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7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO

En nuestro pais, contamos con un gran numero 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 triterpenos bioactivos.! Por ejemplo, los derivados obtenidos a
partir de faradiol con mejor actividad antiinflamatoria que el triterpeno de partida, o los
derivados del acido betulinico con mejor actividad citotdxica, antiviral, anti-inflamatoria y
antimalarica.?®

A partir de la experiencia previa con Chuquiraga erinacea y el calenduladiol (2)
abundante en sus extractos, asi como la deteccion de actividad inhibitoria de
acetilcolinesterasa (ACE) y butirilcolinesterasa (BuCE) de este metabolito y de los analogos
obtenidos a partir de él,*° surgié el interés en optimizar la extraccién de 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 llevaron a la obtenciéon de nuevos derivados que
fueron evaluados en diferentes actividades bioldgicas.
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Figura 1. Estructura de lupeol (1), calenduladiol (2) y heliantriol B2 (3).

En primer lugar, se llevé 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 disolucion del sustrato en acetona y su posterior
tratamiento con el reactivo de Jones, condujo rapidamente a la oxidacién 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 EtOH y posterior calentamiento a reflujo, se
obtuvo un grupo aldehido en C-30 formando un sistema carbonilico o,p-insaturado (Fig 2).

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

Todos los analogos obtenidos fueron evaluados como potenciales inhibidores de ACE y
BuCE. Los resultados de la inhibicién enzimatica se presentan en la Tabla 1. Como se puede
observar, los compuestos mas activos frente a BUCE 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 inhibicién enzimatica
respecto de los que tienen un metileno en la misma posicién. Por lo tanto, la presencia de un
grupo carbonilo en C-16 en estos triterpenos tipo lupano es fundamental para lograr una mayor
actividad y selectividad frente a BuCE.

Este hallazgo sugiere que los derivados triterpénicos con un grupo carbonilo en C-16
podrian proporcionar una plantilla Gtil 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
desempefiar un papel importante en las tltimas etapas de la enfermedad.®

Con el propdsito de tener una visidon molecular sobre el modo de accion de 7 y 11 como
inhibidores de BuUCE, se llevaron a cabo estudios de modelado molecular utilizando tanto ACE



como BuCE, esperando encontrar diferencias en las interacciones generadas entre cada uno
de estos analogos y los residuos del sitio enzimatico, que justifiquen la mayor selectividad de
estos derivados 16-oxo sustituidos con esqueleto lupano hacia BUCE. Los estudios de docking
que fueron realizados mediante una colaboracién con la Dra. Victoria Richmond (UMYMFOR,
UBA).

Reactivo
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Figura 2. Esquema de sintesis de derivados carbonilicos triterpénicos



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

Compuesto ACFE’ BuCE” I'ndit.:e.de ]
Pla200 uM IG5 (uM) Pla200 uM IG5 (uM) selectividad
1 21,3+2,7 >200 31,0£2,2 >200
2 8,1+0,2 >200 42,0+0,8 >200
4 57+04 - 3,2+1,0 -
5 43,5+1,1 >200 42,044 -
6 n.i. - 28,9+3,1 -
7 21,7+1,2 >200 86,5+2,7 21,5+1,2 >9,30
8 8,8+1,2 - 10,2 + 1,4 -
9 6,4+0,3 - 61,4+0,5 154,6 +2,3
10 12,6 +1,5 >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

® ACE de anguila eléctrica. ® BUCE de suero de caballo. “indice de selectividad = ICso (ACE)/I1Csq (BUCE).

Posteriormente, teniendo en cuenta que la hidrogenacion selectiva de compuestos
carbonilicos triterpénicos a los correspondientes alcoholes epimeros es una de las reacciones
de interés en la transformacion de productos naturales bioactivos’®, en colaboracién con el
grupo de investigacion de la Dra. Virginia Vetere (CINDECA, UNLP), quién posee una amplia
experiencia en hidrogenaciones quimio- y estereoselectivas de terpenos y terpenonas a través
de catalisis heterogénea, se propuso el empleo de catalizadores heterogéneos para la
reduccion de estos derivados, lo cual constituye una alternativa atractiva a la utilizacion de
hidruros inorganicos ya que es posible tener un mejor control de la selectividad y minimizar la
cantidad de residuos toéxicos. Se llevd a cabo la reduccién de lupenona (8) utilizando
catalizadores mono- y bimetalicos a base de Pt. Estos ultimos fueron preparados mediante el
agregado de Sn como segundo metal a través de una reaccion superficial controlada entre el
metal de transicion y el metal electropositivo.

