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RESUMEN

En este trabajo de tesis se emple6 levoglucosenona para sintetizar un diendfilo que

result6 muy importante en reacciones de Diels-Alder. Los tiempos de reaccion
empleando este compuesto disminuyeron cuando se lo comparé con levoglucosenona.
También se observé una modificacién importante en las regioselectividades.
En otra etapa del trabajo se empleé la pirdlisis de céscara y harina de soja con el
objetivo de generar diversidad estructural y buscar compuestos bioactivos en los
bioaceites provenientes de estos tratamientos. En primer lugar se estudi6 el
comportamiento pirolitico de estas materias primas, posteriormente se encontré6 que
los bioaceites de cascara de soja mostraron una interesante actividad antioxidante.
Finalmente se hall6 que ciertos bioaceites de cascara de soja mostraron un efecto
antibacteriano sobre el patégeno Salmonella Typhimurium. La aplicacion de
fraccionamiento bioguiado permitié aislar a levoglucosenona como el compuesto
responsable de la actividad.

Mediante amplificacion quiral se obtuvieron derivados que mejoraron las
actividades observadas y permitieron racionalizar que caracteristicas presentes en la
molécula son esenciales en desarrollar el efecto detectado. Los compuestos mostraron
un efecto citotéxico importante, comparable a compuestos empleados en terapia de
cancer.

Estos resultados permiten incrementar el potencial sintético de levoglucosenona

hacia la sintesis de compuestos novedosos con actividades bioldgicas interesantes.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Desarrollo Sostenible y Quimica Verde

“"Los quimicos tienen como responsabilidad profesional servir al interés publico, al
bienestar y al avance del conocimiento cientifico, preocuparse de la salud y el
bienestar de sus compaferos, consumidores y la comunidad, comprender y
anticiparse a las consecuencias medioambientales de su trabajo, evitar la polucion y
proteger el medioambiente". Estas premisas forman parte del Cdodigo de Conducta
Profesional de Quimica de la Sociedad de Quimica Americana.! Bajo estos principios
la quimica, como ciencia fundamental y como base cientifica para una variedad de
tecnologias de diferentes ramas de la industria, esta profundamente ligada al progreso
de la civilizacibn moderna, con un enorme potencial para contribuir positivamente al
bienestar mundial y favorecer un desarrollo sostenible.

El término desarrollo sostenible o sustentable fue formalizado por primera vez en
1987 en el informe presentado por la Comision Mundial sobre el Medio Ambiente y el
Desarrollo,? en donde fue definido como aquel que “satisface las necesidades de las
generaciones presentes sin comprometer las posibilidades de las futuras generaciones
para satisfacer sus propias necesidades”. En otras palabras, un desarrollo que permita
el crecimiento econémico y el uso de los recursos naturales a nivel mundial sin
menoscabar los aspectos medioambientales y sociales globales, para que en el largo
plazo no se comprometa ni se degrade la vida en el planeta, ni la calidad de vida de la
especie humana. En este contexto es que comienzan a emerger a nivel mundial, no
s6lo politicas o programas para promover el desarrollo sostenible,® sino que ademas
distintas areas de las ciencias empiezan a incorporar las ideas de sostenibilidad, y un
ejemplo de ello lo constituye lo que se ha dado en llamar Quimica Verde o
Sustentable.

El término Quimica Verde fue acufiado por el quimico estadounidense Paul
Anastas a principio de los afios 90.# Desde su concepcion y definitivo impulso, la
Quimica Verde ha crecido a nivel internacional como un enfoque especial dentro de la
Quimica, la cual tiene como objetivos el disefio, desarrollo, manufactura e
implementacion de productos y procesos que reduzcan o eliminen el uso y generacion

de sustancias peligrosas para la salud humana o el medio ambiente. De este modo



intenta prevenir o reducir la contaminacion desde su origen, tanto a escala industrial

como en los laboratorios de investigacion o de caracter docente. Esto supone un paso

mas alla de lo que seria el correcto tratamiento de los residuos, ya que busca evitar la
formacion de desechos contaminantes y propiciar la economia de tiempos y recursos.

Estos conceptos fueron reflejados a través de la formulacion de doce principios, los

cuales pueden ser enunciados de la siguiente manera:*

1. Prevenir o minimizar la generacion de desechos, en lugar de tratarlos después de
gue se hayan generado.

2. Maximizar la economia de atomo de las reacciones y procesos quimicos; es decir,
incorporar la mayoria de los 4&tomos de los reactivos y sustratos en el producto
final.

3. Disefiar metodologias sintéticas que utilicen reactivos y generen sustancias con
baja o nula toxicidad para la salud y el medio ambiente.

4. Generar productos y/o residuos quimicos mas seguros.

Reducir el uso de sustancias auxiliares (solventes, procesos cromatogréficos, etc.)
€n reacciones y procesos quimicos, y/o elegir cuando sea posible las mas inocuas.

6. Disminuir el consumo de energia en las transformaciones y procesos quimicos.
Idealmente, las reacciones deben efectuarse a temperatura y presién ambientales.
Utilizar materias primas renovables, cuando sea factible.

Evitar la derivatizacién quimica innecesaria (formacién de grupos protectores, etc.)

9. Preferir el uso de catalizadores sobre el empleo de reactivos estequiométricos.

10. Disefiar procesos quimicos que generen productos biodegradables al final de su
vida util.

11. Desarrollar metodologias analiticas que permitan el monitoreo en tiempo real
durante el proceso quimico y el control previo a la formacién de sustancias
peligrosas.

12. Las sustancias y los procesos quimicos deben ser elegidos de manera que sea

minimo el riesgo de accidentes.

Esta nueva vision de la quimica contrasta con el enfoque que se le ha venido
dando a la petroquimica, la cual estuvo basada en la transformacion de fuentes de
carbono no renovables, como el petrdleo o el gas natural, para la obtencién de
productos quimicos, combustibles y materiales.

En virtud del potencial agotamiento de las fuentes fosiles, en este nuevo siglo
resulta indispensable un cambio gradual en la utilizacion de fuentes de energia y
materias primas derivadas del petréleo por aquellas obtenidas a partir de recursos

renovables. En este contexto, si bien existen distintas fuentes de energia renovables



(edlica, solar, biocombustibles), para la obtencion de compuestos quimicos la Gnica y

abundante fuente renovable de carbono la constituye la biomasa.®

1.2. Labiomasa

La biomasa es un recurso renovable que ha sido ampliamente utilizado como
materia prima para el desarrollo de productos y procesos mas amigables con el medio
ambiente.>’ Este término es utilizado para describir a toda materia que ha sido
producida por sistemas biol6gicos, como son las estructuras celulares de plantas y
animales, o los compuestos generados por éstos.® La produccion de combustibles y
productos quimicos a partir de biomasa no es un concepto nuevo ya que desde
tiempos antiguos ha sido utilizada para fabricar pinturas, adhesivos, telas y solventes.
Sin embargo, la busqueda de nuevos métodos practicos para obtener productos
econémicamente (tiles a partir de de este recurso constituye un desafio constante.>”’
De acuerdo a la situacibn mundial actual, tres factores son los principales
responsables del renovado interés en biomasa: econémicos, ambientales y politicos.

Los factores econdémicos son los de mayor gravitacién, ya que con el desarrollo de
nuevos procesos Yy tecnologias, actualmente muchos de los productos generados a
partir de biomasa pueden competir ventajosamente con aquellos derivados de la
petroquimica.

Segundo, los combustibles obtenidos de biomasa tienen menor impacto en el
medio ambiente que los combustibles fésiles como carbén y petréleo, sumado al
hecho de que la biomasa es un recurso renovable.

Tercero, desde el punto de vista politico todo pais desea tener un buen control de
sus fuentes de energia e insumos basicos para su funcionamiento. Esto no siempre es
posible de lograr con las materias primas provenientes de yacimientos fésiles ya que
depende en gran medida de la ubicacion geografica de estos Ultimos. Sin embargo, es
factible implementar politicas activas de produccion de materias primas a partir de
fuentes renovables.

Es de esperar que estos factores estén intimamente relacionados: la aplicacién de
una nueva tecnologia ecolégicamente mas benigna para cualquier proceso productivo
no logrard imponerse en el mercado si no es econémicamente rentable, de la misma
manera cualquier nuevo proceso que no tenga en cuenta las pautas ambientales, no
podra prosperar por mucho tiempo.

En la actualidad se estan realizando esfuerzos considerables en el area del
aprovechamiento sustentable de biomasa, aunque en la mayoria de los casos la
investigacion se ha centrado en la produccion de combustibles mas que en la

obtencion de productos quimicos. No obstante, esta conversion seria econémicamente



mas atractiva si en el proceso de transformacion de biomasa se generaran ademas

productos quimicos de alto valor agregado.

1.3. Los compuestos quirales

En 1874, Jacobus E. van't Hoff y Joseph A. Le Bel postularon en forma
independiente el arreglo tetraédrico de grupos alrededor de un atomo de carbono
central. A partir de ese trabajo pionero, el area de la estereoquimica se convirtid en
uno de los principales campos de investigacion en quimica organica.® Los
estereoisdmeros son compuestos que tienen la misma férmula molecular y las mismas
conexiones entre sus atomos, pero difieren en la orientaciéon espacial de los mismos.
Una propiedad que caracteriza a este tipo de compuestos es la quiralidad, la cual se
manifiesta cuando una molécula no es superponible con su imagen especular. Los
isbmeros que son imagenes especulares reciprocas no superponibles se denominan
enantibmeros, y una mezcla equimolar de ambos enantibmeros de un compuesto se
conoce como mezcla racémica. Las propiedades fisicoquimicas de los enanti6meros
son idénticas, exceptuando la direccion de rotacién del plano de luz polarizada y la

capacidad de interaccion con medios quirales.

1.3.1. Importanciay aplicaciones de los compuestos quirales

La gran mayoria de las moléculas fundamentales para el desarrollo de la vida,
como los péptidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos, terpenos y alcaloides
son quirales. Asimismo, los mondmeros que constituyen las macromoléculas
esenciales para los organismos vivos son compuestos épticamente activos de los
cuales la naturaleza ha seleccionado una Unica forma enantiomérica,'® como es el
caso del ADN que esta compuesto por unidades de 2-desoxirribosa pertenecientes a
la serie D, mientras que las estructuras altamente ordenadas de proteinas derivan de
L-amino&cidos.

En la literatura pueden hallarse cuantiosos ejemplos en los cuales la quiralidad
juega un rol fundamental para la realizacion de una determinada funcién bioldgica,
como por ejemplo en los procesos de reconocimiento molecular, los cuales requieren
de un estricto ajuste estereoquimico. Las enzimas y sitios receptores en sistemas
biol6gicos poseen la habilidad de diferenciar entre los enantidmeros de un compuesto
quiral. Por esta razébn no puede esperarse que ambos enantibmeros de una
determinada molécula se unan de igual manera a un receptor especifico, causando en
muchos casos respuestas bioldgicas decididamente diferentes.!

La produccion de compuestos quirales fue adquiriendo dia a dia mayor relevancia

en distintos sectores tales como el de aromas y sabores, agroquimico y farmacéutico.



Un ejemplo que demuestra la importancia de la quiralidad en la industria de esencias y
aromas lo constituye el efecto desigual producido por los enantidmeros del linalool
sobre los receptores olfativos. Cada enantidmero provoca sensaciones diferentes en
los seres humanos, ya sea porque se fijan de distinto modo a un receptor olfativo o
porque utilizan diferentes receptores. La molécula (S)-(+)-linalool o licareol produce un
olor dulzdn, floral y con un vestigio de limén. El (R)-(-)-linalool o coriandrol tiene un
aroma entre madera y lavanda (Figura 1.1).*2 El (S)-linalool es uno de los
constituyentes mayoritarios del aceite esencial del cilantro, la palmarosa y el naranjo
dulce. Por otro lado, el (R)-linalool esta presente en la lavanda, el laurel y la albahaca.

licareol o coriandrol o
(S)-(+)-linalool (R)-(-)-linalool
(aceite de cilantro,  (aceite de lavanda,
naranjo dulce) laurel, albahaca)
Figura 1.1

Otro ejemplo de la estereoespecificidad vinculada a diferentes caracteristicas
organolépticas es el caso del monoglutamato de sodio. Mientras que el isémero
levogiro de este compuesto es un agente quimico que se usa para dar sabor a la

carne, el isémero dextrégiro no presenta sabor (Figura 1.2).3

0] 0] 0] (0]
s.o @ ®o Ng
HO O Na Na O OH
NH» NH»
(-)-monoglutamato de sodio (+)-monoglutamato de sodio
(saborizante) (no tiene sabor)
Figura 1.2

En la industria farmacéutica una gran proporcibn de los compuestos
farmacologicamente activos poseen centros estereogénicos y por lo tanto pueden
existir en distintas formas estereoisoméricas. Asimismo, dado que estos farmacos
actlan sobre blancos quirales, la pureza enantiomérica se convierte en un factor
sumamente importante en la eficacia de los medicamentos. Los dos enantiomeros de

un compuesto activo pueden tener propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas



muy distintas, pueden ser absorbidos, distribuidos, metabolizados y excretados de
manera diferente. Ademas, el enantibmero que no posee la actividad terapéutica
puede incluso resultar téxico para el organismo.**

Si bien el conocimiento de las moléculas organicas quirales remonta a siglos
pasados, las implicancias farmacéuticas de las medicamentos racémicos solo se han
reconocido ampliamente en las Ultimas décadas.’® Como consecuencia, en los ultimos
afios se ha manifestado una tendencia creciente al desarrollo de compuestos
enantioméricamente puros, con el objetivo de reducir la dosis total del farmaco
administrado y asi simplificar las relaciones dosis-respuesta, aliviar la sobrecarga
metabdlica y minimizar los efectos secundarios o la toxicidad debida al isémero
restante.'® Esto demuestra que la industria farmacéutica se encuentra inmersa en un
proceso de transformacion de la produccion de farmacos de sus formas racémicas a
sus estereoisémeros terapéuticamente efectivos, proceso que se ha dado en llamar
chiral switch o viraje quiral.}#16

Dado que la demanda de compuestos Gpticamente activos continla en constante
aumento, se torna cada vez mas necesario el desarrollo de nuevos métodos de
sintesis quimica que permitan la producciébn de compuestos en sus formas
enantioméricamente puras. Esto no solo tendra implicancias a nivel biol6gico, sino
ademas a nivel econémico y medioambiental si se tiene en cuenta la optimizacion de
recursos que puede alcanzarse en las sintesis estereocontroladas de compuestos
quirales. Es decir, que para la obtencion de una determinada cantidad del compuesto
activo en teoria deberian consumirse un 50% menos de materiales de partida,
reactivos, solventes y demas sustancias implicadas en la preparacion que aquellos
métodos de generacion de racematos. También repercute en otros aspectos como la
reduccion de los desechos generados, se evitan pasos de purificacion, se minimizan

los gastos asociados al transporte, entre otros.

1.3.2. Obtencién de compuestos enantioméricamente puros

Las metodologias para la sintesis de productos Opticamente activos pueden
agruparse basicamente en tres tipos de procedimientos:

¢ Resolucién de mezclas racémicas

e Amplificacion quiral

e Sintesis asimétrica

Cada una de estas estrategias tiene sus propios alcances y limitaciones, y la

puesta en practica de cada una de ellas dependera de la cantidad y complejidad

estructural del producto deseado, de la factibilidad econémica, de los requerimientos



de tiempo, eficiencia sintética y seguridad medioambiental.1’'® Ademas, si bien cada
una de estas metodologias emplea una estrategia particular para lograr la sintesis de
compuestos enantioméricamente puros, en todos los casos es necesaria la utilizacion
de un ente quiral, ya sea como auxiliar, catalizador, materia prima o agente de

resolucion.

1.3.2.1. Resolucion de mezclas racémicas

La resolucion de mezclas racémicas se puede considerar el método clasico de
obtencién de compuestos enantioméricamente puros, y durante mucho tiempo fue el
método preferido para la obtencién de productos 6pticamente activos.!® Esta técnica se
fundamenta en el hecho de que los diastereoisomeros, a diferencia de los
enantibmeros, poseen propiedades fisicas diferentes.

En la resolucién clasica, el racemato a resolver se hace reaccionar con una
molécula enantioméricamente pura, llamada agente de resolucién, para dar dos
diastereoisdbmeros que pueden ser separados mediante procedimientos comunes
como la cristalizacion o la cromatografia. Posteriormente, cada isémero por separado
es tratado quimicamente permitiendo la liberacion individual de cada uno de los
enantibmeros originales y la recuperacion del agente de resolucion. Por ello, es
importante que este Ultimo reaccione facilmente y en buen rendimiento con la
sustancia a resolver, pero ademas que sea facilmente separable de dicha sustancia
una vez que la resolucion esté completa. Esta condicion normalmente se cumple en la
formacion de sales diastereoisoméricas, que se forman rapidamente al mezclar el
acido con la base en algun disolvente apropiado, pero también se descomponen
facilmente después de la resoluciéon mediante un cambio en el pH.1 Ejemplos de esta
estrategia se encuentran en el empleo de acidos organicos enantioméricamente puros
para la resolucién de racematos de aminas quirales.'® En el Esquema 1.1 se muestra
la utilizacién del acido (S)-mandélico en la resolucion de una imidazolidinona racémica.
En las condiciones empleadas, solo cristaliza la sal diastereoisomérica (R,S), la cual
es separada por filtracion y luego sometida a un tratamiento alcalino para liberar la
correspondiente amina enantioméricamente pura, mientras que el agente de

resolucion es recuperado mediante acidificacion.t31°
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Esquema 1.1

Una técnica de separacion de enantibmeros alternativa es la resolucién cinética
(enzimatica o quimica). En este tipo de procedimientos, ambos enantibmeros
reaccionan a velocidades diferentes con una entidad quiral usada generalmente en
cantidades cataliticas. En algunos casos uno de los enantiomeros no puede
recuperarse, mientras que en otros ambos enantimeros son aprovechados después
de la resolucion.*?

En las técnicas mencionadas anteriormente, el rendimiento teérico maximo que
puede alcanzarse de un enantiomero es del 50%, a menos que el enantibmero no
deseado pueda ser reciclado o que el sistema permita la inversion de la configuracién
del sustrato durante el proceso de resolucién, pudiendo conseguirse la conversion
cuantitativa del material de partida a un Unico producto esterecisomérico en un
proceso conocido como resolucién cinética dinamica.?® Dado que existen pocos
ejemplos en los que es posible aplicar esta estrategia, en las Ultimas décadas se han
dirigido grandes esfuerzos hacia el disefio y desarrollo de nuevos procesos que
permitan la sintesis directa e individual de cada enantiomero, entre ellos se encuentran

la amplificacion quiral y la sintesis asimétrica.

1.4. Amplificacion quiral

Esta metodologia se basa en la manipulacién quimica de un material de partida
quiral, el cual es consumido estequiométricamente para obtener compuestos
estructuralmente mas complejos en forma enantioméricamente pura. En esta

estrategia todas las transformaciones sintéticas deben ser llevadas a cabo con un alto



grado de estereoselectividad, quedando la estereoquimica del producto determinada
por la configuracion absoluta de los centros estereogénicos presentes en el material
de partida. Una limitacibn de este procedimiento recae en que no siempre estan
disponibles las materias primas en sus formas enantioméricamente apropiadas para la
sintesis de una determinada molécula objetivo. Igualmente, existe una vasta gama de
materiales Opticamente activos y con estructuras moleculares adecuadas para ser
transformados en moléculas mas complejas enantioméricamente puras, con lo cual se
logra la denominada amplificacién quiral.?

Por ejemplo, en nuestro laboratorio partiendo de metil-a-D-glucopirandsido se
desarroll6 la sintesis estereocontrolada de un intermediario avanzado para la

obtencién de pentalenolactonas que poseen actividad tripanocida (Esquema 1.2).%
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Esquema 1.2

1.5. Sintesis asimétrica

La sintesis asimétrica se refiere a la conversion de un material de partida aquiral
en un producto épticamente activo efectuada por medio de un entorno quiral.>*Es en la
actualidad un método muy poderoso para la preparaciéon de moléculas quirales, tanto a
nivel de laboratorio como industrial. Esto ha propiciado que los estandares de
evaluacién de dicha metodologia sean cada vez mas rigurosos, lo cual ha devenido en
la exigencia de varias condiciones para que una sintesis asimétrica sea de utilidad.
Entre estas condiciones debe priorizarse que la sintesis sea muy selectiva y con buen
rendimiento y que el producto quiral obtenido pueda separarse facilmente del agente
quiral. Este ultimo ademéas debe ser accesible en alto exceso enantiomérico y debe
recuperarse al final del proceso con buen rendimiento y sin racemizarse.'?

Dado que la sintesis asimétrica involucra la formacion de nuevos centros
estereogénicos en un sustrato determinado mediante la influencia de un grupo
enantioméricamente puro, los métodos pueden ser divididos teniendo en cuenta como
dicha influencia es ejercida:®

e Métodos controlados por auxiliares quirales

e Métodos controlados por reactivos quirales



¢ Métodos controlados por catalizadores quirales

En las reacciones controladas por auxiliares quirales el control asimétrico se logra
intramolecularmente por un grupo director o auxiliar quiral, el cual es deliberadamente
unido en forma covalente a un material de partida proquiral en una etapa previa con el
objetivo de llevar a cabo una reaccidbn quimica de interés con elevada
diastereoselectividad. Una vez que ha cumplido con su propdsito, el auxiliar es
removido del producto y recuperado, pudiendo ser utilizado nuevamente.?

La (S,S)-(+)-pseudoefedrina ha sido empleada exitosamente como auxiliar quiral
en reacciones de adicién conjugada de reactivos organoliticos a amidas conjugadas
poliinsaturadas (Esquema 1.3).2* En una primera etapa, la pseudoefedrina es unida al
sustrato proquiral para generar la correspondiente amida quiral, cuya reaccién con el
reactivo organolitico permite obtener el producto de adicidn conjugada con elevados
excesos diastereoisoméricos. Finalmente, se lleva a cabo la remocidn y recuperacion

del auxiliar obteniéndose el producto de adicidon con excelente pureza enantiomérica.
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Esquema 1.3

El hecho de que el inductor pueda ser reutilizado en reiteradas ocasiones hace que
estas metodologias sean sumamente atractivas para fines industriales. Otra ventaja
adicional de este sistema es que los productos de la reaccién son diastereoisomeros.
Por lo tanto, incluso en aquellos casos donde la selectividad lograda no sea muy
elevada, el compuesto no deseado puede ser eliminado por métodos convencionales
como la recristalizacion o la cromatografia. De esta manera, una vez removido el
auxiliar, el producto final puede ser obtenido con una altisima pureza enantiomérica.
Esta es la razon por la cual estos métodos han sido exitosamente empleados en los

altimos 30 afios tanto a nivel académico como industrial. Sin embargo, la necesidad de



adicionar dos pasos extras a la secuencia sintética, la unién del auxiliar y su remocion,
constituye una de sus principales desventajas.

En los métodos controlados por reactivos quirales un sustrato aquiral es convertido
directamente en el producto enantioméricamente enriquecido mediante el uso de un
reactivo quiral. En contraste con el método anterior, en este caso el estereocontrol se
logra intermolecularmente.? Si bien este procedimiento es sumamente atractivo para
fines sintéticos, el rango de reacciones que pueden llevarse a cabo eficientemente
mediante reactivos quirales es aun relativamente limitado.

Un ejemplo de aplicacion de esta metodologia lo constituye la sintesis de alcoholes
homoalilicos enantioméricamente puros via reactivos organoboranos quirales. En el
Esquema 1.4 se representa el empleo de B-alildiisopinocanfenilborano en
alilboraciones de aldehidos para la obtencién de alcoholes homoalilicos con alta

pureza enantiomérica.?®

0 Et,0 OB\ NaOH/H,0,
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e.e.: 93%

Esquema 1.4

En los métodos mencionados anteriormente se requieren cantidades
estequiométricas de un compuesto enantioméricamente puro, ya sea como reactivo o
auxiliar quiral, aunque en el segundo los auxiliares quirales pueden recuperarse para
su reutilizacién. A diferencia de estos, los métodos controlados por catalizadores
quirales consisten en la utilizacion de un catalizador quiral para dirigir la conversion de
un material de partida proquiral en un producto enantioméricamente enriquecido
empleando reactivos aquirales. El principal atractivo de esta metodologia radica en la
formacion de una gran cantidad de producto Opticamente activo mediante el empleo de
una pequefia cantidad de agente quiral.?® Por definicion, un catalizador es una especie
gue introducida en pequefia cantidad disminuye la energia de activacion del estado de
transicion de una reaccion quimica, recuperandose estructural y funcionalmente

intacto al final del proceso.?® Sin embargo, esto no siempre se cumple y cantidades



mayores de catalizador deben ser usadas para lograr velocidades de conversién
razonables y/o para minimizar las pérdidas debido a reacciones colaterales.

Un ejemplo de aplicacion de esta estrategia se encuentra en la sintesis industrial
de (S)-DOPA, un aminoécido utilizado para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson. Un paso clave en la preparacion de dicho compuesto es una reaccion de
hidrogenacién enantioselectiva en la cual se utiliza un catalizador de rodio y (R,R)-1,2-
bis-[(2-metoxifenil)fenilfosfino]etano (DIPAMP) como ligando quiral (Esquema 1.5).2

HsCOmCOOH H (R,R)-DIPAMP-Rh(I) H3CO:©/YCOOH
+ 2
NHCOCH NHCOCH
HyCo0C ’ HaCOOC °
Rend.: 90%
e.e..95%

OCH3

P\/\P HOWCOOH
NH
OCHs HO 2

(S)-DOPA
(R,R)-DIPAMP (ligando quiral)

Esquema 1.5

1.6. Biomasa como fuente de quiralidad

Las fuentes de quiralidad requeridas en cualquier proceso de sintesis asimétrica
provienen de la naturaleza. Las sustancias naturales que mas se han explotado dentro
de este marco son terpenos (alcanfor, a-pineno, B-pineno, 2-careno, 3-careno,
mentol), alcaloides (brucina, efedrina, estricnina, quinina, quinidina, esparteina,
emetina), aminoacidos (prolina, valina, fenilalanina, hidroxiprolina, cisteina, metionina),
hidroxidcidos (&cido tartarico, acido lactico, &cido mandélico, &cido malico) y
carbohidratos (glucosa, xilosa, galactosa, manitol, ramnosa, fructosa). Sin embargo,
una limitacion es que algunos de estos compuestos no se caracterizan por su
abundancia, por lo que su valor de mercado suele ser elevado. Por este motivo, la
busqueda de alternativas econdémicas y sustentables para la obtencion de productos
enantioméricamente puros es de suma importancia.

Los carbohidratos son los productos naturales con mayor cantidad de centros

estereogénicos y atomos potencialmente ligantes por molécula. Dada su abundancia,



estas biomoléculas, son ademas de bajo costo y facil acceso. Desde el punto de vista
de la busqueda de fuentes alternativas de materias primas econdémicas y sustentables,
los carbohidratos son por lo tanto un modelo ejemplar para el desarrollo de
herramientas sintéticas dirigidas a la obtencion de compuestos enantioméricamente

puros.

1.7. Celulosa como fuente de quiralidad

La celulosa es un biopolimero producido por los vegetales mediante el proceso de
fotosintesis, siendo la unidad monomérica la celobiosa la cual est4 formada por
unidades de D-glucosa unidas mediante enlace glicosidico 3 entre el carbono 1 de una
unidad y el grupo hidroxilo del carbono 4 de la unidad siguiente (Figura 1.5). La misma
tiene una estructura lineal en la que se establecen multiples puentes de hidrégeno
entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas de glucosa yuxtapuestas, haciéndola
impenetrable al agua y originando fibras compactas que constituyen la pared celular

de las células vegetales.?’
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Figura 1.5

Una de las maneras de aprovechar parte de la celulosa es sometiéndola a
procesos de pirdlisis. Esta técnica que desempenfa un rol fundamental en la conversion
de biomasa,? consiste en aplicar calor a materia organica generandose en el proceso
carbon, liquidos organicos condensables y gases no condensables, entre otros
compuestos. Cuando esta técnica se aplica a material celulésico se produce la
degradacion de la cadena polimérica y pueden obtenerse distintos productos con
rendimientos variables en funcién de las condiciones experimentales empleadas

(Esquema 1.6).8
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Entre los distintos productos que se obtienen ha resultado de especial interés
levoglucosenona, debido a que se trata de un compuesto quiral obtenido en forma
enantioméricamente pura cuya funcionalizacion permite llevar a cabo diversas

transformaciones quimicas con un alto grado de selectividad.?®

1.8. Obtencién de levoglucosenona

A principios de 1970 los grupos de Yoshio Tsuchiya - Kikuo Sumiy Frank Wodley
demostraron en forma independiente y simultanea la obtencién de un compuesto
nuevo y desconocido generado mediante la pirdlisis de celulosa tratada con
retardantes de ignicién acidos.*>3! Sin embargo, no fue hasta 1973 que el grupo de A.
Broido asignd la estructura de este compuesto como 1,6-anhidro-3,4-dideoxi-p-D-
glicero-hex-3-enopiranos-2-ulosa, mas conocido como levoglucosenona (1).%?

El proceso de degradacion térmica de celulosa consiste en una serie de reacciones
de transglicosidacion intramoleculares, en las cuales los grupos hidroxilos libres
presentes en la celulosa pueden participar en la ruptura de la union (1—4)-glicosidica,
generandose subproductos que eventualmente podrian propagar el proceso de
pirélisis.>® En el curso de estas transformaciones quimicas se obtiene una notable
variedad de compuestos, siendo el producto predominante la 1,6-anhidro-p-D-
glucopiranosa o levoglucosano.®® Por otro lado, cuando en el proceso de pirdlisis se
emplean retardantes de ignicion acidos, el producto mayoritario resulta ser

levoglucosenona.



Estas diferencias en los resultados llevaron a investigar de manera mas minuciosa
lo que estaba ocurriendo en estos procesos. Se observo que tanto la pirélisis acida de
celulosa como de levoglucosano conducian a la obtencién de levoglucosenona.®3? En
base a estos resultados se sugirié6 que en medio &cido el levoglucosano generado por
degradacion térmica de celulosa podria sufrir una reaccion de deshidratacion seguida
de un reordenamiento del cation inicialmente formado para transformarse en la
hidroxicetona IV (Esquema 1.7). Dicha especie se transformaria en levoglucosenona

luego de experimentar un proceso de deshidratacion y posterior deprotonacion.®?
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Fred Shafizadeh y colaboradores realizaron importantes estudios metodolégicos
con el propésito de optimizar las condiciones experimentales de pirélisis para la
obtencién de levoglucosenona.?*3¢ Investigaron el efecto que producian las distintas
variables del proceso (presion, temperatura, tipo y concentracién de acido) en el
rendimiento del producto deseado, encontrando que los mejores resultados se
lograban con el uso de acido fosforico a una concentracion entre el 0,5 y 1%.
Asimismo observaron experimentalmente que el rango 6ptimo de temperatura estaba
entre 300 y 400 °C. La transferencia de calor jugaba un rol vital en el éxito de estas
transformaciones quimicas, lo cual se evidencié en la notable disminucion de los

rendimientos a medida que se incrementd la cantidad de celulosa a pirolizar.3*3¢ E|



rendimiento reportado de levoglucosenona en escala preparativa estuvo en el rango
del 2 al 4%, conteniendo aproximadamente un 5% de 2-furfuraldehido como Unica
impureza.

Prakash Bahté y Derek Horton también informaron una metodologia en escala de
laboratorio para el aislamiento y purificacion de levoglucosenona a partir de la pirdlisis
de papel de desecho.*

Si bien el proceso pirolitico es un procedimiento sustentable, ya que se lleva a
cabo en condiciones libres de solvente, la busqueda de procesos aun mas amigables
con el medio ambiente para la obtencion de levoglucosenona dirigio el interés hacia el
desarrollo de métodos alternativos que permitieran realizar esta transformacion
quimica.

