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Resumen

En este trabajo se estudiaron dos especies del género Tillandsia de la
Provincia de Salta, T. tenuifolia y T. ixioides. A partir de los metabolitos
mayoritarios aislados, cicloartenona y cicloartenol, y de sus analogos
hidrogenados cataliticamente, cicloartanona y cicloartanol se obtuvieron un total

de treinta derivados, dieciséis de los cuales son nuevos.

Las muestras de Tillandsia fueron extraidas y fraccionadas mediante
diferentes técnicas cromatograficas hasta la obtencion de sus metabolitos
mayoritarios puros. Los mismos fueron identificados mediante RMN 1D y 2D, y

espectrometria de masa.

En el capitulo 1 se realiza una introduccion a los productos naturales y la
importancia de los metabolitos secundarios como estructuras privilegiadas debido
a su diversidad estructural y a la estereoselectividad de su biosintesis. Estos
pueden ser utilizados como agentes terapéuticos directos, como materia prima
para la obtencion de compuestos farmacolégicos y como estructura base en

sintesis organica para potenciar su actividad biolégica.

En el capitulo 2 se abordan los antecedentes quimicos, mencionando
todos los metabolitos reportados de las distintas especies que se estudiaron hasta
el momento. También se mencionan antecedentes bioldgicos y medicinales

encontrados para este género.

En el capitulo 3 se detalla el aislamiento y elucidacion estructural de los
metabolitos obtenidos de las dos especies del género Tillandsia estudiadas. De la
especie T. tenuifolia, colectada en el Dique Campo Alegre, departamento de La
Caladera, se aislaron del extracto lipofilico (EL) cicloartenona (I;) como metabolito
mayoritario, 25-hidroperoxi-23-etilen-3b-cicloartanol (I,) y cicloartanol (I3), mientras
gue del extracto polar (EP) se obtuvo la flavona, 3,6,3" trimetoxi-5,7,4 -trihidroxi-

flavona (p,) y sus precursores biosintéticos, acido cafeico (p;) y acido p-cumarico

(Pa)-



De la especie T. ixioides, colectada en la localidad de La Silleta, se aislaron
dos metabolitos del extracto lipofilico, cicloartenol (I5) como metabolito mayoritario
y fitol (Is).

En el capitulo 4 se detalla la obtencion de once derivados, cuatro de los
cuales fueron obtenidos a partir de cicloartenona (d; a dy), los derivados d4, d; y
d, son nuevos. A partir de cicloartenol se obtuvieron siete derivados (ds a dij),

todos reportados por de Pascual Teresa en 1987.

En el capitulo 5 se detalla la obtencion de diecinueve derivados, diecisiete
de los cuales fueron obtenidos a partir de cicloartanona, (di> a d,g) donde trece
son nuevos, diz - dis, di7, dig, doo - dog, dog - dog. A partir de cicloartanol se

obtuvieron dos derivados, d,g Y dzo.

En el capitulo 6 se informan los resultados obtenidos de actividad

biologica:

Actividad citotoxica: Se evaluaron los derivados semi-sinteticos (d;-ds), (d12-

di4, die-dis, d21-d2s) oObtenidos a partir cicloartenona y cicloartanona
respectivamente frente a un panel de cuatro lineas celulares, donde el compuesto
dqg resulto ser activo con una ICsp menor a 30 uM. Estos resultados, junto a la
sintesis de los compuestos, dieron lugar a la publicacion en la revista
Phytochemistry Letters, 2017.

Actividad antimicrobiana: Se evaluaron los derivados semi-sintéticos, d; a

d;; obtenidos a partir de cicloartenona y cicloartenol-Ac frente a cinco cepas de
Staphylococcus aureus por diferentes métodos. Se observo que la mayoria de los
derivados ensayados frente a las lineas resistentes a penicilina S. aureus 120 y
172 presentaron efecto inhibitorio, lo cual sugiere un uso potencial de estos
derivados como agentes antimicrobianos. Por otra parte también se obtuvo la CMI
para el derivado d; frente a S. aureus 120.



En el capitulo 7 se detalla el procedimiento experimental realizado para la
obtencién de todos los derivados: equipamiento, técnicas, metodologias, reactivos

y datos espectroscopicos.

En el capitulo 8 se mencionan todos los resultados obtenidos en este
trabajo, resaltando los mas sobresalientes, como los derivados nuevos, los
resultados de actividad biolégica y se adjunta la publicaciébn que dio lugar este

trabajo de tesis. También se plantean algunas proyecciones de la temética.
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Una vision personal

En la actualidad la medicina tradicional h a retomado eldntasu s o de
medicinaleso ya que constituye una alternativa m8s ami
dolencias producidas principalmente por el ritmo de vida actual. La mayoria de las plantas
medicinales populares se consumen en forma de infusién o por aplicacion directa en
forma de unguento. Una de las plantas méas cuestionadas en los ultimos afios es la
marihuana, Cannabis sativa, donde el compuesto quimico psicoactivo predominante es el
tetrahidrocannabinol (THC) metabolito derivado de la ruta biosintética del acetato. De
acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), se trata de la sustancia ilicita
mas utilizada en el mundo, si bien en algunos paises se ha intensificado su control en
otros se ha legalizado para el consumo personal. El uso terapéutico del aceite de
cannabis (alto contenido de cannabidiol y baja proporcién de THC) ha sido aprobado en
diferentes paises de Sudamérica. En Argentina la ley establece un marco regulatorio para
la investigacion médica y cientifica del uso medicinal, terapéutico y paliativo del cannabis
y faculta al ministerio de salud a proporcionar de manera gratuita el aceite a los pacientes
con epilepsia refractaria, autismo u otras patologias inscriptos previamente en un registro
nacional, la ley no contempla el autocultivo. Otra especie muy utilizada y cuestionada hoy
en dia es Erythroxylum coca, sus hojas se consumen desde tiempos ancestrales. En el
noroeste acoguemmt icnoonsdli tfuye una I|@gntré&sus Halmtantesnuy habi
asi como también su infusién, utilizada para el dolor de estbmago y para disminuir los
sintomas de malestar producido por la falta de adaptacion del organismo a la hipoxia de la
altitud o m8s ¢ o mpunamemon &€n difdreatesapdises dé Sudamérica
como Argentina, Bolivia y Perld aun existen pueblos originarios que conservan sus
creencias y culturas intactas con el paso de los afios, utilizando las plantas como su Unica
fuente para el alivio y cura de diversas enfermedades. De modo que éstas aun forman
parte de la medicina complementaria y alternativa. Actualmente la medicina popular se
esté instalando nuevamente en nuestra sociedad, prueba de ello es el reciente hospital
intercultural instalado en Aluminé, provincia de Neuquén-Argentina, Ranguifi Kien, un
lugar donde conviven la medicina tradicional y la mapuche la cual se basa principalmente
en el wlantas rdedicinflesd en | ugar de f 8rmacos tradicionse
semillas y aceites esenciales para tratar diferentes malestares como, tos, resfrios e
i nfl amaci ones. Con esto se depodetsstnataralegpu es el a t en

vuelve una alternativa cada vez mas interesante y atractiva para el consumidor.
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1. Productos Naturales

La naturaleza ha sido una fuente de agentes medicinales desde la
antigiiedad. En 1985 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que
aproximadamente el 65% de la poblacibn mundial dependia predominantemente
de medicamentos tradicionales derivados de plantas para la atencion primaria de
la salud’. Los compuestos producidos por las plantas provienen de diferentes
procesos denominados en su conjunto como metabolismos. Del metabolismo
primario, basicamente el mismo para todos los seres vivos, provienen los
compuestos esenciales para la vida, conocidos como metabolitos primarios, tales
como proteinas, hidratos de carbono, grasas y acidos nucleicos. A partir de estos
se deriva el metabolismo secundario, el cual cumple una funcién més limitada y
especifica en cada ser vivo. Los compuestos bio-sintetizados en este proceso se
denominan metabolitos secundarios, los cuales constituyen una expresion de la
individualidad de las especies y son los que a partir de ahora se definen como
Productos Naturales (PN)?. Se considera que los PN derivan del fenémeno de la
biodiversidad como consecuencia de las interacciones entre los organismos y el

medio ambiente, generando entidades quimicas complejas®.

Las rutas biosintéticas en los organismos vivos que dan origen a los PN,
como las acetogeninas, antraquinonas, terpenos, esteroides, alcaloides,
cumarinas, lignanos, etc., utilizan moléculas pequefias como el acetil-CoA, el
acido shikimico y el acido mevalénico como precursores. Algunos compuestos
como los flavonoides provienen de dos vias biosintéticas, la del acetato y la del
acido shikimico en una biogénesis mixta. Como consecuencia de la evolucion de
las especies y a través de una variedad de reacciones mediadas por enzimas se
obtienen compuestos de extraordinaria complejidad y diversidad estructural que
ademas son bio-sintetizados de manera 100 % estereoselectiva. La mayoria de
estos compuestos poseen algun tipo de actividad bioldgica, conocida o no, para el
organismo que los produce, y mas alla de ella, han sido ampliamente utilizados

por el ser humano:
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1.1. En formadirecta como agentes terapéuticos.

Desde sus inicios las compariias farmacéuticas se interesaron en el uso de
extractos de plantas para producir formulaciones terapéuticas®. El aislamiento de
la morfina a partir de la planta del opio (Papaver somniferum) en 1805 representa
uno de los hechos mas significativos ya que fue una de las primeras drogas de
origen natural en ser comercializada por Merck en 1826. A partir de esto, los PN
puros fueron muy populares, como por ejemplo, la quinina de Cinchona
ledgeriana, la colchicina de Colchicum autumale, la cafeina de Coffea arabica, la
nicotina de Nicotiana tabacum, la atropina de Atropa belladonna y la cocaina de

Erythroxylum coca® entre muchos otros, Figura 1.

nicotina atropina cocaina

Figura 1.1: Ejemplos de productos naturales que se comercializan como farmacos

1.2. Materia prima para la obtencién de compuestos farmacoldgicos.

Los PN tienen una larga historia en el tratamiento de enfermedades
humanas, muchas drogas oncoldgicas de uso clinico provienen de plantas siendo
las méas conocidas los alcaloides vincristina y vinblastina (Catharanthus roseus)® y
el etoposido obtenido por semi-sintesis de podofilotoxina, un lignano aislado de
Podophyllum peltatum como asi también el Taxol aislado de la corteza del tejo del
Pacifico (Taxus brevifolia) y el Docetaxel (Taxotere®) obtenido por semi-sintesis a
partir de la baccatina Ill, un compuesto de gran abundancia que se encuentra en
las hojas de varias especies de Taxus sp. mientras que el Taxol solo se encuentra

en la especie Taxus brevifolia’, Figura 1.2.
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Figura 1.2: Ejemplos de PN utilizados como medicamentos oncoldgicos y sus analogos obtenidos
por semi-sintésis

1.3. Metabolitos mayoritarios i modificaciones por semi-sintésis

En repetidas ocasiones los compuestos aislados de los PN tienen poca o
ninguna actividad biologica, en el caso de metabolitos mayoritarios aislados a
partir de plantas, es posible utilizarlos como sustrato o moldes de partida para
realizar modificaciones mediante semi-sintésis. Esto constituye una alternativa
interesante ya que al partir de moldes con una dada estereoquimica brindada por
la naturaleza se aumentan las posibilidades de obtener una coleccién de
pequefias moléculas con gran diversidad estructural y con potencial
farmacoldgico. La preparacién de analogos no naturales a partir de compuestos
mayoritarios de plantas puede incrementar las propiedades de un farmaco, tales
como bioactividad, farmacocinética, solubilidad, etc. El objeti vo de disa
orient ada a ihclaye dlidesarolle dedviasdqgae conducen a la sintesis
eficiente (3 o 5 pasos) y dependiendo de las condiciones de reaccion utilizadas se
puede llegar a quimiotecas con diversidad de unidades basicas, diversidad de
esqueleto o diversidad estereoquimica y en el mejor de los casos compuestos con

una dada estereoselectividad®.
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1.4. El papel delos PN en la evolucion de los farmacos

Desde el descubrimiento de las propiedades antibacterianas de la
penicilina, derivada del moho Penicillium notatum®, en el siglo XX se ha visto una
evolucion en la obtencion de farmacos a partir de PN debido a las técnicas de
genética en la produccion de antibioticos y otros medicamentos obtenidos a partir
de microorganismos®. En 1991 casi el 50% de los productos farmacéuticos mas
vendidos eran de PN o sus derivados™. Por ejemplo, en el area de cancer, en el
periodo de los afios 1940 hasta el final de 2014, de las 175 moléculas pequefnas
aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA), 85 provienen de PN o
derivados directamente de ellos. En el ultimo estudio realizado por Newman y
colaboradores (2016) en el que se tiene en cuenta todas las enfermedades en el
mundo durante el periodo (1981-2014), se desprende que de las 1562 nuevas
entidades quimicas (NEQs) aprobadas para uso como farmacos por la FDA mas

del 60% provienen de PN o sus derivados y analogos**, Figura 1.3.