En primer lugar se llevd a cabo la reduccidon de lupenona utilizando un catalizador
monometalico a base de Pt soportado sobre SiO, con un contenido metalico de 1% p/p (Pt).
Como producto de esta reaccion. Por espectroscopia de RMN de 'H se observé una mezcla de
20,29-dihidrolupenona (15) obtenida por hidrogenacion de la cadena lateral, 20,29-
dihidroepilupeol (16) y 20,29-dihidrolupeol (17), aductos de hidrogenacién tanto de la cadena
lateral como del grupo carbonilo (Fig. 3). La purificacion de esta mezcla por cromatografia en
columna condujo a 15, 16 y 17 con un rendimiento del 35,6%, 16,6% y 40,0% respectivamente.

Luego se empled el sistema PtSn0,2 para la reduccion de lupenona. El espectro de
RMN de 'H del bruto de reaccién mostré la formacién de una mezcla de alcoholes epimeros
confirmando la reduccion del grupo carbonilo, con una relaciéon de epimeros o:3 = 23:77. Se
observo también un porcentaje de hidrogenacion del doble enlace C=C (60,0%). Por lo tanto, la
reduccion de 8 condujo a la obtencién de cuatro compuestos: 18 y 1, aductos de hidrogenacion
del doble enlace C=0 vy, 16 y 17 productos de la reduccion de los dobles enlaces C=C y C=0
presentes en la estructura triterpénica (Fig. 3).
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Los resultados con el catalizador de PtSn0,2 indicaron que si bien la presencia del Sn
favorece la reduccion del grupo carbonilo, la cantidad del mismo no es suficiente para que la
hidrogenacién sea completamente quimioselectiva. Por lo tanto, se decidi6 utilizar un nuevo
sistema catalitico aumentando la relacion molar Sn/Pt a 0,8 (PtSn0,8). El andlisis de RMN de
'H del bruto de reaccién permitié confirmar que no hubo reduccién del doble enlace C=C
demostrando la quimioselectividad de este sistema. Ademas, la relacion de epimeros o:f3 =
38:62 (18 y 1) mostré un aumento en la proporcion del epimero o deseado. Por lo tanto, el
sistema bimetalico PtSn0,8 condujo a la reduccion selectiva del grupo carbonilo obteniéndose
una mezcla de los alcoholes triterpénicos lupeol (1) y epilupeol (18), los cuales fueron
separados por cromatografia en columna, obteniéndose 18 con un 21,1% de rendimiento (Fig.
3).

En la Tabla 2 se presenta la composicion de la mezcla de reaccion en moles %, luego
de 14 h. Como puede observarse, la presencia de Sn aumenta la selectividad hacia la
hidrogenacion de C=0.

El derivado 18 (epilupeol) fue evaluado in vitro como potencial inhibidor de las enzimas
ACE y BuCE. Los resultados de actividad anticolinesterasa indicaron que la inversién de la
configuracion del C-3 no condujo a un aumento en la actividad inhibitoria, tanto frente a ACE
como a BuCE, respecto de la observada para 1 (lupeol).*"

Figura 3. Productos de reduccion catalitica de 8

Tabla 2. Composicion en moles % de la mezcla final luego de 14 h de reaccion.

Catalizador 8 15 16 17 18 1

Pt - 40,3 18,2 43,8 - -
PtSno0,2 - - 77 53,3 10,0 29,0
PtSn0,8 - - - - 32,1 67,9

Por ultimo, 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 sefializacion, mediadores
de la inflamacién, de la proliferacion de células tumorales y de la angiogénesis,'"'? se propuso
determinar la actividad de triterpenos tipo lupano naturales y semisintéticos en este tipo de
células tumorales, en colaboracién con la Dra. Valeria Careaga (IBYME-CONICET, UBA) quien
posee experiencia en ensayos biologicos sobre células CaP. Los triterpenos naturales
evaluados fueron lupeol (1) y calenduladiol (2), aislados de la especie vegetal C. erinacea,



mientras que los semisintéticos fueron los obtenidos a partir de 1 y 2 por transformaciones de
los grupos hidroxilo en C-3 y/o C-16 (Fig. 4 y 5). Para todos estos compuestos, purificados por
cromatografia y caracterizados por 'H y *C-RMN, se midi6 in vitro la actividad citotoxica frente
a dos lineas celulares de CaP, LNCaP (andrégeno dependiente) y PC-3 (andrégeno no
dependiente). En la Tabla 3 se presentan los valores de ICs, calculados para los derivados 8,
18-26, y se comparan con los correspondientes compuestos naturales (1y 2).

