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Resumen

La enfermedad de Chagas es provocada por el protozoario flagelado 7rypanosoma
cruzi (T. cruzi). Dado que los actuales tratamientos farmacolégicos presentan una
gran cantidad de efectos no deseados, resulta prioritario desarrollar nuevas
alternativas de tratamiento, que puedan prevenir o disminuir los efectos crénicos de la

enfermedad de Chagas y ofrecer una mejoria en la calidad de vida de los pacientes.

Basados en que agentes antifungicos han sido descritos como inhibidores de
crecimiento del parasito y que especies pertenecientes a la flora uruguaya han sido
descritas con esta propiedad es que se decide incursionar en la busqueda de agentes
anti-tripanosomatideos en plantas del Uruguay. Particularmente se han hecho
numerosos estudios en especies pertenecientes a la familia de las Asteraceae, dado
que muchos de sus miembros se han caracterizado por presentar lactonas
sesquiterpénicas entre sus metabolitos secundarios, que han mostrado ser muy
buenos inhibidores del crecimiento de 7. cruzi Resultando asi, Baccharis trimera,

comunmente conocida como “carqueja” una buena candidata para estudiar.

En el marco de esta tesina de grado se realizé un fraccionamiento bioguiado de la
carqueja, en el cual se fue aumentando gradualmente la polaridad de los disolventes
de extraccion, obteniéndose asi tres fracciones: hexano, acetato de etilo y metanol.
Resultando ser la fraccidon enriquecida en componentes quimicos mas apolares,
fraccidn hexano, la que presenta mayor actividad antiproliferativa y buena selectividad
hacia el parasito, seguida por la fraccion acetato de etilo. La composicion de los
metabolitos de la fraccién hexano y acetato se caracterizé por técnicas fitoquimicas y

de 'H RMN demostrando la presencia de terpenoides y flavonoides respectivamente.
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Introduccion

1. Introduccién

1.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es producida por el
protozoario flagelado Trypanozoma cruzi (T. cruzi). Lleva el nombre de Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, médico brasilefio que la descubrié en 1909, el cual dedicé gran
parte de su vida al estudio de esta enfermedad caracterizando al vector, su
hospedador, sus manifestaciones clinicas y su epidemiologia [1].

Se trata de una enfermedad endémica que afecta a millones de personas generando
problemas sanitarios, econémicos y sociales en los paises afectados, esta
ampliamente difundida en América Central y del Sur, afectando a 21 paises en la
region [2]. Se ha estimado que alrededor de 100 millones de personas viven bajo
permanente riesgo de contraer la enfermedad, desde México a Argentina, de los
cuales 24 millones estarian infectados por el parasito y 6 millones serian cardidpatas
debido a la Enfermedad de Chagas. La inmensa mayoria de estas personas procede
de areas rurales pobres, atestadas de vinchucas, habitando ranchos de barro y paja.
Esta enfermedad se encuentra asociada a la pobreza razén por la cual muchas veces
es estigmatizada [3,4].

Se transmite vectorialmente a través de diversas especies de insectos triatomineos. El
principal vector intradomiciliario es 7riatoma infestans; el cual habita en las grietas de
las casas rurales y sale por las noches para alimentarse [5].

El ciclo se inicia cuando el insecto vector, comunmente conocido como “vinchuca”,
ingiere sangre de hombres o mamiferos infectados y pica posteriormente a individuos
sanos depositando con sus heces los parasitos. Los cuales al rascarse ingresan en la

herida los 7. cruzi. No obstante, se han descrito otros mecanismos de transmisidén no


http://es.wikipedia.org/wiki/Vector_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Epidemiolog%C3%ADa
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vectorial, como la transmision a través de transfusiones con sangre contaminada,
trasplante de 6rganos infectados, la transmision vertical de madre a hijo y mas
recientemente transmision por ingestion de alimentos contaminados con el parasito
[6,7].

El Trypanosoma cruzipresenta un ciclo de vida bastante complejo con distintas formas
a lo largo de su ciclo evolutivo. En el insecto vector se pueden observar diferentes
estadios. En el estbmago del vector ocurre la fase denominada esferomastigote, se
caracteriza por presentar una forma redondeada; el estadio epimastigote se
encuentra en el intestino del vector, en esta etapa el 7Trypanosoma cruzi se multiplica
intensamente por division binaria; y por ultimo se encuentra el estadio tripomastigote
metaciclico, que es la forma infectante para el huésped vertebrado [8,9].

Cuando el insecto se alimenta de sangre humana, defeca sobre la piel del hospedero,
liberando en las heces parasitos en la forma tripomastigote metaciclicos. Una vez que
estos ingresan al organismo, los tripanosomas se diseminan por via hematica o
linfatica, afectando diversos érganos principalmente el corazoén, sistema nervioso,
musculo y aparato digestivo. Una vez que los parasitos llegan a los tejidos se
reproducen, pasando por una etapa no flagelada, denominada amastigote, los cuales
son capaces de multiplicarse activamente formando pseudoquistes, en donde se van a

transformar a tripomastigotes que luego van a ser liberados (Figura 1.1) [10].
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El tripomastigota va a los tejidos en
donde pierde el flagelo y se convierte
en amastigota donde se reproduce y
forma el pseudoquiste

tripomastigota circulante, forma infectiva para la
vinchuca

Amastigota se transformar a tripomastigota, los cuales
luego van a ser liberados

pimastigote

-

esferomastigote

Ingreso del Tripomastigota
metaciclico al huésped

tripdmastigote metaciclico
vertebrado. P g

Triatoma infestans

Huéspedes vertebrados

Figura 1.1. Ciclo de vida de 7rypanosoma cruzi[10].

Se estima que el periodo de incubacion de la enfermedad es de entre 5 a 12 dias
relativo a cada caso, al igual que la aparicion de los sintomas y la intensidad de los
mismos. Muchas veces no se presenta sintomatologia por lo que el diagndstico a
tiempo puede ser muy dificil. En los individuos afectados con el paso del tiempo
comienzan a surgir serias afecciones cardiacas y digestivas las cuales pueden derivar
en la muerte [11].

Es posible observar tres etapas bien definidas de la enfermedad. La primera de ellas
se denomina aguda o inicial, la cual presenta una duracién aproximada de dos a
cuatro meses tras la infeccion. En esta etapa muchas personas no presentan
sintomas. La mayoria de los pacientes que presentan sintomas sufren fiebre variable,

malestar general, irritabilidad, dolor de cabeza, crecimiento de higado, bazo y
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ganglios. Cuando la inoculacién es cercana al area ocular se observa el caracteristico
chagoma asi como un edema unilateral de ambos parpados (Figura 1.2) [12]. En esta
etapa se puede encontrar al parasito en sangre. Algunos casos agudos pueden llegar
a ser mortales. Muchos de estos resultan ser niflos pequefios y pacientes que estan
inmunodeprimidos (por ej. personas infectadas con VIH), que pueden desarrollar

miocarditis aguda o meningoencefalitis [13].

Figura 1.2. Fotografia de nifio afectado con signo de Romafa [12].

Una segunda etapa indeterminada o también denominada latente, en la cual la
parasitemia se vuelve indetectable y suele ser asintomatica. Presenta una duracion
variable. Suele ocurrir entre la semana 8 6 10 de la fase aguda. Puede durar meses o
incluso afios. Se estima que aproximadamente el 30% de los individuos que llegan a
esta etapa desarrollan problemas digestivos, cardiacos y neurolégicos [14].

Por ultimo la fase crénica, la cual aparece de forma tardia. Se caracteriza por
presentar problemas cardiacos e intestinales. Puede ocurrir muerte subita sin que el
individuo desarrolle problemas cardiacos [15].

El diagndstico de esta enfermedad es relativo a la etapa en la que se encuentre el
paciente. Se pueden emplear métodos directos (observacion microscopica directa,

xenodiagnostico, PCR, entre otros) basados en la deteccion de material genético o de
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parasitos, o también métodos indirectos (ELISA, IFlI, Western blot, entre otros)
basados en la deteccion de anticuerpos especificos contra 7. cruzi, utilizados
principalmente en la etapa crénica, ya sea sintomatica o asintomatica. Estos suelen
ser empleados fundamentalmente en la fase aguda, en el caso de tratarse de
personas inmunodeprimidas o menores de 6 meses [16].

