuacion, se hace una breve revisién de cada uno de ellos.

Oleanano Ursano

Lupeol Betulina Acido betulinico

Figura 12. Principales tipos de triterpenos pentaciclicos y triterpenos de esqueleto lupano.
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Betulina, lup-20(29)-en-33,28-diol, se puede obtener de mas de 200 especies de plantas,
aunque la fuente mas rica, con un 75% de contenido del triterpeno, es Betula alba L.
(Betulaceae), mas conocido como abedul blanco [51,56,57]. Este triterpeno posee numerosas
actividades bioldgicas, entre las cuales se ha demostrado su potencial citotoxico sobre células
malignas en varios tipos de tumores [58]. Adems4s, se ha reportado su actividad antiviral,
inhibiendo la reproducciéon de los virus ECHO-6 e influenza [59], actividad antiplasmodial
contra parasitos causantes de la malaria [60], e induccién de efecto anticonvulsivo, uniéndose
a receptores del acido gamma-aminobutirico (GABA) [61]. En cuanto a su efecto
antinociceptivo, en un estudio desarrollado sobre ratones demostré ser mas activo que la
aspirina o el paracetamol [62]. A su vez, demostro resultados esperanzadores en cuanto a su
actividad hepatoprotectora, tras la administracion del extracto de la corteza de abedul,
enriquecido en un 75% de betulina, a pacientes con hepatitis C [57]. Sin embargo, el uso
principal de betulina es como materia prima para la sintesis de acido betulinico, debido a que
este ultimo presenta una mayor bioactividad, y es obtenido de la naturaleza en menores
cantidades [63].

El 4cido betulinico, acido 3f-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico, estd presente en la corteza
exterior de muchas especies de arboles, y como ya se menciond, su cantidad en las plantas es
relativamente baja [56], por lo que su obtencién principal es a partir de betulina [63]. Existe
una importante evidencia cientifica en la que se demuestra sus numerosas actividades biologicas
[64,65]. El acido betulinico ha demostrado ser un potencial agente antidiabético mediante la
reduccion de los valores de glucemia [66,67], estimulando la sintesis de glucogeno [68,69], y
aumentando la biosintesis, secrecién y sensibilidad de la insulina [70]. Ademas, se ha
demostrado su capacidad para disminuir la acumulacion de grasa abdominal [71,72], y de
triglicéridos plasmaticos y colesterol total, mediante diversos mecanismos [67,73,74]. Su
actividad antiinflamatoria fue determinada a través de varios modelos experimentales,
comparando su potencial antiinflamatorio al de los corticoides [75-79]. Posee a su vez,
importante actividad antiviral, aunque los reportes existentes coinciden en que el efecto de sus
analogos sintéticos es mucho mayor [64]. En cuanto a sus propiedades citotdxicas, el acido
betulinico demostro poseer actividad anticancerigena en ensayos tanto in vitro como in vivo, en
los cuales, sus derivados semisintéticos también han demostrado una mayor eficacia [51,52,58,
64,65,80-82].

Lupeol, 3B-lup-20(29)-en-3-0l, se puede encontrar en numerosas especies vegetales, asi
como también en muchas frutas y verduras [83]. A su vez, se encuentra presente en diversas

especies de la familia Asteraceae [84-89], siendo uno de los triterpenos pentaciclicos
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mayoritarios en Chuquiraga erinacea [41]. Este triterpeno ha atraido cada vez mas atencidn,
debido a sus importantes propiedades bioldgicas, tales como antidiabética, antiinflamatoria,
antiartritica, antioxidante, antiinfecciosa y antiangiogénica, entre otras [48,83,90,91]. Ademas,
en diversos estudios se ha observado que lupeol es beneficioso para el tratamiento de trastornos
renales y hepaticos, asi como también para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares
[48,83]. Por otra parte, a nivel celular, este triterpeno posee un efecto antiproliferativo a través
de diversos mecanismos de accion, el cual ha sido determinado mediante ensayos in vitro, por
lo que se lo considera un importante agente antitumoral [83]. En otros estudios se ha observado
que el tratamiento topico con gel de lupeol promueve el cierre de heridas cutineas en ratas
normoglucémicas, por lo que su actividad a nivel dermatolégico resulta sumamente interesante
[91]. En el trabajo de Laghari y col. (2011) se informa que este triterpeno juega un papel muy
importante en la normalizacion del perfil lipidico y en la supresion de factores inmunes [90].
En cuanto a sus efectos a nivel cerebral, uno de los hallazgos importantes, es que lupeol posee
la capacidad de preservar una poblaciéon de neuronas de cerebelo, y de esta manera, promueve
la neuroproteccion al dafo inflamatorio inducido [92]. A su vez, en un trabajo llevado a cabo
por Ahmad y col. (2020) se ha observado que la administracién de lupeol a ratones con
enfermedad de  Alzheimer, desencadena  importantes efectos  antioxidantes,
antineuroinflamatorios y antiamiloidogénicos en los cerebros de dichos animales. Asimismo,
en este trabajo, se vio que, al cabo de dos semanas de tratamiento con el triterpeno, se producen
mejorias significativas en los animales enfermos. Por lo tanto, el tratamiento con lupeol no
s6lo mejora la memoria, sino también las funciones cognitivas de los animales analizados [93].

Como fueron mencionadas en el parrafo anterior, existen numerosas actividades
biologicas para las cuales lupeol presenta una gran relevancia. Sin embargo, posee una baja
biodisponibilidad [48], por lo que una de las estrategias utilizadas para mejorar dicha

propiedad, asi como también ciertos parametros farmacologicos, es la modificacion quimica de

su estructura [83,94,95].

1.2.1 Modificaciones quimicas de triterpenos pentaciclicos tipo lupano

Los triterpenos pentaciclicos tipo lupano poseen estructuras quimicas interesantes a
partir de las cuales se pueden sintetizar nuevas moléculas bioactivas. Si bien se destacan por sus
numerosas actividades biologicas que han sido mencionadas anteriormente, muchos de ellos
presentan una baja biodisponibilidad, escasa solubilidad en agua y acumulacién intracelular

insuficiente, por lo que su uso como agentes terapéuticos se ve limitado [48,96,97]. Por otra
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parte, se ha observado que los anilogos semisintéticos obtenidos a partir de modificaciones
sencillas de sus estructuras han presentado una mejoria en dichas propiedades fisicas y en su
bioactividad [58,63,64,82,83]. Por lo tanto, la sintesis de nuevos derivados semisintéticos se ha
convertido en una estrategia prometedora con el fin de potenciar las propiedades
farmacologicas y farmacocinéticas de estos compuestos [58,97-99].

Las modificaciones quimicas sobre el esqueleto lupano han involucrado,
principalmente, tres posiciones especificas: el grupo hidroxilo unido al C-3, el grupo R unido
al C-17 y la cadena lateral de isopropenilo unida al C-19 (Figura 13), siendo esta ultima la

menos estudiada [97,99-102].

R=CH,0H betulina
R=COOH acido betulinico

R=CH, lupeol

Figura 13. Blancos de modificacion estructural de triterpenos tipo lupano.

Algunos derivados semisintéticos importantes se obtuvieron mediante la introduccién
de ciertos grupos funcionales en la posicion C-3 [102]. Tal es el caso del acido 3-C3’, 3'-
dimetilsuccinil)betulinico, también conocido como Bevirimat (Figura 14), el cual ha alcanzado
los ensayos clinicos de Fase II. El mismo fue obtenido mediante la derivatizacién del 4acido
betulinico, el cual se habia identificado como inhibidor débil de la replicacion del virus VIH
tipo 1. Bevirimat presentd un mecanismo de accion novedoso, bloqueando la maduracion del
virus e interrumpiendo la infectividad del mismo [103]. Sin embargo, en algunos pacientes, se
observo resistencia del virus, por lo que tuvo que interrumpirse su desarrollo. Desde entonces,
se ha trabajado en la sintesis de derivados de Bevirimat, los cuales se encuentran actualmente
en estudio y se basan en la estructura triterpénica unida a través de distintos linkers al farmaco
antiviral azidotimidina (AZT) [55].

Otro ejemplo de derivado semisintético es el acido 3-Cacetil-28-Cacetil(2-amino-3-
hidroxi-2-hidroximetilpropil)betulinico, mas conocido como NVX-207 (Figura 14), en el cual
no solo se modifico la posicion C-3, sino también el C-28. Este nuevo compuesto presentd
mayor citotoxicidad que el acido betulinico en varias lineas de células tumorales humanas y
caninas. Ademas, en un estudio de Fase I/Il, el uso clinico de NVX-207 condujo a la remision

completa de tumores resistentes al tratamiento en perros [104].

Florencia A. Musso 29



Tesis Doctoral CAPITULO I: Introduccion

Bevirimat NVX-207

Figura 14. Derivados semisintéticos de acido betulinico.

Teniendo en cuenta que las modificaciones sobre el grupo isopropenilo del C-19 han
sido las menos reportadas, la obtencion de nuevos derivados triterpénicos modificados en el
anillo E resulta interesante. Por ejemplo, Le y col. (2021) obtuvieron el producto de oxidacion

® una sal triple de potasio, en acido

del C-20 de lupeol mediante su tratamiento con Oxone
acético y calentamiento durante 3 h. A partir de este producto (a), y a través de diversas
reacciones de condensacion aldélica con diferentes benzaldehidos sustituidos, obtuvieron una
serie de derivados, de los cuales b, mostréd una actividad inhibitoria hacia la enzima o-
glucosidasa mucho mayor que el oligosacirido acarbosa, utilizado como control (Figura 15). De
esta forma, el compuesto b podria ser un potencial agente antidiabético [105]. Por otra parte,
Chrobak y col. (2021) prepararon una serie de derivados de 3,28-O,0O’-diacetilbetulina (c), los
cuales fueron ensayados frente a diferentes lineas celulares de tipo tumoral. Para ello, llevaron
a cabo la oxidacion alilica del grupo isopropenilo del compuesto de partida (c) con acido m-
cloroperbenzoico a reflujo, y obtuvieron el alcohol alilico correspondiente (d). Posteriormente,
la esterificacion de este alcohol con distintos cloroformiatos en benceno y en presencia de

piridina dio lugar a distintos derivados, de los cuales el compuesto e, presentd una mayor

actividad anticancerigena frente a todas las lineas celulares analizadas (Figura 15) [106].

e oo
19

CH,0Ac

HO AcO
lupeol (1) 3,28-0,0'-diacetilbetulina (c)
R=Me; X= CH, R=Me
a R=Me; X=0 d R=CH,0H

(0]
b R= I@Br;x:o e R= /\O)Ko/\/\

Figura 15. Estructura quimica de lupeol y 3,28-O,0’-diacetilbetulina (c), y derivados triterpénicos obtenidos

mediante modificaciones quimicas sobre el anillo E: (a), (b), (d) y (e).
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Continuando con diferentes ejemplos, Callies y col. (2015) evaluaron la inhibicién de
la replicacion del virus HIV-1 de 26 triterpenos pentaciclicos y 21 derivados semisintéticos de
estos. Observaron que una nueva modificacion sobre el grupo isopropenilo del C-19, como la
oxidacion del C-30 a un grupo carbonilo (Figura 16), favorecié significativamente la potencia
biologica de dichos compuestos (f, g y h), en comparacién con los que no poseian el C-30
oxidado, por lo tanto, concluyeron que el sistema carbonilico a,B-insaturado obtenido es

fundamental para la actividad anti-HIV [100,107].

f Rl=OH;R’*=Me; X=0
g R'=H;R?>=Me;X=0
h Rl=H; R%= CH,0Ac; X= OH,H

Figura 16. Derivados triterpénicos que poseen un sistema carbonilico a,B-insaturado.

Los sistemas carbonilicos a,B-insaturados le confieren, ademas, a este tipo de moléculas,
otras propiedades bioldgicas importantes, tales como antitumorales, antimicrobianas,
insecticidas y antioxidantes, entre otras [96,108,109]. Estas propiedades son producto de la
interaccion de estos sistemas con proteinas como enzimas, y radicales libres, gracias a que
poseen un sitio electrofilico que los convierte en importantes aceptores de Michael [110-112].

Por ejemplo, Machado y col. (2017) sintetizaron una serie de derivados triterpénicos,
de los cuales el compuesto carbonilico a,B-insaturado (i) (Figura 17), obtenido a través de la
reaccion de oxidacion alilica de lupeol, resulto ser uno de los compuestos semisintéticos mas
potentes frente a la inhibicion in vitro de los parasitos Leishmania amazonensis y Trypanosoma
cruzi [111]. Por otro lado, Urban y col. (2006) observaron una importante actividad citotéxica
sobre una linea celular de leucemia, del 4cido 30-oxobetulinico y su derivado metilado en el C-
28 (j-k) (Figura 17), ambos obtenidos a partir de la oxidacion alilica del 4acido betulinico [113].
Finalmente, los trabajos de Castro y col. (2014; 2018) muestran una serie de compuestos
sintetizados a partir de calenduladiol. Uno de los mas activos frente a la enzima
butirilcolinesterasa, implicada en la enfermedad de Alzheimer, posee en su estructura un

sistema carbonilico a,B-insaturado (1) (Figura 17) [101,114].
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i R=H; R?= Me; X= OH,H

j R!=H;R%= COOH; X= OH,H
k R=H; R?= COOMe; X= OH,H
| R'==0;R?=Me;X=0

HO

calenduladiol

Figura 17. Estructura de calenduladiol y derivados triterpénicos bioactivos con sistemas carbonilicos a,f-

insaturados.

Los sistemas carbonilicos a,B-insaturados no solo demuestran tener un gran valor a
nivel biolégico, como se mencion6 anteriormente, sino que a su vez, poseen una notable
reactividad, lo cual los convierte en bloques de construccion de gran relevancia para la sintesis
de estructuras quimicas novedosas [115,116]. Por ejemplo, Saini y col. (2019), obtuvieron
productos de ciclacion a partir del compuesto carbonilico a,B-insaturado (i). Los derivados
ciclados fueron sintetizados a través del tratamiento del compuesto carbonilico a,B-insaturado
con tiourea y HCI (m); con 2,4-dinitrofenilhidracina (n); y con urea (i) (Figura 18). Tanto el

compuesto n como i, mostraron un importante efecto inhibidor sobre células cancerigenas

[95].

O,N
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Figura 18. Derivados obtenidos a través de la ciclacion del sistema carbonilico a,B-insaturado (i).

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriormente descriptos en cuanto a la
importancia del sistema carbonilico a,B-insaturado de triterpenos, uno de los objetivos
propuestos en esta tesis es la sintesis de este sistema mediante diferentes estrategias quimicas.
Con el fin de mejorar el potencial terapéutico del compuesto natural de partida se planted
ademas, el uso de este sistema carbonilico a,B-insaturado, como bloque de construccion para
la obtencion de nuevos derivados semisintéticos. Una vez mas, la naturaleza podria contribuir
al descubrimiento de farmacos ofreciendo como herramienta las estructuras privilegiadas de los

PNs, como compuestos lideres para la obtenciéon de quimiotecas bioactivas.
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1.3 FITOESTROGENOS

Los fitoestrogenos son compuestos polifendlicos no esteroideos que cuentan con una
similitud estructural a los estrogenos humanos, especificamente con E2 de mamiferos (Figura
19), por lo que tienen la capacidad de unirse a ERs [43,44,117,118], y de esta forma ejercer una

accion similar (efecto estrogénico), u opuesta (efecto antiestrogénico) a la de los estrogenos

[119].

ESTROGENO
17B-estradiol

ISOFLAVONA

Figura 19. Similitud estructural de 17B-estradiol (estrogeno) y equol (fitoestrogeno).

Seglin su estructura quimica, los fitoestrégenos se pueden dividir en tres grupos
principales: flavonoides, lignanos y estilbenos [120]. Dependiendo del carbono del anillo C al
que esta unido el anillo B, y del grado de insaturacion y oxidacion del anillo C, los flavonoides
se pueden agrupar en isoflavonoides (isoflavonas y cumestanos), en los que el anillo B se
encuentra unido a la posicion 3 del anillo C, y en flavonas, flavanonas, flavonoles, flavanonoles,
chalconas y antocianidinas, segiin las caracteristicas estructurales del anillo C. En cuanto a la
estructura quimica de los lignanos, poseen dos unidades de fenilpropano (C6-C3) conectadas
a través de dos carbonos especificos en su estructura (C2-C2’). Por ultimo, los estilbenos son

compuestos fenolicos vegetales con un esqueleto C6-C2-C6, (Figura 20) [121,122].
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Figura 20. Estructuras quimicas de los principales grupos de fitoestrogenos.

En cuanto a sus propiedades farmacoldgicas, estos metabolitos secundarios se han

convertido, actualmente, en un foco de interés como alternativas para la TRH, aterosclerosis y
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osteoporosis, gracias a sus acciones preventivas [47,118,123]. Se ha demostrado que alivian las
molestias postmenopausicas, aumentan la formacion 6sea y reprimen el tejido adiposo de
forma similar a E2 [124]. Por ejemplo, las isoflavonas daidzeina y genisteina (Figura 21), son
muy utilizadas en TRH por sus efectos favorables a nivel muscular y ¢seo. Estas dos, son las de

mayor relevancia biolégica y se encuentran principalmente en la soja [119,121,125-127].

daidzeina genisteina

Figura 21. Isoflavonas de soja utilizadas en TRH.

En un estudio realizado por Oxfeldty col. (2020) se demuestra que el extracto de trébol
rojo, rico en ambas isoflavonas, disminuye los marcadores moleculares de la degradacion de
proteinas musculares, comparado con el placebo en mujeres posmenopdusicas tempranas.
Asimismo, en dicho trabajo, se destacan diversos estudios llevados a cabo en animales, en los
cuales se investigd la influencia de estas isoflavonas sobre el musculo esquelético. Los resultados
fueron prometedores ya que se pudo observar una reduccion de la atrofia muscular, una mejor
respuesta anabdlica al entrenamiento en ratas, acompanada de una mayor expresion de factores
reguladores miogénicos, entre otros efectos beneficiosos. A su vez, cuando el ensayo fue
realizado en humanos, se vio que la ingesta de suplementos de isoflavonas de soja durante seis
meses, dio como resultado un aumento en la masa corporal magra en mujeres posmenopdusicas
obesas-sarcopénicas [128].

No obstante, numerosos reportes cientificos les atribuyen a los fitoestrogenos eventos
de muerte celular [119,129-134], por lo que las terapias para el control y supresion de tumores
celulares basadas en el consumo de fitoestrogenos o alimentos ricos en ellos, se encuentran en
plena investigacion y desarrollo [119]. Por tal motivo, el uso de estos compuestos naturales
como sustitutos de tratamientos farmacoldgicos en la TRH resulta algo controversial, ya que
las actividades bioldgicas manifestadas varian desde proteccion celular a muerte celular. Este
efecto, dependera del tipo de unién que ejerzan con los ERs, de la concentracion de
fitoestrogenos, de la concentracion de estrogenos endogenos y de las caracteristicas distintivas
de un individuo, principalmente el género y el estado hormonal [119,129,130,135].

Los fitoestrégenos se pueden encontrar principalmente en semillas oleaginosas, soja,

frutos secos, cereales, legumbres, frutas y vegetales, entre otros [136], asi como también en
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diversas especies vegetales, siendo las solanaceas un claro ejemplo de estas [42-46,135,137]. A
continuacion, se hace una breve descripcion de esta familia.

La familia Solanaceae, comprende un grupo de plantas originarias de Europa y de
América, por lo que su distribucién es cosmopolita, con mayor incidencia en América Central
y Sudamérica. Esta conformada por méas de 90 géneros y casi 3000 especies, en gran diversidad
de habitats, con variada morfologia y ecologia [138,139]. Las plantas de esta familia son una
fuente importante de alimentos, ornamentacién y especias [139,140]. Desde la antigtiedad, el
hombre las ha utilizado por sus propiedades farmacologicas, de las cuales podemos resaltar las
propiedades analgésicas, antineoplasicas, hipoglucémicas, antimicrobianas y antiparasitarias,
entre otras [139,140-143]. Por el contrario, al emplearse en exceso o en infusiones, resultan ser
nocivas y venenosas, pudiendo llegar a causar la muerte [144,145]. Como se menciono
anteriormente, son numerosas las especies vegetales que conforman esta familia, pero en
funcién de sus propiedades medicinales, las mas importantes son las pertenecientes a los
géneros Solanum, Atropa, Capsicum, Datura, Withania, Hyoscyamus, Lycopersicon y Nicotiana
[138,139].

En los trabajos reportados por Milanesi y col., mencionados mas arriba, se determind
la presencia de fitoestrogenos en los extractos liposolubles de las solaniceas Solanum
glaucophyllum Desf. (Solanum malacoxylon Send.), Lycopersicon esculentum (Mill) y Nicotiana glauca
(Graham), mediante ensayos de competicién con anticuerpos policlonales especificos contra
las hormonas esteroideas de mamiferos. El contenido determinado fue del orden de los
nanogramos por kilogramo de planta y entre ellos se encuentran 7-dehidrocolesterol, 17p-
estradiol, estrona, vitamina Ds y sus metabolitos hidroxilados. Ademas, se observaron otras
moléculas que demostraron poseer la capacidad de unirse a ERs, pero no pudieron ser
identificadas [42-46]. Estos resultados indican que dichas especies vegetales podrian ser
utilizadas en la TRH, mejorando los sintomas de la menopausia, tales como osteoporosis o
sarcopenia.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y considerando que los compuestos presentes
en dichas especies vegetales podrian presentar efectos controversiales cuando se las utiliza en
TRH, resulta interesante llevar a cabo una serie de ensayos bioguiados en los extractos de estas
plantas, sobre células musculares esqueléticas las cuales son uno de los blancos donde se dirigen
las TRH. Por lo tanto, otro de los objetivos planteados para esta tesis es el estudio bioguiado
de los extractos de la especie vegetal Nicotiana glauca, con el fin de analizar el efecto bioldgico

que estos ejercen sobre el musculo esquelético, y aislar los metabolitos secundarios responsables

de dicha actividad.
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1.4 ACTIVIDADES BIOLOGICAS EVALUADAS

A continuacion, se realiza una breve descripcion de las actividades bioldgicas llevadas a
cabo en esta tesis, en colaboracion con diferentes grupos de investigacion. Para ello, se tienen
en cuenta las actividades biologicas mas interesantes que presentan los compuestos
triterpénicos pentaciclicos y los fitoestrogenos, las cuales fueron mencionadas a lo largo de esta

introduccion.

1.4.1 Efectos sobre la viabilidad en la linea celular de neuroblastoma humano IMR-32

En la actualidad, las enfermedades neurodegenerativas (END) han tomado gran
relevancia en muchos paises y se las relacionan con el envejecimiento como uno de los
principales factores de riesgo, dado que estos trastornos ocurren principalmente en los
ancianos. Las formas mas comunes de END son la enfermedad de Alzheimer (EA), la
enfermedad de Parkinson (EP), la esclerosis lateral amiotrofica, la enfermedad de Huntington
y la demencia con cuerpos de Lewy [146]. Estas enfermedades se caracterizan por manifestar
ciertas caracteristicas patologicas comunes, tales como la formacion de agregados de proteinas
insolubles en neuronas y células gliales. Sin embargo, se observa una gran diferencia en las
caracteristicas clinicas de los pacientes que las padecen, las cuales pueden ser movimientos
piramidales y extrapiramidales, o problemas cognitivos y conductuales [146,147].

La EP fue descrita por James Parkinson en el afilo 1817 como "paralisis agitante" y
constituye el segundo trastorno neurodegenerativo progresivo mas prevalente luego de la EA,
afectando al 2-3% de las personas mayores de 65 afos. Si bien la causa de la EP aun no es muy
clara, se ha demostrado que los defectos en la funcion mitocondrial, la regulacion del hierro
en el cerebro, la inflamacion y los problemas del metabolismo energético son sustanciales en
los mecanismos subyacentes [148]. Desde el punto de vista neuropatolégico, la EP se caracteriza
principalmente por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars
compacta (Figura 22a), y la acumulacion de agregados de la proteina a-sinucleina que forma los
cuerpos de Lewy intracelulares en las regiones afectadas [148,149], dando lugar a una
disfuncion motora. Ademas de la pérdida de neuronas en la zona cerebral mencionada, otras
areas del cerebro también se ven afectadas en esta enfermedad devastadora, como la corteza

cerebral y el hipocampo [150].
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a)
TRONCO CEREBRAL
Substantia nigra pars Substantia nigra pars
compacta normal compacta en EP
b
) NEURONA NORMAL NEURONA DE UNA PERSONA
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Niveles de dopamina normales Niveles de dopamina reducidos

Figura 22. a) Pérdida de la substantia nigra pars compacta en una zona del tronco cerebral (EP) y b) disminucion de

los niveles de dopamina en neuronas dopaminérgicas.

Asimismo, la pérdida de neuronas dopaminérgicas (Figura 22b), se asocia con la
disminucion de la actividad de la enzima catalasa y el aumento de la monoamino oxidasa-B
(MAO-B) en las células gliales. Estos cambios enzimaticos conducen a un estrés oxidativo
emergente a través de la formacion de niveles mas altos de quinonas, peroxidos y otras especies
reactivas de oxigeno (ROS), que luego contribuyen a la peroxidacién de lipidos y proteinas, y
finalmente a la muerte neuronal [146].

Los pacientes con EP presentan sintomas relacionados al deterioro motor, que incluyen
temblores en reposo, rigidez muscular, bradicinesia e inestabilidad postural, todos ellos
secundarios al déficit del neurotransmisor dopamina. Ademds, estos pacientes manifiestan
dificultades para hablar y deglutir, una expresion facial similar a una mascara y micrografia o
escritura pequena. Ademas, los sintomas motores suelen estar acompanados por fatiga, dolor,
depresion y problemas cognitivos. Los tratamientos para la EP aprobados hasta la fecha, como

la farmacoterapia y la neurocirugia, son sintomaticos y no existe terapia que modifique el curso

Florencia A. Musso 37



Tesis Doctoral CAPITULO I: Introduccion

o cure la enfermedad. De hecho, el firmaco mas empleado, levodopa, busca reponer los niveles
de dopamina en defecto y de esta manera aliviar los sintomas motores tipicos. Sin embargo,
existe un importante enfoque reciente para este tratamiento, el cual se basa en el
descubrimiento de nuevos farmacos beneficiosos, potenciales y modificadores de la
enfermedad, dirigidos a los mecanismos subyacentes relacionados con el proceso
neurodegenerativo de la EP [146,147].

El estrés oxidativo observado en la EP se ha investigado en modelos basados en toxinas
como la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
(Figura 23). Particularmente, la 6OHDA, un anilogo hidroxilado de la dopamina, es una
neurotoxina ampliamente utilizada en modelos experimentales de EP [151], ya que es capaz de
inducir estrés oxidativo por incremento de las ROS y reproduce distintos eventos moleculares
caracteristicos de la EP. La neurodegeneracién representada mediante un modelo basado en 6-

OHDA puede imitar la patogenia de la EP idiopatica tanto in vitro como in vivo.

HO OH

6-OHDA MPTP

Figura 23. Toxinas utilizadas en modelos celulares de la EP.

Gracias a la colaboracién con las Dras. Salvador y Alza (INIBIBB-CONICET, Bahia
Blanca), quienes poseen experiencia en ensayos biolégicos de neuroproteccion sobre células
neuronales, se evaluo la capacidad neuroprotectora in vitro de los nuevos derivados triterpénicos
obtenidos, frente a la neurotoxicidad inducida por 6-OHDA en células de neuroblastoma

humano, comparando la actividad observada con la de su precursor natural.

1.4.2 Efectos sobre la linea celular de mioblastos murinos C2C12

El tejido muscular es un 6rgano que comprende casi el 40% del peso total del cuerpo
humano y esta formado por tres tipos de musculos: liso, cardiaco y esquelético, siendo este
ultimo el que aporta la mayor proporcion al sistema. El musculo esquelético se encuentra
distribuido principalmente a lo largo de las extremidades del cuerpo humano, confiriéndole a
los vertebrados la capacidad locomotora. Su funcion principal se basa en generar fuerza y
potencia para el mantenimiento postural y movimiento. Cuando el musculo pierde su
capacidad funcional, sea cual fuere la causa, se observa una pérdida progresiva del rendimiento

muscular que afecta a los movimientos de rutina e independencia [119].
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En los ultimos afios, se ha determinado la presencia de ERs en el musculo esquelético
de ratén, humano y cerdo, asi como en mioblastos de rata y raton [152-155]. Por ejemplo,
patologias degenerativas musculares como la sarcopenia, la cual se observa en mujeres
menopdusicas, se encuentran relacionadas con la disminucion de los niveles de estrogenos
[156]. Ademas, se ha demostrado que los estrégenos son un factor importante en la proteccién
del musculo contra el dafilo muscular inducido por el ejercicio [157]. Por lo tanto, la presencia
de ERs en el tejido muscular esquelético y la capacidad de los fitoestrogenos para unirse a estos
receptores, hacen de este tejido un objetivo para las acciones de estas moléculas.

El musculo esquelético adulto muestra una notable capacidad de adaptacion a
traumatismos y lesiones, asi como también, de aumentar su tamafio. Sin embargo, las células
musculares son células postmitoticas, por lo que carecen de la capacidad de replicarse y se
encuentran formando una poblacion estable y permanente. Por lo tanto, cualquier aumento
en el nimero de células mionucleares requerido para el crecimiento o la reparacion del
musculo daflado depende de las células satélite (CS), que son las precursoras de las células
miogénicas. Las CS existen en un estado inactivo o “de reposo” después del nacimiento y se
localizan rodeando las fibras musculares [158]. Su proliferacién ocurre en respuesta a estimulos
fisiologicos, como el crecimiento, el ejercicio fisico, o en casos de lesion muscular y
enfermedades degenerativas, diferencidindose en células precursoras miogénicas o mioblastos,
dando como resultado final, la regeneracion del tejido muscular [159-161]. Asimismo, las CS
expresan ERs, por lo que este grupo de células podria verse afectado por la accion de los
fitoestrégenos.

Considerando los antecedentes mencionados, y en colaboracion con las Dras. Milanesi
y Vasconsuelo (INBIOSUR-CONICET, Bahia Blanca) se seleccion6 la linea celular de
mioblastos murinos C2C12, las cuales derivan de CS, para el anilisis de los efectos biologicos

ejercidos por los extractos de Nicotiana glauca y los metabolitos aislados a partir de ellos.

Florencia A. Musso 39



2

OBJETIVOS




Tesis Doctoral CAPITULO II: Objetivos

El objetivo general de esta tesis es contribuir al descubrimiento de nuevas moléculas
bioactivas a partir de especies vegetales endémicas. Para ello, se tomaron dos cursos de accién:
el aprovechamiento del importante contenido de lupeol que posee la especie vegetal Chiquiraga
erinacea, previamente reportado en trabajos de nuestro grupo de investigacion, para la
obtencién de nuevos analogos semisintéticos bioactivos como un aporte al desarrollo de nuevas
drogas para la industria farmacéutica, trabajando bajo los principios de la Quimica Verde; y el
aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios a partir de extractos bioactivos de la
especie vegetal Nicotiana glauca, teniendo en cuenta sus antecedentes quimiotaxondémicos y
etnomédicos, con el fin de descubrir potenciales efectos bioldgicos atin no conocidos de la planta.
Esto ultimo se llevo a cabo bajo el marco de un trabajo en colaboracion con el grupo de

investigacion de las Dras. Milanesi y Vasconsuelo.

Para llevar a cabo el primer objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

% Optimizar la purificacion de lupeol mediante extracciones vy técnicas

cromatograficas especificas.

®.
L X4

Modificar el C-30 de la cadena lateral de lupeol a través de la reaccion de oxidacion
alilica, empleando la metodologia clasica de sintesis organica y la metodologia de

catalisis heterogénea.

*.
%

Purificar y aislar el producto de oxidacion alilica, para ser utilizado como bloque
de construccion en la sintesis de nuevos andlogos triterpénicos.
¢ Caracterizar las nuevas entidades moleculares en forma completa con ayuda de

diferentes técnicas de elucidacién estructural.

*.
%

Evaluar y cuantificar la actividad neuroprotectora de los nuevos anilogos

triterpénicos obtenidos.
En cuanto al segundo objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

% Recolectar la especie vegetal Nicotiana glauca Graham (Solanaceae).

+ Realizar un ensayo bioguiado sobre células musculares a partir del extracto
etanolico y posterior fraccionamiento, con el fin de seleccionar los subextractos mas
activos.

¢ Aislar, identificar y caracterizar los metabolitos activos obtenidos luego del

fraccionamiento bioguiado.
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¢ Evaluar y cuantificar la actividad biologica de los metabolitos aislados a una

concentracién determinada sobre células musculares.
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111.1 ANTECEDENTES DE LA ESPECIE VEGETAL Chuquiraga erinacea

En investigaciones llevadas a cabo en el grupo de investigacién a partir de la especie
vegetal Chuquiraga erinacea D. Don subsp. erinacea, lupeol fue el triterpeno aislado en mayor
proporcién [41]. Considerando la importancia bioldgica que posee este triterpeno tipo lupano,
dicha especie vegetal fue una de las plantas seleccionadas para el desarrollo de esta tesis. A
continuaciéon, se detalla una breve descripcién botanica, fitoquimica y de los usos
etnomedicinales de esta especie vegetal. La nomenclatura cientifica y sindnimos fueron

tomados del “Catalogo de Plantas Vasculares del Cono Sur” [162].

Familia: Asteraceae.

Sinénimos: Chuquiraga ungui-cati Ces., Chuquiraga juniperina Phil., Chuquiraga erinacea
D. Don var. unguis-cati (Ces.) Hauman, Chuquiraga erinacea D. Don var. mollior Lorentz.

Nombres vulgares: “falsa ufa de gato”, “romerillo”, “romerito”, “chilladora”,
“chispeadora”, “chirriadera”, “rabiosa”, “ardegras”.

Distribucion geografica: se trata de una especie endémica de la Argentina y se
distribuye desde la provincia de Jujuy hasta el norte de la provincia de Chubut, a lo largo de la
provincia fitogeogrifica del Monte. Se encuentra ampliamente distribuida en el sur de la
provincia de Buenos Aires y oeste de la provincia de La Pampa. Habita en suelos arenosos o
pedregosos y en terrenos salitrosos con vegetacion xerofila [163].

Descripcion botanica: Arbusto perenne de 40-150 cm de altura, con ramificacion muy
densa. Tallos robustos, muy ramificados y densamente hojosos en las ramas jovenes (pelos finos
y suaves). Sus hojas son color verde claro, aciculares muy agudas, rigidas, dispuestas de forma
alterna sobre las ramas. Poseen una espina en el dpice y sus medidas van desde 5 a 15 mm de
longitud por 0,5-1,5 mm de ancho. Las flores estan agrupadas en capitulos amarillos-
anaranjados muy numerosos, dispuestos en las puntas de las ramitas. El niumero de flores por
capitulo varia de 5 a 9 y poseen corola tubulosa. El involucro del capitulo es cilindrico con
varias series de bricteas. Los frutos son aquenios velludos, sedosos y rojizos. Estan integrados
por un conjunto de pelos plumosos (papus) casi tan largos como la corola. La floracion se
produce desde noviembre hasta marzo [163].

Composicion quimica: [164,165]

- Flavonoides: quercetina-3-O-glucosido; quercetina-3-O-rutinosido; canferol; canferol-

3-O-glucosido; canferol-3-O-rutindsido.

- Triterpenos pentaciclicos: lupeol, pseudotaraxasterol, taraxasterol, o-amirina, [-

amirina (monohidroxilados); calenduladiol, faradiol (dihidroxilados); heliantriol
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B2  (trihidroxilados); otros triterpenos  pentaciclicos  sustituidos:  6B-
hidroxitaraxasta-20-eno-3B-O-palmitato y 6B-hidroxitaraxasta-20-eno-3B-O-acetato.
Usos etnomedicinales: Se utiliza para aliviar enfermedades del estomago, higado
(aumentando el flujo de la bilis) y rifidn (propiedades diuréticas). También fortifica el cerebro
y los nervios. Una costumbre muy particular entre los tehuelches, mapuches y pampas era la de
mascar las hojas como excitante nervioso [166,167].
Otros usos: los indigenas utilizaban las ramas y hojas secas para iniciar el fuego y para

hacer sefales de humo, debido a la facilidad con la que éstas ardian [167].

<<Arde (...) con suma facilidad, produciendo al quemarse fuertes detonaciones y humo negro en gran

cantidad, por cuya propiedad la usan los indios para comunicarse a la distancia.>>

(Burmeister, 1888)

I11.2 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Chuquiraga erinacea

Teniendo en cuenta los trabajos llevados a cabo anteriormente por nuestro grupo de
investigacion sobre la especie vegetal Chuquiraga erinacea, se propuso la obtencion del extracto
etanolico (EE) de la planta teniendo en cuenta la metodologia reportada [168].

