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Abreviaturas

Ac,0 Anhidrido acético

AcOEt Acetato de Etilo

ATP Adenosintrifosfato

Bnz Benznidazol

CcCLS ADNCc especifico de tricoma de Cistus creticus

Clso Concentracion inhibitoria 50

Cosy Acrénimo del inglés de correlation spectroscopy

DEPT Acrénimo del inglés de distortionless enhancement by polarization transfer

DMAPP  Dimetilalil pirofosfato

DMSO Dimetilsulféxido

EP Eter de petréleo (destilado entre 60-70 °C)
EtsN Trietilamina

EtOH Etanol

FM1 Fraccién metandlica uno
FM?2 Fraccién metandlica dos
FM3 Fraccién metandlica tres
FPP Farnesil pirofosfato

GGDP Geranilgeranil pirofosfato

GPP Geranil pirofosfato

HSQC Acréonimo del inglés de heteronuclear single quantum coherence spectrosocopy
HMBC Acréonimo del inglés de heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy

HPLC Acrénimo del inglés de high-performance liquid chromatography

IPP Isopentenil pirofosfato
IR Infrarrojo
Lam. La abreviatura Lamarck se emplea para indicar a Jean-Baptiste Lamarck

como autoridad en la descripcidn y taxonomia en zoologia

MeOH Metanol

MS Espectrometria de masas
MVA Acido mevalonico
Nfx Nifurtimox

NOE-diff Acrénimo del inglés de nuclear Overhauser effect difference spectroscopy
NOESY Acréonimo del inglés de nuclear Overhauser effect spectroscopy

PBS Acréonimo del inglés de phosphate buffered saline



PP Pirofosfato
RMN Resonancia magnética nuclear
TLC Acrénimo del inglés de thin layer chromatography

uv Ultravioleta



Resumen

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), es
una endemia ampliamente difundida en América Central y del Sur que genera graves problemas
sanitarios, econdmicos y sociales en los paises afectados. A mas de un siglo de su
descubrimiento, esta patologia compromete la salud de un gran nimero de habitantes en
Latinoamérica, no existiendo hasta el momento farmacos completamente efectivos para su
tratamiento. Esta investigacion busca posibles nuevos agentes anti-T. cruzi, provenientes de una

planta medicinal, que puedan proveer tratamientos eficaces y seguros para la enfermedad.

Se encontrd que el extracto hidro-etandlico de las sumidades floridas y folidceas de Aristeguietia
glutinosa Lam. ('Matico’) presenta actividad anti-T. cruzi (Clsy = 19.6 pg/mL). Se realiz6 el
fraccionamiento bioguiado del extracto hidro-etandlico donde primero se obtuvo una fraccion
diclorometanica que conserva la actividad antiproliferativa (Clsy = 26.3 pg/mL). Esta se fracciond
en una componente metandlica y una n-hexdnica, ambas con interesantes actividades anti-T.
cruzi, Clsg = 25.5 y 31.1 pg/mL, respectivamente. De la fraccion metandlica, fraccion que muestra
mayor actividad, se aislaron dos compuestos puros con relevante actividad anti-T. cruzi. La
elucidacidn estructural de los mismos, por combinacién de técnicas espectroscépicas, indicé que
se trata de diterpenos tipo copalanos, especificamente labd-7-en-13,12-6lido y 12-hidroxi-labd-7-
en-13-al. Este ultimo es el compuesto con mayor actividad anti-T. cruzi aislado del extracto hidro-
etandlico de Aristeguietia glutinosa Lam. (Clso = 3.0 pg/mL, 12.0 uM) presentando, ademas una
mayor selectividad hacia el parasito, indice de selectividad T. cruzi/gldbulos rojos humanos para
el compuesto 2.2 vs < 0.6 para el extracto entero. Por otro lado, esta es la primera vez que se

describe el aislamiento de 12-hidroxi-labd-7-en-13-al de la naturaleza.

Los resultados obtenidos muestran que las hojas de Aristeguietia glutinosa Lam. pueden ser una
fuente de nuevos farmacos con actividad antiprotozoaria. Sin embargo, estudios adicionales in
vitro e in vivo son necesarios para validar el uso de Matico en el tratamiento de la enfermedad de

Chagas.



1. Introduccidn

1.1. Antecedentes

Este trabajo forma parte de una investigaciéon que nace en el hallazgo de la actividad anti-fungica
[1] del extracto hidro-etandlico de Aristiguieta glutinosa Lam. ("Matico’) por el grupo ecuatoriano
de la Dra. Ximena Chiriboga (Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Central del Ecuador).
Matico es una de las plantas utilizadas en la medicina tradicional ecuatoriana desde hace ya
muchos afios [2]. El grupo de la Dra. Chiriboga en Ecuador ha estudiado las propiedades
farmacoldgicas de Matico desde comienzos de la década del 90, especialmente orientado hacia el
estudio de las actividades anti-viral y antiinflamatoria [3,4]. En las lineas de trabajo de la Dra.
Chiriboga se incluye la componente de costumbres ancestrales, trabajando en la profundidad del
Amazonas Ecuatoriano, interaccionando con los grupos de indigenas cuya practica habitual es el
uso de plantas medicinales. De ahi que mas recientemente, a partir de la informacion tradicional,
el grupo de Chiriboga, al igual que otros grupos en el mundo [5], identificé que el extracto hidro-
etandlico de las sumidades floridas y folidceas de Matico poseen importantes propiedades
antivirales, antibacteriales y antifungicas [1,3]. Dado que numerosos agentes antifungicos han
sido descritos como potentes inhibidores del crecimiento de Trypanosoma cruzi (T. cruzi), el
agente responsable de la enfermedad de Chagas [6], se pensd que el extracto hidro-etandlico de
Matico podria ser un buen agente para inhibir el crecimiento de este parasito. Asi, en el Grupo de
Quimica Medicinal, Laboratorio de Quimica Orgdnica, Facultad de Ciencias-Facultad de Quimica,
Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) se evaludé dicho extracto frente a la forma
epimastigote de T. cruzi, encontrando que el mismo presenta una relevante actividad
antiproliferativa, con un porcentaje de inhibicién de crecimiento del 50% a una concentracién de

18.3 pg/mL (Clsp) [7].

1.2. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana) es provocada por el protozoario flagelado
T. cruzi. Se transmite a los humanos por picaduras y la concomitante defecacion del insecto
vector Triatoma infestans (‘vinchuca’), que lleva el parasito en sus heces contaminadas. Otras
vias de transmisién son la transfusion sanguinea o la infeccion sanguinea desde la madre
infectada a su hijo, o la via oral por ingestidon de alimentos contaminados con parasitos [8]. Se
trata de una endemia que afecta a millones de personas generando problemas sanitarios,
econdmicos y sociales en los paises afectados [9], estd ampliamente difundida en América
Central y del Sur, afectando a 21 paises en la regién. Se ha estimado que la enfermedad afecta

entre 9.8 y 11.0 millones de habitantes, mientras que 60.0 millones estan en riesgo [10]. Esto
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obedece a la movilidad de la poblacién entre América Latina y el resto del mundo o a la

residencia en zonas endémicas.

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
médico brasilefio que la descubrié en 1909, todavia no se dispone de una quimioterapia eficaz
para todas las formas clinicas de la enfermedad [9]. Al igual que otras enfermedades olvidadas,
es un importante problema de salud como consecuencia de la terapia inadecuada vy la falta de
una vacuna eficaz [11]. A pesar de los datos reveladores de la situacién actual no ha recibido
suficiente atencién por parte de la industria farmacéutica, principalmente debido a
consideraciones econdmicas. Los actuales tratamientos farmacoldgicos se basan en dos
compuestos (Figura 1): nifurtimox (Nfx, N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-
furil)metanimina, Lampit®, recientemente suspendida la produccidon y venta por parte de la
compafia Bayer) y benznidazol (Bnz, N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)Jacetamida, Rochagan®,
Roche, ahora producido por LAFEPE en Brasil) descubiertos empiricamente hace mds de tres
décadas atras. Estos medicamentos son nitroheterociclos que presentan efectos secundarios
significativos, por ejemplo, Nfx puede causar la pérdida de peso, erupcidn cutanea, psicosis,
leucopenia, neurotoxicidad, neuropatia periférica, alteraciones del tejido, nduseas y vémitos. Por
otra parte, Bnz puede provocar edema, fiebre, erupcién cutanea, neuropatia periférica,
linfadenopatia, agranulocitosis, purpura trombocitopénica, dolor articular y muscular. El uso de
estos farmacos durante la fase aguda de la enfermedad es ampliamente aceptado, pero su

eficacia en la fase crénica es controversial [12].
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Figura 1 — Estructuras quimicas de los farmacos Nifurtimox (NFx) y Benznidazol (Bnz).
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La quimica médica de la enfermedad de Chagas ha utilizado diferentes aproximaciones en la
busqueda de nuevas entidades terapéuticas. Unas orientadas al desarrollo quimico (sintesis) de
nuevos agentes con mecanismos de accion particulares, como por ejemplo inhibiciéon de rutas
biosintéticas especificas del parasito, inhibicidn o interaccidn con biomoléculas claves para el
parasito, o produccién de especies téxicas [13,14]. Otras estrategias han estado orientadas a la

identificacion y aislamiento de nuevos agentes de origen natural [15].



A pesar de estos esfuerzos, aln es de suma importancia el trabajo de investigacién en esta area
médica olvidada con el objetivo de encontrar nuevas soluciones a un problema que no parece
tener fin [12]. Esta investigacion busca respuestas en la naturaleza y siempre recuerda la
motivacion primaria: que las personas afectadas carentes de los recursos necesarios encuentren
en su hdbitat natural plantas medicinales que provean un posible tratamiento avalado por la

ciencia, eficaz y sin efectos secundarios.