En cuanto al tratamiento para esta enfermedad, solo existen 2 farmacos, los cuales
fueron desarrollados hace mas de 30 afos. Estos son Nifurtimox (Nfx, A+(3-metil-1,1-
dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil)metanimina, Lampit®, producido por Bayer
actualmente no comercializado por este laboratorio), el cual presenta efecto sobre
tripomastigotes y amastigotes y se utiliza tanto en casos agudos como cronicos y
Benznidazol (Bnz, A:bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida, Rochagan®, producido
por Roche, ahora producido por LAFEPE en Brasil) se emplea en pacientes que se

encuentren en fase aguda, casos congénitos y también en pacientes crénicos (Figura

1.3) [17].
I\ Wt
MO o = ‘\"N Y H
Nfx k/so; N2

Bnz

Figura 1.3. Estructuras quimicas de los farmacos Nifurtimox (NFx) y Benznidazol (Bnz).

Ambos farmacos afectan el metabolismo redox del parasito reduciendo las
concentraciones de glutation, tripanotiona y glutationil espermidina [18].

Estos medicamentos son nitroheterociclos que presentan significativos efectos
adversos. Por ejemplo Nifurtimox suele asociarse a dolor abdominal, anorexia,

nauseas, vomitos, trastornos neurolégicos. Por otra parte, Benznidazol puede generar
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erupcion cutanea, depresion de médula 6sea, neuropatia periférica, posee efecto
carcinogénico, entre otras patologias [19].

Para lograr una disminucién en la transmision es fundamental implementar actividades
de control vectorial y no vectorial. Con una constante vigilancia, un correcto
diagnéstico y tratamientos apropiados para las personas afectadas. En cuanto a la
situacion actual de nuestro pais desde 1997 Uruguay fue declarado por la
Organizacién Panamericana de la Salud como el primer pais de América Latina que

logré erradicar el insecto vector.

1.2. Plantas medicinales

Desde la antigledad se ha implementado en la cultura popular la utilizacién de plantas
medicinales como alternativa para el tratamiento de diferentes tipos de afecciones.
Estos remedios caseros se conocian comunmente con el nombre de medicamentos y
su empleo era resultado de la observacién y la experiencia. La concepcion actual de
medicamento dista mucho de la concepcion que se tenia antiguamente en el uso de
extractos [20].

Este saber que se ha ido transmitiendo de generacion en generacion se ha ido
perfeccionando a lo largo del tiempo a través de ensayos quimicos, farmacoldgicos,
toxicoldgicos y clinicos, que tienen como objetivo la busqueda de los principios activos
para obtener asi una explicacién mas racional de su uso y efecto [21].

Estas drogas de origen vegetal que se suministran con fines curativos pueden estar
constituidas por la planta entera, por alguna de sus partes (hojas, raices, corteza, etc.)
o por algun producto derivado de las mismas [22].

Desde mediados del siglo XX, la quimica vegetal o fitoquimica ha sido una

herramienta muy importante para la obtencion de extractos de hierbas, usados como
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medicamentos. La extraccion de los principios activos por medio de la fitoquimica se
basa en conceptos basicos de la polaridad de las moléculas. De acuerdo a los
mismos, se han desarrollado técnicas analiticas de separacién, que facilitan la
obtencion de perfiles quimicos detallados, lo que a su vez permite la identificacion y el
aislamiento de moléculas bioactivas con mayor rapidez y precision [23].

Las plantas presentan dos tipos basicos de metabolismo: primario y secundario.
Dentro de los productos del metabolismo primario se encuentran carbohidratos,
proteinas, lipidos y acidos nucleicos. En el caso del metabolismo secundario, se
pueden encontrar productos a los cuales se les adjudica diversas propiedades, un
ejemplo es la defensa contra patdégenos, entre otras funciones ecoldgicas [24]. Los
metabolitos secundarios, incluyen terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides vy
policétidos, entre otros, corresponden a un grupo muy amplio conformado por
moléculas pequenas, que no son estrictamente necesarias para la supervivencia del
organismo pero si le ofrecen ciertos beneficios [25].

En la medicina popular los métodos de extraccidn mas empleados son relativamente
sencillos, suele utilizarse como disolvente mas comun el agua. Algunas de las técnicas
mas empleadas son las infusiones, que consisten en la extraccion con agua a
ebullicién, dejando actuar unos minutos y luego se procede al filtrado. Otra técnica
muy utilizada es la decoccion, que se suele utilizar en el caso de tratarse de drogas
duras como por ejemplo cortezas o raices. Esta técnica consiste en la extraccién a
través de agua a ebulliciéon, luego se deja enfriar y se filtra. Otra alternativa muy
utilizada es la maceracion la cual consiste en dejar actuar agua fria durante unos dias.
Las sustancias activas generan reacciones muy diversas en el organismo, esto

depende de la naturaleza quimica de la droga, la concentracion y la forma de
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administracion. La concentracion de la misma es muy importante dado que en
pequenas dosis puede generar efectos que pueden llegar a ser beneficiosos, pero
dosis superiores pueden ser muy toxicas [26].

La mayor parte de la poblacion de los paises en desarrollo no tiene acceso a los
medicamentos, siendo esta la razén fundamental del uso de plantas medicinales, dado
que es una alternativa mas econdmica para las poblaciones pobres [27,28].

Las plantas medicinales contienen normalmente mas de una sustancia activa e
inactiva, estas ultimas pueden afectar de distinta manera a los componentes mas
activos, por ejemplo los taninos pueden formar complejos con los componentes
activos, haciendo que éstos sean liberados de manera gradual. Para mantener la
actividad los distintos componentes deben mantener cierto equilibrio. Razén por la cual
hay que tener especial cuidado en diversos factores que pueden ejercer ciertas
variaciones en la composicion quimica, como por ejemplo forma de cultivo
(condiciones climaticas, suelo, época del afio) almacenamiento (evitar descomposicion

por efectos de la luz o enzimatico), procesamiento, entre otras [21,29].

1.3. Baccharis

El género Baccharis pertenece a la familia de las Asteraceae, éste se encuentra
integrado por mas de 500 especies ampliamente distribuidas en Latinoamérica [30].
Las especies pertenecientes a este género presentan un elevado valor
socioeconomico en muchas regiones dado que suelen ser empleadas en la medicina
popular para el tratamiento de numerosas afecciones [31]. En muchas culturas se
conocen bajo el nombre de “carqueja” a varias especies de este género entre ellas se
encuentran B. articulata, B. cylindrica, B. gaudichaudiana, B. microcephala, B.

stenocephala y B. trimera (Figura 1.4). Particularmente esta ultima suele emplearse
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como analgésico, en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, ulceras,
infecciones y diabetes. Existen descripciones previas que la misma posee propiedades
antiinflamatoria, modulador del sistema inmune, antifungico, antioxidante vy

antimicrobiano [32-35].

Figura 1.4. Fotografia de Baccharis trimera en flor.

1.3.1. Descripcién botanica

Baccharis trimera es una especie dioica (individuos masculinos y femeninos
separados), excepcionalmente monoicas o poligamo-dioicas. Se caracteriza por ser
arbustos o hierbas, de 40 a 70 cm de altura, el cual no presenta pelos, es muy
ramosa con tallos con tres alas y hojas muy reducidas o nulas. Posee capitulos
dispuestos en forma de espiga en los extremos de las ramas, los masculinos de forma
globosa y los femeninos cilindricos [36]. Las plantas pistiladas estan constituidas por
flores pistiladas (raramente puede haber algunas flores estaminadas centrales) y en
las plantas estaminadas por flores morfolégicamente perfectas pero funcionalmente

estaminadas por atrofia del ovario. El fruto es muy pequefio, ligeramente comprimido y
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provisto de pappus. Presenta un periodo de floracion entre los meses de febrero y
abril, incluso hasta junio. El fruto madura desde marzo hasta principios de mayo
[37,38].