Como material vegetal de partida se utilizaron las partes aéreas de la especie vegetal
Chuquiraga erinacea (211,8 g), las cuales fueron pulverizadas con el fin de aumentar la superficie
de contacto con el solvente y mejorar, de esta forma, el proceso de extracciéon. Posteriormente,

fue sometido a una extraccion en caliente (digestion), utilizando EtOH como solvente. Este
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tipo de extraccién presenta la ventaja de ser mds rapido y eficiente que la extraccion a
temperatura ambiente (maceracién), ya que la temperatura facilita la solubilidad de muchos
principios activos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que algunos metabolitos pueden
presentar termosensibilidad. En estudios previos del grupo, se observd que este tipo de
extraccion no modifica las propiedades de los compuestos de interés de la planta [168]. Luego
del filtrado y evaporacion del solvente, el material vegetal se someti¢ a una segunda extraccion
a reflujo, mediante la utilizacién de EtOH recuperado, asegurandose de esta manera el
agotamiento del material vegetal. El EE total obtenido (28,2 g), se logré con un rendimiento
de 13,3% sobre material vegetal. Dicho extracto fue liofilizado, obteniéndose 24,8 g del mismo,
(11,7% sobre material vegetal).

Considerando el perfil cromatografico de la cromatografia en capa fina (CCF) del EE,
en el cual se pudo observar que el triterpeno de interés es menos polar que otros metabolitos
presentes, tales como los triterpenos di- y trihidroxilados, entre otros, se obtuvo el subextracto
hexanico (SH). Para ello, una cantidad del EE (10 g) fue particionado con una mezcla de
H;O:MeOH (50:50) y hexano, obteniéndose el SH (63,3% sobre EE liofilizado). Segun el
analisis por CCF y por comparacion con un testigo de lupeol, el SH mostré el triterpeno de
interés, junto a otros triterpenos monohidroxilados de igual Ry. Este subextracto resulté tener
un perfil cromatografico més limpio en comparacién al observado para el EE. De esta manera,
se logro obtener un subextracto enriquecido en lupeol a partir del extracto crudo de la planta,

lo cual permitiria una purificacion mas eficaz.

II1.3 AISLAMIENTO DE LA MEZCLA DE TRITERPENOS MONOHIDROXILADOS

Con el objetivo de aislar la mezcla de triterpenos monohidroxilados, la cual contiene
una importante cantidad de lupeol [41], se llevo a cabo un fraccionamiento del SH. Para ello,
3,5 g de SH se fraccionaron mediante una cromatografia en columna (CC) sobre silica de fase
normal, utilizando como eluyente una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente (Figura
24a). De esta cromatografia se obtuvieron 47 fracciones de 10 mL cada una, las cuales fueron
monitoreadas mediante CCF y comparadas con testigos. Las fracciones que contenian lupeol
fueron agrupadas y evaporadas, dando lugar a un solido banco, F1(773,5 mg, R;= 0,57) (14%
sobre EE liofilizado) (Figura 24b). El resto de las fracciones eluidas de la columna, que
contenian los triterpenos di- y trihidroxilados, fueron agrupadas y evaporadas para su posterior

conservacion.
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a)

Figura 24. a) Cromatografia del SH de Chuquiraga erinacea; b) Mezcla de triterpenos monohidroxilados, F1.

Posteriormente, F1 fue analizada por espectroscopia RMN de 'H, y teniendo en cuenta
los trabajos previos del grupo de investigacion [41,168], se pudo identificar la presencia de
cinco triterpenos pentaciclicos monohidroxilados, los cuales corresponden a compuestos
isémeros. El espectro de "H mostré sefiales ubicadas a campos mayores (0,50-2,50 ppm), las
cuales corresponden al esqueleto triterpénico de estos isémeros, asi como también el multiplete
correspondiente al protéon H-3 a 3,20 ppm. A campos mas bajos, se observaron seis sefiales
diferentes que fueron asignadas a los protones vinilicos de cada isomero (Figura 25). Las sefiales
a 4,56 ppm y 4,68 ppm corresponden a los hidrogenos H-29a y H-29b de lupeol (1) (52,4% de
abundancia), el multiplete a 4,60 ppm corresponde a los protones H-30 de taraxasterol (2)
(4,7%), los dos tripletes a 5,13 ppm y 5,18 ppm corresponden a los hidrégenos H-12 de a-
amirina (3a) (6,8%) y B-amirina (3b) (12,6%) respectivamente, y el doblete a 5,26 ppm asignado
al proton H-21 de pseudotaraxasterol (4) (23,6%).

(2) taraxasterol

(3a) a-amirina

(1) lupeol

M st B

53 52 51 50 40 4.8 47 4.6 45 44 4.3 42 4.1 4.0 2.0 3.8 37 3.6 2.5 2.4 3.3 32 3.1 20
f1 {ppm}
Figura 25. Espectro RMN de 'H de F1 y estructuras de los triterpenos presentes.

Florencia A. Musso 48



Tesis Doctoral CAPITULO 111: Resultados y Discusion (Parte A)

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la obtenciéon del SH a partir del EE de
Chuquiraga erinacea, permitio aislar la mezcla de triterpenos monohidroxilados a través de
cromatografias mas limpias y con una notable reduccion de la cantidad de fases movil (FM) y

estacionaria (FE) utilizadas en las mismas, comparada con la metodologia utilizada por Castro

[168].

I11.4 PURIFICACION Y AISLAMIENTO DE LUPEOL

Una vez obtenida la mezcla de triterpenos monohidroxilados, se propuso aislar lupeol
a partir de la misma. Debido a que los cinco triterpenos poseen el mismo valor de R;, la
obtencion de 1 puro fue posible a través del empleo de silica impregnada con AgNO3 (5%)
mediante una cromatografia preparativa en capa fina (CPCF) [41]. Sin embargo, esta técnica
presenta la desventaja de bajos rendimientos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se propuso llevar a cabo la purificacion de 1
mediante CC con silica impregnada en AgNOs;. A continuacion, se realiza una breve

descripcion de esta técnica.

111.4.1 Antecedentes de la técnica de cromatografia en columna con silica gel impregnada

con AgNO;

La cromatografia provista por iones plata, separa los compuestos de acuerdo a su grado
de insaturacion, la distribucién y la posicion de los dobles enlaces dentro de la molécula. El
mecanismo de separacion radica en la capacidad de los electrones T de los dobles enlaces de los

compuestos para interactuar con los iones plata en la FE (Figura 26) [169].

(\;? O O=N Ag .........
\ Ol \ 0.
OH %, 5
"5
\{V*
O 4@,(

Figura 26. Interaccion entre los iones plata, el soporte y los dobles enlaces C-C.

La incorporacion de los iones plata en las columnas puede llevarse a cabo de dos

maneras diferentes: impregnando el soporte de silica gel con una sal de plata, o uniendo los
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iones plata a la FE a través de una fase de intercambio iénico. La impregnacion de columnas
con iones plata generalmente se realiza con AgNOs3 en concentraciones de 5% a 10% con
respecto a la masa de silica gel a utilizar [169]. En nuestro caso, se utilizd el método de

impregnacion de la silica, utilizando un 10% de AgNO:s.

111.4.2 Aislamiento de lupeol mediante cromatografia en columna con silica/AgNO;

Una muestra de F1 (60 mg, 52,4% de lupeol) se sometié a una CC provista de silica
flash impregnada con AgNOs (10%). La impregnacion de la silica se realizd cuidadosamente,
al resguardo de la luz, mediante el agregado de una solucion acuosa-metandlica de AgNOs,
como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Luego de la evaporacion del solvente,
la silica impregnada se activé en estufa durante 1 h y transcurrido ese tiempo, se empaquet6 la
columna, la cual se mantuvo al resguardo de la luz durante todo su desarrollo. La muestra se
sembro disuelta en el solvente de elucion (CHCIs); luego de la cromatografia se recolectaron
96 fracciones de 5 mL cada una. Estas fracciones se agruparon segun su perfil de CCF en seis
subfracciones (SF1-SF6), las cuales fueron diferenciadas por los colores que presentaron sus
respectivas CCF, al darles calor durante el revelado (Figura 27). Mediante la comparacion con
un testigo de lupeol, se pudo confirmar preliminarmente la presencia de 1 en las SF5 y SF6,
observindose una mancha amarilla-verdosa que se torno verde esmeralda, a medida que se le

aumento la temperatura.

a) b)

. » 0"..

SAD > OO A NS
£FEEESES FEE &858

Figura 27. CCF de las distintas subfracciones eluidas de la cromatografia con silica/AgNOs, mostrando la

variacion de colores de las mismas, de menor (a) a mayor (b) efecto del calentamiento durante el revelado.

Posteriormente SF1-SF6 fueron analizadas por RMM de 'H. La composicion de cada
subfraccion se puede ver detallada en la Tabla 1, asi como el orden de elucién y el peso obtenido
de cada una. Dada la concentracion de lupeol en la SF5 y SF6, estas subfracciones fueron las

de mayor interés.
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Tabla 1. Subfracciones obtenidas de la cromatografia con silica/AgNO:s.

Concentracion

SF Triterpenos Relativa (%) Peso (mg)
B-amirina 32,6

1 o-amirina 20,2 3,4
Compuesto ND* 47,2
B-amirina 53

2 a-amirina 21 9,2
pseudotaraxasterol 25,9

3 pseudotaraxasterol 100 14,8
pseudotaraxasterol 26,7

4 taraxasterol 41,7 1,5
lupeol 31,7
taraxasterol 5,7

> lupeol 94,3 1.9

6 lupeol 100 14,0

* Compuesto de mayor Ry cuya estructura no fue identificada.

El espectro de la SF5, mostré la presencia de dos sefales correspondientes a los
protones olefinicos de 1y de un multiplete a 4,60 ppm perteneciente a los protones olefinicos
del compuesto 2. Se observd también una sefal a 2,27 ppm correspondiente al H-19 del
compuesto 2, ademas de las sefales que pertenecen al esqueleto triterpénico de estos isémeros
(Figura 28). El 4rea de sefales, en funcion al multiplete del proton H-3, indico un 94,3% de 1,
mientras que el 5,7% restante, correspondio a 2. Por otra parte, para la SF6 solo se observaron
las senales correspondientes a los hidrogenos olefinicos H-29a y H-29b de 1 en la zona de 4 y 5
ppm, ademas de las sefales caracteristicas del esqueleto triterpénico (Figura 28). Asimismo, el
RMN de PC de SF6 mostré 30 seiales que se correspondieron con la estructura de 1y

estuvieron de acuerdo a los datos reportados [41,168].
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Figura 28. Espectros RMN de 'H de SF5 y SF6 obtenidas de la cromatografia de la mezcla de terpenos
monohidroxilados F1.
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A partir de estos datos, se pudo determinar que SF6 contenia solo lupeol, como un
solido blanco de aspecto cristalino (pf: 206-210 °C) (Figura 29a y b). Esta técnica cromatografica
resulto efectiva para el aislamiento de este triterpeno, con un 45% de rendimiento sobre el
total de la muestra sembrada. A su vez, cabe destacar que, luego de la cromatografia, se recuperd

un 36% del solvente utilizado.

a)

Figura 29. a) Sélido blanco cristalino correspondiente a lupeol puro. b) Cristales de lupeol observados bajo

microscopio (10X).

Con estos resultados se pudo informar que el contenido de lupeol en Chuquiraga
erinacea fue de 1750 pg/g de planta seca [170]. A continuacién, y a modo informativo, se
menciona el contenido de este triterpeno en otras especies vegetales. Por ejemplo, en las hojas
de Quercus obtusata (Fagaceae), mas conocido como “encino blanco”, lupeol se encuentra
presente en una concentracion de 173,6 ng/g de planta [171]. En frutos de Olea europea
(Oleaceae), conocido como “olivo”, se determiné una concentracion del triterpeno de 3 png/g
de frutos; en Mangifera indica (Anacardiaceae) se encontré 180 pg/g de pulpa de mango; en las
hojas secas de la planta Aloe vera (Xanthorrhoeaceae) un total de 280 pg/g; en Ulmus campestris
(Ulmaceae), conocido también como “olmo”, 880 ng de lupeol por gramo de corteza; y en aceite
de Panax quinquefolius (Araliaceae), “Ginseng”, se determind una concentracion de lupeol de
152 pg/g de aceite [90]. De esta forma, se ve reflejado el importante contenido de lupeol que

posee nuestra especie vegetal en estudio, Chuquiraga erinacea.

IIL.5 OBTENCION DEL SISTEMA CARBONILICO a,8INSATURADO SOBRE
LUPEOL COMO BLOQUE DE CONSTRUCCION

Considerando los antecedentes mencionados en el Capitulo I en cuanto a las

modificaciones quimicas llevadas a cabo sobre triterpenos con esqueleto tipo lupano, se
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propone la creacion de un sistema carbonilico a,B-insaturado sobre la molécula de lupeol,
debido a la importancia que poseen dichos sistemas. Este compuesto sera utilizado luego como
bloque de construccion en la sintesis de nuevos derivados bioactivos.

La obtencion de un sistema carbonilico a,B-insaturado sobre la molécula de lupeol se
realiza mediante una reaccion de oxidacion alilica del grupo isopropenilo contenido en el anillo
E del esqueleto lupano. Para ello, generalmente se utilizan técnicas convencionales de sintesis
organica [82,112,114-116], que son costosas en términos de energia y reactivos [73,172-174]. A
su vez, estos ultimos, suelen estar asociados a serios problemas de toxicidad [175].

Dentro de las metodologias de sintesis convencionales, una de las mis conocidas y
empleadas es la que utiliza calentamiento a reflujo y diéxido de selenio (SeO;) como agente
oxidante, principalmente por la alta regio- y quimioselectividad que posee dicho reactivo [174-
177). En 1932, Riley y col. informaron sobre el primer uso sintético general del SeO; como
oxidante de aldehidos y cetonas. Las cetonas y aldehidos que poseian un grupo a-metileno se
convirtieron en los correspondientes compuestos 1,2-dicarbonilicos con un rendimiento
moderado a bueno [178]. A partir de este descubrimiento, el uso de SeO; se expandid
rdapidamente y se demostrd que, ademas de los compuestos carbonilicos, los sustratos olefinicos
se oxidaban en la posicion alilica a los correspondientes alcoholes alilicos o enonas. La
oxidacion del grupo metileno adyacente a un grupo carbonilo o a un doble enlace de olefinas
(posicion alilica o bencilica) con SeO; se denomina oxidacion de Riley [179]. Si bien se trata
de una técnica efectiva, posee las desventajas mencionadas mas arriba en cuanto a costos y
toxicidad.

Teniendo en cuenta la importancia de los Principios de la Quimica Verde, se requiere
la aplicacion de nuevos enfoques sintéticos, mds eficientes y respetuosos con el medio
ambiente, como por ejemplo el empleo de catalizadores. Hasta el momento, el tinico reporte
hallado en la literatura acerca de la oxidacion alilica de triterpenos tipo lupano mediante el uso
de la catdlisis es el trabajo de da Silva Martins y col. (2016). En dicho trabajo, los autores
estudian la oxidacion de lupeol (1) mediante la utilizacion de modelos biomiméticos del
citocromo P450 basados en porfirinas de manganeso y yodosilbenceno como agente oxidante,
con el fin de obtener los compuestos o o p, siendo el compuesto o un producto de oxidacion
alilica (Figura 30). Sin embargo, estos catalizadores homogéneos resultaron ser inestables,
descomponiéndose totalmente durante la reaccion, por lo que la conversién de 1 se vio

limitada, obteniéndose ambos productos con bajos rendimientos [99].
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Figura 30. Productos obtenidos en la oxidaciéon de 1 con porfirinas de manganeso.

Por tal motivo, una estrategia a considerar es el empleo de la catalisis heterogénea en
reemplazo de la metodologia clasica de sintesis, debido a que los catalizadores utilizados son de
facil separacion y recuperacion, y en muchos casos pueden reutilizarse [180]. Hasta el momento
no se han encontrado estudios cientificos asociados al empleo de catalizadores heterogéneos
para el desarrollo de la oxidacién alilica del grupo isopropenilo de triterpenos pentaciclicos,

por lo que dicha estrategia resulta ain m4s interesante de desarrollar.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, y continuando con uno de los objetivos
de esta tesis, en primer lugar se describe la obtencion del compuesto carbonilico a,B-insaturado
(5), mediante la oxidacién alilica del C-30 de 1 a través de la metodologia tradicional. En
segundo lugar, se detalla los estudios llevados a cabo para la optimizacion de dicha técnica
mediante el desarrollo de la metodologia catalitica. Debido a que 1 es aislado a partir de la
especie vegetal Chuquiraga erinacea en varias etapas, (Secciones I11.2 y I11.4), la optimizacion de
la técnica, se llevara a cabo con (-)-0-pineno como molécula modelo. Este monoterpeno posee
un grupo isopropenilo en su estructura, y es accesible comercialmente. Finalmente, se analiza
la utilizacion de la metodologia catalitica heterogénea para la oxidacion alilica de 1 comparada

con la metodologia convencional.

II1.5.1 Oxidacién alilica de lupeol mediante la metodologia convencional

En la literatura se pueden encontrar numerosos reportes de oxidaciones alilicas llevadas
a cabo sobre compuestos triterpénicos empleando SeO;. A continuacién, se citan algunos
ejemplos. Neukirch y col. (2005) realizaron esta reaccién sobre diversos triterpenos
pentaciclicos, para lo cual utilizaron 2 eq de SeO;. Luego de 8 h de reaccion, los productos
obtenidos fueron los correspondientes compuestos carbonilicos a,B-insaturados con
rendimientos de 60-75% [177]. Urban y col. (2006) sintetizaron el acido 30-oxobetulinico,
utilizando un gran exceso de SeO;, con un rendimiento del 52% [113]. Por otra parte, Barroso-

Gonzilez y col. (2009) oxidaron calenduladiol al aldehido alilico correspondiente, utilizando 1
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eq de SeO; durante 10 h, obteniendo un 30,4% de rendimiento al producto final [110]. Afios
mas tarde, el mismo grupo inform¢ la obtencion del aldehido alilico de lupeol, utilizando la
técnica convencional con 1,2 eq de SeO;, obteniendo un 45% de rendimiento luego de 48 h
de reaccion [107]. Finalmente, Khan y col. (2014) realizaron la reaccion de oxidacion sobre
lupeol, utilizando 1,1 eq de SeO; como agente oxidante y obtuvieron 30-oxolupeol en 48 h de

reaccion con rendimientos del 70% [115,116].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se hizo reaccionar 1 (1 eq) con SeO; (2,5 eq) y
calentamiento a reflujo en EtOH, obteniéndose el compuesto carbonilico a,B-insaturado (5)

(Figura 31).

Se0,/EtOH

Reflujo

lupeol (1) 30-oxolupeol (5)

Figura 31. Reaccion de oxidacién alilica de lupeol.

La reaccion fue monitoreada mediante CCF, observandose una mancha mayoritaria de
R; menor al de 1 (R; = 0,35), y la desaparicién total del compuesto de partida a las 24 h de
reaccion. La purificacion del bruto de reaccion mediante una CC sobre silica de fase normal,
utilizando como FM una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente, dio lugar a la obtencion
de un solido blanco de aspecto brillante. El espectro de RMN de 'H de este compuesto mostro
una sefial ubicada a 9,50 ppm que se corresponde con el proton de un aldehido (H-30), y dos
senales a 6,28 ppm y 5,90 ppm correspondientes a los protones H-29a y H-29b. A diferencia
del precursor 1, estas sefiales se encuentran desplazadas a campos menores. Cabe resaltar que
la sefial correspondiente a los H-30 de 1 (1,68 ppm), no se observa en el espectro del compuesto
oxidado, ya que corresponde a la seiial 9,50 ppm comentada mds arriba. El H-19 también se
encuentra desplazado a campos menores con respecto a 1 (de 2,38 ppm a 2,75 ppm) (Figura
32a). A su vez, comparando el espectro de RMN de C con el de 1, se observo una nueva sefial
a195,2 ppm (C-30), y el desplazamiento a campos menores de las sefiales de los carbonos C-20
(de 151,1 ppm a 157,3 ppm) y C-29 (de 109,5 ppm a 133,3 ppm) (Figura 32b). A partir de estos

datos y por comparacion con los datos reportados en bibliografia, se confirmo que se trataba
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del producto de oxidacion alilica de 1, identificado como 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al, (5),
(pf= 215-218; 70%).

a)
H-30
§.5 9‘.0 é.S S‘.O 7‘.5 7‘.0 6‘.5 5‘.0 5‘.5 5‘.0 4.5 4.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 d.S
f1 (ppm)

C-30

i

200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105
f1 (ppm)

Figura 32. Comparacién del espectro de RMN de 'H y de una seccion del RMN de "C de 1y 5.

Resulta interesante hacer mencién al mecanismo de la reaccién de oxidacion alilica a
través del cual se ve reflejada la selectividad del SeO,. En el primer paso se produce una reaccion
eno sobre el centro electrofilico del selenio. El 4cido alilseleninico obtenido sufre un
reordenamiento 2,3-sigmatrépico que se da a través de un estado de transicion similar a una
envoltura, obteniéndose el éster alilselenito, que luego de una hidrolisis da lugar al alcohol
alilico. No obstante, la oxidacion puede continuar hacia el producto carbonilico a,B-insaturado

(Figura 33) [175].
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Figura 33. Mecanismo de oxidacién alilica con SeOs.

Por otra parte, las oxidaciones alilicas con este agente oxidante son altamente
regioespecificas, y ocurren en la posicion a del carbono mas sustituido del doble enlace, con
un orden de reactividad CH;>CH3>CH. A su vez, cuando el doble enlace esta dentro de un
anillo, la oxidacion ocurre en la posicién a hacia el extremo mas sustituido del doble enlace y

en el anillo cuando es posible [174,177,179].

A partir de estos resultados, se puede observar que la obtencion del compuesto 5
mediante la metodologia convencional fue lograda con buenos rendimientos. Sin embargo,
como se mencioné mds arriba, resulta necesario efectuar una optimizacion de dicha
metodologia, asi como también la posibilidad de llevarla a cabo mediante técnicas que resulten
amigables con el medio ambiente, tales como la catalisis heterogénea. A continuacion, se
detallan los estudios realizados para los fines mencionados, en los cuales se utiliza (-)-a-pineno

como sistema modelo, como se comentd anteriormente.

111.5.2 Oxidacioén alilica de (-)-a-pineno mediante la metodologia convencional

En primer lugar, se llevd a cabo la oxidacion de a-pineno (1 eq) a través de la
metodologia clasica, utilizando SeO; (2,5 eq), EtOH como solvente, a reflujo. La reaccién fue
monitoreada mediante CG-EM, y se observé que, a tiempos cortos de reaccion, la conversion
fue baja, obteniéndose como producto principal mirtenol (OL) (Figura 34), mientras que

mirtenal (AL), fue el otro producto obtenido (Tabla 2).

HO (o) H
2NN
1 \
! se0,/EtOH
—_— +
reflujo
a-pineno mirtenol (OL) mirtenal (AL)

Figura 34. Productos de la oxidacion alilica convencional de (-)}-a-pineno con SeQO; a reflujo.
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Sin embargo, el rendimiento hacia AL fue aumentando con el tiempo, mientras que el
rendimiento de OL, por el contrario, fue disminuyendo. Esta observacion refleja que el
aldehido se va formando a partir de la oxidacion del alcohol, como esta descripto mas arriba
en el mecanismo de la reaccién (Figura 33). A las 13 h de reaccion (entrada 5, Tabla 2), la
selectividad a AL no super6 el 56%, dando un 28% de rendimiento. Si bien el rendimiento de
AL obtenido por Lin y col. (2017) a reflujo es elevado (70%), es importante sefialar que estos
autores llevaron a cabo la reaccion utilizando 1,4-dioxano, un solvente no amigable con el

medio ambiente [181].

Tabla 2. Oxidacién alilica de a-pineno sobre SeO; mediante la metodologia

convencional.®

Entrada Tiempo Conversion®  Selectividad Selectividad
(h) (%) mirtenol (%)  mirtenal (%)

1 5 18 72 28

2 1 23 65 35

3 9 34 59 41

4 11 41 56 44

> 13 50 44 56

* Condiciones de reaccién: 1 eq de a-pineno, 2,5 eq de SeO,, en 35 mL de
EtOH (0,02 M), 78 °C. ® Conversion de a-pineno.

Seguin la regioselectividad del SeO,, analizada mas arriba, el orden de reactividad de
metilos, metilenos y metinos involucrados en la oxidacion alilica para a-pineno se muestra en
la Figura 35, siendo el metilo terminal el mis reactivo por encontrarse en posicién alfa al
carbono mas sustituido del doble enlace [174]. Teniendo en cuenta esta reactividad, la
selectividad observada para los productos obtenidos en la reaccion de oxidacion de a-pineno,

ALy OL, esta de acuerdo con este orden.

‘>CH3>CH

a-pineno
Figura 35. Orden de reactividad de metilos, metilenos y metinos en a-pineno frente a la oxidacion alilica con

SeOz.

En el contexto de optimizar la reaccion de oxidacion alilica convencional, se decidio
emplear un reactor de acero (Parr), empleando sobrepresién, para llevar a cabo la reaccion en

fase liquida a temperaturas mayores que la correspondiente a la de reflujo. Para ello, se colocd
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en el reactor una solucién de a-pineno (1 eq) en EtOH con SeO; (2,5 eq), y se programé una
temperatura de 134 °C y una presion de oxigeno de 6 atm. La reaccion fue monitoreada
mediante CG-EM, y se observé que, a las 5 h de reaccion, la conversion lograda fue de un 41%,
mientras que, para la metodologia llevada a cabo a reflujo, dicha conversion se habia logrado a
tiempos mayores (11 h de reaccion). En este caso, los tinicos productos detectados fueron AL
y OL, al igual que lo observado en la reaccién llevada a cabo a reflujo, sin embargo, la
selectividad fue notablemente mayor para el aldehido (84%) (Tabla 3). Al mismo tiempo de
reaccion, 5 h, el rendimiento de AL fue mayor cuando la reaccién se llevo a cabo bajo 6 atm
de presion de oxigeno (34%) que cuando se realizd a reflujo (5%). Ademas, cuando las
comparaciones se realizan al mismo nivel de conversion (21-23%), podemos apreciar que el
rendimiento de AL también es mayor para la reaccion realizada bajo presion de oxigeno (15%),

que para el caso de reflujo (8%).

Tabla 3. Oxidacién alilica de a-pineno sobre SeO; en reactor Batch, a 6 atm de O,.*

Entrada Tiempo Conversiéon®  Selectividad Selectividad
(b) (%) mirtenol (%) mirtenal (%)

! 2 5 58 42

2 3,5 21 29 71

3 5 41 16 84

* Condiciones de reaccién: 1 eq de a-pineno, 2,5 eq de SeO;, en 35 mL de EtOH
(0,02 M), 134 °C, 6 atm de O,. * Conversion de o-pineno.

El alto rendimiento a AL alcanzado en condiciones Batch se deberia tanto a la mayor
temperatura de reaccion como a la elevada concentracion de O; en la fase liquida. Si bien con
esta metodologia se observd una interesante mejora tanto en el rendimiento al aldehido de
interés, asi como en los tiempos de reaccion, para ambas metodologias se utilizaron condiciones
estequiométricas de SeO, lo cual no resulta amigable con el medio ambiente. Asimismo, si se
quisiera aumentar la conversion y selectividad hacia el aldehido, resulta necesario emplear una
mayor cantidad del agente oxidante, lo que daria como resultado un notable aumento de la
relaciéon a-pineno/SeO;. Ademas, surgen otras desventajas propias de la utilizacion del SeO;
como ya se comentd anteriormente. Por tales motivos, se llevd a cabo la busqueda de un
catalizador heterogéneo, que sea selectivo, activo, estable y reutilizable capaz de sustituir la
metodologia convencional. A continuacion, se describe la metodologia catalitica propuesta

para llevar a cabo la oxidacion alilica de a-pineno.

111.5.3 Oxidacién alilica de (-)-a-pineno mediante la metodologia catalitica
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Seguin los numerosos reportes hallados en la literatura, se ha utilizado una gran
variedad de catalizadores heterogéneos para llevar a cabo la oxidacion alilica de a-pineno, con
la utilizacion de oxigeno molecular [182-184]. En la mayoria de los trabajos, los principales
productos obtenidos de la oxidacién del a-pineno son verbenona y el verbenol (Figura 36).
Rauchdi y col. (2018) estudiaron suspensiones de agua con nanoparticulas de Ru estabilizadas
como catalizadores y la utilizacion de un co-catalizador, hidroperoxido de terc-butilo ((BuOOH)
para la oxidacion de a-pineno, e informaron un rendimiento relativamente alto de verbenona
(39%) [182]. Por otra parte, Kholdeeva y col. (2014) estudiaron la oxidacién de a-pineno sobre
Cr-MOF y Fe-MOF, empleando también tBuOOH, y reportaron una conversién no mayor al
22% en tiempos de reaccion prolongados (16 h), obteniendo una mezcla de varios productos
de oxidacion, principalmente verbenona y verbenol [183]. También se han estudiado, para la
oxidacion de a-pineno, catalizadores metélicos de Pt, Pd, Ru, Rh e Ir soportados sobre carbon
activado. En todos estos casos, los principales productos fueron verbenona, verbenol y el
epoxido correspondiente [184]. En resumen, los catalizadores heterogéneos estudiados
conducen a la oxidacién alilica de a-pineno, dando principalmente verbenona y verbenol entre

otros productos (Figura 36).

HO (0] H
Se0,/EtOH +
reflujo
/ mirtenol mirtenal
a-pineno
Catalizadores + + o
heterogéneos
OH 0]
verbenol verbenona  epdxido de a-pineno

Figura 36. Principales productos de oxidacion alilica de a-pineno mediante las metodologias convencional y

catalitica.

Hasta el momento no se ha encontrado bibliografia relacionada al uso de catalizadores
heterogéneos que conduzcan selectivamente a la oxidacion alilica del grupo isopropenilo de a-
pineno para la obtencion de OL y AL. Por esta razon, se propuso obtener un catalizador
heterogéneo que promueva la oxidacion selectiva hacia los productos mencionados. Teniendo
en cuenta los productos obtenidos en las reacciones de oxidacion alilica de a-pineno
convencionales mediante el uso de condiciones estequiométricas de SeO,, se sintetizd un

catalizador basado en este agente oxidante. Para ello se soporto este oxido sobre un material
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inerte, bajo la hipdtesis de que el catalizador obtenido mantuviese la quimio- y regioselectividad

caracteristicas del SeO; [174-177]. A continuacion, se describe el trabajo realizado para tal fin.

111.5.3.1 Sintesis y caracterizacion del sistema SeO,/SiO;

Siguiendo con los objetivos de esta parte de la tesis, se continué con la preparacién y
caracterizacién de un sistema basado en SeO; soportado sobre SiO;, con una concentracion
teorica de 14% de SeO;. La seleccion de la silica se basa en que es un material relativamente
inerte, el cual es empleado como soporte en la formulacion de numerosos materiales.
Asimismo, una de las ventajas de este sistema se basa principalmente, en facilitar la posterior
separacion del SeO; del medio de reaccion.

La preparacion del sistema de SeO; soportado sobre silica (que se denominara
SeO,/Si0,) se llevod a cabo mediante el método de impregnacion humeda [185]. Para ello, a
aproximadamente 2 g de SiO; se le agregd una solucién de SeO; en EtOH absoluto (0,13 M),
y se dejé en agitacion a 40 °C, hasta evaporacion del solvente. La mezcla obtenida fue calcinada
en mufla durante 1 h. Para este sistema, se determiné el contenido de SeO; mediante
espectroscopia de plasma con acoplamiento inductivo (ICP), y resulté ser de 14,6% p/p.
Finalmente, se realizé la caracterizacién del catalizador a través de diversas técnicas las cuales
son detalladas a continuacién.

En primer lugar, se realizé un andlisis de difraccion de rayos X (DRX) de la muestra de
SeO; comercial empleada en la preparacion de SeO,/SiO;, observandose un pico de difraccion
asignado a SeO; y a acido selenioso (H;SeOs) (Figura 37a). Ambas especies generalmente
coexisten, ya que la hidratacion del ¢xido conduce al acido. En cuanto al DRX de SeO,/SiO,
(Figura 37b), se observé un pico ancho, el cual, de acuerdo con lo reportado en la bibliografia,
corresponde a SiO; [186]. Por otra parte, no se detectaron picos correspondientes a especies de
selenio, probablemente debido a que dichas especies podrian estar muy dispersas sobre el

soporte.
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Figura 37. Patrones DRX de: a) SeO; y, b) SeO,/SiO;.

Los espectros FTIR correspondientes a SeO; y a SiO; coinciden con lo reportado en
bibliografia [186,187]. Para el caso de SeO; (Figura 38a), se observaron bandas a 871 y 668 cm’
!, que se deben al estiramiento de Se-O, mientras que las de 1248 y 1150 cm™ se asignan a la
interaccion Se-OH [187]. Por otro lado, el espectro FTIR correspondiente a SiO; mostrd varias
bandas (Figura 38b), siendo las mas relevantes las correspondientes al estiramiento Si-O,
ubicadas a 1190 y 1095 cm™ [186]. Estas dos bandas se ven desplazadas (1193 y 1118 cm™) y su
intensidad relativa se encuentra modificada en el espectro FTIR de SeO,/SiO;, fendmenos que
pueden deberse a la alta interaccion entre ambos ¢xidos (Figura 38c). Ademas, para la muestra

de Se0,/SiO; se observaron las bandas de 894y 671 cm™, que son caracteristicas de las especies

de SeO;.
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Figura 38. Espectros FTIR de: a) SeO;, b) SiO, y, ¢) SeO,/SiO.

Por ultimo, se realizd la caracterizacion mediante microscopia electronica de
transmision (MET) de la muestra SeO,/SiO;, no siendo posible diferenciar el soporte del SeO,
dadas las similares densidades electronicas que presentan ambos ¢xidos, lo que conlleva a un

bajo contraste (Figura 39).

Figura 39. Imagen MET de SeO,/SiO,.

111.5.3.2 Oxidacion alilica de a-pineno mediante la utilizacion del sistema SeO:/SiO:

Una vez finalizada la caracterizacién de SeO,/SiOs, se llevé a cabo la reaccion de
oxidacion de a-pineno mediante la utilizacion de dicho sistema. Para ello, se utilizo el mismo
reactor y se emplearon las mismas condiciones Batch ya descriptas anteriormente. De esta
forma, a una solucion de a-pineno en EtOH (0,1M) se agregaron 400 mg de SeO,/SiO,, y se
programo a 6 atm de presion de O, y 134 °C de temperatura. A través del monitoreo de la
reaccion mediante CG-EM, los resultados observados no fueron los esperados, ya que
practicamente no se logré conversion (3%), incluso después de 18 h. El motivo de este resultado
se puede deber a que las especies activas de selenio, se encuentran diluidas por el soporte, y
esto da como resultado una cantidad de fase activa insuficiente. Si bien seria l6gico pensar en
el agregado de una mayor cantidad de SeO; al soporte, esto no seria conveniente debido a la

toxicidad del reactivo, y a que la relacion SeO,/a-pineno resultante se acercaria a la relacion
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utilizada en la metodologia convencional, lo cual se escaparia de los objetivos propuestos. Por
tal motivo, la estrategia llevada a cabo, fue la introduccién de una cantidad de Pd (1%), al
sistema SeO,/SiO;, dado que se trata de un metal oxidante por excelencia. La incorporacion

de este metal dio como resultado un nuevo sistema binario heterogéneo, denominado

Pd/SeO,/SiO:.

111.5.3.3 Sintesis y caracterizacion del catalizador Pd/SeO,/SiO;

Para la preparacion de Pd/SeO,/SiO; se afiadio una solucion de Pd(acac); en tolueno
a una muestra de SeO,/SiO; y se siguié el mismo método descripto mds arriba para la
preparacion de SeO,/SiO; (Seccion II1.5.3.1, pag. 61). Posteriormente, se midio el contenido
de SeO; para este catalizador mediante ICP, el cual resulté ser de 14,4% p/p, mientras que el
contenido de Pd fue cuantificado mediante espectroscopia de absorcion atomica (EAA), dando
una carga del metal de 0,98% p/p. Cabe destacar que las cargas de Pd y de SeO; son muy
cercanas a los valores objetivo, por lo que el método de preparacion se considera adecuado.