( 20: X= NOH

f

21: X= a-H, B-NH,
Figura 4. Synthesis of compounds 8, 18-21. Reagents and conditions: (a) 4equiv. MesN.SO 3, DMF, 7 min, 150 °C, microwave; (b) Amberlite CG-120 (MeOH);

(c) Jones reagent, acetone; (d) PtSn0.8/SiO, iPrOH; (e) NHOH.HCI, NaOAc, EtOH/H,O; (f) LiAlH,, THF.

] ]

R

AcO R
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23 R= OH 24 R=OH
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Figura 5. Synthesis of compounds 22-26. Reagents and conditions: (a) 8 equiv. MegN.SO3, DMF, 7 min, 150 °C, microwave; (b) Amberlite CG-120 (MeOH); (c) AcO, Py,
DMAP, DCM; (d) 4 equiv. Me3N.SO3, DMF, 7 min, 150 °C, microwave.

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

Compuesto PC-3 G0 (k1) LNCaP Compuesto PC-3 G (HM)LNCaP
1 100,0 + 1,09 >100 21 3212£1,09 42,09+ 1,16
2 93,27 + 1,11 73,52 + 1,11 22 6070+ 1,08 4579 %1,06
8 >100 >100 23 >100 >100
18 >100 >100 24 >100 >100
19 16,13 £ 1,10 743132 25 4493+ 110 3843 +107
20 >100 >100 26 49216106  41,13:1,08




Los resultados demostraron que la sulfatacion del grupo hidroxilo de 1 (compuesto 19)
significd un importante incremento en la citotoxicidad frente a PC-3 y LNCaP, con valores de
ICs inferiores a 20 uM. Asimismo, el derivado disulfatado (22) presenté un moderado aumento
de la citotoxicidad respecto de su analogo dihidroxilado (2) frente a ambas lineas celulares. Por
otro lado, la sulfatacion de so6lo un grupo hidroxilo del compuesto 2, produce cambios
significativos en la actividad citotdxica frente a ambas lineas celulares (compuestos 25 y 26).

Los derivados 8, 18, 20, 23 y 24 resultaron inactivos frente a ambas lineas celulares con
valores de ICs, superiores a 100 uM, mientras que el derivado 3p-aminolupeol (21) resulté casi
tres veces mas activo que su analogo de partida (1).

En conclusion, la sulfatacion de lupeol condujo al derivado mas activo (19), con valores
de ICsg de 16,13 uM y 7,43 uM para las lineas celulares PC-3 y LNCaP, respectivamente, por lo
que se podria postular como un agente anticancerigeno prometedor.' '

Estas investigaciones fueron financiadas por subsidios otorgados por la UNS, CIC y
ANPCyT.
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22. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO

“Andlogos de productos naturales como fuente de compuestos bioactivos.
Modificaciones quimicas de lupeol y calenduladiol”

Objetivos

El objetivo general de este plan de investigacion es contribuir al descubrimiento de nuevas
moléculas bioactivas, como un aporte al desarrollo de nuevas drogas para la industria
farmaceéutica. Este plan propone estudiar modificaciones quimicas de triterpenos pentaciclicos,
tipo lupano, empleando estrategias clasicas en sintesis organica, en algunos casos
comparadas con metodologias que utilizan catalizadores heterogéneos. A partir de este estudio
se pretende seleccionar la metodologia 6ptima para la obtencién de moléculas reactivas que
permitiran el disefio de nuevos analogos bioactivos.

Considerando que se cuenta con una fuente natural de la cual obtener lupeol (1) y
calenduladiol (2) en cantidades adecuadas, se plantean los siguientes objetivos especificos:

» Modificar el C-30 de la cadena lateral de lupeol (1) y de calenduladiol (2) a través de la
oxidacion alilica, por un lado con SeO, (metodologia clasica) y por el otro, empleando
catalizadores de Pd o de Fe soportados (estrategia basada en catalisis heterogénea).

» Modificar el grupo isopropenilo de lupeol (1) y de calenduladiol (2) mediante el clivaje
oxidativo del doble enlace C-C, a través de la ozondlisis del C-20 (metodologia clasica) y
también, haciendo uso de catalizadores de Ir soportados (estrategia basada en catalisis
heterogénea).