El uso de radiacién de microondas para acelerar reacciones organicas ha tenido
una utilidad creciente como proceso beneficioso para el medio ambiente, dado que el
efecto de calentamiento ultra répido posibilita un mayor aprovechamiento
energético.®®%® La evaluacion de los requerimientos de energia en las
transformaciones quimicas es un factor muy importante que debe ser tenido en cuenta
al disefiar un proceso que pregone los principios de la sostenibilidad. A raiz de ello, en
nuestro laboratorio se ha desarrollado y optimizado una técnica de pirélisis de material
celulésico asistida por radiacion de microondas.*® Las metodologias ensayadas
mostraron ser rapidas, sencillas y reproducibles, posibilitando la obtencién de un crudo
de pirdlisis con rendimientos entre 7-8% conteniendo levoglucosenona y como unicas
impurezas acido levulinico (11-13%) y 5-hidroximetilfurfuraldehido (2-3%), siendo

ambas facilmente removibles en el proceso de purificacién (Esquema 1.8).4°

1) HsPO, 1% HO
2) Microondas (0]
CELULOsa 2 Microondas + CHO
7 8% \ CO,H

Ievoglucosenona 5-hidroximetil- acido levulinico
2-furfuraldehido

Esquema 1.8

El rendimiento de levoglucosenona alcanzado tanto en los procesos piroliticos por
calentamiento convencional como en los asistidos por radiacion de microondas puede
parecer bajo. Sin embargo, si se considera que es un procedimiento en una Unica
etapa que proporciona un producto con un elevado potencial sintético y que puede
obtenerse incluso de material de desecho, el mismo se convierte en ecoldgica y

econdémicamente muy atractivo.



También se ha reportado la sintesis de levoglucosenona partiendo de D-galactosa
por transformaciones quimicas en varias etapas,* a partir de D-glucosa mediante una
reaccion de deshidratacion en condiciones vigorosas,? o empleando furfural como
material de partida,*? pero el método mas simple y econémico sigue siendo la pirélisis

de material celulésico.

1.9. Aplicaciones de levoglucosenona

Levoglucosenona es un compuesto biciclico enantioméricamente puro cuyas
caracteristicas estructurales mas significativas son la presencia de un sistema
carbonilico o,B-insaturado muy reactivo y un puente 1,6-anhidro que fija la
conformacion del sistema y esconde estéricamente la cara B (endo) de la molécula.
Esta caracteristica sobresaliente actia como elemento de estereocontrol permitiendo
inducir selectividad facial en diversas reacciones desarrolladas sobre la enona.
Levoglucosenona presenta tres grupos funcionales reactivos: unién anhidro

glicosidica, grupo cetona y doble enlace, tal como se indica en la Figura 1.6.

cara endo
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Figura 1.6

Cada uno de estos grupos funcionales puede reaccionar selectivamente
dependiendo de las condiciones de reaccidbn empleadas. Algunos ejemplos de la
variedad de transformaciones quimicas que pueden realizarse con éxito sobre este
sustrato quiral son: adiciones nucleofilicas al grupo carbonilo, adiciones conjugadas al
sistema carbonilico a,B-insaturado, el uso de esta estructura como diendfilo en
reacciones de cicloadicion [4+2] para producir derivados de ciclohexanos
polifuncionalizados y en reacciones de cicloadicién 1,3-dipolares para la formacién de
heterociclos, adiciones electrofilicas sobre el doble enlace, hidrélisis del acetal
intramolecular, reacciones de anelacién con cianoftaluros y procesos de extrusion
fotoquimica del C-1 como diéxido de carbono.??°

Desde el primer reporte sobre la preparacion de levoglucosenona hace 40 afios, se
han llevado a cabo diversas investigaciones en diferentes centros cientificos para

desarrollar una amplia variedad de aplicaciones de este sinton quiral en sintesis de



compuestos enantioméricamente puros, algunos de ellos con interesantes actividades
biol6gicas.*

1.9.1. Empleo de levoglucosenona en la resolucién de mezclas racémicas

Se ha reportado el empleo de una mezcla de levoglucosenona y su cuasi-
enantiomero isolevoglucosenona en la resolucion de mezclas racémicas de nitronas
mediante reacciones de cicloadicion (Esquema 1.9).** De este modo, ambas enonas
son capaces de adicionarse simultdnea y selectivamente a cada enantiomero de
nitrona, con velocidades similares y selectividades opuestas, actuando como agentes
de resolucion en un procedimiento denominado Resolucion Cinética Paralela (Parallel
Kinetic Resolution-PKR). Mediante este procedimiento se demostré que pueden
formarse los dos aductos cuasi-enantioméricos con elevados niveles de doble

inducciéon asimétrica.
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Esquema 1.9
1.9.2. Empleo de levoglucosenona en amplificacion quiral

En la literatura se pueden encontrar varios ejemplos del empleo de
levoglucosenona en diferentes estrategias sintéticas estereoselectivas para la
construccion de distintos productos ya sean de origen natural o sintético.*?

Entre los diversos compuestos que se han obtenido utilizando este sinton quiral se
encuentra la (-)-tetrodotoxina, una toxina presente en el veneno del pez globo.*® La
tetrodotoxina es un producto natural conocido no sélo por su potente toxicidad sino
también por su novedosa y compleja arquitectura molecular (Figura 1.7). Otros
ejemplos del empleo de levoglucosenona como sintdén quiral lo constituyen la sintesis
de feromonas como el (+)-grandisol*® y de inhibidores de la proliferacién de ciertas

células cancerigenas (Figura 1.7).4
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Figura 1.7

En nuestro laboratorio se empled levoglucosenona para sintetizar un derivado
triacetilado del D-alal, el glical derivado del azlcar raro D-alosa.*® Un glical es un enol
éter ciclico derivado de un azlucar que contiene un doble enlace entre el carbono
anomeérico y el carbono adyacente. Los glicales presentan una amplia versatilidad en
la sintesis de oligosacéridos, C-glicosidos, C-nucledsidos y otras moléculas de
importancia biolégica destinadas, entre otras cosas, al desarrollo de vacunas
sintéticas.*® La sintesis del tri-O-acetil-D-alal se logr6 en 6 pasos con un 55% de
rendimiento global a partir de levoglucosenona (Esquema 1.10). Este procedimiento
para la preparacion del D-alal sustituido es simple y eficiente, y con un rendimiento
global que es significativamente mas alto que los obtenidos en las metodologias

previamente informadas.*®

OAc
tri-O-acetil-D-alal

Esquema 1.10



1.9.3. Empleo de levoglucosenona en sintesis asimétrica: catalizadores
quirales

Los aminoalcoholes quirales son estructuras moleculares versétiles que han sido
ampliamente utilizados en sintesis asimétrica como catalizadores o auxiliares
quirales.?®° En este contexto, levoglucosenona ha sido empleada como sintén quiral
para el desarrollo de 1,2-aminoalcoholes quirales, algunos de los cuales fueron
inmovilizados sobre la resina de Wang con el proposito de ser utilizados como
catalizadores soportados (Figura 1.8).>*
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Figura 1.8

La capacidad inductiva de estos aminoalcoholes derivados de levoglucosenona fue
evaluada en la adiciébn enantioselectiva de dietilcinc a benzaldehido. En todos los
casos, se obtuvo el 1-fenilpropanol con excelentes rendimientos y buenos excesos
enantioméricos (hasta 70%) (Esquema 1.11). Ademas, los aminoalcoholes pudieron
ser reciclados y reutilizados sin pérdida de la actividad catalitica.>!

CHO 1,2-aminoalcohol CH,CHg (;J\HZCHE.
derivado de -
levoglucosenona OH OH
+ (CH;CHy)»Zn +

e.e.: hasta 70%

Esquema 1.11

Recientemente ha adquirido gran interés el empleo de pequefias moléculas
organicas libres de metales como catalizadores quirales, procedimiento conocido
como organocatdlisis.®> Dentro de este marco, en nuestro laboratorio se ha

desarrollado una familia de pirrolidinas derivadas de levoglucosenona para ser



utiizadas como organocatalizadores en transformaciones organicas asimétricas
(Figura 1.9).%3

R=-H, -Me, -Bn
Ar= -Ph, 2-naftilo, 2-furilo

Figura 1.9

Estas pirrolidinas quirales fueron empleadas exitosamente en reacciones de Diels-
Alder via iones iminio entre (E)-cinamaldehido y ciclopentadieno (Esquema 1.12),
alcanzandose selectividades exo/endo hasta 85:15 y excesos enantioméricos hasta
90%.%*

15 mol %
pirrolidina derivada

CHO de levoglucosenona, CHO OHC
J/ . @ 15 mol % HCIO4 @/ ) \@ , aductos
. - endo

Ph ‘Ph PH"

aductos exo

Esquema 1.12

1.9.4. Empleo de levoglucosenona en sintesis asimétrica: auxiliares
quirales

En los ultimos afios se han dedicado numerosos esfuerzos con el objeto de disefiar
herramientas quirales para sintesis asimétrica basadas en la estructura de
levoglucosenona. Desde el primer ejemplo de aplicacion de derivados de
levoglucosenona como auxiliares quirales,® quedd manifiesta la potencial aplicacién
de este sintdn quiral en este campo de la quimica.

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado distintos alcoholes a partir de
levoglucosenona para ser empleados como auxiliares quirales en reacciones

organicas asimeétricas (Figura 1.10).



Figura 1.10

Estos alcoholes fueron evaluados como inductores asimétricos en reacciones de
Diels-Alder entre los correspondientes ésteres acrilicos y diferentes dienos (Esquema
1.13).54%8 La totalidad de las reacciones evaluadas mostraron ser endo selectivas,
observandose en algunas experiencias valores de relacion endo/exo hasta 98:2. La
selectividad facial entre los aductos endo dependié del auxiliar quiral y de las
condiciones experimentales empleadas, lograndose excesos diastereocisoméricos
hasta el 98%. La hidrdlisis de los aductos de Diels-Alder generé los correspondientes
acidos carboxilicos libres junto con la recuperacién de los auxiliares quirales, los

cuales pudieron ser reutilizados.
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1.10. Biomasa como fuente de compuestos bioactivos

A lo largo de los siglos la naturaleza ha cubierto las necesidades basicas de la
humanidad, siendo una no menor la provision de medicinas para el tratamiento de un
amplio espectro de enfermedades. Las plantas en particular han jugado un rol
predominante en el desarrollo de los sistemas de medicina tradicional. Como ejemplo
se puede citar el “papiro Eber”, uno de los tratados médicos mas antiguos y mejor
conservados de la historia que data aproximadamente del 1500 AC. En €l se hallan
unas 700 férmulas y remedios, la mayoria derivados de plantas. También se hallan
registros del uso de sustancias obtenidas de fuentes vegetales por parte de las
civilizaciones de la Mesopotamia para tratar una cantidad importante de dolencias,
algunas de las cuales se utilizan hoy en dia. Mas conocido es el empleo de hierbas en
la medicina tradicional china y en la medicina ayurvédica india.%°

En el mundo occidental los griegos y romanos han hecho un aporte sustancial al
uso de hierbas medicinales con los trabajos de Dioscérides y Galeno, siendo éste
altimo un médico conocido a lo largo y ancho del imperio romano por sus férmulas
empleando fuentes vegetales y que ademas influyd hondamente en el posterior
desarrollo de la medicina moderna. La preservacién de gran parte de la experiencia
greco-romana durante la edad media es atribuida a los arabes, quienes posteriormente
la expandieron agregando su propio conocimiento en la materia.’® Desde la
implementacion del método cientifico y, mas importante aun, desde los principios del
siglo XX hasta nuestros dias resulta dificil si no imposible hablar de descubrimiento de
compuestos bioactivos sin hacer mencién a los productos naturales (PNs) y a la
investigacion en este campo.

Si bien las contribuciones de los metabolitos secundarios o PNs a la medicina
moderna son abundantemente claras, hay aun cierto debate acerca de la funcién por
la cual estos compuestos son producidos por los organismos. Inicialmente se los ha
pensado como productos de desecho; sin embargo, estudios posteriores han revelado
que los organismos han evolucionado estos complejos y a menudo téxicos quimicos
con propésitos de defensa, comunicacién y predacion. Un ejemplo fascinante es
aportado por las pupas del escarabajo Epilachna borealis, las cuales como mecanismo
contra la predacion secretan de sus glandulas capilares pequefias gotas de veneno
conteniendo casi 100 poliaminas macrociclicas sintetizadas todas a partir de soélo 3
precursores. Esto constituye ademas un ejemplo de que la quimica combinatoria ha
sido ya empleada por la naturaleza para sus propios fines.*®

Mas alla de las razones evolutivas y de supervivencia, puede resultar ilégico
pensar que un microorganismo o una planta puedan producir un compuesto que pueda

tener un efecto sobre una especie que no se halla presente en su nicho ecolégico.®



Sin embargo, el ser humano ha sacado provecho de esta peculiar caracteristica y es
asi que ha surgido el enorme arsenal de farmacos actual para tratar diferentes
patologias, desde infecciones hasta cancer. Un ejemplo lo constituye las altamente
exitosas estatinas, empleadas en el tratamiento de pacientes con hipercolesterolemia
al ser inhibidoras de la HMG-CoA reductasa.®’ Las razones para esta eficaz
coincidencia probablemente recaigan en la naturaleza finita del espacio bioldgico. La
mayoria de los blancos biol6gicos (proteinas y acidos nucleicos) estdn compuestos de
los mismos bloques de construccion en todas las especies. De esta forma, aunque los
blancos biolégicos originales por los cuales el PN se generé y aquellos terapéuticos no
estén evolutivamente relacionados, comparten dominios estructurales cuya

arquitectura es similar.5%.62

1.11. Productos naturales versus compuestos de sintesis

La quimica combinatoria es un set de técnicas desarrolladas para la sintesis
simultdnea de grandes colecciones de compuestos (bibliotecas quimicas), para llevar
a cabo cribado de alto rendimiento o “High-throughput screening” (HTS) contra blancos
bioldgicos. La tecnologia fue rapidamente incorporada dentro de la industria
farmacéutica y usada para generar colecciones extensas de compuestos con el
propésito de explorar un espacio quimico diferente al abarcado por los PNs. Las
expectativas de que el HTS de un vasto nimero de compuestos deberia ser mas
eficiente y menos costoso que los acercamientos tradicionales hacia el descubrimiento
de compuestos bioactivos condujeron a un abandono paulatino de la investigacion
sobre PNs en varias compafiias. Mientras hay quienes sostienen que la quimica
combinatoria ha resultado util en la generacion de nuevos lideres, el numero
decreciente de nuevas entidades quimicas (NEQs) indica que los desarrollos
combinatorios de novo en los Ultimos afios han sido desalentadores.*® De hecho, sélo
el 36% de los nuevos farmacos de bajo peso molecular obtenidos en el periodo
comprendido entre 1981 y 2010 fueron sintéticos en origen. Y si se cuentan las
vacunas Yy farmacos peptidicos ese porcentaje desciende al 29%. Quiere decir esto
qgue la mayoria de los medicamentos generados en las ultimas décadas son PNs o
estan inspirados en los mismos.%

La region restringida del espacio quimico explorada por los compuestos de sintesis
combinatoria, comparada a los PNs y sus derivados, puede explicar por qué la
naturaleza ha sido una fuente productiva de compuestos para el desarrollo de
medicinas.5364

Cuando se comparan a los compuestos preparados mediante técnicas

combinatorias, los PNs poseen en promedio, pesos moleculares mayores y estructuras



mas complejas que los productos de sintesis presentes en las colecciones analizadas.
Esto ultimo implica que los PNs poseen mas atomos cabeza de puente con hibridacion
sp3, mas anillos y mas centros estereogénicos por molécula que los compuestos de
sintesis. Ademas, los compuestos naturales poseen mayor cantidad de oxigeno y
menor cantidad de nitrégeno, de azufre y de halégenos que los sintéticos. Por otro
lado, los PNs tienden a ser més rigidos que los combinatorios, es decir poseen mayor
nimero de insaturaciones y de sistemas de anillos, presentando consecuentemente
menor numero de enlaces rotables. Tienden ademéas a ser menos hidrofébicos, y a

poseer mas atomos dadores y aceptores de puente hidrégeno.53-5°

1.11.1. Aprovechamiento de la diversidad quimica de los productos
naturales

Los PNs generalmente se caracterizan por tener altas afinidades de union por
sistemas de receptores especificos. El conocimiento de la quimica medicinal indica
que la remocion de los centros quirales, la introduccion de flexibilidad adicional en la
molécula y disminucion de su tamafio generalmente llevan a una pérdida de
especificidad y a una actividad biol6gica débil. En vista de estos hechos, es
interesante considerar que en muchas oportunidades las investigaciones orientadas a
reemplazar compuestos naturales por sintéticos utilizan exactamente estos tipos de
modificaciones desfavorables.5®

Por tal motivo se han estado desarrollando estrategias innovadoras que
aprovechan la diversidad quimica de los productos naturales. Tales estrategias
incluyen: la preparacién de colecciones de compuestos inspiradas en PNs,®"8 |a
sintesis de novo de productos naturales por biosintesis combinatoria y técnicas
relacionadas incorporando para ello conocimiento genético derivado de los proyectos
de secuenciacion genémica,®*"* o la modificacién quimica de extractos por reacciones

quimicas.”

1.11.2. Pir6lisis de biomasay obtencién de compuestos bioactivos

La pirdlisis de biomasa ha surgido como una alternativa adicional a las
mencionadas anteriormente con el propdésito de desarrollar herramientas tendientes a
obtener nuevos compuestos bioactivos. Si bien la metodologia de pirdlisis es muy
conocida y viene siendo empleada desde tiempos remotos, solo recientemente se
empez6 a estudiar el efecto de bioaceites obtenidos mediante pirélisis de diversas
fuentes naturales con el objetivo de encontrar compuestos bioactivos.

Entre los ejemplos se cuentan el efecto antifingico de bioaceites provenientes de

la pirélisis de corteza de pino y roble.” Ademas en este trabajo se informa que estos



crudos actuaron como impermeabilizantes del agua cuando se aplicaron a madera de
pino. Las actividades mencionadas se potenciaron cuando se extrajeron compuestos
fendlicos generados por la descomposicion de lignina. Estos resultados resaltan la
importancia de la aplicacion de estos bioaceites en la preservacion de la madera luego
de su produccién.”

Por otro lado, se ha informado la actividad antimicrobiana de los bioaceites
obtenidos de pirdlisis de hojas de tabaco frente a microorganismos patégenos de
cultivos horticolas. También se destaco el potencial efecto pesticida de estos crudos
ya que afectaron el crecimiento poblacional de un escarabajo causal de graves dafios
a los cultivos de papa en Estados Unidos y Canada.”

Como ultimo ejemplo cabe mencionar los trabajos del grupo de Martin Friedman en
lo que respecta a las actividades biolégicas de los crudos de pir6lisis de cascara de
arroz. Entre los efectos proporcionados por estos bioaceites se destacan: propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias en ratones y una importante actividad antidiabética en
ratones con diabetes inducida por aloxano o con una dieta alta en grasas. En el dltimo
caso ademas se lograron revertir a valores normales los niveles de triglicéridos y
colesterol total. Por dltimo, los crudos de pirdlisis inhibieron el crecimiento de
Salmonella Typhimuriumin in vitro y en un modelo de infeccién en ratones.”

Estos trabajos destacan la pirélisis de biomasa no sélo como generadora de
compuestos bioactivos sino también como medio para reciclar y agregar valor a
subproductos agroindustriales. Lo llamativo de los ejemplos mencionados en los
parrafos precedentes es que si bien se han observado efectos bioactivos interesantes,
en ningun caso se logro aislar el compuesto responsable de las actividades
observadas. Es ldgico pensar que este resultado se deba a una dificultad en la
purificaciéon de una mezcla compleja de productos. Seria deseable, sin embargo,
determinar la identidad de un compuesto responsable de una actividad biolégica
presente en una mezcla, no sélo con fines de elucidacion sino ademas para poder
realizar posteriormente ensayos biolégicos mas detallados y obtener compuestos
adicionales a partir de la estructura de origen que puedan mejorar las actividades

observadas.

1.12. Ensayos bioldgicos apropiados

El éxito de cualquier investigacion orientada a la bldsqueda de compuestos
bioactivos en mezclas de productos requiere utilizar bioensayos adecuados para poder
monitorear grandes cantidades de compuestos simultdneamente en funcion de la
actividad bioldgica y herramientas poderosas de aislamiento y analisis con el propdsito

de determinar la identidad del compuesto activo.



Con respecto al primer punto, las herramientas autograficas resultan de gran
ayuda para tal fin. Estas combinan la capacidad separativa de la cromatografia en
capa delgada con la determinacion in situ de una actividad biologica de alguno de los
compuestos presentes en una mezcla.”

La metodologia consta principalmente de dos etapas: la primera consiste en
separar por cromatografia en capa delgada (CCD) los componentes de un extracto o
crudo (Figura 1.11, paso 1). La segunda etapa involucra varios pasos y consiste en
revelar la placa cromatografica utilizando un método de tincién adecuado que permita
reportar alguna actividad biologica (Figura 1.11, pasos 2 y 3). De esta manera, los
componentes activos de la mezcla son detectados a través de los halos de inhibicién
que ellos producen. Los compuestos adsorbidos en la fase estacionaria de una placa
cromatografica difunden hacia un medio liquido (gelificado o no) que contiene una
enzima, microorganismo o reactivo quimico (generalmente acompafado de un

revelador), ejerciendo su actividad biolégica (Figura 1.12).7°
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En el presente trabajo, los crudos obtenidos por las diferentes reacciones de
pirélisis fueron sometidos a diversos ensayos biol6gicos en busca de compuestos
activos. Los métodos autograficos que se emplearon se pueden clasificar como:

» Métodos autograficos que emplean enzimas:

o Ensayo para la deteccion de inhibidores de B-glucosidasa
e Ensayo para la deteccion de inhibidores de acetilcolinesterasa
e Ensayo para la deteccion de inhibidores de xantina oxidasa

» Métodos autograficos que emplean agentes quimicos:

e Ensayo para la deteccibn de antioxidantes basado en la captacién de
superoxido
¢ Ensayo antioxidante basado en la captacion del radical DPPH

» Meétodos autograficos que emplean células enteras:

e Ensayo para la deteccién de inhibidores del sistema regulador de la
virulencia de Salmonella PhoP/PhoQ

1.12.1. Métodos autogréaficos que emplean enzimas

1.12.1.1. Deteccion de inhibidores de p-glucosidasa

Las glicosidasas son enzimas responsables de la hidrélisis de poli- y
oligosacéaridos en mondémeros. Estan involucradas en procesos bioldgicos tales como
digestién, biosintesis de glicoproteinas y catabolismo lisosomal de glicoconjugados.
Los inhibidores de glicosidasas han sido sujeto de extenso interés por su potencial
como farmacos para el tratamiento de diabetes, cancer, infecciones virales, por citar
algunas.”” El método bioautogréfico para la busqueda de inhibidores de B-glucosidasa
consiste en el depdsito sobre la CCD de un gel conteniendo a la enzima y una solucion
de FeCls. Una vez que el gel se enfria, se sumerge la placa en una solucién del
sustrato esculina. La enzima escinde el enlace glucosidico del sustrato esculina
generando esculetina que en presencia de FeCl; forma un complejo marrén.”® La
reaccion se ilustra en la Figura 1.13. Si un compuesto presente en la mezcla es un
inhibidor de B-glucosidasa la esculina no seréa hidrolizada y por lo tanto no se formara

el complejo coloreado observandose un halo mas claro en el Rt correspondiente.
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1.12.1.2. Deteccién de inhibidores de acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) es un blanco terapéutico para el tratamiento de la
conocida enfermedad de Alzheimer. Una de las estrategias para el tratamiento de esta
enfermedad es contrarrestar el deterioro de la actividad colinérgica en el cerebro
usando inhibidores de AchE. Estos compuestos no curan ni previenen la enfermedad,
pero estabilizan la cantidad de acetilcolina en las sinapsis de la corteza cerebral al
impedir su hidrélisis. De esta manera se prolonga el tiempo de accién de la acetilcolina
en las sinapsis.™

Existen dos bioensayos sobre placa cromatografica disponibles para la busqueda
de inhibidores de AChE. El primero fue desarrollado por Verpoorte® de acuerdo al
método de Ellman,®! y el segundo, por Hostettmann® de acuerdo al método de van
Asperen.®® En el método de Ellman se emplea ioduro de acetil tiocolina (ATCI) como
sustrato enzimatico. El producto generado, tiocolina, es revelado por reaccién con 5,5'-
ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) para dar 5-tio-2-nitrobenzoato (color amarillo).
(Figura 1.14)
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El ensayo bioautogréafico de Verpoorte consiste en el rociado inicial de DTNB/ATCI
sobre la placa cromatogréfica seguido del rociado de la enzima. En aquellas regiones
de la misma en las que se encuentren inhibidores de AChE el sustrato (ATCI) no se
hidrolizara y por lo tanto los compuestos en cuestién se manifestaran a través de halos
incoloros en la matriz amarilla.

Por su parte el ensayo de van Asperen se basa en la hidrélisis del acetato de 1-
naftilo catalizado por la AChE. El producto generado, naftol, es revelado por reaccion
con el colorante Fastblue B para dar un colorante diazo purpura (Figura 1.15).

El ensayo bioautografico de Hostettmann consiste en el rociado inicial de la enzima
sobre la placa cromatogréafica. Luego de un periodo de incubacion, se rocia una
mezcla de alcohol:agua de acetato de 1-naftilo/Fastblue B (sustrato/colorante). En las
regiones de la CCD que existan inhibidores de AChE no se hidrolizaré el sustrato para
producir naftol; por consiguiente, se observaran halos incoloros a través de la matriz

purpura.
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1.12.1.3. Deteccion de inhibidores de xantina oxidasa

La xantina oxidasa (XO) cataliza la hidroxilacion in vivo de hipoxantina a xantina y
subsecuentemente, de xantina a &cido Urico. Durante la reaccién de la XO, el oxigeno
molecular actia como aceptor de electrones. La reduccion parcial del oxigeno genera
simultdneamente los intermediarios radical anion superdxido (O27) y peréxido de
hidrogeno (H.0>).8* La sobreproduccién de cualquiera de los productos de la reaccién
catalizada por la XO (acido urico, H20., o O.") ha sido relacionada con varias
condiciones patolégicas. En otros términos, la actividad incrementada de XO es
considerada como una fuente principal de estrés oxidativo. Esto es, el desbalance
entre la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y las defensas
antioxidantes del organismo.

El &cido drico a pH fisiolégico se encuentra como urato, el cual tiene una
solubilidad limitada en agua. Este hecho, sumado a una produccion en exceso, lleva a
la formacion de depdsitos de cristales en varios lugares, particularmente en las
articulaciones y en los rifiones, desencadenando diferentes procesos patoldgicos.®®

Por otra parte el H,O,, el Oz y otros radicales libres derivados de ellos estan
implicados en diferentes tipos de desérdenes vasculares, incluyendo dafio por hipoxia

y por isquemia-reperfusion, infarto de miocardio, hipertension y ateroesclerosis.® Las



EROs oxidan proteinas, lipidos, acidos nucleicos, carbohidratos y otros componentes
celulares.® En situaciones de isquemia-reperfusion, las EROs son las principales
responsables del dafio en érganos transplantados o reperfundidos.®”# Por todo lo
mencionado, la inhibicibn de esta ruta enzimatica tiene un importante interés
terapéutico.

Una de las formas de realizar el seguimiento de la actividad de la XO es a través
de la determinacion de los productos de la oxidacion de la xantina: acido urico, H.02 0
O;". La bioautografia desarrollada para la busqueda de inhibidores de XO se basa en
la deteccion del O,-generado empleando como revelador azul de tetrazolio (NBT). El
método consiste en el depdsito sobre la placa cromatografica de un gel conteniendo
una mezcla de XO y NBT. Luego, el sistema es sumergido en una solucion del
sustrato xantina, el cual es oxidado por la XO a acido Urico generando Oz como
subproducto. Este radical reacciona con el NBT, de color amarillo transformandolo a
su forma reducida formazan, de color violeta (Figura 1.16). Por lo tanto en aquellos
lugares de la placa cromatografica en donde haya ausencia de O,-se observaran halos

mas claros respecto al resto de la bioautografia.®®
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Si bien el Oz es un buen indicador de la actividad de la XO, su utilizacién puede
llevar a falsos positivos: un compuesto presente en la placa cromatografica que sea
capaz de reaccionar con Oz a una velocidad similar o mayor que NBT también
quedara evidenciado como una mancha clara. En este caso, el halo observado no
corresponderia a una disminucién de la actividad enzimatica sino a una disminucién de
la cantidad de O;del medio de reaccion.

Para poder diferenciar compuestos inhibidores de XO de compuestos no
inhibidores de la enzima que reaccionan con Oy'se puede utilizar, en paralelo al
ensayo de inhibicion de XO, un ensayo control en el cual el O;'sea generado

quimicamente.

1.12.2. Métodos autograficos que emplean agentes quimicos

1.12.2.1. Deteccion de antioxidantes captadores de superéxido
La riboflavina (RF) es un conocido fotosensibilizador que puede ser excitado con
luz hacia su estado triplete 3RF*. Esta UGltima especie reacciona con oxigeno triplete
(302) generando superéxido (O;~) y 'RF como productos (Figura 1.17).%°
La bioautografia basada en el sistema riboflavina/luz consiste en el depdsito sobre
la placa cromatogréafica de un gel conteniendo una mezcla de riboflavina, colorante
NBT y el catalizador N,N,N’'N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED). Posteriormente la
placa con el gel es expuesta a la luz durante unos minutos. De esta forma la luz inicia
el proceso de generacion de O,, cuya presencia es detectada por reaccion con NBT
al igual que sucedia en el ensayo de XO. Aquellos compuestos que secuestren el Oy
-del medio se observaran en la bioautografia como puntos claros en una matriz violeta.
Por lo tanto, la bioautografia de riboflavina presenta dos utilidades:
» la primera, como ensayo de deteccién de compuestos antioxidantes y
» la segunda, como control del ensayo de XO. La comparacion directa de este
ensayo con el de XO permite diferenciar compuestos captadores de O, de
inhibidores de XO. Los captadores de O presentaran halos en el ensayo de
riboflavina y en el de XO, mientras que los inhibidores lo haran solo en el

ensayo de XO.
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1.12.2.2. Deteccion de compuestos antioxidantes captadores de DPPH

El 2,2-Di (4-tert-octilfenil)-1-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical sintético estable.
Esta estabilidad es debida a la deslocalizacion del electrén desapareado por toda la
molécula que impide la dimerizacibn, como sucede para la mayoria de los otros
radicales libres (Figura 1.18). Esta deslocalizacion es la responsable de originar el
color violeta que lo caracteriza. Cuando una solucién de DPPH se mezcla con una
sustancia capaz de donar un atomo de hidrégeno, se origina la forma reducida del
DPPH. La coloracion violeta se pierde y prevalece la coloracién amarilla del grupo

picrilo presente.®!

La autografia consiste en aplicar sobre el cromatograma en forma de aspersién
una solucion etandlica de DPPH. Luego de un determinado tiempo los compuestos

antioxidantes se observaran como puntos amarillos en una matriz violeta®® (Figura

1.18).
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1.12.3.  Métodos autograficos que emplean células enteras

1.12.3.1. Deteccidon de represores del sistema regulador de la virulencia de
Salmonella enterica PhoP/PhoQ

La virulencia de un patégeno debe ser entendida como todos aquellos procesos
fisiolégicos y moleculares que dan por resultado la invasiébn de un organismo
hospedador llevando en ultima instancia al desarrollo de la enfermedad con la
concomitante aparicion de sus sintomas respectivos. Estos eventos suelen estar
regulados mediante la expresion de diversos genes en respuesta a sefiales del
ambiente.