En distintos tipos de Baccharis se destaca la presencia de flavonoides: santonina,
absintina, luteolina, quercetina, genkwanina, acacetina, 7,4-dimetil-apigenina,
circimartina, salvigenina, jaceidina, jaceosidina, chondrillasterol; diterpenos: de tipo
neoclerodano (articulina |1 y acetato de articulina) y triterpenos: 6xido de baccharis y
acido oleandlico [39,40]. Este ultimo junto con el acido ursélico se encuentran
formando parte de las ceras epicuticulares, las cuales tienen una importantes funcién
de barrera fisicoquimica que impide la pérdida de agua y el ataque de numerosos
agentes agresores [41]. En cuanto a la composicién quimica de las flores han sido
descriptos un diterpeno furanico o barticulidiol, un diterpeno clerodano, Ila

bachotricuneatina A y también un diéster de malonato [42].

1.4. Antecedentes

Recientemente en el Grupo de Quimica Medicinal, Facultad de Ciencias-Facultad de
Quimica, UdelaR se realizé el estudio de la actividad anti-7. cruzi de la planta
ecuatoriana Aristiguieta glutinosa Lam. ("Matico"). “Matico” fue seleccionada para su
estudio dado que esta descrito su uso como agente antifungico y que es reconocido
que éstos pueden también afectar a parasitos. Se comprobé que el extracto hidro-
etandlico de la parte aérea de la misma presentaba una destacada actividad tanto /in
vitro como /n vivo frente al parasito. Ademas se identificaron dos componentes
responsables de la actividad, los cuales pertenecen a la familia de los diterpenos tipo

labdano [43,44].
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Clso = 3.0 pg/mL Clso = 15.6 ug/mL

Figura 1.5. Estructua quimica de diterpenos tipo labdano aisaldos de Aristiguieta glutinosa
Lam. ("Matico") con sus respectivos concentraciones inhibitorias de crecimiento del 50% de

Trypanosoma cruzi[43,44].

En base a estos resultados se inici6 una busqueda de especies silvestres que
reuniesen similares caracteristicas que "Matico", como por ejemplo que presenten
propiedades antifungicas, antibacterial y metabolitos secundarios provenientes de la
familia de los labdanos. Nuestro grupo se centré en la identificacion de especies
uruguayas con actividad antifungica ya que una gran cantidad de agentes antifungicos
han sido descriptos como buenos inhibidores del crecimiento de 7rypanosoma cruzi
[45]. Particularmente se han hecho numerosos estudios en especies pertenecientes a
la familia de las Asteraceae, dado que muchos de sus miembros se han
caracterizado por presentar compuestos pertenecientes a la familia de las lactonas
sesquiterpénicas, que han mostrado ser muy buenos inhibidores del crecimiento de 7.
cruzi, incluso a muy bajas concentraciones [46,47]. Es asi que se investiga el efecto
del extracto hidro-etandlico de las hojas de Baccharis frimera en un cultivo de
epimastigotes de 7. cruz/ obteniéndose una destacada actividad inhibitoria de

crecimiento (Clso= 79.5 ug/mL). Por otra parte se evalu6 el extracto frente a células

12
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mamiferas, macréfagos murinos J774, con el fin de determinar su selectividad frente al
parasito, obteniéndose un Clsp 76.1 ug/mL. Por lo que se propuso en este trabajo de
tesina de grado el estudio bioguiado de Baccharis trimera en la busqueda de

fracciones mas activas y selectivas frente a 7. cruzi.

13
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general

e Realizar el fraccionamiento bioguiado de Baccharis trimera en busqueda de

nuevos agentes anti- 7rypanosoma cruzi.

2.2. Objetivos especificos

o Recolectar Baccharis frimera en tres estaciones climaticas distintas y realizar la
identificacion botanica de las muestras.

e Realizar el fraccionamiento bioguiado de la parte aérea de Baccharis trimera
utilizando disolventes con gradiente de polaridad creciente: hexano, acetato de
etilo y metanol.

o Evaluar la actividad biolégica de las fracciones obtenidas frente a la forma
epimastigote de 7. cruzi.

e Evaluar la toxicidad inespecifica de la fracciones frente a células mamiferas,
macrofagos murinos J774.

e Realizar un acercamiento a la caracterizacién fitoquimica de los principios
activos mediante cromatografia en capa fina, reactivos especificos de
reconocimiento de metabolitos secundarios y espectroscopia de Resonancia

Magnética Nuclear.
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Materiales y métodos

3. Materiales y métodos

3.1. Recoleccién del material vegetal

La especie estudiada fue colectada por el Lic. Javier Varela en Villa Serrana, Minas,
Uruguay en 2012 en los meses de febrero (periodo de floracién), junio y diciembre.

Las muestras fueron identificadas por el Lic. Eduardo Alonso Paz, Catedra de Botanica
de la Facultad de Quimica, UdelaR. Un ejemplar fue depositado en el Herbario de la

Facultad de Quimica con el N° 4402 (Figura 3.1).

Figura 3.1. Fotografia de Baccharis trimera depositada en el herbario de Facultad de Quimica,

UdelaR, N° 4402.

3.2. Preparacion de los extractos

Se seleccionaron las partes aéreas de la planta, la cuales se secaron hasta peso
constante en estufa a 50 °C sin contacto con la luz para detener la accion de diversas
enzimas, garantizandose asi la conservacion de los componentes de la planta. Una
vez seca se someti6 a molienda. Luego se realizaron sucesivas maceraciones,
partiendo de una masa constante de material vegetal (10 gramos), al cual se le

realizd tres maceraciones con cada uno de los disolventes, con un aumento

17
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progresivo de la polaridad. Se parti6 de un disolvente de baja polaridad (hexano),
seguido por acetato de etilo de polaridad intermedia y por ultimo metanol de polaridad

alta (Figura 3.2).

Material vegetal
seco
+
100mL
Hexano
(Maceracion 24 h)

Separado correspondiente Filtracién
F.Hexano Marco vegetal
. s +
(Fraccién hexano)
100mL
AcOEt

(Maceracién 24 h)

Separado correspondiente |

* Filtracidn

F. AcOEt Marco vegetal
(Fraccién acetato de etilo) +
100mL
MeOH

(Maceracién 24 h)

Separado correspondiente |

l Filtracién

F. MeOH M

Marco vegetal
(Fraccién metanol)

Figura 3.2. Diagrama de flujo utilizado para la obtencién de los diferentes extractos.
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Los tres extractos obtenidos en cada una de las maceraciones fueron reunidos luego
de filtrado y los diferentes disolventes se evaporaron a sequedad a presion reducida,

utilizando un evaporador rotatorio a vacio a una temperatura no mayor de 40 °C.

3.3. Caracterizacion fitoquimica

3.3.1. Anadlisis cromatografico

Las distintas fracciones obtenidas fueron analizadas mediante cromatografia en capa
fina (TLC de sus siglas en inglés), en la cual se utiliz6 como fase mévil hexano:
acetato de etilo (9:1) y como fase estacionaria silica gel. Para la preparacion de las
muestras a sembrar se utilizd siempre una concentracion de 5 mg/mL, se sembroé con
capilar para recoleccion de sangre siempre 3 gotas de cada una de las fracciones. Se
utilizaron como reveladores universales, luz UV 254 nm y vapores de iodo. Ademas se
empled el revelador especifico vainillin-sulfurico para detectar componentes

terpenoides.

3.3.1.1. Reactivo vainillin-sulfurico [48]
Para la preparacion del mismo se disolvié 1 g de vainillina en 4 mL de HCL y en 5 mL
de H2SO0.. Se llevé a un volumen final de 100 mL con metanol. Se rociaron las placas y

posteriormente se calentd en estufa a 110 °C durante 15 minutos.

