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RESUMEN

Quillaja saponaria Mol. es una especie nativa de Chile, empleada desde tiempos ancestrales
para el tratamiento de artritis y dolores dentales. Desde el punto de vista quimico las saponinas
del quillay han sido ampliamente estudiadas y actualmente se comercializan extractos de la
biomasa de quillay, para elaborar saponinas de diversas calidades empleadas en la industria
farmacéutica y alimentaria. Sin embargo, se conoce poco acerca de la quimica de la
sapogenina principal (&cido quillaico), asi como de la farmacologia de esta sapogenina aislada.
Estos argumentos brindaron la oportunidad de llevar a cabo una investigacion orientada hacia
la modificacion hemisintética de este producto natural y el estudio de su actividad
antiinflamatoria topica y oral in vivo. El objetivo general de este trabajo fue obtener el acido
quillaico a partir de un extracto acuoso de Quillaja sapoaniaria Mol. y derivados a partir de la
modificacion estructural del acido quillaico; asi como evaluar la actividad antiinflamatoria
topica de los compuestos obtenidos. Para ello se emplearon reacciones que implicaron
reducciones, oxidaciones y sustituciones de grupos, fundamentalmente en los anillos A, Cy D
de la molécula de acido quillaico. Cada uno de los compuestos aislados fue caracterizado
estructuralmente mediante técnicas espectroscopicas y espectrofotométricas. Para evaluar la
actividad antiinflamatoria in vivo se empled el ensayo del edema inducido en la oreja de raton,
tras la administracion de AA y/o TPA. En ambos ensayos el grupo de animales tratados con
las muestras a evaluar estuvo constituido por 8 animales, los que recibieron una dosis Unica de
cada una de las muestras. Se emplearon dosis de los compuestos aislados equimolares a las
dosis de los farmacos de referencia, indometacina y nimesulida. Ademas se desarrollaron dos
formulaciones en base a acido quillaico al 8%, las cuales fueron evaluadas mediante el ensayo
antiinflamatorio descrito anteriormente. Conjuntamente con el &cido quillaico se aislo y
caracterizo otra genina de este extracto: el acido fitolacagénico. Se obtuvieron derivados de
acido quillaico modificando principalmente el grupo hidroxilo adicional en el C-16 y en el
grupo aldehido presente en el C-4 en lugar de un metilo. Se demostrd la actividad anti
inflamatoria topica del acido quillaico frente a inflamacion inducida por TPA y/o AA. La
actividad antiinflamatoria fue dosis dependiente frente a AA con un efecto maximo de 92,1 %,
comparado con el farmaco de referencia nimesulida. El &cido quillaico también presento

actividad dosis dependiente frente a TPA (62,2%). Ambos efectos son estadisticamente

XVi



significativos. El extracto de saponinas totales (100 Q) no presentd actividad topica en la
inflamacion inducida por TPA. Por el contrario, se puede concluir que hubo un efecto pro-
inflamatorio. Frente a AA, el 100Q mostré un efecto de sélo 19,8%. El extracto hidrolizado (
H-100 Q) presento leve actividad antiinflamatoria frente a AA, asi como frente a TPA. El
efecto antiinflamatorio fue de 25,0% vy 35,7 % para AA y TPA, respectivamente. Sin
embargo estos resultados no son estadisticamente significativos. Si bien la crema y el gel al
8% de acido quillaico presentaron efecto antiinflamatorio éstos son menores que las del
compuesto puro en ambos ensayos. En la evaluacién de la actividad antiinflamatoria por via
oral, el &cido quillaico no presento efecto antiinflamatorio. Las modificaciones estructurales
realizadas al acido quillaico disminuyeron el efecto antiinflamatorio. Partiendo de la
esterificacion del acido quillaico, los resultados del efecto antiinflamatorio para el éster metil
quillaico fueron de 27,3% y 38,4% para AA y TPA, respectivamente. Lo que demuestra que
para ejercer el efecto es necesario el acido carboxilico libre. Para la mayoria de los derivados,
la actividad antiinflamatoria frente a TPA fue mayor que frente a AA. Nuestros estudios
sugieren que la presencia del grupo aldehido podria ser importante para modular la actividad
antiinflamatoria frente a AA, mientras que el grupo carboxilo puede modular la actividad
antiinflamatoria frente a TPA. El extracto 100Q obtenido desde la corteza de Quillaja
saponaria Mol. es una buena fuente de acido quillaico, tritepenoide con excelente actividad

antiinflamatoria topica.
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ABSTRACT