Ciertos serotipos de la bacteria Salmonella enterica son patégenos del tracto
gastrointestinal responsables de numerosas internaciones y que en algunos casos han
resultado ser fatales. La capacidad de sobrevivir y replicarse en un entorno hostil por
parte de este organismo recae principalmente en un sistema proteico de dos
componentes conocido como PhoP/PhoQ. Estos sistemas de dos componentes
consisten de una proteina localizada en la membrana de la bacteria (sensor) la cual es
responsable de detectar una sefial del ambiente y de una segunda proteina (regulador
de respuesta) localizada en el interior celular que desencadena la activacion de genes
especificos. De esta manera se asocia una respuesta celular determinada a una
situacion externa enfrentada por un organismo. Estos sistemas estan muy extendidos
entre las bacterias y en eucariotas inferiores pero no estan presentes en seres
humanos. En nuestro caso, PhoQ es la proteina sensora, la cual se autofosforila en un
residuo de histidina al sensar entornos con bajos niveles de Mg®*y pH &cido. PhoQ
luego fosforila a PhoP en un residuo de &cido aspartico, lo que conduce a esta
proteina a participar en la expresion de un numero importante de genes y en la
represion de otros. Entre los genes activados por PhoP se cuentan aquellos
implicados en la supervivencia en el interior de macrofagos, resistencia a pH acido,
sales biliares y péptidos microbicidas, entre otros. Esta cascada de eventos de
sefalizacién celular y regulacién de la expresién génica dan como resultado el fenotipo
de virulencia de la bacteria (Figura 1.19).%

Resulta interesante, por lo tanto, estudiar con detalle estos sistemas dado que al
no haber correlacibn en humanos seria posible interrumpir un proceso bacteriano de
manera especifica (en nuestro caso el desarrollo de virulencia) disminuyendo en gran
medida interacciones con el hospedador. Hasta la fecha, se han encontrado
moduladores de PhoQ como lo son ciertos acidos grasos insaturados® y cationes

divalentes®.



Figura 1.19

Para poder evidenciar la presencia de un compuesto inhibidor de PhoP/PhoQ en
una mezcla compleja se emplea un ensayo autogréafico desarrollado por los grupos de
investigacion de Ricardo Furlan y Eleonora Garcia Véscovi respectivamente. En el
mismo se utiliza una cepa de Salmonella que posee una fusion transcripcional del gen
virK, uno de los tantos genes activados por el sistema de dos componentes, al gen
lacZ empleado como gen reportero de la funcién de PhoP/PhoQ.% LacZ codifica una
enzima p-galactosidasa que hidroliza el compuesto X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-
D-galact6sido) en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este dltimo se oxida
espontdneamente para formar 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo insoluble, el cual
presenta una coloracion azul caracteristica. La intensidad del color serd mayor o
menor dependiendo de la cantidad de enzima que se esté expresando. Si un
compuesto de los adsorbidos en la placa cromatogréafica es un inhibidor de alguno de
los pasos en la ruta de sefializaciéon mediada por PhoP/PhoQ la expresion del gen
reportero lacZ se vera afectada, observandose en el Rt del compuesto un halo de

inhibicion incoloro en un fondo azul (Figura 1.20).
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CAPITULO I

OBJETIVOS Y PLANEAMIENTO DEL TRABAJO

2.1 Objetivos generales

La quiralidad esta intimamente ligada a la vida, por ende la produccion de
sustancias enantiomericamente puras es una importante necesidad actual ya sea para
su estudio en la interaccion con medios biolégicos, como en etapas previas en el
desarrollo de unidades estructurales para su aplicacion en sintesis asimétrica.

Por este motivo, definimos dos objetivos generales para este proyecto:

a.- pirdlisis de biomasa como método de obtencion de sustancias quirales para su
aplicacion en sintesis asimétrica.

b.- pirélisis de biomasa como método de obtencion de estructuras moleculares
para su estudio en ensayos bioguiados de actividad biologica.

Ambos objetivos se enmarcan dentro de un programa de investigaciéon mas amplio
basado en la conversién de desechos o subproductos industriales en compuestos de

alto valor agregado, lo que aportara una nueva alternativa a la conversion de residuos.

2.2. Objetivos especificos

La celulosa, pectina y quitina entre otros, son biopolimeros muy abundantes
presentes en la biomasa, cuyas estructuras poliméricas pueden ser degradadas con el
fin de obtener productos quirales de menor peso molecular.

Basados en la experiencia adquirida por el grupo de investigacion en los procesos
de pirdlisis de materiales celulésicos, nuestros objetivos especificos en cada uno de
los objetivos generales previamente definidos son:

1- sintesis de un diendfilo derivado de levoglucosenona y evaluacién en
reacciones de Diels-Alder. Estudio de la reaccion de obtencion.

2- estudio del comportamiento pirolitico de fuentes de biomasa tales como lo son
cascara y harina de soja, dos subproductos derivados de la actividad agroindustrial.

3- andlisis a través de ensayos autograficos de los crudos de pirdlisis para la
deteccion de compuestos bioactivos.

4- empleo de fraccionamiento bioguiado para intentar aislar los compuestos con

actividad biologica.



2.3. Planeamiento del trabajo

Para poder llevar a cabo la obtencién de diendfilos derivados de 1 se planteé la
introduccion de un grupo nitrilo en posicion 4 de la molécula. El cianoderivado
resultante se evalu6 por su potencial dienofilico en presencia de distintos dienos en
reacciones de Diels-Alder. Se emplearon célculos computacionales para apoyar los
datos experimentales.

La obtencion de los bioaceites de cascara y harina de soja se realiz6 mediante
pirdlisis variando la temperatura y la concentracion de acido empleada para tratar las
muestras antes del proceso pirolitico.

La evaluacién de la actividad biolégica de los bioaceites obtenidos empleando
métodos enzimaticos y quimicos se realizd en el laboratorio del Dr. Ricardo Furlan de
la catedra de farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farmacéuticas
de la Universidad Nacional de Rosario.

La evaluacion del efecto represor de genes de virulencia de Salmonella de los
bioaceites obtenidos se llevd a cabo en el laboratorio de la Dra. Eleonora Garcia

Véscovi del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET).



CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1. Condiciones generales

Las reacciones en atmosfera inerte se llevaron a cabo en ambiente de nitrdgeno
seco o0 de argon de alta pureza y se controlaron por CCD. La transferencia de los
solventes y reactivos anhidros se realizé con jeringa o canula con presion de nitrégeno
seco o de argon de alta pureza. Las soluciones se evaporaron a presion reducida en
evaporador rotatorio. Los criterios de pureza para las muestras fueron:

1) la aparicion de una unica mancha en CCD al desarrollar la muestra en diferentes
sistemas de solventes.

2) el rango de punto de fusion para el caso de compuestos cristalinos.

Las transformaciones efectuadas a 0 °C se llevaron a cabo mediante el empleo de
bafios de hielo.

Las reacciones realizadas a altas temperaturas y a reflujo se realizaron empleando
bafos de silicona mediante calentamiento con planchas calefactoras. Las reacciones a

reflujo se refrigeraron por circulacion de agua.

3.2. Equipamiento y datos fisicos

Los puntos de fusion fueron determinados en un microscopio con platina
calefactora marca Ernst LeitzWetzlar modelo 350.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron registrados en un espectrofotbmetro marca
Perkin—Elmer SpectrumOne FT-IR. Las muestras sélidas se midieron como
dispersiones en pastillas de bromuro de potasio (KBr), obtenidas por compresion de
una mezcla sélida finamente pulverizada de aproximadamente 1 mg de muestra con
100 mg de KBr. Los aceites se determinaron formando una delgada pelicula soportada
en pastilla de cloruro de sodio (NaCl). Se informaron los valores de nimero de onda
en unidades de cm? para las bandas mas significativas del espectro. Los espectros de
resonancia magnética nuclear (RMN) fueron registrados en un espectrometro marca
Bruker modelo Avance-300 DPX (300 MHz para RMN de 'H; 75,5 MHz para RMN de
13C). Las mediciones se realizaron con la muestra disuelta en CDCl; a menos que se
indique otro solvente. En los espectros de RMN de 'H se utiliz6 la sefial del

tetrametilsilano como patréon de referencia interno [6H (TMS)]= 0,00 ppm. En los



espectros de RMN de 3C se utilizé la sefial del solvente como patrén de referencia
interno [6C (CDCl3)]= 76,9 ppm.

Los espectros de RMN de 'H se informaron indicando los desplazamientos
quimicos de las sefales (), y a continuacion entre paréntesis y en este orden, se
detall6 la multiplicidad de la sefial, las constantes de acoplamiento (J), la integracion
de la sefial, y su asignacién. Los espectros de RMN de *3C se informaron indicando los
desplazamientos quimicos de las senales (8) y a continuacion, entre paréntesis, su
asignacion. Los desplazamientos quimicos se informaron en unidades de partes por
millon (ppm), relativas al patron de referencia interno correspondiente, y las constantes
de acoplamientos en hercios (Hz). Las abreviaturas utilizadas para indicar las
multiplicidades de las sefiales fueron: s=singlete, sa=singlete ancho, d=doblete,
dd=doble doblete, dt= doble triplete, t=triplete, g= quinteto, sext= sexteto y
m=multiplete. Las sefiales intercambiables se identificaron con el simbolo: *.

La elucidacién estructural de cada compuesto fue realizada en base a espectros de
RMN de H, espectros de RMN de 13C y espectros en dos dimensiones de correlacion
homonuclear (COSY H-H, Correlation Spectroscopy) y heteronuclear (HSQC-Ed,
Heteronuclear Single Quantum Coherence Editated) y HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Coherence). Los espectros de RMN de *C corresponden a los totalmente
desacoplados (BB, Broad Band). En varias ocasiones resultd imprescindible para la
determinacion certera de las estructuras moleculares, la realizacién de experimentos
de Efecto Nuclear Overhauser (ENO 6 NOE, Nuclear Overhauser Effect).

Los poderes rotatorios [a]o fueron determinados a la longitud de onda de la linea D
del sodio (589 nm) empleando un fotopolarimetro electronico marca Jasco modelo
DIP-1000. Las mediciones se realizaron con la muestra disuelta en CHCI3, utilizando
celdas de 100 mm de longitud. Los valores de poder rotatorio se informaron
precedidos del signo y seguidos de la concentracion de la muestra en g/100 mL y el
solvente utilizado, entre paréntesis y en este orden.

Las reacciones asistidas por radiacion de microondas se llevaron a cabo en un
equipo CEM Discover LabMate.

Los espectros de CG-EM fueron llevados a cabo en un equipo SHIMADZU GCMS-
QP2010 Plus.

Los espectros de masa de alta resolucion fueron obtenidos en un espectrémetro de

masas marca Bruker modelo micrOTOF-Q II.



3.3. Cromatografias

Las cromatografias en capa delgada (CCD) se realizaron sobre placas comerciales
de aluminio recubiertas con silica gel Merck (60F254) y se desarrollaron con sistemas
solventes adecuados a cada muestra. Las manchas se detectaron mediante revelado
no destructivo con lampara de luz ultravioleta (UV) de una longitud de onda de 254 nm
y por rociado con solucién de p-anisaldehido/ &cido acético/acido sulfurico/etanol 95%
(9,2 mL; 3,75 mL; 12,5 mL; 338,0 mL) con posterior calentamiento.

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron sobre silica gel Merck
60H, eluyendo con cantidades crecientes de acetato de etilo en hexano con ayuda de
presion de aire comprimido. La preparacion de la siembra se realiz6 adsorbiendo la

muestra sobre silica gel Merck 60 a partir de soluciones de diclorometano.

3.4. Reactivos, gases y solventes

Los reactivos utilizados fueron productos comerciales analiticamente puros, el
manejo y disposicién de los mismos se realizé de acuerdo a normas recomendadas
tanto por el fabricante como por el proveedor, o lo aconsejado por las buenas practicas
de laboratorio.

Los solventes empleados como eluyentes en CCD o cromatografia en columna
fueron purificados por destilacién fraccionada. Los solventes usados en las reacciones
guimicas fueron de calidad proandlisis y en los casos necesarios se sometieron a
posterior purificacion®tal como se describe a continuacion:

e Acetonitrilo (CH3CN) anhidro: estacionado y destilado sobre hidruro de calcio
bajo atmdsfera de nitrégeno seco.

e Diclorometano (CH:Cl;) anhidro: destilado sobre hidruro de calcio bajo
atmaosfera de nitrégeno seco.

e N,N-Dimetilformamida (CH3).NCHO) anhidra: secada sobre 6xido de calcio y
destilada a presion reducida.

e Eter etilico (CHsCH).O anhidro: calentamiento a reflujo sobre sodio bajo
atmésfera de nitrégeno seco en presencia de benzofenona como indicador y destilado.

e Tolueno anhidro: calentamiento a reflujo sobre sodio bajo atmosfera de
nitrdgeno seco en presencia de benzofenona como indicador y destilado.

e Trietilamina anhidra: secada sobre KOH y destilada bajo atmésfera de
nitrdgeno seco.

Los solventes anhidros se conservaron bajo atmoésfera de nitrdgeno seco en

ampollas de Young, las que se manipularon mediante las técnicas de Schlenk.



3.5. Célculos computacionales

Los célculos teodricos del tipo DFT fueron realizados por el Dr. Ariel Sarotti de la
Universidad Nacional de Rosario, empleando el programa Gaussian 09%. Los valores
de indice de electrofilia global (@) y local (ax) fueron calculados al nivel B3LYP/6-
31G*.%8 Las barreras energéticas y selectividades fueron calculados al nivel MPW1K/6-
31G*, una vez localizados todos los estados de transicion correspondientes a las

reacciones en estudio.

3.6. Obtencién de levoglucosenona (1,6-anhidro-3,4-dideoxi-B-D-
glicero-hex-3-enopiranos-2-ulosa)
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3.6.1. Tratamiento &cido de celulosa microcristalina

La celulosa microcristalina es sometida a un tratamiento acido previo a la pirdlisis,
en el cual 120 gramos de celulosa microcristalina se suspenden en una solucién de
3,2 gramos de H3PO,4 en 600 mL de metanol, y se mantiene en agitacién durante una
hora y media.

Los materiales volatiles se remueven en un evaporador rotatorio bajo presion
reducida y posteriormente se seca en una estufa de vacio, hasta obtener un polvo

blanco fino.?°

3.6.2. Pirdlisis de la celulosa tratada

La pirdlisis se llevé a cabo de acuerdo a un protocolo publicado en la literatura.?® El
mismo consiste en realizar el proceso en partidas o batchs. Para cada una de ellas se
pesaron 12 g de celulosa tratada con &cido en una nave de papel de aluminio la cual
se introdujo en un tubo de vidrio colocado dentro del horno de pirdlisis precalentado a
270 °C. Todo el sistema fue sometido a presion reducidacon una trompa de agua. El
tubo se coloco con una inclinaciéon de 20° para ayudar a remover el liquido pirolizado,
el cual fue recogido en un balén de vidrio colocado a la salida del horno sumergido en
un bafio de hielo. Al finalizar cada partida se equilibré la presiondel sistema y se retird

la nave del horno. Se repitié el procedimiento para cada una de las partidas. Una vez



finalizadas las pirdlisis se dejo enfriar el sistema, se desarmé el equipo y se lavaron las
partes con acetato de etilo. La fase organica obtenida fue lavada con una solucion de
NaHCOs; 5% recientemente preparada y luego con agua destilada. Posteriormente se
secd sobre Na,SO. anhidro y se concentr6 a presién reducida, obteniéndose un
condensado conteniendo levoglucosenona con un 7% de furfuraldehido. El
rendimiento del crudo fue del 10% respecto a la masa de celulosa pirolizada. El crudo
obtenido de la pirdlisis de varias partidas fue posteriormente purificado mediante
destilacion a presion reducida, la cual permiti6 obtener levoglucosenona con un

rendimiento del 70% y una pureza superior al 90%.

1: liquido amarillo

[a]o?® = -562,3 (c 1,04; CHCIy). [Lit. -460,0 (c 1.00; CHCI3)].3

IR (KBr) vmax (cm™): 3631, 2966, 2899, 1712 (CO), 1693, 1379, 1107, 972, 891,
854, 831.

RMN H (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 7,29 (dd, J24=10,0 Hz, Js5=4,7 Hz, 1H, H-4);
6,12 (dd, J34=10,0 Hz, J13= 1,6 Hz,1H, H-3); 5,36 (d, Ji.s= 1,6 Hz, 1H, H-1); 5,02 (dd,
Jas=Js6ex0=4,7 Hz,1H, H-5); 3,91 (dd, Jgem= 6,8 Hz, Js.eexo= 4,7 Hz, 1H, H-6ex0); 3,78
(d, Jgem= 6,8 Hz, 1H, H-6endo).

RMN 23C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 188,7 (C, C-2); 147,9 (CH, C-4); 126,7 (CH,
C-3); 101,5 (CH, C-1); 71,6 (CH,C-5); 66,4 (CH,, C-6).

3.7. Sintesis de 3y aductos de Diels-Alder de 1y 3 con diferentes

dienos

3-bromolevoglucosenona (2)%°

Br

Levoglucosenona (0,86 g, 6,86 mmol) se disolvié en diclorometano (17 mL) y se
colocd en un bafio de hielo. Luego se agreg6 Br, (aproximadamente 150 ulL) gota a
gota hasta que la solucién se tornoé roja indicando exceso de Br,. Seguido de esto se
agrego6 EtsN (1,4 mL) y se dejo que la mezcla reaccione por 30 minutos. La mezcla de

reaccion se diluyé con agua destilada (20 mL) y se extrajo varias veces con voliumenes



de 15 mL de diclorometano. La fase organica se secé con Na,SOsanhidro y se
concentro a presion reducida. El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en
columna para dar 2 (1,30 g, 6,34 mmol, 92%).

2: sélido incoloro. P.f.: 45-46 °C (éter etilico). [Lit.: 47-48 °C].1%

RMN H (CDCls, 300 MHz), 5 (ppm): 7,62 (d, Jas= 4,7 Hz, 1H, H-4); 5,55 (d, J1.3=
1,6 Hz, 1H, H-1); 5,04 (dd, Js5=Js.6ex0= 4,7 Hz,1H, H-5); 3,89 (dd, Jgem= 6,8 Hz, Js.6ex0=
4,7 Hz, 1H, H-6exo0); 3,83 (d, Jgem= 6,8 Hz, 1H, H-6endo).

RMN 13C (CDCls, 75,5 MHz), § (ppm): 182,3 (C, C-2): 147,6 (CH, C-4); 122,5 (CH,
C-3); 100,9 (CH, C-1); 73,5 (CH,C-5); 66,6 (CH2, C-6).

4-cianolevoglucosenona (3)!

6—0
5 O
74 2
NC \3 o)
3

3-bromolevoglucosenona (0,32 g, 1,57 mmol) se disolvié en agua destilada (15 mL)
con agitacién vigorosa. Una vez que el material de partida se disolvié completamente
se agreg6 KCN a la solucién (120,4 mg, 1,80 mmol). La reaccién se completé luego de
aproximadamente 10 minutos de agregada la sal de cianuro. La mezcla de reaccion se
extrajo varias veces con volimenes de 15 mL de diclorometano. La fase organica se
secO con Na;SO.anhidro y se concentré a presion reducida. No hubo necesidad de

purificacién posterior para obtener 3 (88,4 mg, 0,59 mmol, 37%).

3: sélido amarillo.P.f.: 71-72 °C (éter etilico).

[a]o®® = -410,0 (c 1,1; CHCls).

IR (KBr) vmax: 2995, 2371, 2234 (CN), 1717 (CO), 1308, 1101, 1055, 970, 893, 731,
621, 559.

RMNH (CDCls, 300 MHz,), § (ppm): 6,65 (d, J1.s=1,5 Hz, 1H, H-3); 5,43 (d, J1.3=1,5
Hz, 1H, H-1); 5,11 (d, Js6exo=4,3 Hz, 1H, H-5); 4,01 (dd, Jgem= 7,5 HZz, Js.exo= 4,3 Hz,
1H, H-6ex0); 3,95 (d, Jgem= 7,5 Hz, 1H, H-6endo).

RMN*3C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 185,3 (C, C-2); 136,5 (CH, C-3); 131,0 (C, C-
4); 113,6 (C, C-7); 100,9 (CH,C-1); 73,1 (CH, C-5); 67,5 (CH2, C-6).

EMAR. Calculada: [M+Na]"174,0167. Encontrada: [M+Na]*174,0172.



Cicloaductos 4ay 4b%8

H3CO
8 4a 4b

Una solucion de levoglucosenona (1) (1101 mg, 8,72 mmol) y 9-
metoximetilantraceno (5400 mg, 24,09 mmol) en tolueno (40 mL) se calentd a reflujo
durante 6 dias con agitacion vigorosa. Una vez que se comprob6 por CCD el consumo
total de levoglucosenona, se evaporé el solvente a presion reducida y el crudo
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna, obteniéndose 4a (2221 mg,
6,38 mmol, 73%) y 4b (353 mg, 1,01 mmol, 12%) con un rendimiento total de 85 %
(2574 mg, 7,39 mmol). El exceso del dienose recuperd cuantitativamente y pudo ser
reutilizado. La relacion de aductos 4a y 4b fue 87/13.

4a: Sélido cristalino blanco. P.f.: 251-252 °C (CHCls;/ Hexano).

RMN !H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7,50 (d, 1 H, J= 7,4 Hz, H-arom); 7,39 (da, 1
H, J= 6,8 Hz, H-arom); 7,24-7,02 (m, 6 H, H arom); 4,91 (d, 1 H, Jgem= 9,4 Hz, H-7);
4,83 (d, 1 H, Jseexo= 5,2 Hz, H-5); 4,63 (d, 1 H, Jgem= 9,4 Hz, H-7); 4,57 (s, 1 H, H-1);
4,30 (s, 1 H, H-4a), 3,78 (dd, 1 H, Jgem= 7,2 Hz, Js.6exo= 5,2 Hz, H-6ex0); 3,69 (d, 1 H,
Jgem= 5,3 Hz, H-6endo); 3,68 (s, 3 H, H-8); 3,13 (d, 1 H, Js.4= 9,7 Hz, H-3); 2,24 (d, 1 H,
J34= 9,7 Hz, H-4).

RMN 3C (CDCls, 75,5 MHz), § (ppm): 199,1 (C, C2); 145,2 (C, arom.); 141,3 (C,
arom); 140,9 (C, arom); 140,6 (C, arom); 126,2 (CH, arom); 126,0 (CH, 2C, arom);
125,8 (CH, arom); 125,0 (CH, arom); 124,2 (CH, arom); 122,0 (CH, arom); 121,3 (CH,
arom); 99,8 (CH, C-1); 77,1 (CH, C-5); 70,5 (CH, C-7); 68,7 (CH2, C-6); 59,0 (CHs, C-
8); 50,3 (CH, C-4a); 49,8 (C, C-3a); 44,7 (CH, C-4); 44,0 (CH, C-3).

4b: Solido cristalino blanco. P.f.: 237-238 °C (CHCls/Hexano).

RMN !H (CDClIs, 300 MHz;), & (ppm): 7,36-7,03 (m, 8H, arom); 4,88 (d, Js-exo= 5,4
Hz, 1H, H-5); 4,83 (d, Js.3a= 3,4 Hz, 1H, H-3a); 4,69 (d, Jgem= 9,9 Hz, 1H, H-7); 4,64 (s,
1H, H-1); 4,62 (d, Jgem= 9,9 Hz, 1 H, H-7); 3,84 (dd, Jgem= 7,2 Hz, Js.6exo= 5,4 Hz, 1H, H-
6exo); 3,72-3,68 (m, 4H, H-6endo y H-8); 2,99 (dd, Js..= 9,9 Hz, Js3.= 3,4 Hz, 1H, H-3);
2,42 (d, J34= 9,9 Hz, 1H, H-4).



RMN *3C (CDCls, 75,5 MHz), § (ppm): 199,0 (C, C-2); 144,5 (C, arom.); 141,5 (C,
arom); 141,2 (C, arom); 140,3 (C, arom); 126,2 (CH, arom); 125,9 (CH, 3C, arom);
124,9 (CH, arom); 124,0 (CH, arom); 121,8 (CH, arom); 121,4 (CH, arom); 99,4 (CH,
C-1); 72,7 (CH, C-5); 70,4 (CHy, C-7); 69,4 (CH, C-6); 59,5 (CHs, C-8); 47,7 (C, C-4a);
46,3 (CH, C-3a); 45,4 (CH, C-4); 43,7 (CH, C-3).

Cicloaductos 5ay 5b

4-cianolevoglucosenona (3) (76,2 mg, 0,51 mmol) se disolvié en tolueno (2 mL).
Luego 9-metoximetilantraceno (268,6 mg, 1,21 mmol) fueron agregados. La mezcla de
reaccién fue calentada a reflujo por 42 h. Después de completada la reaccién el
solvente fue evaporado a presion reducida. El crudo fue purificado por cromatografia
para dar la mezcla de aductos 5a y 5b con unrendimiento global de 74% (139,7 mg,
0,37 mmaol).

5ay 5b: sélido amarillo

IR (film) vmax(cm™): 2922, 2363, 2236 (CN), 1736 (CO), 1670, 1460, 1117, 980,
914, 733.

RMN !H (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 7,59-7,01 (m, 16H, H-arom. de 5a y 5b); 5,47
(d, Jseexo= 5,4 Hz, 1H, H-5 de 5a); 4,88-4,78 (m, 4H, H-3a de 5b, H-5 de 5a, H-7 de
5b); 4,66-4,54 (m, 5H, H-1 de 5a, H-4a de 5a, H-7 de 5a, H-1 de 5b); 4,40-4,35 (m, 2H,
H-6endo de 5a y 5b); 3,95-3,90 (dd, Jgem= 8,7 Hz, Js.6exo= 5,5 Hz, 1H, H-6exo de 5b);
3,88-3,84 (dd,Jgem= 8,7 Hz, Js6ex0= 5,5 Hz, 1H, H-6exo de 5a); 3,75 (s, 3H, H-8 de 5b);
3,69 (s, 3H, H-8 de 5a); 3,34 (sa, 1H, H-3 de 5a); 3,21 (d, Js3a= 3,5 Hz, 1H, H-3 de 5b).

RMN 23C (CDCls, 75,5 MHZ), § (ppm): 195,1 (C, C-2 de 5ay 5b); 141,5 (C, arom de
5b); 141,4 (C, arom de 5a); 141,0 (C, arom de 5a); 140,7 (C, arom de 5b); 140,5 (C,
arom de 5b); 139,6 (C, arom de 5a); 138,8 (C, arom de 5a); 138,3 (C, arom de 5b);
127,5-121,5 (CH, arom de 5a y 5b); 120,3 (C, CN de 5b); 120.2 (C, CN de 5a); 99,1
(CH, C-1 de 5a); 99,0 (CH, C-1 de 5b); 77,8 (CH, C-5 de 5a); 73,5 (CH, C-5 de 5b);
71,2 (CH,, C-7 de 5b); 69,8 (CHz, C-7 de 5a); 67,9 (CH,, C-6 de 5b); 67,3 (CH,, C-6 de



5a); 59,8 (CHs, C-8 de 5b); 59,2 (CHs, C-8 de 5a); 53,8 (CH, C-4a de 5a); 53,4 (CH, C-
3 de 5b); 51,0 (CH, C-3 de 5a); 50,7 (C, C-4a de 5b);50,3 (C, C-3a de 5a); 48,3 (C, C-
4 de 5b); 46,7 (CH, C-3a de 5b); 46,0 (C, C-4 de 5a).

EMAR. Calculada: [M+Na]" 396,1212. Encontrada: [M+Na]* 396,1197

Cicloaductos 6ay 6b®’

1 (42,4 mg, 0,29 mmol) fue disuelto en diclorometano (0,6 mL) y luego se agregé
ciclopentadieno (120 pL, 1,46 mmol). La mezcla fue agitada por 4 dias a temperatura
ambiente y luego de ello el solvente fue evaporado a presion reducida. El crudo se

purificé por cromatografia para dar los aductos 6a y 6b (40,8 mg, 0,21 mmol, 72%).

6a: sélido blanco. P.f.: 67-68 °C (éter etilico/hexano).

RMN!H (CDCI3,300 MHz),5 (ppm): 6,23 (dd, Js.o= 5,6 Hz, Jo.10= 3,0 Hz, 1H, H-9);
6,01 (dd, Js-o= 5,6 Hz, J7s= 2,9 Hz, 1H, H-8); 4,80 (s, 1H, H-1); 4,62 (d, Js.6exo= 4,3 Hz,
1H, H-5); 3,84 (d, Jgem= 6,9 Hz, 1H, H-6endo); 3,78 (dd, Jgem= 6,9 Hz, Js.6= 4,3 Hz, 1H,
H-6exo0); 3,38 (sa, 1H, H-7); 3,03 (sa, 1H, H-10); 3,00 (dd, Js4= 9,2 Hz, Jss= 4,5 Hz,
1H, H-3); 2,38 (dd, Js—4= 9,2 Hz, Js-10= 3,2 Hz, 1H, H-4); 1,46 (td, Jgem= 8,6 Hz, J7_11=
1,8 Hz, Ji0-11= 1,8 Hz, 1H, H-11anti); 1,30 (d, Jgem= 8,6 Hz, 1H, H-11sin).

RMN®C (CDCls, 75,5 MHz),5 (ppm): 200,2 (C, C-2); 135,5 (CH, C-8); 134,1 (CH,
C-9); 99,3 (CH, C-1); 74,8 (CH, C-5); 70,2 (CH>, C-6); 49,4 (CH,, C-11); 46,9 (CH, C-7
y C-3); 46,3 (CH, C-10); 42,3 (CH, C-4).

6b: aceite incoloro; [a]p?'=-220,8 (c 1,15; CHCIs)

RMNH (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 6,31 (dd, Js_s= 5,6 Hz, Js_10= 3,0 Hz, 1H, H-9);
6,20 (dd, Js_o= 5,6 Hz, J7_s= 3,0 Hz, 1H, H-8); 5,05 (s, 1H, H-1); 4,81 (d, Js_sexo= 4,7 Hz,
1H, H-5); 3,88 (dd, Jgem= 7,0 Hz, Js.6= 4,7 Hz, 1H, H-6ex0); 3,81 (d, Jgem= 7,0 Hz, 1H,
H-6endo), 3,30 (s, 1H, H-7); 2,90(s, 1H, H-10); 2,26 (d, Jsu= 8,4 Hz, 1H, H-3); 1,74-
1,59 (m, 2H, H-4 y H-11anti); 1,26 (td, Jgem= 9,0 Hz, J7-11= 1,5 Hz, J10-12= 1,5 Hz, 1H,
H-11sin).



RMNC (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 201,1 (C, C-2); 139,4 (CH, C-8); 136,3 (CH,
C-9); 99,1 (CH, C-1); 76,8 (CH, C-5); 69,9 (CH,, C-6); 48,2 (CH, C-10); 46,9 (CH, C-7);
44,9 (CH, C-3); 44,5 (CH2, C-11); 41,9 (CH, C-4).

Cicloaductos 7ay 7b

3 (71,4 mg, 0,47 mmol) se disolvié en diclorometano (1 mL) y luego se agregé
ciclopentadieno (200 uL, 2,43 mmol). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente.
Luego de dos horas la reaccién se completd y posteriormente a ello el solvente fue
evaporado a presion reducida. El crudo se purific6 por cromatografia para dar la
mezcla de los aductos 7a 'y 7b (86,8 mg, 0,40 mmol, 85%). La relacién de los aductos
7ay 7b determinada por RMN H fue 7a/7b= 94/6.