3.3.2. Reactivos empleados para identificacién de grupos quimicos

3.3.2.1. Deteccidn de esteroides/terpenos [49,50]

El reactivo de Lieberman-Burchard se emplea para la observacion de los distintos
compuestos organicos, triterpenos (al revelar presenta color morado) y esteroides,
cuya coloracion varia en el tiempo, va desde el color rosado al verde y posteriormente

al pardo, entre otros.
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3.3.2.1.1. Preparacion del reactivo de Lieberman-Burchard
Se mezcld 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, se enfria a 0 °C y se le
afiadié una gota de acido sulfurico. Gota a gota se anadio este reactivo a la muestra.

La prueba sera positiva si hay formacién de colores azul, verde, rojo, anaranjado, etc.

3.3.2.2. Deteccién de flavonoides [51]

La reaccion de cianidina o también conocida como Shinoda, permite el reconocimiento
de flavonoides. Esta reaccion se fundamenta en que, al poner en contacto acido
clorhidrico con magnesio metalico se genera hidrégeno, el cual es capaz de reducir al
flavonoide dando una coloracion caracteristica. Si en estas condiciones se observa la
aparicion de coloracion rojiza, violeta o naranja, se considera positivo para
compuestos con el nucleo de la y-benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas,

flavanonoles, isoflavonoides y xantonas).

3.3.2.2.1. Preparacién del reactivo de Shinoda
Se resuspendieron 5 mg de la fraccién en estudio en una solucién etandlica en agua
a la cual se le adiciona luego limaduras de magnesio. Seguidamente se adicioné HCI

concentrado, gota a gota, hasta que se visualice desprendimiento de hidrégeno.

3.4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear [52]

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 disolviendo 20 mg del extracto correspondiente en 0.6 mL de DMSO-ds (0.05
% de TMS como referencia interna). Los espectros se procesan usando el programa
MestRe-C NMR [53]. Los espectros de 'H-RMN se adquirieron a 400.132 MHz usando

un pulso de 90, con un tiempo de adquisicién de 1.3664 segundos, abarcando un

20



Materiales y métodos

ancho espectral de 14.983 ppm y realizando 28 escanes. Los espectros de correlacion
homonuclear ('H-'H COSY) y heteronuclear ('H-'3C) se adquieren y procesan

utilizando los parametros incluidos en el software del equipo.

3.5. Ensayo biolégico de actividad antiproliferativa anti- 7. cruzi [54]

Cultivos de 7. cruzi. Epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen 2, se cultivan a 28 °C en
medio axénico constituido por una infusidén cerebro-corazén (33 g/L), triptosa (3 g/L),
hemina (0.02g/L), D-(+)-glucosa (0.3 g/L), estreptomicina (0.2 g/L) y penicilina (200000
U/L) complementado con 10 % de suero fetal bovino. 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 O de 5 millones de parasitos/mL).

Ensayo: Se prepara una suspension de parasitos a una concentracién 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 solucién stock de DMSO y se agregan inmediatamente a
cada pocillo para dar concentraciones decrecientes (200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL,
25 pg/mL, 12,5 uyg/mL, 6.25 pg/mL ). Los parasitos se incuban con las fracciones a 28
°C por 5 dias.

El crecimiento de los parasitos se sigue midiendo el incremento de absorbancia a 610
nm, la cual es proporcional al numero de células [55]. El porcentaje de inhibicion del
crecimiento del parasito se calcula como: PIC = {1-[(Ap - AOp)/ (Ac - AQOc)]} 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 adiciéon 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 Clsg corresponde a la
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concentracion del extracto capaz de provocar un 50 % de inhibicidon de crecimiento.
Esta se determina al graficar Log (concentracion) vs PIC, ajustando los puntos a una
curva sigmoidea de Boltzmann. Todos los resultados obtenidos son la media de por lo

menos tres experimentos independientes.

3.6. Ensayo de citotoxicidad en macréfagos murinos [56]

Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos sintetizados se realizé el ensayo de
citotoxicidad por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). Se emplean
macrofagos murinos J774. Se siembra una placa de 96 pocillos transparente con
confluencia, con 2.5-10 x105 células/pocillo, la misma se incuba durante 24 h a 37 °C.
Luego de este periodo, las células deben estar en un 70-80% de confluencia. Se
preparan soluciones stock de los compuestos a ensayar con el disolvente adecuado
(DMSO) a una concentracién tal que en la placa el disolvente no supere el 0.5%.
Luego se coloca medio de cultivo fresco en tubos eppendorfs estériles y se realizan las
diluciones seriadas de los compuestos. Se retira el medio de cultivo de la placa y se
adiciona el compuesto ya disuelto en medio de cultivo fresco (volumen final 200 pL).
Se incuba durante 48 horas en estufa a 37 °C, 5 % CO.,. Se realizan los siguientes
controles: células con disolvente y MTT, células sin disolvente y con MTT, blanco de
lectura: células con disolvente y sin MTT.

Luego del periodo de incubaciéon se observan las células en el microscopio y se
realizan anotaciones acerca del estado de las mismas. El medio de cultivo se retira, se
prepara la solucién de MTT ( 0.1 mg/mL) en PBS estéril 0.2 % glucosa ( D-(+)-glucosa
200 mg, PBS); y se adicionan 100 yL de esta solucion en cada pocillo. En el blanco de
lectura se colocan 100 uL de PBS estéril 0.2 % glucosa sin MTT. Posteriormente, se

incuba durante 3 h a 37 °C. Luego de este procedimiento se retira la soluciéon de MTT
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y se adicionan en cada pocillo 180 yL de DMSO y 20 uL de solucion amortiguadora
glicina para MTT (glicina 0.1 M, NaCl 0.1M, EDTA 0.5 M). Se agita la placa en agitador
mecanico rotatorio por lo menos durante un minuto y se realiza la lectura de
absorbancia a 560 nm. Se calcula el % citotoxicidad segun la formula:

% citotoxicidad = 1 — [(Abs muestra/Abs) x100].
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4. Resultados y discusion

4.1. Fraccionamiento bioguiado

A partir de las partes aéreas secas de la plantas recolectadas en los tres periodos del
afio 2012 (febrero, junio y diciembre) en suelo rocoso, se realizé el fraccionamiento
bioguiado de Baccharis trimera utilizando disolventes de polaridad creciente. Se
observd que el rendimiento de extraccion (Tabla 4.1) fue superior en las fracciones
enriquecidas en componentes mas polares, fraccion metanol (cercano a 10 %),
seguida por las fracciones acetato de etilo (cercano a 7 %) y por ultimo las fracciones
hexano (cercano a 2.5 %). Las fracciones obtenidas fueron evaluadas, inicialmente
frente a la cepa Tulahuen 2 de7. cruzi forma epimastogote y posteriormente frente
macrofagos murinos, J774, con el fin de determinar la selectividad hacia el parasito
que presentan los compuestos que componen las distintas fracciones (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Tabla de rendimientos de extraccion y resultados de ensayos biologicos de las

distintas fracciones.

F.Hexano F.AcOEt F.MeOH
Febrero Junio Diciembre Febrero Junio Diciembre Febrero Junio Diciembre
Rende 26+06 21+05 23%01 82%09 6.2 £ 55+1.3 10.2 £ 133+ 7.4+11
(%) 0.4 0.1 0.7
Clso 343 £ 441 45.2 43.2 41.3 61.3 >100 >100 >100
T. cruzi 4.2 © £43 +5.2 +3.4 +3.1 +6.2
b

(ng/mL)

Clso 143.2 93.2 54.4 120.2 41.6 42.3 >250 125.2 80.2
Macrof.c +3.2 +5,3 +4.4 +34 +3.3 + 3.1 +5.1 +6.3
(ng/mL)

ISd 4.2 2.1 1.2 2.8 1 0.7 - <125 <0.8

a Rendimiento de extraccion es el promedio de tres extracciones independientes. ® ICso 7. cruzi
concentracion inhibitoria 50% del crecimiento de 7. cruzi cepa Tulahuen 2, ¢ ICso concentracion de
compuesto necesaria para reducir en un 50% el nimero de macréfagos murinos J774, 9 IS indice de

selectividad hacia parasitos definido como ICso macrofagos/ ICso 7. cruzi.
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Se observo que la fraccion que presenta mayor actividad antiproliferativa frente al
parasito, 7. cruzi, fue la que reune los componentes mas apolares (fraccion hexano),
especialmente la que corresponde al periodo de febrero (Figura 4.1). A su vez esta
fraccion presenta el mayor indice de selectividad, seguida por las fracciones hexano y
AcOEt de junio y diciembre. Por otra parte las fracciones enriquecidas en
componentes mas polares, fracciones metandlicas, no presentaron actividad
antiproliferativa a las concentraciones de trabajo (Anexo ). Estos resultados permiten
inferir que los compuestos responsables de la actividad bioldgica seguramente sean

de naturaleza lipofilica (lipidos, compuestos volatiles, ceras, entre otros).