» Emplear las estructuras 3—6 (ver esquema en la Fig. 1), de gran reactividad, como
bloques de construccion para la obtencion de nuevos analogos triterpénicos.

» Caracterizar las nuevas entidades moleculares en forma completa con ayuda de
diferentes técnicas de elucidacion estructural.

Antecedentes

Los productos naturales son apropiados para su posterior modificacion durante el disefio de
nuevos farmacos. La semisintesis a partir de estas estructuras privilegiadas tiene como objetivo
generar compuestos con mejor actividad bioldgica y propiedades farmacéuticas, y proporcionar
una herramienta util para realizar estudios de relacion estructura-actividad (SAR). Estos
productos ya han sido seleccionados evolutivamente para la unién a dominios de proteinas
especificas [1]. Por lo tanto, ya estan biolégicamente validados, y las estructuras de estos
productos naturales pueden proporcionar potentes puntos de partida para la obtencion de
quimiotecas activas.

Los triterpenos representan un grupo de metabolitos secundarios, abundantes en el reino
vegetal. Existen mas de 5000 triterpenoides descriptos, con mas de 100 esqueletos de carbono
diferentes y estructuras ciclicas relativamente complejas [2]. Presentan un amplio espectro de
actividades bioldgicas, entre las que se destacan antiinflamatoria [3,4], antiviral [5-7], citotdxica
[8-10], antibacteriana [11] e inhibidora de enzimas implicadas en procesos neurodegenerativos
[12,13].

El potencial terapéutico de los triterpenoides con esqueleto lupano ha sido estudiado por varios
grupos de investigacion. Los principales reportes pertenecen a lupeol (1, en la Fig. 1), betulina
y acido betulinico.

El lupeol, 3B-lup-20(29)-en-3-ol, se encuentra en un gran cantidad de plantas, y junto a sus
ésteres ha sido objeto de numerosos ensayos bioldgicos, principalmente en lo que respecta a
sus propiedades antiinflamatorias [14]. Recientemente se ha reportado la sintesis de una serie
de derivados heteroci-clicos de lupeol inhibidores de &xido nitrico y de otras citoquinas
proinflamatorias [15]. Las transformaciones sobre el anillo A, en algunos casos aumentaron la
actividad antiinflamatoria. Teniendo en cuenta estas observaciones, resulta interesante la
obtencién de nuevos derivados de lupeol modificados en el anillo E como potenciales agentes
antiinflamatorios.
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Por otro lado, en estudios previos se logro la obtencion de calenduladiol (2, en la Fig. 1) [16],
una estructura novedosa para ser modificada sintéticamente dado que no se ha encontrado en
la literatura antecedentes de analogos de este triterpeno tipo lupano. Se considera
prometedora la sintesis de nuevos derivados de calenduladiol modificados en el anillo E como
agentes antiinflamatorios.

En una primera etapa, se llevara a cabo la oxidacion del grupo isopropenilo, unido al anillo E de
ambos triterpenos, mas especificamente sobre el C-20 y C-30.

La oxidacion alilica con SeO, es una de las técnicas mas tradicionales en sintesis organica
para la llevar a cabo la oxidacion del C-30, debido a su rendimiento y quimioselectividad [15,17-
19]. Por otro lado, se encontré que el clivaje oxidativo (oxidacién de C-20) puede llevarse a
cabo con O; o0 OsO,/ NalO,. Se observé que la reaccion empleando O; da bajos rendimientos
debido a la formacion de productos secundarios [20], y que el sistema OsO,/ NalO, si bien es
quimioselectivo, lleva a una reaccion muy lenta [21].

A partir de estas observaciones, y dado que se cuenta con experiencia directa en la
preparacion de catalizadores metalicos soportados para diferentes reacciones [22-25], resulta
interesante llevar a cabo las transformaciones mencionadas anteriormente empleando
metodologias de la catélisis heterogénea. Los catalizadores heterogéneos constituyen una
alternativa atractiva a las metodologias clasicas de la Quimica Organica, basadas
tradicionalmente en reactivos estequiométricos o catalizadores homogéneos. Los catalizadores
heterogéneos son de facil recuperacion y pueden reusarse. No debe olvidarse la necesidad
actual de contar con procesos sustentables y aceptables desde el punto de vista del medio
ambiente, enmarcados en los principios de la Quimica Verde [26].

