1
7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO

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,"? surgid el interés en optimizar la extraccion 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 obtencion de nuevos derivados que
fueron evaluados en diferentes actividades biolégicas.
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Figura 1. Estructura de lupeol (1), calenduladiol (2) y heliantriol B2 (3).

En primer lugar, se llevo a cabo la preparacién de derivados mono-, di- y tricarbonilicos
de lupeol (1) y calenduladiol (2). Las reacciones de oxidacién 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 oxidacién del alcohol
secundario en cetona, sin afectar el doble enlace presente en la molécula. Por otro lado, el
tratamiento con exceso de SeO; del sustrato disuelto en EtOH y posterior calentamiento a
reflujo, dio lugar a un grupo aldehido en C-30 formando un sistema carbonilico o,p-insaturado.

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 compuestos mas activos frente a BuCE fueron 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, 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 util para el desarrollo de nuevos inhibidores de BuCE mas
selectivos. La importancia de este hecho se debe a que la actividad de BUuCE 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.

Con el propodsito de tener una vision molecular sobre el modo de accién de estos
derivados 16-oxo sustituidos como inhibidores de BuCE, se llevaron a cabo estudios de
modelado molecular utilizando tanto ACE como BuCE. Los estudios de docking que fueron
realizados mediante una colaboracion con la Dra. Victoria Richmond (UMYMFOR, UBA).3

El lupeol (1) se encuentra en una 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.* Teniendo en cuenta que se optimizé a partir de la especie Chuquiraga
erinacea la extraccion de lupeol, se propuso la obtencion de nuevos derivados de lupeol



modificados en el anillo E, como potenciales agentes antiinflamatorios, a partir de la oxidacién
alilica del C-30 de la cadena lateral.

La metodologia tradicional de oxidacién de compuestos alilicos para la obtencion de
aldehidos a,B-insaturados de gran valor para la industria farmacéutica, emplea relaciones
SeO./sustrato elevadas, con tiempos de reaccion muy largos (algunos hasta de 72 hs) y
rendimientos moderados.®>® Teniendo en cuenta estas desventajas surgidé la necesidad de
llevar a cabo estas transformaciones mediante el uso de catalizadores heterogéneos capaces
de sustituir esta metodologia. Para llevar a cabo este estudio se propuso el uso de a-pineno
como compuesto modelo, y catalizadores heterogéneos de Pd y Pt.

Se ensayaron dos catalizadores, Pd (5%)/C, (100mg) y Pt (1%)/SiO2, (30mg), en un
reactor Parr de 50 ml empleando una solucién 0.1M de a-pineno en tolueno, a temperaturas en
el rango de 50-110°C y presiones de oxigeno de 2-6 atm. El catalizador Pt/SiO, catalizé la
reaccion a mirtenal con una selectividad del 40% y una conversién de 50% en dos horas de
reaccion. Los perfiles cataliticos indicaron que la oxidacion al aldehido es consecutiva a la del
alcohol (Esquema 1). El catalizador Pd/C mostré la formacién del correspondiente epoxido, que
con el tiempo se desoxigeno al compuesto saturado.

Se observd, que si bien el catalizador Pt/SiO; no es totalmente selectivo hacia el
aldehido y se desactiva, presenta sitios activos para la oxidacién alilica. Con el propésito de
incrementar el rendimiento a mirtenal, se buscaran modificaciones de los parametros de
reaccion y de la formulacion del catalizador.®
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a-pineno mirtenol mirtenal

Esquema 1. Oxidacion alilica de a-pineno

Las enfermedades parasitarias causadas por nematodos tienen un profundo impacto en
la nutricién, el crecimiento y las funciones cognitivas. Hasta la fecha, el control de los parasitos
se ha logrado mediante el uso de productos sintéticos; sin embargo, el desarrollo de resistencia
frente a la mayoria de los antiparasitarios se ha convertido en un problema importante en la
salud publica y la medicina veterinaria.