100 4
80

60 4

% inhibicion

40

20 4

T T
1,3 14 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0
Log(ug/mL)

Figura 4.1. Curva dosis-respuesta del ensayo de actividad antiproliferativa de la fraccion

hexano de Baccharis trimera correspondiente a la colecta del mes de febrero.

Muchos de estos componentes apolares pueden ser compuestos volatiles dado que
estos son solubles en disolventes organicos apolares. Estos compuestos se
encuentran formados en su mayoria por terpenos y sesquiterpenos a los cuales se les
han atribuido relevante actividad inhibitoria del crecimiento de 7. cruz/ [57]. Entre los

compuestos volatiles que presenta la carqueja se destacan el acetato de carquejillo,
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ledol y carquejol (Figura 4.2). Estos dos Uultimos se aislaron principalmente de las

flores de Baccharis trimera [58].
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Acetato de carquejillo Carquejol Ledol

Figura 4.2. Estructuras quimicas de terpenos aislados en Baccharis trimera [58].

En resumen se descarta, de acuerdo a los resultados obtenidos, a los compuestos de
polaridad alta como los responsables de la actividad bioldégica observada. Siendo los
componentes mas apolares los que presentaron mayor actividad. Especialmente las
mayores actividades y selectividades se encontraron en las fracciones hexano y
acetato de etilo del periodo de febrero, lo que podria estar indicando que la floracion

podria estar aportando metabolitos particulares que hacen a esta actividad.

4.2. Caracterizacion fitoquimica

4.2.1. Analisis cromatografico

Se realizaron las cromatografias en capa fina (TLC) de todas las fracciones obtenidas.
En las TLC correspondientes a la colecta del mes de febrero del 2012, se observé el
mismo patrén de manchas con ambos reveladores, tanto con reactivo vainillin-sulfarico
como con vapores de iodo, Rscercanos a 0.9, 0.5 y 0.2. Las mismas para el caso del
revelado con vainillina presentaron una coloracién que va del violeta al pardo. La

mancha de R cercano a 0.5, se observo con exposicion a luz UV (Figura 4.3). En el
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carril 2, correspondiente a la fraccidon AcOEt, al revelar con vainillina se observé una
mancha amarilla oscura que se corresponde con el lugar de siembra la cual también
se observd con expsoicion a la luz UV. Estos resultados indican la presencia de
compuestos de polaridad mediana en la fraccién acetato de etilo que no alcanzan a
desplazarse del origen con la fase movil utilizada. Como era de esperar lo mismo

sucede para los compuestos polares que forman parte de la fraccion metanol.

Hex Ac MeDH Hex Ac MeQOH

Figura 4.3. TLC (hexano:AcOEt (9:1)) de la fraccién correspondiente a la colecta mes de
febrero: Hexano (carril 1), AcOEt (carril 2) y MeOH (carril 3) respectivamente. Revelado con

vainillina (izquierda) y vapores de iodo (derecha). El circulo muestra el revelado con UV.

En cuanto a las TLC correspondientes a las fracciones obtenidas de la colecta de junio
de 2012 se observo un patron de manchas muy similares al de las muestras de
febrero. La mayor diferencia con respecto a las TLC del periodo anterior se encuentra
en una banda de coloracion rojo-marron de gran intensidad (Rf = 0.1), en el carril 1

correspondiente a la fraccion hexano al ser revelada con vianillina (Figura 4.4).
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= Figura 4.4. TLC (hexano: AcOEt (9:1)) de la fracciéon hexano,
AcOEt y MeOH de las muestras de junio 2012, revelada con
vainillina (izquierda) y vapores de iodo (derecha). El circulo

muestra el revelado con UV.

@0

Hex Ac MeOH Hex Ac MeOH
Por otra parte en las TLC de las fracciones correspondientes a la colecta de diciembre
de 2012, se observo en general, el mismo patréon de manchas que en los dos extractos

anteriores (Figura 4.5).

Hex Ac MeOH Hex Ac MeOH

Figura 4.5. TLC (hexano : acetato de etilo (9:1)) de las fracciones hexano, AcOEt y MeOH
correspondientes al mes de diciembre, revelada con vainillina (izquierda) y vapores de iodo

(derecha). Los circulos muestran el revelado con UV.

Para comparar las diferentes fracciones hexanos (febrero, junio y diciembre) se realizd
una TLC conjunta (Figura 4.6). En la misma se observo que en las fracciones de junio
y diciembre aparecen ademas de las manchas comunes para los tres extractos una
banda de color rojo intenso con un Rs = 0.1 que parece mas abundante en el primer
caso. Por otra parte se observa que la mancha que revela violeta con R; = 0.2 va

disminuyendo de acuerdo a los periodos siendo mas intensa en el mes de febrero y
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muy tenue en el mes de diciembre. De estos resultados se podria inferir que este

componente podria estar involucrado en la bioactividad obtenida.

Feb Jun Dic

Figura 4.6. TLC (hexano: acetato de etilo (9:1)) de las fracciones hexano correspondientes a
febrero, junio y diciembre respectivamente, revelado con vainillina. Los circulos muestran las

bandas que revelan con UV.

Este resultado confirma que el perfil metabdlico de los compuestos apolares presentes
en las fracciones hexanos de Baccharis trimera varia segun la época del afio en que
se realiza la colecta de la planta. A su vez el revelado positivo con vainillina, y las
diferentes tonalidades de colores observados, confirman la presencia de compuestos
terpenoides de variada naturaleza quimica, resultado que era de esperar ya que hay
descripciones bibliograficas que muestran que es comun su presencia en plantas del

género Baccharis (Tabla 4.2) [32,59-61].
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Tabla 4.2. Identificacion de terpenos en género Baccharis

Terpeno

Estructura

Oxido de 19-hidroxi-13-epimanoilo

[59]

2B,15,16,17-trihidroxi-labda-7,13E-dieno

[61]
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Dado que se cuenta en nuestra quimioteca con un patrén de quercetina, flavonoide
que se encuentra en Baccharis segun descripciones previas [39,40], se realizdé una
TLC (Figura 4.7) junto con las fracciones acetato de etilo, que se espera contenga los
flavonoides de la carqueja. En la misma se observo que estas fracciones presentan
una mancha muy similar al patron que presenté un R; = 0.28, mientras que las
fracciones correspondientes a los extractos de AcOEt presentaron un R: = 0.27. Este
resultado infiere la presencia de quercetina en la fraccién acetato de etilo, asi como

también la presencia de otros flavonoides.

0
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Feb Jun Dic Q Feb Jun Dic Q

Figura 4.7. TLC (hexano:AcOEt(1:1)) de la fraccion AcOEt correspondiente a los periodos
febrero (carril 1), junio (carril 2), diciembre (carril 3) y quercetina (carril 4). Se usdé como
revelador vapores de iodo (izquierda) y vainillina (derecha). Los circulos muestran las bandas

que revelan con UV.