Para el caso de las oxidaciones de interés en este plan, los estudios previos empleando
catalizadores heterogéneos no son numerosos. El clivaje oxidativo de olefinas ha sido llevado a
cabo empleando particulas de Os o Ir soportados [27,28]. En cuanto a la oxidacion alilica, el
empleo de catalizadores heterogéneos es un area pobremente desarrollada [26, p. 519]. Se
han realizado estudios empleando catalizadores basados en Pd [29]. Recientemente Skobelev
y col [30,31], empleando catalizadores sélidos basados en Fe y Cr implementaron oxidaciones
alilicas de alquenos, incluyendo monoterpenos.

Por todo lo expuesto seria deseable estudiar catalizadores heterogéneos que puedan
reemplazar a los empleados en sintesis tradicionales en las reacciones de oxidacién alilica y
clivaje oxidativo propuestas.

En una segunda etapa, las estructuras obtenidas (3-6) a partir de estas oxidaciones, seran
utilizadas como bloques de construccion para la sintesis de nuevos analogos triterpénicos (ver
esquema Fig. 1), que probablemente posean actividad antiinflamatoria.

Actividades y Metodologia

Se utilizara como fuente natural la especie Chuquiraga erinacea (Asteraceae), una especie
endémica ampliamente distribuida en el sur de la provincia de Buenos Aires. A partir del
material, siguiendo un procedimiento ya optimizado [16], se aislara el triterpeno 1y 2.

Los catalizadores a emplear no seran comerciales, sino que se sintetizaran para cada reaccion
estudiada.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los analogos que se sinteticen sera llevada a
cabo por la Dra. Fernanda Gumilar, investigadora del Dpto de Farmacia y Bioquimica de UNS,
quién realizara los ensayos en animales de laboratorio en el marco de su propio plan de
investigacion.

a) Sintesis Organica
A continuacién se describen las reacciones que se realizaran sobre los compuestos naturales 1
y 2, y una vez seleccionada la mejor metodologia para cada una de las modificaciones
propuestas, se sintetizaran los analogos correspondientes (inciso d)).
La oxidacion alilica de 1 y 2 para obtener 3 y 4 respectivamente, se realizara utilizando un
exceso de SeO; y calentando a reflujo [17]. Por otro lado la ozondlisis sobre el doble enlace de



la cadena lateral de 1 y 2 conducira a los correspondientes derivados 5y 6 con un carbonilo en
la posicion 20, tal como ha sido reportado para el acido betulinico [32]. En nuestro caso, los
compuestos 5 y 6 seran obtenidos por burbujeo de ozono, haciendo uso de un ozonizador.
Previo a la ozondlisis, se evaluara la conveniencia de proteger el grupo hidroxilo del C-3
(lupeol) y C-16 (calenduladiol) que no deben reaccionar.

oxidacién alilica

1 X= H (lupeol) HO ' ﬁ

2 X= OH (calenduladiol)

3X=H
4 X=OH
lNHZNHZ.HZO,

10%KOH,EtOH Ph-NH,, NH,0H.HCI, NaOAc,
" ' Eto;/ ROH,HZO
HO,

N\

7X=H

14 X= OH

8 X=OH
DCC, DMAP, DCC, DMAP,
RCOOH, CH,Cl, RCOOH, CH,Cl,

R= Pry 0 N
T
HO 9a-c X=H 9ay 15a 9b y 15b 9cy 15¢ HO 15a-c X=H
10a-c X= OH 10ay 16a 10b y 16b 10c y 16¢c 16a-c X= OH

Figura 1. Sintesis de analogos de lupeol y calenduladiol

b) Catalisis heterogénea

b.1. Preparacion y caracterizacion de catalizadores. Se prepararan dos familias de
catalizadores: basados en Ir para realizar el clivaje oxidativo (sintesis de 5 y 6) y basados en
Pd o Fe para la oxidacion alilica (obtencion de 3 y 4). Todos estaran constituidos por particulas
de los respectivos metales soportados en MCM-41, Pd/IMCM-41, Fe/MCM-41 e Ir/MCM-41. Se
seguiran métodos de preparacion para los cuales se cuenta con experiencia previa directa,
como la impregnacion humeda a partir de acetil acetonato del respectivo metal [33-34]. La
caracterizacion pretende evidenciar el tamafo de las particulas de los distintos metales
(mediante TEM), las propiedades redox (mediante TPR), las caracteristicas morfologicas
(sortometria N,), las especies quimicas presentes (XPS). Las propiedades fisicoquimicas de los
catalizadores se vincularan luego con las propiedades cataliticas de las muestras.