Quillaic acid is the major aglycone of the widely studied saponins of Chilean indigenous tree
Quillaja saponaria Mol. The industrial availability of quillaja saponins and the extensive
functionalization of this triterpenoid provide unique opportunities for structural modification
and pose a challenge from the standpoint of selectivity in regard to one or the other secondary
alcohol group, the aldehyde, and the carboxylic acid functions. In spite of the traditional use of
saponin-rich aqueous extracts of this species to treat inflammation, no scientific studies are
available, and the potential use of its major sapogenin as anti-inflammatory agents had not
been explored thus far.

The main aim of this study is to determine the topical anti-inflammatory activity of
commercial partially purified Q. saponaria saponin extract (Ultra Dry Q 100, 100Q) and its
hydrolyzed product (H-100 Q). In addition, the anti-inflammatory effect was evaluated of
quillaic acid and of its two topical formulations, gel and cream. Some quillaic acid derivatives
were prepared and subjected to topical assays for the inflammatory inhibition elicited by
arachidonic acid (AA) or phorbol ester (TPA).

Evaluations of the topical antiinflammatory activity were made for both a commercial partially
purified saponin extract (UltraDry 100Q, 100Q) and sapogenins crude (H-100Q). The two
most abundant sapogenins—quillaic acid and phytolaccagenic acid —were isolated from H-
100Q, and pharmacologically evaluated. All these samples, 100Q, H-100Q, quillaic acid and
phytolaccagenic acid, were subjected to topical assays for the inhibition of inflammation
elicited by arachidonic acid (AA) or phorbol ester (TPA).

The topical antiinflammatory activity was evaluated by AA-induced and 12-O-tetradecanoyl
phorbol-13 acetate (TPA)-induced inflammation assays in mice ears. TPA acts primarily as an
activator of protein kinase C and NF-«xB, promoting the enhanced expression of
proinflammatory enzymes such as the inducible nitric oxide synthase, cycloxygenase 2, and 5-
lipoxygenase. On the other hand, AA presumably acts downstream as a precursor of
inflammatory mediators such as elastase, myeloperoxidase, NADPH oxidase and
cycloxygenase 1.

While 100Q did not exhibit topical antiinflammatory activity, H-100 Q was slightly active
(35.7%.). Quillaic acid showed dose-dependent anti-inflammatory activity against both AA
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(92.1 %) and TPA (62.2) assays. On the other hand, phytolaccagenic acid showed anti-
inflammatory activity against AA (%efecto) and TPA (%efecto). Two topical formulations
using quillaic acid as active principle—a cream and a gel (8% wi/v)—exhibited lower anti-
inflammatory effect than pure quillaic acid in the TPA (50.8%) and AA (39.5%) assays. On
the other hand, our derivatives exhibited a lower antiinflammatory activity than quillaic acid.
The modifications of our derivatives led us to conclude that the occurrence of the aldehyde
and carboxyl groups could modulate the antiinflammatory activity.

The topical antiinflammatory effect of aqueous extracts from Quillaja saponaria is for the first
time under study. Although 100Q did not show topical antiinflammatory effect against TPA,
its main sapogenin, quillaic acid, did exhibit dose-dependent topical antiinflammatory effect
against both AA and TPA models.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 INFLAMACION. ASPECTOS GENERALES

El proceso inflamatorio es una respuesta fisioldgica de defensa local cuya finalidad es
localizar, aislar y destruir un agente nocivo (microorganismo o toxina) y propiciar los
mecanismos de reparacion tisular, siendo un proceso muy complejo caracterizado por
enrojecimiento, edema, fiebre, dolor y pérdida de funcion del tejido involucrado
(Simmons et al., 2004; Goodman et al., 2006). No obstante, cuando se alteran los
mecanismos reguladores encargados de mantener bajo control dicha respuesta, el

proceso se vuelve patolégico (Ray et al., 2009).