Ademas de la quercetina segun bibliografia, ya han sido identificado otros flavonoides

en especies de su género (Tabla 4.3) [62-63].
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Tabla 4.3. Identificacion de flavonoides en género Baccharis [48,62-63]

Posicion

Flavonoide R 5 6 7 8 3 4 5
Hipidulina H OH OMe OH H H OH H
Apigenina H OH H OH H H OH H
Nepetina H H OMe H H H OH OH
Cirsimartina H OH OMe OMe H H OH H
Quercetina OH OH H OH H OH OH H
Eupatilina H OH OMe OH H H OMe OMe
Luteolina H OH H OH H OH OH H
Rutina O-Glucosilo OH H OH H OH OH H

4.2.2. Reacciones quimicas de caracterizacion fitoquimica

Los resultados de la prueba realizada para la deteccion de presencia de flavonoides se
muestran a continuacion (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Resultados de prueba realizada para la deteccion de flavonoides.

Febrero Junio Diciembre
F. hexano -—- - —
F. AcOEt +++ +++ +++
F. MeOH

(+++): significa que se obtuvo una respuesta positiva de mayor cantidad para ese metabolito en
el extracto, (---): significa que se obtuvo una respuesta negativa para ese metabolito en el

extracto.

Como era de esperar se observo la presencia de flavonoides claramente positiva (+++)
unicamente para las fracciones AcOEt (Tabla 4.4). Estos resultados se deben a la

intensidad del color marrén-rojo bien definidko como producto de la reaccion del
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extracto disuelto en etanol con &acido clorhidrico en presencia de magnesio. Estos
resultados permitieron afirmar que el proceso de extraccion se realizd con éxito ya que
estos compuestos sélo se encontraron en la fraccion adecuada.

Los resultados de la prueba realizada para la deteccion de componentes terpenoides

y/o esteroides se muestran a continuacion (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Resultados de prueba realizada para la deteccién de componentes terpenoides y/o

esteroidales.

Febrero Junio Diciembre
F. hexano +++ +++ +++
F. AcOEt ++ ++ ++
F. MeOH - --- +

( +++): significa que se obtuvo una respuesta positiva de mayor cantidad para ese metabolito
en el extracto, (++): significa que se obtuvo una respuesta positiva moderada para ese
metabolito en el extracto, (+): significa que se obtuvo una respuesta positiva baja para ese
metabolito, (-): significa que se obtuvo una respuesta negativa para ese metabolito en el

extracto evaluado.

Mediante esta técnica de caracterizacién se evidencié la presencia de componentes
triterpenoides y/o esteroides claramente positivo para el caso de las fracciones
hexanicas, seguida de la fraccion acetato de etilo. Estos resultados se deben a la
intensidad del color marrén-verde, en el caso de las fracciones hexanicas claramente
positivos (+++) y para el caso de las fracciones acetato de etilo resulto ser positivo
(++) presentando una coloracion marron-verde de menor intensidad. Segun
bibliografia ya se ha informado para esta familia la presencia de diferentes clases de
terpenos como los acidos ursélico y oleandlico (triterpenos), asi como también del tipo
de los ent-clerodano como dilactona del acido 8p,16,19-trihidroxi-7-oxo-ent-cleroda-3-
en-15,18-dicarboxilico y la dilactona del &acido 7-oxo0-16,19-dihidroxi-3,4-

dehidroclerodano-15,20-dicarboxilico (Figura 4.8) [64].
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Figura 4.8. Estructuras quimicas de dilactona del acido 8p,16,19-trihidroxi-7-oxo-ent-cleroda-3-
en-15,18-dicarboxilico (izq.) y dilactona del acido 7-oxo-16,19-dihidroxi-3,4-dehidroclerodano-

15,20-dicarboxilico (der.) [64].

4.2.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) realizados permiten
caracterizar y comparar agrupamientos quimicos presentes en las fracciones, al
mismo tiempo arrojar pautas estructurales de las mismas estableciendo relaciones
entre carbonos y sus respectivos protones.

El espectro 'H-RMN correspondiente a la fraccién hexano (Figura 4.9) se puede dividir
en distintas regiones en donde se encuentran presentes senales caracteristicas a
diversos grupos quimicos. La primera region (desplazamientos quimicos (3) entre
2.0 - 0.5 ppm) en donde se visualiza una gran superposiciéon de sefales de
componentes alifaticos, que se corresponden con grupos metilos, metilenos y metinos.
La segunda region (04 - 3 ppm) donde se observa la presencia de protones

enlazados a carbono unidos a atomos de oxigeno o nitrégeno. Una tercera region (6 6
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— 5 ppm) donde se encuentran sefales que se podrian corresponder con protones

olefinicos o también a grupos hidroxilos.

H olefinicos

H-C-O H alifaticos
CHO OH
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Figura 4.9. Espectro de 'H-RMN de la fraccién hexano correspondiente al periodo de febrero

2012 en DMSO-ds adquiridos a 22.16 °C.

Por ultimo una cuarta region donde se visualiza una sefial de baja intensidad que
presenta un desplazamiento quimico de 9.6 ppm, esta region segun bibliografia es
caracteristica de grupos aldehidos de muchos componentes terpenoides. Algunos

ejemplos de ellos se muestran en la Figura 4.10 [60,65]. Figura 4.10. Estructura quimica

o de 17-oxolabda-7,13-dien-15-

/ﬁ/\ CHO 4cido-16-lactona [60] (izq.) y 3a-

hidroxi-2,15-dioxo-entlabda-

7,13E-dieno [65] (der.) aislados

de plantas del género Baccharis.

= ;

Esta senal también esta presente en el espectro de !

(Figura 4.11) tanto de febrero, junio y diciembre (Tabla 4.6).
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Figura 4.11. Espectro 'TH-RMN de la fraccién AcOEt correspondiente a la colecta del mes de

febrero en DMSO-ds adquiridos a 22.16 °C.

En el espectro de 'H RMN de la fraccion AcOEt también se observaron sefiales en la
region ubicada entre 12.2 y 13.0 ppm tipica de grupos fendlicos que forman enlace de
hidrégeno intramolecular, que podrian corresponderse con la presencia de
flavonoides. Un ejemplo de estos compuestos es 5,6-dihidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona
(Figura 4.12), flavonoide que fue aislado de Baccharis trimera, y en cuyo espectro 'H-
RMN se identifican sefales correspondientes a protones aromaticos (6 7-8 ppm), asi
como también sefales caracteristicas de protones de grupos hidroxilos fendlicos
(0 13.04 y 9.57 ppm) [66]. Otro ejemplo es 5,7-dihidroxi-6,8,4 -trimetoxiflavona, aislada
de la especie Baccharis nifida, en cuyo espectro 'H-RMN se pueden caracterizar
sefiales correspondientes al grupo hidroxilo en el C5 en 12.77 ppm y senales

caracteristicas de protones aromaticos en el entorno de 7-8 ppm (Figura 4.12) [67].
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Tabla 4.6. Asignacion de sefiales del espectro de 'H-RMN de las fracciones obtenidas de

Baccharis trimera correspondiente a la regién de grupos aldehidos.

F. hexano F. hexano F. hexano F. AcoEt F. AcoEt F. AcoEt
febrero junio diciembre febrero junio diciembre
3 (ppm), 3 (ppm), 3 (ppm), 3 (ppm), 3 (ppm) 3 (ppm),

multiplicidad multiplicidad multiplicidad multiplicidad | multiplicidad, | multiplicidad
9.65, ma 9.65, m 9.65, m 9.78, bd 9.80,b 9.68, b

9.48, sP 9.67, sa° 9.68, b 9.68, b 9.65, b
9.68, sa 9.65, m 9.67.b 9.45,b
9.67, sa 9.65,b 9.37,b

9.46, sa 9.65,b

9.41, sa 9.64,b

9.38, sa 9.46,b

9.32, sa 942, b

9.37,b

9.32,b

am multiplete, bs singulete, “sa sefial ancha, 9 poco definida

Estos antecedentes permiten en nuestro trabajo la asignacion de las sefales que se
encuentran en la region correspondiente a protones aromaticos en parte a la presencia

de flavonoides.