b.2. Reacciones cataliticas. Las reacciones se realizaran en fase liquida, en modo batch,
empleando un solvente organico, una temperatura y un oxidante, seleccionados para cada
reaccion. Las experiencias se llevaran a cabo en un reactor Parr de pequefio volumen. Se
utilizaran concentraciones diluidas de lupeol o calenduladiol (0.5-0.1 M) y cantidades de
catalizador menores a 500 mg. De acuerdo a estimaciones ya realizadas, con esta relacion
sustrato /catalizador se estaria libre de barreras difusionales durante la reaccion, por lo tanto
podria realizarse un estudio cinético. Dicho estudio, complementado por la caracterizacion de
los catalizadores, permitira concluir en cuanto a la performance de cada catalizador, su
selectividad, posible desactivacién, actividad especifica. Se pondra énfasis en evaluar la
posibilidad de reuso de los catalizadores. Se llevara a cabo el test de Sheldon para descartar el
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leaching de los metales en el medio de reaccidén. Los reactivos y productos se analizaran
mediante cromatografia gaseosa acoplada con detector por espectroscopia de masas.

c) Comparacion de los resultados obtenidos a partir del desarrollo de las dos
metodologias
La misma se realizara marcando las desventajas y ventajas en cada caso. Desde un punto de
vista practico esto permitira seleccionar la mejor metodologia para cada una de las
modificaciones propuestas.

d) Sintesis de analogos de lupeol y calenduladiol
Cabe aclarar que las transformaciones que se describiran a continuacion no seran
implementadas con la metodologia de la catélisis heterogénea.
A partir de las estructuras reactivas 3-6, se llevara a cabo la sintesis de los analogos 7-16. En
primer lugar se obtendran los derivados pirazolinicos de lupeol y calenduladiol por reaccién de
3 y 4 con hidrato de hidrazina e KOH (compuestos 7 y 8, respectivamente) [35]. La reaccion de
estos compuestos con diferentes acidos carboxilicos, en presencia de DCC y DMAP, dara lugar
a los correspondientes derivados 9a-c y 10a-c (ver esquema Fig. 1). En este caso se evaluara,
previamente, la conveniencia de proteger el grupo hidroxilo del C-3 (lupeol) y C-16
(calenduladiol).
Sobre las estructuras 5 y 6 se llevaran a cabo dos transformaciones. Se obtendran las iminas
11 y 12, respectivamente, por condensacion con anilina. Una vez optimizadas las condiciones
de reaccioén, se sintetizara una serie de iminas por reaccién con anilinas sustituidas. La
reaccion con clorhidrato de hidroxilamina dara lugar a las respectivas oximas 13 y 14, las
cuales seran modificadas con diferentes acidos (benzoico, fenilacético y cinamico) a las
correspondientes oximas aciladas 15a-c y 16a-c (ver esquema Fig. 1) [18]. En este caso
también se evaluara previamente la conveniencia de proteger el grupo hidroxilo del C-3 (lupeol)
y C-16 (calenduladiol).
Una vez optimizadas las condiciones de reaccion a partir de los derivados 7 y 8, y de las
oximas 13 y 14, se sintetizaran diversos analogos por reaccién con los correspondientes
acidos, sustituidos en el anillo aromético.
A partir de las reacciones arriba descriptas se obtendran nuevas entidades moleculares que no
registran antecedentes en la literatura. En cada caso se procedera a la purificacion a partir de
los brutos de reaccién por métodos apropiados segun el tipo de derivados. Se aplicara
cromatografia en columna, en capa fina y/o HPLC preparativa sobre diversas fases
estacionarias como silicagel de fase normal, reversa, LH-20, alumina, etc.
Las nuevas moléculas seran caracterizadas en forma completa utilizando RMN de 'H 'y "*C (1D
y 2D), EM, IR, y analisis elemental.

Este plan de trabajo corresponde al plan de investigacion que esta llevando a cabo a partir de
abril de este afio, bajo mi direccion, la tesista Farm. Florencia Musso (becaria de CONICET).
Este trabajo se completara en los laboratorios de Catalisis de Plapiqui (CONICET-UNS), bajo la
co-direccion de la Dra. M. Alicia Volpe.

Se prevé, para este periodo (2016-2017) la realizacion de la primera etapa de este plan.

Se cuenta con recursos financieros provenientes de subsidios vigentes otorgados por SGCyT-
UNS, CIC y CONICET.
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