1.3. Plantas Medicinales

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la humanidad. El
hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y de su salud. Por medio de aciertos y
errores aprendié a conocer las plantas que lo curaban. Este conocimiento se transmitié de
generaciéon en generacion y fue incrementandose con la experiencia. Sin los recursos que le
ofrecié la naturaleza, el ser humano no hubiera sobrevivido. Gradualmente el ser humano, al
dominar la naturaleza, ha roto muchos de los lazos que lo unen a ella. Hoy la medicina se vale de
farmacos sintéticos para aliviar todas las enfermedades. Muchos de estos fdrmacos son
benéficos, pero también muchos, por mal uso o abuso, han perdido su eficacia y en incontables

casos provocan efectos secundarios nocivos [16,17].

En los paises latinoamericanos el uso de plantas medicinales es la practica habitual de los grupos
indigenas y es frecuentemente utilizado por ciertos sectores de la sociedad [18]. Esta practica
suele ser una alternativa econdmica a los precios impuestos por las industrias farmacéuticas y en

muchos casos la Unica posibilidad de tratamiento [18,19].

La mayoria de las plantas medicinales presentan efectos fisiolégicos multiples, debido a la
presencia de mas de un principio activo. Estos ultimos corresponden a compuestos quimicos
propios de la planta, que estdn sometidos a variables, tales como humedad del suelo,
condiciones de luz, temperatura, fecha de siembra y cosecha, condiciones de secado, entre otros

[20].

Afortunadamente en los ultimos afios ha resurgido el interés por el regreso a la naturaleza, y por
lo tanto es necesario construir una nueva relacién con nuestro ambiente, llevando una vida
menos artificial y recurriendo a las plantas no sdélo para incluirlas en nuestra alimentaciéon sino

también para aliviar nuestras afecciones [16].

1.4. Aristeguietia glutinosa Lam. ("Matico’)

Dado que en la presente tesina de grado se ha trabajado con el extracto hidro-etandlico de

Matico, a continuacién se describiran algunos aspectos botdnicos de dicha planta.



1.4.1. Aspectos taxondmicos [21].

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliopsida

Especie: Aristeguietia glutinosa Lam. o Eupatorium glutinosum Lam.

Nombre comun: Matico, Yerba del soldado, Chuzalongo, Matigo, Migla

1.4.2. Descripcidn botdnica

Se trata de arbustos perennes que alcanzan una altura de 1 a 3 m. Presentan ramas grises (Figura
2a), hojas aromaticas, opuestas de color verde brillante, de 7 a 10 cm de largo por 2.5 a 3.5 cm de
ancho, de base cordada, apice agudo, margen dentado, haz verrucosa glabra y brillante, y envés
tomentoso albescente. Paniculas de 10 — 15 cm de longitud por 12 cm de ancho, laxas. Bracteas
café oscuras. Las flores son tubulares, en espigas solitarias, de tonalidad fucsia (Figura 2b). El
fruto es de color negro y contiene una semilla pequefia oscura en su interior. Cipsela de 2.5 mm

de longitud por 1 mm de ancho, glabro de color crema.

Esta planta es nativa de la Sierra del Ecuador, esta especie crece al borde de caminos, entre los
matorrales cordilleranos y plantaciones de piretro en la regién interandina del Ecuador, entre
3000 a 3700 m sobre el nivel del mar, asi como también a la vera de los caminos, como

matorrales.

a) b)

Figura 2 — Aspecto de las sumidades de Matico. a) Ramas, hojas y flores. b) Detalle.



1.4.3. Propiedades y usos

La medicina tradicional le atribuye propiedades variadas. Las hojas en decoccién se usan como
cicatrizante en el tratamiento de hemorragias, en lavados antisépticos sobre heridas y en infusién
para evacuar cdlculos biliares, para aliviar o curar enfermedades del tracto respiratorio
(antiinflamatorio, expectorante y antitusigeno), en dolencias gastrointestinales (“empacho”,

diarreas agudas o crdnicas) y topicamente en infusién de las hojas para hacer gargaras.

Ademas es utilizada como emoliente y protector de la piel. El jabdn antiséptico de Matico es

comercializado con éxito [22].

1.4.4. Estudios previos relacionados con compuestos aislados de Matico

Ha sido descrito el aislamiento de ciertos componentes del extracto metandlico de Matico con
actividad antibacteriana. La elucidacién estructural determind que se trataban de diterpenos del
tipo copalano (compuestos A y B, Figura 3) [5]. Existen ademas otros estudios que resaltan las
actividades antifungica y antibacterial de extractos obtenidos de Aristeguietia glutinosa Lam.
donde otros diterpenos de estructura copalano (compuestos Cy D, Figura 3) y ciertos triterpenos
(compuestos E, F y G, Figura 3) han sido identificados como los responsables de dicha actividad

[2,3,23].

Y

CO,H

CO,H

-R= glucosil, A -R=-H, C
-R=-H, B -R=-Ac, D

Figura 3 — Estructura quimica de di y triterpenos aislados de ciertos extractos de Matico.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Realizar el fraccionamiento bioguiado del extracto hidro-etandlico de Aristeguietia glutinosa Lam.

para determinar que compuesto(s) es(son) el(los) responsable(s) de la actividad anti-T. cruzi.

2.2. Objetivos especificos

e Aislar y purificar los compuestos que presentan mayor actividad anti-T. cruzi.

e Estudiar biolégicamente dichos compuestos frente a la forma epimastigote de T. cruzi y
frente a gldbulos rojos humanos.

e Determinar la estructura quimica de los compuestos que presentan mayor actividad anti-

T.cruzi.

3. Procedimientos experimentales

3.1. Preparacién del extracto [24]

El extracto hidro-etandlico fue preparado y provisto por la Escuela de Bioquimica y Farmacia,

Facultad de Ciencias Quimica, Universidad Central de Quito, Ecuador.

Origen vy colecta: Las plantas de matico son cultivadas en los paramos de Pangor, sin utilizar

insecticidas quimicos. Se recolectan las partes aéreas completamente desarrolladas de la planta.

Preparacion del polvo seco: Se procede a seleccionar las sumidades floridas y folidceas, que son
las partes de la planta utilizadas para la extraccién. El material vegetal, se seca en forma natural,
a la sombra y a temperatura ambiente, para lo cual la planta se extiende sobre telas metdlicas
gue permiten una mayor aireacidn, en un lugar cerrado, con buena ventilacidon y evitando el
ingreso de agentes que puedan producir cualquier tipo de contaminacidn, este proceso se lleva a
cabo durante un periodo de tiempo comprendido entre 10 a 14 dias. Posteriormente se procede
al secado con aire, para lo que se utiliza una estufa industrial a una temperatura de 23 a 30° C,
con ventilacién forzada e impulsada de aire, de esta manera se garantiza la conservacion de los
componentes de la planta. Se coloca sobre bandejas con un piso de mallas de acero inoxidables,
gue permiten un mejor secado, el proceso dura de 18 a 24 h, hasta que el material vegetal tenga
una humedad residual maxima del 5 - 8 %. La planta seca se somete a molienda para lo que se
emplea un molino excéntrico (Molino triturador de pivotes), hasta reducirla a un polvo fino, con

un didmetro de particula comprendido entre 1 - 2 mm. La planta pulverizada se almacena en



tambores de cartdn, en cantidad de 25 Kg, se conserva a temperatura no superior a 25° Cy con

un maximo de humedad relativa del 60 %.

Preparacion del extracto hidro-alcohdlico de Matico: Se pesa una cantidad exacta de las
sumidades foliaceas secas de la planta previamente pulverizada, se afade alcohol etilico al 72 %
(V/V) hasta que tenga una cantidad correspondiente al doble del volumen ocupado por la planta,
se somete a agitacion por 30 min y se deja macerar por 48 h, se filtra a vacio. El residuo del
material vegetal se somete a percolacién hasta agotar. El filtrado y percolado se concentran a
sequedad a presidn reducida, utilizando un evaporador rotatorio a vacio a una temperatura no

mayor de 40 °C.

3.2. Fraccionamiento bioguiado (Esquema) [7,25]

Dos gramos del extracto hidro-etandlico de Matico (obtenido seglin se describe en el punto
anterior) se reparten entre diclorometano (70 mL) y agua destilada (30 mL). La fase organica se
seca sobre MgS0, anhidro y se evapora a presién reducida, utilizando un evaporador rotatorio a

vacio a una temperatura no mayor de 40 °C. La fase acuosa se liofiliza.

A las fracciones obtenidas se les evalla la actividad anti-T. cruzi (ver apartado 3.3.) y se continua

el fraccionamiento con la fraccién mds activa (residuo de la capa organica).

Se realiza el reparto del residuo de la capa organica (CH,Cl,) en éter de petrdleo (EP, fraccion 60-
70 °C):metanol (10% de agua), 1:1. Las fases se secan sobre MgSO, anhidro y se evaporan a
presion reducida, utilizando un evaporador rotatorio a vacio a una temperatura no mayor de 40
°C. El residuo de la fase metandlica se coloca en un desecador a vacio, a temperatura ambiente y

protegido de la luz, hasta peso constante.

A las fracciones obtenidas se les evalua la actividad anti-T. cruzi (ver apartado 3.3.) y se continta

el fraccionamiento con la porcién mas activa (residuo de la capa metandlica).

Se fraccionan por cromatografia en columna de silica gel (Merck, 60-230 mesh) los componentes
de la porcidn metandlica. El régimen de elucién fue el siguiente: 1) montaje de la columna: EP; 2)
comienzo de la elucidn con EP:AcOEt (en cantidades crecientes de AcOEt, 4:1 a 1:1); 3) cambio a
EP:AcOEt:CHCl; (4:1:1); 4) final de la elucidon con EP:AcOEt:CHCl; (1:1:1). El seguimiento del
fraccionamiento se realiza por cromatografia en capa fina (TLC) en placas de silica gel 60,
utilizando la fase movil EP:AcOEt:CHCl; (4:1:1) y revelando con luz UV a 254 nm. Las fracciones de
contenido homogéneo, segun TLC (FM1, FM2 y FM3, Esquema), se evaporan a presion reducida
conjuntamente, utilizando un evaporador rotatorio a vacio a una temperatura no mayor de 40 °C.