OCH,

OCH,4 OCHjz

OCH;

OCHs o HO o

OH H,CO

OH o OH o

Figura 4.12. Estructuras quimicas de 5,6-diidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona (izq.) y 5,7-dihidroxi-

6,8,4-trimetoxiflavona (der.) (Nevadensina) [67].

Estas sefales se observan también en las fracciones de febrero, junio y diciembre

(Tabla 4.7).

38




Resultados y discusion

Tabla 4.7. Asignacion de senales del espectro de 'H-RMN de las fracciones AcOEt aisladas de

Baccharis trimera correspondiente a la region de grupos fendlicos.

F. AcOEt febrero F. AcOEt junio F. AcOEt diciembre
8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm)
13.18 12.97 12.71
12.71 12.78 12.67
12.67 12.71 12.49

12.50 12.70
12.47 12.68

12.67
12.62
12.50
12.47

También se observaron sefales correspondientes a grupos aromaticos y alquénicos
conjugados entre 4.8 y 7.8 ppm al igual que en el espectro '"H-RMN de la fraccién
MeOH (Figura 4.13), pero estas sefales no se corresponderian a compuestos tipo
flavonoides dado los resultados negativos de las reacciones de caracterizacion
fitoquimicas. En esta fraccion también se aprecid una marcada disminucion en la

intensidad de las sefiales en la regidn caracteristica de grupos aromaticos.
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El espectro homonuclear COSY 'H — 'H de la fraccidon hexano del mes de febrero,

permitid establecer correlaciones entre los protones correspondientes a grupos

metilos,

desplazamientos de entre 5y 6 ppm (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Espectro COSY de la fraccidon hexano correspondiente a la colecta de febrero.
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Se realizd el estudio heteronuclear 'H-13C, experimentos HSQC y HMBC (Anexo lI).
Estos estudios permitieron confirmar la presencia de metabolitos ya descritos por otros
autores y comenzar con la identificacion de los mismos. Se identificaron los carbonos
a los que se encuentran unidos los hidrégenos y por ende fue posible conocer su
entorno quimico préximo.

Tabla 4.8. Asignacion de sefiales obtenidas a partir de los espectros de 'H RMN y 'H-13C

HSQC y HMBC de la fraccidén hexano recolectada en el mes de febrero.

Asignacion de senales &1 (ppm)a 8H; 8¢ (ppm)P
H-alifaticos 2.15,1.98, 1.91,1.73, 1.67, 1.50, 9.22 - 40¢
CHs, CH,, CH

1.24,1.00, 0.98, 0.82

C-CH-0-C 4.84,4.73,4.69,4.67,4.16,4.14%, | -4.14; 67.66
4.05,3.97,3.91,3.87,3.86,3.78, | -3.75;65.63

3.75,3.39
H-olefinicos 5.84,5.72,5.72, 5.69, 5.35, 5.33, | -5.32; 129.27

5.33, 5.32, 5.07, 5.06,

C-CH-OH 5.71, 5.81, 5.32, 5.07, 4.95, 4.91, - 5.32; 130.00
4.90 -4.90; 112.14
COH 9.65 Nde

adesplazamientos quimicos de protdn asignado por 1H RMN P desplazamientos quimicos
de protdn y carbono correlacionados asignados por HSQC y HMBC ¢ desplazamientos
quimicos de los carbonos, 9 el subrayado indica los protones que se correlacionan con
los carbonos que se muestran determinado por HSQC y HMBC, ¢ Nd: sefial no

detectada.
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También se realizaron los correspondientes estudios heteronucleares 'H-'3C de la
fraccion AcOEt (experimentos HSQC y HMBC colecta de febrero, junio y diciembre)
(Anexo Il). Se observaron sefnales que se correspondian con algunos flavonoides

previamente descritos en especies de la familia de las Asteraceae [68-70] (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Asignacion de sefnales de los espectros de 'H-RMN y 'H-13C HSQC vy
HMBC de la fraccion AcOEt correspondiente a la colecta del mes de febrero

mostrandose las sefales caracteristicas de flavonoides.

Asignacion de sefiales na (ppm) 8c"(ppm)
OH- aromaticos 13.18, 12.71, 12.67, 12.50, 12.47 Ndec
H-aromaticos 7.68, 7.68, 7.55, 7.55, 7.53, 7.53, 7.46, 7.46, | 113 -121

7.44, 744, 6.93, 6.92, 6.91, 6.90, 6.87, 6.43,
6.43,6.42,6.41,6.21, 6.20, 6.19, 6.18.

OCH3s 4.16, 4.14, 4.06, 4.04, 4.02, 4.00, 3.86, 3.80, | 56 -69
3.79, 3.78.

a desplazamientos quimicos de protdén asignado por 1H RMN, P desplazamientos quimicos de

carbonos asignados por 'H-13C HSQC y HMBC, ¢ Nd: Sefal no detectada

Cabe destacar que tanto en la fraccidn hexano, como AcOEt, se observaron senales
en la regién de grupos aldehidos, cercana a 9.5 ppm. Esta sefal, correspondiente a la
fraccion AcOEt se pudo relacionar mediante los estudios de HSQC, con un carbono
que presentd un desplazamiento de 203.99 ppm. Este dato llevé a buscar aldehidos
que presenten este desplazamiento del carbono ya descritos en plantas del género
Baccharis y se encontrd un diterpeno del tipo labdano, éxido de 15-oxo-14,15-dihidro-
13-epi-manoilo (Figura 4.15), que presenta un grupo aldehido con un desplazamiento
de 204 ppm para el carbono y 9.87 ppm para el protén [71]. A su vez fue posible
identificar en el espectro los protones correspondientes a los carbonos numerados con

6 y 7 del compuesto confirmando la presencia del mismo. Este tipo de compuestos
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suelen encontrarse en diversas especies de este género en forma de una mezcla de
epimeros. Estos dos epimeros presentan sefiales muy similares en el espectro de 'H-
RMN, las principales diferencias se encuentran en las senales correspondientes al H-
14, H-15 y H-16. Pudiéndose también diferenciar ambos epimeros comparando las
sefiales en el espectro HSQC. El C-13 unido al H-16 de estar en posicion axial
presentaria un desplazamiento de 28 ppm, mientras que si el H-16 se encuentra en

posicion ecuatorial presentaria un desplazamiento de 31 ppm [71] (Tabla 4.10).

16
12 14

CHO

13 15

17

Figura 4.15. Estructura quimica de éxido de 15-oxo0-14,15-dihidro-13-epi-manoilo [71].

Este compuesto puede considerarse desde nuestro punto de visto uno de los
responsables de la actividad biolégica que presentan las fracciones hexano y AcOEt.
Cabe mencionar que en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion se aislaron
dos diterpenos del tipo labdano de la planta ecuatoriana Aristeguietia glutinosa, con
relevante actividad anti- 7rypanosoma cruzi, y uno de ellos tiene a su vez un grupo
aldehido en su estructura [43,44]. Esto avalaria la importancia de estos agrupamientos

como responsables de la bioactividad observada para Baccharis trimera.
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Por lo que se realizd un estudio comparativo de la presencia de la senal del grupo
aldehido en las distintas épocas de recoleccion (febrero, junio y diciembre) de un
mismo extracto (hexano o AcOEt), utilizando como patron interno de integracion la
senal del disolvente (DMSO), y se observo que la fraccion AcOEt de junio es donde la
planta produce mayor cantidad de dicho metabolito, mientras que para la fraccion
hexano es en febrero la época en la que se observa la mayor acumulacién. Siendo
este resultado totalmente concordante con los resultados obtenidos en los ensayos de
actividad biolégica (Tabla 4.11). Por otra parte al compararse las fracciones hexano y
AcOEt, se observo una mayor cantidad del metabolito en la fraccion AcOEt que en la
fraccion hexano, por lo que se puede inferir que en esta ultima deben de estar
presentes mas de un compuesto con actividad anti- 7. cruzi.