El aducto 7a pudo ser posteriormente recristalizado.

7ay 7b: sélido blanco.

IR (KBr) vmax (cm™): 2968, 2880, 2230 (CN), 1734 (CO), 1335, 1123, 1109, 978,
908, 839, 677.

7a: sélido blanco. P.f.: 111-111,5 °C (éter etilico/hexano).

[a]o?®=-173,0 (c 0,8, CHCls).

RMN H (CDCls, 300 MHz,), & (ppm): 6.29-6,26 (m, 1H, H-9); 6,15-6,12 (m, 1H, H-
8); 4,86 (s, 1H, H-1); 4,69 (d, Js.eexo= 4,9 Hz, 1H, H-5); 4,52 (d, , Jgem= 8,7 Hz, 1H, H-
6endo); 3,88-3,83 (dd, Jgem= 8,7 Hz, Jseexo= 4,9 Hz, 1H, H-6exo0); 3,55 (s, 1H, H-7);
3,42 (s, 1H, H-10); 3,26 (d, 1H, H-3); 1,90 (d, 1H, H-11*); 1,68 (d, 1H, H-11%).

RMN C (CDCls, 75,5 MHz,), § (ppm): 195,5 (1C, C-2); 137,7 (1C, C-8); 133,6 (1C,
C-9); 122,4 (1C, -CN); 98,7 (1C, C-1); 74,7 (1C, C-5); 68,5 (1C, C-6); 53,6 (1C, C-10);
53,0 (1C, C-3); 49, 4 (1C, C-11); 48,0 (1C, C-7); 43,9 (1C, C-4).

EMAR. Calculada: [M+Na]" 240,0637. Encontrada: [M+Na]* 240,0642



Cicloaductos 8ay 8b%

1 (0,5 mmol) se disolvié en diclorometano (1 mL) junto con el dieno (5,0 mmol) en
un tubo de microondas bajo atmésfera de nitrdgeno. La mezcla de reacciéon fue
agitada a 150 °C hasta conversién completa de la enona (3h). El solvente fue reducido

bajo presién reducida y el crudo fue purificado por cromatografia para dar los aductos.

8a y 8b: sélido blanco

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 5,38-5,32 (m, 2H, H-8 de 8a y H-9 de 8b);5,12
(s, 2H, H-1 de 8a y 8b); 4,50-4,45 (m, 2H, H-5 de 8a y 8b); 4,21-4,17 (m, 2H, H-6endo
de 8a vy 8b); 4,05-4,00 (m, 2H, H-6exo de 8a y 8b); 3,19 (dd, J=6,7 Hz, J=6,7 Hz, 1H,
H-3 de 8b); 3,12 (dd, J=7,3 Hz, J=6,8 Hz, 1H, H-3 de 8a); 2,72-2,26 (m, 6H, H-4, H-7y
H-10 de 8a y 8b), 2,08-1,84 (m, 4H, H-7y H-10 de 8a y 8b); 1,69 (s, 3H, H-8a de 8b);
1,64 (s, 3H, H-9a de 8a).

RMN®C (CDCls, 75,5 MHz), 5 (ppm): 202,1 (C, C-2 de 8a); 202,0 (C, C-2 de 8b);
131,5 (C, C-9 de 8a); 130,9 (C, C-8 de 8b); 118,6 (CH, C-9 de 8a); 117,8 (CH, C-8 de
8b); 101,6 (CH, C-1 de 8a); 101,5 (CH, C-1 de 8b); 77,1 (CH, C-5 de 8a); 77,0 (CH, C-
5 de 8b);67,2 (CH., C-6 de 8b); 67,2 (CH,, C-6 de 8a); 41,0 (CH, C-4 de 8a); 40,3 (CH,
C-4 de 8b); 38,7 (CH, C-3 de 8b); 37,5 (CH, C-3 de 8a); 28,9 (CH,, C-10 de 8a); 25,0
(CH2, C-7 de 8b)*; 24,4 (CH2, C-10 de 8b)*; 23,5 (CHs, C-9a de 8a); 23,2 (CHs, C-8a
de 8b); 20,6 (CH2, C-7 de 8a).



Cicloaductos 9ay 9b

3 (51,9 mg, 0,344 mmol) se disolvié en diclorometano (0,9 mL) junto con el dieno
(350 pL, 3,5 mmol) en un tubo de microondas bajo atmésfera de nitrégeno. La mezcla
de reaccién fue agitada a 150 °C hasta conversién completa de la enona (20 minutos).
El solvente fue evaporado bajo presion reducida y el crudo fue purificado por

cromatografia para dar la mezcla de aductos 9a'y 9b (51,5 mg, 0,23 mmol, 68%).

9a vy 9b: aceite incoloro.

IR (film) vmax (cm™): 2970, 2911, 2356, 2239 (CN), 1788 (CO), 1744, 1721, 1445,
1117, 1101, 968, 889.

RMNH (CDCls), & (ppm): 5,47 (sa, 1H, H-9 de 9b); 5,34 (sa, 1H, H-8 de 9a); 5,17
(s, 2H, H-1 de 9a y 9b); 4,58-4,53 (m, 4H, H-5 y H-6endo de 9a y 9b); 4,17-4,12 (m,
2H, H-6exo de 9a 'y 9b); 3,32 (d, J=7,62 Hz, 1H, H-3 de 9b); 3,26 (d, J= 7,56 Hz, 1H,
H-3 de 9a); 2,76-2,60 [(m, 4H, H-7 de 9a, H-7 de 9b; H-10 de 9a, H-10 de 9b)]*; 2,37-
2,16 [(m, 4H, H-7 de 9a, H-7 de 9b, H-10 de 9a, H-10 de 9b)]*; 1,74 (s, 3H, H-8a de
9b); 1,69 (s, 3H, H-9a de 9a).

RMN?23C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 196,6 (C, C-2 de 9a y 9b); 131,8 (C, C-8 de
9b); 128,5 (C, C-9 de 9a); [119,9 (C, -CN de 9a); 119,8 (C, -CN de 9b)]*; 118,3 (CH, C-
8 de 9a); 115,4 (CH, C-9 de 9b); [101,3 (CH,C-1 de 9a); 101,2 (CH, C-1 de 9b)]*; [77,4
(CH, C-5 de 9a); 77,2 (CH, C-5 de 9b)]*; 66,3 (2CH., C-6 de 9ay 9b); 43,0 (C, C-4 de
9a); 42,2 (C,C-4 de 9b); 41,8 (CH, C-3 de 9b); 40,7 (CH, C-3 de 9a); 32,7 (CH2, C-10
de 9a); 28,5 (CH2, C-10 de 9b); 23,6 (CH2, C-7 de 9b); 23,2 (CHs, C-8a de 9b); 23,1
(CHs, C-9a de 9a); 19,3 (CH2, C-7 de 9a).

EMAR. Calculada: [M+Na]* 254,0793. Encontrada: [M+Na]* 254,0799



Cicloaducto 1012

1 (0,5 mmol) se disolvié en diclorometano (1 mL) junto con el dieno (5,0 mmol) en
un tubo de microondas bajo atmésfera de nitr6geno. La mezcla de reacciéon fue
agitada a 150 °C hasta conversién completa de la enona (2h). El solvente fue reducido

bajo presién reducida y el crudo fue purificado por cromatografia para dar 10.

10: sélido blanco. P.f.: 65-66 °C (hexano/acetato de etilo).

[a]o= -1,7 (¢ 1,3; CHClIy).

IR (KBr) vmax (cm™): 2967, 2905, 2860, 1737 (CO), 1443, 1281, 1115, 1076, 981,
951, 908, 895, 828, 690.

RMNH (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 5,10 (s, 1H, H-1); 4,47 (d, Js-6exo=5,0 Hz, 1H, H-
5); 4,17 (dd, Jgem=7,5 Hz, J=0,8 Hz, 1H, H-6endo); 4,01 (dd, Jgem=7,5 Hz, Js.6ex0=4,9
Hz, 1H, H-6exo); 3,12 (dd, J=6,8 Hz, J=6,8 Hz, 1H, H-3); 2,55 (d, J=18,1 Hz, 1H, H-7);
2,48-2,30 (m, 2H, H-4 y H-10); 2,04-1,85 (m, 2H, H-7y H-10); 1,64 (s, 3H, H-8a); 1,60
(s, 3H, H-9a).

RMNZ3C (CDCls, 75,5 MHZ), & (ppm): 202,2 (C, C-2); 123,2 (C, C-9); 122,6 (C, C-
8); 101,5 (CH, C-1); 77,0 (CH, C-5); 67,2 (CH2, C-6); 41,1 (CH, C-4); 38,8 (CH, C-3);
30,5 (CHa, C-10); 26,7 (CHz, C-7); 19,0 (CHs, C-9a); 18,6 (CHs, C-8a).



Cicloaducto 11

3 (61,4 mg, 0,4 mmol) se disolvié en diclorometano (0,7mL) junto con el dieno
(2,12mmol) en un tubo de microondas bajo atmoOsfera de nitrdgeno. La mezcla de
reaccion fue agitada a 150 °C hasta conversion completa de la enona (10 minutos). El
solvente fue reducido bajo presién reducida y el crudo fue purificado por cromatografia
para dar 12 (78,5 mg, 0,34 mmol, 79%).

11: aceite marrén.

[a]p= +2,6 (c 1,0; CHCIs).

IR (film) vmax (cm™): 2913, 2237 (CN), 1790, 1746 (CO), 1447, 1115, 957, 907.

RMN!H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 5,16 (s, 1H, H-1); 4,57 (d, Jseexo= 4,9 Hz, 1H,
H-5); 4,54 (d, Jgem= 8,7 Hz, 1H, H-6endo); 4,14 (dd, Jgem= 8,7 Hz, Js.6exo= 4,9 Hz, 1H,
H-6exo0); 3,26 (d, Js7= 7,6 Hz, 1H, H-3); 2,77 (d, Jgem= 17,6 Hz, 1H, H-10); 2,63 (d,
Jgem= 18,0 Hz, 1H, H-7%); 2,28-2,15 (m, 2H, H-7*, H-10); 1,70 (s, 3H, H-8a); 1,64 (s,
3H, H-9a).

RMN*C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 196,7 (C, C-2); 123,5 (C, C-9); 120,4 (C, C-
8); 120,0 (C, -CN); 101,2 (CH, C-1); 77,2 (CH, C-5); 66,3 (CH,, C-6); 43,1 (C, C-4);
41,7 (CH, C-3); 34,1 (CH,, C-10); 25,2 (CH., C-7); 18,9 (CHs, C-8a); 18,7 (CHs, C-9a).
EMAR. Calculada: [M+Na]* 256,0950. Encontrada: [M+Na]* 256,0954.

3.8. Tratamiento acido de cascaray harina de soja
Aproximadamente 100 g de cascara o harina de soja (Bunge) se disolvieron en

aproximadamente 1 L de solucion acuosa de H3sPO4 1% o0 10%.

3.9. Pir6lisis de biomasa
Las muestras fueron pirolizadas de acuerdo a un protocolo ya empleado
anteriormente?®. 6 lotes de aproximadamente 2g de cada muestra empleada se

depositaron en un contenedor de aluminio y luego en un tubo que fue colocado dentro



de un horno eléctrico marca O.R.L. modelo Apolo. A su vez se efectu6 vacio al tubo
con una trompa de agua.
Las muestras se mantuvieron por un lapso de 15 a 20 minutos a cada una de las

temperaturas preestablecidas.

3.10. Extracciones con solventes de cascaray harina de soja

Aproximadamente 12g de muestra se suspendieron en 70 mL de solvente,
comenzando con hexano, siguiendo con cloroformo y terminando con metanol. La
muestra se coloc6 a reflujo por 40 minutos, repitiéendose el procedimiento tres veces

para cada solvente.

3.11. Experimentos de RMN 'H

A fin de poder efectuar mejores comparaciones, los espectros de RMN *H de cada
una de las muestras se obtuvieron disolviendo aproximadamente 30 mg de las mismas
en 0,5mL de CDCIs;. Ademas, todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando el

mismo numero de escaneos (64) y el mismo ancho espectral (13 ppm).

3.12. Ensayo de inhibicién de B-glucosidasa’®103

Soluciones de trabajo

_ Buffer acetato de sodio 100 mM; pH 5,00: 4,08 g de AcONa se disolvieron en
500mL de agua destilada, se ajusté a pH 5,00 con acido acético glacial y se llevo a
volumen con agua destilada. La solucién se almacen¢ a 2°C.

_ Soluciéon de FeCl;.6H.0 (5% P/V): 5 g de FeCl;.6H.0 se disolvieron en 100 mL
de buffer AcONa (pH 5,00) 100 mM.

_ Solucién de esculina (0,2 mg/mL): 160 mg de esculina se sonicaron hasta
disolucién en 80 mL de buffer AcONa (pH 5,00) 100 mM.

_ Solucién de p-glucosidasa (2,5 U/mL): 25 U de p-glucosidasa se disolvieron en
10 mL de buffer AcONa (pH 5,00) 100 mM. La solucién se almacené refrigerada a 2
°C.

Solucion reveladora

0,0525 g de agar se disolvieron a 80°C en 7,5 mL de buffer AcONa (pH 5,00) 100
mM. La solucion resultante se enfrié hasta 50 °C. A esta temperatura se agregaron 0,9
mL de solucion de FeCl;.6H,O 5% P/V, y 25 pL de soluciéon de B-glucosidasa (2,5

U/mL) mezclando por inversion suave.




Procedimiento

La soluciébn reveladora, a una temperatura de 55 °C, se distribuy6
homogéneamente sobre toda la superficie del cromatograma generando una capa de
espesor uniforme. Una vez gelificada la placa se incub6 durante 120 minutos a 37 °C
en cajas de Petri cerradas para evitar la deshidratacion del gel.

Transcurrido ese tiempo se sumergio en una solucién de esculina a 37 °C durante

otros 120 minutos.

3.13. Ensayos de inhibicién de acetilcolinesterasal®?
Soluciones de trabajo
_ Buffer fosfato Tris—HCI; 50 mM; pH 8,00: 6,06 g de Tris-HCI se disolvieron en

800mL de agua destilada, se ajusté a pH 8,00 con HCI 0,1 N y se llevé a volumen de

1000mL con agua destilada. Se almacen6 a -20 °C.

_ Solucion de acetato de naftilo (2,5 mg/mL): 7,5 mg de acetato de naftilose
disolvieron en 3 mL de etanol. La solucidon se prepar6 antes de usar.

_ Solucién de AchE (3 U/mL) - BSA (1 mg/mL) para rociado: 10 mg de BSAy 30 U
de AChE se disolvieron en 10 mL de Tris-HCI. Se almacené a -20 °C.

_ Solucién de 5,5-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (1 mM): 3,9 mg de DTNB
se disolvieron en 10mL de Tris-HCI. La soluciéon se prepar6 momentos antes de ser
utilizada.

_ Solucién de Fast Blue B (FB) (2,5 mg/mL): 30 mg de FB se disolvieron en 12 mL
de agua destilada. La solucién se prepar6 momentos antes de ser utilizada.

_ Soluciéon de ioduro de acetiltiocolina (ATCI) (1 mM): 2,7 mg de ATCI se
disolvieron en 10 mL de Tris-HCI. La soluciéon se prepar6 momentos antes de ser
utilizada.

_ Solucién de a-naftol (1,7 mg/mL): 1mg de a-naftol se disolvié en 0,6 mL de agua

destilada con una gota de etanol.

3.13.1. Método de Hostettmann?®103
Solucién reveladora
0,0875 g de agar se disolvieron a 80 °C en 8,2 mL de buffer Tris-HCI 50 mM (pH

8,00). La solucién resultante se enfrio hasta 50 °C y se agregaron 260 pyL de la

solucion de AChE 50,35 U/mL mezclando por inversion suave.



Procedimiento

La placa cromatogréfica se rocié con una mezcla 1:4 de acetato de naftilo:FB.
Luego de 5 minutos los 13,6 mL de la solucion reveladora, a una temperatura de 50
°C, se distribuyeron homogéneamente sobre toda la superficie del cromatograma (8,0
cm X 10 cm) generando una capa de espesor uniforme. La placa se incubd por 20
minutos a 37 °C en cajas de Petri cerradas.

3.13.2.  Variante de Li del método de Hostettmann*
Solucién reveladora
0,0875 g de agar se disolvieron a 80 °C en 8,2 mL de buffer Tris-HCI 50 mM (pH

8,00). La solucién resultante se enfri6 hasta 50 °C y se agregaron 260 uL de la

solucion de AChE 50,35U/mL mezclando por inversién suave.

Procedimiento

La placa cromatogréfica se rocié con una mezcla 3:1 de acetato de naftilo:FB.
Luego de 5 minutos los 13,6 mL de la solucion reveladora, a una temperatura de 50°C,
se distribuyeron homogéneamente sobre toda la superficie del cromatograma (8,0 cm
x 10 cm) generando una capa de espesor uniforme. La placa se incubd por 20 minutos

a 37 °C en cajas de Petri cerradas.

3.13.3. Método de Verpoorte8103
La placa cromatogréfica se rocié con una mezcla 1:1 de ATCI/DTNB y luego de 5
minutos se roci6 con la solucién de AChE-BSA. La placa se ley6 luego de 15 minutos

de iniciada la reaccién enzimatica.

Control de falsos positivos

La placa cromatografica se roci6 con DTNB y posteriormente con ioduro de

tiocolina. La placa se ley6 luego de 5 minutos de iniciada la reaccion.

3.14. Ensayo de inhibicién de xantina oxidasa (X0)81%3
Soluciones de trabajo
_ Buffer fosfato (K:HPO4/KH2PO.) 200 mM; pH 8,00: 38,84 g de K:HPO, se

disolvieron en 800 mL de agua destilada, el pH de la solucion se ajusté a 8,00 con HCI

0,1 Ny el volumen de la solucién se llevé a 1000mL con agua destilada (solucién stock
200 mM). Una solucién 50 mM se preparo diluyendo 1:4 la solucion 200 mM con agua

destilada. La solucion se almacené a 2 °C.



_ Solucién de EDTA (10 mM): 380 mg de EDTA se disolvieron en 100 mL de buffer
fosfato (pH 7,90) 50 mM. La solucioén se almacend a 2°C.

_ Solucion de NBT (5,58 mg/mL):558 mg de NBT se disolvieron en 100 mL de
buffer fosfato (pH 7,90) 50 mM. La solucién se almacend en la oscuridad y refrigerada
az2°C.

_ Solucién de xantina (1,5 mM): 22,8 mg de xantina se agregaron a 50 mL de
buffer fosfato (pH 8,00) 50 mM en ebullicién. La mezcla se dejo en ebullicion hasta
disolucion completa de la xantina y se diluyé con 50 mL de buffer fosfato (pH 7,90)
50mM. La solucion de xantina se prepar6 momentos antes de usarse.

_ Solucién de XO (5 U/mL): 9 uL de XO 23,44 U/mL se diluyeron en 100 uL de
buffer fosfato (pH 8,00) 200 mM.

Solucidn reveladora

0,044 g de agar se disolvieron a 80 °C en una mezcla compuesta por 1,2 mL de
buffer fosfato (pH 8,00) 200 mM, 0,45 mL de solucién de EDTA 10 mM y 2,4 mL de
agua destilada. La solucién resultante se enfrid hasta 55°C. A esta temperatura se
agregaron 187,5 uL de soluciéon de NBT 5,58 mg/mL mezclando por inversién suave.
Se dejo enfriar la solucién hasta 50 °C y se agregé la solucién de xantina oxidasa y 9

ML de TEMED mezclando nuevamente por inversion suave.

Procedimiento

La soluciébn reveladora, a una temperatura de 50 °C, se distribuy6
homogéneamente sobre toda la superficie del cromatograma (8,0 cm x 10 cm)
generando una capa de espesor uniforme. Una vez gelificada la placa se sumergi6 en

una solucién de xantina 1,5 mM y se mantuvo a 37 °C por 30 minutos.

3.15. Ensayo de captacion de superéxido empleando riboflavina®1%
Soluciones de trabajo
_ Buffer fosfato (K:HPO4/KH:PO,) 200 mM; pH 8,00: 38,84 g de K;HPO, se

disolvieron en 800 mL de agua destilada, se ajust6 a pH 8,00 con HCI 0,1 N y se llevo

hasta un volumen de 1000 mL con agua destilada (solucién stock 200 mM).

Una solucibn 50 mM se prepar6 diluyendo 1:4 la solucion 200 mM con agua
destilada. La solucion se almacend6 a 2 °C.

_ Solucién de EDTA (10 mM): 380 mg de EDTA se disolvieron en 100 mL de buffer

fosfato (pH 8,00) 50 mM. La solucion se almacend a 2 °C.



_ Solucién de NBT (5,58 mg/mL): 558 mg de NBT se disolvieron en 100 mL de
buffer fosfato (pH 8,00) 50 mM. La solucién se almacend en la oscuridad y refrigerada
az2°C.

_ Solucion de riboflavina (3,75 mg/mL): 375 mg de riboflavina se suspendieron en
100 mL de agua destilada. La solucion se almacend en la oscuridad y refrigerada a
2°C.

Solucién reveladora

0,044 g de agar se disolvieron a 80 °C en una mezcla compuesta por 1,2 mL de
buffer fosfato (pH 8,00) 200 mM, 0,45 mL de solucion de EDTA 10 mM y 2,4 mL de
agua destilada. La solucién resultante se enfri6 hasta 55°C. A esta temperatura se
agregaron 1875 uL de solucion de NBT 5,58 mg/mL, 16 pL de suspension

deriboflavina 3,75 mg/mL y 9 yL de TEMED mezclando por inversién suave.

Procedimiento

La solucion reveladora, a una temperatura de 55 °C, se distribuy6
homogéneamente sobre toda la superficie del cromatograma (8,0 cm x 10 cm)
generando una capa de espesor uniforme. Una vez gelificada en la oscuridad la
reaccién se inicié situando la placa a 10 cm de una lampara fluorescente 20-W donde

se dejé por 5 minutos.
3.16. Ensayo de captacion de DPPH
3.16.1. Ensayo autografico%1%

Solucién reveladora
_ Soluciéon de DPPH (0,4 mg/mL): 1,6 mg de DPPH se disolvieron en 4 mL de

etanol. La solucién se prepar6 momentos antes de usarse.

Procedimiento

La solucion de DPPH se roci6 hasta saturacion sobre las placas cromatogréficas.
Inmediatamente después del rociado las mismas se situaron bajo corriente de aire
para eliminar el etanol y evitar la desorcion de los compuestos dela CCD por
eventuales gotas que quedaran sobre la superficie. La lectura del ensayo se realiz6 a

los 5 minutos de iniciada la reaccion.



3.16.2.  Ensayo de cuantificacion®®

A 210 pL de solvente (metanol) se agregaron 50 puL de crudo o estandar de
diferente concentracion. Se midi6 la absorbancia de la mezcla o estandar (Abs
blanco). Luego se agregaron 10 puL de DPPH 1,55 mM para alcanzar una
concentracion de DPPH de 57 uM en cada uno de los pocillos de la microplaca. Se
incubé a 37 °C por 30 minutos en la oscuridad y se midi6 nuevamente Abs. Se
realizaron 3 mediciones por cada concentracion y se incluy6é un control reemplazando
el volumen de crudo o estandar por igual volumen de metanol.

Concentraciones finales (en pocillo) de muestra empleadas (ng/mL): 1, 5, 10, 20,
50, 100.

Concentraciones finales (en pocillo) de estandar empleadas (ug/mL): 1, 5, 10, 20,
50, 92,5.

Variante por incremento de la concentracion de reactivo

A 260 puL de una soluciéon 133 uM de DPPH en metanol se agregaron 10 uL de
crudo o estandar de diferente concentracion (concentracion final de DPPH: 128 uM).
Se incub6 a 37 °C por 30 minutos en la oscuridad y se midi6 absorbancia. Se
realizaron 3 mediciones por cada concentracién y se incluyé un control reemplazando
el volumen de crudo o estandar por igual volumen de metanol.

Para el caso de los blancos se reemplazé el volumen de solucion de DPPH por
igual volumen de metanol.

Concentraciones finales (en pocillo) de muestra y estandar empleadas (ug/mL): 1,
5, 10, 20, 50, 100, 200.

Los resultados se expresan como medias de dos ensayos independientes.



3.17. Ensayos de inhibicién del sistema PhoP/PhoQ en Salmonella

3.17.1. Cepas bacterianas empleadas en los distintos ensayos

MS14028s Salmonella entericaserovarTyphimurium
PB2069% 14028s AphoPQ::SpR

PB2790%% 14028s virK::MudJ (14028s virK::lacZ)
PB30621% 14028s tppB::MudJ (14028s tppB::lacZ)

F ompT gal dcm lon hsd SB(rB- mB") A(DE3

Escherichia coli BL21 (DE3) _ _
[lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

Serratiamarcescens RM662621°7 | Aislado clinico no pigmentado.

Bacillus subtilis trpC2 pheAl amyE::[pdes(-269 to +31)-lacZ]

3.17.2.  Ensayo autografico®

Solucidn reveladora

Se preparé un overlay con agar soft (medio LB 0,6% agar) con agregado deX-gal
(bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside) conteniendo 5.106 UFC.mL?! de lacepa
empleada de Salmonella Typhimurium. Esta cepa expresa una fusion transcripcional a
lacZ del gen representativo virK activado por PhoP (14028s virK::lacZ).

Procedimiento

La solucién reveladora, se distribuyd homogéneamente sobre toda la superficie del
cromatograma (8,0 cm x 10 cm) generando una capa de espesor uniforme. Una vez
gelificada, las placas se incubaron en placas de Petri estériles a 37 °C por 18 h.

La inhibicidn de la expresion del gen reportero de PhoP se detect6 como halos
incoloros en un fondo celeste (otorgado por la hidrélisis de X-gal) con una turbidez
propia del crecimiento bacteriano. La inhibicién del crecimiento bacteriano se detecté

como un halo incoloro sobre un fondo celeste pero sin turbidez.

3.17.3. Ensayos de inhibicién del crecimiento bacteriano

El efecto sobre el crecimiento ejercido por los distintos compuestos ensayados fue
determinado creciendo una cepa “wild type” de las cepas indicadas en cada caso en
caldo Luria Bertani (LB). El ensayo fue llevado a cabo en microplacas de 96 pocillos
estériles. Las placas fueron incubadas por 18 h con agitacion a 37 °C y la densidad
Optica fue medida a 630 nm (Aszo) empleando el lector de microplacas BioTek Synergy
2. El efecto sobre el crecimiento fue observado monitoreando la Aszo durante el tiempo

de estudio a las concentraciones de compuesto indicadas.




3.17.4. Ensayos de actividad f-galactosidasa
Soluciones y solventes de trabajo
— Buffer Z:
e 16,1 g/L de NazHPO.4.7H.0
e 55g/L de NaH,PO4.H,O
e 0,75 ¢g/L de KCI
e 0,246 g/L de MgS0..7H,0O
e 0,27 % v/v de p-mercaptoetanol
- SDS0,1%
— ONPG (4 mg/mL en buffer Z)
- NaCOz;1 M
— CHClz
Las bacterias con fusiones transcripcionales de lacZ a diversos genes fueron

crecidas durante toda la noche con agitacién a 37 °C en medio LB y cada uno de los
compuestos a las concentraciones indicadas.

En un tubo de hemodlisis se agregaron:

— 275 pL de buffer Z

— 14 uL de SDS 0,1%

— 24 uL de CHCIs

— 30 plL de cultivo bacteriano

— 60 uL de ONPG 4 mg/mL en buffer Z

Estos agregados se hicieron por duplicado para cada experimento. Luego de los
mismos, los tubos se agitaron en vortex y se determiné el tiempo al cual aparecié
coloracion amarilla debida a la hidrélisis de ONPG por parte de la enzima -
galactosidasa. A este tiempo se agregaron 150 uL de Na,COs para terminar la
reaccion.

Posteriormente se determind la absorbancia de 200 uL de la mezcla de reaccion a
405 nm y ademas la absorbancia a 600 nm de 200 uL de los cultivos bacterianos
crecidos ON en las condiciones indicadas en cada caso.

La actividad p-galactosidasa fue determinada teniendo en cuenta estos valores de
abs y el tiempo al cual se desarroll6 la coloracién amarilla producto de la reacciénen

acuerdo a lo descripto en la literatura.'®®



3.18. Sintesis de derivados de levoglucosenona para ensayos de sobre

Salmonella Thyphimurium

Cetonal3'ioa
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5 1

4 2
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13

A una solucién de 1 (1100 mg, 8,73 mmol) en AcOEt (15 mL), Pd/C 10% fue
agregado (110 mg). El sistema fue purgado tres veces con ciclos de vacio-H,. La
reaccién fue mantenida bajo atmdésfera de H; durante 5h hasta el consumo total del
material de partida revelado por CCD. La solucion resultante fue filtrada sobre celite y
el solvente fue evaporado a presion reducida, obteniéndose 13 (1100 mg, 8,59 mmol)

con un rendimiento de 98%.

3: aceite incoloro. [o]p?°= -224,9 (c 0,6, CHCI,).[Lit. [a]o=-253,6 (c 0.01; CHCI3)]. 1%

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 5,09 (s, 1H, H-1); 4,70 (sa, 1H, H-5); 4,04 (d,
1H, Js.6= 6,0 Hz, H-6engo); 3,96 (dd, 1H, Js6=Js.6= 6,0 Hz, H-6exo); 2,76-1,93 (M, 4H, H-3
y H-4).

RMN %3C (CDCls, 75,5 MHz), § (ppm): 200,0 (C, C-2); 101,3 (CH, C-1); 72,9 (CH,
C-5); 67,3 (CH2, C-6); 30,9 (C-3), 29,7 (C-4).

Alcohol alilico 148
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1 (910,0 mg, 7,22 mmol) fue disuelto en metanol (24 mL) a 0 °C. CeClz.7H.O (3,2
g, 8,59 mmol) y NaBH, 98% (111,0 mg, 2,94 mmol) se agregaron posteriormente.
Transcurridas 3h la reaccion se completd. Luego de ese tiempo se adicionaron 5 mL
de acetona y el solvente fue evaporado hasta casi sequedad. Se agregaron 10 mL de

agua destilada y la mezcla fue extraida con volimenes de 15 mL de AcOEt. La fase



organica fue secada con Na;SO. y el solvente fue evaporado a presion reducida,

obteniéndose 812,5 mg de 14 (6,43 mmol) con 88% de rendimiento.

14: sélido blanco. P.f.: 67-68 °C. [Lit. 67-69°C].1!

!H NMR (CDCls, 300 MHz), 5 (ppm): 6.10 (dd, Js.4s= 9.8 Hz, Jas= 4.2 Hz, 1H, H-4);
5.70 (ddd, Js.a = 9.8 Hz, J1.3= 2.2 Hz, 1H, H-3); 5.51 (dd, Ji3 = J1.3= 2.2 Hz, 1H, H-1);
4.64 (dd, Jss5= 4.2 Hz, Jsexo = 4.2 Hz, 1H, H-5), 4.32 (M, Ja.on= 11,9 Hz, 1H, H-2), 3.82
(d, Jgem= 6.6 Hz, 1H, H-6endo); 3.74 (dd, Jgem= 6.6 Hz, Jseexo= 4.2 Hz, 1H, H-6exo0);
2.18 (d, J2.on= 11.9 Hz, 1H, OH).

RMN 23C (CDCls, 75.5 MHz), & (ppm): 130.6 (CH, C-4); 129.0 (CH, C-3); 101.1
(CH, C-1); 71.1 (CH, C-2); 70.5 (CHz, C-6), 68.6 (CH, C-5).