A las fracciones obtenidas se les evalua la actividad anti-T. cruzi (ver apartado 3.3.).



| Extracto etanolico de I\-‘[atin:i

CH2Clz2: H20 (7:3)

U Y

EP : MeOH 90 % (1:1)

@ Columna de Silica Gel

FM1 - FM3

Esquema del procedimiento realizado en el fraccionamiento bioguiado del extracto hidro-etandlico de
Aristeguietia glutinosa Lam..

3.3. Ensayo bioldgico de actividad antiproliferativa anti-T.cruzi [26]

Cultivos de T. cruzi: Epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen 2 o Y, se cultivan a 28 °C en medio
axénico constituido por una infusion cerebro-corazén (33 g/L), triptosa (3 g/L), hemina (0.02 g/L),
D-(+)-glucosa (0.3 g/L), estreptomicina (0.2 g/L) y penicilina (200000 U/L) complementado con 10
% de suero bovino fetal. Todos los cultivos, asi como todos los ensayos se realizan en condiciones
de aerobiosis. En todos los ensayos se trabaja con parasitos en fase exponencial de crecimiento
(se utilizan cultivos de 5-7 dias de crecimiento, partiendo al dia 0 de un repique de 5 millones de

parasitos/mL).

Ensayo: Se prepara una suspension de parasitos a una concentracion de 4 millones de células/mL
y se inocula 0.6 mL/pocillo en una placa de 24 pocillos. Las fracciones a evaluar se preparan en
una solucion stock de DMSO (solucidon madre de 7.0 mg/mL) y se agregan inmediatamente a cada
pocillo para dar concentraciones decrecientes (58.7 pg/mL — 48.9 ug/mL — 39.1 pg/mL — 29.3
pg/mL —19.5 pg/mL — 9.8 ug/mL — 4.9 ug/mL — 2.4 ug/mL). Los parasitos son incubados con las

fracciones a 28 °C por 5 dias.

El crecimiento de los pardsitos se sigue midiendo el incremento de absorbancia a 610 nm, la cual
es proporcional al nimero de células [27]. El porcentaje de inhibicién del crecimiento del parasito

se calcula como: % = {1-[(Ap - AOp)/ (Ac - AOc)]} x 100, donde Ap es A610 del cultivo conteniendo



el compuesto al dia 5; AOp es A610 del cultivo conteniendo el compuesto inmediatamente luego
de la adicidn del compuesto (dia 0); Ac es A610 del cultivo en ausencia de compuesto (control
negativo) al dia 5; AOc es A610 en ausencia del compuesto al dia 0. La Cls, corresponde a la
concentracién de fracciéon capaz de provocar un 50 % de inhibicion de crecimiento. Esta se
determina al graficar Log (concentracién) vs. % Inhibicién de crecimiento, ajustando los puntos a
una curva Sigmoidea de Boltzmann. Todos los resultados obtenidos son la media de por lo menos

tres experimentos independientes.
3.4. Ensayo de hemolisis [28,29]

Se trabaja con sangre anticoagulada con una solucidn de citrato de sodio (3.8 %). Se centrifuga a
200g, 10 minutos a 4 °C. Se descarta el sobrenadante y se lava 2 veces con PBS, pH 7.2, enfriado
en hielo. Se resuspenden las células en PBS, pH 7.2, para obtener una suspensidon 1.5 %
peso/volumen de eritrocitos. Se trabaja con 10 tubos cénicos de 1.5 mL, para cada una de las
concentraciones, de cada fraccién a evaluar. En cada tubo de reaccién se colocan 400 plL de la
suspensidn de eritrocitos. Como control positivo de 100 % hemdlisis se utiliza 400 pL de agua
milli Q. Como control negativo de lisis se utiliza 400 pL de PBS. Como control de agente
hemolitico se utiliza anfotericina B, que produce un 50 % de hemdlisis a 1.5 uM en las
condiciones del ensayo. Los estudios se realizan por quintuplicado. Para la evaluacién de la
fraccion FM2 se agregan 400 pL de PBS. Se determina la absorbancia de los sobrenadantes en un
lector de Elisa EL 301 MICROWELL STRIP READER a 405 nm inmediatamente iniciado el
experimento (A0). Los tubos de reaccidn se incuban a 37 °C durante 24 horas. Transcurridas las
24 horas, se centrifugan a 4 °C y se lee la absorbancia de los sobrenadantes en el lector (Al). Se
ajusta el blanco del espectrofotdmetro con el control negativo. Los resultados son expresados
como porcentaje, y se calcula: % = [(A1l - A0)/ Al agua milli Q] x 100, donde Al: A405 del
sobrenadante al dia 1, AO: A405 del sobrenadante al dia 0 y A1 agua milli Q: A405 del agua milli Q
al dia 1. Todos los resultados obtenidos son la media de dos experimentos realizados en forma

independiente.
3.5. Elucidacion estructural
3.5.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear [30]

Los espectros de resonancia magnética nuclear se realizan a 22.16 °C en un equipo Bruker
AVANCE DPX-400 que trabaja con el programa Topspin 1.3. Las muestras se preparan en 0.6 mL
de CDCl; (0.05 % de TMS como referencia interna). Los espectros son procesados usando el
programa MestRe-C NMR [31]. Los 'H-RMN se adquieren a 400.132 MHz usando un pulso de 90 °,

con un tiempo de adquisicién de 1.3664 segundos, abarcando un ancho espectral de 14.983 ppm.

9



Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm y las multiplicidades se designan como:
singulete (s), doblete (d), triplete (t), multiplete (m), doble doblete (dd), doble triplete (dt) y sefial
ancha (sa). Los *C-RMN se adquieren a 100.033 MHz usando un pulso de 90 °, con un tiempo de
adquisicion de 1.3664 segundos, abarcando un ancho espectral de 14.983 ppm. Para los
experimentos de correlacion homo y heteronuclear COSY, HSQC y HMBC se utilizan las
secuencias de pulsos disponibles en el software del equipo. Experimentos de NOE-diff, NOESY,
DEPT90 y DEPT135 disponibles en el software del equipo, fueron realizados para estudiar la

estereoquimica de las moléculas.
3.5.2. Espectroscopia Ultravioleta [30]

Los espectros de transmisidn en la regidn ultravioleta se adquieren a temperatura ambiente en

un espectrometro de gota ACTGene (tipo Nanodrop) utilizando cloroformo como disolvente.
3.5.3. Espectroscopia Infrarroja [30]

Los espectros vibracionales en la region del infrarrojo se realizan a temperatura ambiente en un
equipo Shimadzu IRPRESTIGE-21. Las fracciones se disuelven en éter sulfurico y se depositan, por

evaporacion, en una pastilla pre-fabricada de bromuro de potasio.
3.5.4. Espectrometria de masas [30]

Los andlisis de HPLC-MS se realizan en un equipo de HPLC Agilent 1200 equipado con un detector
de arreglo de diodos, bomba binaria y columna termostatizada a 40°C, acoplado a un
espectrometro de masas de trampa de iones Esquire 6000 (Bruker Daltonik GmbH). Las muestras
se analizan utilizando una columna analitica de fase reversa Zorbax EclipseXDB- C18 (Agilent
Technologies) de 150mm largo, 4.6mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula. La fase movil
consiste en acido férmico (10mM en agua ultrapura) (A) y acetonitrilo (B). La muestras disueltas
en metanol se inyectan (2 pL), con una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. El método
cromatografico consiste en un gradiente linear desde 20 a 100% de (B) en 50 min y una etapa
isocratica de 100% de (B) por 5 min, seguido de una re-equilibracién a 20% de (B), con un tiempo
total de corrida de 62 min. La longitudes de onda de deteccién son 220, 274, 520 y 650 nm. El
anadlisis en tandem de espectrometria de masas se realiza en trampa de iones con ionizacién por
electrospray, operado en la opcion automatica MS/MS en modo de idn-positivo. Las condiciones
del electrospray son las siguientes: endplate off set voltage -500V, capillary voltage -4000V,
nebulizacién con nitrogeno a 50 psi, secado con nitrégeno a un flujo de 9.0 L/min y una

temperatura de 365°C.
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3.5.5. Reacciones quimicas [32]
Acetilacion

Se hace reaccionar 5 mg de la fraccién en estudio (FM1 y FM2, cada una por separado) con
anhidrido acético (Ac,0) y trietilamina (Et;N), 0.3 mL, en un baldn protegido del contacto con el
oxigeno y la humedad por medio de un codo que contiene cloruro de calcio (CaCl,). El agregado
de los reactivos se realiza en bafio de hielo. El proceso transcurre a temperatura ambiente
mientras se agita la solucidon con agitador magnético. El avance de la reaccidn se monitorea
mediante TLC. Para el revelado de las cromatografias se utiliza luz UV a 254 nm y asperjado y
posterior quemado con una solucién de reactivo de Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina),

reactivo:EtOH:H,S0,(c), 1:95:4.
3.6. Determinacién del poder rotatorio especifico

El poder rotatorio especifico (ap) fue determinado a temperatura ambiente en un equipo P8000
A Kruss Optronic (Software V3.0) utilizando metanol como disolvente y a una concentracion de

fraccidon de 5.6 mg/mL para FM1y de 6.1 mg/mL para FM2.
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4. Resultados

4.1. Fraccionamiento bioguiado

El fraccionamiento bioguiado del extracto hidro-etandlico de Matico, seglin el esquema de la
pagina 8, puede ser tabulado en rendimiento y actividad biolégica como se muestra en el Tabla 1.
El extracto hidro-etandlico de Matico fue evaluado, inicialmente, frente a dos cepas de T. cruzi,
las cepa Tulahuen 2 y la cepa Y, observandose similares valores de Clsy para ambas, 19.6 + 0.9 y
21.8 + 1.8 pg/mL, respectivamente. Por tal motivo, el resto de las muestras del fraccionamiento

fueron evaluadas sélo frente a la cepa Tulahuen 2 (Tabla 1, Figura 4).

b b b

Fraccién EtOH® CH,Cl, H,0 MeOH EP FM1 FM2 FM3
Clso (ng/mL)° 19.6+0.9 263+4.0 noactiva® 255+3.1 31.1+0.9 156+29 3.0+0.8 26.7+2.8
Rendimiento (%)° - 93 nd' 67 18 2.5 2.5 2.5

® Extracto original recibido de Escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Central de
Quito (Ecuador). ® Numeradas de acuerdo al orden de elucién. FM1 eluye principalmente con mezcla de EP:AcOEt, FM2
al incrementar la polaridad EP:AcOEt:CHCl; (4:1:1) y FM3 lo hace con la fase EP:AcOEt:CHCl; (1:1:1). © Frente a

epimastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuen 2. d Clso superior a 200 pug/mL. ¢ Promedio de tres experimentos
independientes. Se calcula a partir de la masa inicial de extracto hidro-etandlico utilizado (2.0 g). "nd: no
determinado.