S*/NM, 162, 10%

B: macromolécula bioldgica

N: producto natural inalterado
NB: producto natural botanico
ND: derivado semi-sintético de PN

S*: sintético con un farmacéforo N
V: vacuna

S/NM,172,11% 3
5,420,27% S*/NM: imitacion de PN c/farmacé6foro N

mE =N mNB END =S  S/NM ®S* mS*/NM mv

Figura 1.3: 1562 NEQs aprobadas en (1981-2014), telqiendo en cuenta todas las enfermedades en
el mundo.

1.5. Quimica combinatoria como estrategia para obtener NEQs

Una de las estrategias utilizadas en la década del 90 para obtener NEQs
analogas a las producidas por la naturaleza, fue la quimica combinatoria. Esta se
basa en la produccion de grandes bibliotecas de compuestos con una diversidad
estructural limitada de donde luego se seleccionan los candidatos mas
prometedores mediante programas computacionales para los ensayos biolégicos.
Si bien constituye una poderosa herramienta ain no tuvo el impacto esperado® ya

que ha logrado posicionar solo dos compuestos importantes en la industria
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farmacéutica. El primero de ellos es sorefanib (Nexavar) de Bayer, primer
compuesto antitumoral aprobado por la FDA para el tratamiento del carcinoma
renal y hepatocelular. En 2013 la FDA de los Estados Unidos lo aprobo para el
tratamiento del cancer de tiroides y en 2014 fue aprobado en mas de 100 paises.

El segundo farmaco es ataluren (Translarna'™)* que fue aprobado en la Union
Europea en 2014 y lanzado en Alemania el mismo afio para el tratamiento de

pacientes con trastornos genéticos™®. En la Figura 1.4 se muestran las estructuras

9\2 F
N

N

NS
O
Cl o /@O\G)ku/ o
: A A
Fl H H OH

sorefanib ataluren

de ambos farmacos.

Figura 1.4: Estructuras de los compuestos obtenidos por quimica combinatoria.

1.6. Los PN como fuentes sostenibles y renovables

En las dltimas dos décadas se observo una disminucion en la utilizacion de
PN como fuente de drogas por parte de las compafiias farmacéuticas'®. Hay
muchas razones para esto, principalmente, las dificultades en identificar fuentes
sostenibles y renovables. Sin embargo, las técnicas modernas de aislamiento y
andlisis estructural han superado muchos de los desafios para limitar su uso. El
reconocimiento de que los PN de organismos fermentables pueden ser una fuente
renovable, la tecnologia moderna del genoma que abrié la posibilidad de identificar
rutas biosintéticas para los PN y por lo tanto trasladar la biosintesis de los
organismos progenitores a biorreactores mas manejables'* todo esto rejuvenecié
el campo reavivando eli nt e r ® sescabmir lo8 PN&'t asi como también valorar
su utilizacion como modelos para mejorar la eficiencia en la llamada sintesis

orientada a la diversidad estructural®.

E. Elisabeth Zambrano
34



Capitulo 1z Introduccion

1.7. Desarrollo de farmacos a partir de PN

El descubrimiento de fAdrmacos y el proceso de desarrollo es uno de los mas
dificiles emprendimientos humanos, ya que tiene que equilibrar la eficacia en los
beneficios para la salud con la seguridad en un indice terapéutico adecuado. Las
presiones de las ventas de medicamentos genéricos, el alto desgaste de los
candidatos a farmacos, la resistencia a los mismos y particularmente los ensayos
clinicos de la ultima etapa constituyen un desafio constante para la industria
farmacéutica. El costo de desarrollar un farmaco a partir de 2010 fue de
aproximadamente 2 mil millones de délares, los ensayos clinicos representaron el
63% del costo total, mientras que el costo del descubrimiento y el desarrollo
preclinico, se estimé en sélo el 32%. La duracién del proceso, desde la validacién
de la molécula blanco (target) hasta la aprobacion, fue en promedio de 13,5 afios.
Por ejemplo, la estructura quimica del Taxol fue elucidada en 1971 vy
paralelamente identificado como agente citotoxico, sin embargo recién en 1992 fue
comercializado como agente anticancerigeno. En general se gastan recursos
desproporcionados en los ensayos clinicos y en actividades posteriores a la
aprobacion como en la comercializacién, litigios, entre otros, en detrimento al

descubrimiento en etapas tempranas y al desarrollo preclinico®’*®,

1.8. Premio Nobel en PN

En 2015 la investigacion en Productos Naturales recibi6 el mayor
galardon, a través del Premio Nobel de Medicina otorgado a tres cientificos
William Campbell, Satoshi Omura y Youyou Tu, por los descubrimientos de drogas
usadas actualmente para tratar enfermedades tropicales. William Campbell y
Satoshi Omura descubrieron y desarrollaron avermectina y su analogo ivermectina
para el tratamiento contra las infecciones causadas por gusanos nematodos, la
oncocercosis Y la elefantiasis, mientras que YouYou Tu, aislé de un extracto de la
planta Artemisia annua un componente llamado artemisinina, que demostré ser

altamente eficaz contra el parésito de la malaria’, Figura 1.5.
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Figura 1.5: Estructuras de las drogas usadas actualmente para tratar enfermedades tropicales.

Si bien el proyecto del genoma humano, constituye un importante avance
para la ciencia, todavia no ha tenido el impacto esperado en el descubrimiento de
farmacos debido a la ralentizacion de la aprobacion de los mismos. Para ello es
muy importante considerar un enfoque multidisciplinario, que incluya la generacién
defibi bl i ot ecas c¢ombi nundverdadaasdiversadadiestractuels 0 ¢ o n
combinado metodologias de semi-sintesis, sintesis total, quimica combinatoria y la

manipulacion de vias biosintéticas.

El éxito de los PN radica en que son compuestos que ya han sido validados
por la evolucion, han sido bio-sintetizados, degradados, y transformados por
sistemas enzimaticos. Por tanto a la hora de interactuar con las moléculas dianas
lo realizaran de una manera privilegiada, ya que fueron bio-sintetizados para

interactuar con receptores moleculares.

Entre los inconvenientes que se plantean en el estudio de los PN esta el
bajo rendimiento de compuestos activos aislados y la baja disponibilidad de
fuentes renovables y sustentables, siendo este un requisito fundamental para la
obtencion de farmacos ya que se trabaja en escala de gramos. Por estos hechos
en este trabajo nos enfocamos en las especies vegetales silvestres que se
encuentran en grandes cantidades, se renuevan constantemente, son asequibles
y representan una fuente inagotable de metabolitos secundarios potenciales. Por
otra parte los procesos de semi-sintesis a partir de estructuras privilegiadas
constituyen una gran ventaja a la hora de obtener entidades quimicas complejas

con potencial uso farmacoloégico.
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Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es el estudio y aprovechamiento de
metabolitos secundarios mayoritarios de especies abundantes de la Provincia de

Salta en busca de compuestos activos.

Objetivos especificos

Los Objetivos especificos para lograr esto son:

A Estudio quimico de plantas del género Tillandsia.

- Las muestras de Tillandsia seran extraidas y fraccionadas mediante
distintas técnicas cromatograficas (capa delgada, cromatografia flash,
cromatografia en columna, HPLC) y diferentes fases estacionarias
(silicagel, fase reversa C-18, Sephadex LH-20), hasta la obtencién de

los metabolitos secundarios puros.

- Para la elucidacion estructural de los compuestos se emplearan
principalmente métodos espectroscopicos. En particular RMN 1Dy 2D y
Espectrometria de masa de alta resolucion (HRMS).

A Preparacion de una biblioteca de derivados de cicloartenoides obtenidos de
plantas del género Tillandsia.

- Se utilizaranl os compuestos mayoritarios

ensayar diferentes modificaciones sintéticas mediante reacciones

robustas de pocos pasos con la finalidad de obtener diversidad

estructural en busca de nuevas sustancias bio-activas.

A Estudios de actividad de los compuestos aislados o sintetizados.
Se realizaran ensayos biolégicos a los derivados obtenidos frente a células

tumorales y microorganismos.
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2. Antecedentes Botanicos

La familia Bromeliaceae estd constituida aproximadamente por 3.140
especies, la mayoria de las cuales son de habito epifito’ y se agrupan en 58
géneros®. De acuerdo con la taxonomia tradicional, realizada por Harms en 1.930,
se subdivide en tres subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae y Bromelioideae®.
Las Bromelias son predominantemente neotropicales, con la mayor diversidad de
especies en el bosque atlantico brasilefio. Se distribuyen desde Chile y Argentina
en América del Sur, el Caribe y América Central, llegando a México y el sureste de
Estados Unidos (Figura 2.1). Se encuentran desde el nivel del mar hasta alturas
superiores a los 4.000 metros y existen en una gran variedad de habitats desde el
desierto a bosques himedos y regiones montafiosas mas frias™*. En Argentina la
familia Bromeliaceae esta representada por 15 géneros y 100 especies que en su
mayoria se encuentran distribuidas en la region del noroeste y centro hasta la

fraccion boreal de la Patagonia®.

Figura 2.1: Distribucion Geografica de la familia Bromeliaceae.

El género Tillandsia es el mas comun y numeroso dentro de la subfamilia
Tillandsioideae, y estd compuesto por 567 especies y varios hibridos®. En
Argentina, segun el catalogo SIB de parques Nacionales se reportan mas de 75
especies, 29 de ellas tipicas del Valle de Lerma en la provincia de Salta: T.
usneoides, T. australis, T. funebris, T. bandensis, T.recurvata, T. capillaris, T.
giliesii, T. myosura, T. caliginosa, T. bryoides, T. aizoides, T. tricholopis, T.
phaerocephala, T. rectangula, T. ixioides, T. jucunda, T. tenuifolia, T. diaguitensis,
T. xiphioides, T. loliacea, T. peiranoi, T. duratii, T. reinchebachii, T. streptocarpa, T.
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lorenziana, T. didisticha, T. vernicosa, T. friesii, T. argentina®. Las especies de
Tilandsias on t ambi ®n conocidas por sus nombres v

Aifl or daezlahaairr edde,| flai reodo, fdAchtasquitao o Aflor

La mayoria de las especies del género Tillandsia son epifitas y crecen
sobre otras plantas, por lo general arboles, arbustos o cactus y también sobre
cables o postes de electricidad, alambrados y techos. Poseen una forma de
crecimiento altamente especializada basada en factores morfologicos y
fisioloégicos, y esta caracteristica les confiere la capacidad de sobrevivir en
condiciones extremas. Sus raices son minimas o estan ausentes, y solo cumplen
la funcién de fijacion de la planta. No disponen de raices secundarias,
responsables para la absorcion de minerales y agua, como en el caso de de
plantas terrestres o parasitas. En lugar de ello poseen escamas epidérmicas
foliares que cubren los 6rganos vegetativos y el caliz, los cuales son capaces de

absorber agua y nutrientes directamente de la atmosfera®”’.