Alcohol 15110a
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13 (38,0 mg, 0,30 mmol) fue disuelto en metanol (1 mL) a 0 °C. CeCls.7H,0 (111,7
mg 0,30 mmol) y NaBH4 98% (8 mg, 0,20 mmol) fue agregado. La mezcla fue agitada
a temperatura ambiente por 1 h seguido por la adicién de 1 mL de acetona. El solvente
fue evaporado hasta casi sequedad. 5 mL de agua destilada fueron agregados y la
mezcla fue extraida con acetato de etilo (3 x 10 mL). Los extractos organicos
combinados fueron secados con Na;SO. y el solvente fue evaporado a presion
reducida. Se obtuvieron 25,0 mg de 15 (0,19 mmol) con un rendimiento de 65%.

15: aceite incoloro. [a]p?= -117.3 (¢ 2,0, CHCIs). [Lit. -130 (c 0,7, H,0)].1*2

RMN *H (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 5,32 (s, 1H, H-1); 4,50 (sa, 1H, H-5); 3,83 (m,
2H, H-6); 3,60 (m, 1H, H-2); 2,48 (s, 1H, OH); 2,11-1,42 (m, 4H, H-3 y H-4).

RMN %3C (CDCls, 75,5 MHz), 5 (ppm): 102,7 (C-1); 72,6 (C-5); 68,8 (C-2); 67,9 (C-
6); 27,6 y 25,7 (C-3y C-4).



Epoxidos 16ay 16b!*3
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14 (73,8 mg, 0,58 mmol) fue disuelto en diclorometano (3 mL) a temperatura
ambiente. m-CPBA 57% (382,3 mg, 1,26 mmol) fue agregado. La reaccion se
completo a las 40 h de iniciada. Luego, se evaporoé el solvente a presion reducida. Los
productos de la reaccion fueron separados por cromatografia en columna. 16a (31,7
mg, 0,22 mmol, 38%) y 16b (24,7 mg, 0,17 mmol, 29%) fueron obtenidos con un
rendimiento global de 67% y la relaciéon 16a/16b fue 1,3/1.

16a: sélido incoloro. P.f.: 75-76 °C [Lit. 74,0-75,2 °C].1*

RMN H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 5,33 (d, J= 3,4 Hz, 1H, H-1); 4,73 (dd,1H, H-
5); 4,05 (d, J= 6,9 Hz, 1H, H-2); 3,89-3,82 (m, 2H, H-6); 3,14 (dd, 1H, H-4); 3,02-3,00
(dd, 1H, H-3); 2,25 (d, 1H, -OH).

RMNZ3C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 98,2 (C-1); 72,1 (C-5); 68,9 (C-2); 64,3 (C-6);
57,6 (C-4); 50,6 (C-3).

16b: sélido blanco. P. f.: 159-160 °C. [Lit.1*® 159 °C].

RMN H (CDCls, 300 MHZ), § (ppm): 5,29 (d, J= 3,7 Hz, 1H, H-1); 4,81 (dd, J= 4,7
Hz, 1H, H-5); 3,94 (d, J= 6,6 Hz, 1H, H-2); 3,78 (dd, 2H, H-6); 3,55 (dd, 1H, H-4); 2,57
(dd, 1H, H-3); 2,08 (sa, 1H, -OH).

RMN 13C (CDCls, 75,5 MHz), §(ppm): 99,4 (C-1): 69,7 (C-5); 66,8 (C-6); 65,4 (C-2);
51,0 (C-3); 50,1 (C-4).



Feniltioéter 18

1 (52,1 mg, 0,41 mmol) se disolvié en CHCI; (5,5 mL) y se agrego tiofenol (50 uL,
0,50 mmol) de acuerdo a lo reportado en literatura.'® Posteriormente se adicionaron
20 puL de una dilucién 1:10 de EtsN en CHCIs (0,01 mmol de Et:N, 0,035 eq.). La
reaccion se completd 75 minutos después de iniciada. Luego de ese tiempo el
solvente se evapor6é a presion reducida y el crudo de reaccion se purificé por
cromatografia en columna. Se obtuvol8 (76,2 mg, 0,32 mmol) con un rendimiento de
78%.

18: aceite incoloro. [a]o?: -77,4 (c 0,6, CHCIs).

IR (Film) vmax (cm™): 3048, 2992, 2961, 2920, 2903, 2897, 1734 (CO), 1408, 1215,
1115, 1022, 997, 959, 912, 870, 752.

RMN !H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7,49-7,31 (m, 5H, H-arom.); 5,17 (s, 1H, H-1);
4,69 (sa, 1H, H-5); 4,01-4,00 (m, 2H, H-6); 3,71 (d, J= 7,2 Hz, 1H, H-4); 3,03-2,95 (dd,
J=7,2 Hz, J= 17,5 Hz, 1H, H-3a); 2,55-2,49(d, J= 17,5 Hz, 1H, H-3b).

RMN 3C (CDCls,300 MHz), & (ppm): 197,4 (C, C-2); 138,7 (C, C-10)*; 132,9 (C, C-
7); 128,4 (C, C-12); 129,2 (C, C-11)*: 101,6 (C, C-1); 76,6 (C, C-5); 67,7 (C, C-6); 49,3
(C, C-4); 37,4 (C, C-3).

EMAR. Calculada: [M+Na]* 259,0405. Encontrada: [M+Na]* 259,0399.

p-metilfeniltioéter 19

11 g\ S
Hb
19

1 (127,7 mg, 1,01 mmol) se disolviéo en CHCIs (15 mL) y se agregd p-metiltiofenol
(145,1 mg, 1,17 mmol). Luego de esto se adicionaron 5 uL de EtzN (0,036 mmol, 0,035



eg.). La reaccion se completé después de 90 minutos de iniciada. Posteriormente el
solvente se evapor6é a presion reducida y el crudo de reaccidn se purificG por
cromatografia en columna. Se obtuvo 19 (189,4 mg, 0,76 mmol) con un rendimiento de
75%.

19: sélido blanco. P.f.: 55-56 °C (CHClIs).

[a]o?: -48,7 (c1,1, CHCIy).

IR (KBr) vmax (cm): 3443, 2968, 2918, 1732 (CO), 1495, 1416, 1209, 1113, 910,
874, 812.

RMN H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7,35 (d, J= 8,1 Hz, 2H, H-arom.); 7,13 (d,
J=7,9 Hz, 2H, H-arom.); 5,12 (s, 1H, H-1); 4,66-4,62 (m, 1H, H-5); 3,99-3,92 (m, 2H, H-
6); 3,63 (d, J= 6,8 Hz, 1H, H-4); 2,99-2,89(dd, J= 6,8 Hz, J= 16,7 Hz, 1H, H-3a); 2,51-
2,42(d, J= 16,7 Hz, 1H, H-3b); 2,32 (s, 3H, H-13).

RMN %2C (CDCl5,300 MHz), & (ppm): 197,7 (C, C-2); 138,7 (C, arom.); 133,8 (C,
arom.); 130,2 (C, arom.); 129,2 (C, arom.); 101,6 (C, C-1); 75,3 (C, C-5); 67,7 (C, C-6);
49,6 (C, C-4); 37,3 (C, C-3); 21,2 (CHs, C-13).

EMAR. Calculada: [M+Na]*273,0561. Encontrada: [M+Na]* 273,0556.

n-butiltioéter 20

1 (52,9 mg, 0,42 mmol) se disolvié en CHCI; (5,5 mL) y se agregd butanotiol (55
uL, 0,50 mmol). Luego de esto se adicionaron 36 uL de una dilucién 1:10 de DIPEA en
CHCI; (0,02 mmol de DIPEA, 0,05 eq.). La reaccién se completd luego de 4 dias de
iniciada. Luego de ese tiempo el solvente se evapor6 a presion reducida y el crudo de
reaccion se purific6 por cromatografia en columna. Se obtuvo 20 (77,5 mg, 0,36 mmol)

con un rendimiento de 85%.

20: aceite incoloro. [a]o®’: -387,6 (c 0,9, CHCIy).
IR (Film) vmax (cmY): 2959, 1734 (CO), 1458, 1411, 1213, 1113, 995, 910, 874.



RMN *H (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 5,11 (s, 1H, H-1); 4,71 (sa, 1H, H-5); 4,00 (dd,
2H, H-6); 3,28 (d, Jzas= 7,4 Hz, 1H, H-4); 3,03 (Jgem= 16,9 Hz, Jsas= 7,4 Hz, 1H, H-3a);
2,57 (td, J7.s= 7,2 Hz, 2H, H-7); 2,49 (d, Jgem= 16,9 Hz, 1H, H-3b); 1,55 (q, J7s= Jso=
7,2 Hz, 2H, H-8); 1,39 (sext, Jgo= Jo-10= 7,2 Hz, 2H, H-9); 0,89 (t, Jo.10= 7,2 Hz, 3H, H-
10).

RMN *3C (CDCls, 75,5 MHz), § (ppm): 197,9 (C, C-2); 101,6 (CH, C-1); 76,6 (CH,
C-5); 67,8 (CHz, C-6); 45,7 (CH, C-4); 38,4 (CH, C-3); 31,4 (CH2, C-8); 31,1 (CH>, C-
7); 21,9 (CHy, C-9); 13,6 (CHs, C-10).

EMAR. Calculada: [M+Na]*239,0718. Encontrada: [M+Na]*239,0712.

Reemplazo del solvente en la reaccidon de obtencién de 20

Se decidio utilizar AcOEt en reemplazo de CHCIl; en la sintesis de 20 para
demostrar la factibilidad del uso de solventes no clorados en estas reacciones.

1 (51,5 mg, 0,41 mmol) se disolvié en AcOEt (5,5 mL) y se agregd butanotiol (53
uL, 0,49 mmol). Luego de esto se adicionaron 144 ulL de una dilucion 1:10 de DIPEA
en CHCI; (0,08 mmol de DIPEA, 0,2 eq.). La reaccion se dejo transcurrir durante 4
dias. Luego de ese tiempo el solvente se evapor6 a presion reducida y el crudo de
reaccién se purificé por cromatografia en columna. Se obtuvo 20 (73,6 mg, 0,34 mmol)

con un rendimiento de 83%.

n-hexiltioéter 21

1 (51,1 mg, 0,41 mmol) se disolvido en CHCI; (5,5 mL) y se agregé hexanotiol (69
uL, 0,49 mmol). Luego de esto se adicionaron 72 uL de una dilucion 1:10 de DIPEA en
CHCI; (0,04 mmol de DIPEA, 0,1 eq.). La reaccion se completdé después de 7,5 h de
iniciada. Posteriormente el solvente se evaporé a presion reducida y el crudo de
reaccion se purificé por cromatografia en columna. Se obtuvieron 81,9 mg de 21

(0,34mmol) con un rendimiento de 83%.

21: aceite incoloro. [a]p?: -116,3 (c 0,9, CHCls).



IR (Film) vmax (cm™):2957, 2926, 1734 (CO), 1113, 995, 910, 756.

RMN H (CDClz, 300 MHz), & (ppm): 5,15 (s, 1H, H-1); 4,74 (sa, 1H, H-5); 4,02 (dd,
2H, H-6); 3,29 (d, Jsas= 7,4 Hz, 1H, H-4); 3,05 (Jgem= 16,9 Hz, Jsa4= 7,4 Hz, 1H, H-3a);
2,67-2,50 (m, 3H, H-7 y H-3b); 1,63-1.54 (m, 2H, H-8); 1,43-1,28 (m, 6H, H-9, H-10 y
H-11); 0,89 (t, Ji1-12= 7,2 Hz, 3H, H-12).

RMN 2C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 197,9 (C, C-2); 101,6 (CH, C-1); 76,6 (CH,
C-5); 67,8 (CH2, C-6); 45,7 (CH, C-4); 38,3 (CH2, C-3); 31,5 (CH., C-7); 31,4 (CH., C-
10); 29,4 (CH., C-8); 28,6 (CHz, C-9), 22,5 (CH., C-11), 14,0 (CHs, C-12).

EMAR. Calculada: [M+Na]* 265,0874. Encontrada: [M+Na]* 265,0798.

Aducto 22-N

1 (49,5 mg, 0,39 mmol) se disolvi6 en CHCI; (5,5 mL) y se agreg6 2-
mercaptobenzoxazol (71,9 mg, 0,48 mmol). Posteriormente se adicionaron 30 uL de
una dilucion 1:10 de EtsN en CHCI; (0,02 mmol de DIPEA, 0,05 eq.). Luego de 2,5
dias el solvente se evapor6 a presion reducida y el crudo de reaccion se purificd por
cromatografia en columna. Se obtuvo 22 (62,2 mg, 0,22 mmol) con un rendimiento de
57%.

22: sélido incoloro. P.f.: 141-142 °C (CHCIs).

[a]p?": -52,1 (c 0,8, CHClIs).

IR (KBr) vmax (cm): 2984, 1734 (CO), 1477, 1382, 1311, 1144, 1101, 978, 912,
870, 739.

RMN H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7,41-7,20 (m, 4H, H-arom.); 5,74 (d, Jsas= 9,6
Hz, 1H, H-4); 5,39 (s, 1H, H-1); 4,97 (d, Jsssexo= 5,5 Hz, 1H, H-5); 4,23 (d, Jgem= 8,2 Hz,
1H, H-6endo); 4,11 (dd, Jgem= 8,2 Hz, Js.6exo= 5,5 Hz, 1H, H-6ex0); 3,22 (dd, Jgem= 18,8
Hz, Jsas= 9,6 Hz, 1H, H-3a); 2,83 (d, Jgem= 18,7 Hz, 1H, H-3b).

RMN 3C (CDCls, 75,5 MHz), § (ppm): 197,2 (C, C-2); 180,5 (C, C-7); 147,0 (C, C-
9); 129,7 (C, C-8); 125, (CH, Carom); 124,8 (CH, Carom); 111,4 (CH, arom); 110,8



(CH, Carom); 100,9 (CH, C-1); 75,9 (CH, C-5); 67,5 (CH,, C-6); 57,8 (CH, C-4); 33,9
(CHz, C-3).
EMAR. Calculada: [M+Na]" 298,0150. Encontrada: [M+Na]*298,0162.

Alcoholes 23ay 23b

23a

19 (106,6 mg, 0,43 mmol) se disolvieron en MeOH (1,4 mL) a temperatura
ambiente. Luego se agregaron 12,0 mg de NaBH4 98% (0,31 mmol). Transcurridas 3 h
de estos agregados se adicionaron 0,5 mL de acetona y se filtré la mezcla sobre celite.
El solvente finalmente se evapord a presion reducida. La mezcla de alcoholes 23a y
23b se purific6 mediante cromatografia en columna. Se obtuvo 23a (49,0 mg, 0,19
mmol, 45%) y 23b (49,9 mg, 0,20 mmol, 46%). El rendimiento global fue de 92% vy la
relacion de los alcoholes 23a/23b fue 1/1.

23a: sélido blanco. P.f.: 133-133,5 °C (CHCls).

[a]o®: -64,1 (c 0,9, CHCI5).

IR (KBr) vmax (cm™): 3410 (OH), 2955, 2926, 2891, 2367, 1489, 1447, 1132, 1082,
1030, 962, 908, 876, 799.

RMN H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7,37 (d, 2H, H-arom); 7,14 (d, 2H, H-arom);
5,39 (s, 1H, H-1); 4,52 (dd, 1H, H-5); 3,95-3,80 (m, 3H, H-6 y H-2); 3,26 (dd, 1H, H-4);
2,34 (t, 3H, H-13); 2,25-2,16 (m, 1H, H-3); 1,91 (dd, 1H, H-3); 1,60 (s, 1H, -OH).

RMN *3C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 138,1 (C, C-12); 133,2 (2CH, C-8 y C-9);
130,6 (2 CH, C-10y C-11); 130,0 (C, C-7); 103,3 (CH, C-1); 75,0 (CH, C-5); 68,6 (CHx,
C-6); 66,6 (CH, C-2); 48,2 (CH, C-4); 31,6 (CH, C-3); 21,1 (CHs, C-13).

EMAR. Calculada: [M+Na]" 275,0718. Encontrada: [M+Na]* 275,0701.

23b: sélido blanco. P.f.: 95,5-96 °C (CHClIs).

[a]o?®: -48,7 (c0,8, CHCIy).

IR (KBr) vmax (cm™): 3501 (OH), 2951, 2891, 1491, 1400, 1130, 1038, 924, 858,
812, 507, 492.



RMN !H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7,41 (d, 2H, H-arom); 7,16 (d, 2H, H-arom);
5,44 (s, 1H, H-1); 4,49 (dd, 1H, H-5); 3,90-3,84 (m, 2H, H-6); 3,58 (m, 1H, H-2); 3,25-
3,19 (m, 2H, H-4 y -OH); 2,35 (t, 3H, H-13); 2,25-2,16 (m, 1H, H-3a); 1,91 (d, Jgem=
15,8 Hz, 1H, H-3b).

RMN 3C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 138,6 (C, C-12); 133,9 (2CH, C-8 y C-9);
130,1 (2 CH, C-10y C-11); 129,4 (C, C-7); 102,9 (CH, C-1); 74,6 (CH, C-5); 67,4 (CH_,
C-6); 67,3 (CH, C-2); 46,0 (CH, C-4); 27,4 (CH, C-3); 21,2 (CHs, C-13).

EMAR. Calculada: [M+Na]*275,0718. Encontrada: [M+Na]*275,0712.

Alcoholes 24ay 24b

20 (65,5 mg, 0,30 mmol) se disolvieron en MeOH (1,0 mL) a temperatura ambiente.
Luego se agregaron 5,3 mg de NaBH4 98% (0,14 mmol). Transcurridas 2,5 h de estos
agregados se adicionaron 0,5 mL de acetona y se filtr6 la mezcla sobre celite. El
solvente finalmente se evaporé a presion reducida. Se obtuvo 24a (33,4 mg, 0,15
mmol, 50%) y 24b (23,6 mg, 0,11 mmol, 36%). El rendimiento global fue de 86% vy la
relacion de los alcoholes 24a/24b fue 59/41.

24a: aceite incoloro. [a]p?%: -43,8 (c 0,6, CHCIs).

IR (Film) vmax (cmY): 3474 (OH), 2957, 2932, 1132, 1041, 924, 860, 756.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 5,35 (s, 1H, H-1); 4,53 (dd, 1H, H-5); 3,86 (m,
3H, H-6 y H-2); 2,87 (d, Jsas= 7,4 Hz, 1H, H-4); 2,57 (t, J7.s= 7,2 Hz, 2H, H-7); 2,18 (d,
Jgem= 16,9 Hz, 1H, H-3%); 1,81 (m, 2H, H-3* y -OH); 1,57(q, J7s= Jso= 7,2 Hz, 2H, H-
8);1,41 (sext, Js-o= Jo.10= 7,2 Hz, 2H, H-9); 0,91 (t, Jo.10= 7,2 Hz, 3H, H-10).

RMN %2C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 103,2 (CH, C-1); 75,8 (CH, C-5); 68,6 (CH,
C-6);66,7(CHz, C-6); 44,3 (CH, C-4); 32,3 (CH>, C-3); 31,8 (CH2, C-8); 31,7 (CH, C-7);
22,0 (CHa, C-9); 13,7 (CHs, C-10).

EMAR. Calculada: [M+Na]*241,0874. Encontrada: [M+Na]* 241,0869.

24Db: aceite incoloro. [a]p?%: -149,9 (c 0,9, CHCI5).



IR (Film) vmax (cm™): 3447 (OH), 2957, 2925, 1134, 1077, 1028, 964, 905, 876.

RMN H (CDClsz, 300 MHz), & (ppm): 5,41 (s, 1H, H-1); 4,57 (sa, 1H, H-5); 3,89 (dd,
2H, H-6); 3,57 (d, J= 11,8 Hz, 1H, H-2); 3,34 (d, J= 11,8 Hz, 1H, -OH); 2,87 (d, J3a4=
7.4 Hz, 1H, H-4); 2,57 (t, J76= 7,2 Hz, 2H, H-7); 2,25 (m, 1H, H-3a);1,94 (d, Jgem= 16,9
Hz, 1H, H-3b); 1,59 (q, J7s= Js-o= 7,2 Hz, 2H, H-8); 1,42 (sext, Js-9= Jo-10= 7,2 Hz, 2H,
H-9); 0,92 (t, Jo-10= 7,2 Hz, 3H, H-10).

RMN *3C (CDCls, 75,5 MHz), & (ppm): 103,0 (CH, C-1); 75,5 (CH, C-5); 67,5 (CH,
C-2, CHz, C-6); 41,7 (CH, C-4); 31,3 (CH2, C-8); 31,1 (CH2, C-7); 27,6 (CH2, C-3); 22,0
(CHz, C-9); 13,6 (CHs, C-10).

EMAR. Calculada: [M+Na]*241,0874. Encontrada: [M+Na]* 241,0869.

3.19. Ensayos de citotoxicidad

Este ensayo estuvo basado en el protocolo desarrollado por Mossmann para
determinar viabilidad celular evitando el empleo de sustancias radiactivas.'® El
experimento involucra la utilizacién del colorante MTT, el cual al ser reducido por un
cultivo celular se transforma en su derivado formazan insoluble que presenta una
coloracion violeta intensa. Por lo tanto, la abs es proporcional al nimero de células
viables presentes en el cultivo.

En nuestro caso, células Huh7 de céncer hepéatico humano fueron crecidas en
medio o-MEM (“Eagle’s Minimum Essential Medium”) suplementado con 10% de
suero fetal bovino a 37 °C y 5% de CO,. Las células fueron sembradas en microplacas
de 96 pocillos (4.10% células/pocillo) y crecidas por aproximadamente 24 h con 200 pL
de medio. Luego de ese tiempo, se reemplaz6 el medio de cultivo por medio fresco y
las células fueron tratadas por triplicado con distintas concentraciones de los
compuestos evaluados disueltos en DMSO e incubadas por aproximadamente 48 h
mas.

Luego del tratamiento con los compuestos, se agregaron 15 uL de la solucién
colorante del kit CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega)
conteniendo MTT en cada pocillo y se dejo incubar por un lapso de 2,5-3 h a 37 °C en
atmosfera de 5% de CO,. Siguiendo a esta incubacion se adicionaron 100 uL de la
solucion Solubilization Solution/Stop Mix del kit y se dejé 1 h mas a 37 °C en atmésfera
de 5% de CO; para finalizar la reaccion y permitir la solubilizacién de los cristales de
formazén.

Finalmente, los cristales se terminaron de resuspender en la misma microplaca con
micropipeta y se midi6 la abs a 570 nm correspondiente al producto formazan. Se

resto la abs del “background”a 630 nm como lo establecia el fabricante en el protocolo



para lograr una medida mas precisa. Todos los valores se refirieron a un control de
células sin tratamiento alguno.

Estos experimentos fueron llevados a cabo en el Instituto de Fisiologia
Experimental (IFISE-CONICET).

3.20. Microscopia

Células CHO fueron incubadas con 1 o 2 a distintas concentraciones por 24 horas
en medio a-MEM y sobre cubreobjetos. Luego de ese tiempo se fijaron las células con
p-formaldehido 3% en la oscuridad durante 15 minutos. Finalmente, los cubreobjetos
fueron depositados en un portaobjetos sobre 3,5 uL de 4',6-diaminidino-2-phenylindole
(DAPI) 1 pg/mL junto con el reactivo “SlowFade antifade” (Invitrogen) diluido en
glicerol. Las células asi fijadas fueron observadas bajo un microscopio de
fluorescencia (OLYMPUS BX60, 100X). Al menos 10 campos fueron visualizados para

cada condicion.

3.21. Andlisis in silico de las proteinas del sistema de dos componentes
PhoP/PhoQ

Se efectu6 un andlisis de las secuencias de proteinas PhoQ y PhoP de Salmonella
Typhimurium empleando las bases de datos del NCBI (“National Center for
Biotechnology Information”)% y del sitio Pfam*?’,



CAPITULO IV

EMPLEO DE LEVOGLUCOSENONA EN SINTESIS

4.3.

ASIMETRICA

Obtencioén de levoglucosenona

Empleando el protocolo desarrollado por Fred Shafizadeh optimizado por nuestro

grupo de investigacion, se sintetiz6 levoglucosenona con rendimientos entre el 8-10%,

conteniendo aproximadamente un 3-7% de 2-furfural como Unica impureza detectada

en base a los espectros de RMN *H y a estudios de CG-EM.33
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4.4, Obtencién de auxiliares quirales derivados de 4-
cianolevoglucosenona

La reaccion de Diels-Alder ha sido ampliamente aplicada a la sintesis total de
productos naturales. La reaccién se ha vuelto una herramienta valiosa en el desarrollo
de conceptos sintéticos, mecanisticos y tedricos; y este importante rol podria ser
atribuido a su remarcable regio y estereoselectividad.'®

Es generalmente aceptado que la adicion de dienos ciclicos a diendfilos ciclicos
sigue la regla endo de Alder, si bien hay ejemplos en la literatura de reacciones de
Diels-Alder que violan esta regla.!'® Por otro lado, el uso de carbohidratos como fuente
de quiralidad ha sido extensamente descripto en la literatura,'?® y han probado ser
ademas materiales de partida Utiles para la preparacion de dienos o dienéfilos!?* como
intermediarios en la sintesis de compuestos Opticamente puros. A pesar de unas
pocas excepciones, se ha establecido que los diendfilos derivados de azlcares
ciclicos usualmente siguen la regla de Alder.??? Otra caracteristica importante de esta
transformacion quimica es la formacion regioselectiva de productos cuando se usan
dienos y diendfilos no simétricos. En muchos casos, el resultado regioquimico puede
ser predicho por la regla orto/para.

Como parte de nuestro interés en la conversion pirolitica de biomasa en

compuestos quimicos utiles, hemos estado interesados en las aplicaciones sintéticas



de levoglucosenona (1) como un blogue de construccion quiral Gtil para el desarrollo
de nuevos métodos de sintesis asimétrica.**#85! |evoglucosenona ha sido utilizada
como diendfilo en la construccién de nuevos y eficientes auxiliares quirales mediante
el empleo de reacciones de Diels-Alder. Sin embargo frente a ciertos tipos de dienos
de baja reactividad derivados de antraceno, se ha observado la necesidad de largos
tiempos de reaccion.

Con el fin de desarrollar un nuevo derivado de levoglucosenona que incremente su
caracter nucleofilico y confiera una mayor versatilidad quimica a los auxiliares quirales
derivados de este ultimo consideramos que la sustitucién con un grupo ciano en C-4
de la molécula en analogia a una trans-3-cianoacroleinal?® podria incrementar la
dienofilicidad pero también ofrece la posibilidad de crear un centro cuaternario
siguiente a una funcionalidad nitrogenada y podria subsiguientemente ser
transformada de manera sencilla en otros derivados. Sin embargo, una cuestién
principal que surge con este nuevo diendfilo es como el grupo atractor de electrones
exociclico podria afectar la regioselectividad. Una ventaja que consideramos al
reemplazar el protén vinilico en C-4 por un grupo ciano fue su geometria lineal, una
caracteristica que deberia evitar cualquier especulacion con respecto al impedimento
estérico y permitir comparar la influencia de los efectos estereoelectrénicos sobre el
resultado de la reaccion de Diels-Alder entre diferentes dienos con ambos diendfilos.

Se efectuaron célculos computacionales comparando las diendfilicidades de 1y 3
frente a diversos dienos en reacciones de Diels-Alder y los resultados permiten
justificar las predicciones efectuadas en el parrafo anterior. El indice de electrofilia
global (w) permite ordenar series de dienos y diendfilos normalmente usados en
reacciones de Diels-Alder dentro de una misma escala.®® Los valores de o calculados
para 1 y 3 al nivel B3LYP/6-31G* son de 1,83 eV y 3,14 eV, respectivamente,
sugiriendo que 3 constituye un diendfilo mucho méas poderoso que 1. Como resultado,
se espera que las cicloadiciones empleando a 3 tengan un caracter polar mas
pronunciado, esto es, mayor transferencia de carga (TC) desde el dieno hacia el
diendfilo con la consecuente disminucion de las barreras energéticas.®® La diferencia
en el valor de o entre los carbonos C-3 y C-4 es menor en 3 que en 1. Esto, por otro

lado, indicaria que esta molécula es menos regioselectiva que levoglucosenona.



Entrada | Diendfilo Dieno Te AE AAE?
(eV) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) | Selectividad
1 1 Ciclopentadieno 0,16 13,8 95:5
2 3 Ciclopentadieno 0,25 10,7 1 93:7
3 1 Isopreno 0,15 14,9 68:32
4 3 Isopreno 0,22 12,7 22 41:59
5 1 2,3-dimetilbutadieno |0,16 15,1 -
6 3 2,3-dimetilbutadieno [0,23| 12,6 25 -

Tabla 4.1

Dienofilo | a (C-3) (eV) | ax (C-4) (eV) | Aax (eV)
1 0.15 0.44 0.29
3 0.38 0.55 0.17
Tabla 4.2

La estrategia sintética elegida para incorporar el grupo ciano en posicion 4 estuvo
basada en la dibromacion del doble enlace presente en 1 con la concomitante
eliminacion de bromo. La eliminacién del atomo de hal6égeno unido a C-4 toma ventaja
de la acidez del protén unido al C-a de la cetona; el uso de una base no nuclecfilica
hace posible la regeneracion del sistema «,f-insaturado en una reaccién en una sola
etapa conduciendo a 3-bromolevoglucosenona (2). Para introducir el grupo nitrilo, una
secuencia similar de adicion-eliminacion fue pensada, pero en este caso la eliminacion
del 4tomo de bromo deberia comenzar por la sustraccion del H-4 para reconstruir el
doble enlace y extender la conjugacién entre ambos grupos atractores de electrones.
Esto daria como resultado la obtencién de 4-cianolevoglucosenona (3). Esto se

resume en el Esquema 4.1.
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Esquema 4.1

La reaccion de levoglucosenona con Br, en diclorometano a 0 °C seguida por la

adicion de EtsN dio 2 con 92% de rendimiento. La adicion de KCN a 2 en presencia de




la resina Amberlite IR-120 y EtsN en una primera reaccion permitié obtener a 3 con

31%.
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Los espectros de RMN de 3 muestran la pérdida del H-4 con respecto a
levoglucosenona y la aparicion del grupo ciano en el espectro de *3C. Ademas, en este
altimo se observa la transformacion del C-4 en cuaternario.

No obstante el bajo rendimiento obtenido de 3, se efectud un estudio tendiente a
evaluar de manera experimental la dienofilicidad de este compuesto con base en el
estudio computacional precedente. Se llevd a cabo una comparacion de reactividad y
selectividad de los diendfilos 1 y 3 en reacciones de Diels-Alder usando diferentes
dienos (Esquema 4.2). Los dienos fueron elegidos en base a reportes previos sobre
resultados de las reacciones empleando 157192124 |3 tabla 4.3 muestra las
condiciones de reaccién empleadas y los rendimientos obtenidos. Los rendimientos
fueron de buenos a muy buenos con ambos diendfilos, no observandose variaciones
muy grandes en los mismos si bien hubo un incremento cuando se emple6 3 como

diendfilo en las reacciones con 9-metoximetilantraceno y ciclopentadieno.
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Entrada|Sustrato Reactivo Temp.(°C) | Solvente | Rend. (%)
1 1 9-metoximetilantraceno 110 Tolueno 63
2 1 Ciclopentadieno 25 DCM 72
3 1 Isopreno 150 MO DCM 73
4 1 2,3-dimetilbutadieno 150 MO DCM 84
5 3 9-metoximetilantraceno 110 Tolueno 77
6 3 Ciclopentadieno 25 DCM 85
7 3 Isopreno 150 MO DCM 68
8 3 2,3-dimetilbutadieno 150 MO DCM 79
Tabla 4.3

Los compuestos 5a y 5b no pudieron ser separados por cromatografia en columna
como si es posible de hacer cuando se usa 1 como diendfilo. Esto hizo que para
determinar la relaciéon de los aductos se recurra al espectro de RMN *H. La asignacion
fue un tanto complicada pero se baso6 en que el C-4a de 5a es metinico mientras que
en 6b es cuaternario. El grupo nitrilo en 5a presenta correlacion con dos protones en el
espectro de HMBC mientras en 5b hay una sola correlacion. Una vez identificado este
protén se pude determinar la relacién de los aductos en base al espectro de RMN *H.
La asignacion de las sefiales de ambos compuestos, por otro lado, requirié un analisis
extenso de los espectros en 2 dimensiones.

