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Descripcion del tema abordado

En nuestro pais, contamos con un gran nimero de especies vegetales nativas que aun
no han sido cabalmente estudiadas, con una riqueza potencial en estructuras y
actividades biolégicas aun por descubrir. Los triterpenos, abundantes en muchas
plantas, han sido utilizados en varios casos como cabezas de serie para estudios de
estructura-actividad de derivados semi-sintéticos de triterpenosbioactivos [1-5].

En trabajos realizados por el grupo en los ultimos afios se ha optimizado la extracciéon
de triterpenos a partir de una planta endémica, Chuquiragaerinacea (Asteraceae) que
se encuentra en la regiébn y que ha mostrado capacidad de inhibir la enzima
acetilcolinesterasa(ACE)[6]. Estos triterpenos se caracterizan por presentar esqueletos
con grupos funcionales en posiciones poco comunes, estructuras que no pueden
conseguirse comercialmente. Es de interés, la busqueda de nuevos inhibidores de
colinesterasa que puedan ser utilizados como lideres para el desarrollo de terapias
contra la Enfermedad de Alzheimer.En trabajos recientes se ha observado que por
modificaciones quimicas realizadas sobre uno de estos triterpenos naturales, el
calenduladiol, se obtienen analogos con mayor actividad inhibitoria de ACE vy
butirilcolinesterasa (BuCE) [7].

Objetivos

El objetivo general del grupo de investigacion es contribuir al descubrimiento de
moléculas bioactivas, que puedan significar un aporte para el desarrollo futuro de
nuevas drogas con diversas aplicaciones (Enfermedad de Alzheimer y otras
neurodegenerativas, desérdenes neuromusculares, antitumorales, antiinflamatorias,
etc.) aprovechando la quimiodiversidad aportada por plantas endémicas de la regién.

A partir de la experiencia previa con Chuquiragaerinaceay el calenduladiol (2, Fig. 1)
abundante en sus extractos, asi como la deteccidon de actividad inhibitoria de ACE
yBuCEde este metabolito y de los analogos obtenidos a partir de €l,surgio el interés en
optimizar la extraccion de calenduladiol y otros triterpenos encontrados en la planta
(lupeol (1)y heliantriol B2 (3), Fig. 1), y llevar a cabo modificaciones a estas estructuras
mediante reacciones quimicas sobre los anillos A y D, asi como sobre el grupo
isopropenilo unido al anillo E, las cuales llevaran a la obtencion de nuevos derivados
que serancaracterizados en forma completa con ayuda de diferentes técnicas de
elucidacion estructural (RMN 1D y 2D, EM, IR, etc), y evaluados frente a ACE, BuCE,
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y a las lineas celulares de CaP, LNCaP (andrégeno dependiente) y PC-3 (andrégeno
no dependiente). Los resultados obtenidos permitiran el disefio racional de nuevos
compuestos bioactivos a partir de un estudio de estructura-actividad.

1 2 2
Figura 1.Estructura de lupeol (1), calenduladiol (2) y heliantriol B2 (3)

Métodos y Resultados

Se utilizd como fuente natural la especie Chuquiragaerinacea (Asteraceae), una
especie endémica que se halla ampliamente distribuida en el sur de la provincia de
Buenos Aires, que se recolectd en los alrededores de la ciudad de Bahia Blanca
durante el periodo de floracién (noviembre-diciembre). El material vegetal, siguiendo
un procedimiento optimizado, fue sometido a una extraccion con etanol y a sucesivas
etapas de fraccionamiento hasta llegar al aislamiento delostriterpenos puros: lupeol
(1),calenduladiol (2) y heliantriol B2 (3). En primer lugar, se llevo a cabo la preparacion
de derivados mono-, di- y tricarbonilicos de lupeol (1) y calenduladiol (2). Las
reacciones de oxidacion se llevaron a cabo mediante dos metodologias diferentes. Por
un lado, la disolucién del sustrato en acetona y su posterior tratamiento con el reactivo
de Jones, condujo rapidamente a la oxidacion del alcohol secundario en cetona, sin
afectar el doble enlace presente en la molécula. Por otro lado, por tratamiento con
SeO, del sustrato disuelto en etanol y posterior calentamiento a reflujo, se obtuvo un
grupo aldehido en C-30 formando un sistema carbonilicoa,p-insaturado (Fig 2).
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Figura 2. Esquema de sintesis de derivados carbonilicos de lupeol (1) y calenduladiol (2)

Las nuevas entidades moleculares fueron caracterizadas en forma completa con
ayuda de diferentes técnicas de elucidacién estructural.