2.1. Especie estudiada - Tillandsia tenuifolia

Tillandsia tenuifolia es una hierba epifita, con tallos floriferos ascendentes,
densos, cubiertos por las hojas arrosetadas en la base y por bracteas triangulares
bajo la inflorescencia. Hojas tenues, delgadas, de inflorescencia simple con
pétalos violaceos a fucsia en la base y blancos en el apice, mas corta que las
hojas, o apenas sobresaliendo entre ellas. Presenta amplia distribucién en el
Centro y Sudameérica, incluyendo el Caribe, desde Cuba, Haiti y Puerto Rico,
Venezuela y Guyana, hasta el noroeste de la Argentina. Es muy abundante en
Salta, y en particular en el valle de Lerma*, Figura 2.2.
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FLORA DEL VALLE DE LERMA
(Provincia de Salta - Repdblica Argentina)

REFERENCIAS

MAPA 9

Figura 2.2: Distribucién de T. tenuifolia en el Valle de Lerma de la Provincia Salta.
2.2. Usos del género Tillandsia

2.2.1. Biomonitores ambientales

Estas plantas son consideradas apropiadas para el monitoreo de la
contaminacion atmosférica, ya que con el agua y los nutrientes son capaces de
acumular metales pesados y otros contaminantes presentes en la atmoésfera. En
las ultimas décadas, diferentes especies de Tillandsia fueron avaladas como
biomonitores ambientales® y se han utilizado en diferentes paises como Brasil**°,
Estados Unidos'?, Argentina'? y Alemania®. En la actualidad T. usneoides* es la

méas empleada en estos estudios seguida de T. recurvata’®y T. capillaris®®.
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2.2.2. Paisajismo y decoracion

El género Tillandsia es apreciado y cultivado en todo el mundo por su valor
ornamental, y muchas especies ganaron popularidad entre paisajistas y jardineros
debido a la belleza de sus formas y colores, la durabilidad de la inflorescencia, la

baja demanda de atencion y facil adaptacién a pequefios jardines (Figura 2.3).

Figura 2.3: Especies de Tillandsia utilizadas en decoracion.

En general se reproducen mediante retofios, esto es, del tallo de la planta
madre brotan nuevas plantas, y esto sucede después de la floracion. Una sola
planta puede tener varias hijuelas que pueden ser removidas y desarrolladas por

separado o dejadas junto con la planta madre, para formar una colonia.

En la Figura 2.4 se observan las especies de Tillandsia mas comunes y
estudiadas. Una de ellas es T. usneoides, conocida popularmente en el Caribe,
México y Estados Unidos como musgo espafiol y en Brasil como barba de palo.
Suele causar grandes estragos en bosques ya que seca las ramas de los arboles
por bloqueo de la luz solar y se propaga de arbol en arbol por accién del viento.
Crece vegetativamente encadenandose para formar estructuras colgantes de 1-2

m de longitud, no tiene raices y raramente florece.
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Figura 2.4: Especies de Tillandsia de uso méas comun, a) T. usneoides, b) T. streptocarpa, c) T.
recurvata, d) T. aeranthos, e) T. stricta, f) T. capillaris.

2.2.3. Usos populares y medicinales

Los extractos acuosos y etandlicos de T. usneoides resultaron tener
actividad hipoglucemiante, la cual es atribuida al &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico®’.
En el sur de los Estados Unidos, el té de esta especie es usado para aliviar los
sintomas de diabetes mellitus'®. También presenta otras propiedades tales como
antirreumatica, anti-hemorroidal, antiespasmaédica, diurética, anti-hipertensiva,

111922 " ge jnvestigd la

antibiética, contra enfermedades renales y oftalmicas
actividad antiviral de distintos extractos de las partes aéreas de T. usneoides
frente a dos virus herpes tipo 1 (HSV-1) y el poli virus tipo 2 (PV-2). De acuerdo
con los autores de este estudio los extractos mostraron inhibicion frente a HSV-1

siendo los responsables de esta actividad los flavonoides presentes?®.

Tillandsia recurvata, también conocida como barba de viejo, es utilizada
popularmente contra el reumatismo, Ulceras y hemorroides?*?. En Jamaica se
obtuvo la patente US 7.713.556 B2 para un extracto de T. recurvata que produce
la muerte de las células tumorales por apoptosis®*. En Ecuador se utiliza para

tratar, tos, fiebre, dolor de cabeza, dolor de pecho y en Argentina, se utiliza para
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tratar hemorroides®. En Uruguay, las partes aéreas de T. recurvata y T. aeranthos
son utilizadas como antiespasmodico y en infecciones oculares, estudios
mostraron que los extractos crudos de estas especies presentan actividad
antimicrobiana moderada frente a Escherichia coli, Staphylococus aureus, Bacillus
subtilus, Micrococcus luteus y muy potente frente a Pseudomonas aeruginosa®®.
En Brasil la especie T. stricta es usada como diurético, la cual presenta un efecto
antiblenorragico®. Tillandsia streptocarpa se utiliza como purgante, laxante,
emético y analgésico??; la infusién de sus partes aéreas también es utilizada como
agente anti-inflamatorio y anticonceptivo®”?®. El extracto metandlico de las partes
aéreas de esta especie mostro actividad antidermatogénica y una potente

actividad antioxidante?®.

2.3. Antecedentes Quimicos del género Tillandsia

2.3.1. Cicloartanos

Desde el punto de vista quimico, las especies de Tillandsia se caracterizan
por producir una gran variedad de triterpenos, la mayoria de ellos tetraciclicos, del
tipo de los cicloartanos, en general derivados del cicloartenol, y ademas presentan
antocianinas y flavonoides. La especie mas estudiada, debido a su uso popular y
amplia distribucién en el continente americano fue T. usneoides®*®, de donde se
reportaron los siguientes compuestos 1, 3, 4, 7-9 y 17-25 (Figura 2.5). En
Argentina, Cabrera y colaboradores realizaron un estudio més profundo utilizando
cromatografia liquida de alta resolucién. Se publicaron varios trabajos sobre T.

usneoides®*3°

informando la presencia de los compuestos 2-15, 17-22, y 26-35.
En T. recurvata®” se identificaron, 1-3, 6, 11, 16-19, 21-22 y 26-28, donde los
principales compuestos obtenidos fueron cicloartanos. También se encontraron
reportes de T. fasciculata®® de México y T. recurvata® y T. streptocarpa®® de
Brasil. En la Figura 2.5 se muestran algunos de los cicloartanos reportados hasta

la fecha.
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Figura 2.5: Cicloartanos de T. usneoides, T. recurvata y T. streptocarpa.

Los cicloartanos que presentan cadena lateral acortada (sefialados con
verde), son muy poco frecuentes, y su presencia podria estar relacionada a
procesos de auto-oxidacion in vivo®?. También se observan hidroperoxicicloartanos
(sefialados con rojo), probablemente como resultado de un proceso de foto-

oxidacion natural, debido a las condiciones adversas a las que estan expuestas
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las plantas, tales como extrema exposicion a la luz solar y ausencia de humedad.
En consecuencia, estos compuestos podrian ser considerados como componentes

del sistema protector de estas espécies®*“°.

2.3.2. Antocianinas y Flavonoides

Figura 2.6: Algunas de las especies de Tillandsia estudiadas quimicamente, g) T. bulbosa, h) T.
cyanea, i) T. fasciculata, j) T. utriculata, k) T. monodelpha, I) T. tricolor.

La presencia de antocianinas fue reportada en T. flabellata Baker, T.
monodelpha y T. tricolor. A partir de las bracteas, hojas y flores de las mismas se
obtuvieron los compuestos 36 a 40. Los mismos presentan un patron de

glicosidacién comun en la posicién C-3*, Figura 2.7.
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OH

36 H H Gle

37 OCHj3 H Glc o OH
Rut PﬁOH

38 OCH; OCH; Glc | &

39 H H Rut HO

40 OH H Gle

Figura 2.7: Antocianinas glicosiladas en C-3.

En relacion a la presencia de flavonoides en el género Tillandsia, se
reportaron a partir de T. usneoides'®®#**3 |os compuestos 41-46, y de
T.fasciculata®’, los compuestos 46 y 47. De las hojas de T.utriculata*® se
obtuvieron los compuestos 48-50, mientras que de T. purpurea® se aislaron los
compuestos 48, 51 y 52. En T. bulbosa fueron identificados los compuestos 53 y
54*. Por otra parte los compuestos 55 y 56 fueron comunes en T. cyanea, T.
lindeniana y T. mooreniana®. En la Figura 2.8 se muestra la familia de flavonoides

informados.

De estos estudios se desprende que la presencia frecuente y la variedad de
flavonas y flavonoides con oxigenacion adicional, ya sea por hidroxilacion,
metoxilacion o glicosilacion en la posicion C-6 es unica en esta familia dentro de
las monocotiledéneas*, pudiendo inclusive ser utilizada como indicador de avance

filogenético para distinguir las tres subfamilias de Bromeliaceae.
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comp. Ry Ro Rs R4 Rs Rs
41 OCH; OCH; H OCH; H  OCHs
42 OCH; H CHy OH CHs OCH;
43 0OGIc OCH; H OCH; H  OCH,
44 OCH, OCH; Glc OCH; H  OCH,
45 ORut H H OH H H
46 OH OCH; H OCH; H  OCHs
47 OH H H OH H H
48 OCH; OCH; CH; H CHs H
49 H OCH; CH; OCH; H H
50 H OCH; H OCH; H H
59 OCH; H CH; OCH; CH; H
52 OCH; OCHs CH; OCH; CHs;  H
53 OGlc OCHj; H OH H H
54 OH OCH; H OH H H
55 H H H OH H H
56 H OH H OH H H

Figura 2.8: Flavonoides aislados de diferentes especies de Tillandsia.

Se identificaron otros compuestos aromaticos, como el éster de &cido

quinico 57 en T. brachycaulos*; varios gliceroles de fenilpropanoides, como el

compuesto 58, aislado de T. recurvata® o los compuestos 59-63, aislados de T.

streptocarpa®’. La identificacién de estos compuestos en otras especies de

Tillandsia podria ser una contribucion a los estudios quimiotaxonémicos del

género. Estos compuestos se muestran en la Figura 2.9.
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)1\/\@ HO{O 58 HO

Figura 2.9: Compuestos obtenidos de T. brachycaulos, T recurvata 'y T. streptocarpa.

Segun el estudio realizado por Cabrera (2000)*° la prevalencia de algunos
compuestos sobre otros puede estar relacionada con la época de recoleccion.
Para ello se realizaron dos colectas de la misma especie T. usneoides en el
mismo lugar en primavera y en invierno y se observo que la principal diferencia fue
la ausencia de cicloartanos con cadena lateral no oxidada, en el extracto
correspondiente a la colecta en invierno, en particular el cicloartenol 17, el cual es
mayoritario en la colecta de primavera. Esto podria explicarse en base a que la
absorcién de CO, es minima en invierno y maxima en verano, por lo que se
favorecen los compuestos oxidados en la cadena lateral. Por otra parte también se
evalué la recolecciébn de una misma especie T. recurvata (L.) en diferentes
lugares, y se observé que si bien la cantidad y el tipo de cicloartanos fue similar, la
diferencia estuvo en la cantidad de constituyentes aromaticos. Claramente la
biosintesis de uno u otro compuesto depende de varios factores, los cuales deben

ser tenidos en cuenta al momento de realizar el estudio quimico.

flLa diversidad de metabolitos y las actividades biolégicas observadas en

este género justificarian el interés en el estudio quimico de estas especiesd®.
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2.4. Biosintesis de triterpenos

Los cicloartanos pertenecen a la familia de los terpenos y los mismos
pueden provenir de la ruta biosintetica del acido mevalénico (3,5-dihidroxi-3-
metilpentanoico) Figura 2.10 6 de la ruta de la fosfato desoxixilulosa, ruta

independiente del mevalonato®

Por mucho tiempo se crey6 que el IPP y el DMAPP provenian solamente de
la ruta del mevalonato, sin embargo estudios recientes encontraron que existe una
segunda alternativa independiente de la misma para bio-sintetizar unidades

isoprenicas en bacterias y plantas.

La ruta del mevalonato se lleva a cabo en el citosol y mediante la misma se
sintetizan principalmente sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos mientras que
la ruta de la fosfato desoxixilulosa se lleva a cabo sobre todo en los plastidos de
las plantas y en muchas células procariontes. Por esta ruta se sintetizan sobre

todo monoterpenos, diterpenos y carotenoides.

HMG-CoA
ji} Tiolasa o 0O stntasa HO\\//
2 | ~scoal — f”\/u\scm P——— : goo "SCoA
Acetil- CoA Acetoacetil CoA
! 1 B-Hidroxi-| ﬁ—meul—glulanl CoA
)\SC OA | (EMG-CoA)
HMG-Cod
reductasa
Mevalonato Mevalonato
HO quinasa HO, S-fosforransferasa HQ
¢ ~""oPP (~""op " ™~""OH
coor Coor [{e]e}
5-Pirofosfomevalonate 5-Fosfomevalonato Mevalenate
0O ~ Firofosfate
-0-pin’ Firofasfomevalonato de isopentilo
O,E_O ADP descarbaxilasa /l\ _ Isomerasa k—/“*
HO -~ N “SoppT — OPP
{1 ~"opPpP CO, Pirofosfato de Pirofosfato de
.Cry J-isopentilo I-isopentilo
o o

Figura 2.10: Ruta del Mevalonato

La biosintesis comienza a partir del pirofosfato de 2-isopentenilo (IPP) que

bajo accion enzimética se polimeriza en dos 0 mas unidades y ésta tiene lugar
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mediante uniones del tipo cabeza-cola o cabeza-cabeza. De esta manera se da
origen a diferentes familias de poli-isoprenos aciclicos: monoterpenos (10
carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos),
sesterterpenos (25 carbonos), triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40
carbonos) etc. Cada uno de ellos es el precursor de las distintas subfamilias de
terpenos, a través de ciclaciones enzimaticas, reacciones y reordenamientos de

carbocationes, Figura 2.11.