Desde la antigiiedad los productos naturales han desempefiado un papel vital en el
sistema de atencion de la salud y prevencion de enfermedades. En este contexto, se propuso
determinar la capacidad antihelmintica de distintos extractos de especies vegetales de la
provincia de Buenos Aires e identificar los metabolitos secundarios responsables de dicha
actividad. Para este estudio, se utilizd6 como modelo de nematodo el gusano de vida libre
Caenorhabditis elegans, y se seleccionaron extractos o compuestos que inmovilizaron al
animal en un tiempo menor a dos horas para acotar los blancos de drogas a canales i6nicos
involucrados en la locomocién de nematodos, muchos de los cuales son blancos de farmacos
actuales.

A partir de un screening realizado sobre extractos de especies de la region de Bahia
Blanca pertenecientes a las familias Brassicaceae (Diplotaxis tenuifolia) y Asteraceae
(Gnaphalium leucopeplum, Hyalis argentea y Verbesina encelioides) fue detectada actividad
antihelmintica en D. tenuifolia. El fraccionamiento guiado por el bioensayo de locomocién en C.
elegans mostré la presencia de metabolitos activos en el sub-extracto de acetato de etilo por lo
cual se procedié al aislamiento e identificacién de los compuestos bioactivos. El analisis
espectroscépico de una de las fracciones condujo al flavonoide glicosilado isoramnetina-3-O-3-



glucopirandsido. Se identificd por primera vez la presencia de este flavonoide en esta especie
vegetal. Sin embargo, la actividad antihelmintica del compuesto puro no reprodujo la actividad
observada para el sub-extracto. Dado que algunas de las fracciones obtenidas conservaron la
capacidad antihelmintica, se propone al aislamiento y purificacion de los metabolitos activos
presentes.’

Asimismo, considerando que el nucleo triciclico dibenzo[b,e]loxepinona, también
conocido como “doxepinona”, constituye una estructura privilegiada presente en numerosos
compuestos biolégicamente activos, se llevo a cabo la evaluacién de la actividad antihelmintica
de una pequefia biblioteca de derivados dibenzo[b,e]oxepinonas. Los resultados de actividad
biolégica indicaron que el derivado triciclico oxigenado sin sustituyentes en los anillos
aromaticos, produjo la completa paralisis del gusano (IC50 = 389 + 50 uM). Este trabajo se
realizé en colaboracion con el grupo de investigacién del Dr. Gerbino (INQUISUR, UNS).810

Las plantas son verdaderas fabricas quimicas por ser fuente de metabolitos secundarios
farmacoldégicamente activos, llamados fitoquimicos. Un alto porcentaje de estos compuestos
son usados en medicamentos para diversas terapias, pero generalmente se los utiliza sin el
conocimiento de sus efectos secundarios, ni de los mecanismos moleculares que se activan en
células mamiferas.

La familia Solanaceae contiene cantidades significativas de fitoestrogenos, y los mismos
se encuentran en los extractos lipidicos de sus especies. Se observd que estos compuestos
tienen similitudes estructurales con el 17p-estradiol de mamiferos (E2) y son capaces de unirse
a los receptores de estrogenos (ERs), presentes en el tejido muscular esquelético."” Por este
motivo se ha generado un interés considerable en el uso de estas especies vegetales como
alternativa para la terapia de reemplazo hormonal (TRH), carcinogénesis, aterosclerosis y
osteoporosis, debido a sus acciones preventivas o terapéuticas.'? Por lo tanto, se propuso en
colaboracién con el grupo de investigacién de las Dras Milanesi y Vasconsuelo (INBIOSUR,
UNS) investigar los efectos de los extractos de Nicotiana glauca sobre células musculares
esqueléticas murinas (linea celular C2C12).

En primer lugar, se obtuvo el extracto etandlico de N. glauca con el cual se trataron las
células. Se observd, a nivel celular, morfologia clasica de apoptosis: condensacion/picnosis
nuclear y reordenamiento mitocondrial utilizando un microscopio de fluorescencia invertido
NIKON Eclipse Ti-S; y a nivel molecular, la activacion de caspasas por clivaje del sustrato
especifico para caspasas 3/7 marcado con fluoréforo, y fragmentacion de ADN mediante
ensayo de TUNEL. Posteriormente, se fracciono6 el extracto crudo con solventes de polaridad
creciente: hexano, cloroformo y acetato de etilo, dando lugar a tres sub-extractos con los
cuales se trataron nuevas células musculares. Se evidencid similar respuesta que con el
extracto crudo, presentando el sub-extracto hexanico mayor capacidad para inducir apoptosis.