Para la caracterizacion de Pd/SeO,/SiO,, se utilizaron las mismas técnicas que para
Se,/SiO;. En este apartado, se hace mencion a una muestra de Pd/SeO,/SiO; nuevo y a otra
muestra del catalizador recuperado luego de la prueba catalitica. De todas maneras, mds
adelante se hara una breve discusién con respecto a Pd/SeO,/SiO; recuperado, asi como el
procedimiento llevado a cabo para su recupero.

El patron de DRX obtenido para Pd/SeO,/SiO; nuevo resultd similar al de SeO,/SiO;,
aunque no se detectaron las sefiales correspondientes a Pd o a ¢xido de Pd. Esto,
probablemente se deba a la alta dispersion de particulas de Pd desarrollada en esta muestra.
Por el contrario, para la muestra de Pd/SeO,/SiO; recuperado, se observaron sefiales de Pd
metdlico a 39,5y 47,3 grados de 26°, y a 6xido de paladio a 28,6 grados de 26° (Figura 40), esto
puede deberse a que las especies de Pd se encuentran muy dispersas en el catalizador nuevo y
que, luego de la oxidacién en fase liquida, se produzca una sinterizacion de las particulas del

metal noble, dando lugar a particulas de Pd mas grandes, responsables de los picos observados.
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Figura 40. Patrones DRX de Pd/SeO,/SiO; nuevo y Pd/SeO,/SiO; recuperado.

Por otro lado, el espectro FTIR para el catalizador Pd/SeO,/SiO; nuevo mostré un
resultado similar al del catalizador SeO,/SiO,, mientras que no se detectaron diferencias entre

el catalizador nuevo y el recuperado (Figura 41).

Transmitancia (%)

50 e Pd/S0,/S10; (recuperado)
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Figura 41. Espectros FTIR de Pd/SeO,/SiO; nuevo y Pd/SeO,/SiO; recuperado.

Cabe resaltar que el hecho de no haber detectado bandas correspondientes a los grupos
C-H, C=0 o COH sobre el espectro de la muestra recuperada, podria indicar que no se estaria
produciendo una adsorcién irreversible de reactivos, intermediarios o productos sobre el
catalizador durante la reaccion. Esto es importante, ya que en catalizadores metalicos
soportados utilizados para reacciones en fase liquida que involucran aldehidos, alcoholes y
4cidos, se han detectado bandas de adsorcion asociadas a moléculas organicas, que se vinculan
con fendomenos de desactivacion del catalizador [188].

Por ultimo, el andlisis MET realizado tanto para Pd/SeO,/SiO; nuevo como para el
recuperado, determiné que las particulas de Pd del catalizador nuevo presentan un tamafo
promedio (d) de 2,9 nm, mientras que las que corresponden al catalizador recuperado,

presentan dimensiones de 3,5 nm (Figura 42). A partir de estas observaciones, se define que en
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las condiciones de reaccion se produce un sinterizado de las particulas de metal noble,

modificacion morfolégica que conduce a un aumento del tamafio las mismas.

6

208 4. 6 2 125 3 4.5
particle size (nm) R e particle size (nm)

Figura 42. Imdgenes MET de: a) Pd/SeO,/SiO; nuevo y, b) Pd/SeO,/SiO, recuperado.

1I1.5.3.4 Oxidacion alilica de a-pineno mediante la utilizacion del catalizador

Pd/5eO./SiO;

Se llevo a cabo la reaccion de oxidacion de a-pineno mediante la metodologia catalitica
con la utilizacién del nuevo sistema binario. Las condiciones de reaccion fueron las mismas
que para el caso del SeO,/SiO; descriptas mas arriba. Los resultados obtenidos determinaron
que la introduccién de Pd al catalizador SeO,/SiO; fue bastante efectiva, convirtiendo al
catalizador resultante, en uno mucho més activo que el sistema libre de Pd. En la Tabla 4 y en
la Figura 43 se puede apreciar que a las 15 h de reaccién se alcanzé un nivel de conversion del
23% (entrada 4, Tabla 4), con una selectividad relativamente alta para AL (76%), siendo OL el

otro producto. Asimismo, es importante sefialar que no se detecté ningtin otro co-producto.

Tabla 4. Oxidacién alilica de o-pineno sobre Pd/SeO,/SiO; mediante

metodologia catalitica.*

Entrada  Li€MPO Conversién®  Selectividad ~ Selectividad
(h) (%) mirtenol (%)  mirtenal (%)

! 2 5 58 )

& 2 16 38 61

3 8 18 30 70

4 15 23 24 76

* Condiciones de reaccién: a-pineno en 35 mL de EtOH (0,1 M), 400 mg
Pd/Se0,/SiO;, 134 °C, 6 atm de O,. " Conversion de a-pineno.
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Figura 43. Porcentaje de conversion (X%) y selectividad (S%) hacia AL, en la oxidacion alilica de a-pineno sobre

Pd/SeO,/SiO,.

Es importante sefialar que si bien, la conversion para esta reacciéon fue menor a la
obtenida en la metodologia tradicional (entrada 5, Tabla 2, pag. 58), la relacion entre a-
pineno/SeO; es mucho menor en la metodologia catalitica como es de esperar (1:0,14 vs 1:2,5).
Por otra parte, la selectividad relativamente alta hacia AL que se logra con el catalizador de
Pd/SeO,/SiO;, resulta sumamente interesante, dado que en reportes previos sobre reacciones
de oxidacion alilica llevadas a cabo con catalizadores basados en Pd (o cualquier otro metal
noble), indican que los principales productos de la oxidacion alilica de a-pineno son verbenona
y verbenol, detectandose, a su vez, epoxido de a-pineno [182-184].

Una posible interpretacion de estos resultados sugiere que la oxidacion llevada a cabo
sobre Pd/SeO,/SiO; probablemente esté gobernada por especies de selenio, lo que conduce a
la oxidacién alilica en la posicion o del carbono mads sustituido del doble enlace [174,175],
permitiendo obtener el producto de oxidacion de interés (AL), mientras que el Pd
desempenaria un papel “promotor” sobre el SeO;. Con el fin de corroborar esta hipotesis, se
llevé a cabo un andlisis de la reducibilidad de los catalizadores a través de ensayos de reduccion
a temperatura programada (RTP), mediante el cual se mide la cantidad de especies reducibles
en la muestra analizada. En el perfil del sistema SeO,/SiO; (Figura 44a), se detecta un pico de
consumo con un maximo a 290 °C, que seria debido a la reduccion del SeO;. Por otro lado,
en el catalizador binario Pd/SeO,/SiO; la temperatura de reduccion es notablemente inferior
(Figura 44b), mostrando un pico de reduccion con un méximo a 270 °C. Esto demuestra un
cambio en el patron de reduccion del SeO; soportado luego de la introduccion del metal noble
(Figura 44b), debido a que el Pd modifica fuertemente el caracter redox del SeO,. En este
sentido, se propone que el Pd jugaria un papel promotor sobre el SeO,, originado a partir de

una elevada interaccion que modifica la reducibilidad de este ultimo. Asi, una vez finalizado
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un ciclo de oxidacion del monoterpeno, el Pd cataliza la oxidacion de las especies reducidas del
selenio, cerrando dicho ciclo. A su vez, si el rol de Pd como fase activa prevaleciera sobre el

SeO;, se deberia producir verbenona y verbenol, como fue observado para los catalizadores

basados en metales nobles [182-184].

270°C
b 290°C

100 200 300 400 500
Temperature (°C)

Figura 44. Perfiles RTP de: a) SeO,/SiO; y, b) Pd/SeO,/SiO,.

A continuacion, se detallan algunos comentarios sobre la reutilizacion del sistema
Pd/SeO,/SiO;. Una vez concluida la reaccion de oxidacion de a-pineno, el catalizador se retird
del reactor, se lavd con EtOH, se seco a 70 °C y se realizd una nueva prueba catalitica. La
actividad de este catalizador luego de 8 h de reaccion, fue casi la misma que la del catalizador
nuevo (12% de conversion vs. 18%), lo que demuestra que se puede lograr la reutilizacion del
mismo. Las modificaciones morfoldgicas observadas por MET para el catalizador recuperado,
que se refieren a un mayor tamafno de particula de Pd comparadas con el catalizador nuevo
(Figura 42), no parecen ejercer efectos significativos sobre las propiedades cataliticas de
Pd/SeO,/SiO;.

Se calcul6 la dispersion metélica, D, para ambos catalizadores, nuevo y recuperado, a
partir del valor d de cada muestra (obtenidos mas arriba a través de MET). El parametro D es
adimensional y representa la relacion entre atomos superficiales de Pd y atomos totales en el
catalizador. Mediante la férmula descripta por Scholten y col. (1985) (Ecuacion 1) se calculd
D, obteniéndose un valor de 0,3 para el catalizador recuperado y 0,4 para el catalizador nuevo,

lo cual no representa una diferencia significativa [189].

D% = 1023 x 1/d

Ecuacién 1. Férmula utilizada para el calculo de D%, a partir de d (nm).

Por otra parte, los valores de dispersion obtenidos fueron utilizados para el calculo de

actividad especifica (TOF) para cada uno de los catalizadores. Los valores obtenidos de TOF
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tampoco fueron muy diferentes, siendo de 5,24 h'' para el catalizador nuevo y 4,65 h'! para el
catalizador recuperado. Por lo tanto, se establece que el sistema Pd/SeO,/SiO; puede

recuperarse y reutilizarse.

II1.5.3.5 Oxidacion alilica de Ilupeol mediante la utilizacion del catalizador

Pd/SeO,/5i0:;

Teniendo en cuenta estos resultados, se llevéd a cabo un ensayo sobre lupeol, utilizando
el catalizador Pd/SeO,/SiO;. Para ello se preparo una solucion de 1 en EtOH (0,67 M) y se le
agregaron 2,55 mg del catalizador bajo las mismas condiciones de reaccién estudiadas (Tabla
4). Luego de 15 h de reaccion, el bruto fue analizado mediante espectroscopia RMN de 'H a
través de la cual se determind el porcentaje de conversion, que resulto ser de un 79%. A su vez,
se pudo analizar la selectividad hacia los productos obtenidos, la cual fue de 95% hacia el
alcohol alilico, y de 5% hacia el aldehido a,B-insaturado 5. A partir de estos resultados, se
determind que si bien la conversion fue elevada, la selectividad hacia la obtencion del
compuesto de interés fue muy baja. Con el fin de comparar esta metodologia con la técnica
convencional de oxidacion alilica de 1, en la Figura 45 se detallan algunos parametros

obtenidos para cada método.

METODOLOGIA CONVENCIONAL
Tiempo 24 h

/// Conversion 100% O\J

Selectividad 75%
Rendimiento 75%

lupeol (1) 30-oxolupeol (5)

HO
Conversion 79% $§

Selectividad 5%
Rendimiento 4%

Tiempo 15 h
METODOLOGIA CATALITICA

HO

Figura 45. Comparacién de las metodologias utilizadas para la oxidacion alilica de lupeol.

El analisis de los resultados obtenidos tanto para la oxidacion alilica de a-pineno como
para lupeol, indica que la metodologia catalitica arrojé una serie de ventajas, tales como buenos
niveles de conversion, selectividad similar a la observada para la metodologia tradicional (para
el caso de a-pineno), un catalizador novedoso que resulto ser activo, reutilizable y de ficil
recuperacion, utilizacién de menores cantidades de SeO;, nula generacién de compuestos

téxicos para el medio ambiente, utilizacién de un solvente inocuo, asi como también el oxigeno
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utilizado en las condiciones Batch. A su vez, cabe destacar que no fue necesaria la utilizacion
de co-catalizadores como tBuOOH, como fue reportado para la oxidacion alilica de a-pineno
con catalizadores heterogéneos. Estas ventajas, se encuentran alineadas con los principios 1, 2,
5, 7y 9 de la Quimica Verde [190]. Sin embargo, para llevar a cabo la oxidacién alilica de
lupeol, la sustitucion de la metodologia convencional por la catalitica, bajo estas condiciones,
no podria efectuarse, principalmente debido a que no se lograron obtener buenos rendimientos
hacia el producto de interés (5), los tiempos de reaccion resultaron ser elevados, y la conversion
resultd menor a la observada para la metodologia clasica. A partir de estos resultados, para la
obtencién de 5, sera utilizada la metodologia de oxidacion alilica convencional.

Para trabajos futuros, resulta interesante optimizar ciertos parametros de reaccion o del
catalizador, ya sea modificando las cargas utilizadas de cada agente oxidante (Pd o SeO»), o de
ambos; agregando otros metales oxidantes al sistema SeO,/SiO,; y/o variando el solvente, entre
otras. De esta manera, se optimizaria la técnica, la cual podria ser aplicada a oxidaciones alilicas

de numerosas estructuras organicas, bajo el marco de los Principios de la Quimica Verde.

111.5.4 Oxidacién alilica de la mezcla triterpénica monohidroxilada mediante la metodologia

convencional

Considerando los resultados obtenidos para la metodologia catalitica con respecto a la
oxidacion de 1, y con el fin de obtener 5 para su utilizacion en la sintesis de derivados
bioactivos, se decidi6 llevar a cabo la reaccion de oxidacion alilica mediante la metodologia
convencional, como se comentd mas arriba.

Como se vio anteriormente, la oxidacion alilica convencional de lupeol (1) dio buenos
rendimientos en la obtenciéon del bloque de construccion 5 (Seccion II1.5.1, pag. 54). Sin
embargo, hay que considerar que la purificacién de 1 es un procedimiento que se realiza en
varias etapas. Considerando la selectividad del SeO;, mencionada en la Seccién 1I1.5.1, se
propuso llevar a cabo la reaccion de oxidacion alilica de la mezcla triterpénica F1 (obtenida en
la Seccion I11.3, pag. 47), como estrategia para la obtencion y aislamiento de 5. Asi, se esperaria

que los triterpenos mas reactivos sean 1, 2 y 4 (Figura 46).
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pseudotaraxasterol (4)

SeO,/EtOH/Reflujo
BN
A
‘o,
H
+ +
HO HO
30-oxolupeol (5) 30-oxopseudotaraxasterol (6) 21-oxotaraxasterol (7)

Figura 46. Selectividad de SeO, frente a la mezcla de triterpenos monohidroxilados F1.

Teniendo en cuenta lo mencionado, se hizo reaccionar F1 (1 eq) con SeO; (2,5 eq) y
calentamiento a reflujo en EtOH, para lograr la obtenciéon del compuesto 5 (Figura 46). El
monitoreo de la reaccion mediante CCF y la comparacion con un testigo de 5 y de F1, mostrd
3 manchas mayoritarias a las 24 h de reaccion. De estas tres, la de mayor R;(Ry= 0,57), coincidié
con el testigo F1, presentando una coloracion fucsia permanente durante su revelado con calor,
y resultd similar al color de revelado de 3ay 3b (Seccion 111.4.2, Figura 27, pag. 50). Por otro
lado, de las dos manchas inferiores, (Rf= 0,42 y 0,35), la de menor R; fue la mas intensa, y
coincidio con el testigo de 5. A través del andlisis de RMN de 'H del bruto de reaccion, se
observaron las sefales pertenecientes a los protones vinilicos de los triterpenos 3a y 3b, lo cual
demuestra, como se apreci6 a través de CCF, que estos triterpenos no reaccionaron. Esto puede
deberse a que las amirinas presentan impedimento estérico en la zona del doble enlace que
dificulta su reaccion del SeOs, y por tal motivo las hace menos reactivas. A su vez, las sefiales
de los protones vinilicos correspondientes a 1 y 4 se vieron desplazadas a campos menores.
Estas sefales podrian corresponderse con los productos de oxidacion alilica de 1y 4, teniendo
en cuenta, ademds, la presencia de dos singuletes, con una relacion 9:1, en la zona de 9-10 ppm,

caracteristicos de protones de aldehidos. En cuanto al triterpeno 2, no se observo la seial
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correspondiente a los protones vinilicos ubicada a 4,60 ppm, por lo que se puede pensar que
el mismo se oxidé al producto correspondiente (7), aunque, debido a su baja abundancia, no
pudo ser identificado en el espectro.

Posteriormente se llevo a cabo la purificacion de este bruto de reaccion por CC con
silica flash y mezclas de Hex:AcOEt de polaridad creciente, de la cual se obtuvieron tres
fracciones (Fa, Fg, Fc). El andlisis espectroscopico de cada una de ellas, determiné que Fa
corresponde a la mezcla de a-y B-amirinas (3ay 3b) (Figura 47a); Fp al aldehido a,B-insaturado,
producto de oxidaciéon de 4, esto es, a 30-oxopseudotaraxasterol (6) (Figura 47b), el cual se
trataba del compuesto de Ry= 0,42. Por ultimo, Fc¢ corresponde una mezcla de dos aldehidos
a,B-insaturados. El espectro de RMN de 'H de esta mezcla fue analizado y comparado con los
espectros RMN de 'H de 5 (Seccion IIL5.1, pag. 54) y de Fs. A partir de estos datos, se confirmo
que los compuestos presentes en Fc, se tratan de los productos de oxidacién alilica de lupeol

(1) y pseudotaraxasterol (4), identificados como 5 y 6 respectivamente, siendo 5 el mayoritario

(90%) (Figura 47¢).
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Figura 47. a) Seccién del espectro RMN de 'H de Fa (mezcla de amirinas), b) Espectro RMN de 'H de Fg
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(compuesto 6), y ¢) Seccion del espectro RMN de 'H de Fe (mezcla de 5y 6).

Luego de la identificacion de 5 en Fg, se llevd a cabo la purificacion del mismo.
Considerando que la separacién de 5 y 6 no pudo lograrse con efectividad mediante la
cromatografia del bruto de reaccion debido a que poseen R; muy cercanos (R;5 = 0,35; R 6 =
0,42) (Figura 48), y teniendo en cuenta los resultados del aislamiento de 1 a través de la
cromatografia con silica impregnada con AgNQOj3, se llevo a cabo la purificacion de 5 mediante

dicha técnica.

Figura 48. CCF de 5 y Fc revelada con p-anisaldehido y calor.

Para ello, se sigui¢ el mismo procedimiento que el descripto para 1 (Secciéon 111.4.2).
Se sembraron 60 mg de Fc que, como se dijo anteriormente, corresponde a la mezcla de 5y 6,
en relacion 9:1, respectivamente. Se colectaron 40 fracciones de 5 mL cada una, que fueron
agrupadas en dos grupos (Fp y Fg), segin el perfil de CCF. Por un lado, Fp mostrd una sola
mancha de Ry= 0,35, correspondiente al compuesto 5, mientras que, para Fg, se observaron

ambas manchas (R;= 0,35 y 0,42). Mediante los espectros RMN de "H y PC de Fp se confirmo
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las sefales pertenecientes al compuesto 5, que estuvieron de acuerdo con las asignadas en la
Seccion IIL.5.1. De esta forma el compuesto 5 fue obtenido puro con un 67%. Este
rendimiento resulta similar al obtenido a partir de la reaccion de oxidacion alilica de lupeol
puro (70%, Seccion IIL.5.1, pag. 54), y a su vez, superior al informado por la mayoria de los

autores citados mas arriba (Urban 52%, Barroso-Gonzalez 30,4%, Gutiérrez-Nicolas 45%).

A partir de este resultado, surge la comparacion entre las dos posibles vias a seguir para
la obtencion y purificacion de 5, teniendo en cuenta que se parte de la mezcla triterpénica
monohidroxilada (F1) en ambos casos: a) aislamiento de lupeol a partir de la mezcla triterpénica
F1, oxidacion alilica y posterior purificacién de 5; o b) oxidacion alilica de la mezcla triterpénica
F1, y posterior purificacion de 5 en dos etapas. Analizando los rendimientos para cada paso, se
calculo el rendimiento global de obtencion de 5 puro para ambas vias, obteniéndose un

rendimiento mayor para la via b) (40% vs. 24%) (Figura 49).

Aislamiento de lupeol (1) a Purificacion de

a) partir de F1 30-oxolupeol (5)
(silica/AgNOs) (silica)
Purificacidn de Purificacidn de
b) Oxidacidn alilica de F1 5 —— 5
(silica) silica/AgNO;

Figura 49. Rendimientos parciales y globales de las vias a) y b), para la obtencion de 5 puro.

De la misma manera, para la técnica de purificacion de 1y 5 con AgNOs3, podemos
encontrar ciertas diferencias, las cuales se analizan a continuacion. El rendimiento obtenido en
la purificacion de 5 resulté ser mayor que el obtenido en la purificacion de 1 con dicha técnica
(67% vs. 45%). Asimismo, cabe destacar que la cromatografia llevada a cabo para la purificacion
de 5 resulto ser mas rapida y mas sencilla, que la llevada a cabo para la purificacion de 1. Esto
se debe, en primer lugar, a que los valores de R; de 5 y 6 presentan una cierta diferencia (0,35
vs. 0,42); por el contrario, para el caso de 1, todos los triterpenos que conforman la mezcla
poseen el mismo Ry (0,57). Por esto ultimo, la elucién de los compuestos 1-4 tuvo que llevarse
a cabo de manera mas cuidadosa. En segundo lugar, se debe al orden de elucion de los

compuestos, es decir, el compuesto 5 eluye en primer lugar, mientras que 1 es el tltimo en
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eluir. Finalmente, si bien para ambas cromatografias se utiliz6 CHCls como FM, para el caso

del aislamiento de 5, se consumié aproximadamente un 10% menos de solvente (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion entre purificacion de 1 y de 5 mediante CC con silica gel impregnada con AgNO;
(10%), para 60 mg de muestra sembrada.

Commietto Rendimiento Solvente Solvente Orden de Tiempo
(%) consumido (mL) recuperado (mL) elucion

1 45 420 150 Ultimo Mayor

5 67 375 135 Primero Menor

A partir de estos resultados, se determina que la oxidacion alilica de la mezcla
triterpénica monohidroxilada a través de la metodologia convencional y posterior purificacion,
es el método mds conveniente para la obtencion del bloque de construccion 5, debido a las
diversas ventajas que presenta en cuanto a la rapidez y sencillez con la que se logra. Este
compuesto, serd utilizado en reacciones posteriores para la obtencién de nuevos derivados

bioactivos.

III.6 CONCLUSIONES

Se obtuvo el subextracto hexdnico (SH), a partir del extracto etanolico (EE) de la especie
vegetal Chuquiraga erinacea, el cual permitio el aislamiento de una mezcla de triterpenos

monohidroxilados (F1) mediante cromatografias mas limpias, y la utilizacion de menores

cantidades de FM y FE.

Se logré aislar lupeol (1) mediante la técnica de CC con silica gel impregnada con
AgNOs, a partir de la mezcla de triterpenos monohdroxilados (F1), con un 45% de

rendimiento, sobre el total de la muestra sembrada.

Con el fin de obtener el bloque de construccion 5 a partir de 1, para su posterior uso
en la sintesis de analogos triterpénicos, se propuso la optimizacion de la reaccion de oxidacion

alilica mediante la metodologia catalitica. Para ello, se sintetizd un catalizador heterogéneo

novedoso, Pd/SeO,/SiO; utilizando bajas cargas de SeO,.

El uso de este sistema binario catalitico para la oxidacion alilica del monoterpeno a-
pineno, utilizado como molécula modelo, dio buenos rendimiento. Sin embargo, para el
triterpeno de interés 1, los rendimientos fueron bajos, los tiempos de reaccion elevados, y la
conversion fue menor que con la metodologia tradicional. Por tal motivo, la sustitucion de la
metodologia convencional por la catalitica, para la oxidacion alilica de lupeol, no pudo llevarse

a cabo.
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El uso del sistema catalitico binario, Pd/SeO,/SiO,, presentd una serie de ventajas las
cuales se encuentran alineadas a varios Principios de la Quimica Verde: permitié prescindir del
uso de co-catalizadores, no se observo la generacion de especies toxicas en la reaccion, posibilito

el uso de solventes inocuos y resulté ser de facil recupero y reutilizable.

Teniendo en cuenta estos resultados, y la selectividad del SeO,, utilizado como agente
oxidante, el bloque de construccion 5 se obtuvo a través de la oxidacion alilica convencional a
partir de la mezcla de triterpenos (F1), y posterior purificacion en dos etapas, con buenos

rendimientos.

Esta parte del trabajo de tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

¢ Castro, M. J.; Musso, F.; Vetere, V.; Faraoni, M. B. Novel Access to epilupeol through

chemoselective hydrogenation of lupenone using platinum-based organotin catalysts.
Journal of Organometallic Chemistry. 2019, 880, 333-340.

¢ Musso, F. A.; Gutiérrez, V.; Volpe, M. A.; Faraoni, M. B. Allylic oxidation of a-pinene
over supported SeO;-based catalysts. Latin American Applied Research, 2022.
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1117 SINTESIS DE ANALOGOS TRITERPENICOS BIOACTIVOS

Continuando bajo el marco del objetivo general de esta tesis, el cual se basa en el
descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas a partir de especies vegetales endémicas, se
propone la sintesis de una serie de derivados triterpénicos a partir del bloque de construccion
30-oxolupeol (5), obtenido a través de la oxidacion alilica de lupeol (1). Teniendo en cuenta la
reactividad que poseen los sistemas carbonilicos a,B-insaturados y los reportes hallados en
bibliografia, a continuacién se describen las modificaciones quimicas realizadas sobre 5 para la

obtencién de nuevos analogos triterpénicos bioactivos.

II1.7.1 Reacciones de ciclacion sobre el sistema carbonilico a,B-insaturado de 30-oxolupeol

(5)

Dentro de los farmacos mas utilizados por el ser humano, se destacan los compuestos
que poseen uno o mas heterociclos en su estructura, debido a las importantes ventajas que éstos
les confieren a las moléculas. Entre ellas, podemos destacar una mayor bioactividad, mejores
propiedades farmacologicas, nuevos mecanismos de accion, y un aumento en la estabilidad ante
la degradacion metabolica, entre otras [191]. A su vez, los derivados heterociclicos arométicos
suelen tener bandas de absorcion significativas cuando son irradiados con luz UV, por lo que
se simplifica su deteccién en muchos estudios in vivo y pruebas clinicas posteriores. Todo esto,
les confiere a estos derivados un gran potencial para su uso en la practica farmacéutica [192].

Entre los numerosos analogos triterpénicos bioactivos hallados en la literatura, los
derivados que poseen uno o varios anillos heterociclicos en su esqueleto juegan un papel muy
importante. Estos anillos heterociclicos se caracterizan por poseer uno o mas atomos de
nitrogeno, azufre y oxigeno, o combinaciones de éstos, y son los principales responsables de
brindarles a estos compuestos, sus propiedades bioactivas [192-201]. Muchos de estos
compuestos triterpénicos heterociclicos se han destacado como agentes antitumorales,
antiosteoporosis, antiinflamatorios y antileishmaniales, entre otros [202]. Por ejemplo, Wu y
col. (2016) sintetizaron una serie de derivados heterociclicos pirazolinicos e isoxazolinicos a
partir del acido oleandlico (Figura 50), donde se observd que la mayoria de los compuestos
obtenidos mostraron una mejor actividad inhibitoria de osteoclastos, uno de los principales
responsables de la resorcion ésea asociada a la osteoporosis, comparada con el triterpeno de
partida. A su vez, se observd que los derivados de pirazol tuvieron mejores actividades
inhibitorias que los derivados de isoxazol, especialmente el compuesto q, el cual contiene un

grupo fenilsulfonilo en el anillo de pirazol (Figura 50) [200].
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derivados pirazolinicos

acido oleandlico \
AN

derivados isoxazolinicos

Figura 50. Derivados heterociclicos bioactivos del acido oleanolico.

Por otra parte, Haavikko y col. (2014), sintetizaron derivados heterociclicos a partir de
betulina, utilizando como bloque de construccion el acido betulonico. De los numerosos
analogos obtenidos, los compuestos ry s (Figura 51), mostraron una inhibicion significativa del
crecimiento del parasito Leishmania donovani, principal causante de la leishmaniasis vesical, de

los cuales el compuesto r resulto ser el mas selectivo (Figura 51) [195].

acido betulénico r s

Figura 51. Derivados heterociclicos bioactivos del acido betulénico.

Una de las estrategias reportadas para la formacion de derivados heterociclicos de uno
o mas heteroatomos, es la utilizacién de sistemas carbonilicos a,B-insaturados como material
de partida. Estos, son un blanco favorable en las reacciones de cicloadicion dipolar con diversos
reactivos, para dar lugar a una gran variedad de analogos heterociclicos bioactivos [203]. A
continuacién, se citan algunos ejemplos en los que se obtienen anilogos triterpénicos con
grupos heterociclicos a partir del bloque de construccion 5. Wal y col. (2010) describen la
obtencién de una serie de quinolinas sustituidas a partir de 5, mediante la sintesis de Skraup
con anilinas sustituidas. De las quinolinas obtenidas, t; es la que presentd una importante
actividad antipaladica (Figura 52) [204]. Ms tarde, Khan y col. (2014) sintetizaron una serie
de derivados pirazolinicos N-acilados partiendo del bloque de construccion 5, mediante una

ciclacién intramolecular entre el sistema carbonilico a,B-insaturado e hidrato de hidrazina, y
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posterior tratamiento con diferentes acidos carboxilicos. Los tres derivados mostrados en la

Figura 52, us-us, ejercieron importantes efectos antidiabéticos [115,116].

t, R=8-F
t, R=2,3-dimetil
t; R=4-CF;

t, R=3-CF;

t; R =2-OCH,

1) NH,NH,.H,0
2) RCOOH

Up-ug

Figura 52. Derivados quinolinicos y pirazolinicos obtenidos a partir de 5.

Inspirados en estos antecedentes y continuando con los objetivos de esta tesis, se
propuso la sintesis de pirazolinas triterpénicas N-sustituidas a partir del bloque de construccion

5 (Figura 53), siguiendo las condiciones propuestas por Khan y col. (2014).

OT Ar

NH,NH,.H,0/KOH (10%) RCOOH/DCC/DMAP
— > _————

EtOH CH,Cl,

9a-9g

A G

Figura 53. Esquema de sintesis propuesto para la obtencion de pirazolinas triterpénicas N-sustituidas a partir del

bloque de construccion 5.

En primer lugar, se llevé a cabo la sintesis de la pirazolina triterpénica 8 (Figura 53).
Para ello, a una soluciéon de 5 en EtOH absoluto, se le agregd una solucién etanolica de KOH
(10%) y posteriormente hidrato de hidrazina (NH,NH,.H,O) (1,1 eq). Esta mezcla se agito a

temperatura ambiente durante 4 h segun lo descripto por Khan y col. (2014). La reaccion fue
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monitoreada por CCF, en la cual se observo la formacion de dos productos de menor Ry que 5
(Rr=0,18 y 0,11), y compuesto de partida sin reaccionar (R; = 0,35). El bruto de reaccién fue
analizado mediante RMN, y por comparacién con lo reportado por dichos autores, no se
observaron sefiales caracteristicas del producto esperado (8), pero se observaron sefiales de un
producto triterpénico mayoritario, diferente al de partida. Para determinar la estructura de
dicho compuesto, se llevé a cabo la purificacion del bruto de reacciéon mediante CC, pudiendo
aislar sélo el de mayor R; (R; = 0,18), correspondiente al compuesto mayoritario (10,5%; pf =
198-200 °C). El producto obtenido fue identificado y caracterizado por RMN de 'H y “C. El
espectro RMN de 'H mostré un singulete a 8,07 ppm y dos singuletes a 5,62 y 5,42 ppm,
ademads de las sefales correspondientes a los protones del esqueleto triterpénico (Figura 54).
Por otra parte, el espectro de C, mostré 30 seiales, entre las que se encuentran las
correspondientes a 163,9 ppm (C-30), 152,7 ppm (C-20) y 122,8 ppm (C-29). Considerando
esta informacién se penso que se trataba de la hidrazona de 5 (Figura 54), sin embargo, los
protones del grupo amino no fueron observados en el RMN de 'H. Si bien se sabe que este
tipo de protones muchas veces no se observan por diversos factores, resultd necesario otro

analisis para confirmar la estructura.

N P
30=—N
2 30
HO'

‘ | 454,74 g/mol
lh
. X !
H-30 cocl, 2% H-29b “‘.
|

| ‘|‘. c-30
TR x c-29
0 S | Y |V IS © I T, | n
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Figura 54. Espectros de 'H y PC del producto de reaccion propuesto.

Para ello, se realizd un masas de alta resolucion, observindose un peso molecular de
876,75 g/mol. De esta forma, se determind que se trataba del dimero de la hidrazona
triterpénica (10) (Figura 55). Esta estructura se encuentra de acuerdo con lo observado en los

analisis de RMN. Si bien la misma posee 60 carbonos, al tratarse de una molécula simétrica,
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solo se observan 30 sefiales en el RMN de "C, y 48 para el RMN de 'H, de los 96 hidrégenos

que conforman la molécula.

OH

HO

Figura 55. Estructura del dimero 10, obtenido en la reaccidon de sintesis de pirazolinas.

Teniendo en cuenta estos resultados, y luego de sucesivos intentos de optimizar la
reaccion mediante la variacion de la temperatura, tiempos de reaccidn, relacién molar, entre
otras, no se pudo lograr la obtencion de la pirazolina 8, obteniéndose, en la mayoria de los
casos, el compuesto 10. Analizando el mecanismo de la reaccidn, se puede explicar la formacion
de este compuesto, a partir de una de las vias propuestas para la sintesis de pirazolinas, la cual

se detalla a continuacién (Figura 56) [205].

@
N—NH,

pirazolina

Figura 56. Mecanismo implicado para la formacion de pirazolinas.

Para esta via, se observa, en primer lugar, la formacion de la hidrazona, la cual en el
paso siguiente se cicla, y forma la pirazolina correspondiente. En nuestro caso, la ciclacion de
la hidrazona no ocurre, ya que no se observo pirazolina en ninguna de las reacciones llevadas a
cabo. A partir de este mecanismo, se propone que la hidrazona de 5 estaria reaccionando con
otra molécula del compuesto carbonilico a,B-insaturado (5), a través de un ataque nucleofilico
al carbono carbonilico, para dar lugar al dimero 10 (Figura 55). De esta manera se confirmaria
la formacién de dicho producto.

No obstante, continuando con la propuesta de sintesis de analogos triterpénicos
pirazolinicos mostrada en la Figura 53, se investigd nueva bibliografia y se propuso llevar a cabo
la sintesis de la pirazolina N-acetilada (11) (Figura 57), en un solo paso, siguiendo las

condiciones reportadas por Azarifar y col. (2003) e Insuasty y col. (2011). Teniendo en cuenta

Florencia A. Musso 82



Tesis Doctoral CAPITULO III: Resultados y Discusion (Parte B)

que estos autores informan dicha sintesis mediante el uso de microondas (MW) [206,207], a

continuacion, se desarrolla una breve introduccion sobre esta metodologia de sintesis.

NH,NH,.H,0/CH,COOH
_
Mw

11

Figura 57. Esquema de sintesis propuesto para la obtencion de la pirazolina triterpénica N-acetilada (11), a partir

del bloque de construccion 5.

II1.7.1.1 Introduccién al uso de microondas

La sintesis por microondas (MW) representa un gran avance en la metodologia
tradicional de sintesis quimica. Se ha descubierto que el calentamiento por MW es una fuente
térmica muy conveniente. La aplicacion de la irradiacion de MW ha experimentado un
crecimiento exponencial en los ultimos veinte afios. Desde los primeros informes publicados
sobre el uso de la irradiacion de MW para llevar a cabo transformaciones quimicas orgénicas,
ya sea para activar o acelerar las reacciones, se han publicado mas de seis mil articulos en este
campo [208].

El calentamiento por medio de MW alcanza los materiales de forma eficiente (en la
mayoria de los casos, solventes) mediante efectos de calentamiento dieléctrico. De esta manera,
los materiales altamente dieléctricos, como los solventes organicos polares, permiten una fuerte
absorcion de las MW y, en consecuencia, un calentamiento rapido del medio. Por otro lado,
los materiales no polares (transparentes a las MW) muestran solo pequefas interacciones con
este tipo de radiacion (transmision), las MW pasan a través de dichos materiales y esto los
convierte en materiales adecuados para la construccion de reactores. Si la superficie del material

refleja la radiacion de MW/, casi no se introduce energia en el sistema [209] (Figura 58).
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Metal ...refexion

————— » Solvente ...absorcion

MICROONDAS

Teflon, Vidrio, Cuarzo

...transmision

Figura 58. Interaccion de diferentes materiales con MW: conductores eléctricos (metales), materiales absorbentes

(solventes) y materiales de aislamiento (teflon, vidrio, cuarzo).