- i,.ﬂ" _""‘\\)\‘I/\
COPP + Ly TOPP
H
Pirofosfato de Pirofozfate de
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Figura 2.11: Biosintesis de terpenos

El cicloartenol se obtiene a partir de la ruta biosintética del mevalonato,
(Figura 2.10). El proceso se inicia con la epoxidacién del escualeno catalizada por
una flavoproteina que utiliza O, y NADPH como cofactores. Mediante procesos de
ciclacion en cascada en la que intervienen la quimica de carbocationes y

reordenamientos de Wagner-Meerwein (W-M) de hidrégenos y metilos se obtienen
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las diferentes estructuras de triterpenos. En el caso de animales y hongos se

obtiene el lanosterol, y en el caso de plantas, el cicloartenol. Figura 2.12.

N N N
0.
NADPH

oxido de escualeno

HO

lanosterol

X

\ escualeno

hongos

cicloartenol

animales‘

A A

reordenamiento concertado M-W
1,2 de hidruro y 1,2 de grupo metilo

“H

Figura 2.12: Ruta biosintética de triterpenos en animales, plantas y hongos.

El cicloartenol es el metabolito mayoritario de muchas de las especies del

género Tillandsia, y, como se menciond anteriormente, la prevalencia de éste

frente a otros cicloartanos depende en gran medida de la época de recoleccion.
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Capitulo 3z Estudio quimico deTillandsia tenuifola y Tillandsia ixioides

3. Estudio Quimico

En este capitulo se describe la composicion quimica del extracto lipofilico
(EL) y el extracto polar (EP) de T. tenuifolia. Para T. ixioides solo se describe la

obtencion del metabolito mayoritario a partir de su extracto lipofilico.

3.1. Material vegetal

Tillandsia tenuifolia fue recolectada en estado de floracion, en el Dique
Campo Alegre, Departamento La Caldera, Provincia de Salta, Argentina (Figura
3.1) el 30 de septiembre de 2011. Un ejemplar de Herbario (SI 139665) se
encuentra depositado en el Herbario del Instituto Darwinion (San Isidro, Buenos

Aires).

Figura 3.1: Ubicacion geografica de Tillandsia tenuifolia.
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Tillandsia ixioides fue recolectada en la localidad de La Silleta, Km 6,
Provincia de Salta, Argentina, el 28 de Septiembre de 2012 (Figura 3.2). Un
ejemplar de la muestra se encuentra depositado en el Herbario del Instituto

Darwinion (San Isidro, Buenos Aires).

Figura 3.2: Ubicacion geografica de T. ixioides en la ciudad de Salta, localidad de La Silleta.

3.2. Materiales y métodos

Las metodologias y técnicas de extraccion, fraccionamiento y purificacion
de los metabolitos secundarios de T. tenuifolia y T. ixioides fueron basicamente las
mismas. Para la extraccion se utilizaron los siguientes solventes: etanol (EtOH),
acetato de etilo (AcOEt), agua (H,0), metanol (MeOH) y hexano (hex). Para el
fraccionamiento y la purificacion se utilizan dicloromentano (DCM), cloroformo
(CHCI3), acetonitrilo (CH3CN), ciclohexano (Chex) y AcOEt. Todos los solventes

fueron purificados por destilacién fraccionada.

3.2.1. Extraccion

A El material vegetal fresco (hojas) se tritur6 en una licuadora de vidrio y se
se extrajo con EtOH (1L/1kg material) en un erlenmeyer.

A El residuo vegetal seco se extrajo nuevamente por maceracion con EtOH y

dos veces con AcOEt.
A Los extractos combinados se concentraron en un evaporador rotatorio a

presién reducida hasta obtener una suspension acuosa.
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A A la suspensién acuosa se le agregd MeOH en cantidad necesaria para
alcanzar una concentracion MeOH/H,0 (9:1).

A La fraccion hidrometandlica se extrajo 3 veces con Ciclohexano. De esta
manera se obtuvo el extracto lipofilico (EL) y el extracto polar (EP). (Figura
3.3).

N\

Plantafresca

Se extrajo con EtOH
y AcOEt

Suspension acuosa

MeOH:H20 (9:1)

Seextrajocon

Ciclohexanox 3 MeQOH:H20
Extracto Lipofilico Extracto Polar
(EL) (EP)

Figura 3.3: Esquema general de extraccion y particion de las partes aéreas de Tillandsia.

3.2.2. Técnicas cromatograficas utilizadas
A Cromatografia Liquida de Vacio (CLV).

Se utilizaron como soporte silica de fase normal (FN), Silica gel G o H
(Merck) o de fase reversa (FR), Silica gel de FR C-18 Aldrich. Se utilizaron
embudos de placa filtrante de vidrio sinterizado de diferentes diametros
dependiendo de la cantidad de muestra a purificar. El vacio se realiz6 con

bomba de agua y los solventes utilizados se especifican en cada caso.
A Cromatografia en Columna Flash (Cf).

Se utilizé Silica gel 60 (0,063 1 0,200 mm) 230-400 Mesh ATSM Merck y se

aplico presion usando aire comprimido.
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Para armar la Cf, la silica gel se suspendié en el solvente de eluciébn menos

polar y la muestra se sembré de dos maneras:

En forma de pastilla, la muestra se disolvido en un solvente en el que es
soluble y se agrego la silica de columna a utilizar hasta formar una pasta, la
cual se seco posteriormente en un rotavapor a presion reducida, hasta

obtener un sélido completamente homogéneo.

En forma liquida, la muestra se disolvioé en un solvente en el que es soluble,
teniendo el cuidado de que la polaridad sea menor o igual a la de la

suspension de la columna.

Cromatografia de permeacion en gel (Sephadex LH-20).

En la separacion por geles se empleo Sephadex LH-20 (GE Healthcare), en
columnas de diferentes tamafios se suspendié en MeOH y se utilizo dicho

solvente como fase movil.

Cromatografia liquida de alta resoluciéon (High performance liquid

cromathography, HPLC).

Se utiliz6 un cromatografo liquido que consta de una bomba Thermo
Separations Products, un detector UV spectra (serie 100), de longitud de
onda variable y un detector de indice de refraccibn Thermo conectados en
serie, con inyector manual del tipo Rheodyne y una columna C-18 de 1 cm

de didmetro.
Cromatografia en capa delgada (ccd)

La ccd se realizd en cromatofolios de 0,2 mm de espesor y con indicador de

fluorescencia a 254 nm (Merck), en Silica gel 60 de FN o Silica gel de FR

C-18. Como agentes reveladores se utilizaron, luz UV (&= 254 nm

nm), reactivo de vainillina (3 gramos de vainillina en 100 mL de etanol),
oleum (solucion de etanol: acido sulfurico 8:2) y posterior calentamiento en

estufa a 110 °C. Esta cromatografia se utilizé para determinar perfil de las
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3.2.3.

3.3.

3.3.1.

fracciones a purificar, y en base a esto establecer el criterio de purificacion,
los solventes de elucidén utilizados se especifican en cada caso en

particular.

Purificacion de los extractos lipofilico (EL) y polar (EP)

El extracto lipofilico, EL se fracciond por CLV en silica gel 60 H, con un

gradiente de elucion Chex/AcOEt de polaridad creciente.

Las fracciones obtenidas se analizaron por ccd y RMN, se reunieron las de
comportamiento similar y se purificaron por Cf de FN o Sephadex LH-20.

Las mezclas complejas se purificaron utilizando HPLC en columnas de FR

con sistemas MeOH/H,O o CH3CN/H,O como eluyentes.

El fraccionamiento del EP se realizé por CLV de FR C-18, con un gradiente
de H,O/MeOH.

Los compuestos se purificaron mediante Cf, Sephadex LH-20 o HPLC. La
técnica a emplear se seleccioné de acuerdo con el comportamiento de los

compuestos a aislar en distintas fases, y la masa de la que se disponia.

Tillandsia tenuifolia (500 g)
Extracto lipofilico (EL)

El EL (1,5 g) se purific6 mediante CLV, de donde se obtuvieron 3 sub-

fracciones: L1, eluida con Chex:AcOEt (9:1), L2, con Chex:AcOEt (8:2) y L3 con
Chex:AcOEt (7:3).

La sub-fraccion L1 (575 mg) se purificO mediante Cf, utilizando como

sistema de elucion, mezclas de hex:DCM de polaridad creciente; CLV utilizando

silica de FR eluida con MeOH puro, de esta purificacién se obtuvo el compuesto

l1, cicloartenona (106 mg) en forma de soélido cristalino y mediante HPLC con una

mezcla CH3CN:MeOH como solvente de desarrollo, a una presion de 850 psi y un

flujo de 3mL/min. se obtuvo |, 25-hidroperoxi-23-etilen-3 Ecicloartanol (34 mg).
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La sub-fraccion L2 (47 mg) se purific6 mediante una Cf utilizando como
sistema de elucion: hexano y mezclas de hex:DCM de polaridad creciente,
obteniéndose como componentes mayoritarios lipidos lineales y cicloartanol

impuro.

La sub-fraccién L3 (421 mg), se purificO mediante Cf utilizando como
sistema de elucion: CHCI; y mezclas de CHCI;:AcOEt de polaridad creciente. De la
purificacion se obtuvo el compuesto I3, cicloartanol (44 mg) como componente

mayoritario.

Los compuestos aislados se muestran en la Figura 3.4 y el esquema de

obtencion de los metabolitos se muestra en la Figura 3.5

Figura 3.4: Compuestos |, a |; del EL aislados de T. tenuifolia
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CLv Hex:AcOEt

L1(9:1) L2(8:2) L3(7:3)

Cf lhex:DCM Cf lhex:DCM Cf lCHCIg:ACOEt

lipidos y cicloartanol
impuro

ccd
hex:DCM (3:7)

L

HPLC

fracci
racciones recolectadas MeOH:CHaCN

Figura 3.5: Esquema de obtencion de los compuestos |, a |; aislados del EL de T. tenuifolia.
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3.3.2. Extracto polar (EP)

El EP (2 g) se purific6 mediante CLV de FR, comenzando con H,O 100%
como solvente de elucion, luego aumentando la proporcion de MeOH al 20% hasta
un volumen total de 250 mL, y asi sucesivamente, MeOH al 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% y 100%, obteniendo de esta forma 9 fracciones (P; a Pg). Estas
fracciones se concentraron a presion reducida y se analizaron por ccd. En base al
perfil observado se definié el analisis posterior de las mismas. P, no presentaba
compuestos de interes, P, y P3 tenian un perfil similar y se reunieron en P, lo
mismo ocurri6 con las siguientes fracciones P45 mientras que el resto las

fracciones (Ps a Pg) no presentaron metabolitos de interes.

P23 (266 mq): Se purificé por HPLC utilizando como sistema de elucion
CH3CN:H,O (4:6). De las fracciones recolectadas se obtuvo el compuesto pi,

acido 4,5-dihidroxi-cinamico (acido cafeico).

P45 (94 mg): Se purifico mediante Sephadex LH-20 utilizando MeOH como
solvente de elucién y una posterior Columna flash, con mezclas de CHCI3;:AcOEt
de polaridad creciente. De estas purificaciones se obtuvieron los compuestos p»,
3,6,3 -trimetoxi-5,7,4 trihidroxi-flavona, ps, &cido 4-hidroxi-cindmico (4cido p-
cumarico). Todos los compuestos aislados se muestran en la Figura 3.6 y el

esquema de la obtencién de los mismos se puede observar en la Figura 3.7.