Tabla 1 — Resultados de los ensayos biolégicos anti-T. cruzi de las fracciones obtenidas y rendimientos de
las mismas con respecto al extracto hidro-etandlico entero de Matico.

120 4

100 —

% inhibicion

®  Matico
®e FM1

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
log [ug/mL]

Figura 4a — Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccién FM1 de Matico frente a
epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen 2. En el mismo grafico se incluye la curva dosis-respuesta del
extracto hidro-etandlico entero de Matico.
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Figura 4b — Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccién FM2 de Matico frente a

epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen 2. En el mismo grafico se incluye la curva dosis-respuesta del

extracto hidro-etandlico entero de Matico.

Por otro lado, como forma de estudiar la selectividad hacia el parasito de la fraccion mas activa

FM2, proveniente de la fraccion metandlica, se evalué la capacidad de la misma en producir lisis

de eritrocitos (Tabla 2). Se incluye, ademas, la medida de la capacidad hemolitica del extracto

hidro-etandlico original. Como se observa el indice de selectividad (IS, Cls, eritrocito/Clso, 7. cruzi) €S

favorable hacia el parasito.

Fraccién EtOH? FM2 Anfotericina B
CISOb 19.6 +0.9 pg/mL | 3.0+0.8 pg/mL | 0.15+0.01 uM
Clso eritrocitos® | <12.2 pg/mL® | 6.5+ 1.3 ug/mL 1.5 uM
IS <0.6 2.2 10.0

® Extracto original recibido de Escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Central de
Quito (Ecuador). ® Frente a epimastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuen 2. © Cls, lisis de eritrocitos. 4 A dicha dosis,
la menor evaluada, se observa 100% de hemolisis. © indice de selectividad Clsg eritrocito/ Clso, 7. cruzi

Tabla 2 — Resultados de los estudios de selectividad de la fraccion FM2 mas activa.
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4.2. Elucidacion estructural

Como forma de conocer la estructura de los compuestos responsables de la actividad bioldgica se
procedid a realizar los estudios espectroscépicos correspondientes para las dos fracciones mas

activas, FM1y FM2.

Para ello, en primera instancia se realizaron los estudios de resonancia magnética nuclear, 'y,
Bc, experimentos bidimensionales homonucleares y heteronucleares. De estos estudios iniciales,
se confirmd la pureza de las fracciones aisladas y se propuso estructuras compatibles con los

espectros, las cuales se confirmaron con la espectroscopia ultravioleta, infrarroja y de masas.
4.2.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los experimentos de RMN indican que FM1, (Rf = 0.41, SiO,, EP:AcOEt:CHCl;, 4:1:1) aquella
fraccion de la fase metandlica que eluye en la columna de silica gel con EP:AcOEt (1:1), resulta ser
una lactona diterpénica derivada del sistema copalano (Tabla 3). Mientras que la FM2, (Rf = 0.22,
SiO,, EP:AcOEt:CHCI;, 4:1:1) aquella fraccion de la fase metandlica que eluye en la columna de
silica gel con EP:AcOEt:CHCl; (1:1:1), resulta ser un hidroxialdehido diterpénico derivado del
sistema copalano (Tabla 4). En el Anexo de la presente memoria se adjuntan los experimentos
completos de RMN de la fraccidn FM1 y FM2 y en el apartado de discusidn se expone el

procedimiento que llevd a dicha asignacion estructural.
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1 &H (ppm), N a 13
H integracion multiplicidad JH,H (Hz) C | 6c(ppm)
Hb 1.07, 1H ddd J=43,J=129,/=12.7
b 1 38.6
Ha 1.81, 1H m nd
Hc 1.51, 1H m nd
2 18.6
Hd 1.58, 1H m nd
He 1.21, 1H m nd
3 41.9
Hf 1.49, 1H m nd
- - - - 4 34.2
Hg 1.33, 1H dd Jg,i©=5.0,/=12.1 5 48.8
Hh 2.13,1H ddd Jhj=3,0,/=4,7,Jhi=12,4 6 25 1
Hi 2.39,1H dddd Jij=3.0,Jik=5.0,Ji,g=5.0,Jih=12.6 ’
Hj 7.33,1H ddd Jh=28,1,i=2.8,J=5.2 7 143.1
- - - - 8 126.4
Hk 2.22,1H dddd J=3.0,/=45,Jki=4.7,)/=10.1 9 49.7
- - - - 10 39.9
HI 1.71, 1H dd Jmo=4.2,IJm,[=12.5
11 22.7
Hm 1.77, 1H m nd
Hn 4.25,1H ddd J=22,J=23,Jn0=11.0 1 68.5
Ho | 4.46,1H ddd J=24,Jom=4.1,Jo,n=11.0 '
- - - - 13 165.8
14 0.91, 3H S - 14 13.4
15 0.94, 3H S - 15 21.5
16 0.79, 3H S - 16 32.9

. . . b . ~ .
? Las constantes de acoplamiento determinadas tienen un error de + 0.4 Hz. ° El solapamiento de sefiales no permite
determinar las constantes de acoplamiento involucradas. © Aquellas constantes de acoplamiento que han sido
inequivocamente asignadas son indicadas con subindices que indican los protones involucrados en las mismas.

Tabla 3 —Estructura propuesta para el compuesto eluido como la fracciébn FM1 y los resultados de
resonancia magnética nuclear (protén y carbono) que dan cuenta de dicha asignacion.
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s
Y
~
7
Z
7

15 14
H 8 (ppm), multiplicidad JH,H (Hz)? 3¢ | 8¢ (ppm)
integracion ’
Hb | 1.03, 1H m nd®
1 38.6
Ha 1.89, 1H m nd
Hc 1.51, 1H m nd
2 18.6
Hd 1.58, 1H m nd
He 1.21, 1H m nd
3 42.0
Hf 1.49, 1H m nd
- - - - 4 34.2
Hg 1.20, 1H m nd 5 49.5
Hh 2.22,1H ddd Jhjc=24,J=4.1,Jhi=12.0 6 553
Hi 2.38, 1H dddd Jij=23,/=52,/=52,Jih=12.1 '
Hj | 6.81,1H ddd Jih=24,Jji=2.4,/=51 7 | 152.6
- - - - 8 144.8
Hk 1.95, 1H m nd 9 50.8
- - - - 10 39.9
HI 1.32,1H m nd
11 24.5
Hm 1.65, 1H m nd
Ho 3.70, 1H ddd J=6.6,/=6.6,Jn0=10.6 12 612
Hn 3.78, 1H ddd J=6.7,J=6.7,Jo,n=10.7 '
Hp 9.39, 1H s - 13 195.1
14 0.91 (3H) S - 14 134
15 | 0.95 (3H) s - 15 | 215
16 0.81 (3H) S - 16 32.9

. . . b . o .
? Las constantes de acoplamiento determinadas tienen un error de + 0.4 Hz. ° El solapamiento de sefiales no permite
determinar las constantes de acoplamiento involucradas. © Aquellas constantes de acoplamiento que han sido
inequivocamente asignadas son indicadas con subindices que indican los protones involucrados en las mismas.

Tabla 4 —Estructura propuesta para el compuesto eluido como la fraccion FM2 y los resultados de
resonancia magnética nuclear (protén y carbono) que dan cuenta de dicha asignacion.
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4.2.2. Espectroscopia Ultravioleta

Los resultados experimentales de la espectroscopia ultravioleta de ambas fracciones (FM1 vy
FM2), que se muestran a continuacion, resultan ser completamente compatibles con los datos

tedricos predichos para un sistema carbonilico-a,B-insaturado.

Valores experimentales

FM1 FM2

Amix (CHCl3) = 214 nm Amax (CHCl3) =228 nm

Caélculo tedrico [30]

FM1 FM2

Fundamental =193 nm Fundamental =207 nm

1 exo =5 la =10

la =10 1B =12

18 =12 Amix =229+5nm
Amsx =220+5nm

4.2.3. Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja de FM1 y FM2 (Tabla 5) confirma los grupos funcionales

evidenciados a través de las otras técnicas espectroscdpicas.

B Frecuencias )
Fraccion e L . ) Inferencias
Significativas (intensidad)
FM1 1719 cm™ (fuerte) grupo carbonilico
1270y 1253 cm™ (fuerte) C-0-C
1640 cm™ (fuerte) C=C conjugado al C=0
1391y 1367 cm™ (media-fuerte) gem-dimetilo
1461 cm™ (media) metilo
FM2 1689 cm™ (fuerte) grupo carbonilico
2850y 2720 cm™ (débiles) C-H aldehido
1630 cm™ (débil) C=C conjugado al C=0
3200-3600 cm™ (ancha) grupo OH
1059 cm™ (media) alcohol primario
1380y 1369 cm™ (media) gem-dimetilo
1460 cm™ (media) metilo

Tabla 5 — Resultados obtenidos en espectroscopia Infrarroja de las fracciones FM1y FM2.