En el caso de los aductos de 3 con ciclopentadieno, la relacion entre los aductos
7a y 7b se determind por RMN H de manera sencilla. Adicionalmente, se pudo
purificar 7a por recristalizacion con éter etilico/hexano y pudo ser caracterizado. Se

observa también un importante acoplamiento de los H-6 (8,7 Hz).
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En la reaccién de cicloadicién con isopreno, la mezcla de aductos 9a y 9b no pudo

ser separada por cromatografia, algo que también se observa cuando se emplea a 1



como diendfilo. La asignacion estuvo basada en que el C-8 en 9a es metinico y
cuaternario en 9b. Una vez identificados los carbonos en posicion 3 el espectro de
HMBC permiti6 observar una correlacion con uno de los protones en la regién de
dobles enlaces del espectro, el cual correspondié al compuesto 9a. Esto permitid
obtener la proporcion relativa de ambos aductos. El posterior analisis de los espectros

llevé a la asignacion de los compuestos presentes en la mezcla.
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Por dltimo, para la asignacion del compuesto 11 se tuvo en cuenta nuevamente el
hecho de que el C-4 en cuaternario. Esto permiti6 identificar el C-3 mediante los
espectros de HMBC y HSQC. La correlacion en el espectro de HMBC de estos
carbonos permitié definir las posiciones metilénicas en C-7 y C-10. Las posteriores
correlaciones en estos espectros en dos dimensiones permitieron definir las posiciones

del anillo de 6 miembros generado por la reaccién de Diels-Alder.
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La tabla 4.4 muestra los tiempos de reaccion y las selectividades observadas.
Como era de esperarse, es evidente a partir de las entradas 2, 4, 6 y 8 los
mejoramientos en los tiempos de reaccién de uno o mas ordenes de magnitud con el
diendfilo 3. La inversion de la regioselectividad orto/para observada con 9-
metoximetilantraceno e isopreno, si bien el Gltimo es un dieno que no tiene un grupo
funcional que pueda ejercer un control efectivo, muestra en que extension el grupo
ciano afecta el resultado de la reaccion.

Es importante destacar ademas la excelente correlacion entre los resultados
experimentales y los calculos computacionales efectuados, resaltando el gran poder
predictivo de estos Ultimos en este tipo de sistemas.

Entrada | Diendéfilo Dieno Tiempo Selectividad
Experimental |Calculada
1 1 9-metoximetilantraceno | 7 dias 80:20 5a/5b
2 3 9-metoximetilantraceno | 1,5 dias 30:70 6a/6b
3 1 Ciclopentadieno 4 dias | endo/exo 95:5 95:5
4 3 Ciclopentadieno 2 horas | endo/exo 94:6 937
5 1 Isopreno 3 horas | para/meta 65:35 68:32
6 3 Isopreno 20 min. | para/meta 48:52 41:59
7 1 2,3-dimetilbutadieno 2 horas - -
8 3 2,3-dimetilbutadieno | 10 min. - -
Tabla 4.4
44.1. Intentos de optimizacion del rendimiento en la obtencién de 3

Posteriormente a esto, y dada la muy buena reactividad de 3, se procedi6 a
ensayar otras condiciones de reaccion tendientes a mejorar el rendimiento en la
obtencion de este diendfilo.

Los resultados descriptos en la tabla 4.5 permiten apreciar que los tiempos de
reaccion de los ensayos realizados en acetonitrilo (entradas 2 a 6) son mayores que
aquellos llevados a cabo en solventes alcohdlicos o agua (entradas 12 a 15) con
excepcion de la reaccidn en la cual se utiliza la resina &cida Amberlite IR-120 (entrada
1). La temperatura parece también ser una variable a tener en cuenta, ya que solo las
reacciones a temperatura ambiente dieron los mejores rendimientos. En la mayoria de
los casos se utilizd6 KCN como reactivo nucleofilico. La disminucion de los tiempos de
reaccion utilizando alcoholes o agua como solvente podria racionalizarse asumiendo la

mayor solubilidad de KCN en estos solventes comparados con el acetonitrilo. En el




caso de la reaccion en H;O (entrada 15) ademas de la disminucion en el tiempo de

reaccion nos permitié reducir hasta un 70% los equivalentes de KCN utilizados en el

caso de las reacciones en acetonitrilo. Adicionalmente no se ha requerido el empleo

de cromatografia para su purificacion.

Entrada | Reactivo Solvente Tem?oecr;atura EE Tiempo | Rendimiento (%)
KCN,
Amberlite . . 30
1 IR-120, Acetonitrilo Ambiente 1,15 minutos 31
EtsN
2 KCN, EtsN | Acetonitrilo Ambiente 7,12 | 2 dias 34
3 KCN, EtsN | Acetonitrilo 0 8,20 | 9 dias 4
KCN, _ . .
4 CUCN, EtaN Acetonitrilo Ambiente 3,34 | 2dias 42
KCN,
5 CuCN, Acetonitrilo Ambiente 495 | 4dias 41
(BusN)CN
6 KCN, 18- Acetonitrilo | Ambiente | 1,50 | 2 dias 33
crown-6
LICN (0,5 M 24 .,
11 en DMF) DMF 0 5,37 horas Descomposicion
12 KCN EtOH 96° 50 219| 39 | Descomposicion
minutos
13 KCN EtOH 96° Ambiente 1,23 .15 25
minutos
14 KCN EtOH Ambiente | 1,09 | 5 dias 31
absoluto
15 KCN H.0 Ambiente | 1,15 | . ' 37
minutos
CNSIi(CHg)s, 1,5 L,
16 ELAIC Tolueno 0 2,36 horas Reversion al MP
Tabla 4.5.
4.4.2. Posible explicacidn del bajo rendimiento en la obtencion de 3

Dadas las dificultades encontradas para mejorar el rendimiento de 3, abarcando un

gran numero de condiciones, procedimos a estudiar con mayor de detalle este

resultado. Por cromatografia de capa delgada del crudo de la reaccion se observé una

mancha considerablemente mas polar que el producto deseado y dificil de purificar.

Esto podria deberse a la generacién del hidrato en posicién 2 o la correspondiente o-

cianhidrina, lo cual explicaria la alta polaridad de dicho subproducto en detrimento de

la recuperacion de material y el rendimiento de la reaccion.

Luego de algunos intentos se logro aislar una pequefia cantidad de dicho producto

y se analizé por RMN H y RMN *3C (espectros a continuacion).
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Dada la polaridad del mismo, éste no pudo ser disuelto en CDCI; por lo que los
espectros se realizaron en acetona-d®.

Se pudo determinar que este nuevo compuesto (12) corresponde a la cianhidrina
de 3, resultante de una segunda adicion de cianuro en posicion 2. Este se genera Si
los tiempos de reaccion se prolongan y ademas si se incrementan los equivalentes de
KCN utilizados en la reaccion, siendo esto ultimo independiente del solvente
empleado.

Por otro lado la presencia del atomo de Br hace que el carbono en posicion 4 de la
molécula incremente notoriamente su electrofilia. Esto hizo que al disolver a 2 en
agua, luego de un tiempo se observe la formacién de un compuesto diferente tal como
se evidencia por el espectro de RMN *H.

Se puede ver que el espectro de RMN 'H de 2 en D,O presenta un patréon de
sefales completamente diferente con respecto al espectro en CDCI; (Figura 4.1).
Notoriamente se observa una disminucién de la sefial del H-4 y un cambio en el patrén
de sefiales entre 3,5y 4 ppm, ademas de algunas sefiales menores que aparecen en

el espectro en D,O (Figura 4.2).
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Espectro de RMN H de 2 al disolverse en D,O

La formacién de la cianhidrina 12 y la elevada electrofilia del C-4 de 2 permiten

racionalizar los bajos rendimientos obtenidos de 3 en las diversas condiciones



ensayadas y dan indicio de la complejidad de dicha sintesis en este tipo de sistemas.
En la seccién 6.6.4.3 se estudi6 este efecto con mas detalle realizando estudios
adicionales por RMN *H en D;0.



CAPITULO V

PIROLISIS DE SUBPRODUCTOS AGROINDUSTRIALES

Es generalmente reconocido que los recursos del mundo son limitados y la
sustentabilidad se ha vuelto un punto crucial para el desarrollo de productos quimicos.
Estas circunstancias imponen una gran urgencia en la busqueda de nuevas fuentes de
materiales para su transformacion en productos Utiles dentro de areas como la quimica
finay los combustibles, que puedan reemplazar las enormes demandas de suministros
derivados del petrdleo. El uso de materiales naturales renovables con el objetivo de
incrementar su valor usando procesos biol6gicos, quimicos y térmicos constituye una
interesante opcidn para lograr una transicion paulatina desde una economia basada
en petroleo hacia una economia mas sustentable, ademas de constituir una forma de
hacer frente al cambio climatico.'®

Los productos derivados de biomasa toman la forma de tallos, hojas, bagazo,
raices, cascaras, madera, desechos municipales, etc.!?® Ampliamente accesible,
renovable, y virtualmente gratis, este tipo de biomasa es un recurso importante, si bien
podria causar problemas ambientales si no es usada o desechada apropiadamente. El
reto, por lo tanto, es convertir estos desechos en una fuente de energia, productos
guimicos u otros usos productivos. Hay varias ventajas en el uso de biomasa ademas
de ser un recurso renovable, especialmente de los subproductos provenientes de la
actividad agricola: ademas de tener el potencial de desplazar a los combustibles
fésiles como fuente de energia, ayuda a reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero mientras cierra el ciclo de carbono. Mientras que el debate entre
alimentacién versus energia se intensifica, uno de los principales potenciales
industriales de los desechos o subproductos provenientes de biomasa es que ellos no
interfieren con la produccién de alimentos o la biodiversidad'?® y pueden a su vez
aportar un ingreso adicional a los agricultores. Mas aun, desde un punto de vista
qguimico, su naturaleza oxigenada, diversidad quimica y quiralidad hace a la biomasa
un material altamente adecuado para manufacturar una amplia variedad de
compuestos con alto valor agregado.>!

Una manera de intentar agregar valor a los productos derivados de biomasa es
mediante pirdlisis. Como se menciond en la introduccién, el proceso es conocido
desde hace tiempo y muchos investigadores han estudiado la pirdlisis de diferentes

tipos de biomasa. Dependiendo de las condiciones de pir6lisis el proceso puede ser



clasificado en dos categorias principales: pirolisis convencional o lenta y pir6lisis
“flash” o rapida.'?’La primera se da a bajas temperaturas y con tiempos prolongados
(en el rango de minutos) y favorece la obtencion de productos quimicos y carbon. La
segunda ocurre a temperaturas elevadas y con tiempos de reaccion muy cortos
(menos de 1 segundo) y se emplea para poder obtener principalmente combustible
liquido. La biomasa consiste principalmente de tres componentes: celulosa,
hemicelulosa y lignina, los cuales tienen diferente comportamiento térmico. Los
productos de la pir6lisis de biomasa pueden ser considerados el resultado global de la
pirélisis de estos tres componentes principales.?812°

Por otro lado, el grano de soja (Glycine max) es una fuente principal de energia y
alimento para la poblacién mundial. La produccién mundial de soja para la campafa
2014/2015 es estimada en 314,4 millones de toneladas.'*® Las cascaras son un
subproducto del procesamiento postcosecha del cultivo y constituyen el 5% de la
produccién del cereal. Las cascaras de soja constan principalmente de celulosa (38%),
hemicelulosas (10%), lignina (2,8%), proteinas (10%) y ceniza (1-4%).13!

Estos subproductos constituyen una fuente importante de materiales de bajo valor
en paises productores de soja como es el caso de Argentina.’*> Como ya fue
mencionado, una forma de agregar valor a estos desechos es a través de un proceso
térmico. Por estas razones decidimos estudiar en primer término el comportamiento

pirolitico de cascara y harina de soja en condiciones de pirdlisis lenta.

5.1. Andlisis Termogravimétrico

Previamente a la reaccién de pirdlisis se procedié a estudiar el efecto de la
temperatura sobre el proceso de descomposicién térmica. Para ello se realiz6 un
analisis termogravimétrico de las muestras a pirolizar. Este es un experimento
dinamico en el cual se registra, de manera continua, la masa de cada muestra
colocada en una atmdésfera controlada en funcién de la temperatura; en nuestro caso
la temperatura se increment6 de forma lineal con el tiempo.

La figura 5.1 ilustra la descomposicién térmica por etapas de cascara y harina de
soja sin tratamiento acido previo a la reaccion de pir6lisis y con los tratamientos con
HsPOs al 1% y al 10%. Se observa en primer lugar que hay una disminucién de la
pérdida de masa al incrementarse el tratamiento acido para ambos materiales.

Analizando con méas detalle los termogramas se pueden sacar algunas
conclusiones para cada una de las muestras en particular. En el caso de céscara de
soja la temperatura a la cual la maxima pérdida de masa ocurre disminuye con el
incremento de la concentracion de acido usada en el tratamiento previo a la pirdlisis.

Esta temperatura corresponde a la degradacion de hemicelulosa. Similarmente, la



temperatura a la cual la celulosa comienza a descomponerse disminuye con el
tratamiento &cido (alrededor de 300 °C para la muestra sin tratamiento acido y 210 °C
para la muestra tratada con HsPO,4 10%).1?° En el caso de la harina si bien la pérdida
de masa disminuye con el tratamiento acido empleado como se mencion6 en el
parrafo anterior, no hay una relacion tan clara entre la degradacion de ciertos tipos de
biopolimeros presentes en este material y el tratamiento acido al que fue sometido
como se puede evidenciar para las muestras de cascara de soja. El hecho de que la
harina presente un contenido importante de acidos grasos en su composicién podria
tal vez ser el responsable de las diferencias observadas en los termogramas de este
material con respecto a la cdscara. Este andlisis permite evidenciar el efecto de la
concentracion de acido empleada previo a la reaccién de pirélisis tanto para cascara

como para harina de soja.
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Figura 5.1

5.2. Reaccién de pirdlisis: efecto del acido y la temperatura sobre el
rendimiento del crudo

Del andlisis termogravimétrico precedente se escogieron 3 temperaturas de
pirélisis: 250°C, 300°C y 350°C, importantes en el proceso de degradacion térmica y
gue abarcan un rango significativo de pérdida de masa de las muestras. Las 6
muestras empleadas en el estudio anterior fueron pirolizadas a estas temperaturas con
el fin de evaluar en principio el efecto de estas variables sobre el rendimiento del crudo
resultante de las pirdlisis.

La tabla 5.1 muestra el rendimiento del crudo de pirdlisis en comparacioén con el
porcentaje de carbon obtenido en las condiciones ensayadas, ambos calculados a
partir de la masa de material pirolizado. Se observa en primera instancia una relacién
directa entre la temperatura y el porcentaje de bioaceite obtenido para todas las
muestras en las condiciones evaluadas en este estudio. En general también se

evidencia una disminucion del rendimiento de bioaceite al emplear la maxima



concentracion de acido; esta relacion es mas clara cuando se analizan los valores de
rendimiento a 350 °C. Estas tendencias se observan mejor en los gréficos 5.1y 5.2,
donde se muestra el rendimiento de crudo como funcién de la temperatura y de la
concentracion de acido empleada como tratamiento previo a la pirdlisis tanto para
cascara como para harina de soja. Existe una relacion creciente entre porcentaje de
crudo de pirdlisis con la temperatura para ambos materiales. Por otro lado, al analizar
la concentracion de &cido se evidencia que para cédscara de soja los mayores
rendimientos se observan para la region del grafico correspondiente a una
concentracion de acido cercana al 1%, mientras que para harina los rendimientos mas
elevados se encuentran entre 0 y 1% de HsPOs4. De todos modos, una concentracion
de HsPO, de 10% provoca una fuerte disminucion de rendimientos de crudo para

ambas materias primas.

Mues Acido Temp. Rend. crudo Carbon
tra (%) °C) (%) (%)
250 0,69 65,31
- 300 2,40 40,44
350 6,69 30,99
250 3,17 54,46
Casc HsPO. 1
300 4,72 46,03
ara %
350 5,39 39,24
250 1,17 63,57
HsPO4 10
300 1,46 59,58
%
350 1,87 59,96
250 3,39 62,60
- 300 6,34 47,54
350 12,92 37,59
. 250 1,79 68,71
Harin HsPO4 1
300 8,21 54,46
a %
350 10,22 46,78
250 1,71 58,02
HsPO4 10
300 2,45 52,90
%
350 3,29 54,15

Tabla 5.1
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Por otro lado, la tabla 5.1 también muestra que hay una disminucion en el
porcentaje de carbdn obtenido al incrementarse el rendimiento del crudo, sugiriendo
que a las temperaturas mas altas hubo una transformacién mas eficiente de material
en bioaceite, en detrimento de la cantidad de residuo. Asimismo, el contenido de agua
varid entre 20-40%, siendo mayor la variacion cuando las muestras de cascara y
harina fueron pre-tratadas con &cido. Estos experimentos mostraron adicionalmente

una recuperacion de masas de hasta el 90%, indicando que sélo un bajo porcentaje de
gases fue perdido.



Este andlisis sugiere que las variables estudiadas influyen notoriamente sobre el
rendimiento del condensado obtenido luego del tratamiento térmico. Se desprende que
concentraciones bajas de HsPO, y altas temperaturas permiten obtener los mayores
porcentajes de bioaceite para cascara y harina de soja y reducir las emisiones de
gases.

5.3. Efecto de las condiciones de pirdlisis sobre la composicion del
crudo de reaccion

Se estudiaron posteriormente los efectos que la concentracion de acido en el
tratamiento de la muestra previo a la pirdlisis y la temperatura de la misma tienen
sobre el perfil de compuestos obtenidos tanto para cdscara como para harina de soja.
La extension de las modificaciones se evalué por RMN!H.

Efecto de la concentraciéon de acido

Se comparé el efecto que tiene el tratamiento previo de la muestra con distintas
concentraciones de acido fosforico (1% y 10%) sobre la composicion de los bioaceites
obtenidos a las distintas temperaturas de pirélisis comparadas con las muestras sin
tratar.

Efecto de la temperatura de pirélisis

Se compard luego el efecto que tiene la temperatura de la reaccion de pirdlisis
(250, 300, y 350 °C) sobre la composicion de los bioaceites de las muestras tratadas
con las distintas concentraciones de &cido fosforico y aquellas sin tratamiento.

La Figura 5.2 muestra los espectros de RMN *'H obtenidos de bioaceites de
cascara de soja bajo las diferentes temperaturas de pirdlisis y pre-tratamiento acido de
las muestras. La comparacion de los espectros mostr6é que el tratamiento acido previo
a las reacciones de pirdlisis causé cambios notorios en la composicion del bioaceite.
Es digno de mencionar la aparicién de sefiales de aldehido aproximadamente a 10
ppm, correspondientes a derivados de furfuraldehido en muestras pre-tratadas con
acido y la modificacién del patron de sefiales entre 1-3 ppm y 4-5 ppm. Por otro lado,
la temperatura de pirélisis no indujo un cambio sustancial de los espectros de RMN H
de los bioaceites. Estos resultados sugirieron que solo el tratamiento &cido previo de la
muestra tiene un efecto importante en modificar el perfil de compuestos de los

bioaceites de cascara de soja.
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La figura 5.3 muestra los espectros de RMN !H obtenidos de bioaceites de harina
de soja bajo las diferentes condiciones de pirdlisis y pre-tratamiento acido de las
muestras. En este caso no hubo una evidencia clara de alteracion de los espectros ya
sea con el pre-tratamiento acido de la muestra o con la temperatura de la reaccién de
pirdlisis. Los espectros muestran el patrén de sefales tipico de los acidos grasos; es
decir, sefiales entre 1-3 ppm correspondiente a protones alifaticos y la sefial alrededor
de 5 ppm indicando la presencia de dobles enlaces correspondientes a acidos grasos
insaturados. Dada las bajas temperaturas empleadas y el hecho de que las pirdlisis se
efectuaron en ausencia de oxigeno, es l6gico pensar que los acidos grasos no
sufrieron combustion y de esta manera fueron capaces de permanecer sin cambios

durante todo el proceso pirolitico.
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Con este sencillo estudio se puede inferir que, de las dos variables implicadas en
el procesamiento de la muestra, sélo la concentracién de acido fosférico utilizada en el
tratamiento pre-pirdlisis fue la que alter6 de manera mas apreciable la composicion de
los crudos de reaccidn para el caso de cascara de soja. En el caso de harina no se
pudo determinar una influencia destacable de alguna de las dos variables en estudio.
Estos resultados, junto con los mostrados en la Tabla 5.1, resaltan la influencia del
pre-tratamiento acido de la muestra y la temperatura de pirélisis como variables clave
en el resultado del proceso pirolitico. Mientras la primera afectd la distribucion de
productos en muestras de cascara de soja, la segunda modificé los rendimientos en

ambos materiales.



5.4. Evidencia de la obtencién de levoglucosenona en bioaceites de
cascara de soja

Adicionalmente a las conclusiones mencionadas en el apartado anterior, el andlisis
espectroscopico nos permitié determinar la presencia de levoglucosenona en algunas
muestras. Observando los espectros de RMN 'H de las muestras de cascara de soja
se ve claramente que aquellas que fueron tratadas previamente con &cido presentan
los desplazamientos quimicos tipicos de 1. Las sefiales son mas intensas para el
espectro de la muestra tratada con HsPO. 1%. Por el contrario, no se observan
sefiales de levoglucosenona en el espectro de la muestra sin tratar con acido. Esto fue
posible debido al contenido de celulosa que presenta la cascara de soja y también es
evidencia clara de que bajas concentraciones de &cido favorecen la degradacion
térmica de la cadena polimérica de celulosa hacia 1, de la misma manera que cuando
se utiliza ese biopolimero como Unico material de partida. Por otro lado no se observo
levoglucosenona en los espectros de harina de soja. Esto posiblemente se deba a la
muy baja proporcién de celulosa en este material y a la presencia de acidos grasos
como se evidenci6 en el andlisis por RMN del apartado anterior.

Ademas de levoglucosenona, la celulosa (el biopolimero mayoritario en las
paredes celulares vegetales) permite obtener acido levulinico y/o furfuraldehido
cuando es pirolizada en presencia de cantidades cataliticas de acido (Esquema 5.1).
La presencia de estos compuestos es dependiente tanto de la cantidad de acido

empleada como del tipo de calentamiento (convencional o asistido por microondas).*
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Esquema 5.1

Un andlisis por CG-EM (Figura 5.4) nos permitid evidenciar estos productos en
distintos bioaceites. Los cromatogramas de los bioaceitesobtenidos a partir de
muestras pre-tratadas con HsPO, mostraron una sefial con un tk= 8 min
correspondiente a levoglucosenona. En algunos cromatogramas también se

observaron sefiales provenientes de acido levulinico (te= 7 min) y furfuraldehido (tr=



4,5 min). En lineas generales puede decirse que el tratamiento acido mas fuerte causo
la generaciéon de los subproductos de la pirdlisis de celulosa mencionados en
detrimento de la obtencién de 1. Ademas se pudo observar la aparicion de una sefial
proveniente de dianhidro-a-D-glucopiranosa (tg= 11,5 min) en todos Ilos
cromatogramas. Por otro lado, no se observd levoglucosenona en las muestras sin

tratar con acido en concordancia con el andlisis por RMN *H.
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Estas relaciones se pudieron determinar mas claramente a partir de los espectros
de RMN !H de todas estas muestras (Tabla 5.2). Se observa sin lugar a dudas que el
tratamiento con bajas concentraciones de acido permite obtener mayoritariamente 1

con una menor proporcién de subproductos en comparaciéon al tratamiento acido mas

fuerte.
HaPOs (%) TC0) .Relaci()n
1:levulinico:furfuraldehido
1 250 83:10:7
1 300 78:12:10
1 350 87:9:4
10 250 36:43:21
10 300 48:48:4
10 350 43:50:7

Tabla 5.2



Hasta aqui se ha demostrado que es posible obtener levoglucosenona a partir de
cascara de soja y que el tratamiento del material con concentraciones de acido
elevadas genera la aparicion de subproductos de la pirdlisis de celulosa. Por ultimo,
resta estudiar la cantidad relativa de 1 entre muestras provenientes de los distintos
tratamientos &cidos antes de la reaccion de pirdlisis. La figura 5.5muestra la presencia
de levoglucosenona en los bioaceites evidenciada por las sefiales de los protones H-1
y H-5. Se puede determinar de manera adicional y complementaria a los resultados
precedentes que la relacion maxima de levoglucosenona entre distintos bioaceites
dada por las integraciones de las sefiales se obtuvo a 300 °C y fue de 3,4 a 1
mayoritariamente para la muestra proveniente del tratamiento con &cido al 1% con
respecto a aquella pre-tratada con una concentracion de acido de 10% basado en un
estudio comparativo por RMN 1H. Para tal analisis todas las muestras contuvieron la

misma cantidad de material disuelto en igual volumen de solvente.
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Como conclusion de esta seccion, todos estos resultados demuestran que
condiciones suaves de tratamiento acido son efectivas para obtener levoglucosenona
como producto mayoritario con sélo cantidades menores de productos secundarios a
partir de pirdlisis de céscara de soja. Por ultimo, el hecho de encontrar al en este
subproducto agroindustrial destaca que es posible la reutilizacion de esta materia
prima obteniéndose un importante sintén quiral, con la potencialidad de agregar valor a

un material de escasa valia.



CAPITULO VI

BUSQUEDA DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN
BIOACEITES DE CASCARA Y HARINA DE SOJA

Una vez concluido el estudio acerca del comportamiento pirolitico de cascara y
harina de soja se procedid a evaluar las muestras mediante distintos ensayos para
determinar la presencia de compuestos que puedan poseer determinadas actividades
bioldgicas. En el capitulo anterior se menciona que en lineas generales el tratamiento
acido afecta en mayor grado la composiciéon de los condensados obtenidos mediante
pirélisis en el caso de céscara de soja al observarse cambios importantes en los
espectros de RMN 'H. Tomando como base esa observacién se han escogido las 3
muestras de cascara de soja pirolizadas a 300°C, dos de ellas tratadas previamente a
la pirdlisis con H3sPO4 al 1% y al 10% vy la tercera sin tratamiento, a las cuales se las

denominé Clp, C10p y COp respectivamente; reservandose la letra “p” para designar
“pirolizado”. Para el caso de harina de soja se eligié la muestra tratada con HsPO, al
1% y pirolizada a 300°C a la que se denomind H1p.

Los ensayos utilizados ya se han descripto en el capitulo introductorio. A modo de
repaso se mencionan a continuacion:

» Métodos autograficos que emplean enzimas:

e Ensayo para la deteccién de inhibidores de B-glucosidasa

e Ensayo para la deteccién de inhibidores de acetilcolinesterasa

e Ensayo para la deteccién de inhibidores de xantina oxidasa

» Métodos autograficos que emplean agentes quimicos:

e Ensayo para la deteccion de antioxidantes basado en la captacion de
superoxido

¢ Ensayo antioxidante basado en la captacién del radical DPPH

» Métodos autograficos que emplean células enteras:

¢ Ensayo para la deteccién de inhibidores del sistema regulador de la virulencia

de Salmonella PhoP/PhoQ



6.1. Deteccién de inhibidores de g-glucosidasa

Los inhibidores de glicosidasas han sido sujeto de extenso interés por su potencial
como farmacos para el tratamiento de diabetes, cancer, infecciones virales, entre
otras.”” Por ello se ensayaron en primer lugar las muestras elegidas para detectar
inhibidores de la enzima p-glucosidasa segun el ensayo descripto en el capitulo
introductorio.

El método bioautogréfico tiene en cuenta la capacidad de la enzima de escindir el
enlace glucosidico del sustrato esculina generando esculetina que en presencia de
FeCl; forma un complejo marrén.”® Si un compuesto presente en la mezcla es un
inhibidor de B- glucosidasa la esculina no sera hidrolizada y por lo tanto no se formara

el complejo coloreado observandose un halo mas claro en el Rt correspondiente.

F-glucosidasa

C10p

Figura 6.1

Se observa en la figura 6.1 que las muestras Clp y Hlp generaron halos de
inhibicion con Rssimilares.

Se escogi6 la muestra de cascara Clp con el objetivo de detectar el compuesto
activo. En primer lugar se realizO un ensayo autografico sembrando distintas
cantidades de bioaceite y se observé que la actividad es dependiente de la cantidad
de muestra sembrada (Figura 6.2)
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Figura 6.2

Luego se procedi6 a realizar el fraccionamiento bioguiado a fin de poder aislar el o
los componentes activos de la mezcla.

Se hizo una primera separacion empleando un gradiente de hexano:acetato de
etilo obteniéndose 4 fracciones (Figura 6.3), de las cuales las fracciones A y B

resultaron activas. Ambas presentaron el halo de inhibicién al mismo valor de R.

UV 254 nm UV 365 nm ensayo
Cilp A Cilp A Cip A
Figura 6.3

Posteriormente se escogio a la fraccion A para continuar con la purificacion. Se
realiz6 nuevamente una cromatografia utilizando gradiente de hexano:acetato de etilo



como fase mavil. Se separaron 4 fracciones de las cuales soélo las fracciones G y H
conservaron la actividad. Llamativamente, la actividad del testigo no es apreciable en
esta autografia (Figura 6.4).
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Figura 6.4

Con la fraccion G se llevd a cabo una nueva cromatografia en capa delgada
empleando hexano:acetato de etilo (6:4) como fase moévil y se raspo la silica en donde
aparecia el halo de inhibicién para analizar los compuestos activos por espectrometria
de masas.

El andlisis por EM mediante ionizacion por electrospray (ESI) en modo negativo de
la muestra arrojo la presencia de un ion de masa 279,2316 y férmula C1sH3:0, (Figura
6.5). Esta masa es caracteristica del acido linoleico, un inhibidor ya conocido de esta
enzimay que ha logrado soportar las condiciones de pirdlisis.
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Figura 6.5



Estos resultados muestran que el Unico inhibidor de p-glucosidasa detectado en las
muestras ensayadas resultd ser &cido linoleico, un inhibidor ya conocido de esta
enzima y ademas no generado por la reaccion de pirdlisis.

6.2. Deteccion de inhibidores de acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) es un blanco terapéutico para el tratamiento de la
conocida enfermedad de Alzheimer. Una de las estrategias para el tratamiento de esta
enfermedad es contrarrestar el deterioro de la actividad colinérgica en el cerebro
usando inhibidores de AchE. Se procedié por lo tanto a ensayar las muestras elegidas
para detectar inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa segun los métodos
descriptos en el capitulo introductorio.

Se ensayaron en primer lugar los bioaceites en busca de inhibidores de
acetilcolinesterasa empleando la variante de Li°* del método de Hostettmann.
Mediante esta variante los autores sostienen que se incrementa la sensibilidad del
método al disminuirse la proporcion del colorante Fast Blue B. Los resultados se

muestran en la Figura 6.6.
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Todas las muestras dieron positivo el ensayo mostrando una actividad muy fuerte.
Esto hizo pensar si este resultado pudo ser debido a un falso positivo producto de la

modificacion introducida en el ensayo autografico.