Teniendo en cuenta el calentamiento dieléctrico generado por el MW, para que un
material pueda ser calentado eficientemente debe poseer ciertas propiedades dieléctricas. Estas
propiedades dependen de cada sustancia y se basan en la capacidad que tienen de convertir
energia electromagnética en calor. Esta capacidad estd determinada por la llamada tangente de
pérdida, tan 6. El valor de tan § se define como el cociente €”/¢’, donde €” es la pérdida
dieléctrica (eficacia con que la radiacion electromagnética se convierte en calor) y € es la
constante dieléctrica, que describe la capacidad de las moléculas para polarizarse en un campo
eléctrico [210,211]. Los valores de tan 6 para algunos solventes organicos de uso comun se
resumen en la Tabla 6 [209]. Esta tabla muestra la clasificacion de los solventes en alta (tan 6 >

0,5), media (tan § = 0,1-0,5) y baja absorcion de MW (tan & < 0,01).

Tabla 6. Clasificacién de solventes orgdnicos segun su eficacia de calentamiento en MW.

Alta (> 0,5) Media (0,5 - 0,1) Baja (< 0,1)

Solvente tan & Solvente tan & Solvente tan &
Etilenglicol 1,350 2-butanol 0,447 Cloroformo 0,091
Etanol 0,941 Diclorobenceno 0,280  Acetonitrilo 0,062
Dimetil sulféxido 0,825  N-metil-2-pirrolidina 0,275 Acetato de etilo 0,059
2-propanol 0,799  Acido acético 0,174  Acetona 0,054
Acido formico 0,722  Dimetilformamida 0,161 Tetrahidrofurano 0,047
Metanol 0,659  Dicloroetano 0,127 Diclorometano 0,042
Nitrobenceno 0,589 Agua 0,123 Tolueno 0,040
1-butanol 0,571  Clorobenceno 0,101 Hexano 0,020

Se requiere un solvente con un alto tan § para un calentamiento rapido en el campo
de MW. Sin embargo, esto no significa que los solventes con valores bajos de tan & no puedan
usarse para la sintesis de MW. Dado que es probable que los sustratos o los
reactivos/catalizadores sean polares, las propiedades dieléctricas generales de una mezcla de

reaccion en la mayoria de los casos, permitiran un calentamiento suficiente por MW, incluso
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con disolventes no polares. Sin embargo, si la mezcla no es polar, se pueden agregar elementos
de calentamiento pasivos para ayudar al proceso de calentamiento [209,212].

Por otra parte, si se hace una comparacion entre la sintesis asistida por MW y la técnica
de sintesis mediante calentamiento convencional, surgen diversas ventajas. A continuacién, se

mencionan brevemente [208]:

- Reacciones mds rdpidas: se ha descubierto que las velocidades de reacciones quimicas
desarrolladas en MW pueden ser mas rapidas que las llevadas a cabo mediante
calentamiento convencional. Esto se debe a que el MW puede usar temperaturas méas altas

y, en consecuencia, las reacciones se completan en pocos minutos en lugar de horas.

Mejor rendimiento y mayor pureza: se observa una menor formacion de productos
secundarios usando irradiacion de MW, por ende, mayor rendimiento del producto

principal.

Abhorro de energia: el calentamiento mediante radiacion de MW es un proceso altamente
eficiente y resulta en un ahorro significativo de energia. Esto se debe principalmente a que
las MW calientan solo la muestra y no el aparato, y, por lo tanto, el consumo de energia

€S menor.

Calentamiento uniforme y selectivo: en el calentamiento convencional, las paredes del
bafio de aceite se calientan primero y luego el solvente. Como resultado de este
calentamiento distribuido, siempre hay una diferencia de temperatura entre las paredes y
el solvente. En el caso del calentamiento por MW, se genera una excitacion de las
moléculas de solvente y de las particulas de soluto, lo que resulta en un calentamiento

uniforme (Figura 59).

Conductive Heating I Microwave Heating

vl
1111

/'\

Figura 59. Calentamiento por MW wvs. convencional.

- Sintesis verde: las reacciones realizadas con MW son mas limpias y mas ecolégicas que los
métodos de calentamiento convencionales. Las MW calientan los compuestos

directamente, por lo tanto, el uso de solventes se puede reducir o eliminar. El uso de MW
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también ha reducido la cantidad de purificacion requerida para los productos finales de
reacciones quimicas que involucran solventes toxicos.

- Reproducibilidad: las reacciones con calentamiento por MW son mds reproducibles en
comparacion con el calentamiento convencional debido a un calentamiento uniforme y

un mejor control de los parametros del proceso.

Seguin estas ventajas, gracias al uso de MW en sintesis orgdnica, se puede lograr una
mayor reproducibilidad de las reacciones, y desarrollar rutas sintéticas mds limpias y
energéticamente mds favorables [208]. Ademas, la sintesis de MW se considera un enfoque
importante hacia la Quimica Verde, debido a que esta técnica es mas ecologica y por ello, se
esta convirtiendo en el método de eleccidn en la sintesis quimica moderna y el descubrimiento

de farmacos.

Continuando con la obtencién de la pirazolina N-acetilada (11), se mezclé 5 con
NH;NH;.H;O (1,1 eq), en 4cido acético. La mezcla se irradio a 100 °C, a 300 W de potencia,
en un tubo sellado en un reactor de MW. La reaccion fue monitoreada mediante CCF, hasta
observar la desaparicion del compuesto de partida 5. Luego de 20 minutos de reaccion, se
observaron dos manchas, de las cuales la mayoritaria se encontraba cercana al punto de
siembra, de menor Ry que 5 (R; = 0,06). Para determinar la estructura de dicho compuesto, se
llevo a cabo la purificacion del bruto de reaccion mediante CC. El producto obtenido fue
identificado y caracterizado por RMN de 'H y PC. El espectro RMN de 'H mostré cinco
singuletes, uno a 8,61 ppm que corresponde al H-30, otro a 7,34 ppm correspondiente al
proton del grupo -NH-, los dos singuletes a 5,48 y 5,21 ppm de los H-29a y H-29b, y el singulete
correspondiente al metilo del grupo acetilo ubicado a 2,30 ppm. Ademas, se observaron las
sefiales correspondientes a los protones del esqueleto triterpénico en la zona comprendida
entre 2,25y 0,55 ppm (Figura 60). Asimismo, en el espectro RMN de PC, ademas de las senales
caracteristicas del esqueleto triterpénico, se observaron otras sefales tales como 173,3 ppm del
C=0 del grupo acetilo; una sefal a 150,8 ppm que corresponde al C-30, una senal ancha
correspondiente al C-20 (146,6 ppm) y la sefial a 120,9 ppm (ancha) correspondiente al C-29.

De esta forma, se confirmo la obtencion de la hidrazona triterpénica acetilada (11a) (Figura

60).
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H de la hidrazona N-acetilada (11a).

A partir de estos resultados, y luego de varios intentos de optimizar la reaccion, tampoco
se logré obtener la pirazolina N-acetilada 11.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y el mecanismo propuesto para las
reacciones de ciclaciéon mencionadas, en las cuales se vio reflejada la imposibilidad de que el
bloque de construccion 5 sufra una ciclacién que involucre el sistema carbonilico a,p-
insaturado, se realizaron experimentos 1D y 2D a fin de confirmar la conformacién de este
sistema. En el experimento NOE selectivo 1D, se observé que al irradiar el H-29a, se genera un
NOE con el H-29b lo cual era de esperarse, ya que ambos se encuentran en el C-29 (Figura
61a). Sin embargo, cuando se irradia el H-29b, se genera un NOE con el H-29a y, a su vez, con
el H-30, debido a su cercania con este ultimo (Figura 61b). Finalmente, al irradiar el H-30, se
generé un NOE con el H-29b como era de esperarse, y no con H-29a (Figura 61¢), por lo que
se confirma que este proton se encontraria a distancias mayores de 5A con respecto al H-30.
Esto indicaria que el conférmero m4s estable corresponderia a la conformacién (s)-trans, como

se puede observar en la Figura 61d.

H-29a b) H-29b

!
| H-29b H-30 H-29a
16.0 9‘.5 Q‘U 8‘5 3‘.0 7‘.5 7‘0 5‘.5 é.U 5‘.5 S‘U 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘0 2‘.5 Z‘.U 1‘.5 1‘0 160 5‘5 9‘0 8‘.5 B‘.U 7‘5 7‘.0 5‘.5 éU 5‘.5 5‘.0 4‘5 4‘.U 3‘.5 3‘0 2‘.5 2‘.0 1‘5
f1 (ppm) 1 (ppm)
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Figura 61. Espectro NOE del compuesto 5: a) cuando se irradia H-29a; b) cuando se irradia H-29b; ¢) cuando se

irradia H-30. d) Estructura y correlaciones NOE del compuesto 5.

Con el fin de confirmar estos resultados, se realiz6 un experimento NOESY, el cual
mostrd una clara interaccion entre el H-30 y el H-29b. Este espectro presentd seiales de
correlacion entre H-30 (9,51 ppm) con H-29b (5,91 ppm), y este tltimo con H-29a (6,28 ppm)
(Figura 62). De esta forma se confirma la conformacion (s)-trans de 5 como la mas estable, la
cual justifica la imposibilidad de dar reacciones de ciclacién, como fue observado en los ensayos

experimentales.
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Figura 62. Seccion del espectro NOESY del compuesto 5.

Estos resultados se pueden relacionar con el estudio realizado por Burns y col. (2000),
donde se analiza la estructura de 30-oxolupeol (5) y la de su precursor lupeol (1). El autor
menciona la libre rotacién existente en el enlace del C-19--C-20 en ambas moléculas, y comenta
que esta rotacion se encuentra mas restringida en el caso del compuesto carbonilico a,B-
insaturado 5. Informa para el compuesto 5, que cuando el espectro de RMN de C es llevado
a cabo a bajas temperaturas (-30 °C), se puede observar un desdoblamiento de sefales en los
carbonos C-18, C-19, C-20y C-21, las cuales tienen una relacion de 2:1, indicando la formacion
de otro conférmero estable. A su vez, cuando el espectro se lleva a cabo a temperatura ambiente,
se observan sefales anchas para los C-12 y C-29, ademas de los mencionados anteriormente (C-
18, C-19, C-20 y C-21), lo cual muestra un proceso conformacional lento entre dos o mas
conférmeros, que involucra la rotacion de la cadena lateral a través del enlace C-19~C-20.
Seguin este autor, la conformacién mas estable se da cuando el grupo carbonilo se encuentra
en anti al enlace olefinico (Figura 63). Finalmente, para corroborar estos resultados, llevaron a
cabo estudios con modelos computacionales, y los resultados obtenidos estuvieron de acuerdo
con los resultados espectroscopicos obtenidos por ellos [213]. Estos resultados, a su vez, estin

de acuerdo con los obtenidos por nosotros, confirmados por los espectros NOE y NOESY.
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Figura 63. a) Conférmero mas estable de 30-oxolupeol (5), y b) espectro de *C de 5 a temperatura ambiente.

En nuestro caso, el espectro de RMN de ’C obtenido para 5, a temperatura ambiente,
mostré sefales definidas para todos los carbonos, excepto para el C-12, C-18, C-20, C-21y C
29 (Figura 63b), al igual que el informado por Burns. A partir de estos resultados, sabiendo
que el conférmero mas estable de 5 es el (s)-trans, lo cual dificulta llevar a cabo la obtencion de
derivados que involucren la ciclacion del sistema carbonilico a,B-insaturado, no se continud
con las reacciones de ciclacién planteadas. Por tal motivo y con el fin de continuar con los
objetivos de esta tesis, se propuso la sintesis de una serie de anidlogos mediante reacciones
llevadas a cabo sobre el grupo carbonilo de 5. A continuacion se detallan los derivados

obtenidos.

111.7.2 Sintesis de la oxima triterpénica 12

Una de las estrategias llevadas a cabo para la obtencion de derivados de 5 mediante
reacciones que involucren al grupo carbonilo, fue la obtencion de la oxima de 5.

Los grupos hidroxiimino son muy ttiles como sintones para la obtencion de nuevos
analogos bioactivos sintetizados mediante reacciones de reduccion, acilacién, alquilacion,
ciclizacion, transposicién de Beckmann, etc. [50]. Por ejemplo, la alquilacién de la a-
oximinocetona del 4cido oleanolico (v) con cloruro de 2,4-diclorobencilo en presencia de
K;COs en DMF dio el éter de la oxima (w), el cual resulto ser un potente inhibidor de la enzima
glucdgeno fosforilasa, la cual se encuentra implicada en patologias causadas por anomalias en

el metabolismo del glucogeno (Figura 64) [214].

HON

v w

Figura 64. Derivado bioactivo de la oxima triterpénica del acido oleanolico v.

Florencia A. Musso 90



Tesis Doctoral CAPITULO III: Resultados y Discusion (Parte B)

Khant y col. (2018), obtuvieron la mezcla Z, E de oximas del 4cido platanico (xi, x2), las
cuales, por reduccion con NaBH3CN/TiCl;/NH4OAc en MeOH, dieron las correspondientes
aminas (y1, y2) con buenos rendimientos. A partir de ellas, se redujo el grupo éster del C-28 a
alcohol, el cual fue posteriormente acetilado (z1, z2) (Figura 65). Tanto las aminas y; e y2 como
el derivado z; (R), presentaron una importante actividad citotoxica sobre distintas lineas

celulares de carcinomas humanas, siendo z; el de mayor actividad [215].

AcO

,
acido platanico mezcla de oximas Z,E

NH, (x3, xa) NH,

AcO

%

mezcla de aminas R,S mezcla de aminas R,S

(\Z8)] (24, 25)

Figura 65. Derivados bioactivos obtenidos a partir de la reduccién de la oxima triterpénica del acido platdnico.

Las oximas se pueden obtener facilmente a partir de moléculas organicas mediante la
reaccion de un grupo carbonilo (cetona o aldehido) con hidroxilamina (NH,OH). Por ejemplo,
en el trabajo de Khan y col. (2014), obtuvieron la mezcla Z y E de oximas triterpénicas a partir
del tratamiento de lupenona con cloruro de hidroxilamina, con un rendimiento del 90%,

llevando a cabo la reacciéon a temperatura ambiente durante 4 h (Figura 66) [116].

oxima
(mezcla Zy E)

lupenona

Figura 66. Mezcla Z y E de la oxima triterpénica obtenida a partir de lupenona.

Teniendo en cuenta este antecedente, se procedié a la obtencion de la oxima de 5. Para
ello, a una solucién etandlica de 5, se le agreg6 NH,OH.HCI (3,0 eq) y AcONa" (2 eq), y se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente hasta desaparicién del compuesto de partida

(Figura 67). En el trabajo de Khan y col. pudieron distinguir la mezcla isomérica (Z y E) a través
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de valores distintos de Ry observados en la CCF. En nuestro caso, luego de 19 h de reaccién, se

observé una tnica mancha con un Ry diferente al triterpeno de partida (R; = 0,29).

NH,OH.HCI/AcO'Na*
EtOH

5 12

Figura 67. Sintesis de oxima (12) a partir del bloque de construccion 5.

Luego de la evaporacion del solvente del bruto de reaccion, el analisis espectroscépico
por RMN permitié determinar un unico compuesto, a diferencia de lo reportado por Khan y
col. [116]. En el espectro RMN de 'H, se observo un singulete a 7,74 ppm correspondiente al
H-30, un singulete ancho caracteristico del proton del grupo hidroxiimino a 7,11 ppm, y dos
singuletes a 5,39 y a 5,18 ppm, las cuales pertenecen a los protones H-29a y H-29b (Figura 68a).
En el espectro de RMN de C se observé una sefial del C-30 unido al grupo hidroxiimino
(153,6 ppm), y dos senales a 149,4 y 119,3 ppm que corresponden a los C-20 y C-29. A
diferencia del RMN de "C del precursor 5, estas sefiales se encuentran desplazadas a menores
valores de ppm (Figura 68b). Para determinar la configuracion del grupo hidroxiimino, se tuvo
en cuenta el estudio espectroscopico realizado por Castro y col. (2019) para oximas triterpénicas

[170]. De esta manera, se establecio la configuracion E para la oxima triterpénica 12.
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Figura 68. a) Espectro de RMN de 'H de 5 (azul) y 12 (rojo); b) Seccién del espectro de RMN de PC de 5 (azul) y
12 (rojo).

De esta forma, se confirma la obtencion de la oxima E (12) (pf = 241-244 °C), cuyo
rendimiento resultd ser cuantitativo, sin necesidad de la purificacion del bruto de reaccion.

Teniendo en cuenta que el tiempo de reaccion fue extenso (19 h), y que el solvente
utilizado para la misma (EtOH) posee una alta eficacia de calentamiento en MW, como se
coment6 anteriormente (Tabla 6, pag. 84), se propuso optimizar el tiempo de reaccion

mediante el uso de MW. A continuacion, se detalla el trabajo realizado para tal fin.

I11.7.2. 1 Obtencion de 12 mediante el uso de microondas

Con el fin de optimizar el tiempo de reaccion para la obtenciéon de 12, se llevé a cabo
la misma en MW. Para ello, se disolvio el compuesto 5 en EtOH absoluto y se agregd
NH;OH.HCI (3 eq) y AcONa" (2 eq). La mezcla se irradié a 70 °C a 300 W de potencia, en un
tubo sellado en un reactor de MW. La reaccion se monitore6 mediante CCF hasta la
desaparicion del compuesto de partida. Transcurridos 10 minutos de reaccion, se observd una
Unica mancha que coincidié con el testigo de 12. Luego de la evaporacion del solvente del
bruto de reaccion, el analisis espectroscopico permitié comprobar la presencia de 12 en forma
cuantitativa.

A través de estos resultados, se puede afirmar que la preparacién de 12 mediante el uso
de MW se logro con el mismo rendimiento que el obtenido mediante calentamiento
convencional; sin embargo, se logré optimizar el tiempo de la reaccion, el cual fue de minutos.

De esta forma, para la obtencién de 12 se siguio la técnica de obtencién por MW.
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111.7.3 Sintesis de aciloximas 13a-13e

Como se mencioné anteriormente, el grupo hidroxiimino puede reaccionar con
diferentes reactivos para dar diversos tipos de analogos bioactivos. Por ejemplo, muchos autores
les atribuyen cierta relevancia a los compuestos triterpénicos que poseen la funcion
aciloxiimino, dado a los numerosos antecedentes que presentan, relacionados a sus
propiedades farmacoldgicas [50]. Estos compuestos resultaron ser buenos agentes antivirales,
particularmente contra ciertos virus de influenza, HIV y enterovirus, entre otros. A su vez,
presentan actividad citotoxica o antiproliferativa frente a numerosas lineas celulares
cancerigenas. Por otro lado, mostraron ser potentes agentes hepatoprotectores, particularmente
para el dailo hepdtico causado por la accion del tetracloruro de carbono, y disminuyeron la
antiulceracion causada por la aplicacion de indometacina o aspirina. Sin embargo, la actividad
citotéxica y antiviral que presentan las oximas triterpénicas aciladas puede considerarse como
el tipo de actividad biolégica mas importante y prometedora. En muchos casos, los efectos
farmacologicos de dichos compuestos fueron comparables a los de los foirmacos estandar
correspondientes [50]. Si bien se citan numerosos derivados de este tipo, a modo de ejemplo se
menciona uno de ellos. El derivado aciloxiimino del éster del acido oleandlico, cuya obtencion
se logré mediante la oxidacion del OH del C-3 y posterior sintesis de la oxima correspondiente,
para dar lugar al derivado acilado a través del tratamiento de esta ultima con acido octanoico y
los reactivos correspondientes (Figura 69). Este derivado, no so6lo demostro baja toxicidad, sino
que su accion analgésica resultd ser comparable con la actividad del antiinflamatorio
diclofenac. A su vez, al administrarlo de forma combinada con morfina, se observé una potente

actividad sinérgica [216)].

Figura 69. Derivado aciloxiimino del éster del acido oleanolico.

Si bien existen diversos métodos de obtencion de aciloximas, en nuestro trabajo se llevo
a cabo la reaccion siguiendo la técnica reportada por Zhao y col. (2013) quienes hacen
reaccionar oximas triterpénicas con diversos acidos carboxilicos sustituidos en presencia de

DCC, en CH:Cl; y calentamiento a reflujo [217]. En nuestro caso, se traté la oxima 12 con
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distintos 4cidos benzoicos sustituidos y DCC, en CH,Cl; a reflujo durante 8-11,5 h. Asi, se

logro la obtencién de los analogos acilados 13a-13e, cuyos rendimientos se pueden observar en

la Figura 70.

A . i

CH,Cl,/DCC

HO 4
12 ! 13a-e

X= H 0-OH 0-CH; o-Cl p-l
a b c d e
(19%) (15,7%) (21,4%) (34%) (11,1%)

Figura 70. Obtencién de las aciloximas 13a-13e y rendimientos, a partir de la oxima 12.

En todos los casos, el transcurso de la reaccién fue monitoreado por CCF, donde se
observo la formacién de dos productos de diferentes Ry, y oxima sin reaccionar. Transcurrido
el tiempo de reaccion segun cada derivado (seccion Materiales y Métodos), el bruto de reaccion
fue analizado mediante RMN, identificando ademds del producto de acilacion
correspondiente, la formacion de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCU). Este producto se

forma a partir de la hidratacion de la DCC durante el transcurso de la reaccion (Figura 71).

N=C=N o
O O — -~
N N
H H
DCC bCuU

Figura 71. Estructuras quimicas de DCC y DCU.

Luego de la purificacion del bruto de reaccion mediante CC, los productos obtenidos
fueron caracterizados por RMN. En todos los casos fue necesaria una segunda purificacion,
debido a las trazas de DCU identificadas en el espectro RMN de 'H. En funcién a la gran
diferencia de tamanos moleculares entre la DCU vy el producto triterpénico acilado, la
repurificacion fue llevada a cabo en columna sobre Sephadex LH-20, y MeOH como FM. Los
productos obtenidos de la cromatografia fueron identificados y caracterizados por RMN de 'H
y PC. Los espectros de RMN de '"H de los productos 13a-13e, mostraron las sefiales
caracteristicas de los anillos aromaticos (8,10 a 6,90 ppm), un corrimiento a campos mas bajos
del H-30 comparado con el compuesto 12, y la ausencia de la seial del H del grupo

hidroxiimino de 12. En cuanto a los protones vinilicos H-29a y H-29b, y los protones H-19 y
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H-21, las senales sufrieron un desplazamiento a campos menores en comparacion con lo
observado para el compuesto de partida. En la siguiente tabla, se muestran los principales
desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN de "H del compuesto de partida

12 y de los correspondientes derivados acilados (13a-13e) (Tabla 7).

Tabla 7. Principales desplazamientos quimicos de RMN de 'H observados para 12 y 13a-13e. En
CDCl; a 300MHz; & en ppm, (multiplicidad).

COMPUESTO
H-30 1746 81200  814()  808()  807() 8100

H-29a 5,39 (s) 5,66 (s) 5,71 (s) 5,66 (s) 5,67 (s) 5,67 (s)
H-29b 5,18 (s) 5,44 (s) 5,48 (s) 5,43 (s) 5,44 (s) 5,45 (s)
H-19 2,71 (ddd) 2,92 (ddd) 2,89 (ddd) 2,93 (ddd) 2,88 (ddd) 2,90 (m)
H-21 2,24-2,08  2,42-2,20 2,41-2,21 2,40-2,26 2,38-2,19  2,40-2,18
(m) (m) (m) (m) (m) (m)

Los espectros de RMN de "C de los productos 13a-13e mostraron las seales
caracteristicas del anillo aromatico (140,6 a 101,3 ppm), mientras que, a campos menores, se
observaron las sefales correspondientes a C-30, C-29 y C-20 con ciertas variaciones con

respecto a las sefales observadas para el compuesto de partida 12, como era de esperar (Tabla

8).

Tabla 8. Principales desplazamientos quimicos de RMN de "C observados entre 12 y 13a-13e. En
CDCl; a 75MHz; den ppm.

COMPUESTO
POSICION 12 13a 13b 13¢ 13d 13e
C30 153,7 159,8 162,2 159,7 160,1 160,1
C29 119,3 124,1 124,9 123,8 124,5 124,5
C20 149,4 149,2 148,9 149,3 149,0 149,1

111.7.3.1 Evaluacion in vitro de la actividad neuroprotectora

Teniendo en cuenta los antecedentes en cuanto a la actividad neuroprotectora de
lupeol, la cual fue comentada en el Capitulo I, y el contacto establecido con las Dras. Salvador
y Alza (INIBIBB-CONICET, Bahia Blanca) quienes poseen experiencia en ensayos biologicos
de neuroproteccion sobre células neuronales, se propuso determinar esta actividad bioldgica
de los triterpenos pentaciclicos sintetizados en esta tesis, para este tipo de células.

Por un lado, se evaluo la actividad del triterpeno pentaciclico natural lupeol (1) aislado
de la especie vegetal Chuquiraga erinacea y del bloque de construccion 30-oxolupeol (5); y, por

otro lado, de los derivados semisintéticos obtenidos a partir de las transformaciones llevadas a
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cabo sobre 5. Para todos estos compuestos se midio la actividad neuroprotectora in vitro sobre
la linea celular de neuroblastoma humano IMR-32, frente a un modelo de parkinsonismo. En
dicho modelo, las células son expuestas a un insulto citotoxico, como es la neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6OHDA). Este metabolito se trata de un producto de oxidacion de la
dopamina y se puede encontrar en elevadas concentraciones en neuronas dopaminérgicas de
pacientes que padecen la EP, contribuyendo de esta forma, a la muerte neuronal [218]. La
consecuencia del aumento de la 6-OHDA, se traduce en una disminucion de la viabilidad
celular. En la busqueda de nuevos agentes antiparkinsonianos resulta interesante el estudio de
moléculas cuya accion revierta la toxicidad neuronal inducida por la 6-OHDA.

En este trabajo se estudio la capacidad que poseen los derivados triterpénicos de lupeol,
de aumentar la viabilidad celular en condiciones de exposicion a la 6-OHDA (con respecto al
tratamiento con la neurotoxina sola), es decir, compuestos que presenten accion
neuroprotectora. Para ello, las células de neuroblastoma humano IMR-32 fueron preincubadas
con la oxima 12 y los derivados 13a-13e, a 10 uM y 50 uM por 30 minutos, y luego expuestas
a 6cOHDA durante 24 h. Para evaluar la acciéon neuroprotectora de los compuestos, se
determino la viabilidad celular mediante el ensayo de reduccion de MTT.

En la Figura 72 y en la Tabla 9 se presentan los valores de viabilidad celular
correspondientes a los compuestos mencionados, los cuales, a su vez, fueron comparados con
los datos obtenidos para 1y 5. Los valores se expresan como % de reduccion de MTT (viabilidad

celular), donde el 100% corresponde a viabilidad celular ¢ptima en condiciones control

(exposicion a 6-OHDA 25 uM, con una pérdida de la viabilidad celular de 40%).

150 - 110 um + 6-OHDA
e = [ 50 uM + 6-OHDA
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Figura 72. Grifico de porcentajes de viabilidad celular para los compuestos 12 y 13a-13e.
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Tabla 9. Valores de viabilidad celular ejercida por triterpenos tipo lupano
frente a la linea celular IMR-32.*

% REDUCCION DE MTT
COMPUESTO 10 pM 50 M
1 65,2 67,3
55,7 24,5
12 100 100
13a 88 93,9
13b 46,9 57,3
13c 39,4 72
13d 39,5 71
13e 92,4 79,5

* células pretratadas con los compuestos (10 y 50 uM), posteriormente tratadas

con 6-OHDA (25 uM), durante 24 h con pérdida de viabilidad del 40%.

Los resultados demostraron que los triterpenos 1 y 5 no ejercen efectos
neuroprotectores sobre las células de neuroblastoma humano, cuando las mismas son expuestas
a la 66OHDA, durante 24 h de tratamiento con dicha toxina. Por el contrario, para la oxima
12, se observé un aumento de la viabilidad celular cuando las células fueron pretratadas con el
compuesto y expuestas a la 6-OHDA. Dicha actividad se observo a una concentraciéon baja de
12 (10 puM), asi como también a una concentracién de 50 puM. Esto demuestra, que la
modificacion estructural realizada sobre el triterpeno de partida (1) mejord notablemente la
actividad biolégica, siendo indispensable el grupo hidroxiimino.

Por otra parte, de los compuestos 13a-13e, solo lograron revertir la pérdida de viabilidad
celular 13a a mayor concentracion (50 uM) y en menor medida a 10 uM, y 13e a 10 uM (Figura
72, Tabla 9). El resto de los derivados no fueron capaces de proteger a las neuronas del efecto
toxico de la 6-OHDA a ninguna de las concentraciones probadas. Esto se debe a que la
viabilidad celular en presencia de estos derivados no presenté diferencias significativas con
respecto a la condicion de exposicion a 6-OHDA. Por lo tanto, la acilacion de la oxima no
resultd ser una estrategia adecuada para la busqueda de nuevos derivados de lupeol con

actividad neuroprotectora.
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Considerando estos resultados y debido a que las aciloximas 13a-13e no fueron
obtenidas con buenos rendimientos y que, a su vez, el proceso de purificacion resultd

dificultoso, no se continud con la sintesis de derivados de este tipo.

111.7.4 Sintesis de azinas triterpénicas 15a-15¢

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se procedio con la obtencién de nuevos
analogos sintetizados a partir de la modificacion del carbonilo del bloque de construccion 5,
los cuales son descriptos a continuacion.

Las azinas son analogos 2,3-diaza del 1,3-butadieno y también se denominan diiminas
enlazadas N—N (C=N-N=C). Este tipo de compuestos poseen propiedades biologicas
interesantes. En la Figura 73 se muestran distintos ejemplos de azinas que demostraron

actividades como antibacterianas, antifungicas y anticancerigenas, entre otras (Figura 73) [219].

N, /N\ N
O N HN
0

Azinas a base de nafto[2,1-b]furano Azinas derivadas de naftaldazinas Azinas de bistatinas
Agentes antibacteriales Agentes antiflngicos Agentes anticancerigenos

Figura 73. Azinas con importantes actividades terapéuticas.

Pokorny y col. (2018), sintetizaron una serie de azinas triterpénicas, mediante
reacciones de condensaciéon del grupo carbonilo a,B-insaturado del acido betulinico con
distintas hidrazonas aromaticas, mediante calentamiento a reflujo y tiempos de reaccion de 2 a
6 h. Este procedimiento dio como resultado novedosas estructuras bioactivas, las cuales

presentaron citotoxicidad selectiva hacia la linea celular leucémica CCRF-CEM (Figura 74)

[112].

R=H, Bn Ar

= / \
2{ j( \N
OH

Figura 74. Azinas bioactivas derivadas del acido 30-oxobetulinico.
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Si bien se sabe que el grupo azina muchas veces resulta ser inestable, convirtiéndose en
el aldehido original, en este caso, los autores explican que las estructuras triterpénicas
sintetizadas poseen una importante estabilidad debido a la conjugacion de los dobles enlaces
con el anillo aromatico. A su vez, la estructura triterpénica voluminosa funcionaria como un

impedimento estérico ante posibles reacciones indeseadas [112].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se procedio a la sintesis de azinas a partir de la
reaccion entre 5 y diferentes hidrazonas. En primer lugar, se preparé una serie de hidrazonas
aromaticas sustituidas (14a-140), a partir de la reaccion de condensacién entre aldehidos
aromaticos (a-0) con hidrato de hidrazina a temperatura ambiente, durante tiempos de reaccion
entre 30 minutos a 1 h (seccién Materiales y Métodos) (Figura 75a). A través del monitoreo de
la reaccion mediante CCF, se observé la desaparicion del aldehido de partida y la aparicion de
una nueva mancha de menor Ry en todos los casos, por lo que se pensé en la formacién de un
tnico producto, lo cual fue confirmado a través de espectroscopia RMN de 'H. Todas las
hidrazonas aromaticas se lograron sintetizar de manera cuantitativa, y fueron utilizadas para la
sintesis de las azinas sin purificacién previa. En segundo lugar, se llevo a cabo la sintesis de las
azinas 15a y 15b. Para ello, a una solucion de 5 en EtOH absoluto, se le afiadio la hidrazona
aromatica correspondiente (14a o 14b), y se llevo a calentamiento a reflujo durante 5-6 h. Luego
de su purificacion, los productos fueron obtenidos con rendimientos de 32 y 39%
respectivamente (Tabla 10). Estos rendimientos resultaron mayores que los informados por
Pokrny y col. para las azinas obtenidas a partir del acido betulinico (18 y 20% respectivamente)
[112]. Los datos espectroscépicos de RMN que permitieron identificar los productos se detallan
mas adelante.

Con el objetivo de optimizar esta sintesis, se adaptaron los pardmetros de reaccion para
llevar a cabo la sintesis de las azinas asistida por MW. Cabe destacar que el solvente a utilizar
(EtOH), se trata de un solvente adecuado para MW debido a sus caracteristicas dieléctricas
comentadas mas arriba (Tabla 6, pag. 84). Por tales motivos, se preparé una solucion de 5 en
EtOH absoluto, y se le anadi6 la hidrazona aromatica correspondiente (14a o 14b). La mezcla
se irradi6é en un tubo sellado a 70 °C, a 280 W de potencia, en un tubo sellado en un reactor

de MW, durante 30 minutos (Figura 75).
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Figura 75. Esquema de sintesis para la obtencion de: a) hidrazonas aromaticas sustituidas 14a-140, y b) azinas

triterpénicas 15a-150.

Las reacciones fueron monitoreadas a través de CCF, mediante la cual se observé la
formacion de dos productos, uno de ellos de igual Ry (R;= 0,18) para ambas reacciones. Ademas,
se observd un pequefo porcentaje de compuesto de partida (5). La purificacion de los brutos
de reaccion mediante CC permitié obtener los derivados 15a-15b puros (determinados por
espectroscopia de RMN de 'H y PC, detallados mas adelante), y un subproducto de reacciéon
comun para ambos casos, correspondiente al compuesto de R; = 0,18. El analisis
espectroscopico de RMN de 'H y C del subproducto permitié determinar, por comparacion
con estudios llevados a cabo en esta tesis, que se trataba del dimero 10, obtenido también en
reacciones anteriores (Figura 55, pag. 82). Este resultado estd de acuerdo con Pokorny y col.,
quienes también informan la obtencion de un dimero, entre otros subproductos de reaccion
(112].

En cuanto a la obtenciéon de 15ay 15b mediante MW/, en la Tabla 10 se comparan los
rendimientos de obtencién de cada derivado y los tiempos de reaccion para cada técnica de

sintesis (convencional y MW). En la misma se refleja que la preparacion de 15a mediante el
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uso de MW se logré con un rendimiento similar al obtenido mediante calentamiento
convencional (31,4% ws. 32%); sin embargo, el tiempo de reaccién fue menor (30 minutos ws.
5 h). En cambio, para el derivado 15b, el rendimiento fue mayor cuando fue sintetizado

mediante MW (59,4% wvs. 39%), asi como el tiempo de reacciéon (30 minutos vs. 6 h).

Tabla 10. Sintesis de azinas 15ay 15b mediante calentamiento a reflujo
en EtOH; y mediante MW: 70°C/280W, EtOH y agitacién magnética.

-Ar COMPUESTO Tiempo (h) Rend. (%)
©>,; 15 0,52 31,4°
a Sh 3 zh
0,52 59,4"
QZ 1l 6" 390

*A través de MW. ®Mediante calentamiento a reflujo.

Teniendo en cuenta esta mejoria, se decidi6 sintetizar el resto de analogos a través de
MW. Para ello, se utilizd la misma técnica que para 15ay 15b, siguiendo la reaccion mediante
CCF. Los tiempos de reaccion fueron de 5-30 minutos (Tabla 11) y en todos los casos, la
purificacion de la azina se llevé a cabo de la misma manera que para 15ay 15b, obteniéndose
para cada una, el subproducto 10 (R; = 0,18). Asimismo, en la mayoria de los casos se observd

hasta un 20% de producto de partida (5) sin reaccionar.

Tabla 11. Sintesis de azinas 15a-150 mediante MW: 70°C/280W/, EtOH vy agitacion magnética.