17



4.2.4. Espectrometria de masas

Los resultados obtenidos en los experimentos confirman el aislamiento y purificacion de copal-7-

en-13,12-6lido (FM1) y de 12-hidroxicopal-7-en-13-al (FM2). El espectro de masas de la fraccion

FM1 presenta un pico [M + H]" de m/z 249.2 (Tabla 6) correspondiente con la férmula molecular

Ci6H240,, ademas se observan los iones m/z de las sales sédica y potdasica. Mientras que en el

experimento HPLC — MS de la fraccién FM2 se obtienen de la cromatografia varios picos (ver

discusién) que confirman la estructura propuesta. Claramente uno de los picos del PLC se

corresponde a [M + H]" (m/z 251.1) (Tabla 6).

. ;. PM lones Tipo
Sustancia Estructura Quimica Formula N ;.
monoisotopico | observados | Quimico
[M+H] =249 .2
. [M+Na]*=271.2
Fraccion
. Diterpeno
metandlica CigH2402 248.177630 [M+K]*=287.1
: copalano
[2M+H]+=497.0
[2M+Na]*=519.3
L. [M+H]+=251.1
Fracciéon
- Diterpeno
metandlica CigH2602 250.193280 [M+Na]*=273.1
2 copalano

[M+K]+=289.1

Tabla 6 — Resultados de los experimentos de espectrometria de masas de las fracciones FM1y FM2.
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4.2.5. Reacciones quimicas

En el procedimiento de elucidaciéon estructural de los componentes de FM1 y FM2 surgid la

posibilidad de la existencia del grupo alcohol en FM2. Para confirmar la existencia y determinar el

numero de grupos alcoholes se plantea la realizacidon de una reaccién que corrobore, a través de

los cambios cromatograficos y espectroscdpicos, dicha propuesta. Asi, se elige la reaccién de

acetilacién, que es realizada para ambas fracciones. Los resultados se presentan en la tabla 6 y en

el apartado de discusion se discute el resultado espectroscépico.

Fraccion FM1

Reactivos

Resultados

Inferencias

Ac,0 Yy Et;N

No hay cambio de color
No hay cambio de Rf

No hay grupos -OH libres
u otros grupos acetilables

Fraccion FM2

Ac,0 vy Et3N Se observa cambio de color

Aumento del valor de Rf

Positivo® con reactivo de Bradyb

Presenta grupos -OH libres
u otros grupos acetilables

Conserva grupo carbonilo

. . b ape . e . .
% Spot color naranja (a temperatura ambiente). ° Positivo al asperjar la placa cromatografica una vez eluida con reactivo

de Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina).

Tabla 7 — Resultados de la reaccion de acetilacion sobre las fracciones FM1y FM2.

4.3, Poder rotatorio especifico (ap)

La fraccién FM1 desvia la luz polarizada arrojando un valor de [a]®, + 19.1, mientras que la

fraccion FM2 también desvia la luz polarizada [a]*, + 32.4.
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5. Discusion
5.1. Fraccionamiento bioguiado

El trabajo comenzé con la evaluacidn de la actividad bioldgica del extracto hidro-etandlico de
Matico frente a la forma epimastigote del Trypanosoma cruzi en las cepas Tulahuen 2 y Y, dicho
extracto presentd una relevante actividad antiproliferativa con Clsy de 19.6 + 0.9 y 21.8 + 1.8

ug/mL, respectivamente.

Con el objetivo de aislar y purificar los compuestos quimicos responsables de la actividad anti-T.
cruzi se realizd el fraccionamiento bioguiado del extracto hidro-etandlico iniciando con el reparto
en CH,Cl,:H,0 (7:3). Las fracciones obtenidas son sometidas a ensayos de actividad bioldgica anti-
T. cruzi donde se obtiene que la capa orgéanica (CH,Cl,) conserva la capacidad antiproliferativa
con un Clsg de 26.3 + 4.0 ug/mL, mientras que la capa acuosa no presenta actividad a las dosis

ensayadas (maxima dosis estudiada 200 ug/mL).

El fraccionamiento continda con el reparto de la fraccién CH,Cl, en EP:MeOH (10% de H,0) (1:1)
donde se obtienen rendimientos de 67% para la fraccién metandlica y 18% para la fraccion de EP
a partir de la fraccidn hidro-etandlica (2.0 g). Los ensayos de actividad bioldgica anti-T. cruzi de
estas fracciones determinan mayor actividad de la fraccion metandlica con un Cls, de 25.5 + 3.1

ug/mL, en tanto que la fraccidn de EP presenta un Clsy de 31.1 £ 0.9 pg/mL.

El revelado con luz UV de una TLC de la fraccion metandlica indica la presencia de tres
compuestos, o tres mezclas de compuestos, de polaridad variable (Figura 5). Los componentes
gue se observan en la TLC, utilizando revelador UV, se logran separar por cromatografia en
columna de silica gel, donde se obtienen tres fracciones metandlicas denominadas FM1, FM2,
FM3 segun el orden de eluciéon de la columna. El ensayo de actividad anti-T. cruzi permite
determinar valores de Clsy de 15.6 + 3.0 pg/mL para FM1, 3.0 + 0.8 ug/mL para FM2y 26.7 + 2.8
pg/mL para FM3. Por otro lado, FM2 resulta mas de dos veces menos téxica para gldbulos rojos
humanos (Clsy de 6.5 * 1.3 pg/mL), lo que esta mostrando una selectividad particular hacia T.
cruzi. Cabe destacar que la selectividad hacia el pardsito aumenta notablemente una vez
realizada la purificacion de la fraccién FM2 ya que el extracto hidro-etandlico entero de Matico

presenta un indice de selectividad menor a 0.6.

Hasta esta instancia, no es posible determinar con exactitud si las fracciones constan de un sélo
compuesto o de una mezcla de compuestos, aunque variando la polaridad de la fase movil y
utilizando otros revelados, tales como vapores de iodo o asperjado con una mezcla de
anisaldehido:EtOH:H,S0O, (c) (1:95:4) y posterior quemado, no se observan nuevas manchas. Por

lo que cabe pensar que se obtuvieron fracciones metandlicas puras (un Unico compuesto para
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cada fraccidn). Con el fin de confirmar la unicidad de las mismas se procedié a la aplicacién de
técnicas espectroscopicas que permitiran, ademas, la elucidacion estructural de los compuestos

activos.

Figura 5 — Fotografia de la TLC (SiO,, EP:AcOEt:CHCl; (4:1:1)) de la fraccion metandlica, revelada con luz UV

(izg.) y con reactivo de Brady (der.).
5.2. Elucidacion estructural

En el marco de este trabajo se propone la elucidacidn estructural de los componentes de las
fracciones de Matico mas activas frente a T. cruzi por lo que a continuacidn se discuten los
resultados obtenidos para las fracciones FM1 y FM2, las cuales presentan las mayores actividades

antiproliferativa.

El primer dato que se obtiene con respecto a la fraccion mas activa (FM2) es que el revelado de la
TLC con reactivo de Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina) colorea la fraccidn de naranja intenso (Figura
5 der.), lo que indica la presencia de un grupo carbonilico (aldehido o cetona) en la molécula. Este
revelador no colorea la mancha correspondiente en la fraccién FM1 resultado que permitiria

descartar la presencia de dicho grupo funcional.
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5.2.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

El espectro de 'H RMN de la fraccién FM1 presenta sefiales muy caracteristicas, las que pueden
ser asignadas a tres grupos metilos (6§ = 0.79, 3H, s; 6 = 0.91, 3H, s; y & = 0.94, 3H, s) y un'
hidrégeno olefinico (6 = 7.33, 1H, ddd, J = 2.8, 2.8, 5.2). Por otro lado, se observa un nimero
importante de sefiales que por el tipo de multiplicidad y desplazamiento quimico (1.0 — 2.5 ppm)
podrian corresponder a protones metilénicos (ver espectro completo en el anexo | de la
correspondiente memoria). Adicionalmente, por el tipo de integracién y multiplicidad en la
region 4.1 — 4.6 ppm aparece un grupo de sefiales que se podrian corresponder con metilenos

unidos a grupos desblindantes (Figura 6).

El desplazamiento quimico y la multiplicidad del protdn a 7.3 ppm hace pensar en una situacion
de hidrégeno alquénico expuesto a un entorno quimico particular, por ejemplo al efecto de

anisotropia magnética de un grupo carbonilo espacialmente préximo.

T T | T T T T | T T T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T ‘ T
4.500 4.450 4.400 4.350 4.300 4.250 4.200
ppm (t1)
Figura 6 — Sefiales de los protones unidos a C12 (segun denominacion usada en Tabla 3, pagina 15)

presente en la fraccion FM1.

1 . . P ;. . .re .
En ambas fracciones, que poseen un hidrégeno olefinico, el mismo fue utilizado como referencia para la
integracion de las sefales asignandole una integracion uno (1).
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Partiendo del protén olefinico y a través de los experimentos homonucleares de COSY se
determinan los hidrégenos vecinos a dicho protdn. Paralelamente, este experimento permite
reconocer otros grupos de protones acoplados escalarmente (protones unidos a C1-C2-C3 y
protones unidos a C9-C11-C12, segin denominacidon usada en Tabla 3) (Figura 7, pagina

siguiente).

Por otro lado, la informacidn obtenida de los experimentos *C RMN y DEPT (ver anexo | de la
presente memoria) permite inferir que la molécula que compone la fraccion FM1 posee tres
carbonos metilicos (C14, C15 y C16, Tabla 3, pagina 15), seis carbonos metilénicos (C1, C2, C3, C6,
C11 vy C12, Tabla 3, pagina 15), dos carbonos metinicos (C5 y C9, Tabla 3, pagina 15), un carbono
carbonilico (C13, Tabla 3, pagina 15), dos carbonos alquénicos (C7 y C8, Tabla 3, pagina 15) y dos
carbonos cuaternarios sp® (C4 y C10, Tabla 3, pagina 15).