Las celulas componentes del medio ambiente inflamatorio incluyen monocitos,
macrofagos, linfocitos B y T, neutrofilos y mastocitos, y cada una de estas cumple
funciones determinadas para restablecer la homeostasis (Serhan y Savill, 2005). La
activacion de estas células da lugar a la generacion de gran variedad de mediadores, que
forman parte de la compleja respuesta inflamatoria, dando la caracteristica de cascada a
esta respuesta. Esta cascada comienza con la formacion de &cido araquidonico (AA)
mediante la accion de la fosfolipasa citosolica A2 (CPLA,) a partir de los fosfolipidos de
la membrana citoplasmatica. EI AA formado activa diversas enzimas responsables de la
liberacion de los mediadores anteriormente citados; los de mayor trascendencia son los
Ilamados eicosanoides. Entre los eicosanoides estan: a) los tromboxanos (TXs) y las
prostaglandinas ( PGs) responsables de la vasodilatacion y, por lo tanto del edema, calor
y dolor en la zona de inflamacion, en especial la PGE,, generada en gran cantidad por
este tipo celular y una de las responsables de la hiperalgia (Mitchell y Warner, 1999); b)
PGIs y LTs; todos ellos de acciones diversas, sintetizados a partir del AA (Simmons et
al., 2004). Otros tipos de mediadores producto del metabolismo del AA son: c) los
acidos epoxieicosatrienoicos (EETs) y los acidos hidroxieicosatrienoicos (HETES); en
ualtimo lugar d) los isoprostanos formados por la formacién de radicales libres en el area

afectada (Figura 1).
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En principio, la activacion de macréfagos da lugar a la generacion de una gran variedad
de mediadores que actian formando parte del complejo proceso de la respuesta
inflamatoria. Como ejemplos estan los mediadores lipidicos, factores del complemento,
y citoquinas proinflamatorias interleucinas IL-1a y B, IL-6, factor de necrosis tumoral
(TNF-a), entre otros. Los macréfagos contienen también las isoenzimas inducibles
ciclooxigenasas (COX-2) y la 6xido nitrico sintasa ( iINOS), las cuales son expresadas
tras la activacion de las células por contacto con diversos estimulos proinflamatorios

como citoquinas, endotoxinas y esteres de forbol, entre otros (Simmons et al., 2004).

Estimulo
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Figura 1. Metabolismo general del acido araquiddnico. cPLA,, fosfolipasa A, citosolica; EETSs, acidos
epoxieicosatrienoicos; HETEs, acidos hidroxieicosatetraenoicos; LTs, leucotrienos; PGs, prostaglandinas;

TX, tromboxano. Fuente: Lépez-Parra et al., 2005

La ciclooxigenasa (COX) es una enzima que cataliza la conversion de AA a PGH,, el
precursor de una variedad de mediadores activos fisioldgicamente, como PGE;, PGl y
TX. Hay dos isoformas principales de esta enzima, COX-1, una ciclooxigenasa
constitutiva, y COX-2, una isoforma inducida en respuesta a varios estimulos y activada

en el sitio de la inflamacion. COX-2 es rapidamente inducida en macréfagos y células
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endoteliales por citoquinas proinflamatorias y puede ser responsable del edema,
vasodilatacion y dolor asociados a la inflamacién (Lopez-Parra et al., 2005, Simmons et
al., 2004). A su vez, la activacion de macrdéfagos puede inducir hipersecrecion de varias
moléculas que median inflamacion y toxicidad, como TNF-a, IFN-y, IL-6, entre otras.
Las diferentes vias de accion de las ciclooxigenasas (ambas isoformas de la COX (COX-
1 y COX-2) oxigenan el AA para formar la prostaglandina (PGG,, que rapidamente se
reduce a PGH,, endoperdxido muy inestable que origina los diferentes tipos de PGs por

accion de diversas sintasas (Figura 2).
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Figura 2. Reacciones de ciclacion y peroxidacién de la COX. Reacciones consecutivas catalizadas por las

ciclooxigensas o endoperdxido H sintasas. Fuente: Lopez-Parra, 2005
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Figura 3. Via de las ciclooxigenasas (COX). Ambas isoformas de la COX (COX-1 y COX-2) oxigenan al
AA para formar la prostaglandina (PGG,, que rapidamente se reduce a PGH,, endoperéxido muy

inestable que origina los diferentes tipos de PGs por accion de diversas sintasas.