COMPUEST Tiemp Rend A COMPUEST Tiemp Rend
0 o (min) . (%) f 0 o (min) . (%)

15a 30 314 (:Eﬁ 151 20 6,6

CH,
Qj" 15b 30 594 (j( 15j 7 5715
HO Cl
)@Z 15¢ 20 321 (:E( 15k 300 412
HCO NO,
oK 15d 30 454 \NQX 151 25 252
HaC |
@Z 15¢ 8 133 Qk 15m 20 286
d OCH,
Ok 15f 5 8,5 @* 15n 8 43,6
O,N °
15 20 552 w 157 30 372
L, SO
(:54 15h 5 59,5 <°I>3ﬁ 150 10 40,6
OCH, 0
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El analisis espectroscopico de RMN de 'H de las azinas obtenidas permitio identificar

las estructuras mediante sefiales caracteristicas, tales como los singuletes correspondientes a los

H-30 y H-31 en valores que se encuentran entre 8,96 y 8,16 ppm, segin cada caso; las sefiales

correspondientes a los protones aromaticos, y los singuletes de los protones H-29a y H-29b

entre 5,74 y 5,41 ppm. Las principales sefiales caracteristicas de los espectros de 'H de cada

derivado se pueden observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Principales desplazamientos quimicos de RMN de 'H observados

para 15a-150. En CDCl; a 300MHz; 6 en ppm.

COMPUESTO

15a
15b
15¢
15d
15e
15f
15¢
15h
151
15j
15k
151
15m
15n
15a
150

H-31
8,55
8,51
8,52
8,53
8,51
8,59
8,69
8,96
8,84
8,95
8,96
8,50
8,48
8,43
8,71
8,46

POSICION
H-30 H-29a
8,21 5,66
8,21 5,63
8,21 5,63
8,21 5,64
8,20 5,67
8,22 5,74
8,20 5,71
8,20 5,63
8,23 5,65
8,20 5,68
8,16 5,71
8,22 5,58
8,21 5,63
8,26 5,64
8,27 5,68
8,19 5,64

H-29b

5,47
5,45
5,45
5,46
5,48
5,54
5,51
5,45
5,48
5,49
5,50
541
5,45
5,46
5,50
5,45

Por otra parte, en los espectros de “C, se aprecié una notable diferencia sobre las

senales correspondientes a los carbonos C-30, C-20 y C-29. A su vez, la sefial del nuevo carbono

generado en las azinas, C-31, coincidié con el desplazamiento del C-30. En cada derivado, se

pudieron observar, ademas, las sefiales correspondientes al anillo aromatico. En la Tabla 13, se

detallan las diferencias entre los carbonos mencionados con respecto a su precursor, 5.

Tabla 13. Principales desplazamientos quimicos de RMN de "C
observados entre 5y 15a-150. En CDCl; a 75MHz; Sen ppm.

COMPUESTO

5
15a
15b
15¢
15d
15e
15f

C-31/C30
195,2
164,9
164,5
164,4
164,6
165,3
166,3

POSICION

C29
133,3
123,5
123,3
123,0
123,2
123,9
125,0

C20
157,3
152,6
159,0
161,3
161,6
160,2
158,7
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15g 165,6 124,7 164,9
15h 164,3 111,3 159,1
15i 164,8 123,2 160,1
15j 165,2 123,9 157,9
15k 165,5 124,6 156,5
151 163,4 122,1 162,3
15m 164,3 123,0 161,6
15n 165,7 123,7 150,5
15n 165,0 123,6 161,6
150 164,6 123,2 161,1

Se sabe que las azinas simétricas pueden presentarse como tres isdGmeros
configuracionales: isomeros (E,E), (E,Z) y (Z,Z). Sin embargo, la forma termodinimicamente
mas estable es (E,E) [220]. Pokorny, informa esta configuracion para las azinas obtenidas en su
trabajo [112]. Para evaluar la configuracion de las azinas obtenidas en nuestro trabajo, se realizd
el experimento 2D, NOESY para la azina 15a, en el cual no se observaron sefiales de correlacion
entre los protones H-30 (8,21 ppm) y H-31 (8,55 ppm), por lo que se pudo indicar

tentativamente que la configuracién de las azinas obtenidas es (E,E) (Figura 76).
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Figura 76. Seccion del espectro NOESY del compuesto 15a.

En nuestro trabajo se pueden observar algunas ventajas respecto al llevado a cabo por
Pokorny y col. Por ejemplo, con respecto a los rendimientos de obtencion de las azinas, en los
casos en los que se utilizo la misma hidrazona aromadtica y la misma metodologia de sintesis
(calentamiento convencional), los rendimientos fueron mayores en nuestro trabajo que en el

de Pokorny y col. A su vez, se lograron optimizar los tiempos de reaccion mediante el uso de
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MW, asi como también los rendimientos hacia los productos. Por otro lado, como fue
mencionado mds arriba, dichos autores obtuvieron varios subproductos de reaccién, entre los
que se encuentran ademas del dimero de la azina, la hidrazona del acido betulinico y el
producto de reduccion de Wolff-Kishner (4cido betulinico), los cuales suman un 51%. A
diferencia de ellos, en nuestro caso, se obtuvo el dimero 10 como subproducto de reaccion con
rendimientos entre 30-40%, segun el derivado. Sin embargo, este porcentaje fue menor cuando
la reaccion se llevé a cabo por MW (18-35%).

La formacion del dimero 10 se podria explicar mediante el mecanismo de reaccion

propuesto por Lasri (Figura 77) [221]
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Figura 77. Mecanismo propuesto por Lasri para la sintesis de azinas y pirazoles.

Como se puede apreciar en el mecanismo de reaccion, una vez formada la azina, esta
reacciona con otra molécula de hidrazona de partida, y da lugar a dos productos, uno de ellos
la hidrazona del compuesto carbonilico de partida. En nuestro caso, corresponderia a la
hidrazona triterpénica de 5. Como se dijo anteriormente, esta hidrazona no se puede ciclar
para dar el derivado pirazolinico, por lo que reaccionaria con 5 para formar, de esta manera, el
dimero 10. Esta hipotesis podria ser véalida debido a que no hallamos hidrazona de 5 en
ninguna de las reacciones, sino que se pudo observar el dimero como subproducto triterpénico.
A su vez, a través del seguimiento del transcurso de la reaccion mediante CCF y RMN de 'H,
se vio un cambio notable en la relacion entre el dimero 10 y el compuesto de partida 5. A
mayores tiempos de reaccidn, se observd en todos los casos, que a medida que aumentaba la
formacion de 10, disminuia la concentracion de 5.

De esta manera, se lograron obtener 16 azinas triterpénicas, mediante MW con
rendimientos moderados a buenos, a las cuales se les evaluara la actividad neuroprotectora. A

continuacidn, se detalla dicho estudio.
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111.7.4.1 Evaluacion in vitro de la actividad neuroprotectora

Continuando con el objetivo de obtener compuestos bioldgicamente activos, se evaluo
la actividad neuroprotectora de las azinas 15a-150, utilizando el mismo modelo neuronal de EP
inducido por 66OHDA, y las mismas condiciones detalladas m4s arriba (Seccion II1.7.3.1).

Para ello, las células de neuroblastoma humano IMR-32 fueron preincubadas con los
derivados 15a-150, a 10 uM y 50 uM por 30 minutos, y luego expuestas a 6-OHDA durante 24
h. Para evaluar la accion neuroprotectora de los compuestos, se determin la viabilidad celular
mediante el ensayo de reduccién de MTT.

En la Figura 78 y en la Tabla 14 se presentan los valores de viabilidad celular
correspondientes a los compuestos mencionados, los cuales, a su vez, fueron comparados con
los datos obtenidos para 1y 5. Los valores se expresan como % de reduccion de MTT (viabilidad

celular), donde el 100% corresponde a viabilidad celular ¢optima en condiciones control

(exposicion a 6-OHDA 25 uM, con una pérdida de la viabilidad celular de 40%).
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Figura 78. Grificos de porcentajes de viabilidad celular para los compuestos 1, 5 y 15a-150. a) Mayor actividad; b)

Actividad media; y c) Baja actividad.

Tabla 14. Valores de viabilidad celular ejercida por triterpenos tipo lupano
frente a la linea celular IMR-32.*

5
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15a-0
% REDUCCION DE MTT
COMPUESTO 10 uM 50 M
1 65,2 67,3
5 55,7 24,5
15a 86 2
15b 86 94
15¢ 100 100
15d 51,7 23
15e 70,8 71,9
15f 94 88,9
15g 76,8 15
15h 86,3 98,3
151 53,3 51,2
15j 88,1 68,5
15k 65,9 65
151 80,4 80,7
15m 100 100
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15n 95,8 100
15 85 57,4
150 59,8 97,2

* células pretratadas con los compuestos (10 y 50 uM), posteriormente tratadas

con 6-OHDA (25 uM), durante 24 h con pérdida de viabilidad del 40%.

En base a los resultados de la Tabla 14, se puede concluir que los compuestos que
demostraron ejercer la mayor actividad neuroprotectora son las azinas cuyos sustituyentes
unidos al C-31 son anillos aromaticos funcionalizados con grupos metoxilo, hidroxilo y nitro;
o un anillo aromdtico sin sustituyente; o un heterociclo furano.

Si bien la mayoria de los derivados analizados demostraron revertir la muerte celular
inducida por 66OHDA a ambas concentraciones, o al menos a 50 UM, cabe destacar que para
el caso de los compuestos 15¢ y 15m, la actividad neuroprotectora fue éptima en la
concentracion més baja (10 uM). Ambos lograron revertir la pérdida de la viabilidad celular
hasta recuperar los niveles del control (100%). Estructuralmente, 15¢ y 15m poseen un grupo
metoxilo en para y meta, respectivamente, y éste ultimo, a su vez, posee un hidroxilo en posicion
para. No obstante, cuando el hidroxilo se encuentra solo en para (15b), si bien el compuesto
posee una importante actividad neuroprotectora, ésta no es tan elevada como en el caso del
compuesto 15m. Cabe mencionar que el compuesto 15h, posee un grupo metoxilo en la
estructura (orto), sin embargo, la actividad observada fue un poco menor que para los analogos
15¢y 15m. Lo mismo ocurre para el caso de los sustituyentes nitro e hidroxilo, los cuales ejercen
una mayor actividad cuando se encuentran en posicion para (15f, 15b), comparado con los
derivados orto-sustituido (15k, 15g). Finalmente, para el caso del compuesto 15n, el cual se trata
de una azina triterpénica con un heterociclo aromatico unido al C-31 (furano), también resultd
poseer una actividad neuroprotectora optima. De esta forma se demuestra que el tipo de
sustituyente unido al C-31 de la azina, afecta la actividad biologica de los derivados. Para el caso
de que dicho sustituyente sea un anillo aromatico, la posicion y tipo de sustituyente es crucial
para la actividad neuroprotectora.

Estos hallazgos sugieren que la modificacion quimica del triterpeno natural lupeol dio
lugar a nuevos derivados bioactivos, los cuales resultaron ser efectivos ante la actividad
neuroprotectora en un modelo de neurotoxicidad por exposicion a 6-OHDA. Los derivados
15¢, 15m y 15n, se podrian postular como agentes neuroprotectores prometedores y podrian
proporcionar una plantilla util para el desarrollo de nuevos farmacos.

De todas maneras, con el fin de hallar mas derivados bioactivos, es necesario llevar a
cabo mas estudios enfocados en estrategias de sintesis. Por ejemplo, se puede variar la posicion

de los sustituyentes que contribuyeron a una mayor actividad sobre el anillo aromatico, realizar
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otras combinaciones entre dichos sustituyentes en el anillo, y/o trabajar con distintos furanos

sustituidos, entre otros.

II1.8 CONCLUSIONES

Se prepar6 una serie de derivados de lupeol (1), aislado a partir de la especie vegetal
Chuquiraga erinacea. Para ello se utilizd el compuesto carbonilico a,B-insaturado (5) como

bloque de construccion obtenido a partir de la oxidacion alilica de 1.

Se propuso llevar a cabo una serie de reacciones de ciclacién sobre el sistema a,p-
insaturado de 5, a partir de las cuales se obtuvieron los derivados triterpénicos como el dimero
(10) y la hidrazona acetilada (11a), con bajos rendimientos. A partir de estos resultados, se
determino que el conférmero mas estable de 5 corresponde al (s)-trans, justificando de esta

manera, la imposibilidad de obtener los derivados heterociclicos propuestos.

Teniendo en cuenta estos resultados, se llevaron a cabo reacciones sobre el carbono
carbonilico del compuesto 5, a partir de las cuales se obtuvo la oxima triterpénica (12) con
rendimiento cuantitativo. La optimizacién de la reaccion mediante MW, condujo a la

obtencién de 12 también cuantitativamente, pero en menores tiempos de reaccién.

La acilacion de 12, dio lugar a cinco aciloximas 13a-13e, las cuales fueron obtenidas
con bajos rendimientos. A su vez, la mayoria de ellas, resultaron ser poco activas frente a los
ensayos de reversion de muerte celular, mientras que su precursor (12) resulto ser muy activo

frente al ensayo biolégico mencionado.

Se sintetizaron dieciséis azinas triterpénicas 15a-150 a partir de 5, cuya metodologia fue
optimizada mediante MW. A diferencia de la metodologia tradicional, se obtuvieron con

mejores rendimientos, asi como también, se logré una menor formacion del subproducto 10.

La actividad neuroprotectora de estas azinas resultd ser en general muy buena,
destacaindose 15¢, 15m y 15n como las azinas mas activas frente a la reversion de la muerte
celular. Se observo que el grupo metoxi en posicion para o meta al anillo aromatico unido al C-
31 contribuye a una mayor actividad, asi como también el anillo furano cuando se encuentra

como sustituyente del C-31 de la azina.

Las azinas 15¢, 15m y 15n podrian ser consideradas como agentes neuroprotectores

prometedores, y como fuente de inspiracion para el desarrollo de nuevos farmacos.
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En esta parte del trabajo de tesis, se sintetizaron veintidoés derivados de lupeol, a través
de modificaciones quimicas sencillas, los cuales son informados por primera vez. Dada la
importante actividad neuroprotectora de alguno de ellos, se concluye que la modificacion
quimica de lupeol a través de la obtencion del bloque de construccion 5, resulto ser una buena

estrategia para la obtencién de nuevos derivados bioactivos.
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111.9 ANTECEDENTES DE LA ESPECIE VEGETAL Nicotiana glauca

Siguiendo con los objetivos propuestos para esta tesis, se seleccioné para su estudio la
especie vegetal Nicotiana glauca (Graham), haciendo uso de los criterios etnomédicos y
quimiotaxondmicos. Los ensayos bioldgicos llevados a cabo para el estudio de esta especie
vegetal fueron realizados por las Dras. Milanesi y Vasconsuelo (INBIOSUR-CONICET, Bahia
Blanca).

A continuacion, se detalla una breve descripcion botanica, fitoquimica y de los usos
etnomedicinales de esta especie vegetal. La nomenclatura cientifica y sindnimos fueron

tomados del “Catalogo de Plantas Vasculares del Cono Sur” [162].

Familia: Solanaceae.

Sinénimos: Nicotidendron glauca (Graham) Griseb., Nicotiana glauca Graham var.
decurrens, Nicotiana glauca Graham var. typica, Nicotiana glauca Graham var. grandiflora, Nicotiana
glauca Graham f. lateritia, Acnistus virgatus Griseb., Siphaulax glabra Raf., Nicotiana glauca
Graham var. angustifolia.

Nombres vulgares: Palan-palan, palancho, tabaco moro, tabaco moruno, 4arbol gandul,
gandul, jatun sairi (quechua), khonta sairi (Aymard), huaaca lamanaxanaxa (toba) [222].

Distribucion geografica: se trata de una especie nativa de Argentina. N. glauca figura
en la lista de malezas en Argentina, Chile y Uruguay [223]. La especie fue reconocida en las
provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa,
Jujuy, La Rioja, Mendoza, Salta, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman y en Capital
Federal. En la Patagonia, se esta asilvestrando a lo largo de las carreteras y estd siendo cultivada
en urbanizaciones, por ejemplo, en Trelew (Chubut). Habita ampliamente en taludes,
terraplenes, margenes de camino, terrazas de rios, preferentemente en arenales o sobre suelos
rocosos o pedregosos y removidos.

Descripcion botanica: Se trata de un arbusto perennifolio, muy ramificado de 1,5 a 6
m de alto. Corteza grisicea, fisurada. Hojas alternas, simples, verde-glaucas, de 5-20 cm de largo
por 3-10 cm de ancho, con un peciolo de 3-5 cm de largo, ldmina ovada, eliptica o lanceolada,
algo coriacea, borde entero. Flores en paniculas cortas, terminales. Corola de color amarillo,
de 2-4 cm de largo, estrecho, en forma de trompeta con 5 escotaduras, 5 estambres encerrados
en el tubo de la corola, caliz tubular con 5 l6bulos triangulares. El fruto es una capsula ovoide,
de 0,7-1,5 cm de largo. Semillas numerosas y pequefias. Una planta adulta puede producir entre
10.000 y 1 millén de semillas. Florece en primavera y verano. Comienza la floracion a partir

del afno de su germinacion [162,222].
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Composicion quimica: [42,224,225]

- Alcaloides: anabasina; N’-nor-anabasina; anatabina; 2,3’-bipiridina; cotinina;
miosmina; nicotelina; nicotina; nor-nicotina; nicotina-1’-N-éxido; dcido nicotinico;
3-acilpiridina.

- Amidas: N-(2’,6'-dietilfenil)-2-cloroacetamida; N-(butiloximetil)-N-(2’,6’-dietilfenil)-
2-cloroacetamida), N-(4-metoxicinamoil)-etilendiamina.

- Acidos grasos: 4cido palmitico; dcido linoleico; dcido oleico.

- Cumarinas: escopoletina.

- Esteroides y secoesteroides: B-sitosterol, daucosterol, 7-dehidrocolesterol, vitamina Ds;
25(OH)-Ds; 1a,25(OH),-Ds.

- Flavonoides: rutina.

Usos etnomedicinales: las hojas de N. glauca fueron muy utilizadas desde hace afios
por los indigenas Wichi, que habitaban en las provincias de Chaco, Salta y Formosa. Los Wichi
utilizaban las hojas frescas aplicAindolas de forma externa como antiinflamatorio,
antirreumatico, antiartritico, como cicatrizante para curar mordeduras o heridas cortantes,
curacion de llagas, quemaduras, maduracion de foranculos y abscesos [222]. También, las hojas
frescas se utilizaban para las paperas [226], y hervidas se aplicaban para tratar el acné y para
calmar el dolor de muelas [227]. Asimismo, se aplicaban externamente en tratamiento de
dolores de cabeza, cataplasmas en dolores reumaticos, heridas y ulceras, bafios de asiento en
hemorroides, asma, ictericia, fiebre y afecciones cardiovasculares [222,224].

Otros usos: Antiguamente, la planta se utilizaba en rituales. Desde 1690 se han
utilizado extractos acuosos de hojas de N. glauca contra insectos masticadores y chupadores de
las plantas comestibles. En varios paises, incluso en Argentina se la cultiva como ornamental.

También se utiliza como cultivo energético para la producciéon de biocombustible [222].
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<<Su nombre botdnico “Nicotiana glauca” alude a Jean Nicot, erudito y embajador francés, quien
introdujo el tabaco a la corte real de Francia en 1560, y “glauca”, que significa "de color verdoso" en

griego.>>

Para el desarrollo de este estudio bioguiado, nos basamos principalmente en los trabajos
reportados por Milanesi y col, en los cuales se detecta la presencia de moléculas
estructuralmente semejantes al 17B-estradiol en N. glauca, y en otras especies de Solanaceas [42-
46]. Para ello, se utilizo el extracto lipofilico de la especie vegetal, obtenido mediante el método
de Bligh and Dyer [44].

Con la intencion de realizar un estudio bioguiado, en primer lugar, se llevo a cabo la
obtencién de un extracto crudo a partir de la especie vegetal (extracto etanolico), el cual
posteriormente, fue sometido a un fraccionamiento a través de solventes de polaridad creciente.
De esta forma, se logro la extraccion de los distintos metabolitos de la especie vegetal, los cuales
se fueron separando segin su polaridad. Finalmente, de los subextractos obtenidos, se
selecciono el de mayor bioactividad, para su fraccionamiento y aislamiento del o los metabolitos

responsables de la misma, los cuales son identificados mediante analisis espectroscdpicos.

111.10 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Nicotiana glauca

Teniendo en cuenta los antecedentes de la especie vegetal en cuanto a sus usos
medicinales y composicion quimica, se propuso la obtencién del extracto etanélico (EE) de N.
glauca, el cual sera sometido a un andlisis biologico sobre células musculares esqueléticas y a un

fraccionamiento bioguiado en busqueda de los metabolitos bioactivos.
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Como primera etapa de este trabajo se procedio a la recoleccion del material vegetal a
analizar, como se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Posteriormente, se llevé a cabo la
obtencién del EE. Para ello, las partes aéreas de N. glauca se secaron en estufa y luego fueron
pulverizadas. Teniendo en cuenta que algunos metabolitos pueden presentar propiedades
termosensibles, se utilizaron bajas temperaturas de secado (50 °C). El material vegetal obtenido
(126 g), se sometio a una extraccion con EtOH a temperatura ambiente durante 10 dias. Luego
del filtrado y evaporacién del solvente bajo presion reducida, se obtuvo el EE total (26,4 g) con

un rendimiento de 21% sobre material vegetal seco.

111.10.1 Efectos del extracto etanolico de N. glauca sobre la linea celular de mioblastos

murinos C2C12

Una vez obtenido el EE, se analizo su efecto sobre la linea celular C2C12, mediante los
ensayos preliminares: tinciones con Mitotracker Red (MTT) y 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), para evaluar las morfologias mitocondrial y nuclear, respectivamente. Transcurridas 2
h de exposicion de las células al EE, se observaron cambios morfologicos, a nivel de los ntcleos
celulares, tipicos de apoptosis, como la fragmentacién/condensaciéon de la cromatina
(picnosis). Asimismo, a través de la tincion especifica mitocondrial con MTT se pudieron
detectar cambios morfologicos en las mitocondrias (picnosis) y redistribucion celular de las
mismas (agrupadas en torno de la region nuclear), ambas caracteristicas tipicas de apoptosis
(Figura 79). Las células tratadas con el vehiculo (CONTROL), mostraron una morfologia y
distribucion uniforme de mitocondprias a través del citosol, dicho esto de otra manera, muestran
una distribucion de mitocondrias de tipo “tela de arana”, a la vez que los organulos presentan
una morfologia normal (Figura 79). Por otro lado, cuando se indujo la apoptosis con H,0,
(control positivo de apoptosis) o cuando fueron tratadas con el EE, se observé en ambas, un
tamafio reducido de las mitocondrias y la agrupacion caracteristica de los organulos alrededor
del nucleo con aspecto condensado o picnotico, lo que resultd en una fluorescencia mas intensa
sobre el nucleo (Figura 79). Como ya se menciond, dichos eventos estan asociados con la

apoptosis.
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CONTROL CRUDE EXTRACT from N. glauca

Figura 79. Cambios en la morfologia y localizacion de las mitocondrias en las células musculares C2C12

inducidos por el EE de N. glauca. (Ampliacién 63X).

Para confirmar si estas observaciones a nivel morfoldgico, se deben a un proceso
apoptotico, se evaluaron los efectos del EE en las células C2C12 mediante el ensayo enzimatico
TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling). La degradacién del ADN por acciéon
de endonucleasas generando fragmentos oligonucleosomales, es caracteristico de la apoptosis.
Durante esta fragmentacion quedan expuestos los extremos 3’-OHs de la cadena de ADN. En
el ensayo de TUNEL la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal se une a dichos extremos
dUTPs marcados con fluoréforos, lo que permite identificar especificamente células
apoptdticas. Se utilizd esta técnica para confirmar que los extractos de N. glauca inducen
apoptosis en las células C2C12. El resultado se expresa como porcentaje de células TUNEL
positivas, las cuales fueron identificadas por fluorescencia verde en el nucleo (Figura 80). Se
utilizaron las mismas condiciones experimentales que en los ensayos anteriores, pero en este
caso, las células fueron tratadas con el EE durante 1 h. Estas, exhibieron un gran aumento en
la fragmentacion del ADN (63 + 9,09% de células TUNEL positivas por encima del control),

similar a los valores obtenidos luego del tratamiento con H,0; durante 2 h (Figura 80).
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Figura 80. Ensayo enzimatico TUNEL sobre células C2C12 tratadas con el extracto etandlico de N.glauca.

Por otra parte, con el fin de determinar el mecanismo molecular por el cual el EE ejerce
apoptosis sobre las células C2C12, se investigo la participacion de caspasas-3 y -7. Estas enzimas
clivan una variedad de sustratos y eventualmente causan fragmentacion del ADN, por lo tanto,
dan lugar a la morfologia caracteristica de las células apoptdticas [228]. Ademds, una de las
caracteristicas mas evidentes y especificas de apoptosis es la degradacion del ADN, impulsada
por la activacion de caspasa-3, caspasa efectora central, que la convierte en un biomarcador de
apoptosis [229]. Para ello, las células C2C12 se trataron como en los ensayos anteriores, con
los estimulos indicados: células no tratadas (CONTROL), células incubadas con EE durante 1
a2 h (EXTRACTO CRUDO), células tratadas con H203, 1 a 2 horas (H,O) (Figura 81). Luego,
se analizo la activacion de caspasas utilizando el kit comercial Cell Event Caspase-3/7 (seccion
Materiales y Métodos). Como se muestra en la Figura 81, el EE induce la activacion de caspasas-
3/7 (86 + 7,21% de células positivas para caspasas, por encima del control) de manera similar

a las células tratadas con H,O;.
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Figura 81. Activacién de caspasas-3 y -7 por el extracto etandlico de N. glauca sobre células C2C12.

En funcién a estos resultados, se comprobd que la principal actividad ejercida por el
EE de N. glauca es la induccion de la muerte celular, mediante un proceso apoptotico. Debido

al interés por el estudio de esta especie vegetal, en funcién a la presencia de moléculas capaces
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de unirse a ERs [42-46], estos resultados demuestran que la actividad apoptdtica observada
podria deberse a dichas moléculas, o a otras presentes en el extracto crudo.
Por tales motivos, resulta necesario continuar con el fraccionamiento bioguiado del EE,

en busqueda de los compuestos responsables de la actividad observada sobre las células C2C12.

II1.11 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Nicotiana glauca

Considerando el efecto ejercido por el EE sobre las células musculares esqueléticas, y
continuando con los objetivos de esta tesis, se llevd a cabo el fraccionamiento del mismo
mediante la utilizacién de solventes de polaridad creciente. De esta manera, los subextractos
obtenidos se someterdn a una serie de ensayos bioldgicos con el fin de seleccionar los m4s
activos para la posterior elucidacion de los metabolitos responsables de la actividad biologica
observada.

Para ello, una cantidad del EE (4 g) fue particionado con solventes de polaridad
creciente, hexano (SH), CHCI; (SC), AcOEt (SAE). Cada fracciéon fue evaporada al vacio,
obteniéndose asi los respectivos subextractos. En la Tabla 15, se muestran las cantidades

obtenidas de cada uno, asi como sus respectivos rendimientos calculados en base al EE total

(Tablal5).

Tabla 15. Masa y rendimiento de los subextractos de N. glauca.

SUBEXTRACTO  Masa (mg) RENDIMIENTO (%)*

SH 993 24,8
SC 28 0,7
SAE 164 41
* Sobre el EE.

Considerando la presencia de los compuestos informados para esta especie vegetal
mencionados mas arriba, y con el fin de obtener informacién preliminar de la presencia o
ausencia de un determinado grupo fitoquimico en cada subextracto, se realizd una serie de
ensayos presuntivos de tipo colorimétricos como primera aproximacién. Para ello se siguieron
los métodos estaindar mediante CCF y los respectivos agentes reveladores indicados para cada
tipo de compuesto [230]. Para cada ensayo, se realizo una CCF sembradas cada una con SH,
SC, SAE y el o los testigos correspondientes para cada tipo fitoquimico. Se corrieron con la FM
indicada por bibliografia consultada [230]. Cada placa fue rociada con el agente revelador segiin

el grupo fitoquimico a determinar (seccion Materiales y Métodos).
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Para la identificacion de flavonoides, se utilizd el reactivo Fast Blue Salt, el cual
proporciona un color violeta/azul en el visible ante la presencia de estos compuestos. Los
testigos utilizados fueron rutina, flavonoide reportado para la especie vegetal [224], y
quercetina. Luego del revelado de la CCF, se pudo observar una coloracion violeta muy tenue
en el SAE. Tanto en el SH como en el SC no se observaron manchas caracteristicas. En cuanto
a los testigos utilizados, se observd tnicamente una mancha coincidente a la quercetina en el
SAE. De esta forma, se podria pensar que este subextracto contendria flavonoides.

Las estructuras cumarinicas se detectaron mediante la prueba de Borntriger, la cual se
puede interpretar a través de manchas azules bajo luz UV (365 nm). Los testigos utilizados
fueron escopoletina e isoescopoletina, la primera de ellas se encuentra informada para la planta
[225]. La placa se analizo bajo luz UV (365 nm) y se observé una mancha azul brillante e intensa
en el SC, y una mancha un poco mas tenue en el SAE. Por comparacion con los testigos, la
mancha observada en el SC coincidié con el testigo de escopoletina. Estos resultados indicarian
la presencia de cumarinas en los SC y SAE.

En el ensayo para esteroides se utilizd p-anisaldehido como agente revelador, el cual
muestra diversas coloraciones para este tipo de compuestos en el visible, luego del
calentamiento. Los testigos utilizados fueron 17B-estradiol y B-sitosterol, este ultimo se
encuentra reportado para N. glauca [224]. Luego del revelado, los dos testigos fueron observados
como manchas coloreadas en el visible, y coincidieron con manchas tenues observadas en SH.
Para el SC, solo se observo B-sitosterol (mancha muy tenue), y para el SAE no se observaron
manchas correspondientes a los testigos sembrados.

Estos resultados nos dan una idea de algunos grupos quimicos que se pueden encontrar
en cada subextracto, sin embargo, resulta necesario continuar con la evaluacion bioldgica de

cada uno y posterior fraccionamiento.

111.11.1 Efectos de los subextractos de V. glauca sobre la linea celular de mioblastos murinos

C2C12

Luego de determinar algunos grupos fitoquimicos presentes en los subextractos y
teniendo en cuenta los antecedentes de los mismos, resulta interesante conocer la actividad
biologica ejercida por cada subextracto sobre las células musculares esqueléticas.

Para ello, cada subextracto fue analizado mediante el ensayo enzimatico TUNEL con el
fin de determinar la actividad ejercida sobre la linea celular C2C12, utilizando las mismas

condiciones que las descriptas anteriormente para el EE. Mediante este ensayo se observo que
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los subextractos inducen apoptosis sobre las células musculares (Figura 82). Los valores
correspondientes a la cuantificacion de dicha actividad se pueden ver en la Tabla 16 para cada
subextracto, y con el fin de comparar, se menciona el valor obtenido anteriormente para el EE.

Cabe resaltar que, de los tres subextractos, el SH mostré la mayor actividad apoptotica, siendo

menor la apoptosis inducida por el SCy el SAE.

1 - | SC -

Figura 82. Ensayo enzimatico TUNEL sobre células C2C12 tratadas con los subextractos de N.glauca.

Tabla 16. Resultados de los ensayos TUNEL para el EE y
cada subextracto de N. glauca.

% DE CELULAS TUNEL
2.GRLEAGI0 POSITIVAS *
EE 63
[ SH 98 |

SC 67
SAE 44,6
c’ 6,3
H,O' 74

*a 2,5 mg/5mL isopropanol. * Respecto al control. °

Control negativo. ¢ 1x10% % isopropanol. ¢ control

positivo. ¢ 0,5 mM.

Del mismo modo que con el EE, se midi6 la actividad de caspasas para cada subextracto.
El ensayo indicé que el SH y, en menor medida, el SC (90 + 4,6% y 55 + 14% de las células
positivas para caspasas por encima del control, respectivamente) indujeron apoptosis, activando

las caspasas-3/7 (Figura 83).
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Figura 83. Activacion de caspasas-3/7 en células C2C12 por los subextractos hexdnico (SH), cloroférmico (SC) y

de acetato de etilo (SAE) de N. glauca y porcentajes de células TUNEL positivas.
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A partir de este ensayo, se puede observar apoptosis y que, a su vez, en dicho proceso
estan involucradas las caspasas. Su activacion en respuesta al tratamiento con los SH y SC de
N. glauca esta de acuerdo con la destruccion de la cromatina evidenciada por los experimentos
previamente mostrados. Si bien estos resultados sugieren que la actividad apoptotica ejercida
por los subextractos de N. glauca involucra las vias de las caspasas, con este método no se pudo
identificar la caspasa especifica implicada.

Considerando estos resultados, se puede determinar que la apoptosis inducida en las
células musculares estd causada principalmente por compuestos que se encuentran en los SH y

SC, por lo que se continué con el fraccionamiento del SH y SC.

II.12 FRACCIONAMIENTO BIOGUIADO DEL SUBEXTRACTO HEXANICO Y
AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS BIOACTIVOS

Dado que SH mostré una importante actividad apoptotica sobre las células musculares
C2C12, se procedio a identificar y aislar los metabolitos responsables de dicha actividad
mediante el fraccionamiento del subextracto. Para ello, 993 mg de SH se sometieron a una CC
sobre silica gel de fase normal, utilizando una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente
como FM. De esta cromatografia se obtuvieron 70 fracciones de 10 mL cada una, las cuales
fueron monitoreadas mediante CCF. Segun su similitud observada en el analisis de CCF, las
fracciones fueron agrupadas dando lugar a F1-F5. Cabe resaltar que, teniendo en cuenta los
reportes acerca de la composicion quimica de la planta [224], para las CCF se hizo uso de
testigos correspondientes a algunos acidos grasos, tales como 4cido palmitico, acido linoleico y
dcido oleico, y para el caso de F3, se observd un Ry que coincidio con el Ry del testigo de acido
palmitico (AP) (R; = 0,74). De todas maneras, para confirmar dicha estructura, son necesarios
andlisis espectroscopicos tales como RMN de 'H y ’C, y espectrometria de masas.

Con el fin de encontrar el/los compuestos responsables de la actividad ejercida por el
SH, se analizaron estas fracciones a través del ensayo TUNEL, mediante el cual se cuantifico la
apoptosis. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células TUNEL positivas (Figura
84), (F1: 13 * 3,5%; F2: 59 + 10%; F3: 89 £ 9,5%; F4: 70 + 6,2%; F5: 38 + 2,6%, células
TUNEL positivas).
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Figura 84. Porcentaje de células TUNEL positivas para las fracciones F1-F5 obtenidas del subextracto hexanico

(SH) de N. glauca.

De esta manera, F3 (6,7 % sobre el total del SH) fue seleccionada para llevar a cabo su

fraccionamiento en busqueda del/los metabolitos responsables de la actividad observada.

111.12.1 Fraccionamiento bioguiado de F3 y aislamiento de 4acido palmitico

Considerando que F3 resulté ser la fraccion que presentd mayor actividad, se continué
con su fraccionamiento. Para ello, F3 (66,4 mg) se someti® a una CC sobre silica flash,
utilizando como eluyente una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente. De esta
cromatografia se obtuvieron 62 subfracciones de 5 mL cada una, que fueron agrupadas en tres
subfracciones (SF1-SF3) seguin su similitud observada en el analisis de CCF. Teniendo en
cuenta que en la CCF de F3 se observé la presencia de AP, para el caso de la CCF de SF1-SF3,
se sembr¢ el testigo confirmandose la presencia de este acido graso en la SF1. Mediante un
ensayo TUNEL se determiné que de las tres subfracciones analizadas, SF1 (6,4 mg) resulto ser
la méas apoptotica (75% células TUNEL positivas). Luego de la evaporacion de la misma, se
obtuvo un sélido blanco de aspecto brillante. El andlisis espectroscépico de este sélido a través
de CG-EM, mostr6 la presencia de un tnico compuesto, el cual fue identificado por
comparacion con la base de datos del espectrometro de masas y correspondié a acido palmitico
(AP) (6,4 mg, 0,033% sobre planta seca), como se habia observado previamente en la CCF.
Este 4cido graso se encuentra de acuerdo con lo reportado por Silva y col. [224].

El espectro de masa de AP mostro un ion a m/z 256,4 (15%) el cual fue asignado como
ion molecular. A partir de él, se observan las sucesivas fragmentaciones dando lugar a los iones
mayoritarios de m/z 228 (20%), 185,2 (35%), 129 (52%), 73 (100%), 60 (76%) y 43 (59%).
Asimismo, su estructura fue confirmada por espectroscopia RMN de 'H y PC, los cuales

mostraron sefiales caracteristicas del AP (Figura 85) y estan de acuerdo con los hallazgos
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reportados en la literatura [231,232]. Asi, en el espectro de 'H, se puede observar un triplete
de 4rea 2 a 2,35 ppm, correspondiente a los hidrégenos H-2; un multiplete de area 2 a 1,62
ppm y corresponde a los hidrégenos H-3; un singulete amplio, que corresponde a los
hidrégenos H-4 a H-15, cuya area es 24, y finalmente, un triplete en 0,88 ppm de area 3,
asignada para los protones H-16. Para el caso del C, se pudieron observar 11 senales bien
definidas, en la zona que se encuentra entre 13 y 35 ppm. A su vez, en a 29,85 ppm se puede
apreciar una sefial ancha, correspondiente a los metilenos C-8, C-7, C-6 y C-5. A 179 ppm, se

aprecia la sefal correspondiente al carbono carbonilico, C-1 (Figura 85).
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Figura 85. Estructura de acido palmitico (AP) y espectros de RMN de 'H y °C.