Figura 3.6: Compuestos p; a ps del EP aislados de T. tenuifolia
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CLV H20:MeOH

P4 P, Py Ps Ps Ps P; Ps )
45mg 36mg 230mg 73mg 21mg 24mg 80mg 77mg 446mg

P33 Pas
| Sephadex LH-20 | MeOH
Cf

HPLC § CH;CN:H20

CHCly:AcOEt

ccd ccd
o CHCl;:AcOEt (95:5) CHCl;:AcOEt (95:5)

T . I
&

Figura 3.7: Esquema de obtencion de los compuestos p; a p; aislados del EP de T. tenuifolia.

3.4. Tillandsiaixioides (1,200 Kg)
3.4.1. Extracto lipofilico (EL)

El EL (6 g) se purificé por CLV, con mezclas de Chex:AcOEt de polaridad
creciente (95:5), (9:1) y (8:2). Las fracciones se analizaron por ccd y se observé
gue eluidas en Chex:AcOEt (9:1) y (8:2) presentaban un metabolito mayoritario en

comun. Estas fracciones se combinaron y se obtuvo un total de 1 g, la cual se
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purifico por Cf, utilizando ciclohexano y mezclas de Chex:DCM de polaridad
creciente como eluyentes. De esta purificacion se obtuvo el compuesto s,

cicloartenol como metabolito mayoritario y |, fitol. EI procedimiento experimental

puede observarse en la Figura 3.8.

CLV Chex:AcOEt

Chex:AcOEL(95:5) Chex:AcOEt (9:1) Chex:AcOEt (8:2)
l Cf I Chex:DCM
lipidos
lineales

Desarrollo de la columna

ccd
Chex:DCM (3:7)

X

HO ., cicloartenol fitol

Figura 3.8: Esquema de obtencién de |5y | aislados de T. ixioides.
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3.5. Identificacion por RMN de los metabolitos aislados.

Para la elucidacion estructural de los compuestos se emplearon métodos
espectroscopicos, en particular, técnicas de RMN 1D y 2D (COSY, DEPT-HSQC,
HMBC, NOESY). Se utilizan equipos de RMN: Bruker AC 200 (200 MHz) y Bruker
Avance 2 de 500 MHz, este ultimo permite efectuar experimentos de RMN 2D con
deteccién inversa y gradiente de campo. Algunos compuestos se identificaron por
comparacion con los datos espectroscépicos de la biblioteca de cicloartenoides
naturales de Tillandsia, aportados gentiimente por la Dra. Gabriela Cabrera

(UMYMFOR). Los solventes utilizados se especifican en cada caso en particular.

Compuestos |; a lzaislados del EL de T. tenuifolia
3.5.1. Compuesto I, cicloartenona

En el espectro RMN-H (Figura 3.9) se observa la sefial de protén vinilico a
0 5.10 (t, 1 H, J = 7.0 Hz, H-24); dos sefales de protones adyacentes a un grupo
carboniloat 2.71 (dt, 1H,J=14.0,65Hz,H-2) vy 4 2. 31=14.0 d.5
2.5 Hz, H-2"); dos sefiales de grupos metilo sobre carbonosp?’a U 1. 68 -
27) vy 0 1. &6) cihee sefidbes de protéhes correspondientes a grupos
metilos sobre carbonos sp* 110 (&, 3 H, H-30), 1 1.04 (s, 3 H, H-29), 11 0.99 (s, 3
H, H-18), i 0.90 (s, 3 H, H-28) y 0 0.88 (d, 3 H, J = 6.5 Hz, H-21) y dos sefiales
gue corresponden a los protones del anillo del ciclopropiloa t 0.78 (d, 1 H, J =4.3
Hz, H-19) y 11 0.57 (d, 1 H, J = 4.3 Hz, H-19"), caracteristicas de los cicloartanos.

En el espectro de RMN-*C (Figura 3.10) se destacan tres sefiales: un
carbonilo a 216.6 ppm (C-3) y dos carbonos olefinicos a 130.9 ppm (C-24) y 125.2
ppm (C-25). La asignacion completa se encuentra en la Tabla 3.
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Figura 3.9: Espectro RMN- "H del compuesto |; (CDCls, 500 MHz).
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Figura 3.10: Espectro RMN-"*C del compuesto |; (CDCls, 125 MHz).
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3.5.2. Compuesto |,, 25-hidroperoxi-23-etilen-3 bcicloartanol

En el espectro de RMN-'H (Figura 3.11) se observan las sefiales de
protones ol ef @ddildHpls= 128, &2, &0.Hz,H-23) vy (da, . 52
H, J = 15.8 Hz, H-24) con una configuracién E, propuesta por el valor de la

constante de acoplamiento.

Por el analisis conjunto de los espectros bidimensionales (HSQC-DEPT,
HMBC y COSY) se realizaron |l as sigudi)entles as
1.34(s,6 H,H-26, H-2 7) , Us,30H,19-Z9 ), Us, 30H 1I-B8), Us,30.88 (
H,H-28), Uud 3H, B=B5Hz,H21), U 36,.H810)(, id, 10H, B=6 (
42Hz,H19) vy @ 118,J382Hz, H1906) .

El grupo hidroperoxido se propone por el valor observado en el espectro de
carbono C-25 (82.3 ppm) (Figura 3.12) el cual aparece a delta mayor que un
carbono oxigenado comuan, y comparacion con datos de referencia. Este

compuesto ya ha sido reportado en algunas especies de Tillandsia - Capitulo 2.

En el espectro de RMN-*C (Figura 3.12), se destacan las siguientes
sefiales: los carbonos olefinicos a 134.4 ppm (C-24), 130.7 ppm (C-23), un
carbono cuaternario con un grupo peréxido 82.3 ppm (C-25), un carbono

oxigenado a 78.8 ppm (C-3).
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Figura 3.11: Espectro RMN-"H del compuesto |,, (CDCl3z, 500 MHZz).
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Figura 3.12: Espectro RMN-"*C del compuesto |, (CDCl3, 125 MHz).
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3.5.3. Compuesto I3, cicloartanol

En el espectro RMN-'H (Figura 3.13) se observan las siguientes sefiales:
un prot-n sobre car d2aBnm 1H XHi3)g leshmotones que U
corresponden a siete gprodHe9 HAB,0BIA(H3H, K U 0. 96
28), 0.87 (d, 3H, J = 6.4 Hz, H-21), 0.86 (da, 3H, J = 6.5 Hz, H-27), 0.85 (da, 3H, J
= 6.5 Hz, H-26) y 0.80 (s, 3H, H-30) y los protones d e | anill o de <ciclop
055(d,1H,J=41Hz,H-19) vy @& 1HJ=343 Hf{,H196) .

~ CAOANOVLLOLM
N G 6 @ %0 @ @ Lh M
(3] oOoocooocoo
I —d—
H-19
H-30
|

A W

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5
f1 (ppm)

Figura 3.13: Espectro de RMN-"H del compuesto |; (CDCls, 500 MHz)

E. Elisabeth Zambrano
79



Capitulo 3z Estudio quimico deTillandsia tenuifoliay Tillandsia ixioides

En la Tabla 1 se muestran las sefales caracteristicas de los compuestos

aislados del EL.

P P I3

compuesto U mul ti penHni O mul ti pdnHni G mul ti peniHz)i
Posicion

3 = 3.29m 3.28 m
18 0.99s 0.96 s 0.96 s
19 0.57 d (4.3) 0.33d (4.2) 0.33d (4.1)

0.78 d (4.3) 0.56 d (4.2) 0.55 d (4.1)
21 0.88d (6.5) 0.87 d (6.5) 0.87 d (6.4)
23 - 5.7 ddd (15.8, 8.2, -

6.0)

24 5.1t (7.1) 5.5 d (15.8) -
26 160s 134s 0.85 da
27 1.68s 134s 0.86 da
28 0.90s 0.88s 0.89s
29 1.04s 0.97 s 0.96 s
30 1.10s 0.81s 0.80s

Tabla 1: Sefiales caracteristicas de RMN-'H (CDCl3) de los compuestos |; a |; del EL de T.
tenuifolia.

Compuestos p; a ps aislados del EP de T. tenuifolia
3.5.4. Compuesto p;, acido 4,5-dihidroxi-cindmico

En el espectro RMN-'H (Figura 3.14) se observan dos sefiales dobletes de
protones v7.n34 iy olg 1@0 HA)correspondientes a los protones
H-1" y H-2" de la cadena lateral de derivados de &cido cindmico. Se observan las
sefales de protones arom8t i@dds IHAIReta 821 Si St € m:
Hz, H-6), 0 6 (df, 3H, Jorto/meta = 8.1, 2.1 Hz, H-2) yd 6. 7 1 J{wd-,8.1 HzA,
H-3). (Se observan sefiales de impurezas de acetato de etilo y agua). El

compuesto p; fue identificado como acido cafeico (acido 4,5-dihidroxi-cinamico).
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VO O Man
NN QoM UNA
NN NO OO 0oso
N/ ~ AN/

H-2

8‘.0 7‘.5 7‘.0 é.S é.O 5‘.5 5‘.0 4‘.5 fl?b%m) ?;.5 3‘.0 2‘.5 2.0 £.5 1‘.0 (';.5 (;.O
Figura 3.14: Espectro RMN-'H del compuesto p; (CDs0D, 200 MHz).
3.5.5. Compuesto p», 3,6,3 -trimetoxi-5,7,4"-trihidroxi-flavona
En el espectro RMN-'H (Figura 3.15) se observan las siguientes sefiales

caracteristicas de una trisustitucion 1, 3, 4 para uno de los anillos aroméaticos, un

singleteanchoal 7. 69 ( £93 undbbleldgblettlat 7. 6 7 {Jo@ibbia 1

= 8.1, 2.1 Hz, H-6") y un doblete a i 7.04 (d, 1 H, Joro = 8.1 Hz, H-5"), también se
observan dos singletes asignados a: U 6.49 (sa, 1 OH, C-4") y u 3.98 (s, OMe, C-
3’) que por la integral y el desplazamiento quimico corresponde a un metoxilo. A U
12.91 (s, 1 OH, C-5) se observa una sefial tipica de hidroxilos en posicion 5y
varios singletes a: U 6.55 (s, 1 H, H-8), 4 5.98 (s, 1 OH, C-7), U 4,04 (s, OMe, C-6),
y U 3,85 (s, OMe, C-3), todas las asignaciones fueron realizadas en base al
analisis de los espectros bidimensionales (HSQC-DEPT, HMBC y COSY) y la
estructura del compuesto corresponde a una 3,6,3 -trimetoxi-5,7,4 -trihidroxi-

flavona.
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Figura 3.15: Espectro RMN-'H y ampliacién del compuesto p, (CDCl3, 500 MHz).

3.5.6. Compuesto psz, acido p-hidroxi-cinamico

En el espectro RMN-'H (Figura 3.16) se observan dos sefiales dobletes de
protones vinilicos a G 7.65 y U 6.38, con una constante de acoplamiento Jyans =
16.0 Hz que corresponden a los protones Hp-1" y Hz-2" respectivamente, también
se observan dos sefales dobletes caracteristicas de una sustitucion para en un
anillo aromatico a U 7.56 y U 6.89 (Joo = 8.7 Hz), estas sefiales indican que el

compuesto ps es el acido p-hidroxi-cinamico.
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o e M e

T T T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

80 75 70 65 60 55 50 45
Figura 3.16: Espectro RMN-'H y ampliacion del compuesto p; (CDgCO, 200MHZz).

En la Tabla 2 y 3 se resumen los desplazamientos quimicos de los protones

caracteristicos para los compuestos p; a p; del EP de T. tenuifolia.

Pa 9F]
posicion G multi penHni O multi penHDi d

2 6.93dd (8.1,2.1)  7.56d (8.7)
3 6.71d (8.1) 6.89 d (8.7)
5 - 6.89 d (8.7)
6 7.00d (2.1) 7.56 d (8.7)
1 7.54 d (16.0) 7.65d (16.0)
2 6.25 d (16.0) 6.38 d (16.0)

Tabla 2: Datos de RMN-"H de los compuestos p; y ps del EP de T.tenuifolia, (J en Hertz).
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posicion P2
G mul ti peniHD)i d
3.85 s (OMe)
12.91 s (OH)
4.04 s (OMe)
5.98 s (OH)
6.55s
7.69 sa
3.98 s (OMe)
6.49 sa (OH)
7.04d (8.1)
7.67 dd (8.1, 2.1)

QUARKXNoo~No 0w

Tabla 3: Datos de RMN-"H del compuesto p, del EP de T.tenuifolia, (J en Hertz).