La PGH, actda como sustrato intermediario para la sintesis de PGs de las series Ez, F»,
D, e I, (también llamada prostaciclina) y la TXA; (Figura 3). El hecho de que la PGH,
se transforme en un metabolito o en otro esta regulado de forma especifica dependiendo
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del tipo celular y de la sintasa que se exprese, de tal manera que cualquier célula
formadora de prostanoides, sintetiza uno de ellos mayoritariamente. Por ejemplo, PGH,
se transforma en PGD; en el cerebro por la accion de la enzima citosolica PGD sintasa.
Alternativamente PGH, puede convertirse en PGF,, por la PGF sintasa que se expresa
principalmente en el Gtero. Las células endoteliales vasculares producen PGI, o
prostaciclina a partir de la PGH, por la accion de la PGI sintasa; y las plaquetas liberan
TXA; a partir de la PGH; mediante la TX sintasa. Tanto la PGI, como la TXA, tienen
una vida media muy corta (30 segundos y 3 minutos, respectivamente) por lo que son
rapidamente hidrolizadas a los compuestos inactivos 6- keto-PGF14 y TXB,. Finalmente
la PGE; se produce en muchos tipos celulares mediante la PGE sintasa, que existe en
mamiferos bajo tres isoformas diferentes: PGES-1m, PGES-1c y PGES-2m. De estas
tres isoformas, la PGES-1m es la que ha recibido mayor atencion porque esta enzima es
inducible y se encuentra funcionalmente ligada a la isoforma COX-2 (Murakami y
Kudo, 2004).

Otra de las enzimas altamente expresada en macrdfagos activados es la iINOS, la que a
partir de L-arginina genera otro de los mediadores implicados en la respuesta

inflamatoria e hiperalgésica, el 6xido nitrico (NO) como se muestra en la Figura 4.

Oxigeno H,0

L-arginina I::> |::> L-citrulina

MADPH NADP+

Efectos intracelulares
Efectos en celulas adyacentes = MNO

Efectos en sitios lejanos

Figura 4. Via de las 6xido nitrico sintasa (NOS).
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Esta molécula tiene una accion antimicrobiana en los macréfagos al formar, en presencia
del anién superdxido generado también por células fagociticas, una especie radicalaria
como el peroxinitrito. Esta molécula es muy reactiva y citotoxica y es responsable del

dafio tisular asociado a los procesos inflamatorios (Bosca et al., 2005).

La expresion elevada de COX-2 en macréfagos y células endoteliales debida a la accion
de lipopolisacaridos (LPS) y citoquinas proinflamatorias da lugar a una produccion
excesiva de PGs, mayoritariamente PGE,, responsable de la vasodilatacion y dolor
(Mitchell y Warner, 1999). Por otra parte, la sobreproduccion de NO por activacion de la
iINOS esta fuertemente asociada con la inflamacion (Boscé et al., 2005).

Por lo tanto el mecanismo mas importante involucrado en la respuesta antiinflamatoria
es la inhibicion de enzimas, tales como la cPLA; (generadora de eicosanoides), la COX-
2 (productora de cantidades significativas de prostaglandina PGE;) y la iNOS
(productora de Oxido nitrico) (Serhan et al., 2005). Los farmacos o sustancias
antiinflamatorias pueden seguir diversas vias para conseguir dicho efecto. Los mas
conocidos como los antiinflamatorios no estoroideos (AINES) inhiben la enzima COX
actuando como antagonistas competitivos reversibles en la mayoria de los casos (Lopez-
Parra et al., 2005). Un caso particular es la aspirina que actua por acetilacion irreversible
de la isoenzima COX-1. Otros antiinflamatorios conocidos como los corticoides son
capaces de inhibir varias etapas en el proceso de la inflamacién, como la inhibicion de la
cPLA; e incluso el factor de transcripcion nuclear (NF-«f3).