Se eligié la muestra de cascara tratada con Hi:POs 1% Clp para testear esta
hipétesis mediante el empleo del método de Hostettmann.®2 Por medio de esta técnica
por inmovilizacion de la enzima en gel de agar no se detectaron compuestos

inhibidores presentes en la muestra (Figura 6.7).

Método de Hostettmann Variante de Li
UV254 nm UV365nm ensayo UV254nm UV365nm  ensayo

Figura 6.7

Para poder esclarecer de manera definitiva este resultado se decidido emplear el
método de Verpoorte®® para encontrar compuestos inhibidores. Este método permite
ademas, de una manera facil, detectar falsos positivos en el ensayo rociando la placa
con ioduro de tiocolina (producto de la reaccién enzimatica).

Adicionalmente y en base a la experiencia con el ensayo de inhibicion de pg-
glucosidasa, para el caso de las muestras de cascara y harina tratadas con &cido
fosforico 1% y pirolizadas a 300 °C se realizaron extracciones previas a la pirdlisis a fin
de poder determinar la presencia de compuestos activos que puedan no estar siendo
generados durante el proceso térmico. Las extracciones se llevaron a cabo con
hexano, cloroformo y metanol a reflujo en ese orden y se recogieron cada una de las
fracciones (llamadas C1h, Clc y C1lm respectivamente para cascara y Hlh, Hlc y
H1m para harina respectivamente). Con el solido remanente se llevd a cabo la
reaccion de pir6lisis a 300 °C (muestra C1lp” para cascara y H1p  para harina). Los
resultados de los ensayos autogréficos para cascara de soja se muestran en la Figura
6.8 y para el caso de harina en la Figura 6.9.
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Figura 6.8
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Figura 6.9

Tanto en la Figura 6.8 como en la Figura 6.9 se observan los mismos halos de
inhibicién en el ensayo y en el control de falsos positivos. En el caso de céscara se
observa actividad en la fraccion cloroférmica y en el crudo de pir6lisis mientras que en
el caso de harina se observa sélo en la fraccion cloroférmica. Esto estaria
demostrando, por lo tanto, que los posibles compuestos activos serian en realidad
falsos positivos.

Este Ultimo ensayo sumado a los anteriores descarta por completo la presencia de
compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa provenientes de la pirdlisis tanto de
cascara como de harina de soja. Ademas, tampoco hay compuestos inhibidores de

esta enzima en las fracciones provenientes de las extracciones con solvente.



6.3. Deteccidén de inhibidores de xantina oxidasa

La xantina oxidasa (XO) cataliza la hidroxilacion in vivo de hipoxantina a xantina y
subsecuentemente, de xantina a &cido drico. Durante la reaccion de la XO, el oxigeno
molecular actla como aceptor de electrones. La reduccion parcial del oxigeno genera
simultdneamente los intermediarios radical anion superoxido (O.7) y peréxido de
hidrogeno (H.0,).2* La sobreproduccién de cualquiera de los productos de la reaccion
catalizada por la XO (acido urico, H202, o O.") ha sido relacionada con varias
condiciones patolégicas. En otros términos, la actividad incrementada de XO es
considerada como una fuente principal de estrés oxidativo. Esto es, el desbalance
entre la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y las defensas
antioxidantes del organismao.

El acido drico a pH fisiolégico se encuentra como urato, el cual tiene una
solubilidad limitada en agua. Este hecho, sumado a una produccién en exceso, lleva a
la formacion de depdésitos de cristales en varios lugares, particularmente en las
articulaciones y en los rifiones, desencadenando diferentes procesos patolégicos.®

Una de las formas de realizar el seguimiento de la actividad de la XO es a través
de la determinacion de los productos de la oxidacion de la xantina: acido urico, H20;2 0
O:". La bioautografia desarrollada para la busqueda de inhibidores de XO se basa en
la deteccion del Oz generado empleando como revelador azul de tetrazolio (NBT)
como se detall6 en el capitulo introductorio.

Las muestras de cascara y de harina tratadas con H3PO,4 1% y pirolizadas a 300
°C se ensayaron para buscar inhibidores de xantina oxidasa mediante ese método
autografico. Ninguna de las muestras evidencié actividad apreciable mediante el

método autografico empleado.

6.4. Deteccién de antioxidantes captadores de superoxido

La riboflavina (RF) es un conocido fotosensibilizador que puede ser excitado con
luz hacia su estado triplete 3RF*. Esta Ultima especie reacciona con oxigeno triplete
(302) generando superéxido (O2) y *RF como productos (Figura 1.17).%°

La bioautografia basada en el sistema riboflavina/luz consiste en el depdsito sobre
la placa cromatogréafica de un gel conteniendo una mezcla de riboflavina, colorante
NBT y el catalizador N,N,N'N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED). Posteriormente la
placa con el gel es expuesta a la luz durante unos minutos. De esta forma la luz inicia
el proceso de generacion de O, cuya presencia es detectada por reaccion con NBT
al igual que sucedia en el ensayo de XO. Aquellos compuestos que secuestren el Oy
-del medio se observaran en la bioautografia como puntos claros en una matriz violeta.

Esta autografia ademas de detectar compuestos que reaccionan con el anién



superoéxido sirve como ensayo control de la inhibicion de XO como se menciné en la
introduccion.

Las muestras de cascara y de harina tratadas con H3PO4 1% y pirolizadas a 300
°C se ensayaron para buscar compuestos captadores de superdxido. Ninguna de las
muestras evidencio actividad apreciable mediante el método autografico empleado.

6.5. Deteccion de compuestos antioxidantes captadores de DPPH

El método autografico para detectar compuestos antioxidantes que reaccionen con
el radical DPPH consiste en aplicar sobre el cromatograma en forma de aspersion una
solucion etandlica del radical. Luego de un determinado tiempo los compuestos
antioxidantes se observaran como puntos amarillos en una matriz violeta®® (Figura
1.18).

Las 3 muestras de cascara y la correspondiente a la de harina se ensayaron a fin
de detectar compuestos antioxidantes por reaccion con DPPH. Se puede ver en el
caso de cascara de soja que hay variaciones en el perfil de compuestos activos al
variar el pre-tratamiento acido. Esto implicaria que probablemente el acido fosférico
tendria una participacion catalizando distintos tipos de reacciones que conducen a

compuestos diferentes responsables de la actividad (Figura 6.10).
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Figura 6.10

De la misma manera que en el caso del ensayo para detectar inhibidores de
acetilcolinestera, para el caso de las muestras de cascara y harina tratadas con acido



fosférico 1% y pirolizadas a 300 °C se realizaron extracciones previas a la pirdlisis a fin
de poder determinar la presencia de compuestos activos que puedan no estar siendo
generados durante el proceso térmico. Las extracciones se llevaron a cabo con
hexano, cloroformo y metanol a reflujo en ese orden y se recogieron cada una de las
fracciones (llamadas Clh, Clc y Clm respectivamente para cascara y Hlh, Hlc y
H1lm para harina respectivamente). Con el sélido remanente se llevé a cabo la
reaccién de pirdlisis a 300 °C (muestra C1lp” para cascara y H1p~ para harina). Los
resultados de los ensayos autogréaficos para cdscara de soja se muestran en la Figura
6.11 y para el caso de harina en la Figura 6.12.
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En ambas figuras se observa que las fracciones obtenidas de la extraccion con
solventes no muestran compuestos activos mientras que el crudo de pirdlisis si lo
hace. Esto demuestra que al contrario de lo que sucedia en el ensayo de pf-

glucosidasa la pirdlisis es la generadora de los compuestos con actividad antioxidante.

6.5.1. Cuantificacion de la actividad antioxidante

En base a este alentador resultado se decidi6 emplear un método para cuantificar
la actividad observada en el ensayo autogréfico.

Uno de los ensayos utilizados de manera habitual implica medir la disminucién en
absorbancia del radical DPPH luego de reaccionar con un antioxidante o mezcla de
ellos (Figura 1.18).%*

En nuestro caso se empled una microplaca de 96 pocillos para hacer las
mediciones. En primer lugar se hizo el experimento empleando la muestra C1p’y el
estandar acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico.

Al hacer los experimentos se encontré una inusual variacion en la absorbancia del
radical DPPH al incrementarse la concentracion de muestra ensayada. En el caso del
estandar, este comportamiento se manifiesta con las concentraciones méas bajas. Esta
tendencia se mantuvo cuando se cambi6 el solvente del experimento de metanol a
etanol por lo cual esta variable no era la responsable de la variabilidad en los datos. Es
l6gico pensar, por tanto, que una pequefia absorcion de la muestra seria la
responsable de este fenémeno. (Figura 6.13)

Para intentar superar este inconveniente se incrementd la concentracion del
reactivo del ensayo (DPPH) esperando ahora que la pequefia variacion en
absorbancia generada por la muestra no tenga influencias en la interpretacion de los
resultados.

De manera satisfactoria se encontré una buena correlacion entre la disminucion de

absorbancia del radical DPPH y la concentracion de la muestra (Figura 6.14).
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Figura 6.14

Una de las formas de expresar el resultado de este tipo de experimentos consiste
en calcular el valor ECsp (de “effective concentration”), es decir, la concentracion de
compuesto o0 mezcla que disminuye la absorbancia del radical DPPH a un 50% del
valor inicial. Para este fin se procedi6 a realizar un ajuste no lineal de los datos previa
normalizacion de los mismos utilizando el software GraphPad Prism 5. En los gréficos
de la Figura 6.15 se expresa este resultado como porcentaje de disminucién del poder
oxidante del radical (% inhibicion). A partir de ellos el valor de ECsg calculado para el
estandar fue de 0,97 ug/mL mientras que para la muestra C1p” fue de 20,45 ug/mL. El
estudio precedente destaca la aplicabilidad de este método en la determinacion del

valor de ECso de las muestras de cascara y harina de soja.

C1p’ estandar

1004 1004

% Inhibicion
3

% Inhibicion
b4

c T L] T T 1 c T L] T L] 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

logC (pg/ml) logC (pg/ml)

Figura 6.15



Muestra Tratamiento previo T pirolisis (°C) ECso
Ascorbico 9.29
BHT 14.47
Céscara HsPO4 1% 300 46.36
Céscara HsPO,4 1%, extraccion SV 300 20.45
Céascara HsPO4 10% 300 34.48
Céscara HsPO,4 10%, extraccién SV 300 30.92
Céscara sin tratamiento acido 300 13.13
Céascara sin tratamiento acido, extraccion SV 300 13.02
Harina HsPO4 1% 300 82.42
Harina HsPos 1%, extraccion SV 300 38.61

Tabla 6.1

Posteriormente se determind la actividad de las demas muestras y de
antioxidantes comerciales como BHT y &cido ascorbico. De la Tabla 6.1 se observa
que las muestras de cascara de soja sin tratamiento acido previo a la pirdlisis
presentaron una actividad antioxidante mejor que BHT, un antioxidante comercial
usado como aditivo alimentario entre otras aplicaciones, y algo cercana a la de acido
ascorbico. Se observdé ademas que en el caso de la muestra de cascara pretratada
con &cido al 1%, luego de las extracciones con solvente se logra un notorio incremento
en la potencia antioxidante.

Estos resultados muestran que el tratamiento pirolitico de cascara de soja es
capaz de generar mezclas con una mas que interesante actividad antioxidante,
abriendo la posibilidad de aplicar estas mezclas como aditivos a diversos materiales

de uso industrial.

6.6. Deteccién de inhhibidores del sistema de dos componentes

PhoP/PhoQ de Salmonella Typhimurium

Salmonella es un patégeno gastrointestinal y el agente etiologico de la enfermedad
llamada salmonelosis. El estilo de vida de los patdgenos bacterianos requiere que
ellos establezcan la infeccién en la cara del sistema inmunitario del hospedador. Para
hacer esto, Salmonella pone en juego una bateria de mecanismos que estan bajo el
control del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. Entre los genes activados por
PhoP se cuentan aquellos implicados en la invasion celular y en la resistencia a
péptidos microbicidas. Estos sistemas estan muy extendidos entre las bacterias y en
eucariotas inferiores pero no estan presentes en seres humanos. Esto los convierte en

blancos terapéuticos atractivos para la busqueda de nuevos antibiéticos. Con respecto



a esto Ultimo, la inhibicién de la virulencia de un patdégeno representa una nueva
estrategia en el disefio de farmacos antibacterianos en el sentido de que estos
compuestos no afectan el crecimiento bacteriano en cultivo sino que su actividad sera
evidente en presencia de efectores del sistema inmunitario.

Para poder evidenciar la presencia de compuesto inhibidores de PhoP/PhoQ en las
muestras escogidas se emple6 el ensayo autogréfico descripto en la introduccion. En
el mismo se utiliza una cepa de Salmonella que posee una fusion transcripcional del
gen virK, representativo de los genes activados por el sistema de dos componentes, al
gen lacZ empleado como gen reportero de la funcién de PhoP/PhoQ.% LacZ codifica
una enzima p-galactosidasa que hidroliza el compuesto X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-p-D-galactésido) en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo se
oxida espontaneamente para formar 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo insoluble, el cual
presenta una coloracion azul caracteristica. La intensidad del color serd mayor o
menor dependiendo de la cantidad de enzima que se esté expresando. Si un
compuesto de los adsorbidos en la placa cromatogréfica es un inhibidor de alguno de
los pasos en la ruta de sefializacion mediada por PhoP/PhoQ la expresién del gen
reportero lacZ se verd afectada, observandose en el Rs del compuesto un halo de
inhibicion incoloro en un fondo azul (Figura 1.20).

6.6.1. Ensayo autografico para detectar compuestos inhibidores de
PhoP/PhoQ en bioaceites de cascara y harina de soja

Los crudos de pirélisis de cascara y harina de soja se ensayaron para esta
actividad biol6gica, sembrandose 100 pg de cada una de las muestras (Figura 6.16).

Se observaron halos de inhibicion en dos de las muestras con Rf idénticos,
aguellas provenientes del tratamiento con H3PO4 1% y H3PO4 10% antes de la pirdlisis;

siendo el halo mas grande en la primera que en la segunda.
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6.6.2. Aislamiento e identificacién del compuesto activo

La muestra Clp se fracciond por cromatografia en columna con gradiente de
hexano:acetato de etilo para poder identificar al compuesto activo.

Cip Cip Cip Ac.
A B linoleico

Figura 6.17

Del fraccionamiento efectuado, solo la fraccion A conserva la actividad (Figura
6.17). Una posterior purificacion cromatogréfica de la fraccion C1pA permitio revelar la



identidad del compuesto responsable del efecto inhibitorio sobre PhoP/PhoQ (Figura
6.18).

Clp Clp Cip Clp Ac.  Cip Cip Cip 1 Ac.
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Figura 6.18

Para nuestra sorpresa, en la autografia se observa que el halo de inhibicién de la
fraccion C1pD tiene un Ry idéntico al de levoglucosenona. Esto esta de acuerdo con el
halo de inhibicion mas grande de esta muestra comparado al de la muestra C10p, ya
que la primera presenta un mayor contenido de levoglucosenona que la segunda como
se demostrd en el capitulo V. El andlisis por espectroscopia de RMN *H terminé de

corroborar la presencia mayoritaria de 1 en la fraccion C1pD (Figura 6.19).
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El hecho de que 1 sea el compuesto responsable de la actividad detectada
significa que so6lo la pirdlisis fue la responsable de generar el compuesto bioactivo
dado que las cascaras de soja no contienen levoglucosenona naturalmente. Del
mismo modo, la harina de soja no posee levoglucosenona y a juzgar por los espectros
de RMN 'H se detecta principalmente acidos grasos. Por otro lado, el tratamiento
acido jug6 un papel importante en la aparicién de la actividad dado que 1 se obtiene
por pirélisis de celulosa en condiciones acidas (Figura 6.20); esto resalta el hecho de
gue este tratamiento no solo es capaz de provocar una modificacién en la composicién
de los bioaceites como ya se comentd en el capitulo V sino también de modificar la
actividad como también se observd en el caso de la actividad antioxidante de los
bioaceites ensayados.

Un comentario aparte merece el ensayo autografico empleado dado que resulté
ser una herramienta clave en la identificacién de levoglucosenona como el compuesto
bioactivo, mostrando su poder como herramienta bioanalitica y demostrando ademas
por primera vez su uso en el andlisis de bioaceites provenientes de la pirdlisis de
componentes de la biomasa.

Por dltimo, este resultado representa el primer reporte de una actividad
antibacteriana para levoglucosenona; un compuesto originalmente reportado hace mas
de 40 afios y ampliamente empleado entre los quimicos organicos pero cuya

bioactividad habia pasado desapercibida.
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6.6.3. Caracterizacion del efecto de 1

6.6.3.1. Efecto de 1 sobre el crecimiento bacteriano

Los resultados precedentes fueron muy Utiles para hallar un compuesto bioactivo
pero representan solamente un andlisis cualitativo de la actividad observada. Por ello
se procedid posteriormente a estudiar con mas detalle la actividad de 1.
Concretamente, se intentd determinar si hay un efecto especifico sobre el sistema de
dos componentes PhoP/PhoQ o simplemente hay un efecto bactericida sobre
Salmonella. Para comenzar a responder estas preguntas en primer lugar se midid
como el compuesto afectaba el crecimiento de una cepa salvaje de Salmonella
Typhimurium y de una cepa mutante en el sistema de dos componentes (Salmonella
Typhimurium APhoPQ) tal como se muestra en la Figura 6.21. Las curvas representan
la densidad Optica del cultivo bacteriano en funcion del tiempo luego del tratamiento
con distintas concentraciones del compuesto (en ug/mL) indicadas en la parte inferior

de cada grafica.
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Figura 6.21



Se observa a partir de la Figura 6.21 que 1 afecta por igual a la cepa salvaje de S.
Typhimurium y a la mutante en el sistema de dos componentes. Se evidencia un
efecto de retraso en la fase lag de crecimiento; siendo mas notorio a 80 pug/mL. Esto
equivale a 634 uM. La CIM estimada a partir de las curvas es de 160 ug/mL o 1,3 mM.
Se puede decir segun este estudio que la actividad bactericida es baja o0 moderada.

Dado que la integridad del sistema no afecta la viabilidad bacteriana, es razonable
que la cepa mutante responda de igual manera que la salvaje. Es decir, la ausencia
del sistema de dos componentes no genera un cambio en la sensibilidad de la bacteria
al tratamiento con el compuesto.

Luego de este primer estudio se procedio a evaluar el efecto que 1 tiene sobre el
crecimiento de otras especies bacterianas para determinar si el retraso en la fase lag
de crecimiento ocurre especificamente con Salmonella o es extendible a otras
bacterias. La Figura 6.22 muestra el mismo ensayo de crecimiento efectuado con

Salmonella pero en este caso llevado a cabo con S. marscecens, E. coli y B. subtilis.
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Las curvas permiten deducir que el compuesto afecta de manera similar a otras
enterobacterias Gram (-) como S. marscecens y E. coli. Ambas especies bacterianas
son mas sensibles al compuesto que S. Typhimurium a juzgar por el valor de CIM
estimado a partir de las graficas (40 ug/mL en ambos casos). Ademas B. subtilis, una

bacteria Gram (+), también exhibe el mismo comportamiento. Por lo tanto, con



respecto al efecto sobre el crecimiento bacteriano el compuesto parece no discriminar
entre organismos Gram (-) y Gram (+). Esto puede ser indicativo de un efecto
inhibitorio de levoglucosenona sobre un proceso conservado en estos dos grupos
bacterianos separados filogenéticamente.

6.6.3.2. Efecto de 1 sobre el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ de
Salmonella Typhimurium

Una vez estudiado como 1 afecta el crecimiento bacteriano se evalug si este
compuesto puede ejercer una inhibicién del sistema de dos componentes regulador de
la virulencia de Salmonella, objeto de interés de esta parte del trabajo. Para ello se
trabajé en un rango de concentraciones donde no se ve afectado en gran medida el
crecimiento, en concordancia con lo mencionado acerca de que un compuesto
inhibidor de estos sistemas no debe afectar la viabilidad bacteriana en cultivo. Las
concentraciones elegidas estuvieron por debajo de 40 pug/mL.

Para llevar a cabo este experimento se emple6 la misma cepa de
SalmonellaTyphimurium empleada en el ensayo autografico que posee el gen lacZ
fusionado al gen virK regulado por el sistema PhoP/PhoQ. Se crecieron ON cultivos de
esta cepa en presencia de distintas concentraciones de los compuestos y luego se
determind la actividad g-galactosidasa medida en este caso por la capacidad de esta
enzima de hidrolizar el compuesto ONPG. Una disminucién de la actividad enzimética
indica una baja en la expresion del gen virK y por lo tanto es un indicio de inhibicion
del sistema de dos componentes. Los resultados se muestran en la Figura 6.23.

Se sabe por estudios de represion de este sistema de dos componentes con acido
linoleico que una disminucion de aproximadamente el 50% de la actividad pg-
galactosidasa es suficiente para inhibir por completo a PhoP/PhoQ. Esto se determin6
mediante la observacion de la disminucion de los niveles de mRNA de PhoP cuando
las bacterias fueron crecidas en presencia de acido linoleico. Esto ocurrié dado que el
sistema de dos componentes también controla la expresion de sus propios genes. La
expresion del gen de PhoP fue practicamente nula con una concentracion de acido
linoleico que disminuyé al 50% la actividad pS-galactosidasa.®® En nuestro caso se
alcanzé una inhibicion de la actividad enzimética del 43% a 25 ug/mL o 198 uM.
Ademas se llevo a cabo un ensayo control midiendo la expresiéon del gen tppB como
fusion a lacZ como gen reportero. El gen tppB no estéd bajo el control regulatorio de
PhoP/PhoQ por lo que la evaluacion de la expresion del mismo constituye un control
de falsos positivos. Como la actividad enzimética no se ve afectada en este segundo

caso se puede decir que el efecto observado proviene de una inhibicién del sistema de



dos componentes y no de la p-galactosidasa empleada en el ensayo por lo que se
descarta que el compuesto constituya un falso positivo. Por ultimo, en el gréfico
superior de la Figura 6.23 se observa que la densidad Optica al final del experimento
permanecio practicamente constante indicando que el crecimiento no se vio alterado
durante el ensayo tal como se espera para compuestos que puedan actuar sobre este
tipo de sistemas reguladores de la virulencia de patégenos bacterianos.

El resultado mostrado es por demés de interesante dado que permite decir que a
bajas concentraciones levoglucosenona es capaz de lograr la represiéon de la

expresion del gen virK.

1-Crecimiento
5,000 S .

4000 3 Actividad g-galactosidasa

E 3.000 o - C (pg/mL) virK::lacZ tppB::lacZ
g°° 2000 0,00 728+ 25 1844 +8
1,000 3,13 570+ 65 1903 + 106
0,000 : : : : 6,25 529+ 44 1897 + 47
0,00 313 6,25 12,50 25,00 12,50 469+ 77 1786 + 45
C (ng/mL) 2500 418+ 5 2069 + 354
——virK:lacZ —s—tppB:lacZ

1-virK::lacZ 1-tppB::lacZ
0,00 3,13 6,25 12,50 25,00 | , 6,25 12,50 25,00
C (ng/mL) C (ng/mL)
Figura 6.23
6.6.4. Sintesis de derivados de 1y evaluacion de su actividad

El hecho de detectar una actividad biolégica especifica en crudos de pirdlisis de
cascara de soja previamente tratada con &cido fue una virtud de la estrategia
empleada. Ademas, el fraccionamiento bioguiado cumpli6 con su funciéon y nos
permiti6 alcanzar el objetivo planteado dado que se pudo aislar el compuesto
bioactivo. De hecho hay que resaltar que es la primera vez que se aplica esta
herramienta analitica para el caso de bioaceites provenientes de la pirdlisis de
componentes de la biomasa.

Ahora bien, dado que se cumpli6 el objetivo hacia el cual fue dirigida la estrategia y

teniendo en cuenta que el compuesto responsable de la actividad resulté ser



levoglucosenona, esto nos hizo desviar un poco del camino que veniamos transitando
y se decidio volver a la sintesis. Dada la versatilidad de 1 como sintdnquiral y el hecho
de que constituye el material de partida de toda la quimica que se desarrolla en
nuestro grupo de investigacion, resultd muy tentador obtener derivados de este
compuesto y evaluar sus actividades. Concretamente, en primer lugar se buscaron
compuestos que no sélo pudieran mejorar la actividad hasta aqui observada sino
también que permitan evaluar la presencia de caracteristicas en la molécula que
resulten importantes para causar los efectos evidenciados.

Tomando esto en consideracion disefiamos el set conciso de derivados de 1
mostrado en el esquema 6.1. Ha sido demostrado que la bromacion de dobles enlaces
puede mejorar ciertas actividades biol6gicas de productos naturales.'®® Por esta razén
se eligié el compuesto 2 sintetizado en el capitulo IV. La reduccion del grupo carbonilo
o del doble enlace en 1 podria darnos una idea de la participacion de estos grupos
funcionales en la bioactividad observada (compuestos 13 a 15). Para generar la
cetona saturada 13 se llevo a cabo una reaccion de hidrogenacion del doble enlace de
1 empleando cantidades cataliticas de Pd/C. El alcohol alilico 14 fue sintetizado
reduciendo 1 con NaBH4 en presencia de CeCls.7H.O. El compuesto 15 se obtuvo por
reduccion de 13. Finalmente, los epoxidos son conocidos por interactuar con
biomoléculas como proteinas y DNA.** La epoxidacién de 14 con m-CPBA dio los
epoxidos isoméricos 16a y 16b. Todos los derivados sintetizados se obtuvieron con

buenos a excelentes rendimientos.

NaBH, 0 0
0 e CeCly.7H,0 O m-CPBA 0]
MeOH, TA % +
88% 2 67%
XX OH ) OH
1 H,, Pd/C 14
EtOH, rt 16a
99% ) 0
Br,. EtN @) NaBH, CeCl37H,0 [.O
0 2 =13
92% DCM. rt M
’ 65%
O OH
5 0 13 15
NS
@)
Br
2

Esquema 6.1



Una vez obtenidos los compuestos se ensayaron empleando el método autografico
utilizado en el andlisis de los bioaceites pero en este caso se llevé a cabo un ensayo
en puntosembrando distintas cantidades de cada derivado (Figura 6.24).
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Figura 6.24

Se puede observar que segln este ensayo 2 presenta una mayor actividad que 1,
detectandose el efecto incluso con 50 ng de compuesto. Una caracteristica interesante
revelada por este experimento es que los dos compuestos activos conservan la
funcionalidad enona en su estructura. Tanto la pérdida del doble enlace como la
reduccion del grupo carbonilo conducen a una disminucion de la actividad. Esto es
mas notorio con la pérdida del grupo carbonilo. Mientras que la reduccion del doble
enlace deja una actividad remanente (aunque débil) como se observa por el halo tenue
a 1 ug, la reduccion del grupo carbonilo elimina por completo la actividad (ausencia del
halo de inhibicién con 14). Por ultimo, la introduccion de la funcionalidad epéxido no

tiene efecto alguno sobre la actividad bioldgica.



6.6.4.1. Efecto de los derivados sobre el crecimiento bacteriano
Como se hizo en el caso de 1, en primer lugar se procedid a cuantificar el efecto

sobre el crecimiento de la bacteria (Figura 6.25).

4,500 2-S. Typhimurium WT 4.500 1 13-S. Typhimurium WT
4000 | g 4000 | |
3,500 - 3500 - //f"/
. 3,000 - . 3,000 - o
S 2,500 - g 2,500 -
3 3
9 2,000 | 9 2,000 |
1,500 - 1,500 -
1,000 - 1,000 -
0,500 - 0,500 -
0,000 - < < - * * ‘—1/./: 0,000 * ' ’ ’ ’ y y *
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (horas) t (horas)
—+— 640 —+—320 —+— 160 —e—80 ——40 —— 20 10 —+—5-——0 —+— (40 —+—320 —o— 160 —e—80 —e—40 ——20 10 —+—5-——0
4,500 - 14-S. Typhimurium WT 4,500 1 15-S. Typhimurium WT
4,000 ] 4,000 |
3,500 - 3,500 -
3,000 - 3,000 -
E o E
g 2500 - / g 2,500 -
g" 2,000 - O 2,000 -
1,500 - : 2 4500 |
1,000 - 1,000 -
0,500 - 0,500 -
0,000 = > u T T T T T ‘ 0,000 £
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0
t (horas) t (horas)
—+—640—+—320—+— 160 ——80 ——40——20 10——5-——0 —+— 640 —+— 320 —+— 160 ——80 ——40 ——20 10 5 0
4,500 4 16a-S. Typhimurium WT 4,000 16b-S. Typhimurium WT

4,000 3,500 //—::%"‘—'—:—_—-“'
3,500 1

3,000
g 000 - 2500 /
2,500 -
g g 2000
S 2,000 - o
[=] [=]

Y

1,500 1,500 /

1,000 - 1,000

0500 0,500 /
. . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,000 .

0,000 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (horas) t (horas)
—+—640 ——320 —»— 160 ——80 ——40 ——20 10 5 0 —+—640 ——320 —»— 160 ——80 ——40 ——20 10 5 0
Figura 6.25

Se puede inferir de la figura que el retraso en la fase lag de crecimiento y el efecto
bactericida para el caso de 2 se da a una concentracion mas baja que para 1.El
compuesto 13 parece presentar una actividad bactericida mas baja incluso que 1. De
los restantes compuestos se puede decir que no afectan la viabilidad de Salmonella de

manera significativa.



6.6.4.2.

Efecto de los derivados sobre el sistema de dos componentes

PhoP/PhoQ de Salmonella Typhimurium
Al igual que para el caso de 1 se determiné el efecto inhibitorio de 2 y 13 sobre el

sistema de dos componentes en base al ensayo autogréafico a concentraciones a las

cuales el crecimiento no se ve afectado.
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Figure 6. 26



Hay una disminucion de la actividad p-galactosidasa dependiente de la
concentracion en ambos casos, siendo mayor con el compuesto 2 (Figura 6.26) como
era de esperarse teniendo en cuenta el resultado del ensayo autogréfico. Con respecto
al compuesto 2, a 10 pg/mL ya se observa una disminucion de la actividad enzimatica
del 54%. Esta concentracion equivale a 49 uM, por lo que se puede decir que la
inhibicién del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ ocurre a una concentracion 4
veces menor que la empleada con levoglucosenona. Por otro lado, el compuesto 13
provoca una caida en la actividad p-galactosidasa del 40% a 50 ug/mL. Esta
concentracion corresponde a 390 uM, el doble que en el caso de 1, reflejando el hecho
de que el doble enlace tiene cierta implicancia en la inhibicion de PhoP/PhoQ. Por
altimo, el compuesto 14 sélo produce una disminucion del 28% de la actividad
enzimatica a la misma concentraciéon que 13, indicando que el grupo carbonilo es mas
importante a la hora de determinar la inhibicion sobre el sistema PhoP/PhoQ.

Hasta este punto se determind que la bromacién del doble enlace en 1 aumenta
notoriamente la actividad inhibitoria sobre el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ
y ademas que el doble enlace y principalmente el grupo carbonilo determinan
mayoritariamente esta actividad bioldgica. Sin embargo, también se observa una
correlacion entre el efecto inhibitorio sobre PhoP/PhoQ y la capacidad de afectar el
crecimiento de Salmonella a concentraciones mas altas para los compuestos
testeados. Cabe preguntarse entonces si existe una relacién entre estos dos efectos;
es decir, si ambos pueden explicarse asumiendo una actividad inhibitoria particular o si
cursan por mecanismos de accién diferentes. Por el momento y con estos estudios

esa pregunta queda sin respuesta.