Los estudios heteronucleares, '*H-"*C (experimentos HSQC y HMBC, ver espectros completos en
anexo 1), permiten evidenciar, como se observa en la Tabla 3, que todos los grupos metilénicos
poseen hidrégenos magnéticamente diferentes, por ejemplo el grupo metileno del C12 (Tabla 3,
pagina 15) con & = 4.25 (1H, ddd, J = 2.2, 2.3, 11.0) y & = 4.46 (1H, ddd, J = 2.4, 4.1, 11.0) (Figura
6). Esto indica, que existe un fendmeno de falta de equivalencia quimica posiblemente por un
tema estereoquimico, o sea los hidrégenos se encuentran ubicados en carbonos con movilidad
restringida (estructura ciclica) o préximos a un centro quiral. Finalmente, combinando la
informacién aportada por estas técnicas (HSQC y HMBC, Figura 8, pagina 25) con los datos de los
otros experimentos se llega a que la estructura quimica del componente de FM1 que es el

diterpeno copal-7-en-13,12-élido.

Finalmente, otro aspecto que restaba confirmar en referencia a la estructura propuesta de la
lactona’ integrante de FM1 fue la estereoquimica del sistema diterpénico, o sea saber
exactamente la distribucion espacial relativa de los carbonos cabeza de puente (C5, C9 y C10,
segun la numeracién mostrada en la Tabla 3, pagina 15). Para ello se realiz6 un experimento de
NOESY, donde se observaron efectos NOE entre las sefiales: i) de los metilos 16 y 15; ii) de los
metilos 15 y 14; iii) del metilo 14 y Hi (asignacion segun Tabla 3, pagina 15); iv) del metilo 14 y Hk;
v) del metilo 14 y Hb; vi) del Hi y el Hk; vii) del Hk y el Hn (Figura 9, pagina 26) Debido a que, por
los desplazamientos quimicos, los protones Hb y Hn son axiales y el protdn Hi es ecuatorial se
puede proponer que Hk, ubicado sobre uno de los carbono cabeza de puente, se encuentra en

una posicidn axial (distribucion a) y por ende el metilo 16 (ubicado sobre el otro carbono cabeza

2 El grupo funcional lactona-a.B-insaturada fue confirmado por las otras técnicas espectroscopicas (UV e
IR).
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de puente) estaria en una posicion B. Al no encontrar efecto NOE entre el metilo 16 y el protdn
Hg (ubicado en el otro carbono cabeza de puente) hace suponer que la disposicidon de dicho

hidrégeno es a, por lo que ambos anillos de ciclohexano conforman una situacion de trans-

decalina.
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Figura 7 — a) Experimento COSY donde se muestran algunos de los acoplamientos escalares identificados.

, . 1 1 . .r .
b) En linea gruesa se muestran las correlaciones "H-"H identificadas con este experimento. Nota: se

muestra la estructura que fue finalmente elucidada.
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Figura 8 — a) Experimento HMBC de FM1 donde se muestra algunas de las correlaciones observadas en el
copal-7-en-13,12-6lido. b) Representacion grafica de correlaciones homo y heteronucleares identificadas
en FM1. En lineas gruesas se muestran las correlaciones 'H-"H (cosy, Figura 7) y las flechas indican las

correlaciones del HMBC utiles para confirmar la estructura.
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Figura 9 — a) Experimento NOESY de FM1 donde se muestran las correlaciones mas relevantes observadas
para determinar la estereoquimica de copal-7-en-13,12-6lido. b) Representacion grafica de las

correlaciones de NOESY utiles para la elucidacién estructural marcadas como flechas.
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La fraccion FM2 presenta patrones muy similares a la fraccion FM1, el espectro de ‘H RMN
muestra sefiales muy caracteristicas, las que pueden ser asignadas a tres grupos metilos (6 =
0.81, 3H,s, 6 =0.91, 3H, s, § =0.95, 3H, s), un hidrégeno olefinico (6 = 6.81, 1H, ddd, J = 2.4, 2.4,
5.1) y un hidrégeno de grupo aldehido (6 =9.39, 1H, s). De igual forma que para la fraccién FM1,
se observa un nimero importante de sefiales que por el tipo de multiplicidad y desplazamiento
qguimico (1.0 — 2.5 ppm) podrian corresponder a protones metilénicos (ver espectro completo en
el anexo | de la correspondiente memoria). A su vez, también aparece un grupo de sefiales en la
region 3.6 — 3.9 ppm que por el tipo de integracidn y multiplicidad se podrian corresponder con

metilenos unidos a grupos desblindantes (Figura 10).

El desplazamiento quimico y la multiplicidad del protdn a 6.8 ppm hace pensar en una situacion
similar a la del hidrégeno alquénico de la fraccion FM1, expuesto a un entorno quimico
particular, por ejemplo al efecto de anisotropia magnética de un grupo carbonilo espacialmente

proximo.

FOl
9zl 7
L

ppm (t1}

Figura 10 - Sefiales de los protones unidos a C12 (segun denominacion usada en Tabla 4, pagina 16)

presente en la fraccién FM2.

Partiendo del protén olefinico y a través de los experimentos homonucleares de COSY se
determinan los hidrégenos vecinos a dicho protdon. Paralelamente, este experimento permite

reconocer otros grupos de protones acoplados escalarmente (protones unidos a C1-C2-C3 y
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protones unidos a C9-C11-C12, segin denominacién usada en Tabla 4) (Figura 11, pagina

siguiente).

Por otro lado, la informacidn obtenida de los experimentos *C RMN y DEPT (ver anexo | de la
presente memoria) permite inferir que la molécula que compone la fraccion FM2 posee tres
carbonos metilicos (C14, C15 y C16, Tabla 4, pagina 16), seis carbonos metilénicos (C1, C2, C3, C6,
C11 vy C12, Tabla 4, pagina 16), dos carbonos metinicos (C5 y C9, Tabla 4, pagina 16), un carbono
carbonilico (C13, Tabla 4, pagina 16), dos carbonos alquénicos (C7 y C8, Tabla 4, pagina 16) y dos
carbonos cuaternarios sp® (C4 y C10, Tabla 4, pagina 16).

Los estudios heteronucleares, *H-"*C (experimentos HSQC y HMBC, ver espectros completos en
anexo l), permiten evidenciar, como se observa en la Tabla 4, que todos los grupos metilénicos
poseen hidrégenos magnéticamente diferentes, por ejemplo el grupo metileno del C12 (Tabla 4,
pagina 16) con 6 = 3.70 (1H, ddd, J = 6.6, 6.6, 10.6) y & = 3.78 (1H, ddd, J = 6.7, 6.7, 10.7) (Figura
10). Esto indica, que existe un fendmeno de falta de equivalencia quimica posiblemente por un
tema estereoquimico, o sea los hidrégenos se encuentran ubicados en carbonos con movilidad
restringida (estructura ciclica) o préximos a un centro quiral. Finalmente, combinando la
informacién aportada por estas técnicas (HSQC y HMBC, Figura 12, pagina 30) con los datos de
los otros experimentos se llega a que la estructura quimica del componente de FM2 que es el

diterpeno 12-hidroxicopal-7-en-13-al.

Finalmente, otro aspecto que restaba confirmar en referencia a la estructura propuesta para FM2
fue la estereoquimica del sistema diterpénico, o sea saber exactamente la distribucién espacial
relativa de los carbonos cabeza de puente (C5, C9 y C10, segun la numeraciéon mostrada en la
Tabla 4, pagina 16). Para ello se realizé un experimento de NOESY, donde se observaron efectos
NOE entre las sefiales: i) de los metilos 16 y 15; ii) de los metilos 15 y 14; iii) del metilo 14 y Hi
(asignacién segun Tabla 4, pagina 16); iv) del metilo 14 y Hk; v) del metilo 14 y Hb; vi) del Hi y el
Hk; vii) del Hk y el Hn (Figura 13, pagina 31). Debido a que, por los desplazamientos quimicos, el
proton Hb es axial y el protén Hi es ecuatorial se puede proponer que Hk se encuentra en una
posicion axial (distribucién a) y por ende el metilo 16 (ubicado sobre el otro carbono cabeza de
puente) esta en posicién B. Al no encontrar efecto NOE entre el metilo 16 y el protén Hg (ubicado
en el otro carbono cabeza de puente) hace suponer que la disposicién de dicho hidrégeno es a,

por lo que ambos anillos de ciclohexano conforman una situacién de trans-decalina.
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Figura 11 - a) Experimento COSY donde se muestran algunos de los acoplamientos identificados. b) En linea

. 1,1 . e .
gruesa se muestran las correlaciones "H-"H identificadas con este experimento. Nota: se muestra la

estructura que fue finalmente elucidada.
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Figura 12 - a) Experimento HMBC de FM2 donde se muestra algunas de las correlaciones observadas en el
12-hidroxicopal-7-en-13-al. b) Representacion grafica de correlaciones homo vy heteronucleares
identificadas en FM2. En lineas gruesas se muestran las correlaciones 'H-"H (cosY, Figura 11) y las flechas

indican las correlaciones del HMBC utiles para confirmar la estructura.
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Figura 13 — a) Experimento NOESY de FM2 donde se muestran las correlaciones observadas mas relevantes
para determinar la estereoquimica del 12-hidroxicopal-7-en-13-al. b) Representacion grafica de las

correlaciones de NOESY utiles para la elucidacién estructural marcadas como flechas.
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5.2.2. Reacciones quimicas

Dado que los datos espectroscépicos indican que el componente de FM2 puede poseer un grupo
alcohol se decide confirmar quimicamente dicha presencia. La reaccién de acetilacién mostré
resultado positivo para dicha fraccidn. Este resultado indica la presencia de al menos un grupo
hidroxilo libre en la molécula. Al realizar TLC del producto obtenido se observé cambio en el valor
de Rf, respecto al reactivo (FM2). El valor de Rf aumenta indicando una menor polaridad de la
molécula luego de transcurrido el proceso de acetilacion. Al revelar la TLC con reactivo de Brady
se observa que el grupo carbonilico de la fraccion FM2 continuda intacto ya que la misma se torna

de color naranja fuerte.