Todos los analogos obtenidos fueron evaluados en el grupo de investigacion como
potenciales inhibidores de ACE y BuCE, utilizando el método de Eliman [8]. Los
resultados de la inhibicidn enzimatica se presentan en la Tabla 1. Como se puede
observar, los compuestos mas activos frente a BUuCE son los derivados de
calenduladiol con un grupo carbonilo en C-16 y funcionalizados en C-3 y C-30 con
diferentes grupos (metilo, hidroxilo o carbonilo). Estos resultados fueron corroborados
a través de un estudio comparativo entre los analogos de lupeol y 16-oxocalenduladiol
mas activos, demostrando que aquellos derivados que presentan un grupo carbonilo
en C-16 muestran una mayor inhibicion enzimatica respecto de los que tienen un
metileno en la misma posicion. Por lo tanto, en estos triterpenos tipo lupano, la
presencia de un grupo carbonilo en C-16 es fundamental para lograr una mayor
actividad y selectividad frente a BUCE.

Tabla 1.Inhibicion de la actividad ACE y BUCE e indice de selectividad de 1, 2, 4-14

* 1: X,% 0-H, g-OH X, H, H R= CH, 8:X,= 0 X, H, HR=CH,
= 2:X,% 0-H, g-OH X, O-H, B-OH R=CH, ~ 9:X,= 0 X, O R=CH,

(©20) 4: X, 0-H, g-OH X, H, H R= CHO 10: X,= O X,= O-H, §-OH R= CH,
5:X,= 0-H, g-OH X,= 0-H, B-OH R= CHO  11: X,= &-H, g-OH X, O R= CH,
6:X,~ O X,= H, H R= CHO 12:X,7 0 X, %-H, g-OH R= CHO

X, 7:X,= 0 X,= O R= CHO 14: X, %-H, g-OH X, O R= CHO




Compuesto ACE’ BuCE® I'ndice'd'e c
Pl a 200 pMICsq (M) Pl a 200 pMICsp (M) selectividad

1 21,3+2,7  >200 31,0+2,2  >200

2 8,1+0,2 >200 42,0+0,8 >200

4 5,7+0,4 - 32+1,0 -

5 43,5+1,1  >200 42,0+4,4 -

6 n.i. - 289+3,1 -

7 21,7+1,2 >200 86,5+2,7 21,5+1,2 >9,30

8 8,8x1,2 - 10,2+1,4 -

9 6,40,3 - 61,4+0,5 154,6 + 2,3

10 12,615 >200 43,5+0,9 >200

11 40,2+2,1 >200 > 100 28,9+2,1 >6,92

12 n.i. - 35,3

13 n.i. - 44,6 + 0,6 >200

14 29,7+0,8  >200 > 100 76,8+ 0,3 >2,60

Tacrina - 0,0029 £ 0,002 - 0,004 £ 0,001

3ACE de anguila eléctrica. "BuCE de suero de caballo. “indice de selectividad = ICs (ACE)/ICs (BUCE).

Con el propdsito de tener una visidon molecular sobre el modo de accién de 7 y 11
como inhibidores de BUCE, se llevaron a cabo estudios de modelado molecular, los
cuales justificaron la mayor selectividad de estos derivados 16-oxo sustituidos con
esqueletolupano hacia BuCE, encontrandose diferencias en las interacciones
generadas entre cada uno de estos analogos y los residuos del sitio enzimatico. Los
estudios de docking fueron realizados mediante una colaboraciéon con la Dra. Victoria
Richmond (UMYMFOR, UBA).