6.6.4.3. Estudio de la actividad del derivado bromado 2

Antes de continuar con la discusion de esta parte del trabajo conviene estudiar con
un poco mas de detalle la actividad del compuesto 2. En el capitulo IV se mostré que
al ser colocado en agua este derivado es capaz de reaccionar con el solvente. Es
conveniente analizar por lo tanto si la actividad biolégica observada de 2 es debida a
su estructura o a la derivada de la reaccion con agua dado que los experimentos se
realizan en medios acuosos. Para comenzar a responder esta pregunta se realiz6 en
primer lugar un estudio por RMN *H a distintos tiempos luego de preparar una solucién
de 2 en D;0. Efectivamente, y como se propuso en el capitulo 1V, a las 6 horas de
disuelto practicamente no se observa la sefial del H-3 indicando reaccién con agua
deuterada (Figura 6.27). Se pudo determinar en base a espectros de RMN en dos

dimensiones que el compuesto formado se trata del hidrato 17-D, que resulta de la



adicion de dos moléculas de D,O. Una molécula se adiciona en posicién 4 y la otra
ataca al grupo carbonilo en posicion 2 en clara analogia con lo que ocurre en la

formacion de la cianhidrina 12. EI compuesto parece formarse en un 100% a las 9

horas.
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Figura 6.27

Este resultado abre la posibilidad de que el andlogo protonado de 17-D (17-H) sea
el responsable de causar el efecto tanto sobre el crecimiento como sobre la inhibicion
de PhoP/PhoQ dado que este compuesto se forma en una proporcion importante
durante el intervalo de tiempo en el que se llevan a cabo los experimentos.

Primero se estudi6 como 17-H afecta el crecimiento de Salmonella.
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Figura 6.28

La Figura 6.28 muestra que 17-H afecta la viabilidad de Salmonella en menor
medida que 2, lo que sugiere una menor potencia del primero en comparacion con el

segundo compuesto.



Por otro lado, la actividad sobre el sistema de dos componentes también es menor
en el caso de 17-H demostrando que 2 es mas activo que el hidrato como es
demostrado en la Figura 6.29.

El analisis de estos resultados permite deducir lo siguiente: a.- tanto la actividad
sobre el crecimiento bacteriano como el efecto sobre la represion del gen virK son
debidos a la estructura presente en 2 y no en 17. b.- el derivado bromado debe de
ejercer su accion tempranamente en el experimento antes de que se convierta al

hidrato 17-H o bien que con el tiempo la eficacia del primero vaya disminuyendo.

17- Crecimiento

45

3-2 — 17 - Actividad p-galactosidasa
g 2_2 C (ng/mL) virk::lacZ tppB::lacZ
g“’ 1; 0,00 6150+17,3  1839,2+ 2875
1 20,00 532,3+990 1621,8+5320
O‘ﬁ 40,00 382,8+1026 16699 + 301,2
0.00 20,00 40,00
C (ng/mL)

—e—virK:lacZ —s—tppB:lacZ

17- virK::lacZ

0,00

20,00 40,00

17- tppB::lacZ

= =
2 2
H =
3 3
® ®
= 4
a a
o o
153 7}
< <

20,00

C (ng/imL) C (ng/mL)

Figura 6.29

6.6.5. Sintesis de derivados de 1 por adicién de tioles al carbono 4

Se observo a partir de los resultados precedentes que la sustitucién del carbono 3
resultd ser importante para incrementar la actividad biol6gica. Con esto en mente se
pensG obtener una nueva serie de derivados por reacciones de sustitucion.
Observando la estructura de 1 una manera facil de hacer esto es sustituir el carbono 4
mediante reacciones de adicion de Michael. Si bien con este tipo de transformaciones
el doble enlace se pierde aun queda el grupo carbonilo, el cual demostr6 ser mas
influyente que el doble enlace en el desarrollo de la actividad. La estrategia elegida fue
la adiciébn de Michael de tioles al carbono 4 de levoglucosenona (Esquema 6.2). Los
rendimientos, tiempos de reaccion y condiciones empleadas en la sintesis de estos

compuestos se resumen en la Tabla 6.2.



+ R-SH + Base —_—

Esquema 6.2

Reactivo Base Eq.Base Solvente t (horas) Rend. (%) Producto

@ EttN 0035  CHCls 1,25 78 18

SH

\@ EtN 0035  CHCl 15 75 19
SH

~"gH DIPEA 0,05 CHCls; 96 85 20

~"gH DIPEA 0,20 AcOEt 96 83 20

0,04 CHCl3 7.5 83 21
Qj‘\ DIPEA 0,05 CHCls 60 57 22
(@) SH
Tabla 6.2

La reaccion de 1 con los tioles aromaticos tiofenol y p-metiltiofenol dieron los
correspondientes aductos 18 y 19 con rendimientos muy buenos. Con estos
compuestos se pudieron resolver cuestiones estereoquimicas derivadas de la
reaccion. En primer lugar, la configuracion del H-4 y de los H-3 en estos aductos se
determind a partir del espectro de NOE. Al irradiar H-4 se observé un incremento en la
sefal correspondiente a los H-6 como se ejemplifica en la Figura 6.30 para 19,
manifestando que H-4 presenta orientacién beta. También se ve un efecto INDOOR
con el H-3a. La irradiacion de H-4 ademas mostr6 una sefial aroméatica
correspondiente a H-8 y H-9. Adicionalmente, la irradiacion del H-6 manifestd un
incremento de la sefial de H-3a, indicando que este Ultimo proton también se

encuentra en orientacién beta. Ademas, la configuraciéon de los H-3 se puede



determinar facilmente del andlisis de los espectros de RMN H una vez definida la
configuracion de H-4. ElI proton H-3a aparece como un doble doblete a
aproximadamente 3,0 ppm debido al acoplamiento con H-4 mientras que el protén H-
3b sdlo presenta el acoplamiento geminal por lo que se evidencia como el doblete a
casi 2,5 ppm. Por otro lado, es notorio como se perdié el acoplamiento de los H-6. La
sefial de estos protones es practicamente un singlete ancho y no se aprecia ni el
acoplamiento geminal ni el acoplamiento entre H-6exo y H-5. Adicionalmente se
observé un cambio en el patrén de sefiales aromaticas dado por la sustitucion del

anillo bencénico con el grupo metilo en 19.
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Con respecto a las reacciones de adicién con los tioles alifaticos los productos 20 y
21 se obtuvieron con rendimientos superiores al 80%. Se requiri6 en estos casos el
uso de una base un poco mas fuerte y las reacciones requirieron mayor tiempo. Con el
objetivo de evaluar la posibilidad de reemplazar CHCl; como solvente de estas
reacciones se efectud la reaccion entre 1 y butanotiol en AcOEt sin afectarse el
rendimiento. Este resultado permite demostrar que es posible reemplazar un solvente
clorado por uno menos contaminante. Con referencia a los espectros de RMN en
ambos casos se aprecian las sefales tipicas de protones alifaticos a campos altos

como caracteristica principal.
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Por dltimo, se hizo reaccionar levoglucosenona y 2-mercaptobenzoxazol para
obtener 22, pensando en conseguir el aducto correspondiente por reaccion del grupo
tiol con C-4 de acuerdo a lo establecido en el Esquema 6.2. El producto se obtuvo con
un 57% de rendimiento, siendo la reaccion que dio el rendimiento méas bajo.

Con respecto a la discusion espectroscopica se pueden hacer algunas
apreciaciones. En primer lugar se observa nuevamente el patrén de acoplamientos
tipico de los H-6 en el espectro de RMN *H, ausente en los aductos anteriores. En
segundo lugar el H-4 aparece a campos mas bajos en el espectro de lo que deberia
esperarse dado que se trata de un proton alifatico como se observa con los
compuestos precedentes. Ademas, el C-7 al no tratarse de un carbono bencénico
aparece en una region diferente del espectro cuando se lo compara con los dos

aductos con sustitucion aromatica.
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Esta caracteristica vista en los espectros de RMN hace preguntarse si la estructura
de 22 es la esperada por reacciéon del grupo sulfidrilo con el C-4 de 1 (de ahora en
mas llamado 22-S) o por la reaccién del &tomo de N en el reactivo generada por una
isomerizacién del grupo tiol catalizada por la base DIPEA (aducto 22-N) como se

muestra en el Esquema 6.3.

Esquema 6.3



La suposicion hecha en el péarrafo precedente esta basada en datos
espectroscopicos para compuestos similares en los cuales el &omo de carbono del
grupo tiocarbonilo posee un desplazamiento quimico de 180 ppm mientras que el
atomo de C del grupo tioéter presenta un desplazamiento de 170 ppm.13®

Un espectro en dos dimensiones HMBC permitié observar una correlacion entre la
sefal de protones a 5,74 ppm y la sefial de carbono a 129,7 ppm correspondiendo a
H-4 y a C-8 respectivamente. Esto es posible sbélo para el compuesto 22-N y no para
22-S ya que en este Ultimo no deberia observarse una correlacién a J-2 o J-3 en este
experimento. Como complemento a este dato experimental se efectuaron célculos
computacionales para determinar si los desplazamientos quimicos teéricos para 22-N
0 22-S coinciden con los obtenidos experimentalmente. La Tabla 6.3 muestra que hay
una menor diferencia entre los desplazamientos quimicos calculados y los obtenidos
experimentalmente para el caso del compuesto 22-N, fundamentalmente en los
carbonos C-7 y C-8 y en el proton H-4 que fueron aquellos que hicieron surgir la
inquietud respecto de la estructrura del compuesto. Estos datos confirman por lo tanto

que el aducto obtenido fue 22-N y no 22-S como se pretendia originalmente.

Qb Q7.

22-N 22.S
PCM/mPW1PWO1/6-31+G**//B3LYP/6-31G*

Desplazamientos quimicos Errores
Experimentales Calculados (Calc.— Exp.)
1B3C Exp 22-N 22-S 22-N 22-S
C-1 100,9 101,0 101,9 0.1 1,0
C-2 1972 200,6 201,6 3.4 44
C-3 339 344 36,1 0,5 272
C-4 57,8 58,2 53.4 0.4 44
C-5 759 772 751 1,3 038
C-6 67,5 67,4 64,9 01 26
C-7 180,5 179,7 1679 0,8 12,6
C-8 1297 1277 139,3 2,0 9,6
C-9 1470 144 1 150,3 29 B2

Error promedio 1,3 4,5
1H Exp 22-N 22-S 22-N 22-S

H-1 5,37 5,37 5,61 0,00 0,24
H-3ax 3,22 3,21 3,25 0,01 0,03
H-3eq 2,84 274 2,27 0,10 0,57
H-4 5,74 571 4,86 0,03 0,88
H-5 4,97 4,84 5,43 0,13 0,46
H-6endo 4,23 4,39 4,56 0,16 0,33
H-6exo 4.11 422 4.49 0,11 0,38
Error promedio 0,08 0,41

Tabla 6.3



Por ultimo, adicionalmente a estos aductos se sintetizaron los alcoholes derivados

de 19 y 20 por reduccion del grupo carbonilo (Esquema 6.4).

e
MeOH OH s\
TA
19 23a 23b
t de reaccion: 3 horas
Rend. global: 92%
Rel. a/b: 1/1
NaBH,4 +
MeOH OH NN
TA

t de reaccion: 2,5 horas
Rend. global: 86%
Rel. a/b: 1,4/1

Esquema 6.4

Las reducciones con NaBH. permitieron obtener los alcoholes epiméricos en
ambos casos con excelentes rendimientos. En el estudio por RMN se observa para
todos los compuestos el corrimiento de la sefial correspondiente a C-2 a campos mas
altos en el espectro de RMN 3C y la aparicion del protén del grupo oxhidrilo y de H-2.

Resta ahora identificar a cada uno de los productos, lo que implica definir la
configuracién en el carbono 2. Esto se pudo resolver empleando nuevamente
experimentos NOE como se ejemplifica para los alcoholes 23a y 23b en la Figura 6.31.
Se intentd en primer lugar la irradiacion de H-4 en 23b en busca de un efecto NOE con
H-2. La sefial de NOE en H-2 se observa como si proviniera de un efecto INDOOR.
Esto es debido a que al irradiar H-4 también se excitd la frecuencia de resonancia del
grupo oxhidrilo como se puede deducir por el solapamiento de las sefiales de ambos
protones en el espectro de RMN H. Sin embargo, esto Ultimo hizo que apareciera un
incremento en la sefal de H-1. Esto sélo pudo ser debido al efecto NOE con el grupo
oxhidrilo. La irradiacion posterior de H-1 permitié confirmar este resultado. Se observa
luego de la misma un incremento en la sefial de -OH ademas del efecto INDOOR con
H-2. Por el contrario, la irradiacion de H-1 en 23a solo permite apreciar efecto
INDOOR con H-2. De esta manera se pudo determinar la configuracion de cada uno

de los alcoholes epiméricos.



Por otro lado, para el caso de los alcoholes alfa el protén del grupo -OH se aprecia
como un doblete bien definido en los espectros de RMN !H. Esto puede ser debido a
que ese proton forme un enlace de hidrégeno con el &omo de azufre unido a C-4,
formando un anillo de 6 miembros y permitiendo evidenciar por lo tanto el
acoplamiento con el H-2 responsable del desdoblamiento de la sefial. Esta
caracteristica pudo ser evidenciada cuando se hizo un experimento de RMN *H
agregando D;O a la muestra de 23b disuelta en CDCls. Es evidente a partir de la
Figura 6.32 que luego del agregado de D-O ya no se puede ver el acoplamiento del H-
2 con el proton del grupo oxhidrilo, el cual se genera debido al puente hidrogeno
intramolecular.

Por dltimo, las sefales correspondientes a los H-3 fueron diferentes respecto de
los materiales de partida debido a que ahora la presencia de los H-2 genera un

acoplamiento adicional con los protones en posicién 3.
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H-2 H-4

J/\\ 23b: RMN 'H + D,0
UH [V J 23b: RMN 'H - D,0
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Figura 6.32
6.6.6. Evaluacién de la actividad biolégica de los tioderivados

sintetizados

Una vez obtenidos los compuestos se estudid su actividad biol6gica empleando el
ensayo en punto de la misma manera que con el primer set de compuestos ensayados
mostrado en la seccion 6.6.4 (Figura 6.33).

Se observa en la figura que 3 de los 9 compuestos evaluados dieron positivo el
ensayo. Hay dos cuestiones a remarcar de este estudio: en primer lugar, los
compuestos activos poseen sustitucion con un grupo aromatico en posicién 4; esto no
ocurre para los compuestos que poseen un sustituyente alifatico. En segundo lugar, la
reduccion del grupo carbonilo disminuye la actividad observada. Esto es evidente
cuando se compara la actividad de los alcoholes 23a y 23b con respecto a 19. Esto
coincide con la tendencia vista con el anterior set de derivados sintetizados,

remarcando la importancia del grupo carbonilo en la actividad evaluada.
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Figura 6.33

Como se ha mencionado en las discusiones precedentes, se estudio el efecto que
tienen los compuestos sobre el crecimiento bacteriano. En este caso, para hacer mas
sencillo el andlisis se trabajé con los compuestos que dieron positivo el ensayo
autografico. Se puede ver en la Figura 6.34 que los derivados 18, 19 y 22-N provocan
un efecto importante sobre la viabilidad bacteriana a partir de 160 pg/mL. Esto

corresponde a 683, 644 y 581 micromolar respectivamente.
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Figura 6.34

Posteriormente se estudi6 como estos compuestos afectan al sistema de dos
componentes PhoP/PhoQ.

Se puede apreciar a partir de la Figura 6.35 que de los tres compuestos en
cuestién el menos activo resulté ser 19. Los restantes provocaron una disminucién de
la actividad S-galactosidasa muy similar. De todos estos compuestos, 22-N fue el mas

activo con 73 uM provocando una caida del 55% de la actividad enzimatica.

18,19, 22. virK::lacZ 18, 19, 22. Crecimiento

{"} 0,00 10,00 20,00 40,00
{"} .1. ‘1’ C (ng/mL)
‘I’ . ——18 —e—19 22
0,00

Act. B-gal. (U. Miller)

' ' ' Actividad p-galactosidasa
C (pg/mL) 18 19 22

1000 2000 40,00 000 5938+803 593.8+80,3 5938+ 80,3
10,00 371,5:110,6 4513+ 94,7 300,0+217
20,00 3446+ 1248 3957 + 44,7 2512+ 13,8
4000 307,6+735 444111212297 + 34,9

C (ng/mL)

Figura 6.35

6.6.7. Ensayos de citotoxicidad
En esta seccion se hall6 mediante un ensayo autografico que levoglucosenona fue

responsable de la actividad evaluada. Una busqueda bibliografica acerca de los



efectos biol6gicos de esta molécula arroja sélo dos reportes del mismo grupo de
investigacion.’*® En primer lugar se demostré que el compuesto provoca una
interrupcion del ciclo celular en células de hamster.'*%2 Por otro lado también se halld
gue el mismo no tiene la capacidad de inducir tumores en ensayos modelo en ratones
cuando se administr6 3 mg de levoglucosenona tépicamente dos veces por semana
durante un lapso de 5 semanas de estudio.!¢"

Estos resultados se suman a observaciones propias acerca del efecto citotdxico
sobre células CHO (Figura 6.36) luego del tratamiento con 1 y con el derivado
bromado 2 durante 24 h. Esto se llevo a cabo tifiendo los nucleos de las células con el
colorante DAPI (que se une especificamente a ADN) luego de la incubacion con
ambos compuestos. Se puede observar una actividad citotoxica a una dosis de 4
ug/mL de cada derivado. Ademas, a partir de esta concentracion se observa una forma
y tamafio diferentes de los nulcleos respecto del control; incluso se visualizan
fragmentaciones en algunos casos. Esto podria estar indicando que los compuestos

podrian provocar la muerte de las células induciendo un proceso de apoptosis.

Efecto citotoxico de 1 y 2 sobre células CHO
Control
(100x)
1
(100x)
2 pg/mL 4 pg/mL 8 pg/mL
2
(100x)
2 pg/mL 4 pg/mL 8 pg/mL

Figura 6.36



En cuanto a la sintesis de compuestos bioactivos se sabe que levoglucosenona
sirve de material de partida para obtener productos naturales conocidos por poseer
una actividad biolégica determinada como es el caso de la tetrodotoxina. Sin embargo
poco hay hecho acerca de compuestos con estructura novedosa a partir de 1 que sean
biol6gicamente activos. El grupo de Peri sintetizo inhibidores de la proteina Ras como
potenciales agentes anticancerigenos empleando como estrategia sintética reacciones
de adicién 1,3 dipolar sobre el doble enlace de 1%; uno de tales compuestos se
menciond en la introduccién (Figura 1.7). En ese trabajo los autores propusieron que
los anillos bencénicos fueron los principales responsables de la actividad mientras que
menos clara fue la participacion de la estructura de levoglucosenona en determinacién
del efecto inhibitorio observado.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evalud la citotoxicidad de los
compuestos 1, 2 y 22-N en células Huh7 de carcinoma hepatico humano mediante el
ensayo con el compuesto MTT.1® Los resultados se muestran en la Figura 6.37. Los
compuestos presentaron una actividad citotéxica muy alta frente a esta linea celular.
Los ICso calculados a partir de los datos empleando el software GraphPad Prism
fueron 1,63, 0,96 y 2,44 pg/mL para 1, 2 y 22-N respectivamente lo que equivale a
12,93, 4,68 y 8,87 uM respectivamente (Tabla 6.4). A modo de comparacion los ICso
para cisplatino y doxorrubicina (DOXO), dos anticancerigenos comerciales, frente a la
misma linea celular durante idéntico tiempo de incubacién son 3,09 y 0,24 uM
respectivamente.'®” Por otro lado, el epéxido 16a el cual demostré no poseer actividad
alguna tampoco afecta la viabilidad celular a las concentraciones evaluadas.

Este resultado es muy interesante y permite hacer dos comentarios. En primer
lugar, las concentraciones de compuestos empleadas estan muy por debajo de
aguellas utilizadas en los estudios de inhibicién de PhoP/PhoQ, enfocando ahora la
atencion en la actividad citotoxica por sobre una eventual actividad antibacteriana. En
segundo lugar, los ICsy calculados son comparables a los de antitumorales
comerciales convirtiéndolos en compuestos prometedores con potencial actividad

anticancerigena.
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Figura 6.37
Comp. ICs0 (M)

1 12,94

2 4,68

22 8,85

Cisplatino™’ 3,09

DOXO"/ 0,24

Tabla 6.4



Al momento de la preparacibn de este manuscrito un Uultimo ejemplo de
compuestos bioactivos a partir de 1 fue publicado por parte del grupo de Witczak.**®
En estos trabajos se informo el efecto citotoxico de derivados de levoglucosenona
sobre ciertos tipos de células tumorales (compuestos 25 a 28; Figura 6.38). De manera
muy sorprendente el compuesto 27 es muy parecido a los derivados con sustitucion
aromatica en carbono 4 que se sintetizaron en este trabajo. En este caso ademas, si
se puede apreciar que caracteristicas presentes en levoglucosenona fueron
determinantes de la actividad descripta. Un hecho importante remarcado en el mismo
fue que la muerte celular causada por los compuestos se debié a la inducciéon de un
proceso de apoptosis; algo que se ha evidenciado en este trabajo en el estudio de
microscopia para el caso de levoglucosenona y el compuesto 2. Por ultimo, nuestros
resultados en coincidencia con aquellos publicados por el grupo de Witczak resaltan
que la sustituciéon del doble enlace de levoglucosenona es un paso importante en la

obtencion de compuestos con una muy interesante actividad citotdxica frente a células

inmortales.
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Figura 6.38
6.6.8. Andlisis de los resultados obtenidos

Desde la deteccion de la actividad en los bioaceites provenientes de la pirdlisis de
cascara de soja y el aislamiento de levoglucosenona como responsable del efecto
observado se han obtenido una serie de resultados diferentes. Una pregunta que uno
podria hacerse es si todos estos efectos estan relacionados de alguna manera o son

producidos de forma independiente. El grupo de Witczak mencioné en su trabajo que



dada la naturaleza glucidica de los compuestos evaluados una explicacién posible de
esta actividad es que se esté inhibiendo alguna enzima de la ruta glucolitica o del
metabolismo de azlcares en general.*®

Por otro lado, un analisis de las secuencias proteicas de PhoP y PhoQ revela que
la segunda posee un sitio de hidrolisis de ATP y autofosforilacibn que estd muy
conservado evolutivamente, conocido como dominio GHKL.'" Este Ultimo esta
presente en proteinas como las topoisomerasas de tipo Il y la chaperona Hsp90
humana?®®. Es sabido que estas proteinas son blancos para la terapia del cancer®® y
hace pensar si es posible que los compuestos activos inhiban a miembros de esta
familia de proteinas que hidrolizan ATP. Como ejemplo, se ha demostrado que el
compuesto radicicol (un inhibidor conocido de la Hsp90 humana) se une a la proteina
PhoQ de Salmonella Typhimurium e inhibe su actividad de hidrélisis de ATP.14!

Si bien es cierto que la evidencia es aln incipiente y todavia no es correcto hacer
mayores comentarios, el estudio del efecto sobre la represion de la expresion del gen
virK podria ser un punto de partida para intentar identificar el mecanismo de accion de
los compuestos dado que la inhibiciébn de la hidrélisis de ATP de miembros de la
superfamilia de ATPasas/kinasas GHKL podria ser una explicacién interesante de los
efectos observados en este trabajo.

Para finalizar, estos resultados muestran que el core presente en levoglucosenona
es importante en establecer una actividad biologica determinada. Ademas, la
estructura de estos compuestos es novedosa en cuanto a su actividad biolégica dado
gue al escribir este manuscrito no habia ejemplos en la literatura de compuestos
similares. En tercer lugar, las actividades sobre células tumorales han sido muy
buenas y comparables a antitumorales comerciales. Por Gltimo, todo esto permite
ampliar el potencial sintético de esta molécula y alienta a seguir trabajando en pos de

mejorar las actividades, evaluar selectividad y develar el mecanismo de accion.



CAPITULO VII

CONCLUSIONES

El progreso de la humanidad desde la revolucion industrial hasta nuestros dias es
innegable. Sin embargo, tal desarrollo ha dejado consecuencias también evidentes.
Los altos niveles de consumo sumado a los estandares de vida elevados en ciertos
paises desarrollados provocan la generacion de enormes cantidades de desechos que
impactan negativamente en el ambiente. La situaciobn es mas critica si se tiene en
cuenta que la economia mundial y el desarrollo socio-econOémico se basan
mayoritariamente en un sélo producto: el petréleo. Con el correr del tiempo la
demanda energética mundial ha ido en aumento de la mano de un incremento en el
consumo de petr6leo como combustible. Esto, sumado a la pérdida de vastos
territorios de bosques nativos en todo el mundo, ha provocado un incremento de los
niveles de CO; y otros gases de efecto invernadero. Se estima que desde principios
del siglo XIX hasta la actualidad los niveles de CO; en el aire aumentaron un 40%,
mientras que en millones de afios anteriores a este periodo los niveles de este gas se
mantuvieron practicamente estables. Este cambio brusco en las condiciones
ambientales provoca la alteracion del delicado equilibrio de los ecosistemas, afectando
la vida dentro de ellos. Adicionalmente, el calentamiento global y las alteraciones
climaticas derivadas del mismo gque han sido observadas en estas Ultimas décadas se
presume que tienen su origen en los niveles cada vez mas altos de CO..

Este panorama no ha pasado desapercibido en la comunidad cientifica y en la
politica internacional. Por ello, se ha tomado conciencia de que tiene que haber un
cambio de paradigma en lo que se refiere al equilibrio entre el progreso de nuestra
especie y el consumo de los recursos naturales y la alteracion del medioambiente,
siendo altamente desfavorable esto Ultimo. Las ideas de sustentabilidad han ido
ganando terreno como forma de hacer frente a esta problematica. Como se definié en
la introduccién, el desarrollo sustentable pretende “satisfacer las necesidades de las
generaciones presentes sin comprometer las posibilidades de las futuras
generaciones”. Si uno presta atencion a la definicion, el término encierra las ideas de
preservar y asegurar la supervivencia de nuestra especie. Sin embargo, es absurdo
pensar en lograr este objetivo sin hacer un uso eficiente y racional de los recursos

presentes en la naturaleza.



Una forma de contribuir con las nociones de sustentabilidad es idear maneras de
reciclar o reutilizar las enormes cantidades de desechos y/o subproductos industriales
generadas afio a afo, lo que llevaria a disminuir la polucion ambiental; y ademas,
permitiria convertir un desecho o subproducto en un recurso de valor haciendo mas
parejo el equilibrio progreso-cuidado ambiental. En esta direccion es que se intentaron
dirigir los capitulos del presente trabajo de tesis. Los resultados obtenidos permiten
elaborar algunas conclusiones que se detallan en los parrafos siguientes.

La pirdlisis de celulosa en determinadas condiciones permite obtener
levoglucosenona, un compuesto muy empleado en sintesis asimétrica. En este
sentido, en el capitulo IV se sintetizé un derivado sustituido en carbono 4 (3) que
permitié reducir los tiempos de reaccién y alterar las regioselectividades en reacciones
de Diels-Alder con dienos estructuralmente diversos cuando se lo compara a 1.

Los siguientes dos capitulos se dedicaron a la potencialidad de reutilizar desechos
provenientes de la industria. En el capitulo V se estudié el comportamiento pirolitico de
cascara y harina de soja (dos subproductos derivados de la actividad agroindustrial) en
condiciones de pirdlisis a baja temperatura. Se demostré que tanto la temperatura
como el tratamiento acido del material previo a la reaccion de pirélisis son variables
claves del proceso. La primera influyé sobre el rendimiento de los bioaceites
provenientes del tratamiento térmico de ambas materias primas mientras que la
segunda permitié evidenciar cambios apreciables a simple vista en los espectros de
RMN !H de bioaceites de cascara, indicando que influye en modificar la composicién
quimica de los mismos en este material. Con relacion a esto Ultimo, se pudo obtener
levoglucosenona en crudos de pirélisis de cascara de soja pre-tratada con acido. La
cantidad de 1 se pudo demostrar que fue mayor en aquellas muestras que fueron
tratadas con una baja concentracion de acido. Un tratamiento acido mas fuerte generé
una mayor proporcion de subproductos de la pirdlisis de celulosa como &acido levulinico
y furfuraldehido.

Por ultimo, en el capitulo VI se testearon algunos de los bioaceites obtenidos con
el objetivo de encontrar compuestos con actividad biolégica en un intento por ampliar
el uso y agregar valor a las materias primas empleadas. Los crudos de pirdlisis
mostraron una interesante actividad antioxidante siendo bastante mayor para el caso
de céscara de soja que para harina. Se demostr6é que fue la pirdlisis la que genero la
actividad dado que los extractos con solventes no evidenciaron compuesto activo
alguno. El pre-tratamiento &cido provocé una disminucion de la actividad evaluada.
Ademas, el ensayo autogréfico permiti6 observar un patrébn de compuestos activos
diferente entre muestras de céscara, lo que indica que el acido gener6 una diversidad

molecular diferente entre las distintas muestras lo que condujo a distintos compuestos



activos, en concordancia con lo expuesto en el capitulo V. Por otro lado, los bioaceites
de céscara pre-tratada con &cido dieron positivo el ensayo para detectar compuestos
activos frente al patdgeno entérico Salmonella Typhimurium. La aplicacién de
fraccionamiento bioguiado resulté ser una herramienta esencial para poder aislar el
compuesto responsable de lo observado. Sorpresivamente, la actividad se debié a
levoglucosenona, y el hecho de que el halo de inhibicion fuera mayor en el caso de la
muestra tratada con HsPO. 1% se corresponde con la mayor proporcion de
levoglucosenona en esta muestra como se destacé en el capitulo V. Se estudio el
efecto sobre el crecimiento de la bacteria y se encontré un efecto bactericida de
moderado a bajo (CIM en el rango de mM). Sin embargo, a bajas concentraciones se
pudo detectar un efecto de represion de la expresién del gen virK el cual se halla bajo
el control del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ regulador de la virulencia del
patégeno. El hecho de que 1 fuera el compuesto activo permitié obtener derivados del
mismo como el compuesto bromado 2 y los tioderivados 18, 19 y 22-N con sustitucion
aroméatica en el carbono 4 que también fueron activos y que en algunos casos
mejoraron notoriamente la actividad (compuestos 2 y 22-N). Adicionalmente, los
compuestos mostraron una prometedora actividad antitumoral cuando se los utilizaron
frente a células de carcinoma hepéatico humano. Los ICsy fueron comparables a
aguellos de antitumorales comerciales, lo que los hace atractivos como potenciales
drogas anticancerigenas. Este Ultimo resultado junto con la represion de la expresion
del gen virK permiten proponer continuar con los experimentos comenzados en
Salmonella para determinar si es posible que los compuestos inhiban enzimas que
hidrolizan ATP como por ejemplo las Topoisomerasas de tipo Il y la Hsp90, proteinas
ampliamente validadas como blancos quimioterapicos. Los compuestos activos
presentan una estructura novedosa en cuanto a su actividad dado que durante la
elaboracion de este trabajo no se hallaron antecedentes similares de derivados de
levoglucosenona con alguna actividad biol6gica que pueda ser atribuida a su
estructura. Esto permite vislumbrar un nuevo horizonte en el desarrollo de la quimica
de este particular sinton quiral permitiendo la sintesis de compuestos bioactivos con
caracteristicas originales y unicas. Ademas, dado que 1 se pudo aislar de crudos de
pirélisis de cdscara de soja destaca que es posible reutilizar este material de escaso
valor comercial y generado por toneladas en nuestro pais con la finalidad de obtener
compuestos con actividades biologicas relevantes, incrementando su valor e
introduciéndolo en la cadena productiva al mismo tiempo que se recicla. Finalmente,
dado que la cascara de soja es componente de la biomasa, este trabajo permite

demostrar que es posible reemplazar al menos en parte compuestos provenientes de



la industria petroguimica por aquellos derivados de biomasa cumpliendo de este modo

con las directrices de un desarrollo sustentable.
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