El AP se trata de un acido graso de dieciséis atomos de carbono y es el principal acido
graso saturado presente en el organismo humano. El AP puede cumplir determinados roles

fundamentales dentro del organismo humano, tales como la sintesis de moléculas involucradas
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en diversos mecanismos fisiologicos y en la conformacion de las membranas bioldgicas
celulares, entre otros [233]. Sin embargo, existen reportes en los que se relaciona este acido
graso con fendomenos de toxicidad y apoptosis. Park y col. (2014) informaron que AP induce
toxicidad y apoptosis, en las que podrian estar involucradas multiples vias [234]. En células
madre neurales, Yuan y col. (2013) observaron que AP disminuyé la viabilidad celular y
aumento la apoptosis de las células madre neurales de manera significativa en funcién de la
dosis y el tiempo [235]. Por otra parte, Ji y col. (2005) observaron que en las células HepG2
(linea celular de hepatocarcinoma humano), el AP induce apoptosis. A su vez, AP inhibio el
crecimiento celular de una manera dependiente del tiempo y de la dosis, e indujo cambios
morfoldgicos que incluyeron hinchazon y disolucion de la membrana. Los niveles de la proteina
anti-apoptotica Bcl-2 disminuyeron ligeramente, en contraste con los niveles de la proteina
apoptotica Bax (proteina similar a Bcl-2), lo que resulté en una disminucion significativa de la
relacion Bcl-2/Bax después del tratamiento [236].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, no resulta llamativo que este compuesto sea el
principal responsable de la citotoxicidad observada, sin embargo, es importante recalcar que
este efecto apoptotico desencadenado por AP, puede variar o no existir si se modifican las
condiciones experimentales como concentraciones o la célula diana. Con el fin de confirmar
estas observaciones, a continuacién, se detallan los estudios que se llevaron a cabo para la
evaluacion de los efectos ejercidos por el AP aislado de la planta, sobre las células musculares

normales.

111.12.2 Efectos de acido palmitico sobre la linea celular de mioblastos murinos C2C12

Con el fin de evaluar los efectos de AP aislado de N. glauca sobre las células C2C12,
éstas se incubaron con el 4cido graso durante 1 h (PALMITIC ACID) y como condicién control
se utilizaron cultivos celulares de C2C12 sin ningun tratamiento (CONTROL) (Figura 86).
Ambos cultivos fueron analizados por microscopia de fluorescencia utilizando las tinciones de
MTT y DAPI, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Se observaron
caracteristicas morfoldgicas asociadas a apoptosis a nivel nuclear y mitocondrial en las células
tratadas con AP. A su vez en esta misma condicion, mediante el ensayo de TUNEL se observo
un gran aumento en la fragmentacion del ADN (74 + 11,09% de células TUNEL positivas por
encima del control). Ademas, se midi6 la actividad de caspasas en respuesta al tratamiento con
AP, observandose una activacion de caspasas-3/7 (87 = 7,6% de células positivas para caspasas

por encima el control) (Figura 86).
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Figura 86. Activacién de caspasas-3/7 en células C2C12 por acido palmitico (AP) y porcentaje de células TUNEL

positivas.

Estos resultados se condicen con los observados para la SF1, de la cual se aislo el AP.
Por lo tanto, este dcido graso se trata del principal responsable de los efectos observados para

el SH, manteniendo los efectos apoptoticos frente a esta linea celular.

I11.13 FRACCIONAMIENTO BIOGUIADO DEL SUBEXTRACTO CLOROFORMICO
Y AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS BIOACTIVOS

Luego del fraccionamiento bioguiado del SH, y teniendo en cuenta la apoptosis ejercida
por los subextractos de N. glauca sobre las células musculares C2C12 (Tabla 16), se continud
con el estudio del SC, en busqueda de los metabolitos responsables de la actividad, tal y como
se realizo para el SH. Para ello, 28 mg de SC se sometieron a una CC sobre silica gel de fase
normal, utilizando una mezcla de Hex/AcOEt de polaridad creciente como FM. De esta
cromatografia se obtuvieron 153 fracciones de 10 mL cada una, las cuales fueron monitoreadas
mediante CCF. Segun su similitud observada en el analisis de CCF, las fracciones fueron
agrupadas dando lugar a F1-F5. A su vez, teniendo en cuenta los reportes acerca de la
composicion quimica de la planta [224,225] y lo observado anteriormente en los ensayos
presuntivos, para las CCF se hizo uso de un testigo de escopoletina (ESC), cuya mancha (Ry =

0,47) coincidié con una de las manchas observadas para F5. De todas maneras, para confirmar
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dicha estructura, son necesarios andlisis espectroscopicos tales como RMN de 'H y “C, y
espectroscopia de masas.

Con el fin de encontrar el/los compuestos responsables de la actividad ejercida por el
SC, las fracciones F1-F5 fueron analizadas por microscopia de fluorescencia utilizando las
tinciones de MTT y DAPI. De las cinco fracciones analizadas, F5 mostré una menor viabilidad
celular. De esta manera, F5 fue la fraccion mas activa, siendo seleccionada para llevar a cabo su

fraccionamiento en busqueda del/los metabolitos responsables de la actividad observada.

1I1.13.1 Fraccionamiento bioguiado de F5 y aislamiento de escopoletina

Considerando que F5 resulté ser la fraccion que presentd mayor actividad, se continué
con su fraccionamiento. Para ello, F5 (24 mg) se someti6é a una CC sobre silica flash, utilizando
una mezcla de CH,Cl,/MeOH de polaridad creciente como FM. De esta cromatografia se
obtuvieron 122 fracciones de 5 mL cada una, que fueron agrupadas en cuatro subfracciones
(SF1-SF4) segun su similitud observada en el analisis de CCF. Teniendo en cuenta que en la
CCF de F5 se observo la presencia de ESC, para el caso de la CCF de SF1-SF4, se sembr¢ el
testigo confirmandose la presencia de esta cumarina en la SF2.

Mediante el analisis por microscopia de fluorescencia utilizando las tinciones de MTT
y DAPI, se determiné que de las cuatro subfracciones analizadas, SF2 (1,6 mg; 5,7% sobre el
total del SC) resulto ser la mas activa, mostrando una menor viabilidad celular. Considerando
este resultado, se procedio al analisis de dicha subfraccion.

El analisis espectroscopico de esta subfraccion a través de CG-EM, mostré un pico
mayoritario, el cual fue comparado con la base de datos del espectrometro de masas, y
correspondio a ESC (tg= 11,196 min). El espectro de masas mostré un ion a m/z 192,1 (100%),
el cual fue asignado como ion molecular, y a su vez, como pico base. A partir de éste, se
observaron las sucesivas fragmentaciones dando lugar a los iones de m/z 177 (60%), 164 (25%),
149 (48%), 121 (21%), 79 (20%), 69 (37%) vy 51 (25%). Sin embargo, la presencia de otro pico
minoritario nos indicd que ESC no estaria pura, por lo que se continué con su purificacion.

Teniendo en cuenta que contamos con muy poca cantidad de masa (1,6 mg), se llevo a
cabo una CCF preparativa, utilizando CH;Cl;:MeOH (95:5) como FM. De esta cromatografia
se logré obtener un solido de aspecto amarillo palido que resulté ser ESC pura (1,1 mg, 0,006%
sobre planta seca), como se habia observado previamente en la CCF. Asimismo, su estructura
fue confirmada por espectroscopia de RMN de '"H y C (Figura 87), y estan de acuerdo con lo

reportado en la literatura [225,237]. Asi, en el espectro de 'H-RMN, se puede observar un
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doblete de area 1 a 7,60 ppm, que corresponde al hidrogeno H-3; dos singuletes de drea 1 a
6,92 y 6,85 ppm correspondientes a los hidrogenos aromaticos H-8 y H-5 respectivamente; un
doblete de drea 1 a 6,27 ppm asignado a H-4, un singulete ancho de area 1 a 6,14 ppm
caracteristico del hidrogeno del hidroxilo posicionado en el C-7, y finalmente, un singulete de
drea 3 a 3,96 ppm, asignada a los protones del grupo metoxilo unido al C-6 del anillo aromatico
(Figura 87). Para el ’C, se pudieron observar 10 sefiales bien definidas, en la zona comprendida
entre 50y 165 ppm. Se pueden resaltar las sefiales a 161,6 ppm, la cual corresponde al carbono
carbonilico C-2, y a 56,6 ppm correspondiente al grupo metoxilo ubicado en el C-6 del anillo
aromatica. Finalmente, entre 100 y 152 ppm, se aprecian las sefales de los carbonos de los

anillos que conforman la estructura de ESC (Figura 87).

-OCH;

H8 H-5

H-3 H4
O-H
) I

'8 7.6 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 56 54 52 50 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8
1 (ppm)

-OCH3

. L ‘ | ‘ ' J\
70 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
f1 (ppm)

Figura 87. Espectros de RMN de 'H y PC de escopoletina (ESC).

La ESC es una 7-hidroxicumarina con un sustituyente metoxi en la posicion 6 (Figura
87) y a su vez, se trata de un fitoestrogeno del tipo cumestano. Se puede encontrar en diversas

plantas tales como la achicoria, diente de leon, la ortiga, y en algunas especies de Solanaceas
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[238,239]. Si bien existe un reporte en el cual se describe su aislamiento a partir de la especie
vegetal N. glauca, a diferencia de nuestro trabajo, fue obtenida de los tallos de la planta y el
rendimiento de obtencion de ESC resulto similar al nuestro [225]. En cuanto a sus propiedades
biologicas, por ejemplo, Pan y col. (2009) observaron que ESC tiene propiedades anti-
angiogénicas manifestadas principalmente a través de la inhibicién de la migracion y de la
formacion de tubos, a través de la disminucién de la activacion de ERK1/2. Por lo tanto, ESC
puede ser potencialmente ttil para el tratamiento de la angiogénesis y podria servir como base
estructural para la sintesis de analogos sintéticos mas potentes [240]. Por otra parte, gracias a
su actividad contra células tumorales, Seo y col. (2016) sugieren que ESC podria ser util para
el tratamiento de muchos tumores [241]. Asimismo, Liu y col. (2001) observaron que ESC
inhibe la proliferacion de las células PC3 (adenocarcinoma de préstata humano), observandose
cambios morfologicos tipicos de apoptosis [242].

Teniendo en cuenta estos antecedentes y segtin los resultados obtenidos en nuestro
trabajo, la ESC se trata del principal responsable de la actividad apoptotica observada para el
SC de N. glauca, lo cual esta de acuerdo con los trabajos bibliograficos que describen su rol en
eventos de muerte celular.

Al igual que lo comentado anteriormente para el AP, es importante recalcar que este
efecto apoptotico puede variar o no existir si se modifican las condiciones experimentales como

concentraciones o la célula diana.

II.14 EFECTOS DEL EXTRACTO ETANOLICO, ACIDO PALMITICO Y
ESCOPOLETINA DE Nicotiana glauca SOBRE CELULAS TUMORALES

A partir de los resultados obtenidos para las células normales y con el fin de aprovechar
la actividad biologica desencadenada por los extractos y metabolitos de N. glauca, en esta parte
del trabajo se analizo el efecto antiproliferativo/apoptotico sobre células tumorales. La linea
celular utilizada para llevar a cabo los ensayos fue la linea celular RD, las cuales se corresponden
a células de rabdomiosarcoma (RMS) embrionario humano que poseen una alta tasa de
proliferacién. Antes de exponer los resultados, se presentard en forma breve la patologia
mencionada.

El rabdomiosarcoma (RMS) es un tumor que se desarrolla en tejidos blandos del
organismo, generalmente sobre los musculos, y se desarrolla mas comtinmente en nifios y
adolescentes. Este cancer infantil agresivo se origina en el musculo esquelético normal donde

células miogénicas no lograron diferenciarse por completo [243], y se caracteriza por un
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crecimiento local rdpido y persistente, en general de mal prondstico. Representa el 3,5% de los
casos de cancer en nifos de 0 a 14 afos y el 2% en adolescentes y adultos jovenes de 15 a 19
afios [244,245]. El tratamiento de RMS implica el uso de cirugia, quimioterapia y radioterapia
o terapia de modalidad combinada [246-248], y est4 ligado a numerosos efectos secundarios
inmediatos, los cuales se ven agravados por tratarse de pacientes muy jovenes. Ademas de estos
efectos, también pueden aparecer efectos adversos tardios [249]. Por tal motivo, se enfatiza la
necesidad de nuevos tratamientos, con el objetivo de minimizar el impacto a largo plazo de la
terapia y mejorar la calidad de vida de los nifios.

En este contexto, se evaluo la morfologia mitocondrial por microscopia de
fluorescencia utilizando la tincién MTT tras la exposicion de la linea celular RD al EE, APy
ESC. En la Figura 88, se puede observar una morfologia y distribucién mitocondrial normal,
tipo “tela de arafa”, en las células RD no tratadas (Control) (Figura 88a), mientras que, en las
células tratadas con el EE, AP y ESC (Figuras 88b-d), se observé una distribucion mitocondrial
atipica (pérdida de la forma de "tela de arafa") y un tamafio mitocondrial reducido, con un
agrupamiento caracteristico del organulo cerca del nucleo, lo que resulté en una fluorescencia

mads intensa sobre el nucleo.

a. Control b. Extracto etanolico
¢. Acido palmitico d. Escopoletina

Figura 88. Cambios en la morfologia y localizacién de las mitocondrias en las células RD inducidos por el

extracto etanodlico (EE), acido palmitico (AP) y escopoletina (ESC) de N. glauca.

Estos resultados estdan de acuerdo con los obtenidos previamente para las células
C2C12, en las cuales se observd morfologia tipica de apoptosis. Luego, se continué con otros
ensayos bioldgicos para confirmar dichos eventos celulares.

Para ello, las células fueron expuestas a los diferentes tratamientos (EE, AP, ESC)

durante 48 h, y luego se tifileron con azul de metileno. Este colorante, ingresa a la célula viva y,

Florencia A. Musso 129



Tesis Doctoral CAPITULO 111: Resultados y Discusion (Parte C)

por accion de determinadas enzimas, puede oxidarse a un compuesto incoloro. En células
muertas, la actividad enzimatica se ve disminuida o nula, por lo que el azul de metileno no se
reduce y las células mantienen el color azul. En la Figura 89 podemos observar las imdgenes
correspondientes a cada tratamiento, incluidas células no tratadas (Control), tefiidas con azul
de metileno, donde las flechas blancas indican células vivas, y las flechas negras células muertas.
Esta técnica muestra claramente un numero significativo de células muertas luego de los
tratamientos con AP y ESC. En el tratamiento con el EE no se observaron células vivas (Figura
89). Mientras que, para el tratamiento con AP como para con ESC, se observaron células

muertas durante las primeras 3 h hasta el final del ensayo (48 h).

Control Extracto etanolico Acido palm1tico Esc%oletina
T T D S Cal {7 e !
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Figura 89. Tincién con azul de metileno de células RD tratadas con el extracto etanolico (EE), acido palmitico

(AP) y escopoletina (ESC) de N. glauca.

Estas observaciones indican una clara disminucion de la viabilidad celular cuando las
células tumorales de RMS son tratadas con los compuestos aislados de los SH y SC de N. glauca.

La cuantificacion arrojo un 73% de células muertas para AP y un 85% para ESC.

De esta manera, estos resultados estan de acuerdo con los reportes comentados mds
arriba, los cuales sugieren que tanto AP como ESC son inductores apoptéticos. Sin embargo,
se necesitan estudios adicionales para dilucidar las vias de sefalizacion, que median el efecto
de muerte celular observado sobre las células del musculo esquelético normal y patolégico. De
todas maneras, este hallazgo podria ser relevante para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos, evaluando de forma mas profunda las actividades antitumorales del AP y
ESC, asi como el mecanismo molecular involucrado en dichos efectos.

Si bien estos dos metabolitos ya estaban informados como componentes de N. glauca
[224,225], este hallazgo resulta muy importante para contribuir a los efectos especificos que
pueden ejercer estos compuestos cuando la planta es utilizada para el tratamiento de ciertas
patologias.

Teniendo en cuenta que ESC se trata de un fitoestrogeno con capacidad para unirse a
ERs y desencadenar eventos celulares, podria tratarse de una de las moléculas no identificadas
por Milanesi y col. Para confirmar esta observacion, seria necesario llevar a cabo estudios mas

especificos.
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Por otra parte, en los ensayos presuntivos llevados a cabo al principio del estudio, se
observo la presencia de moléculas esteroidales en SH y SC, lo cual esta de acuerdo con lo
observado por Milanesi y col. [42]. Por este motivo, se realiz6 un anélisis preliminar sobre el
resto de las fracciones obtenidas de dichos subextractos, a través de CG-EM en busqueda de
este tipo de compuestos. De todas las fracciones analizadas, en la F2 del SH, y en la F2 del SC,
se encontraron moléculas esteroidales tales como campesterol, estigmasterol, sitosterol,
ergosterol y deoxicorticosterona, todas ellas en muy baja concentracion. Por lo tanto, serian
necesarios andlisis quimicos y biologicos mas profundos, con el fin de determinar el rol

bioactivo que cumplen estos metabolitos.

II1.15 CONCLUSIONES

Se llevo a cabo el ensayo bioguiado de la especie vegetal Nicotiana glauca, recolectada en
habitats naturales de Bahia Blanca. A partir de las partes aéreas, se obtuvo el extracto etanolico
(EE), el cual indujo actividad apoptotica sobre células musculares normales, mediante la

activacion de caspasas-3/7.

Con el fin de determinar los metabolitos responsables de la actividad biologica
observada, se particioné el EE con solventes de polaridad creciente, dando lugar a tres

subextractos: hexanico (SH), cloroférmico (SC) y de acetato de etilo (SAE).

La deteccion preliminar de ciertos grupos fitoquimicos sobre los subextractos
obtenidos, permitié observar la presencia de flavonoides en el SAE; cumarinas en el SC y SAE;

y esteroides en el SH y SC.

A través del analisis de la actividad biologica para cada subextracto, se observo la
induccion de apoptosis sobre las células musculares normales por parte de los tres subextractos,

siendo el SH el mas activo, seguido por el SC y en menor medida, por el SAE.

Continuando con la busqueda de los metabolitos bioactivos, el fraccionamiento
bioguiado del SH y SC permitio el aislamiento de 4cido palmitico (AP) y escopoletina (ESC),
respectivamente, como los principales responsables de la actividad apoptética observada para
cada subextracto. A su vez, el AP indujo apoptosis sobre las células musculares mediante la

activacion de caspasas-3/7.

Con el fin de aprovechar la actividad biolégica desencadenada por los extractos y
metabolitos de N. glauca, se analizo el efecto antiproliferativo/apoptdtico sobre células

tumorales de rabdomiosarcoma humano. Luego del tratamiento de dichas células con el EE,
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AP y ESC, se observé morfologia tipica de apoptosis. A su vez, se demostré una disminucion

de la viabilidad celular, cuantificando un 73% de células muertas para AP y un 85% para ESC.

Finalmente, se hallaron moléculas esteroidales en bajas concentraciones en otras
subfracciones de los SH y SC, tales como campesterol, estigmasterol, sitosterol, ergosterol y

deoxicorticosterona, lo cual se encuentra de acuerdo con los antecedentes de la planta.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se determiné que los metabolitos AP y
ESC presentes en la especie vegetal Nicotiana glauca, serian los responsables de la induccion
apoptotica observada sobre células musculares normales y patologicas. A su vez, dado que ESC
se trata de un fitoestrogeno con capacidad para unirse a ERs y desencadenar eventos celulares,

podria tratarse de una de las moléculas no identificadas por Milanesi y col.

Esta parte del trabajo de tesis dio lugar a las siguientes publicaciones y capitulo de libro:

** Musso, F.; Pronsato, L.; Milanesi, L.; Vasconsuelo, A.; Faraoni, M.B. Lipid Extracts of

Nicotiana glauca Graham (Solanaceae) induce apoptosis in human rhabdomyosarcoma

cells. Rodriguesia. 2020; 71.

% Musso, F.; Lincor, D.; Vasconsuelo, A.; Pronsato, L.; Faraoni, M. B.; Milanesi, L.
Adverse Effects in Skeletal Muscle Following the Medicinal Use of Nicotiana glauca.
Biological and Pharmaceutical Bulletin. 2019, 42, 671-679.

¢ The Role of Phytoestrogens in Apoptosis: Chemical Structures and Actions on Specific
Receptors”. Maria Belén Faraoni, Florencia Musso. Sex Steroids and Apoptosis in
Skeletal Muscle: Molecular Mechanisms. Andrea A. Vasconsuelo. Editorial: Bentham
e-Books. (pp. 144 - 163), 2019. eISBN (Online): 978-981-14-1236-3; ISBN (Print): 978-
9-81141235-6.
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IV.1 MATERIAL GENERAL

Las CC fueron realizadas empleando silica gel 60 (70-230 mesh, Merck) o Sephadex
LH-20 (GE-Healthcare). Las CC tipo “flash” se llevaron a cabo usando silica gel 60 (200-425
mesh, Merck). Para la cromatografia impregnada con AgNOs, se utilizo AgNOs Anedra y
CHCI; puro (Sintorgan) sin contenido de EtOH. En las CC, para la siembra de las muestras
solubles en el solvente de elucién, se prepard una solucion concentrada la cual se agregé a la
columna. Para el caso de las muestras no solubles, se utilizd la técnica de preadsorcion o
“pastilla”, para la cual se agrego6 silica gel a una solucion concentrada de muestra, se evaporé el
solvente y la silica impregnada con la muestra o “pastilla”, se agregé a la columna. Para las CCF,
cromatografias preparativas en capa fina (CPCF) y ensayos presuntivos se utilizaron
cromatofolios de silica gel 60 F;54 (0,2 mm de espesor, Merck). Para la deteccién de compuestos
y revelado de los cromatofolios se utilizo luz UV (254 y 360 nm) y solucién de p-anisaldehido
(5 mL p-anisaldehido, 5 mL H,SO4 concentrado, 1 mL de acido acético glacial y 90 mL EtOH).
En la mayoria de los casos, se utilizé la técnica de revelado por inmersién y calentamiento con
pistola de aire caliente. Para realizar extracciones y CC se emplearon solventes puros destilados.
Los R; de los compuestos triterpénicos fueron calculados utilizando la FM Hex:AcOEt (80:20).
El Ry de AP fue calculado utilizando la FM Hex:AcOEt (80:20). El R, de ESC fue calculado
utilizando la FM CH,Cl;::MeOH (95:5).

Para las reacciones de oxidacion alilica, se utilizd a-pineno (Riedel de Haden, 97%),
EtOH absoluto (99,5%, Cicarelli) y SeO; (Merck, 98,0%).

Los catalizadores fueron sintetizados con silica gel 60, 70-230 Mesh (Davison), la cual
posee una superficie especifica de 210 m*/g.

Para la evaluacion de la viabilidad en células de neuroblastoma humano se empled
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT) (M2003), de Sigma-Aldrich (St.
Louis. EE.UU.).

Para los ensayos bioldgicos sobre células musculares normales y patoldgicas, se
utilizaron colorantes DAPI y MTT Red (CMXRos) de Molecular Probes (Eugene, EE. UU.). El
kit de ensayo TUNEL es de Promega (Promega Corp., Madison, EE. UU.). El reactivo Cell
Caspase-3/7 es de Invitrogen (Carlsbad, CA, EE. UU.).
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IV.2 EQUIPOS

Para el pesaje de muestras, reactivos y silica se utilizaron una balanza analitica
Advebturer OHAUS (sensibilidad 0,1 mg) y una balanza granataria Acculab V-600 (sensibilidad
0,01 g).

La evaporacion de los solventes de extractos, fracciones de cromatografia o brutos de
reaccion se realizd en evaporador rotatorio marca Heidolph modelo Laborota 4000, a presion
reducida, conectado a una bomba de vacio por cascada de agua marca Oakton modelo WP-15-
1, manteniendo la temperatura del bafio de agua entre 30 y 50 °C.

Los espectros de RMN fueron registrados en un espectrometro Bruker ARX 300
operado a 300 y 75 MHz para los ntcleos '"H y C respectivamente. Los productos fueron
registrados en cloroformo deuterado (CDCls, 99,8% D) (Aldrich), con TMS como estandar
interno. Los valores de desplazamiento quimico (&) se expresaron en ppm vy las constantes de
acoplamiento (J) en Hz. En los experimentos de RMN 'H, las multiplicidades se abrevian de la
siguiente manera: s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete; br s = sefial amplia. Se
utilizaron programas NOE y NOESY.

Para los analisis correspondientes a las muestras y metabolitos de N. glauca por CG-EM,
se inyectaron en un cromatografo de gases Agilent 7890A (7683B Series Autosampler y 7975C
MSD) utilizando una columna capilar HP5-MS (30 m x 250 pm x 0,25 pm, Agilent). Los
espectros de masas se registraron a 70 eV, en un rango de masas m/z de 35 a 700 uma,
empeando helio como gas portador a 1,0 mL/min. Los espectros fueron comparados con los
espectros almacenados en la base de datos (NBS75K.L MS DATA).

Para las reacciones de oxidacion alilica de a-pineno llevadas a cabo mediante la
metodologia convencional con sobrepresion y la metodologia catalitica, se utilizo un reactor
Batch de 50 ml (Parr Model 4545) equipado con una camisa de calentamiento eléctrica y un
agitador mecanico de cabeza. El reactor se conecté a un cilindro de oxigeno para mantener una
presion de 6 atm. Antes de cada ensayo, el reactor se purgd cinco veces con oxigeno para
eliminar el aire. La temperatura se ajustd a 134 °C y la velocidad de agitacion fue de 620 rpm
durante la reaccion. El seguimiento de la reacciéon y la identificacion de los productos se
llevaron a cabo utilizando un cromatografo de gases Perkin Elmer CLARUS 500 acoplado con
un detector de espectroscopia de masas, provisto de una columna Elite-5 MS (60 m, 0,25 mm
ID). La identificacion de picos cromatogréficos se logré de acuerdo a la libreria NIST MS con

coincidencias globales superiores a 900.
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La concentracion de SeO; en el catalizador heterogéneo y en el sistema SeO,/SiO; se
midié mediante ICP en un aparato Shimadzu Simultaneous 9000, siguiendo el estaindar EPA
200.7. La carga de Pd para el catalizador heterogéneo se determino mediante EAA en un equipo
A-Analyst Perkin Elmer.

Con respecto a los analisis de caracterizacion de los catalizadores heterogéneos, se
utiliz6 un difractometro PANalytical Empyrean 3, para los ensayos de DRX, mediante la
utilizacion de radiacion CuKa filtrada con Ni y un detector PIXcel 3D, operando a un voltaje
de 45 kV y una corriente de 40 mA, en el rango 20 de 10° a 80°, utilizando un modo de escaneo
continuo con una velocidad angular de escaneo de 0.02° min™'. Para los analisis de FTIR, se
utiliz6 un aparato Nicolet Nexus, mediante el cual los espectros se obtuvieron con una
resolucion de 2 cm™ mediante 50 barridos. Los tamafios de las particulas de Pd se determinaron
con un microscopio electronico de transmision TEM JEOL 100 CX, a 100 kV. Se empleo el
software Digital Micrograph para medir el tamafo de las particulas.

El andlisis de reducibilidad de los catalizadores fue realizado mediante RTP, donde las
muestras fueron calcinadas a 550 °C en una atmosfera de aire cromatografico durante 30
minutos, luego se purgd con N; a la misma temperatura. Las muestras fueron enfriadas a 80 °C
y el gas fue sustituido por una mezcla de Ar/H; (10%) con un flujo de 20 cm’/min. La
concentracion de H; fue medida con un detector TCD mientras la muestra era calentada a 10
°C/min.

Las reacciones asistidas por MW fueron llevadas a cabo en un equipo CEM Discover
Benchmate programable hasta 300 Watts de potencia. Los recipientes utilizados fueron viales
cerrados de 10 mL de capacidad, con agitador magnético. La temperatura del equipo es
monitoreada y controlada por un sensor infrarrojo (programable entre 25y 250 °C).

Los puntos de fusion (pf) fueron determinados por medio de un aparato de Reichert.
Los extractos fueron liofilizados en liofilizador Rificor L-A-B4.

La nomenclatura de los compuestos fue determinada mediante el software ChemDraw

Ultra 14.0.

IV.3 MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal Chuquiraga erinacea subsp. erinacea (Asteracea) fue recolectada en el

mes de diciembre de 2014, en los alrededores de la ciudad de Bahia Blanca, principalmente en

el salitral de la Vidriera (Ruta 3 Sur, Km. 30, 38° 46" S, 62° 30 O) e identificada por la Dra.
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Maria Gabriela Murray, especialista del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de
la UNS, quien colabora en este aspecto con el grupo de investigacién desde hace varios afios.
La especie estudiada Nicotiana glauca (Graham) fue recolectada en el mes de agosto de
2016, en zonas que se encuentran bordeando el Arroyo Naposta de la ciudad de Bahia Blanca,
provincia de Buenos Aires, Argentina. Las muestras de la planta se identificaron por
comparacion con el ejemplar del Herbario del Departamento de Biologia, Bioquimica y
Farmacia (BBB), Universidad Nacional del Sur, (8000) Bahia Blanca, Argentina. El nombre de

la planta se verificd en el sitio web (www.theplantlist.org) del Royal Botanic Gardens, Kew,

accediendo en agosto de 2017 y en el sitio web de The International Plant Name Index (IPNI),
www.ipni.org, accediendo en mayo de 2019. Se guardé una muestra de herbario en el Herbario
del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia (BBB) de la Universidad Nacional del

Sur.

IV.4 EXTRACCION Y AISLAMIENTO DE LUPEOL DE Chuquiraga erinacea

Las partes aéreas pulverizadas de Chuquiraga erinacea (211,8 g) fueron extraidas con
EtOH (2,3 L) en caliente hasta agotamiento del material vegetal. Luego del filtrado y
evaporacion del solvente a 45 °C a presion reducida se recuperaron 1,6 L de EtOH, con el cual,
el mismo material vegetal utilizado se sometié a una segunda extraccion en caliente. Luego de
la filtracion y evaporacion del solvente se recuperd 1,4 L del mismo y se obtuvieron 28,2 g de
EE (13,3% sobre material vegetal). Este fue liofilizado durante 48 h, obteniéndose 24,8 g de
EE liofilizado (11,7% sobre material vegetal).

Para la particion del EE se utilizaron 10 g, y fueron particionados con 200 mL de una
mezcla de H;O:MeOH (50:50) y 260 mL de hexano en ampolla de decantacién. La fase acuosa-
metanolica se lavd dos veces con hexano (2x200 mL). Luego de la evaporacion, se obtuvieron
6,9 g de SH. Este fue liofilizado durante 48 h, obteniéndose 6,3 g de SH (63,3% sobre EE
liofilizado).

Una parte del SH (3,5 g) fue fraccionado mediante una CC sobre silica de fase normal,
utilizando como eluyente una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente. De esta
cromatografia se obtuvieron 47 fracciones de 10 mL cada una, que se reunieron en grupos
segun su similitud presentada en el analisis de CCF. Las fracciones que contenian lupeol (11 a
43), eluidas con Hex/AcOEt 95:5 fueron agrupadas y evaporadas, dando lugar a F1 (773,5 mg,
Rs= 0,57) (14% sobre EE liofilizado). Mediante el analisis por RMN de 'H se determiné la

presencia de una mezcla de cinco triterpenos monohidroxilados: lupeol (1) (52,4%),
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taraxasterol (2) (4,7%), a-amirina (3a) (6,8%), B-amirina (3b) (12,6%), y pseudotaraxasterol (4)
(23,6%).

Para la purificacion de 1, se tomaron 60 mg de F1 (52,4% de lupeol) y se llevo a cabo
una CC sobre silica gel flash impregnada con AgNOs (10,0%). Para la impregnacion de la silica,
se disolvieron 400 mg de AgNOs en 1,6 mL de H;O, y luego se agregaron 7,5 mL de MeOH.
Esta disolucion fue agregada a 4 g de silica flash contenidos en un balén de 200 mL provisto
de un agitador y tapado con papel aluminio. Se evaporé al vacio (60 °C). Una vez evaporada la
mezcla de H,O:MeOH, se volco la silica a un cristalizador, se tapd con papel aluminio y le llevo
a estufa durante 1 h a 120 °C. Transcurrido ese tiempo, se preparé la columna, manteniéndola
al resguardo de la luz, y se sembré la muestra disuelta en el solvente de elucion (CHCIs). Luego
de la cromatografia se recolectaron 96 fracciones de 5 mL cada una las cuales fueron agrupadas
en seis subfracciones segun su perfil de CCF: SF1 (3,4 mg; 5,7%); SF2 (9,2 mg; 15,3%); SF3
(14,8 mg; 24,7%); SF4 (1,5 mg; 2,5%); SF5 (11,9 mg; 19,8%) y SF6 (14,0 mg; 23,3%). Luego
del analisis espectroscopico de RMN, se determiné el contenido de lupeol en SF6 con un 100%
de pureza. Luego de la evaporacion de cada subfraccion, se recuperd un 36% de CHCls.

El triterpeno pentaciclico 1 corresponde a un sélido blanco de aspecto cristalino (pf:

206-210 °C) y fue identificado en base a sus datos de RMN de 'H y P°C.

" 'HRMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 4,68 (1H, br s, H-29a),

4,56 (1H, br s, H-29b), 3,18 (1H, dd, ] = 10,6 Hz, 5,6 Hz, H-3),

2,38 (1H, ddd, J = 11,2 Hz, 11,0 Hz, 5,7 Hz, H-19), 1,90 (1H,

m, H-21a) 1,75-1,22 (25H, m), 1,03 GH, s, H-26), 0,97 GH, s,

H-23), 0,94 GH, s, H27), 0,83 GH, s, H-25), 0,79 (3H, s, H-
A 28), 0,76 (3H, s, H-24).

Peso molecular 2673 8/Ml 3 RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 1511 (C-20), 109.5
(C29), 79,2 (C3), 55,4 (C-5), 50,6 (C9), 48,5 (C-18), 48,1 (C-19), 43,1 (C-17), 43,0 (C-14),
41,0 (C8), 40,1 (C-22), 39,0 (C-1), 38,9 (C-A4), 38,2 (C-13), 37,3 (C-10), 35,7 (C-16), 34,4 (C-7),
30,0 (C21); 28,1 (C23), 27,6 (C-2), 27,6 (C-15), 25,3 (C-12), 21,1 (C-11), 19,5 (C-30), 18,5 (C-
6), 18,2 (C-28), 16,3 (C-25), 16,1 (C-26), 15,5 (C-24), 14,7 (C-27).

IV.5 OBTENCION DEL SISTEMA CARBONILICO a,8INSATURADO

1V.5.1 Procedimiento general para reacciones de oxidacion alilica convencionales

Florencia A. Musso 138



Tesis Doctoral CAPITULO IV: Materiales y Métodos

A una solucién del triterpeno o del monoterpeno en EtOH absoluto se le adiciond
SeO; y se calento a reflujo, hasta la desaparicion del material de partida. Luego, la mezcla de
reaccion se enfrio y el EtOH se elimino a presion reducida. El crudo de reaccion se trato con
agua y se extrajo con CH;Cl,. Los extractos organicos se combinaron y se secaron con MgSO4
anhidro, se filtraron y se concentraron hasta sequedad. Para el caso del triterpeno, el residuo

se purifico por CC sobre silica flash usando como eluyente Hex:AcOEt de polaridad creciente.

1V.5.1.1 Preparacion de 3f-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al (5)

Metodologia convencional a partir de 1: Una solucion de 1 (500 mg, 1,17 mmol) en

EtOH absoluto (20 mL) se tratd con 2,5 equivalentes de SeO; (324,6 mg, 2,93 mmol) de

acuerdo al procedimiento general durante 24 h. El crudo de reaccion se tratd con agua (80 mL)
y se extrajo con CH;Cl; (3 x 120 mL). Luego de la purificacion del bruto de reaccion, se
obtuvieron 361,5 mg de 5 (R = 70%), eluidos con Hex:AcOEt (90:10), como un sélido blanco
de aspecto brillante (pf: 215-218 °C).