Por otro lado, considerando que los triterpenos presentan un enorme potencial como
agentes quimiopreventivos y terapéuticos en diversos modelos de cancer, tanto in vitro
como in vivo, como consecuencia de la inhibicion de moléculas claves de la
sefalizacion, mediadores de la inflamacién, de la proliferacion de células tumorales y
de la angiogénesis [9, 10], se propuso la sintesis deanalogos de lupeol y calenduladiol,
a través de metodologias ya utilizadas por el grupo [7], y la determinaciéon de la
actividad citotoxica de triterpenos tipo lupano naturalesy semisintéticossobre células
CaP, en colaboracién con la Dra. Valeria Careaga (IBYME-CONICET, UBA).Los
triterpenos naturales evaluados fueron lupeol (1), calenduladiol (2) yheliantriol B2 (3),
mientras que los semisintéticos fueron obtenidos a partir de 1 y 2 por transformaciones
de los grupos hidroxilo en C-3 y/o C-16 (compuestos 8, 15-23, Fig. 3 y 4). A todos
estos compuestos, purificados por cromatografia y caracterizados por 'H y "*C-RMN,
se les midioé in vitro la actividad citotdxicafrente a dos lineas celulares de CaP, LNCaP
(andrégeno dependiente) y PC-3 (andrégeno no dependiente). En la Tabla 2 se
presentan los valores de ICsy calculados para los derivados 8, 15-23, y se comparan
con los correspondientes compuestos naturales (1,2 y 3).
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Figura 3.Sintesis de los compuestos 8, 15-18. Reactivos y condiciones: (a) 4 equiv. Me3N.SO3,

DMF, 7 min, 150°C, microondas. (b) Amberlite CG-120 (MeOH); (c) Reactivo de Jones,
acetona; (d) NaBH,4, MeOH; (e) NH,OH.HCI, NaOAc, EtOH/H,0; (f) LiAlH,, THF.
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Figura 4. Sintesis de los compuestos 19-23. Reactivos y condiciones: (a) 8 equiv. Me3N.SO3,
DMF, 7 min, 150 °C, microondas; (b) Amberlite CG-120 (MeOH); (c)AcO, Py, DMAP, DCM; (d)
4 equiv.Me;3N.SO3z, DMF, 7 min, 150 °C, microondas.

Tabla 2. Citotoxicidad de triterpenos tipo lupano frente a las lineas celulares PC-3 y LNCaP

1: X=O-H, B'OH (lupeol) 2: X7 X7 O-H, B-OH (calenduladiol) 3: (heliantriol B2)

8:X=0 19: X,= X, -H, g 050, Na*
15: X= 0-H, g 0SO, Na* 20: X, %-H, g OAC; X,~ ©-H, -OH
16: = @-0H, g H 21: X, O-H, g-OH; X, ®-H, g OAc
17: X= NOH 22: X,= 0-H, g OAG; X,= O-H, 3050, Na*
18: X= 0-H, -NH, 23:X,= O-H, 3 05O, Na*; X,= 0-H, g OAc
1Cso (M) ICso (M)
Compuesto PC3 K LNCaP Compuesto pC-3 : LNCaP

1 100,0+1,09 >100 18 32,12 +1,09 42,09 +1,16




2 93,27+1,11 73,52+1,11 19 60,70+ 1,08  45,79+1,06
3 46,58 +1,10 42,81+1,06 20 >100 >100

8 >100 >100 21 >100 >100

15 16,13+1,10 7,43+1,32 22 44,93+ 1,10 38,43 +1,07
16 >100 >100 23 49,21+ 1,06 41,13+ 1,08
17 >100 >100 Doxorrubicina 1,89 + 0,01 1,63+£0,01

Estos resultados demuestranque la sulfatacion de lupeol (1) condujo al derivado mas
activo (15), con valores de IC5, de 16,13 uM y 7,43 uM para las lineas celulares PC-3
y LNCaP, respectivamente.

Asimismo, se observo que la actividad citotoxica frente a las lineas celulares de CaP
de los lupanos naturales (1, 2 y 3), aumenta con el incremento de los grupos hidroxilos
en la molécula, siendo el mas activo el triol3, sin presentar selectividad hacia una linea
celular en particular.

Conclusiones

Los resultadosobtenidos, sugieren que los derivados triterpénicos con un grupo
carbonilo en C-16 podrian proporcionar una plantilla util para el desarrollo de nuevos
inhibidores de BUCE mas selectivos. La importancia de este hecho se debe a que la
actividad de BuCE aumenta a medida que progresa la Enfermedad de Alzheimer, lo
que indica que esta enzima puede desempenar un papel importante en las ultimas
etapas de la enfermedad [11].

Asismismo, se observd que todos los derivados sulfatadossintetizados hasta el
momento, compuestos 15, 19, 22 y 23, presentaron una mejor actividad citotdxica
frente a las lineas celulares de CaPque los lupanos naturales, compuestos 1 y 2,
resultando el mas activo el derivado 15. Estos resultados preliminares, nos permiten
esbozar conclusiones respecto a la relacién estructura-actividad para este tipo de
triterpenosfrente a las lineas celulares de CaP.
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