Dado que los ensayos se realizaron sobre mioblastos, células regeneradoras de
musculo, los efectos observados de los extractos lipidicos de N. glauca sugieren que el uso
medicinal de esta planta podria afectar la homeostasis del muisculo esquelético.™ 4
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22. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO

BUSQUEDA DE NUEVOS AGENTES ANTIHELMINTICOS A PARTIR DE ESPECIES VEGETALES
DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

Este grupo de investigacion se ha dedicado desde sus inicios a la busqueda de
productos naturales bioactivos, con particular interés en inhibidores de acetilcolinesterasa
(ACE), utilizando como fuente la biodiversidad de la region de Bahia Blanca y zona de
influencia. En este contexto, y considerando ademas la experiencia adquirida por la Dra. M.
Julia Castro durante el desarrollo de su beca posdoctoral enfocada en el hallazgo de
metabolitos secundarios con propiedades antihelminticas, se propone como plan de trabajo
para el proximo periodo la busqueda de nuevos agentes antihelminticos a partir de especies
vegetales de la provincia de Buenos Aires.

Los parasitos nematodos causan mortalidad y morbilidad en la poblacién humana vy
pérdidas considerables de ganado, animales domésticos y cultivos alimentarios. La prevalencia
de infecciones humanas causadas por helmintos sigue siendo extremadamente alta y se
estima que hasta un tercio de la poblacién mundial alberga infecciéon por helmintos, incluyendo
los helmintos transmitidos por el suelo (STH), tales como el Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura y los dos anquilostomas Ancylostoma duodenale y Necator americanus; la filariasis
linfatica (FL) causada por especies como Brugia malayi y también la filariasis subcutanea
producida por especies tales como Loa loa y Onchocerca volvulus (oncocercosis o ceguera de
los rios). Miles de millones de personas estan infectadas por helmintos en los paises en
desarrollo, lo que resulta en miles de muertes al afio [1,2]. Sin embargo, el desarrollo de
farmacos en esta area se ve limitado debido al hecho de que las parasitosis afectan
principalmente a las poblaciones del tercer mundo con poco dinero para invertir en el
descubrimiento de farmacos o terapias. Ademas, la resistencia de los nematodos a dicho
numero limitado de medicamentos se ha convertido en una preocupacion mundial de salud
veterinaria y también para la salud humana ya que las campafias de administracion masiva de
medicamentos para el control de las infecciones por helmintos humanos son cada vez mas



generalizadas. Por tanto, existe una urgente necesidad de esfuerzos concertados para esta
area de investigacion.

El uso de extractos de plantas naturales como antiparasitarios se ha practicado en
muchas culturas indigenas durante siglos. De hecho, en muchos paises en desarrollo la etno-
medicina sigue siendo la principal opcidn de tratamiento para muchas enfermedades
parasitarias [3,4]. El empleo de extractos vegetales tiene varias ventajas que los hacen
atractivos para su uso en paises en desarrollo tales como el bajo costo, el acceso a grandes
cantidades de materia prima y una facil integracion en la practica cultural tradicional [3,5]. Sin
embargo, la validacion cientifica de estos tratamientos tradicionales es insuficiente. La mayoria
de los estudios que han investigado el potencial antiparasitario de plantas medicinales
tradicionales se han centrado en los extractos preparados a partir de una seleccion limitada de
plantas, aislando, en la mayoria de los casos, los componentes quimicos del extracto, sin
identificar el o los metabolitos activos y menos aun los blancos de accién [6]. Son escasos los
antecedentes bibliograficos que describen los compuestos activos aislados a partir de fuentes
naturales responsables de la actividad antihelmintica, entre los que se destacan taninos
condensados [7,8], alcaloides [9] y terpenoides [10]. Claramente, hay una necesidad de
estudios mas sistematicos para identificar y validar el uso de las plantas como antihelminticos.