Compuestos Is y |s aislados del EL de Tillandsia ixioides
3.5.7. Compuesto Is, cicloartenol

En el espectro RMN-'H (Figura 3.18) se observan las siguientes sefiales:
un protén vinilico a t 5.09 (t, 1 H, J = 7.1 Hz, H-24); un protén sobre carbono
oxigenado a U 3.28 (m, 1H, H-3); dos grupos metilo sobre carbono sp?a i 1.68 (s,
3 H, H-27) y 4 1.60 (s, 3 H, H-26); protones correspondientes a cinco grupos
metilo a U 0.96 (s, 6 H, H-30, H-18), U 0,89 (s, 3H, H-28), 0 0.87 (d, 3 H,J=6.5
Hz, H-21), U 0.80 (s, 3 H, H-29) y los protones del anillo de ciclopropilo a G 0.55 (d,
1H,J=4.2Hz H-19)y 1 0.33 (d, 1 H, J =4.2 Hz, H-19"), sefales caracteristicas

de los cicloartanos?.

En el espectro de RMN-*C (Figura 3.19), se destacan las siguientes
sefales: los carbonos olefinicos a 130.9 ppm (C-24), 125.2 ppm (C-23), un
carbono oxigenado a 78.8 ppm (C-3), todas estas sefiales se corresponden con

las del cicloartenol, la asignacion completa se encuentra en la Tabla 3.
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Figura 3.18: Espectro RMN-'H del cicloartenol (CDCls, 500 MHz).
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Figura 3.19: Espectro RMN-"3C de cicloartenol (CDCl3, 500 MHz)
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3.5.8. Compuesto lg, fitol

En el espectro RMN-'H (Figura 3.20) se observan las siguientes sefiales:
un protén olefinico G 5.41 (t, J = 7.0 Hz), dos protones alilicos adyacentes a un
grupo oxigenado a u 4.15 (d, J = 7.0 Hz), dos protones alilicos a i1 1.99 (t, J = 7.4
Hz) y un metilo sobre carbono sp® a Ui 1.67, en la zona de U (1.00 i 0.80) se
encuentran sefiales correspondientes a cuatro metilos dos dobletes y dos
singuletes, estas sefiales son caracteristicas del fitol, las mismas se corroboran

con bibliografia®.

— N ™ N QWL M
<+ — - o © 0 © 0
5 < < - o Scoc oo
| N | | —Na—
H-20
H-1/H-1
H-4

| SN

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

7‘.5 7‘.0 é.S 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4.0 3.5
f1 (ppm)
Figura 3.20: Espectro RMN-"H del fitol (CDCl3, 200 MHZz).

En la Tabla 4 se muestra la asignacion completa para los metabolitos

mayoritarios de ambas especies, cicloartenona en T. tenuifolia y ciloartenol en T.
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ixioides, en ambos casos los valores asignados a **C se compararon con los de

bibliografia.
Ne C ()
Cicloartenona
Exp.-Bibl.
1 33.4-33.4
2 37.4-37.6
3 216.6 - 216-5
4 50.2 - 50.2
5 48.4 - 48.5
6 215-215
7 28.1-28.1
8 47.9 - 47.9
9 21.1-21.1
10 25.9-27.0
11 26.7 - 26.8
12 32.8-32.8
13 453 -453
14 48.7 - 48.7
15 25.8-25.9
16 35.5-35.6
17 52.3-52.3
18 17.6-17-6
19 29.5-29.6
20 35.8-35.9
21 19.3-19.3
22 36.3 - 36-3
23 24.9-25.0
24 125.2 - 125.2
25 130.9 - 139.9
26 18.2 - 18.2
27 25.7-25.7
28 18.1-18.1
29 22.2-22.2
30 20.7-20.8

'H
Experimental

1.55,1.85
2.31 ddd (2.5,4.5,14.0)
2.71 dt (6.4,14.0)

1.69
0.96,1.54
1.30,1.91

1.57

1.15,2.03
1.65

1.30
1.10,1.40
1.58
0.99 s
0.57/0.78 d (4.4)
1.39
0.88 d (6.5)
1.04,1.44
1.86,2.09
5.10 t (7.0)
1.60
1.68
0.90
1.04
1.10

1SC
Cicloartenol
Exp.-Bibl.
31.9-32.0
30.3-304

78.9 - 78.8
40.4 - 40.5
47.1-47.1
21.1-211
259-28.1
47.9 - 48.0
20.0-20.1
26.0-26.3
26.4 - 26.6
32.9-33.0
45.3-454
48.8 - 48.9
35.6 - 35.6
28.1-28.2
52.3-52.4
18.0-18.1
29.9-29.9
35.8-35.9
18.2 - 18.3
36.3-36.4
249-250
1252 -125.4
130.9 - 130.8
17.6-17.6
25.7-25.7
19.3-19.4
25.4-25.5
14.0-14.0

'H
Experimental

1.22,1.55
1.56,1.75

3.28m
1.29
0.79,1.59
1.06,1.32
1.49

1.09/1.98
1.61

1.28
1.28/189
1.57
0.96s
0.34/0.56 d (4.1)
1.38
0.86 d (6.4)
1.22/1.55
1.85/2.02
5.1t(6.5)
1.68s
1.60s
0.89s
0.81s
0.96s

Tabla 4: Desplazamientos quimicos de B¢ y H (CDCl3) de los metabolitos mayoritarios aislados
de T. tenuifolia cicloartenona® y T. ixioides cicloartenol®.

Discusion

Los metabolitos aislados del extracto lipofilico de T. tenuifolia y T. ixioides

ya fueron reportados en T. usneoides, estos se mencionan en el capitulo 2 donde

se indican como los compuestos 1 (cicloartenona), 17 (cicloartenol), 27 (25-

hidroperoxi-23-eno-3-ona) y 26 (cicloartanol).
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El metabolito mayoritario aislado de T. tenuifolia fue cicloartenona (l1)

mientras que para T. ixioides fue cicloartenol (Is).

La relacion de compuestos oxidados a reducidos depende del lugar y de la
época de recoleccion se sabe que en primavera la produccion y consumo de CO»
es maxima con lo cual se favorece la biosintesis de los compuestos oxidados
como es el caso del hidroperéxido |,. Al tratarse de plantas expuestas a
condiciones adversas, como la extrema exposicion a la luz solar y la ausencia de
humedad en funcion de su caracteristica epifita, podemos decir que los
hidroperoxicicloartanos podrian ser considerados como compuestos del sistema

protector de estas especies*>®.

La flavona trimetoxi-sustituida aislada del extracto polar de T. tenuifolia, p»
(3,6,3" trimetoxi-5,7,4 -trihidroxi-flavona) no ha sido reportada para otras especies
de Tillandsia. Por otra parte los compuestos p;, 4,5-dihidroxi-cindmico (acido
cafeico) y ps, 4-hidroxi-cinAmico (4cido p-cumarico) resultan ser los precursores

biosintéticos de la misma.

Del extracto lipofilico (EL) de T. ixioides se aislo fitol I un compuesto muy

comun y abundante en las plantas y cicloartenol |s.

Con este estudio se corrobora que los componentes principales del género
Tillandsia son cicloartanos y flavonoides como se menciona en los antecedentes

del capitulo 2.
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Caitulo 4 -Modificaciones sintéticas de cicloartenona y cicloartenol

4. Antecedentes sintéticos

Como ya se menciond en los capitulos anteriores, los cicloartanos
constituyen los principales metabolitos secundarios en plantas del género
Tillandsia (Bromeliaceae).! Como parte del estudio de metabolitos secundarios
producidos por T. tenuifolia, se aislé una cantidad considerable de cicloartenona.
A partir de estudios previos de otras especies de Tillandsia, especialmente T.
usneoides y T. recurvata, se obtuvo una cantidad adicional de cicloartenol.>® La
abundancia de estos compuestos y la facilidad con la que se pueden interconvertir
mediante reacciones de oxidacidén o reduccién, permitio llevar a cabo un proyecto
de diversificacion estructural, destinado a la preparacidon de nuevas sustancias

bioactivas.

Aungue los triterpenoides pentaciclicos mas comunes fueron descubiertos
hace tiempo, hay un interés reciente en el uso de los mismos como materiales de
partida para programas de diversificacion quimica y estudios de relacion
estructura-actividad.**? Sorprendentemente, a pesar de la abundancia relativa de
los cicloartenoides y la sencillez de su purificacion, s6lo se han publicado unos
pocos estudios sobre reacciones quimicas y relacion estructura-actividad de estos
compuestos, comparado con la gran cantidad de informacién de transformaciones

qguimicas a partir de triterpenos pentaciclicos.

Motivados por la abundancia, los antecedentes de actividad en compuestos

similares®>?*’

, y el facil acceso a estas especies en la Provincia de Salta, se encaro
la preparacion de una biblioteca de derivados de cicloartanos. Utilizando
cicloartenona como sustrato inicial se plantearon diversas modificaciones en el
anillo A. Las primeras reacciones planteadas fueron una oxidacion con
PhSeCl/Oxone y una halogenacion con cloro gaseoso, y en ambos casos se
observé que el doble enlace D** generaba problemas de regioselectividad. Por lo
tanto se decidié hidrogenar este doble enlace para poder enfocar las reacciones

sobre el anillo A sin interferencias de otros grupos funcionales.
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Todos los compuestos obtenidos a partir de cicloartenona y cicloartenol
fueron evaluados frente a cinco cepas de Staphylococcus aureus comparando el

comportamiento con penicilina. Los resultados se muestran en el Capitulo 6.

4.1. Derivados obtenidos a partir de cicloartenona

En el Esquema 4.1 se indican las reacciones llevadas a cabo sobre
cicloartenona, todas ellas centradas en la modificacion del anillo A. Primeramente
se intent6 oxidar el anillo A para formar un doble enlace D', y generar de esta
forma un sistema carbonilico a, b-insaturado. También se intentd llevar a cabo la
cloracion en el C-a de la cetona (C-2). En ambos casos se obtuvo méas de un

producto, y se evidencié que el d o b | e *eambiéndue magificado, lo cual

esta sefialado con circulos rojos.

Esquema 4.1: Compuestos d; a d, obtenidos a partir de cicloartenona, i) PhSeCI-THF, Oxone-
H,0, ii) Cl, (g)-ciclohexano.

i) Los compuestos d; y d, se obtuvieron al hacer reaccionar cicloartenona
disuelta en THF con cloruro de fenil selenio (PhSeCl) y posterior agregado de
Oxone® disuelto en H,0, Figura 4.1. Los compuestos fueron separados por TLC

preparativa
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PhSeCI-Oxone
THF

S

35°C, 2h

cicloartenona dy i
Figura 4.2: Reaccion de oxidacion.

4.1.1. Compuesto d;, 25-hidroxi-cicloart-1,23-dien-3-ona.

En el espectro de RMN-'H (Figura 4.2) se observan dos dobletes
correspondientes a protoneso | ef 2 ni cos acopl ados entre s2 a
10. 0 Hz) asi gnados' polas cdrelaciores @bsetvadaseen ep
espectro HMBC (Figura4.3),de | a sefal a 0 6.caBonc®3d | os §-
(205.2 ppm, en el espectro se observa la sefial reflejada a d bajos), C-5 (44.3 ppm)
yC9 (24.8 ppm). A su vez, l a sefal a u 5.9
carbono C-4 (46.0 ppm) y C-10 (29.9 ppm), lo cual confirma la modificacién del
anillo A. Por otro lado, los grupos metilo C-26 y C-27 originalmente unidos a un
carbono sp?, se desplazafptualid32neno®tersa sefal ol ef -
observa como un multiplete que integra para dos protones con acoplamiento fuerte
y en el espectro HMBC (Figura 4.3) correlaciona con C-22 (39.00 ppm) y con un
carbono hidroxilado cuaternario C-25 (70.7 ppm). En dicho espectro también se
observa | a correlaci-n de | os protones de | o

carbono cuaternario (70.7 ppm) y un carbono olefinico C-24 (139.5 ppm).