Por otro lado, el producto obtenido se aisld y se realizé la caracterizacién espectroscépica (RMN).
Con los experimentos de *H-RMN y COSY se pudo evidenciar la incorporacién de un grupo acetilo,
en numero y posicion (Figura 14, pagina siguiente), confirmando la estructura de 12-hidroxicopal-
7-en-13-al. En el experimento de 'H-RMN se pudo evidenciar que los metilenos en el reactivo,
asignados inicialmente a bases de un alcohol, una vez que ocurre reaccién son desblindados (ver
Figura 14a) lo que estaria indicando una clara reaccién a ese nivel. Ya que el grupo acetilo tiene
caracteristicas desblindantes [30] se confirmaria la presencia del grupo alcohol que es acetilado.
Por otro lado, la integracion del singulete correspondiente al metilo del grupo acetilo (3 H, Figura
14a) confirma la incorporacion de un solo grupo éster y por ende la presencia de un solo grupo
acetilable (que por el desplazamiento quimico de los protones vecinos, en el reactivo, es

asignado a un grupo alcohol primario).

Al derivado acetilado de FM2 se le determind la actividad anti-T. cruzi, como forma de comenzar
un trabajo de modulacién estructural tendiente a la optimizacion de la estructura quimica. La Clso
resultd ser de 13.9 + 3.3 ug/mL (47.6 uM), mostrando que dicho modificacion conduce a una
disminucion de la actividad bioldgica observada en 12-hidroxicopal-7-en-13-al (Cls, = 3.0 + 0.8

pug/mL, 12.0 uM).

La fraccién FM1 no presentd ni cambio de color, ni cambio en el valor de Rf en la cromatografia
en capa fina, confirmando ausencia de grupos hidroxilo libres en la molécula. Cabe destacar que
transcurrido 30 min de reaccion a temperatura ambiente y no observarse cambios se procedié a
calentar la reacciéon durante 30 min, en estas condiciones tampoco se produjeron cambios

confirmando que la acetilacién no era posible.
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Figura 14 — a) Reaccién de acetilacién de la fraccion FM2 y producto obtenido. b) Experimentos de ‘"H RMN

y COSY que confirman la incorporacion de un grupo acetilo en el alcohol primario de la estructura

propuesta para FM2. En el experimento de '"H RMN se marca el cambio de la sefial de los metilenos

alcohdlicos (insertado: metilenos del reactivo), después de la esterificacién (flecha entera), y la aparicidn

de un singulete de integracion 3 H (flecha punteada).
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5.2.3. Espectroscopia ultravioleta

Los espectros UV presentan maximos de absorcidon en 214 nm y 228 nm para las fracciones FM1y
FM2 respectivamente. Estos resultados infieren la presencia de una lactona a,B-insaturada-a, -
dialquilsustituida en FM1 y un aldehido a,B-insaturado-a,B-dialquilsustituida para FM2. Lo que
estd en total concordancia con las estructuras propuestas para ambos copalanos aislados de la

parte aérea de Matico.
5.2.4. Espectroscopia infrarroja

El espectro de IR de la fraccion FM1 (anexo I) presenta un pico de intensidad fuerte en 1719 cm™,
el mismo se asocia a la frecuencia de estiramiento (y) del enlace C=0 de una 6-lactona (ciclo de
seis) a,B insaturada. En 1640 cm™ se observa un pico de intensidad media correspondiente a la
frecuencia de estiramiento del enlace C=C conjugado al grupo carbonilo. Se observan picos de
intensidad fuerte en la regién de 2850-2970 cm™ que corresponden a las frecuencias de
estiramiento de los grupos metilicos, metilénicos y metinicos. En 1391 cm™ y 1367 cm™ el
espectro presenta picos de intensidad fuerte que se asocian a las frecuencias de deformacién (8)
de un doblete en gem-dimetilos. En 1461 cm™ se observa un pico de intensidad media que
corresponde a la frecuencia de deformacidn de un grupo metilo. Este estudio permitié establecer
con certeza la presencia de un grupo lactona a,B-insaturada de seis miembros en el copalano. Lo
gue conjuntamente con las otras espectroscopias utilizadas (RMN, UV) permite inferir que el
compuesto FM1 se corresponda con copal-7-en-13,12-6lido. Este compuesto ya habia sido

descrito previamente por Urones y col. en su forma (-)-enantioisomérica [33].

La fraccién FM2 en su espectro de IR presenta un pico de intensidad fuerte en 1689 cm™
correspondiente a la frecuencia de estiramiento del enlace C=0 de un aldehido a,B-insaturado.
Confirmando la presencia del grupo aldehido se observan dos picos de intensidad débil en 2720
cm™ y 2850 cm™ que corresponden a la frecuencia de estiramiento del enlace C-H, este tipo de
sefiales son caracteristicas de grupos aldehidos. En la regién de 3200-3600 cm™ se observa un
pico ancho correspondiente a la frecuencia de estiramiento de un enlace O-H.
Concomitantemente, en 1059 cm™ el espectro presenta un pico de intensidad media que
corresponde a la frecuencia de estiramiento del enlace C-O, este resultado infiere la presencia de
un alcohol primario en la molécula. En 1630 cm™ se observa un pico de intensidad débil que se
asocia a la frecuencia de estiramiento del enlace C=C conjugado al grupo carbonilo. Al igual que
en el espectro de la fraccion FM1 en la regidon que corresponde a las frecuencias de estiramiento
de grupos metilicos, metilénicos y metinicos (2850-2970 cm™) se observan picos de intensidad

fuerte. En 1380 cm™ y 1369 cm™ también al igual que en la fraccion FM1 se observan sefiales de
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intensidad fuerte que se asocian a las frecuencias de deformaciéon de un doblete en gem-
dimetilos. En 1460 cm™ se observa un pico de intensidad media que corresponde a la frecuencia

de deformacion de un grupo metilo.
5.2.5. Espectrometria de masas

En el experimento HPLC — MS realizado a la fraccién FM1 se comprobd la pureza de la fraccién y
se logrd la confirmacion de la estructura del copal-7-en-13,12-6lido al observar que un pico con
31.6 minutos de tiempo de retencidn, en las condiciones de la corrida, se corresponde con la
formula molecular Ci6H,.0,. El espectro de masas (figura 15) presenta picos en m/z 249.2, m/z
271.2, m/z 287.1, m/z 497.0 y m/z 519.3 correspondientes con las sefiales esperadas para

[M+H]", [M+Nal’, [M+K]", [2M+H]"y [2M+Na]" respectivamente.

Intens. +MS, 31.6min #2189

%1067
3 [M+H]*
o 2492
] [M+Nal* [M+K]* [2M+H]* [2M+Na]* £ miz |
] / 1 2492 1986891
14 \ \ / 2 2501 414706
| 3 2712 128950
1 fail 519.2 4 2871 430714
0be eyt eyt ey b5 4970 112239

100 200 300 400 500 miz 6 5192 278332

Figura 15 — Espectro de masas obtenido para la fraccidn metandlica 1.

Para la fraccion FM2 el experimento de HPLC muestra la existencia de mas de un producto, dado
gue se trata de un compuesto con grupos funcionales reactivos (aldehido y alcohol) y que se
trabaja en condiciones donde potencialmente pueden ocurrir reacciones (muestras disueltas en
metanol y desarrolladas cromatograficamente en acido férmico/acetonitrilo). Especificamente,
fueron identificados tres productos, con tiempos de retencién de 18.3 (pico 1), 22.0 (pico 2) y
38.0 minutos (pico 3) (figura 16). El pico 1, en las condiciones de corrida, permite confirmar la
estructura del 12-hidroxicopal-7-en-13-al ya que se corresponde con la féormula molecular
Ci6H260,. El espectro de masas presenta picos en m/z 251.1, m/z 273.1 y m/z 289.1
correspondientes con las sefiales esperadas para [M+H]*, [M+Na]" y [M+K]*. EI MS del pico 2 se
puede corresponder al acetal ciclico (entre el alcohol y el aldehido del 12-hidroxicopal-7-en-13-al)
y metanol (usado para disolver la muestra a separar por HPLC), producto (Figura 17) que se
genera en las condiciones del experimento. En el mismo espectro se puede observar el ién de

m/z a 251.2 resultado de la fragmentacidn al aldehido de partida en el experimento de MS.
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Figura 16 — Espectros de masas de los picos 1, 2 y 3 obtenidos en el experimento HPLC — MS realizado a la

fraccion metandlica 2.

Figura 17 — Estructuras quimicas propuestas para las sefales que presenta el espectro de masas del pico 2

del experimento HPLC — MS de la fraccion FM2.

El tercer pico del HPLC se puede corresponder a un carbonato, producto de condensacion del
hemiacetal de metanol con acido formico a través de los dos alcoholes libres de la molécula

(Figura 18).

Figura 18 - Estructuras quimicas propuestas para las sefiales que presenta el espectro de masas del pico 3

del experimento HPLC — MS de la fraccion FM2.
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5.2.6. Actividad optica de las fracciones aisladas

El poder rotatorio que presenté el copal-7-en-13,12-6lido es [a]**, = + 19.1 °, mientras que el 12-

hidroxicopal-7-en-13-al presentd un [a]*p = + 32.4 °.

Cabe destacar que el copal-7-en-13,12-6lido aislado previamente por Urones y col. de Halimium
viscosum presentd un [a]p = — 17.0 ° (CHCI;, 1.1 mg/mL) [33], este resultado nos permite inferir
que el compuesto aislado en el presente trabajo de Aristeguietia glutinosa es la forma (+)-

enantioisomérica del compuesto mencionado.
5.3. Diterpenos tipo copalano

Ambos compuestos aislados de Matico en el presente trabajo pertenecen al grupo de productos
naturales de los diterpenos tipo copalano. Los compuestos de este grupo suelen presentar

actividades bioldgicas variadas, antibacterial, antiséptica y antifungica entre otras [34].