Los parasitos nematodos no son animales ideales de laboratorio adecuados para la
deteccién de drogas por muchas razones, incluyendo la dificultad para la manipulacién
genética, el problema de mantenerlos con vida fuera de sus huéspedes, y la necesidad de
contar con los animales hospedadores infectados. En este contexto, el nematodo de vida libre
Caenorhabditis elegans se ha convertido en un modelo de sistema de gran alcance, ya que
comparte muchas de las caracteristicas fisioldgicas y farmacolégicas con nematodos parasitos,
es sensible a la mayoria de los farmacos antihelminticos, y las diferencias de muchas de sus
proteinas con las de los nematodos parasitos no es mayor que las encontradas entre diferentes
especies de parasitos. C. elegans es atractivo para las pruebas de drogas, porque los gusanos
son pequenos, transparentes (lo que facilita la observacién de su desarrollo temprano bajo el
microscopio), de facil cultivo, y muy factibles para la manipulacién genética. Este nematodo
también se ha mostrado prometedor en la busqueda de la industria farmacéutica de nuevos
compuestos terapéuticos para varias enfermedades [11-15].

Por todo lo expuesto, el hallazgo de nuevos compuestos antihelminticos que puedan ser
utilizados como lideres para el desarrollo de terapias contra este tipo de enfermedades, es
nuestro principal objetivo.

Este plan de trabajo cuenta con la colaboracion de la Dra. Cecilia Bouzat, (INIBIBB-

UNS), donde se llevara a cabo la actividad antihelmintica utilizando el nematodo modelo C.
elegans.

Objetivos e hipétesis del Plan de Trabajo a realizar

En ensayos preliminares se ha detectado actividad antihelmintica en las especies
Diplotaxis tenuifolia (Brassicaceae) y Thelesperma megapotamicum (Asteraceae) [16]. Bajo la
hipotesis de que la actividad observada podria llevar al descubrimiento de nuevos
antihelminticos, se propone realizar un estudio fitoquimico de los extractos activos de estas
especies recolectadas en la provincia de Buenos Aires, utilizando como modelo al gusano de
vida libre C. elegans. Este organismo es un excelente sistema para el screening de
compuestos con potencial actividad antihelmintica debido a su sencillez y facilidad de
mantenimiento en el laboratorio.

Los objetivos propuestos para llevar a cabo este plan son:

- Realizar el fraccionamiento bioguiado de los extractos etandlicos y/o de los sub-extractos
activos de D. tenuifolia'y T. megapotamicum.

- Seleccionar los extractos que muestren un efecto dentro de las dos horas de exposicién al
nematodo para proseguir a la identificacion de los compuestos activos.
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- Aislar, identificar y caracterizar individualmente el/los metabolito/s obtenidos a partir del
fraccionamiento, mediante la aplicacion de distintas técnicas cromatograficas vy
espectroscopicas.

- Determinar la actividad antiparasitaria de los metabolitos aislados midiendo en C. elegans la
induccion de paralisis mediante ensayos en placas de agar y alteraciones en la locomocion
mediante el recuento de numero de movimientos sinusoidales/ min.

Metodologia

En ensayos preliminares realizados sobre extractos de plantas nativas o endémicas de
la regién que no han sido estudiadas previamente en cuanto a su capacidad nematicida, se ha
detectado una prometedora actividad antihelmintica en D. tenuifolia y T. megapotamicum. En
este plan se propone someter a estas especies vegetales a un estudio quimico detallado y de
bioactividad in vivo que podrian llevar, eventualmente, al aislamiento de nuevos compuestos
lideres para la obtencion de agentes antihelminticos naturales para el tratamiento de
enfermedades parasitarias.

La recoleccion de las especies vegetales D. tenuifolia'y T. megapotamicum se realizara
en la Provincia de Buenos Aires, y se llevara a cabo en el periodo de floracion. La
determinacion taxondmica sera realizada por especialistas del Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia de la UNS, en cuyo herbario se depositara un ejemplar de cada especie
estudiada. En caso de ser factible, se analizaran las distintas partes de la planta por separado
(hojas, tallos, flores). EI material vegetal sera pulverizado hasta obtener un polvo fino para ser
utilizado en la elaboracién de los extractos.