A partir de estos datos se deduce que el carbono C-25 también fue oxidado
con la consiguiente isomerizacién del doble enlace a D®. De esta forma el
compuesto d; fue caracterizado como 25-hidroxi-cicloart-1,23-dien-3-ona y se trata

de un compuesto nuevo.
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Figura 4.2: Espectro de RMN-'H del compuesto d; (CDCls, 500 MHZz).
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Figura 4.3: Ampliacién del espectro HMBC del compuesto d; (CDCls;, 500 MHz).
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4.1.2. Compuesto d;, 25-hidroxi-cicloart-23-en-3-ona

En el espectro RMN-'H (Figura 4.4) se observan las sefiales caracteristicas
de los protones vecinos al grupo C=0 de la cicloartenonaatu 2 ywu 12 . 30, |l o qu
indica que el anillo A no fue modificado. La sefiala it 5. 60 i ntegra par
protones y las correlaciones observadas en el espectro HMBC (Figura 4.5)
coinciden con las discutidas para el compuesto d; con lo cual se plantea la misma
cadena lateral. La estructura fue confirmada mediante espectrometria de masa
ESI"HRMS donde se observo un ion a m/z 463.4546 que corresponde al aducto
[M+Na]* de férmula molecular CsoHssO0-Na*. De esta forma el compuesto d, fue

identificado como 25-hidroxi-cicloart-23-en-3-ona.

22 24
2,

18

—5.60
—2.71
—2.31

H-23/H-24

I Ui d A Joa M L{ .

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

4.0 3.5
f1 (ppm)
Figura 4.4: Espectro de RMN-'H del compuesto d, (CDCl;, 500 MHz).
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H-23/24
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HMBC
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r50
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r60

l | o OO

r8o

roo

70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54
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Figura 4.5: Ampliacion del espectro HMBC del compuesto d, (CDCls, 500 MHZz).

i) Los compuestos ds y d, se obtuvieron al hacer burbujear cloro gaseoso

(Cl,) sobre cicloartenona disuelta en ciclohexano (Figura 4.6).

cicloartenona

Figura 4.6: Reaccion de cloracion.

Esta reaccion se llevd a cabo mediante un dispositivo armado para poder
trabajar a escala de mililitros: el mismo consta de un balon de 50 mL con salida
lateral conectado a un tubo lavador que contiene &cido sulfrico. Este a su vez se
conecta a un balon de reaccion de 5 mL donde se encuentra la cicloartenona
disuelta en ciclohexano. En el primer balén se coloca permanganato de potasio
sélido y por la parte superior se agrega gota a gota acido clorhidrico.
Inmediatamente se desprende un gas verde amarillento que sale por el codo
lateral y se dirige al tubo lavador el cual se encuentra sumergido en el acido. El

gas burbujeante se desaloja por la otra salida lateral y se dirige al balén donde se
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lleva a cabo la reaccién. La reaccion de generacion de Cl, gaseoso se muestra a

continuacion:

2KMnO4 (S) + 16HCI (I)-----A 5Cl, (g) + 2MnCl (s) + 2KCI (I) + 8H,0 (I)

Los compuestos d3 y d, fueron purificados por TLC preparativa.

4.1.3. Compuesto d;, 2clbm-cicloart-25-en-3-ona

Por espectrometria de masa se observa el ion [M+H]" a m/z 459.3471 que
corresponde a la férmula molecular C30H4sClO*. En el espectro RMN-'H (Figura
4.7) se observan las sefialesa i 2 y @ 2 2 qu Torresponden a los protones
vecinos al grupo C=0, al igual que en el compuesto d,, lo cual indica que el anillo
A no fue modificado. Por otro lado, dos sefiales olefinicas a it 5. 00 'y U

corresponden al perfil de un grupo exometileno. Ademas se observa un multiplete

a u 4. 35, gue integra para un prot-n y por

del espectro de masa se propone que corresponde a un protdn sobre carbono
clorado. Ademas se observa la sefial de un solo grupo metilo sobre doble enlace
(0 1.80, 3H).

En el espectro HMBC (Figura 4.8) los dos protones gem del alqueno
correlacionan con los atomos de carbono C-24 (67.6 y 67.5 ppm) y C-27 (16.7,
17.0 ppm), el protén H-24 correlaciona con los atomos de carbono C-22 (33.5
ppm), C-25 (144.3, 144.7 ppm) y C-26 (114.3, 113.9 ppm). La duplicidad de las
sefales indica la presencia de una mezcla de isébmeros. Estos resultados indican
que en la reaccién de cloracioneld o b | e e%hd & cies apme* yiekdoma o
de cloro se sustituye en C-24, formando una mezcla de epimeros. De esta forma
el compuesto d; fue caracterizado como 2 4-cloro-cicloart-25-en-3-ona y es

nuevo.
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Figura 4.7: Espectro de RMN-'H del compuesto d5 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 4.8: Ampliacién del espectro HMBC del compuesto d; (CDClz, 500 MHz).
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4.1.4. Compuesto d4, 2 U, Hikloro-cicloart-25-en-3-ona.

El espectro de masa del compuesto d, presenta el perfil isotépico tipico
para una molécula diclorada. A partir del ion el [M+NH4]" a m/z 510.3287 se

confirma la formula: CzoH4sCl,ONH," para el ion y C3oHs6CloO" para ds.

En el espectro RMN-'H (Figura 4.9) de d, se observan las mismas sefiales
que en el espectro del compuesto d; discutido anteriormente a i 5. 626 )(,H U
489 MH-26E), 24) 3y {-29)cosldcudl $¢ plantea la misma cadena
lateral. La Unica sefial que difiere del perfil anterior es un doble dobletea Ut 4. 93 (
=12.5, 6.5 Hz, H-2) que, en el espectro HMBC (Figura 4.10), correlaciona con los

atomos de carbono C-1 (45.2 ppm) y C-3 (206.5 ppm).

La configuracion relativa del proton H-2 fue determinada por el espectro
NOESY (Figura 4.11), donde se observa que éste correlaciona con los protones
del Me-30 (U 1.15) y los protones H-19 del anillo de ciclopropano (0 0.70) los
cuales se encuentran en | a cara ©b. Por | o

enC-2 se encuentra en |l a cara U.

La duplicidad de las sefiales observadas en el espectro de RMN *3C indica

la presencia de una mezcla de isémeros. Asi, el compuesto d, fue caracterizado

como 2 (24 -dicloro-cicloart-25-en-3-ona y es nuevo.
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Figura 4.9: Espectro de RMN-'H del compuesto d, (CDCls, 500 MHZz).
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Figura 4.10: Ampliacién del espectro HMBC del compuesto d, (CDClz, 500 MHz).
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H-26 H-2 H-26
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Figura 4.11: Ampliacién del espectro NOESY del compuesto d, (CDCl3z, 500 MHZz).
Discusion

A partir de las reacciones planteadas sobre la cicloartenona, se obtuvieron
cuatro compuestos (d, 1 d4), donde d;, d; y d, corresponde a compuestos nuevos,
del que no se encontraron registros bibliograficos, mientras que d, es un

compuesto conocido, el cual fue aislado por Cabrera et al.® de T. usneoides y fue

descripto como el compuesto 6 en el capitulo 2.

La oxidacion sobre C-25 con desplazamiento del doble enlace para ambas
posiciones es una transformacion que ocurre naturalmente. Existen varios reportes
de triterpenos naturales con este tipo de cadena lateral, por ejemplo los
compuestos 18 cicloartan-23-eno-3 b, 25 d9 adoartan-25-eno-3 b , -@d4,
aislados de Euphorbia pulcherrima, los cuales presentaron actividad citotoxica
frente a células de tumor ascitico de Ehrlich®®. Cabrera et al. aislaron los anélogos
sobre-oxidados de los anteriores 27 y 28 de T. recurvata (L.)?> como asi también
los compuestos 6 y 11 de T. usneoides. El compuesto 18 fue descubierto por
primera vez del musgo espafiol (T. usneoides) por Djerassi y McCrindle en 1962,2
y més tarde Greca et al. aisl6 el diol de Juncus effusus.'® El derivado d. tiene la

misma cadena lateral que 18 mientras que ds y ds tienen el mismo grupo
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exometileno que 19 y 11 en C-25 pero un atomo de cloro en lugar de un grupo
hidroxilo sobre C-24.

Los compuestos 6, 11, 18 y 19 provienen de la oxidacion de cicloartenona y
cicloartenol, metabolitos comunes en el género Euphorbia y Tillandsia mientras
que 27 y 28 provienen de la sobre-oxidacion del cicloartenol en respuesta a un

proceso de foto-oxidacién natural* como se menciona el capitulo 2.

En el capitulo 3 se informa el compuesto 27 obtenido a partir de T. tenuifolia,?
lo cual no es sorprendente ya que, como mencionamos anteriormente la oxidacién

sobre C-25 es un proceso natural.

o X e
Y A

=
o MH

OH

ié

2

2
cicloartenol cicloartenona

Esquema 4.2: Cicloartanos con cadena lateral oxidada aislados de diferentes géneros como de
Euphorbia pulcherrima, Juncus efussus, T. usneoides, T. recurvata y T. tenuifolia.*Se sigue con la
nomeclatura utilizada en el capitulo 2.

4.2. Obtencion de cicloartenol

El cicloartenol fue obtenido de diferentes fuentes:

1) 1 gr fue aportado por la Dra. Cabrera (Obtenido en investigaciones previas
de T. usneoides)
i) Purificacion a partir de T. ixioides (descripta en el capitulo 3).

iii) Reduccion a partir de cicloartenona.

Para la reduccion de la cicloartenona se ensayaron dos reactivos y se
observdé que cuando se utilizaba un reductor poco impedido como NaBH; se
obtenian los dos epimeros en C-3 en una relacién Ub (11:73) mientras que si se
trabajaba con un reductor mas voluminoso como LiAlIH(t-Bu)s, solo se obtenia el

epzmero b, el cual corresponde al compuesto
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Sustrato Condiciones Purificacion Producto

cicloartenona NaBH,-DCM/MeOH 0°C VLC FR b-cicloartenol 73 %

U-cicloartenol 11 %

cicloartenona LIAIH(t-Bu)s/THF VLC FR b-cicloartenol

NaBH,4 3 eq

CH,Cl,:MeOH
HO"

’// ’//
a-cicloartenol B-cicloartenol

cicloartenona

Figura 4.12: Reaccién de reduccién de cicloartenona.

Teniendo en cuenta la reactividad observada anteriormente sobre

cicloartenona, para obtener los derivados a partir de cicloartenol

modi fi caciones en

23,?4

la

con

due neeedadonpaotederae grup@ 3-OHp

con el objetivo de evitar reacciones secundarias, para ello se realizd una reaccion

de acetilacion.

4.2.1. U-cicloartenol

En el espectro RMN-'H (Figura 4.13) se observa una sefial triplete a i

(J = 7.1 Hz) asignada al proton H-24y una sefal ancha

5.

2}

protbn H-3, cuya orientacion fue determinada mediante el espectro NOESY

(Figura 4.14) donde se observa que H-3 correlaciona con los protones de los Me-
(0 0.-B®)(ly Me95) y2H2D60pt o6 b lossualds.ad 4)

su vez también mostraron correlacion en el espectro COSY, esto es posible solo si

29

H-3 se encuentra en posicidon pseudo-ecuatorial, con orientacion b.

f % a-cicloartenol
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Figura 4.13: Espectro de RMN-'H del U-cicloartenol (CDCls, 500 MHz).
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Figura 4.14: Ampliacion del espectro de NOESY U-cicloartenol (CDClz, 500 MHz).
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4.2.2. b-cicloartenol

En el espectro RMN-'H (Figura 4.15) se observa una sefial tripletea i 5 .

(J = 7.1 Hz) asignado al proton H-24; también se observa una sefial doble doblete
a Uu 3J. 2 81.2,(4.5 Hz) asignada al proton H-3, cuya orientacion fue
corroborada mediante el espectro NOESY (Figura 4.16), donde se observa la
correlacion con los protones del Me-29 y el proton H-5 ubi cados en
este modo la constante de acoplamiento mas pequefia corresponde al

acoplamiento H-3,/H-2c mientras que la constante mas grande corresponde a H-

3ale‘2ax.

g 7 B-cicloartenol

[e)) [eo] OONOLINM
o (o] Q) O O 0L ™M
S e SSS3so
\ \ S
H-24 H-3 U H-19

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 4.15: Espectro de RMN-'H del b-cicloartenol (CDCls, 500 MHz).
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ri.o
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Figura 4.16: Ampliacion del espectro NOESY del b-cicloartenol (CDClz, 500 MHz).

4.3. Obtencién de cicloartenol acetilado

Para la obtenciobn de cicloartenol acetilado (cicloartenol-Ac) se hizo
reaccionar cicloartenol con anhidrido acético (Ac,0) y piridina (Py) Figura 4.17.