Metodologia convencional a partir de la mezcla triterpénica monohdroxilada F1: Una

solucion de F1 (500 mg, 1,17 mmol) en EtOH absoluto (20 mL) se trato con 2,5 equivalentes
de SeO; (324,6 mg, 2,93 mmol) de acuerdo al procedimiento general durante 24 h. El crudo
de reaccion se tratd con agua (80 mL) y se extrajo con CH,Cl; (3 x 120 mL). Luego de la
purificacion del bruto de reaccidn, se obtuvieron tres fracciones: Fa (95 mg, mezcla de 3ay 3b);
Fs (61 mg de 6) y Fc (195,7 mg, mezcla de 5 (90%) y 6 (10%).

La purificacion de F¢, para el aislamiento de 5, se llevd a cabo la misma técnica que
para la purificacion de 1 con AgNOs, mencionada mas arriba. Para ello, se sembraron 60 mg
de Fc, y se colectaron 40 fracciones de 5 mL cada una, que fueron agrupadas en dos grupos
segun el perfil de CCF. Se obtuvieron dos fracciones, Fp y Fg, de las cuales Fp correspondio a
5 puro (40,2 mg, R = 67%).

Metodologia catalitica utilizando el catalizador Pd/SeO,/SiO;: A una solucion de 1 (10

mg, 0,023 mmol) en EtOH absoluto (35 mL; 0,67M) se le anadieron 2,55 mg de Pd/SeO,/SiO,

y se coloco dentro de un reactor de acero (Parr). Se program¢é una temperatura de 134 °C y una
presion de oxigeno de 6 atm. El andlisis del bruto de reaccién se llevd a cabo mediante RMN
de 'H. A las 15 h de reaccion, se determiné la obtencion de 5 (R = 5%) y alcohol alilico (R =

95%), siendo la conversion de 79%.
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"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 9,50 (1H, s, H-30);
6,28 (1H, br s, H-292); 5,90 (1H, br s, H-29b); 3,17 (1H, dd, J =
10,6, 5,3 Hz, H-3); 2,73 (1H, ddd, J = 10,9, 10,9, 5,6 Hz H-19);
2,24-2,06 (1H, m, J = 11,1 Hz, H-21a); 1,76-1,57 (5H, m); 1,50
(BH, brs); 1,47-1,39 (5H, m); 1,37 (4H, brs); 1,27-1,12 (5H, m);
1,00 (3H, s, H-23); 0,95 3H, s, H-26); 0,91 (3H, s, H-27); 0,81
(3H, s, H-25); 0,80 (3H, s, H-28); 0,74 (3H, s, H-24); 0,65 (1H,

Peso molecular: 440,71 g/mol

d,J=9,0 Hz, H-5).

BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCl;): 195,2 (C-30); 157,3 (C-20); 133,3 (C-29); 79,1 (C-3);
55,4 (C-5); 51,3 (C-18); 50,3 (C9); 43,4 (C-17); 42,8 (C-14); 40,9 (C-8); 40,0 (C-22); 39,0 (C4);
38,8 (C-1); 37,8 (C-13); 37,2 (C-10, C-19); 35,5 (C-16); 34,4 (C-7); 32,7 (C-21); 28,1 (C-23);
21,71 (C-12); 21,5 (C-15); 27,4 (C-2); 21,0 (C-11); 18,4 (C-6); 17,9 (C-28); 16,2 (C-25); 16,0 (C-
20); 15,5 (C-24); 14,5 (C-27).

1V.5,1.2 Oxidacion alilica de a-pineno

Metodologia convencional: Una solucién de a-pineno (95,4 mg, 0,7 mmol) en EtOH

absoluto (35 mL; 0,02M) se traté con 2,5 eq de SeO; (194,2 mg, 1,75 mmol) de acuerdo al

procedimiento general durante 13 h. El crudo de reaccion se tratéd con agua (20 mL) y se extrajo
con CH;Cl; (3 x 30 mL). El monitoreo de la reaccidn, asi como el analisis del bruto de reaccion
se llevo a cabo mediante CG-EM. Se determiné la obtencion de AL (R = 28%) y OL (R = 22%),

siendo la conversién de un 50%.

Metodologia convencional con sobrepresion: Una solucion de a-pineno (95,4 mg, 0,7
mmol) en EtOH absoluto (35 mL; 0,02M) se trat6 con 2,5 eq de SeO;(194,2 mg, 1,75 mmol)
y se coloco dentro de un reactor de acero (Parr). Se program¢é una temperatura de 134 °C y una
presion de oxigeno de 6 atm. El monitoreo de la reaccion, asi como el analisis del bruto de
reaccioén se llevd a cabo mediante CG-EM. A las 5 h de reaccion, se determino la obtencion de
AL (R = 34%) y OL (R = 6,6%), siendo la conversion de 41%.

Metodologia de oxidacion alilica mediante el sistema SeO,/SiO;: A una solucién de a-

pineno (477 mg, 3,5 mmol) en EtOH absoluto (35 mL; 0,1M) se le afadieron 400 mg de

Se,/SiO; y se colocd dentro de un reactor de acero (Parr). Se programé una temperatura de
134 °C y una presién de oxigeno de 6 atm. El monitoreo de la reaccién, asi como el analisis
del bruto de reaccion se llevo a cabo mediante CG-EM. A las 18 h de reaccion, se determind

una conversion de 3%. No se lograron identificar los productos.
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Metodologia catalitica mediante el catalizador Pd/SeO,/SiO;: Una solucién de a-

pineno (477 mg, 3,5 mmol) en EtOH absoluto (35 mL; 0,1M) se le anadieron 400 mg de

Pd/SeO,/SiO; y se colocéd dentro de un reactor de acero (Parr). Se programo una temperatura
de 134 °C y una presién de oxigeno de 6 atm. El monitoreo de la reaccién, asi como el analisis

del bruto de reaccion se llevé a cabo mediante CG-EM. A las 15 h de reaccién, se determind la

obtencién de AL (R = 17,5%) y OL (R = 5,5%), siendo la conversion de 23%.

1V.5.2 Sintesis de SeO,/SiO; y Pd/SeO,/SiO;

Se prepar6 un catalizador de SeO; soportado en silica (SeO,/SiO;,) a partir del método
de impregnacion hiameda. Para ello, a 2 g de SiO; se le agregd una soluciéon de SeO; (288,5
mg; 2,6 mmol) en EtOH absoluto (20 mL; 0,13M) (99,5%, Cicarelli), y se dejé bajo agitacion
magnética a temperatura ambiente hasta la evaporacion del solvente (24 h).

También se prepard un catalizador binario soportado sobre silica (Pd/SeO,/SiO,). Para
ello, a 2 g del sistema SeO,/SiO; se le agregd una solucion de 0,2 g de Pd(acac); (200 mg; 0,66
mmol) (Aldrich, 99,9%) en tolueno (5 mL; 0,13M). Esta mezcla se dejé bajo agitacion
magnética a 40°C hasta la evaporacién del solvente (24 h). La mezcla obtenida fue calcinada en
mufla a 400°C durante 1 h.

El contenido de SeO; fue determinado mediante ICP, el cual resulto ser de 14,4% p/p,
mientras que el contenido de Pd fue cuantificado mediante EAA, arrojando una carga de
0,98% p/p. Las muestras fueron analizadas por DRX, FTIR, MET y RTP.

La actividad especifica del catalizador de Pd/SeO,/SiO,, TOF, se midi6 segiin los moles

de a-pineno convertidos por hora y por mol de Pd expuesto (h™).

IV.6 PREPARACION, DATOS FISICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE ANALOGOS
TRITERPENICOS

1V.6.1 Reacciones de ciclacién sobre 30-oxolupeol (5)

Metodologia para la preparaciéon de pirazolinas: A una solucion de 5 (30,0 mg, 0,068

mmol) en EtOH/KOH (10%) (15 mL) se le agregé 1,1 eq de NH;NH;.H,O (2,40 mg, 0,0748

mmol) y se agito a temperatura ambiente durante 4 h. El crudo de reaccion se traté con agua
(150 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 90 mL). Los extractos organicos se combinaron y se
secaron con MgSQOy4 anhidro, se filtraron y se concentraron hasta sequedad. El residuo se

purificd por CC sobre silica flash usando como eluyente Hex:AcOEt de polaridad creciente. Se
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obtuvieron 6,3 mg de 10 (R = 10,5%) eluidos con Hex:AcOEt (90:10) como un sélido cristalino
amarillento; pf: 198-200 °C.

"H-RMN (6§ en ppm, 300 MHz, CDCl;):
8,07 (1H, s, H-30); 5,62 (1H, s, H-29a); 5,42
(1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd, H-3); 2,93 (1H,
ddd, J = 10,8 Hz, H-19); 2,34-2,11 (1H, m,
H-21a); 1,83-1,64 (5H, m); 1,59 (3H, br s);
1,54-1,45 (5H, m); 1,38 (4H, brs); 1,30-1,11
(5H, m); 1,00 (3H, s, H-23); 0,95 (6H, br s,
H-26, H-27); 0,84 (3H, s, H-25); 0,81 (3H, s,
H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, J =

Peso molecular: 877,44 g/mol

9,4 Hz, H-5).

BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 163,9 (C-30); 152,7 (C-20); 122,9 (C-29); 79,2 (C-3);
55,4 (C-5); 50,5 (C-18); 50,4 (C-9); 43,2 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4);
38,9 (C-1); 38,0 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 33,1 (C-21); 28,1 (C-23);
27,6 (C-12, C-15, C-2); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-
24); 14,7 (C-27).

Metodologia para la preparacion de pirazolina N-acetilada: A una solucién de 5 (10,0

mg, 0,023 mmol) en 4cido acético glacial (3 mL), se le agregéd 1,1 eq de NH,NH,.H,O (0,81

mg, 0,025 mmol). La mezcla de reaccion se irradio en un tubo sellado a 100 °C durante 20
minutos, a 300 W de potencia, utilizando el método sps, en un reactor de MW. Transcurrido
ese tiempo, el solvente fue removido a presion reducida. El residuo se traté con H,O (30 mL)
y se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL). Los extractos organicos se combinaron, se secaron con
MgSOy4 anhidro, se filtraron y se concentraron hasta sequedad. El residuo se purificé por CC
sobre silica flash usando como eluyente Hex:AcOEt de polaridad creciente. Se obtuvieron 2,5
mg de 11a (R = 22,1%) eluidos con Hex:AcOEt (70:30) como un solido cristalino amarillento;

pf: 131-134 °C.
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"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL3): 8,62 (1H, s, H-30);
7,34 (1H, s, NH); 5,48 (1H, s, H-29a); 5,21 (1H, s, H-29b);
3,19 (1H, dd, J = 5,3, 10,8 Hz, H-3); 2,77 (1H, br s, H-19);
2,30 (3H, s, COCH3); 1,86-1,65 (5H, m); 1,59 (6H, br s);
1,55-1,49 (3H, m); 1,39 (5H, br s); 1,32-1,19 (5H, m); 1,03
(BH, s, H-23); 0,97 3H, s, H-26); 0,94 (3H, s, H-27); 0,82

(6H, s, H-25, H-28); 0,76 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, ] = 9,1
Peso molecular: 496,78 g/mol Hz, H-5).

BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 173,3 (COCH3); 150,8 (C-30); 146,6 (C-20); 120,9 (C-
29); 79,1 (C-3); 55,4 (C-5); 50,4 (C-18, C9); 43,2 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,0 (C-22);
39,0 (C4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,4 (C-7); 29,8 (C-21); 28,1
(C-23); 27,5 (C-15, C-12); 27,3 (C-2); 21,1 (C-11); 20,7 (COCHs); 18,4 (C-6); 18,0 (C-28); 16,2
(C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

1V.6.2 Preparacion de lup-20(29)-en-30-Foxima (12)

Metodologia convencional: A una solucién de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH

absoluto (5 mL) se le afadié una solucion acuosa (2 mL) formada por 3 equivalentes de
NH;OH.HCI (13,2 mg, 0,204 mmol) y 2 equivalentes de AcONa" (11,2 mg, 0,136 mmol). La
mezcla se agito a temperatura ambiente durante 19 h. El crudo de reaccion se tratd con agua
(10 mL) y se extrajo con CH,Cl; (3 x 10 mL). Los extractos organicos se combinaron, se secaron
con MgSOy anhidro, se filtraron y se concentraron hasta sequedad. Se obtuvieron 31 mg de 12
(R = 100%) como un solido blanco cristalino; pf: 241-244 °C.

Metodologia por MW: A una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (3
mL) se afiadio 3 equivalentes de NH,OH.HCI (13,2 mg, 0,204 mmol) y 2 equivalentes de AcO

Na* (11,2 mg, 0,136 mmol). La mezcla de reaccién se irradio en un tubo sellado a 70 °C durante
10 minutos, a 300 W de potencia, utilizando el método sps, en un reactor de MW.
Transcurrido ese tiempo, el solvente fue removido a presion reducida. El residuo se tratd con
agua (10 mL) y se extrajo con CH,Cl; (3 x 10 mL). Los extractos organicos se combinaron, se
secaron sobre MgSOy anhidro, se filtraron y concentraron hasta sequedad, obteniéndose 31

mg de 12 (R = 100%).
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"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 7,74 (1H, s, H-30);
7,11 (1H, br s, NOH); 5,39 (1H, s, H-29a); 5,18 (1H, s, H-
29b); 3,18 (1H, dd, J = 5,3, 10,8 Hz, H-3); 2,71 (1H, ddd, J =
5,3, 10,7 Hz H-19); 2,24-2,08 (1H, m, H-21); 1,77-1,60 (5H,
m); 1,56 3H, br s); 1,51-1,43 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,35-
1,15 (5H, m); 1,00 (3H, s, H-23); 0,97 (3H, s, H-26); 0,94 (3H,
peso molecular: 455,73 g/mol S H-27) 0,82 BH, s, H-25); 0,81 3H, 5, H-28); 0,76 (3H, 5,
H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,2 Hz, H-5).
BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCLy): 153,7 (C-30); 149,4 (C-20); 119,3 (C-29); 79,2 (C-3);
55,5 (C-5); 50,5 (C-18); 50,0 (C-9); 43,2 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 39,9 (C-22); 39,0 (C-4);
38,9 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,6 (C-21); 28,1 (C-23);
27,6 (C-12); 27,5 (C-15); 27,4 (C-2); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,0 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-
26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

24 23

1V.6.3 Procedimiento general para la obtencién de aciloximas triterpénicas (13a-13e)

A una solucién de 12 en CH,Cl; (10 mL) se le adiciono 1,2 equivalentes del 4cido
benzoico correspondiente y 1,4 equivalentes de DCC. La mezcla de reaccion se calento a reflujo
bajo agitacion magnética, durante 8-11,5 h. Transcurrido ese tiempo, el solvente fue removido

a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico por CC, en una primera etapa sobre silica
flash usando Hex:AcOEt como FM vy luego, sobre Sephadex LH-20 utilizando MeOH como
FM.

1V.6.3.1 Preparacion de lup-20(29)-en-30-E-O-benzoiloxima (13a)

Una soluciéon de 12 (30 mg, 0,068 mmol) en CH:Cl; (10 mL) se traté con acido
benzoico (10,0 mg, 0,082 mmol) y DCC (19,6 mg, 0,095 mmol) de acuerdo al procedimiento
general durante 10 h, obteniéndose 7,20 mg de 13a (R = 18,5%), eluidos con Hex:AcOEt (93:7)

y posterior repurificacion, como un sélido blanco amorfo; pf: 109-111 °C.
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'HRMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,12 (1H, s, H-
30); 8,09 (2H, d, J = 8,0 Hz, H-2", H-6"); 7,59 (1H, t, J =
7,3 Hz, H4); 7,47 QH, t, ] = 8,0 Hz, H-3", H-5); 5,66
(1H, s, H-29a); 5,44 (1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd, ] = 5,4,
10,5 Hz, H-3); 2,92 (1H, ddd, J = 10,8, 10,5, 5,3 Hz H-
19% 2,41-2,20 (1H, m, H-21); 1,87-1,64 (5H, m); 1,58
(3H, br s); 1,52-1,42 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,33-1,20
S (5H, m); 1,02 (3H, s, H-23); 0,97 (3H, s, H-26); 0,96 (3H,
Peso molecular: 559,84 8/mol 1.27), 0,85 BH, s, H-25); 0,82 (3H, 5, H-28); 0,75 3H,
s, H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,3 Hz, H-5).
BCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 164,1 (CO); 159,8 (C-30); 149,2 (C-20); 133,4 (C-1");
129,8 (C2), C6); 129,1 (C4); 128,7 (C-3', C5'); 124,1 (C-29); 79,2 (C-3); 55,5 (C-5); 50,5 (C-
18); 50,3 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,0 (C-22); 39,0 (C-4); 38,9 (C-1); 38,0
(C-13) 37,3 (C-10); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,7 (C-21); 31,7 (C-19); 28,1 (C-23); 27,6 (C-12);
27,5 (C-15) 27,1 (C-2); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-
24); 14,6 (C-27).

1V.6.3.2 Preparacion de lup-20(29)-en-30-E-O-(2-hidroxibenzoil)oxima (13b)

Una soluciéon de 12 (30 mg, 0,068 mmol) en CH;Cl; (10 mL) se traté con acido
salicilico (11,3 mg, 0,082 mmol) y DCC (19,6 mg, 0,095 mmol) de acuerdo al procedimiento
general durante 9,5 h, obteniéndose 5,9 mg de 13b (R = 15,7%) eluidos con Hex:AcOEt (92:8)

y posterior repurificacion, como un sélido amorfo amarillo palido; pf: 111-114 °C.

'"H.RMN (§ en ppm, 300 MHz, CDCL): 10,67 (1H, s,
BzOH); 8,14 (1H, s, H-30); 7,87 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz
H-6"); 7,49 (1H, ddd, J = 8,5, 7,2, 1,5 Hz, H-5); 7,02 (1H,
dd, 7 =82, 1,3 Hz, H-3% 6,91 (1H, ddd, J = 8,2, 7,2, 1,2
Hz, H-4); 5,71 (1H, s, H-29a); 5,48 (1H, s, H-29b); 3,18
(1H, dd, J = 10,6, 5,3 Hz, H-3); 2,89 (1H, ddd, J = 12,9,
6,5, 6,5 Hz, H-19); 2,41-2,21 (1H, m, H-21); 1,86-1,65

w (5H, m); 1,64-1,54 GH, m); 1,54-1,42 (5H, m); 1,39 (4H,
Peso molecular: 575,83 g/mol brs); 1,30-1,21 (5H, m); 1,02 (3H, s, H-23); 0,96 (6H, s,
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H-26, H-27); 0,85 (3H, s, H-25); 0,82 (3H, s, H-28); 0,76 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d,J = 9,2 Hz,
H-5).

PCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 167,9 (CO); 162,2 (C-30); 160,4 (C-2’); 148,9 (C-20);
136,2 (C4); 129,5 (C-6'); 124,9 (C-29); 119,4 (C-5); 118,1 (C-1'); 111,0(C-3"); 79,2 (C-3); 55,4
(C-5); 50,5 (C-18); 50,3 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,0 (C-22); 39,0 (C-4); 38,9
(C-1); 38,0 (C-13); 37,3 (C-10); 35,7 (C-16); 34,5 (C-17); 32,7 (C-21); 29,8 (C-19); 28,1 (C-23);
27,6 (C-15, C-12); 27,5 (C-2); 21,1 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26);
15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

1V.6.3.3 Preparacion de lup-20(29)-en-30-E-O-(2-metilbenzoil)oxima (13c)

Una solucién de 12 (30 mg, 0,068 mmol) en CH;Cl; (10 mL) se traté con acido o-
toluico (11,16 mg, 0,082 mmol) y DCC (19,6 mg, 0,095 mmol) de acuerdo al procedimiento
general durante 11,5 h, obteniéndose 8,35 mg de 13¢ (R = 21,4%) eluidos con Hex:AcOEt

(93:7) y posterior repurificacion, como un sélido blanco cristalino; pf: 105-108 °C.

'HRMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,08 (1H, s, H-
30); 7,91 (1H, dd, J = 7,7, 1,5 Hz, H-6'); 7,43 (1H, ddd, J
-84,7,5, 1,5 Hz, H4'); 7,26 (2H, ¢, ] = 8,4 Hz, H-3', H-
5"); 5,66 (1H, s, H-29a); 5,43 (1H, s, H-29b); 3,18 (1H,
dd, J = 10,7, 5,4 Hz, H-3); 2,93 (1H, ddd, J = 10,6, 5,3,
5,3 Hz H-19); 2,64 (3H, s, Bz-CH3); 2,40-2,26 (1H, m, H-
21); 1,82-1,65 (5H, m); 1,65-1,54 GH, m); 1,54-1,42 (5H,
AN m); 1,39 (4H, br s); 1,30-1,21 (5H, m); 1,02 (3H, s, H-23);
Peso molecular: 37386 8/mol ) 96 (6H, 5, H-26, H-27); 0,85 (3H, s, H-25); 0,82 GH, s,
H-28); 0,76 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5).
BCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 165,1 (CO); 159,7 (C-30); 149,3 (C-20); 140,6 (C-2);
132,4 (C4); 131,9 (C-1'); 130,4 (C6); 128,5 (C-3); 125,9 (C-5"); 123,8 (C-29); 79,2 (C-3); 55,5
(C5) 50,5 (C-18); 50,3 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,0 (C-22); 39,0 (C-4); 38,9
(C-1); 37,9 (C-13); 37,3 (C-10); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,8 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C
12); 27,5 (C-15); 21,7 (C-11); 21,1 (C-19); 18,5 (C6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5
(C-24); 14,6 (C27).
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1V.6.3.4 Preparacion de lup-20(29)-en-30-E-O-(2-clorobenzoil)oxima (13d)

Una solucién de 12 (30 mg, 0,068 mmol) en CH,Cl; (10 mL) se tratoé con 4cido o-
clorobenzoico (12,84 mg, 0,082 mmol) y DCC (19,6 mg, 0,095 mmol) de acuerdo al
procedimiento general durante 10,5 h, obteniéndose 13,75 mg de 13d (R = 34%) eluidos con

Hex:AcOEt (94:6) y posterior repurificacion, como un sélido blanco cristalino; pf: 106-109 °C.

'H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,07 (1H, s, H-
30); 7,82 (1H, dd, J = 7,3, 1,5 Hz, H-6); 7,52-7,40 (2H,
m, H-3, H-5) 7,35 (1H, ddd, ] = 7,7, 6,6, 2,1, H4'); 5,67
(1H, s, H-29a); 5,44 (1H, s, H-29b); 3,18 (1H, dd, ] = 10,7,
5,4 Hz, H-3); 2,88 (1H, ddd, J = 11,1, 6,7, 6,7 Hz, H-19);
2,382,19 (1H, m, H-21); 1,82-1,60 (5H, m); 1,60-1,55
GH, br s); 1,54-1,45 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,30-1,14

W (5H, m); 1,02 GH, s, H-23); 0,96 (6H, d, H-26, H-27);
Pesomolecular: S54.288/mol )83 (3H, s, H-25); 0,82 (3H, s, H-28); 0,76 3H, s, H.24);

0,67 (1H, d,J = 9,3 Hz, H-5).

PCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 163,7 (CO); 160,1 (C-30); 149,0 (C-20); 133,7 (C-2");
132,8 (C4); 131,3 (C-6"); 131,1 (C-1'); 129,6 (C-3’); 126,8 (C-5); 124,5 (C-29); 79,2 (C-3); 55,5
(C-5); 50,5 (C-18); 50,2 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,0 (C-22); 39,0 (C4); 38,9
(C-1); 37,9 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,6 (C-16); 34,5 (C-7); 32,6 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-
2, C-12); 27,1 (C-15); 21,1 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-
24); 14,6 (C-27).

1V.6.3.5 Preparacion de lup-20(29)-en-30-E-O-(4-iodobenzoil)oxima (13e)

Una solucién de 12 (30 mg, 0,068 mmol) en CH;Cl; (10 mL) se traté con acido p-
iodobenzoico (20,3 mg, 0,082 mmol) y DCC (19,6 mg, 0,095 mmol) de acuerdo al
procedimiento general durante 8 h, obteniéndose 5,18 mg de 13e (R = 11,1%) eluidos con

Hex:AcOEt (93:7) y posterior repurificacion, como un solido blanco cristalino; pf: 116-118 °C.
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THRMN (5 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,10 (1H, s, H-
30)5 7,81 (4H, q, ] = 8,6, 8,4, 8,4 Hz, H-2', H3', H.5', H-
6); 7,527,40 (2H, m, benceno); 7,39-731 (IH, m,
benceno); 5,67 (1H, s, H-29a); 5,45 (1H, s, H-29b); 3,17
(1H, dd, ] = 10,7, 5,3 Hz, H-3); 2,97-2,80 (1H, m, H-19);
2,402,18 (1H, m, H-21); 1,90-1,64 (5H, m); 1,64-1,54
GH, m); 1,53-1,42 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,30-1,12

S (5H, m); 1,02 3H, s, H-23); 0,96 (6H, d, H-26, H-27);
Peso molecular: 685,73 g/mol \y 84 (3H, 5, H-25); 0,81 (3H, 5, H-28); 0,75 (3H, s, H-24);

0,66 (1H, d,J = 9,3 Hz, H-5).

BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 163,6 (CO); 160,1 (C-30); 149,1 (C-20); 138,0 (C-3’,
C-57); 131,2 (C-2, C6)); 128,5 (C-1'); 124,5 (C-29); 101,3 (C4); 79,2 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5
(C-18); 50,3 (C-9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 40,9 (C-8); 40,0 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1); 37,9
(C-13); 37,3 (C-10; 35,6 (C-16); 34,4 (C-7); 32,5 (C-21); 28,1 (C-23); 27,5 (C-2, C-12); 26,3 (C-
15); 24,6 (C-19); 21,1 (C-11); 18,4 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,6
(C-27).

1V.6.4 Procedimiento general para la obtencion de azinas triterpénicas (15a-150)

Preparacion de hidrazonas aromdticas sustituidas: A una solucion de aldehido

aromatico (a-0) (I mmol) en EtOH absoluto (1 mL), se le adicioné 2 equivalentes de
NH;NH;.H;O. La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 30-60 minutos
hasta desaparicion del material de partida. Transcurrido ese tiempo, el solvente de la mezcla de
reaccion fue removido a presiéon reducida obteniéndose las hidrazonas aromaticas sustituidas
14a-14o0.

Preparacion de azinas a través de la metodologia convencional: A una solucion de 5 (1

mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se le adiciono 1 equivalente de hidrazona aromatica (14a o
14b) preparadas previamente. La mezcla de reaccion se calentd a reflujo bajo agitacion
magnética, durante 5-6 h, respectivamente. Transcurrido ese tiempo, el solvente fue removido
a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico por CC sobre silica flash usando

Hex:AcOEt como FM.

Preparacion de azinas a través de la metodologia por MW: A una solucién de 5 (1

mmol) en EtOH absoluto (1 mL) se le adiciono 1 equivalente de las hidrazonas aromaticas 14a-

140 preparadas previamente. La mezcla de reacciéon se irradié en un tubo sellado a 70 °C,
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durante 5-30 minutos, a 280 W de potencia, utilizando el método estdndar, en un reactor de
MW. Transcurrido ese tiempo, el solvente fue removido a presion reducida. El crudo de
reaccion se purificd por CC sobre silica flash usando Hex:AcOEt como FM. En algunos casos,

la cromatografia se repitié para obtener los compuestos puros.

1V.6.4. 1 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-fenilazina (15a)

Metodologia convencional: Una solucién de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto

(2 mL) se trat6 con la hidrazona de benzaldehido (14a) (8,2 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al
procedimiento general durante 5 h, obteniéndose 11,4 mg de 15a (R = 32%) eluidos con
Hex:AcOEt (90:10) y posterior repurificacion, como un solido cristalino amarillo palido; pf:
126-128 °C.

Metodologia por MW: Una solucion de 5 (5 mg, 0,011 mmol) en EtOH absoluto (2

mL) se traté con la hidrazona de benzaldehido (14a) (1,35 mg, 0,011 mmol) de acuerdo al

procedimiento general durante 30 minutos, obteniéndose 5,95 mg de 15a (R = 31,4%).

"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,55 (1H, s, H-
31); 8,21 (1H, s, H-30); 7,80 (2H, dd, J = 6,6, 3,0 Hz, H-
2, H6); 7,44 3H, dd, J = 5,1, 1,9 Hz, H-3’, H4’, H-5");
5,66 (1H, s, H-29a); 5,47 (1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd, J
= 10,8, 5,2 Hz, H-3); 3,06-2,89 (1H, m, H-19); 2,36-2,15
(1H, m, H-21); 1,87-1,64 (5H, m); 1,61 (3H, br s); 1,54
1,43 (5H, m); 1,39 (4H, brs); 1,33-1,15 (5H, m); 1,03 (3H,
s, H-23); 0,96 (6H, s, H-26, H-27); 0,86 (3H, s, H-25); 0,80
(3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, ] = 9,7 Hz,
H-5).

PC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 164,9 (C-30, C-31); 161,5 (C-1); 152,6 (C-20); 134,3
(C-3%); 131,2 (C-5); 128,9 (C-6); 128,6 (C4); 123,5 (C-29); 79,1 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C9,
C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3
(C-10, C19); 35,7 (C-16); 34,4 (C-7); 32,9 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15);
21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

Peso molecular: 542,85 g/mol
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1V.6.4.2 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(4™-hidroxifenil)azina (15b)

Metodologia convencional: Una solucién de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto

(2 mL) se trato con la hidrazona de p-hidroxibenzaldehido (14b) (9,3 mg, 0,068 mmol) de

acuerdo al procedimiento general durante 6 h, obteniéndose 14,8 mg de 15b (R = 39%) eluidos
con Hex:AcOEt (80:20) como un solido cristalino amarillo claro; pf: 174-176 °C.
Metodologia por MW: Una solucién de 5 (5 mg, 0,011 mmol) en EtOH absoluto (2

mL) se trat6 con la hidrazona de p-hidroxibenzaldehido (14b) (1,5 mg, 0,011 mmol) de acuerdo

al procedimiento general durante 30 minutos, obteniéndose 3,75 mg de 15b (R = 59,4%).

OH  '"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL3): 8,51 (1H, s, H-
' 31); 8,21 (1H, s, H-30); 7,68 (2H, d, J = 8,7 Hz, H-2’, H-
6); 6,86 (ZH, d, ] = 8,7 Hz, H-3’, H-5"); 6,71 (1H, brs, Bz-
OH); 5,63 (1H, s, H-29a); 5,45 (1H, s, H-29b); 3,19 (1H,
dd, J = 10,8, 5,0 Hz, H-3); 3,03-2,86 (1H, m, H-19); 2,34-
2,13 (1H, m, H-21); 1,85-1,62 (5H, m); 1,60 (3H, br s);
1,53-1,42 (5H, m); 1,38 (4H, br s); 1,00 (5H, s); 0,96 (3H,
s, H-23); 0,94 3H, s, H-26, H-27); 0,84 (3H, s, H-25); 0,79

;isoz;olecular: 558,35 g/mol (3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d,J = 9,5 Hz,

H-5).

BC-RMN (8 en ppm, 75 MHz, CDCL3): 164,5 (C-30, C-31); 161,6 (C4’); 159,0 (C-20); 152,5
(C-1); 130,6 (C-2°); 126,6 (C-6"); 123,3 (C-29); 116,0 (C-3’, C-5'); 79,3 (C-3); 55,4 (C-5); 50,4
(C9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 40,9 (C8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1); 38,0 (C-
13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,4 (C-7); 32,9 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5
(C-15); 21,1 (C-11); 18,4 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

1V.6.4.3 Preparacion de lup-20(29)-en-30,3 I-(E, E)-(4-metoxifenil)azina (15¢)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de p-metoxibenzaldehido (14¢) (10,15 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento

general por MW durante 20 minutos, obteniéndose 12,5 mg de 15¢ (R = 32,1%) eluidos con
Hex:AcOEt (90:10) como un solido amorfo amarillo palido; pf: 122-125 °C.
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"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCl;): 8,52 (1H, s, H-
31); 8,21 (1H, s, H-30); 7,75 (2H, d, ] = 8,7 Hz, H-2’, H-
6); 6,95 (2H, d, ] = 8,6 Hz, H-3’, H-5"); 5,63 (1H, s, H-
29a); 5,45 (1H, s, H-29b); 3,86 (3H, s, BzOCHs); 3,17
(1H, dd,J = 10,9, 5,1 Hz, H-3); 3,06-2,86 (1H, m, H-19);
2,37-2,16 (1H, m, H-21); 1,90-1,63 (5H, m); 1,61 (3H, br
s); 1,54-1,42 (5H, m); 1,39 (4H, brs); 1,13-1,32 (5H, m);
1,00 (3H, s, H-23); 0,95 (6H, s, H-26, H-27); 0,85 (3H,
2; 8 s, H-25); 0,80 (3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,66 (1H,
Peso molecular: 572,88 g/mol 4 ) =9.7 He, H5)
PCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 164,4 (C-30, C-31); 162,1 (C4); 161,3 (C-20); 130,2
(C2’, C6); 127,0 (C-1); 123,0 (C-29); 114,4 (C-3, C-5); 79,1 (C-3); 55,5 (C-5); 55,4 (C-18);
50,5 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 40,9 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C-4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13);
37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 29,8 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-
15); 21,1 (C-11); 18,4 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

1V.6.4.4 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(4-metilfenil)azina (15d)

Una solucién de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se trat con la
hidrazona de p-metilbenzaldehido (14d) (9,15 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 30 minutos, obteniéndose 17,2 mg de 15d (R = 45,4%) eluidos con
Hex:AcOEt (94:6) como un solido cristalino amarillo claro; pf: 110-113 °C.

"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,53 (1H, s, H-
31); 8,21 (1H, s, H-30); 7,69 (2H, d, J = 7,8 Hz, H-2’, H-
6); 1,24 (2H, d, ] = 7,9 Hz, H-3’, H-5); 5,64 (1H, s, H-
29a); 5,46 (1H, s, H-29b); 3,24-3,09 (1H, m, H-3); 3,06-
2,88 (1H, m, H-19); 2,41 (3H, s, BzCH3); 2,32-2,15 (1H,
m, H-21); 1,87-1,60 (5H, m); 1,57 (3H, br s); 1,54-1,42
(5H, m); 1,39 (4H, brs); 1,14-1,30 (5H, m); 1,03 (3H, s,
H-23); 0,96 (6H, s, H-26, H-27); 0,86 (3H, s, H-25); 0,81

u n (3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d,J = 9,6 Hz,
Peso molecular: 556,88 g/mol
H-5).
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PC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCl3): 164,6 (C-30, C-31); 161,6 (C-20); 141,6 (C-1'); 131,6
(C4); 129,6 (C3, C-5); 128,6 (C-2’, C-6'); 123,2 (C-29); 19,2 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C9, C-
18); 43,2 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3
(C-10); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 34,2 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 21,8 (C-
19); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

1V.6.4.5 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(4’-clorofenil)azina (15¢e)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de p-clorobenzaldehido (14e) (10,52 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 8 minutos, obteniéndose 5,23 mg de 15e (R = 13,3%) eluidos con

Hex:AcOEt (95:5) y posterior repurificacion, como un sélido blanco cristalino; pf: 113-115 °C.

'HRMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,51 (1H, s, H-
31); 8,20 (1H, s, H-30); 7,74 (2H, d, J = 8,3, H-2", H-6));
741 (2H, d, 8,5 Hz, H-3', H5); 5,67 (1H, 5, H-292); 5,48
(1H, s, H-29b); 3,263,10 (1H, m, H-3); 3,062,88 (IH,
m, H-19); 2,36.2,15 (1H, m, H21); 1,86-1,63 (5H, m);
1,58 GH, br ); 1,54-1,41 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,11-
1,32 (5H, m); 1,02 GH, s, H-23); 0,96 (6H, s, H-26, H-
27); 0,85 (3H, 5, H-25); 0,80 3H, s, H-28); 0,75 (3H, s,

SN H-24); 0,67 (1H, d, ] = 9,7 Hz, H-5).

Peso moleculars S77,298/MOl 13 RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCLy): 1653 (C-30, C.
31); 160,2 (C-20); 137,1 (C4); 132,8 (C-1'); 129,7 (C-3', C-5'); 129,2 (C-2',C6); 123,9 (C-29);
79,1 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C-9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0
(C4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10), 36,7 (C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C7); 28,1 (C-23);
27,6 (C2, C-12); 27,5 (C-15); 24,8 (C21); 21,2 (C-11); 18,4 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25);
16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

1V.6.4.6 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(4"-nitrofenil)azina (157

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de p-nitrobenzaldehido (14f) (11,25 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 5 minutos, obteniéndose 3,4 mg de 15f (R = 8,5%) eluidos con
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Hex:AcOEt (92:8) y posterior repurificacion como un solido amorfo amarillo palido; pf: 123-
125 °C.