El material vegetal necesario para desarrollar este plan de trabajo sera recolectado en
Noviembre de este afio. Se depositara un ejemplar de cada especie en el herbario del DBByF
de la UNS, y se guardara en el freezer del Laboratorio de Productos Naturales del INQUISUR
(CONICET-UNS) hasta el comienzo de la beca.

Preparaciéon de los extractos: el material vegetal finamente pulverizado, sera pesado y
sometido a un proceso de maceracioén con etanol durante 2-10 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente, el macerado sera filtrado y concentrado a sequedad en rota evaporador a una
temperatura no mayor a 40°C, obteniéndose el extracto organico, que sera liofilizado en caso
de ser necesario.

Aislamiento de compuestos bioactivos: el extracto etandlico, o sub-extractos provenientes
de la particién por solventes, que mostraron paralisis en C. elegans mediante ensayos en
placas de agar y alteraciones en la locomocion, se purificaran principalmente mediante distintas
técnicas cromatograficas. Se empleara cromatografia en capa delgada, en columna, liquida de
alta resolucién, etc., y distintas fases estacionarias: silicagel de fase normal, fase reversa C18,
alimina, Sephadex LH-20, etc. La purificacion sera monitoreada por TLC y RMN-'H. Los
compuestos bioactivos puros seran caracterizados por sus propiedades fisicas y analisis
elementales (C, H), y sus estructuras seran determinadas por métodos espectroscopicos: RMN
mono y bidimensional, UV-visible, IR, y espectrometria de masa (alta y baja resolucion). En
caso de ser necesario se realizaran derivatizaciones quimicas de los compuestos que ayuden a
su identificacion. Finalizado el aislamiento e identificacion de los compuestos bioactivos se
cuantificara la actividad antihelmintica.

Pruebas de actividad biolégica: el cultivo de C. elegans y los ensayos para pruebas de
locomocién y pardlisis, ya estan implementadas en el Laboratorio de Neurofisiologia y
Farmacologia Molecular del INIBIBB (CONICET-UNS) [16-19]. Los nematodos C. elegans se
cultivardn en agar NGM (Nematode Growth Medium) conteniendo bacterias OP50 a 15-25°C
[11].

Se haran ensayos de comportamiento sobre cepa salvaje (N2) para verificar el efecto rapido de
los compuestos bajo estudio. Es esperable que compuestos que actien alterando la funcion de
receptores o proteinas involucrados en el funcionamiento muscular tengan una accion rapida
sobre el parasito. Por tal motivo, en este plan nos concentraremos en extractos que muestren
actividad dentro de las dos horas de exposicion con el fin de detectar principalmente



compuestos que actien sobre este tipo de blancos. El ensayo de paralisis monitorea la
sensibilidad de C. elegans al efecto paralizante de diferentes drogas. Los gusanos (30-40),
adultos jovenes, se exponen a placas de agar conteniendo el compuesto a estudiar y se cuenta
el numero de gusanos paralizados cada 15 minutos [17]. Ademas, se puede determinar para un
tiempo fijo el grado de paralisis en funcion de la concentracién del compuesto en agar. El tipo
de paralisis se determina por el cambio en el fenotipo del gusano. Se utilizara el ensayo de
paralisis de levamisol como ensayo de referencia para paralisis espastica y de piperazina, para
paralisis flaccida [18]. El ensayo de movilidad mide en medio liquido el numero de
movimientos sinusoidales por unidad de tiempo en 10 gusanos para cada condicioén [18,19].

Este plan de trabajo corresponde al plan de investigacién que esta llevando a cabo a partir del
1 de mayo de este afio, bajo mi direccion, y la co-direccion de la Dra. M. Julia Castro, el alumno
avanzado de Licenciatura en Quimica Braian Siben, quién obtuvo una Beca de Estimulo a las
Vocaciones Cientificas (Becas EVC-CIN), Convocatoria 2017. Las pruebas de actividad
biologica se llevaran a cabo en el Lab. de Neurofisiologia y Farmacologia Molecular del
INIBIBB (UNS), a cargo de la Dra. Cecilia Bouzat.

Se cuenta con recursos financieros provenientes de subsidios vigentes otorgados por SGCyT-
UNS, CIC y CONICET para llevar a cabo el plan propuesto.
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