1.2 TRITERPENOS PENTACICLICOS. ASPECTOS GENERALES.

La gran potencialidad de la biosintesis de las plantas estd muy bien ilustrada en el grupo
de metabolitos secundarios conocido como “terpenoides”. En general los terpenos estan
formados por unidades de 5 unidades de isopreno y constituyen uno de los grupos de
compuestos mas ampliamente distribuidos en la naturaleza junto con los alcaloides y los

compuestos fendlicos (Figura 5).
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En un comienzo se aislaron, desde las fracciones més volatiles de muchos aceites
esenciales, hidrocarburos de formula C19H 16 a los que se le denomind “terpenos”. Luego
se aislaron compuestos oxigenados que también se incluyeron dentro de esta
clasificacion general, por lo que la terminacion “eno” (correspondiente a hidrocarburo)
resultd inadecuada y se les llamé “terpenoides”. Estos compuestos se encuentran
principalmente en el reino vegetal. Aunque generalmente se encuentran en las plantas
dicotiledoneas y pteridofitas, también es posible encontrarlos en algunos animales

marinos (Bruneton, 2001).

Estan formados por la unién virtual de unidades de isopreno. Esta relacion del isopreno
con los terpenoides es absolutamente formal, ya que segun la ruta biogenética de estos
compuestos, los vegetales no los sintetizan a partir del isopreno, el cual no ha sido
aislado como producto natural (Miller, 1974). Sin embargo, el conocimiento de la unién
de dos 0 mas unidades isoprénicas como componentes de los terpenoides ha sido de gran
ayuda en la elucidacion de sus estructuras. Esto llevo a la formulacion de la “regla del
isopreno”, enunciada por Ruzicka que plantea que un terpenoide debe ser divisible en

unidades de isopreno (Ruzicka, 1953).

h OH

isopreno

geraniol

Figura 5. Estructura quimica del ispopreno (2-metil butadieno). Cuando se unen dos unidades isoprénicas

se obtienen los monoterpenos como por ejemplo el geraniol.

7
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De acuerdo a la regla del isopreno, los terpenos se clasifican de acuerdo a la
multiplicidad de este grupo en monoterpenos (dos unidades isoprénicas), sesquiterpenos
(tres), diterpenos (cuatro) sesterpenos (cinco), triterpenos (seis), etc. Dentro del grupo de
los terpenoides estan los triterpenoides, ampliamente distribuidos en el reino vegetal
como glicésidos, estéres o libres. Por definicion se consideran productos naturales que
tienen un esqueleto de 30 atomos de carbono (C3Hss 0 menos atomos de hidrogeno
dependiendo de su grado de oxidacién) y que se derivan del escualeno (6 unidades de
isopreno) por ciclaciones y/o modificaciones de éste. El estudio de los triterpenoides
tuvo sus inicios en 1949 con la determinacion estructural del acido oleandlico
(Tschesche, 1971).

Segun cuél sea su esqueleto estructural base se dividen en diferentes familias entre las
cuales se destacan por su abundancia los lupanos (ej.: acido betulinico) que presentan
cuatro anillos de seis miembros y uno de cinco; y los oleananos (ej.: acido oleandlico y
acido quillaico) y ursanos (ej.: acido ursélico) que presentan cinco anillos de seis
miembros (Figura 6).

HO

acido betulinico

%

HO HO

acido ursdlico THO acido quillaico

Figura 6. Estructuras quimicas de algunos representantes de las familias de los triterpenoides

pentaciclicos: acido betulinico, acido oleandlico, &cido ursélico y acido quillaico.
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De forma general los triterpenoides han sido ampliamente estudiados no solo desde el
punto de vista quimico estructural, sino también por sus diversas aplicaciones en la
industria de la alimentacion y la agricultura, asi como en la medicina tradicional y
moderna (Connolly y Hill, 2000).

Principalmente los triterpenos pentaciclicos han llamado la atencién por sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales (Sezter, 2003; Banno et al., 2004; Chiang
et al., 2005; Ovesna et al., 2004; Reyes, 2006; Brinker et al., 2007), hepatoprotectoras
(Yim et al., 2001), antimicrobianas (Cowan et al., 1999; Hichri et al., 2003), antivirales
(Mayaux et al., 1994; Hashimoto et al., 1997; Ito et al., 2001) hipoglucemiantes 6
antidiabéticas ( Chen et al., 2006), entre otras.

1.2.1. Triterpenos pentaciclicos y sus derivados: Propiedades antiinflamatorias y

relacionadas.