"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,59 (1H, s, H-
31); 8,22 (1H, s, H-30); 8,29 (2H, d, ] = 8,6 Hz, H-3’, H-
57); 71,97 (2H, d, ] = 8,5 Hz, H-2’, H-6'); 5,74 (1H, s, H-
29a); 5,54 (1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd, J = 10,9, 5,2 Hz,
H-3); 3,05-2,87 (1H, m, H-19); 2,39-2,16 (1H, m, H-21);
1,90-1,60 (5H, m); 1,56 (3H, br s); 1,50-1,42 (5H, m);
1,40 (4H, br s); 1,12-1,32 (5H, m); 1,03 3H, s, H-23);
0,96 (6H, s, H-26, H-27); 0,86 (3H, s, H-25); 0,81 (3H, s,
H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,3 Hz, H-5).

BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL3): 166,3 (C-30, C-
31); 158,7 (C-20); 149,2 (C-1'); 140,2 (C4’); 129,1 (C-2°, C6’); 125,0 (C-29); 124,2 (C-3, C-5');
79,1 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C-9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0
(C4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 29,8 (C-21); 28,1 (C-
23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,4 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-
26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

Peso molecular: 587,85 g/mol

1V.6.4.7 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(2-hidroxifenil)azina (15g)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de o-hidroxibenzaldehido (14g) (9,25 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 20 minutos, obteniéndose 21,0 mg de 15g (R = 55,2%) eluidos con
Hex:AcOEt (95:5) como un solido blanco cristalino; pf: 125-127 °C.
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. 'HRMN (§ en ppm, 300 MHz, CDCL): 11,76 (1H, s,
s BzOH); 8,69 (1H, s, H-31); 8,20 (1H, s, H-30); 7,39-
" oM 299 (2H, m, HA4', H6'); 7,00 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-3);
6,93 (1H, t, ] = 8,2 Hz, H-5); 5,71 (1H, s, H-29a); 5,51
(1H, s, H-29b); 3,24-3,08 (1H, m, H-3); 3,052,87 (1H,
m, H-19); 2,35.2,15 (1H, m, H-21); 2,03-1,64 (5H, m);
1,59 (3H, brs); 1,54-1,42 (SH, m); 1,39 (4H, brs); 1,31-
1,19 (5H, m); 1,03 (3H, 5, H-23); 0,96 (6H, 5, H-26, H-
27); 0,86 (3H, 5, H-25); 0,81 (3H, 5, H-28); 0,75 (3H, s,

24 23

Peso molecular: 558,85 g/mol

H-24); 0,67 (1H, d,J = 9,8 Hz, H-5).

BC-RMN (8 en ppm, 75 MHz, CDCl3): 165,6 (C-30, C-31); 164,9 (C-20); 159,9 (C-2’); 152,3
(C-1); 132,9 (C20); 132,3 (C-6'); 124,7 (C-29); 119,5 (C-5)); 117,9 (C4); 117,1 (C-3); 79,1
(C3); 55,4 (C-5); 50,5 (C9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4);
38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,8 (C-21); 28,1 (C-23);
27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26);
15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

1V.6.4.8 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(2"-metoxifenil)azina (15h)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se tratd con la
hidrazona de o-metoxibenzaldehido (14h) (10,22 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 5 minutos, obteniéndose 23,2 mg de 15h (R = 59,5%) eluidos con
Hex:AcOEt (92:8) como un solido blanco amorfo; pf: 113-116 °C.

'H-RMN (&, 300 MHz, CDClLy): 8,96 (1H, s, H-31);
8,20 (1H, s, H-30); 8,04 (1H, dd, J = 7,4, 1,8 Hz, H-
6); 7,41 (1H, ddd, J = 8,7, 7,4, 1,8 Hz, H-5"); 7,00
(1H, t,J = 7,5 Hz, H4); 6,93 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-
3); 5,63 (1H, s, H-29a); 5,45 (1H, s, H-29b); 3,89
(3H, s, BzOCH,); 3,17 (1H, dd, J = 10,9, 5,2 Hz, H-
3); 3,07-2,90 (1H, m, H-19); 2,36-2,18 (1H, m, H-21);
1,981,63 (5H, m); 1,59 (3H, br s); 1,53-1,42 (5H, m);
Peso molecular: 572,88 g/mol 1,39 (4H, brs); 1,29-1,12 (5H, m); 1,02 (3H, s, H-23);
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0,95 (6H, s, H-26, H-27); 0,86 (3H, s, H-25); 0,81 (3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H,
d,J=9,9 Hz, H-5).

BC-RMN (6, 75 MHz, CDCl3): 164,3 (C-30, C-31); 159,1 (C-20); 157,4 (C-2’); 132,5 (C-1');
127,4 (C-6); 122,9 (C4’); 120,9 (C-5'); 111,3 (C-29); 79,1 (C-3); 55,7 (C-18); 55,4 (C-5); 50,5
(C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3
(C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,8 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15);
21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

1V.6.4.9 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(2"-metiltenil)azina (157)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de o-metilbenzaldehido (14i) (9,13 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 20 minutos, obteniéndose 2,5 mg de 15i (R = 6,6%) eluidos con

Hex:AcOEt (95:5) y posterior repurificacion, como un solido blanco cristalino; pf: 119-122 °C.

. 'H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,84 (1H, s,
. H-31); 8,23 (1H, s, H-30); 8,00 (1H, dd, J = 7,6, 1,6
©Cs ) B3 7,387,16 GH, m, HA', H-5, H6); 5,65
(1H, s, H-29a); 5,48 (1H, s, H-29b); 3,25-3,09 (1H, m,
H-3); 3-06-2,88 (1H, m, H-19); 2,54 (3H, s, CHs); 2,38-
2,17 (1H, m, H-21); 1,90-1,60 (5H, m); 1,58 (3H, brs);
1,54-1,42 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,14-1,32 (5H, m);
1,03 (3H, s, H-23); 0,96 (6H, s, H-26, H-27); 0,87 (3H,
s, H25); 0,81 (3H, s, H-28); 0,75 3H, s, H-24); 0,67
(1H, d,J = 9,4 Hz, H-5).
BCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 164,8 (C-30, C-31); 160,1 (C-20); 138,5 (C-1°); 132,4
(C2); 131,1 (C-3); 130,8 (C6'); 127,6 (C4"); 126,4 (C-5"); 123,2 (C-29); 79,1 (C-3); 55,4 (C-
5); 53,6 (C-18); 50,5 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C-4); 38,8
(C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 33,0 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-
2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 19,8 (BzCHs); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-
26); 15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

Peso molecular: 556,88 g/mol
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1V.6.4. 10 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(2 -clorofenil)azina (15j)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de o-clorobenzaldehido (14j) (10,52 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 7 minutos, obteniéndose 22,6 mg de 15j (R = 57,5%) eluidos con
Hex:AcOEt (95:5) como un solido blanco cristalino; pf: 83-86 °C.

"H-RMN (8 en ppm, 300 MHz, CDCl;): 8,95 (1H, s, H-
31); 8,20 (1H, s, H-30); 8,14 (1H, dd, J = 7,4, 2,0 Hz, H-
3); 1,46-7,27 3H, m, H4’, H-5’, H-6); 5,68 (1H, s, H-
29a); 5,49 (1H, s, H-29b); 3,24-3,10 (1H, m, H-3); 3,07-
2,91 (1H, m, H-19); 2,38-2,17 (1H, m, H-21); 1,97-1,64
(5H, m); 1,57 (3H, br s); 1,54-1,42 (5H, m); 1,40 (4H, br
s); 1,10-1,32 (5H, m); 1,03 (3H, s, H-23); 0,96 (6H, s, H-
S 26, H-27); 0,87 (3H, s, H-25); 0,81 (3H, s, H-28); 0,75
24Pesc213molecular: 577,29 g/mol (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-5).
BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCl;): 165,2 (C-30, C-31); 157,9 (C-20); 135,7 (C-1"); 132,0
(C-27); 131,8 (C-3); 130,2 (C-6); 128,2 (C4); 127,1 (C-5); 123,9 (C-29); 79,1 (C-3); 55,4 (C-
5); 50,5 (C9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1);
38,1 (C-13); 37,3 (C-10); 36,7 (C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,1 (C-21); 29,8 (C-23); 28,1 (C-
23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-
26); 15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

1V.6.4.11 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(2 -nitrofenil)azina (15k)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de o-nitrobenzaldehido (14k) (11,24 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento
general por MW durante 30 minutos, obteniéndose 16,5 mg de 15k (R = 41,2%) eluidos con
Hex:AcOEt (87:13) y posterior repurificacion, como un sélido naranja claro cristalino; pf: 117-

120 °C.
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. "H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCls): 8,96 (1H, s,
¢ H-31); 8,21 (1H, dd, J = 7,8, 1,6 Hz, H-3"); 8,16 (1H,
YN0 H.30);8,04 (1H, dd, J = 8,1, 1,4 Hz, H-6"); 7,68 (1H,
t,J=17,3 Hz, H-5); 7,58 (1H, t, J = 8,2 Hz, H4); 5,71
(1H, s, H-292); 5,50 (1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd, J =
10,8, 5,3 Hz, H-3); 3,05-2,88 (1H, m, H-19); 2,37-2, 14
(1H, m, H-21); 1,87-1,60 (5H, m); 1,64-1,54 (3H, m);
1,53-1,42 (5H, m); 1,39 (4H, br s); 1,18-1,31 (5H, m);

ey molecular: 587,85 g/mol 1,04 (3H, s, H-23); 0,96 (6H, 5, H-26, H-27); 0,86 (3H,
s, H-25); 0,81 (3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,7 Hz, H.5).
BCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 165,5 (C-30, C-31); 156,5 (C-20); 149,1 (C-2); 133,5
(C-1); 131,1 (C5)); 129,5 (C-6)); 129,3 (C-4); 124,8 (C-3); 124,6 (C-29); 79,1 (C-3); 55,4 (C-
5); 50,5 (C9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8 (C-1);
38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 33,0 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-
12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,6
(C27).

1V.6.4.12 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(4’-N, N-dimetilfenil)azina (151)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se tratd con la
hidrazona de p-dimetilaminobenzaldehido (141) (11,1 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al
procedimiento general por MW durante 25 minutos, obteniéndose 10,1 mg de 151 (R = 25,2%)
eluidos con Hex:AcOEt (92:8) como un solido amarillo cristalino; pf: 123-125 °C.

"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,50 (1H, s, H-
31); 8,22 (1H, s, H-30); 7,67 (2H, d,J = 8,9 Hz, H-2’, H-
6); 6,70 (2ZH, d, J = 8,9 Hz, H-3’, H-5"); 5,58 (1H, s, H-
29a); 5,41 (1H, s, H-29b); 3,23-3,11 (1H, m, H-3); 3,04
(6H, s, BzN(CHs)2); 3,03-2,98 (1H, m, H-19); 2,37-2,14
(1H, m, H-21); 1,99-1,64 (5H, m); 1,61 (3H, br s); 1,58-
1,46 (5H, m); 1,39 (4H, brs); 1,12-1,31 (5H, m); 1,02 (3H,
s, H-23); 0,95 (6H, s, H-26, H-27); 0,85 (3H, s, H-25); 0,80
(BH, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,66 (1H, d, ] = 9,5 Hz,

24 23

Peso molecular: 585,92 g/mol H—S).
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BCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 163,4 (C-30, C-31); 162,3 (C-20); 152,4 (C-4); 130,2
(C2, C6); 122,1 (C29); 122,0 (C-1); 111,8 (C-3', C-57); 79,2 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C9, C-
18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,3 (BzN(CH),); 40,1 (C-22); 39,0 (C-4); 38,8 (C-1);
38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,8 (C-16); 34,5 (C-7); 33,0 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-
12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,7
(C27).

IV.6.4.13 Preparacion de Iup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(4-hidroxi-3-metilfenil)azina
(15m)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de p-hidroxi-m-metoxibenzaldehido (14m) (11,3 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al
procedimiento general por MW durante 20 minutos, obteniéndose 11,5 mg de 15m (R =
28,6%) eluidos con Hex:AcOEt (82:18) y posterior repurificacion, como un sélido blanco
cristalino; pf: 123-125 °C.

"H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,48 (1H,
' —OCH; 5 H-31); 8,21 (1H, s, H-30); 7,50 (1H, d,J = 1,8 Hz,
H-6’); 7,18 (1H, dd, ] = 8,1, 1,8 Hz, H-2"); 6,95 (1H,
d,J = 8,1 Hz, H-5"); 5,95 (1H, s, B2OH); 5,63 (1H,
s, H-29a); 5,45 (1H, s, H-29b); 3,96 (3H, s, Bz
OCHs); 3,23-3,11 (1H, m, H-3); 3,03-2,89 (1H, m,
H-19); 2,35-2,15 (1H, m, H-21); 1,84-1,63 (5H, m);
1,58 (3H, br s); 1,54-1,41 (5H, m); 1,40 (4H, br s);
1,11-1,31 (5H, m); 1,02 (3H, s, H-23); 0,95 (6H, s,
H-26, H-27); 0,85 (3H, s, H-25); 0,80 (3H, s, H-28);
0,75 (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, ] = 9,5 Hz, H-5).

BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCls): 164,3 (C-30, C-31); 161,6 (C-20); 148,8 (C-3"); 147,1
(C4); 126,9 (C-1); 124,8 (C-6); 123,0 (C-29); 114,5 (C-5); 108,5 (C-2'); 79,1 (C-3); 56,2 (C-
5); 55,4 (C-18); 50,5 (C9); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4); 38,8
(C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 29,7 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-
2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-
24); 14,7 (C-27).

Peso molecular: 588,88 g/mol
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1V.6.4.14 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-furfurilazina (15n)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se traté con la
hidrazona de furfural (14n) (7,5 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento general por
MW durante 8 minutos, obteniéndose 15,8 mg de 15n (R = 43,6%) eluidos con Hex:AcOEt

(90:10) y posterior repurificacion, como un sélido amarillo palido cistalino; pf: 104-107 °C.

~~a+ ‘H-RMN (6§ en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,43 (1H, s, H-
% 31)8,26 (1H, s, H-30); 7,59 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-5); 6,86
(1H, d, ] = 3,5 Hz, H-3"); 6,53 (1H, dd, ] = 3,5, 1,8 Hz, H-
4); 5,64 (1H, s, H-29a); 5,46 (1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd,
J=10,8, 5,2 Hz, H-3); 3,01-2,83 (1H, m, H-19); 2,35-2,10
(1H, m, H-21); 1,90-1,63 (5H, m); 1,60 (3H, br s); 1,57-
1,42 (5H, m); 1,39 (4H, brs); 1,11-1,30 (5H, m); 1,02 GH,
SN\ s, H-23); 0,96 (6H, s, H-26, H-27); 0,85 (3H, 5, H-25); 0,80
Peso molecular: 532,81 g/mol (3H, s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,66 (1H, d, J = 9,5 Hz,
H-5).
BC-RMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCLy): 165,7 (C-30, C-31); 150,5 (C-20); 149,8 (C-2)); 145,7
(C5); 123,7(C29); 116,3 (C-3); 112,3 (C4); 79,1 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C9, C-18); 43,3 (C-
17); 42,9 (C-14); 41,0 (C-8); 40,1 (C-22); 39,0 (C-4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19);
35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 27,4 (C-21); 21,1 (C-11);
18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,6 (C-27).

1V.6.4.15 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(2 -naftil)azina (1511)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se tratd con la
hidrazona de naftaldehido (144) (11,6 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento general
por MW durante 30 minutos, obteniéndose 15,0 mg de 154 (R = 37,2%) eluidos con
Hex:AcOEt (95:5) como un solido amarillo pélido cristalino; pf: 128-131 °C.
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'H-RMN (8 en ppm, 300 MHz, CDCLy): 8,71 (1H, s,
H-31); 8,27 (1H, 5, H-30); 8,13-8,02 (2H, m, H-1", H-
4); 7,947,81 GH, m, H-3, H6', HO); 7,59-7,47
(2H, m, H-7", H8); 5,68 (1H, 5, H-29a); 5,50 (1H, s,
H-29b); 3,23-3,10 (1H, m, H-3); 3,08-2,91 (1H, m, H-
19); 2,36-2,19 (1H, m, H-21); 1,92-1,64 (5H, m); 1,58
(3H, br s); 1,55-1,45 (5H, m); 1,40 (4H, br s); 1,10-
1,32 (5H, m); 1,04 3H, s, H-23); 0,97 (6H, s, H-26,
H-27); 0,88 (3H, s, H-25); 0,81 (3H, s, H-28); 0,75
Peso molecular: 592,91 g/mol (3H, s, H-24); 0,67 (1H, d, J = 9,7 Hz, H-5).
BCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCls): 165,0 (C-30, C-31); 161,6 (C-20); 135,0 (C-10°); 133,3
(C5); 132,1 (C2)); 130,7 (C-1); 128,8 (C8)); 128,7 (C4"); 128,1 (C-5") 127,6 (C-3); 126,7
(C6)); 123,9 (C-7); 123,6 (C-29); 79,2 (C-3); 55,4 (C-5); 50,5 (C-9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-
14); 41,0 (C-8); 40,2 (C-22); 39,0 (C-4); 38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,8 (C-16);
34,5 (C-7); 32,1 (C-21); 28,1 (C-23); 27,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C6); 18,1
(C28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26); 15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

1V.6.4.16 Preparacion de lup-20(29)-en-30,31-(E, E)-(5 -piperonil)azina (150)

Una solucion de 5 (30 mg, 0,068 mmol) en EtOH absoluto (2 mL) se tratd con la
hidrazona de piperonal (140) (11,20 mg, 0,068 mmol) de acuerdo al procedimiento general por
MW durante 10 minutos, obteniéndose 16,2 mg de 150 (R = 40,6%) eluidos con Hex:AcOEt
(93:7) y posterior repurificacion, como un sélido blanco cristalino; pf: 106-109 °C.

'H-RMN (§ en ppm, 300 MHz, CDCL): 8,46 (1H, s,
H-31); 8,19 (1H, s, H-30); 7,42 (1H, d, ] = 1,6 Hz, H-
4); 7,18 (1H, dd, J = 8,0, 1,6 Hz, H-1"); 6,85 (1H, d, J
= 17,9 Hz, H-6"); 6,02 (2H, s, H-7’); 5,64 (1H, s, H-29a);
5,45 (1H, s, H-29b); 3,17 (1H, dd, ] = 10,8, 5,1 Hz, H-
3); 3,04-2,86 (1H, m, H-19); 2,35-2,14 (1H, m, H-21);
1,91-1,61 (5H, m); 1,58 (3H, br s); 1,53-1,41 (5H, m);
1,39 (4H, brs); 1,12-1,30 (5H, m); 1,02 (3H, s, H-23);
0,95 (6H, s, H-26, H-27); 0,85 (3H, s, H-25); 0,81 (3H,
s, H-28); 0,75 (3H, s, H-24); 0,66 (1H, d,J = 9,6 Hz, H-

Peso molecular: 586,86 g/mol
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BC-RMN (8 en ppm, 75 MHz, CDCl3): 164,6 (C-30, C-31); 161,1 (C-20); 150,4 (C-3"); 148,5
(C27); 128,9 (C-5); 125,2 (C-6); 123,2 (C-29); 108,5 (C-1); 106,8 (C4’); 101,7 (C-7); 19,2 (C-
3); 55,4 (C-5); 50,5 (C9, C-18); 43,3 (C-17); 42,9 (C-14); 41,0 (C8); 40,1 (C-22); 39,0 (C4);
38,8 (C-1); 38,1 (C-13); 37,3 (C-10, C-19); 35,7 (C-16); 34,5 (C-7); 32,9 (C-21); 28,1 (C-23);
21,6 (C-2, C-12); 27,5 (C-15); 21,2 (C-11); 18,5 (C-6); 18,1 (C-28); 16,2 (C-25); 16,1 (C-26);
15,5 (C-24); 14,7 (C-27).

IV.7 ENSAYOS BIOLOGICOS DE LOS ANALOGOS TRITERPENICOS
IV.7.1 Células de neuroblastoma humano (modelo neuronal)

La linea IMR-32 (CCL-127™), ATCC®, son células neuroblasticas aisladas de tejido
cerebral con neuroblastoma. Hay dos tipos celulares presentes. Predominan células pequefias
tipo neuroblasto y también se encuentran fibroblastos hialinos grandes.

Se cultivaron en un medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glucosa
suplementado con suero fetal bovino al 10%. Las células se incubaron a 37 °C en una atmosfera
humeda con 5% de CO;. Los cultivos se renovaron cada 2 dias con medio fresco. Para los
ensayos de viabilidad celular, las células se cultivaron en placas de 96-wells (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania).

Los experimentos fueron realizados con cultivos de 80-90% de confluencia en DMEM
libre de suero. Las células fueron pretratadas con los derivados de lupeol (10 y 50 pM) durante
1 h y luego expuestas a una concentracion citotdxica de 6-OHDA (25 pM). Luego de 24 h, se
realizé el ensayo de reduccion de MTT para evaluar la viabilidad celular. A las concentraciones

10y 50 uM los derivados triterpénicos no resultaron ser citotoxicos.

1V.7.2 Ensayo de reduccion del MTT (viabilidad celular)

El reactivo MTT es una sal de tetrazolio color amarillo, que es capaz de reducirse a
cristales de formazan color violeta cuando las células estan viables. Las células IMR-32 fueron
sembradas a una densidad de 1 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos. Luego de 24 h,
se trataron como se describio en IV.7.1 y se incubaron con MTT a una concentracién final de
0,5 mg/ml por 2 h a 37 °C en atmosfera de CO; 5%. Una vez removido el medio de cultivo
que contiene MTT, los cristales de formazan formados fueron disueltos con 200 ul de dodecil
sulfato de sodio 20% (pH 4,6). La reduccion del MTT se midio espectrofotométricamente a

570 nm. Los resultados se expresan como porcentaje del control.
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IV.8 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS Y METABOLITOS ACTIVOS DE Nicotiana

glauca

Las partes aéreas de N. glauca (126 g) fueron secadas en estufa a 50 °C durante 24 h.
Posteriormente fueron pulverizadas y extraidas con EtOH (2 L) a temperatura ambiente
durante 10 dias. Luego del filtrado y evaporacién del solvente a 45 °C a presion reducida, se
obtuvieron 26,3 g de EE (21% sobre material vegetal).

Para el fraccionamiento del EE se utilizaron 4 g de este, y fueron particionados con 100
mL de H;O, y solventes de polaridad creciente: hexano (320 mL), CHCI; (200 mL) y AcOEt
(200 mL) en ampolla de decantacion. La fase acuosa fue lavada dos veces con cada solvente.
Luego de la evaporacion, se obtuvieron los diferentes subextractos, los cuales fueron liofilizados
durante 48 h. De esta forma se obtuvieron 993 mg de SH (24,8% sobre EE), 28 mg de SC
(0,7% sobre EE), y 164 mg de SAE (4,1% sobre EE).

Para los ensayos presuntivos se utilizaron diferentes reactivos de color y diferentes
sistemas de FM: Fast Blue (0,5 g de sal fast blue + 100 mL de H;O) para flavonoides, FM:
AcOEt:Ac. Formico:Ac. Acético glacial:H,O (100:11:11:27); KOH (10%) (10 g de KOH + 100
mL de EtOH absoluto) para cumarinas, FM: tolueno:éter (1:1); p-anisaldehido para esteroides,
FM:CHClL3:MeOH:H,O (64:50:10).

El SH (993 mg) fue fraccionado mediante CC sobre silica gel de fase normal, utilizando
como eluyente una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente. De esta cromatografia se
obtuvieron 70 fracciones de 10 mL cada una, que se reunieron en grupos segun su similitud
presentada en el analisis de CCF dando lugar a F1 (66,4 mg, 6,7%), F2 (108,7 mg, 10,9%), F3
(66,4 mg, 6,7%), F4 (56,2 mg, 5,7%) y F5 (628,3 mg, 63,3%). El rendimiento de la
cromatografia fue de 93,3% sobre el total de la muestra sembrada.

F3 (66,4 mg) fue sometida a una CC sobre silica flash, utilizando como eluyente una
mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente, obteniéndose 62 subfracciones de 5 mL cada
una, las cuales fueron agrupadas en 3 subfracciones segin su similitud en la CCF: SF1 (6,4
mg), SF2 (35,6 mg) y SF3 (23,2 mg). El rendimiento de la cromatografia fue de 98,2% sobre el
total de la muestra sembrada. El analisis espectroscopico de RMN de SF1, determino el
contenido de AP con un 100% de pureza (6,4 mg; 0,033% del material vegetal; pf: 63 °C). El
dcido graso AP corresponde a un sélido blanco de aspecto brillante y fue identificado en base

a sus datos de espectroscopicos de RMN de 'Hy PC, y CG-EM.
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0 "H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL): 2,34
(2H, t,J = 7,1 Hz, H-2); 1,63-1,53 2H, m, H-3);
1,25 (24H, br s, H-4-H-15); 0,87 GH, t, ] = 7,1
Hz, H-16).

BCRMN (8 en ppm, 75 MHz, CDCL): 178,97; 33,97; 32,08; 29,85; 29,74; 29,58; 29,51;
29,39; 29,21; 24,84; 22,84; 14,26.

EM: (EL, 70 eV) m/z a 256,4 [M]' (15%); 228 (20%), 185,2 (35%), 129 (52%), 73 (100%), 60
(76%) y 43 (59%).

16 14 12 10 8 6 4 2

Peso molecular: 256,43 g/mol

El SC (28 mg) fue fraccionado mediante CC sobre silica gel de fase normal, utilizando
como eluyente una mezcla de Hex:AcOEt de polaridad creciente. De esta cromatografia se
obtuvieron 153 fracciones de 10 mL cada una, que se reunieron en grupos segtin su similitud
presentada en el analisis de CCF, dando lugar a F1 (1,5 mg, 5,4%), F2 (0,6 mg, 2,1%), F3 (0,95
mg, 3,4%), F4 (0,85 mg, 3,0%) y F5 (24,0 mg, 85,7%). El rendimiento de la cromatografia fue
de 99,6% sobre el total de la muestra sembrada.

F5 (24 mg) fue sometida a una CC sobre silica flash, utilizando como eluyente una
mezcla de CH,Cl::MeOH de polaridad creciente, obteniéndose 122 subfracciones de 5 mL
cada una, las cuales fueron agrupadas en 4 subfracciones segun su similitud en la CCF: SF1
(0,5 mg), SF2 (1,6 mg), SF3 (9,2 mg) y SF4 (12,3 mg). El rendimiento de la cromatografia fue
de 98,3% sobre el total de la muestra sembrada.

SF2 (1,6 mg) fue cromatografiada mediante CPCF, utilizando CH;Cl;:MeOH (95:5)
como FM. El analisis espectroscopico de RMN de la fraccion obtenida, determiné ESC con un
100% de pureza (1,1 mg; 0,006% del material vegetal; pf: 202-204 °C). La cumarina ESC
corresponde a un solido amarillo palido y fue identificado en base a sus datos de

espectroscopicos de RMN de 'H y PC, y CG-EM.

8 1 "H-RMN (6 en ppm, 300 MHz, CDCL;): 7,59 (1H, d,J = 9,5
HO_ 7 0 0
5 Hz, H-3); 6,92 (1H, s, H-8); 6,85 (1H, s, H-5); 6,27 (1H, d,J =
\O 6 =3 9.2 Hz, H-4); 6.14 (1H, br s, -OH); 3,96 (3H, s, -OCHj;).
5 4

PCRMN (6 en ppm, 75 MHz, CDCL): 161,56; 150,42;
149,82; 144,12, 143,42, 113,60; 111,65; 107,63; 103,34; 56,57.
EM: (EL, 70 eV) m/z a 192,1 [M]" (100%), 177 (60%), 164 (25%), 149 (48%), 121 (21%), 79
(20%), 69 (37%) y 51 (25%).

Peso molecular: 192,17 g/mol
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IV.9 ENSAYOS BIOLOGICOS DE LOS EXTRACTOS DE Nicotiana glauca Y
METABOLITOS AISLADOS

1V.9.1 Mioblastos esqueléticos murinos C2C12

Los mioblastos esqueléticos murinos C2C12 obtenidos de la American Type Culture
Collection (Manassas, VA, EE. UU.), se cultivaron en DMEM suplementado con suero bovino
fetal inactivado por calor al 10%, nistatina al 1% y estreptomicina al 2%.

Las células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera humeda con 5% de CO; en el aire.
Los cultivos se renovaron cada 2 dias con medio fresco. Los tratamientos se realizaron con
cultivos confluentes (120000 células/cm?) en medio sin suero durante 20 minutos antes de los
tratamientos. Tanto EE, subextractos, subfracciones y AP se disolvieron a una concentraciéon
de 2,5 mg/5 ml de isopropanol. Luego, las células se expusieron (dilucion 1:1000 en DMEM
sin suero) a EE, SH, SC, SAE, AP o vehiculo [0,001% isopropanol (control)] en los tiempos
indicados; o fueron tratados con H,O; 0,5 mM (control positivo de apoptosis). Después de los
tratamientos, las células se lisaron usando un tampon (Tris - HCL 50 mM (pH 7,4), NaCl 150
mM, Na;VO, 0,2 mM, 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM, NaF 25 mM, fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, 1% NP40, 20 mg/ml de leupeptina y 20 mg/ml de

aprotinina). Para los ensayos microscopicos, las células se cultivaron en portaobjetos de cAmara.

1V.9.2 Células de rabdomiosarcoma humano

La linea celular RD (CCL-136 ™), American Type Culture Collection (ATCC®),
consiste en células de rabdomiosarcoma de una nifia caucisica de 7 afios. Morfologia: huso y
gran adherente con algunas células multinucleadas, susceptibilidad a virus, inestable dentro de
una linea de tallo bimodal hiper diploide de 49 y 50.

Se cultivaron en DMEM inactivado por calor (30 minutos, 56 °C) y suplementado con
suero fetal bovino al 10%, nistatina al 1% y estreptomicina al 2%. Las células se incubaron a
37 °C en una atmosfera himeda con 5% de CO; en el aire. Los cultivos se renovaron cada 2
dias con medio fresco. Las células se cultivaron en placas de 3 cm y 6 cm para microscopia o en
placas de 10 cm para ensayos de migracion/proliferacion (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Alemania). Los tratamientos se realizaron con cultivos confluentes 70-80% (120000
células/cm?) en medio sin suero. Las concentraciones utilizadas en cada experimento fueron
las mismas que las utilizadas para las células murinas C2C12. Tanto EE, SH, SC, AP y ESC se

disolvieron a una concentracién de 2,5 mg/5 ml de isopropanol, y las células se expusieron a
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los diferentes tratamientos [dilucion 1:1000 en DMEM sin suero; EE, SH, SC, AP, ESC o

vehiculo (0,001% de isopropanol, control)] en los tiempos indicados en cada ensayo.

1V.9.3 Morfologia mitocondrial y nuclear de células

Después de los diferentes tratamientos, se observé morfologia/distribucion
mitocondrial y nuclear en la linea celular C2C12 y RD, crecidas en placas de 3 cm con
cubreobjetos. Para ello, se empleo el colorante MTT para la tincidn selectiva de mitocondrias
activas y el colorante DAPI para la tincién selectiva de nucleo. Los cubreobjetos con células
adherentes se tifieron con MTT, que se preparo en dimetilsulfoxido (DMSO) y luego se afiadio
al medio de cultivo celular a una concentracion final de 1 pmol/L en PBS 1X. Después de una
incubacién de 15 a 30 minutos a 37 °C, las células se lavaron con PBS 1X, se fijaron y se
permeabilizaron con MeOH a -20 °C durante 30 minutos. Las células fijadas se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad con una dilucién 1:500 de DAPI (5
mg/ml). Finalmente, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio y se examinaron
utilizando un microscopio de fluorescencia (NIKON Eclipse Ti-S) equipado con conjuntos de
filtros estandar para capturar sefales fluorescentes. Las imdgenes fueron recolectadas usando

una cdmara digital.

1V.9.4 Tincién roja MitoTracker

Los cubreobjetos provistos de células adherentes se tifileron con colorante rojo
MitoTracker (sondas moleculares), se prepararon en sulféxido de dimetilo y luego se afadieron
al medio de cultivo celular a una concentracion final de 1 mM/L. Después de 15 minutos de
incubacion a 37 °C, las células se lavaron con PBS y se fijaron con metanol frio. Finalmente,

los cubreobjetos se analizaron por microscopia de fluorescencia como se describe.

1V.9.5 Ensayos TUNEL

Después de los tratamientos especificos, las células cultivadas sobre cubreobjetos se
procesaron para la localizacion in situ de nticleos que exhiben fragmentacion de ADN mediante
la técnica de TUNEL con el uso del kit de deteccion de apoptosis DeadEnd™ Fluorometric
TUNEL System (Promega, Madison, WI, EE. UU.). Los protocolos se siguieron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Luego, las células se analizaron con un microscopio de
fluorescencia convencional (NIKON Eclipse Ti-S equipado con conjuntos de filtros estandar

para capturar sefiales fluorescentes, y las imdgenes se obtuvieron con una camara digital). Se
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contaron al menos 500 células de cada condicion experimental y se identificaron células
apoptoticas mediante tincion de nucleos (células TUNEL positivas). Los resultados se

expresaron como porcentaje de nucleos apoptoéticos.

1V.9.6 Cuantificacion de células apoptoticas

Después de los tratamientos, las células se fijaron con MeOH frio y luego se lavaron
con solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las células fijas se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad con 1:500 de una solucion de DAPI (5 mg/ml)
y se lavaron con PBS. Las células se examinaron usando un microscopio de fluorescencia
equipado con conjuntos de filtros estandar para capturar sefiales fluorescentes. Las imagenes
fueron recolectadas usando una cdmara digital. Las células apoptoticas se identificaron por la
condensacién y/o fragmentacion de sus nucleos. Los resultados se expresaron como porcentaje
de células apoptoticas. Se contd un minimo de 500 células para cada tratamiento de al menos

tres experimentos independientes.

1V.9.7 Ensayo de actividad Caspasas-3/7

Después de los tratamientos especificos, las células se marcaron con reactivo de caspasa-
3/1, CellEvent™ 6 uM en PBS con calcio y magnesio durante 30 minutos a 37 °C en la
oscuridad. El reactivo consiste en un péptido de cuatro aminoécidos (la secuencia de escision
de caspasa-3/7, DEVD) conjugado con un colorante de union a acido nucleico. Este sustrato
permea las células y es intrinsecamente no fluorescente, porque el péptido DEVD inhibe la
capacidad del tinte para unirse al ADN. Después de la activacion de caspasa-3 o caspasa-7 en
células apoptoticas, el péptido DEVD se escinde, lo que permite que el colorante se una al
ADN y produzca una respuesta brillante y fluorogénica con una absorcion/emision maxima de
aproximadamente 502/530 nm. Las células tefiidas se analizaron con un microscopio de
fluorescencia (NIKON Eclipse Ti-S equipado con conjuntos de filtros estdndar). Se contaron
al menos 500 células de cada condicion experimental y se identifico la activacion de caspasas
por fluorescencia verde en los nucleos (células caspasa-3/7 positivas). Los resultados se

expresaron como porcentaje de células caspasa-3/7 positivas.

I1V.9.8 Analisis estadistico

El andlisis de datos se realizo utilizando paquetes estadisticos estiandar (Sistema

InfoStat, Cordoba, Argentina). Los valores se muestran como la media + desviacion estandar
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(S.D.) de al menos tres experimentos independientes. Los datos se consideraron

estadisticamente significativos cuando p <0,05.
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15d (CDCls)
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15¢ (CDCl5)
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15f (CDCls)
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15g (CDCls)
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15h (CDCIs)
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15i (CDCl5)
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Espectro RMN de 'H del compuesto 15j (CDCIs)
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Espectro RMN de 'H del compuesto 15k (CDCl5)
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Espectro RMN de 'H del compuesto 15m (CDCls)
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Espectro RMN de 'H del compuesto 15n (CDCls)
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ANEXO DE ESPECTROS

Tesis Doctoral

Espectro RMN de 'H del compuesto 15# (CDCls)
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Espectro RMN de 'H del compuesto 150 (CDCls)
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ANEXO DE ESPECTROS
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Espectro RMN de 'H de AP (CDCls)
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Tesis Doctoral ANEXO DE ESPECTROS

Espectro RMN de 'H de ESC (CDCls)
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