ACQO
Py

cicloartenol cicloartenol-Ac
Figura 4.17: Acetilacion de cicloartenol.

4.3.1. Cicloartenol acetilado

En el espectro RMN-'H (Figura 4.18) se observauna sefialtrip | et e a U 5. 11
que corresponde al doble enlace of*, una sefal mu lagighgold &8t e a 0
proton H-3 y una sefial singulete a & 2. 05 que @logrupoeasepilo.n d e
También se observan siete sefiales de metilos, dos de los cuales se encuentran
ubicados sobre un carbono olefinico a G 1.68 (H-27) y u 1.60 (H-26); ademas se
destacan las dos sefiales dobletesatd 0. 58 \ = 4.3 Hx). c8réacter(sticas de
los protones del anillo de ciclopropano (H-19 y H-19").
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Figura 4.18: Espectro RMN-"H del cicloartenol acetilado (CDCls, 200 MHz).

4.4. Derivados obtenidos a partir de cicloartenol acetilado

A partir del cicloartenol acetilado se obtuvieron los compuestos ds T dq; con
modificaciones en la cadena lateral. La obtencién de los derivados se realizd6 en
serie, es decir, el producto obtenido en la primera reaccién se utiliz6 como sustrato
de la segunda reaccion y asi sucesivamente. En algunos casos el producto se

purificd para la siguiente etapa y en otros se continué adelante con el producto
crudo.
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En el Esquema 4.2 se indican las reacciones llevadas a cabo sobre
cicloartenol-Ac, |1 as cuales se centraron en?®dea modi f

la cadena lateral.

d,

Esquema 4.2: Reactivos: a) m-CPBA/NaHCO;-CH,Cl, b) H,SO, (d)/ THF c) Hsl0g/MeOH d) p-
TsOH/THF e) reactivo de Jones f) H,SO, / THF.

a) El epoxido ds se obtiene al hacer reaccionar cicloartenol-Ac con m-CPBA

en una solucion bifasica CH,Cl, /Na,COg3, Figura 4.19.

m-CPBA, 2 eq
H2CO3 (S.S)/CHzclz
RT, 1h

AcO AcO

cicloartenol-Ac

‘v
4

Figura 4.19: Reaccion de epoxidacion.
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4.4.1. Compuesto ds, 3 bacetoxi-24,25 -epoxi-cicloartano

En el espectro RMN-'H (Figura 4.20) se observan las sefiales que
corroboran la presencia del grupo acetilo sobre C-3, el multiplete a 1056 ¥ el
singul ete del grupo metil o del ac e sta
sugiere que no se produjeron modificaciones en el anillo A. En el espectro HSQC
se observa un triplete que corresponde a un doble doblete (con dos J iguales) a (
2.69 que correlaciona con los carbonos a 64.9/64.8 ppm asignados como C-24. La
duplicidad de la sefal indica la presencia de epimeros en C-24.

En el espectro HMBC (Figura 4.21) se observa correlacién entre el proton
H-24 y los atomos de carbono C-23 (25.6 ppm) y C-25 (58.4 y 58.1 ppm). Los
valores de desplazamiento quimico observados, sobre todo el de H-24, corroboran
la presencia de un epoxido. También se observa la correlacién de los dos grupos
metilo &2d. 2. Bpm) y U0 1.26 (18:285y @3no

cual permite confirmar la asignacion para la cadena lateral.

Del espectro de masa se obtiene un ion a m/z 502.4592 que corresponde al
aducto [M+NH,]" el cual corresponde a una formula Cs;Hs,03NH,", por lo que la

férmula molecular del compuesto ds es CzoHs,05.
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Figura 4.20: Espectro RMN-'H del compuesto ds (CDCls, 500 MHZz).
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Figura 4.21: Ampliacién del espectro HMBC del compuesto ds (CDCIz;, 500 MHz).
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b) EIl diol ds se obtiene a partir de la apertura del epoxido ds disuelto en THF,
en medio &cido (H,SOq, dilucién 1/5), utilizando relaciones molares bajas.
Figura 4.22.

AcO

Figura 4.22: Reaccion de apertura de epéxido en medio &cido.

4.4.2. Compuesto dg, 3 bacetoxi-24 ,25-diol-cicloartano.

En el espectro RMN-'H (Figura 4.23) se observan las sefiales que indican
que el anillo A se encuentra acetilado (I 4 . 56 )y TambiéR se®Bserva una
sefal a 0 3.31 (d, 1H, J = 9.8 Hz) asignado al proton H-24. En el espectro COSY
(Figura 4.24) se observan correlaciones entre el protén H-24 y los protones H-26 y
H-22 mediante un acoplamiento de tipo W y acoplamientos vecinales con los
protones H-23 y H-23".

En el espectro de RMN-'*C se observa la duplicidad de sefiales para los
carbonos de la cadena lateral C-24 a 79.6/78.7 ppm y C-25 a 73.2/73.1 ppm, con

lo cual se deduce que se trata de una mezcla de epimeros en C-24.

Del espectro de masa se obtiene que el ion a m/z 525.4287 es el
correspondiente al aducto [M+Na]" con férmula C3;Hs404Na”, por lo que la formula

molecular del compuesto ds es C32Hs5404.
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Figura 4.23: Espectro RMN-'H del compuesto dg (CDCl3, 500 MHZz).
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Figura 4.24: Ampliacion del espectro COSY del compuesto dg (CDCls, 500 MHz).
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c) El dimetilacetal d; se obtuvo al tratar el diol ds disuelto en MeOH, con &cido
peryddico (HslOg), Figura 4.25.

AcO AcO

Figura 4.25: Ruptura oxidativa del grupo diol vecinal con acido peryodico.

El dimetilacetal (d;) se formo por reaccion del aldehido inicialmente formado

tras la ruptura oxidativa del diol, con el solvente (MeOH).

4.4.3. Compuesto d, 25,26,27-trisnor-3 bacetoxi-24-dimetoxi-cicloartano.

En el espectro de RMN-'H (Figura 4.26) se observan las sefiales que
confirman que el anillo A se encuentra acetlad o ( U0y 445&. 05) ,
observa un triplete a U 4 (J3=3%.7 Hz) y dos singuletes que integran para seis
protones a U 3.31, |l os cuales, por el
ppm) fueron asignados a dos grupos metoxilo. En el espectro HMBC (Figura 4.27)
se observa que el proton a U 4.33 correlaciona con los dos grupos metoxilos y
estos a su vez correlacionan con un atomo de carbono a 105.0 ppm (U 4.
asignado como el acetal en C-24, lo cual permitié plantear la estructura que mas
tarde fue corroborada por espectrometria de masa, donde se obtuvo que el ion a
m/z 506.4532 corresponde al aducto [M+NH4]" de formula C3;Hs,04NH4", por lo

que la férmula molecular de d; es C31H5,04,
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Figura 4.26: Espectro RMN-'H del compuesto d; (CDCls, 500 MHZz).
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Figura 4.27: Ampliacién del espectro HMBC del compuesto d; (CDClz, 500 MHz).
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d) El aldehido dg se obtuvo a partir del dimetilacetal d; por reaccion con acido
p-TsOH en THF, Figura 4.28.

p-TsOH, 0.5 eq
—_—
THF/H,O

AcO AcO

Figura 4.28: Reaccion de desproteccion en medio acido.

4.4.4. Compuesto dg, 25,26,27-trisnor-3 bacetoxicicloartan-24-carbaldehido.

En el espectro RMN-'H (Figura 4.29) se observan las sefiales tipicas para
el anillo A.&a6evyillado 0@4) . 4 Tannrplet®ad s@. dDbser v
(203.2 ppm) asignado al aldehido, el cual, en el espectro HMBC (Figura 4.30)
correlaciona con los atomos de carbono C-22 (28.2 ppm), C-23 (41.1 ppm) y C-24

(203.2 ppm). Los datos espectroscépicos fueron corroborados con bibliografia®.
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Figura 4.29: Espectro RMN-"H del compuesto dg (CDCl3, 500 MHZz).
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Figura 4.30: Ampliacién del espectro HMBC del compuesto dg (CDClz, 500 MHZz).
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e) El derivado &cido dg se obtuvo al hacer reaccionar el compuesto dg con el
reactivo de Jones en acetona destilada, Figura 4.31.

Rvo. de Jones
(CrO3/H,S04/H50)
_— =

acetona

AcO AcO

Figura 4.31: Reaccion de oxidacion de Jones.

4.45. Compuesto dg, acido 25,26,27-trisnor-3b-acetoxicicloartano-24-
carboxilico.

En el espectro RMN-'H (Figura 4.32) se observan las sefiales que
corresponden al cicloartano acedos $edatko® (0
doble doble dobleteald 2. 42 (JEds5, 100,B2Hz)yu 2. 28 (Jddd, 1H
= 15.5, 9.3, 6.5 Hz) asignados a los protones H-23 y H-23". Esta asignacion se
logra comprobar a partir de las correlaciones débiles que se observan en el
espectro HMBC, donde estos protones correlacionan con los atomos de carbonos
C-20 (35.6 ppm), C-22 (31.0 pmm) y C-24 (178.4 ppm).
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Figura 4.32: Espectro RMN-'H del compuesto dg (CDCls, 500 MH2z).

Los compuestos dip y di; se obtuvieron al tratar el epéxido ds en medio

acido (H2S0Oq dilucién 1/5), utilizando relaciones molares altas Figura 4.33.

o OH

ds’ S dq4

Figura 4.33: Reaccion de apertura de epoxido con exceso de medio acido.

Sustrato Condiciones Purificacion Producto
b) ds (52 mg) | THF/H,SO, (1/5, viv), VLC silica ds 96%
5 gotas
f) ds (184 mg) | THF/H,SO4 (1/5, viv) VLC silica ds (26%), d1o (25%)
25 gotas y d11 (40%) + otros
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Al repetir la reaccion de apertura del epdxido ds en medio &cido (H,SO,4 con
dilucién 1/5) pero trabajando con relaciones molares altas, se obtiene como
producto ademas del compuesto dg, los compuestos dig y di; como resultado de la

sobre-oxidacion del epoxido.

4.4.6. Compuesto dig, 24-ceto-3 bacetoxicicloartano.

En el espectro RMN-'H (Figura 4.34) se observan las sefiales del
cicloartano acetlado (1 4.56 y 0 2.05), y tambi ®n se
i ntegra par a unJ=pr9dit) asignado como H-25% BEn el espectro
HMBC (Figura 4.35) H-25 correlaciona con los atomos de carbono C-23 (37.5
ppm), C-24 (215.5 ppm), C-26 (18.3 ppm) y C-27 (18.4 ppm).

En el espectro de RMN 'H también se observan dos sefiales con
mul tiplicidad de dH2B)gae cdrrel@ciora® corylos tarbdnos3 7
C-22 (30.1 ppm), C-20 (35.7 ppm) y C-25 (40.8 ppm). Estas correlaciones
permitieron plantear la estructura que luego se confirmo6 por espectrometria de
masas, donde se observdé un ion m/z: 507.4166, correspondiente al aducto
[M+Na]* de férmula CsyHs,NaOs*, por lo que la férmula molecular del compuesto
dipes Csz2Hs20s3,
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Figura 4.34: Espectro RMN-"H del compuesto d;, (CDCls, 500 MHz).
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Figura 4.35: Ampliacion del espectro HMBC del compuesto d;, (CDCls, 500 MHz).
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4.4.7. Compuesto dq1, 24-hidroxi-25-exometilen-3 bacetoxi-cicloartano.

En el espectro RMN-'H (Figura 4.36) se observan las sefiales que
confirman | a acetilaci - n Thmdién serolbsénfamdosA (40 4. !
sefiales multipletesa U0 4. 92 y U0 4.83 que c@gemdeuwponden
dobl e enl ace. Un -24), intpgtagdraun arotdn y dstid @cbplafioH
conlasef a l a 0 3. 22 g uwegrupodHr Rosopfraladd, en segulete
a u 1.72 integra para tre27. protones y es asi

En el espectro COSY (Figura 4.37) se observa que los protones gem del
metileno sp? correlacionan con los protones del Me-27 mientras que los protones

H-24 y H-23 correlacionan entre si.

La estructura planteada fue confirmada por espectrometria de masa, donde
se obtuvo un ion m/z a 502.4166, correspondiente al aducto [M+NH,4]" de formula

Ca2Hs6NO3", por lo que la formula molecular de di; es CzHs,0s.
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