Durante la ultima década se han publicado aproximadamente 700 articulos cientificos
sobre triterpenos pentaciclicos, especialmente sobre aquellos derivados del &cido
oleandlico (Connolly, 2000; Calixto et al., 2003; Liu, 2005; Dzuback, 2006; Brinker et
al., 2007; Yu et al., 2007). Estas investigaciones no incluyen solamente el aislamiento y
la purificacion de estos triterpenoides a partir de diversas fuentes vegetales, sino tambiéen
modificaciones quimicas de los mismos para obtener derivados mas efectivos en
diversas actividades farmacoldgicas. Una de las mas estudiadas la actividad
antiinflamatoria, debido a que esta estrechamente relacionada con patologias con alta
incidencia en la poblacion mundial actual, tales como la artritis reumatoide y el cancer,
entre otras (Singh et al., 1992; Banno et al., 2004; Zhang et al., 2005). En la actualidad
se busca obtener derivados de hemisintesis a partir de triterpenoides pentaciclicos mas
potentes como antiinflamatorios, con menos reacciones adversas y una Optima
biodisponibilidad (Farina et al., 1998; Cheng et al., 2005).

En diversos estudios se ha demostrado que, por ejemplo, el acido oleandlico tiene

actividad antiinflamatoria importante evaluada en ensayos in vivo en los que se indujo
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inflamacién dérmica con AA o TPA en orejas de raton (Singh et al., 1992; Recio et al.,
1995; Banno et al., 2004; Liu, 1995; Aguirre et al., 2006); incluso, en uno de estos
trabajos, el &cido triterpénico resultd ser mas activo que la indometacina usada como
farmaco de referencia (Banno et al., 2004). Ademas se demostro que el acido oleandlico
inhibe las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) que intervienen en el proceso inflamatorio
(Brinker et al., 2007). Més recientemente se ha observado que a bajas concentraciones
(menores de 3 uM) inhibe la produccion de NO y de la PGE; (Wu et al., 2004).

Basandose en estos resultados se han preparado derivados de hemisintesis del acido
oleandlico empleando diferentes vias y probando conjuntamente su actividad
antiinflamatoria in vitro. En uno de estos estudios se investigd una serie de derivados
como inhibidores de la produccién de NO (Honda et al., 2000a). Como resultado se
obtuvieron e identificaron nuevos derivados del &cido oleandlico con funcionalidad 1-
en-3-ona, entre los que se destacaron el acido 3-oxoolean-1,12-dien-28-oico (Figura 7 a)
y los sustituidos ademas en el C-2 del anillo A con grupos carboxilo, como se muestra
en la Figura 7. Estos mostraron una gran actividad inhibitoria (Clso = 0,01-0,1 uM) de la
producciéon de NO inducida por INF-y en macréfagos de ratas. De éstos fue el mas
potente el derivado del &cido 2-carboxi-3-oxoolean-1,12-dien-28-oico (Figura 7b), el
cual tuvo una potencia similar a la hidrocortisona empleada como farmaco de referencia
(Clsp = 0,1 uM). Cabe senalar que la actividad inhibitoria de estos nuevos triterpenos no
fue blogueada por un farmaco antagonista de glucocorticoides, lo que sugiere que su
accion sobre la iINOS no esta mediada por la interaccion con el receptor de estas

hormonas.

Figura 7 ay b. Ejemplos de derivados del &cido oleandlico con interesante actividad como inhibidores de
la iINOS.
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Otro ejemplo interesante, que ha sido ampliamente estudiado, es el acido 2-ciano-3,12-
dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oico (CDDO) el cual presenta una potente actividad
antiinflamatoria por el mecanismo de inhibicién de la iINOS y de la COX-2 (Suh et al.,
1998; Liu, 2005) e inhibe la proliferacion de varias lineas celulares de tumores en
humanos (Favaloro et al., 2002). En este derivado la modificacion conjunta de los
anillos A y C aumenta la potencia antiinflamatoria aproximadamente 10.000 veces con

respecto al &cido oleandlico (Honda et al., 2000b) (Figura 8).

Figura8. Estructura quimica del 2-ciano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oico (CDDOQ). Actualmente

este compuesto se encuentra en fase 11 de ensayos clinicos para el tratamiento de cancer pancréatico.