Tabla 4.10. Asignacion de senales de los espectros 'TH-RMN y 'H-13C de la fraccion AcOEt

correspondiente a la colecta del mes de febrero.

Asignacion de sefiales &u2 (ppm) 81;8¢” (ppm)
H-alifaticos 1.99, 1.91, 1.60, 1.23, 1.19, 1.18, 1.16, 1.02, 4.40-60¢
CHs, CHz, CH 0.99, 0.97, 0.95, 0.94, 0.90, 0.88, 0.74, 0.64.
C-CH-O 4.16, 4.134, 4.06, 4.04, 4.02, 4.00, 3.86, 3.85, | -4.13;65.16

3.80, 3.78, 3.75, 1.99, 1.91, 1.60, 1.23, 1.19, | -4.02; 60,00
1.18, 1.16, 1.02, 0.99, 0.97, 0.95, 0.94, 0.90, | -3.78; 59.74

0.88, 0.74, 0.64.
H-olefinicos 5.01,4.99, 4.94, 4.90, 4.87,4.73,4.72, 467 | -4.90; 100.26
- 4.67; 106.27
C-CH-OH
CHO 9.64 203.19

adesplazamientos quimicos de protén asignado por 'H RMN P desplazamientos quimicos de
protén y carbono correlacionados asignados por HSQC y HMBC ¢ desplazamientos quimicos
de los carbonos, 9 el subrayado indica los protones que se correlacionan con los carbonos que

se muestran determinado por HSQC y HMBC.
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Tabla 4.11. — Valores de integracion obtenidos utilizando como patrén interno la sefal

del disolvente DMSO. 2 Rango de integracion.

Fraccidn DMSO-d6 (2.52 a 2,48)° | grupo aldehido (9.70 a 9.60)
Hex Feb'12 200 0.24
Hex Jun'12 200 0.05
Hex Dic'12 200 0.04
AcOEt Feb’12 200 11.16
AcOEt Jun'12 200 12.81
AcOEt Dic’12 200 5.30

Paralelamente se realizé el espectro de 'H-RMN de la quercetina, con el fin de
compararlo con el de la fraccibn AcOEt, se pudo observar un muy adecuado
solapamiento de las senales de ambos espectros. Ademas se visualizé la presencia de
otras senales en la fraccion AcOEt que no se corresponden con la quercetina, que

pueden explicarse por la presencia de otros flavonoides y terpenoides (Figura 4.16).

También se corrobord en estudios heteronucleares 'H-'3C, experimentos HSQC vy
HMBC (Figura 4.17). En los mismos se observaron patrones similares en la region
correspondiente a agrupamientos aromaticos (6n:0c) (7.68;115.41), (7.54;120.54),

(6.87;115.41), (6.41; 91,28), (6.89;114.88).
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Figura 4.17. Espectro HSQC de quercetina (superior) y fraccion AcOEt correspondiente al

mes de junio (inferior).

También se realizdé un estudio comparativo con el espectro 'TH-RMN de un extracto
etandlico obtenido previamente del mismo lugar geografico en el mes de diciembre,
con las fracciones hexano y AcOEt correspondiente a la colecta realizada en el mismo
mes. En este estudio se observd que el espectro '"H-RMN del extracto etandlico
presenté una mayor cantidad de sefiales como era de esperar ya que practicamente
todos los constituyentes de interés fitoquimico presentan solubilidad en mezclas hidro-
alcohdlicas (Figura 4.18). Este estudio permitié corroborar el proceso de extraccion ya
que se observa que la fraccion hexano presenta sefnales distintas que la fraccion

AcOEt, y que las sefales de ambas se encuentran en el extracto etandlico.
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Figura 4.18. Espectros 'H-RMN de la fraccion EtOH (A), fraccion hexano (B) y fraccion AcOEt

(C) correspondientes al periodo de diciembre en DMSO-ds adquiridos a 22.16 °C.
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5. Conclusiones

Se realizdé con éxito el fraccionamiento bioguiado por gradiente de polaridad de
Baccharis trimera recolectada en suelo rocoso. A su vez se realizd el estudio
comparativo del mismo realizando colectas de la planta silvestre en tres estaciones
distintas del afio. Se encontr6 que la fraccion hexano presenta la mayor actividad
antiproliferativa y el mejor indice selectividad hacia el parasito, mientras que la fraccion
acetato de etilo también presenta relevante actividad biolégica pero menor indice de
selectividad. Las diferencias en la actividad biolégica de los periodos se pueden
explicar por los cambios en el perfil metabdlico de las plantas segun el ambiente, este
estudio permite confirmar cambios en relacion directa con la época de colecta.

Se realizd el acercamiento a la caracterizacion fitoquimica de los principios activos
anti- 7rypanosoma cruzi donde se observéd que las fracciones con actividad biolégica
significativa presentan terpenoides de distintos tipos entre los que se destacan los del
tipo labdano y también flavonoides.

Aun resta realizar el aislamiento y la identificacion exacta del principio activo pero
estos resultados muestran que las partes aéreas de Baccharis frimera pueden ser una
fuente de nuevos farmacos con actividad antiprotozoaria. Estudios /in vifro e in vivo
adicionales son necesarios para validar el uso de la carqueja en el tratamiento de la

enfermedad de Chagas.
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8. Anexos

8.1. Anexo |
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A.1.Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccion hexano de Baccharis

trimera del periodo de junio frente a epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen 2.
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A.2.Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccion hexano de Baccharis

trimera del periodo de diciembre frente a epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen 2.
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A.3. Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccion AcOEt de Baccharis

trimera del periodo de febrero frente a epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen 2.
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A.4. Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccion AcOEt de Baccharis

trimera del periodo de junio frente a epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen 2.
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A.5.Curva dosis-respuesta para la actividad antiproliferativa de la fraccion AcOEt de Baccharis

trimera del periodo de diciembre frente a epimastigotes de 7. cruzi; cepa Tulahuen 2.
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A.6. Curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad de la fraccién hexano periodo febrero de

Baccharis trimera frente a macréfagos murinos.
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A.7. Curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad de la fraccién hexano periodo junio de

Baccharis trimera frente a macréfagos murinos.
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A.8. Curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad de la fraccion hexano periodo diciembre

de Baccharis trimera frente a macrofagos murinos.
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A.9. Curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad de la fraccion AcOEt periodo febrero de

Baccharis trimera frente a macréfagos murinos.
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A.10. Curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad de la fraccion AcOEt periodo junio de

Baccharis trimera frente a macréfagos murinos.
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A.11. Curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad de la fracciéon AcOEt periodo diciembre

de Baccharis trimera frente a macréfagos murinos.
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A.12. Espectro HSQC de la fraccidn hexano correspondiente al periodo de febrero disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.13 Espectro HMBC de la fraccion Hexano correspondiente al periodo de febrero.
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A.14. Espectro HSQC de la fraccién hexano correspondiente al periodo de junio disuelto en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.15. Espectro HMBC de la fraccion hexano correspondiente al periodo de junio disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.16. Espectro HSQC de la fraccién hexano correspondiente al periodo de diciembre disuelto

en DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.17. Espectro HMBC de la fraccién hexano correspondiente al periodo de diciembre disuelto

en DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.18. Espectro HSQC de la fraccién AcOEt correspondiente al periodo de febrero disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.19 . Espectro HMBC de la fraccion AcOEt correspondiente al periodo de febrero disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.20 . Espectro HSQC de la fraccion AcOEt correspondiente al periodo de junio disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.21. Espectro HMBC de la fraccion AcOEt correspondiente al periodo de junio disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.22. Espectro HMBC de quercetina disuelta en DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.23. Espectro COSY de la fraccion AcOEt correspondiente al periodo de febrero disuelta en

DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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A.24. Espectro COSY de la fraccion hexano correspondiente al periodo de diciembre disuelta

en DMSO-d6 adquirido a 23 °C.

A.25. Espectro COSY de la fraccion AcOEt correspondiente al periodo de diciembre disuelta

en DMSO-d6 adquirido a 23 °C.
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