Poseen un esqueleto caracteristico con una estructura biciclica basica y un esqueleto adicional C-
6 que puede estar abierto o contribuir con tres carbonos a la formacion de un anillo de 6
miembros que puede o no contener un atomo de oxigeno [35]. Ya han sido descritos una
considerable cantidad de compuestos de esta familia presentando gran variabilidad en cuanto a
los sustituyentes que poseen. Entre ellos se encuentra el copal-7-en-13,12-6lido (FM1), que fue
previamente descrito al ser extraido de Halimium viscosum (‘Valparaiso’) junto a otros

diterpenos tipo copalano [33].

Han sido descritos diterpenos tipo copalano que contienen aldehidos a,B-insaturados en su
estructura pero que no coinciden con el aislado del extracto hidro-etanélico de Matico, 12-
hidroxicopal-7-en-13-al (FM2). Estos otros aldehidos fueron aislados de Zingiber mioga (‘Myoga’)
y mostraron varias actividades bioldgicas: inhibicidn de la agregacidn plaquetaria y de la actividad
de la 5-lipooxigenasa humana, induccciéon de apoptosis en las células de linfoma T Jurkat
humanas y bloqueo de la funcién mitocondrial [36,37]. Ademas otros diterpenos tipo copalano
fueron aislados de Cistus creticus con actividad antiproliferativa anti-Leishmania donovani [38],

otro protozoario filogenéticamente relacionado con Trypanosoma cruzi.

Ademas, productos naturales pertenecientes al grupo de los diterpenos tipo copalanos con
actividad tripanosomicida han sido aislados de Aristolochia cymbifera [39]. Especificamente en
este caso el copalano mas activo, frente a tripomastigotes de T. cruzi, fue el acido copadlico [40]
gue presenta importantes efectos hemoliticos a altas dosis. Por otro lado, mas recientemente se
ha descrito que fracciones enriquecidas en sesquiterpenos tipo copalanos obtenidas de las flores

de Anthemis Tinctoria muestran actividad anti-T. cruzi [41]. En este ultimo caso, no se describe
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aislamiento de los productos responsables de la actividad bioldgica, sino que se trabaja con

fracciones enriquecidas.

Para Cistus creticus se realizaron estudios de la expresidn génica de una enzima sintasa diterpeno
tipo copalano y mostraron que la expresidn es superior en los tricomas en comparacién con otras
partes de la plantas. Ademas Falara y colaboradores [35] observaron que la expresidon era
diferente en distintos estadios de la planta, siendo superior la expresién génica en plantas
jovenes. Para saber mds sobre la expresion génica en respuesta al estrés simularon heridas, que
podrian causar insectos, de forma mecanica y obtuvieron mayores concentraciones de todos los
compuestos identificados en los tricomas de las hojas con heridas que en hojas sanas. Al parecer
este es un ejemplo de porque la planta invierte energia en la sintesis de compuestos
especializados en la proteccidn de tejidos vegetativos jovenes que son aun mas susceptibles al

ataque de insectos y la invasidn de patégenos.

La biosintesis de diterpenos tipo copalano con atomos de oxigeno en su estructura no esta del
todo entendida. El conjunto de reacciones especificas y la identificacion de las enzimas
involucradas en la sintesis de diterpenos tipo copalano siguen aun por resolverse. Aunque Guo y
colaboradores [42,43] plantearon la hipdtesis de que copal-8-ol pirofosfato (Figura 19) es un
intermedio en la biosintesis, aln no hay descripciones en cuanto a la enzima capaz de sintetizar

este compuesto.

‘ OPP

I//// H
It o

GGDP copal-8-ol pirofosfato
Figura 19 — Formacion del copal-8-ol-pirofosfato catalizado por el transcripto de CcCLS [35].

Falara y colaboradores construyeron una biblioteca de ADNc especifico de tricoma de C. creticus,
aplicando EST secuenciacién y los analisis bioinformaticos revelaron un ADNc con similitud
significante a diterpeno sintasas de tipo B [44]. Posteriormente describen el aislamiento del ADNc
completo (CcCLS), mostrando que la enzima codificada por CcCLS cataliza la formacién de copal-
8-ol pirofosfato a partir de GGDP y dejan en evidencia la importancia de la enzima en la

biosintesis de diterpenos tipo copalanos que contienen atomos de oxigeno en la molécula [34].
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El isopentenil pirofosfato (IPP; Cs) es el precursor metabdlico comun de todos los isoprenoides. A
la fecha se ha demostrado que existen dos vias para la biosintesis de IPP en plantas. La via del
acido mevaldnico, también llamada via clasica, que ocurre en el citoplasma, y la via de la
desoxixilulosa fosfato, via no clasica, que ocurre en el plastidio [45,46]. Para el caso de los
diterpenos ha sido demostrado por marcado con C que la via mayoritaria es la desoxixilulosa
fosfato [47]. La isomerizacién (reversible) del IPP produce dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Ambos
isomeros se condensan formando el intermediario de 10 carbonos, geranil pirofosfato (GPP). El
GPP se condensa de nuevo con otra molécula adicional de IPP para dar farnesil pirofosfato (FPP).
Este compuesto, junto con otra molécula de IPP, produce geranilgeranil pirofosfato (GGDP), que

es el precursor de todos los diterpenos [48].

La protonacién del GGDP inicia una secuencia de ciclacién concertada (Figura 20), finalizada por
la pérdida de un protdn de un grupo metilo, resultando en copalil PP. La estereoquimica en este
producto es controlada por el plegamiento del sustrato en la superficie de la enzima, un
plegamiento alternativo resulta en labdadienil PP, teniendo este producto una configuracion
opuesta en el nuevo centro quiral generado. La estereoquimica del labdadienil PP se observa en
la estructura del acido abiético, el mayor componente de la fraccidén rosina de la turpentina de
los pinos y otras coniferas. Los diterpenos en las rosinas presentan actividad antifingica e

insecticida [49].

LX\ \ | ~ opPp
| oPP H%C/ 'L/ \_/

\
|

OPP oPP

(-) copalil PP
labdadienil PP
= (+)- copalil PP

Figura 20 — Formacion de copalil PP (a) y labdadienil PP (b) a partir de GGDP [46].
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6. Conclusiones

Se realizé el fraccionamiento bioguiado del extracto hidro-etandlico de Aristeguietia glutinosa
Lam. y se obtuvieron dos compuestos con relevante actividad anti-Trypanosoma cruzi. Se
aplicaron técnicas espectréscopicas para la elucidacion estructural de los mismos determinando
gue los compuestos aislados son el labd-7-en-13,12-6lido (Clsq = 62.9 uM) y el 12-hidroxi-labd-7-
en-13-al (Clsp = 12.0 uM) (Figura 21). Cabe destacar que por primera vez es aislado el 12-hidroxi-
labd-7-en-13-al de la naturaleza, y es el compuesto quimico con mayor actividad anti-T. cruzi
purificado de Matico. En base a lo mencionado anteriormente en cuanto a la estereoquimica de
los diterpenos tipo copalanos y a los resultados obtenidos en los experimentos de desviacién de
la luz polarizada de las fracciones metandlicas, dextrégiras, se le adjudica a los compuestos
aislados de Aristeguietia glutinosa el caracter de labdano. La similitud de sus estructuras
guimicas y la cuasi equivalencia de las actividades dpticas infieren que seguramente estos

compuestos estén metabdlicamente relacionados en la planta.

0
OH
0
o
labd-7-en-13,12-6lido 12-hidroxi-labd-7-en-13-al

Figura 21 — Estructuras quimicas de los compuestos elucidados en la fraccion FM1 (izg.) y FM2 (der.).

Estos resultados muestran que las partes aéreas de Aristeguietia glutinosa Lam. pueden ser una
fuente de nuevos farmacos con actividad antiprotozoaria. Sin embargo, estudios in vitro e in vivo
adicionales son necesarios para validar el uso de Matico en el tratamiento de la enfermedad de

Chagas.

También se deberian realizar estudios para cuantificar los compuestos de interés en plantas de
Matico que presenten distintos estadios de desarrollo, plantas que sufran estrés (heridas) y
ademas la identificacion de la parte de la planta en la cual se encuentran en mayor

concentracién, con el objetivo de maximizar los rendimientos de extraccion.
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9.1. Anexo |

A continuacion se muestran los espectros IR y RMN obtenidos del (+)-copal-7-en-13,12-élido.
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A1l - Espectro IR obtenido para el labd-7-en-13,12-6lido.
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A2 - Espectro 'H RMN del labd-7-en-13,12-6lido.
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A4 - Espectro obtenido del experimento HSQC realizado al labd-7-en-13,12-6lido.
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A5 — Espectro obtenido del experimento HMBC realizado al labd-7-en-13,12-dlido.
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A6 — Espectro obtenido del experimento DEPT 135 realizado al labd-7-en-13,12-élido.
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9.2. Anexo Il

A continuacidn se presentan los espectros IR y RMN obtenidos del 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.
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T T T T T T T
-4000 -3000 -2000 -1000
cm-1

A9 — Espectro IR del 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.

ppm (t1)

A10 - Espectro 'H RMN obtenido del 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.
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A1l - Espectro obtenido en el experimento COSY para el 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.
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A12 — Espectro obtenido en el experimento HSQC del 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.
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A13 — Espectro obtenido en el experimento HMBC del 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.

— 5000

200 150 100 50 0
ppm (f1)

Al4 — Espectro obtenido en el experimento DEPT135 del 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.
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\ \ \ \ \
200 150 100 50 0
ppm (f1)

A15 — Espectro obtenido en el experimento DEPT90 realizado al 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.

200 150 100 50 0
ppm (f1)

A16 — Espectro 3¢ obtenido para el 12-hidroxi-labd-7-en-13-al.
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