De forma general, han despertado mayor interés los derivados de hemisintesis del acido
oleandlico que contienen un grupo electroaceptor en el C-2 del anillo A como por
ejemplo el grupo ciano y los oxo- derivados (Zaprutko, 2004; Chen et al., 2006, Ogawa
et al., 2007). También se ha prestado atencion a derivados de los acidos bosweélico, en
los cuales fue encontrado un potente efecto antiinflamatorio y citotdxico (Subba Rao et
al., 2008). (Figura9)

H,COOC =

Figura 9. Derivado ciano-enona de boswelato de metilo con potente actividad citotdxica

11
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Ademas en el 2008 fue reportado el efecto citotoxico tanto de saponinas como de
geninas de la quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), importante planta alimenticia
endémica de la regién andina (Kuljanabhagavad et al., 2008). Estas saponinas
constituyen una mezcla compleja de triterpenos pentaciclicos provenientes
estructuralmente de los acidos oleandlico, fitolacagénico y hederagenina, formando
glicosidos con diversos azlcares. Se denominan geninas a la agliconas triterpénicas, de
las cuales aquéllas con grupos aldehidos presentaron mayor actividad citotoxica
(Figural0).

,,
,
0
7

Figural0. Estructuras quimicas de las saponinas encontradas en la quinoa con actividad citotoxica y que
presentan grupos aldehidos en su estructura: &cido 3B-hidroxi-23-oxo-olean-12-en-28-oico (I) y &cido

3B-hidroxi-27-o0xo-olean-12-en-28-oico,

Entre los diferentes tipos de triterpenos pentaciclicos se destaca el acido betulinico,
extraido de diversas especies vegetales, al que se le han realizado diversas
modificaciones estructurales y su posterior evaluacion bioldgica. Fujioka et al (1994)
sintetizaron y evaluaron biologicamente nueve derivados de este triterpenoide,
encontrando que el grupo hidroxilo en posicién 3 y el acido carboxilico en posicion 17
contribuian positivamente a la actividad antiVIH-1. Mas recientemente se han obtenido
derivados del acido betulinico con potente actividad antiviral (Csuk et al., 2010). Con el

mismo efecto, como posibles agentes para tratar el SIDA, se encontraron productos
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naturales obtenidos desde propoleo brasilefio, entre los cuales se encontraba el acido
betulinico (Ito et al., 2001).

Recientemente se han preparado derivados del triterpeno dammarano con fuerte
habilidad para inhibir la proteasa del VIH-1 (Wei et al., 2009). Aunque obtienen varios
compuestos, los mejores resultados se relacionan con los ésteres succinicos como

potentes inhibidores de la proteasa del VIH-1 (ICso < 10 uM) (Figura 11).
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Figurall. Ester 2,2-dimetilsuccinico del acido betulinico con potente actividad antiviral
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1. DESCRIPCION DE QUILLAJA SAPONARIA MOL.

2.1 Generalidades

2.1. 1 Clasificacion taxonémica

El nombre genérico Quillaja proviene de la denominacion popular que se le diera a este
arbol en Chile (*quillay”), que deriva del mapudungun “kéllai” o “killai”, que significa
“jabdn de palo”. ElI nombre especifico o epiteto proviene del latin “sapo” (jabén) y hace
referencia al uso tradicional de la corteza del arbol para lavar y a su caracteristica
espumante, lo cual se debe a su abundante contenido de saponinas, metabolitos secundarios
que se caracterizan por sus propiedades detergentes y espumantes (Ribera et al., 2008,
Bruneton, 2001). El género Quillaja pertenece a la Clase Magnoliopsida, Subclase Rosidae,
Orden Rosales, Familia Quillajaceae, Subfamilia Spiroidea (Montenegro, 2002). La
Quillaja saponaria Mol., Quillajaceae D. Don (1831), segun Kubitzki (2007), esta
constituida por un solo género y dos especies: Q. saponaria y Q. brasiliensis (Kubitzki,
2007).

2. 1.2 Descripcion botanica

El quillay, es un arbol siempre verde de hojas duras que puede alcanzar hasta 15 m de
altura con un tronco de didmetro de hasta 1 m. Su corteza es de color gris ceniciento y
presenta algunas fisuras longitudinales. Sus hojas son simples, alternas, cortamente
pecioladas, de color verde, glabras, de forma oblonga y borde liso o s6lo con algunos
dientes. Sus flores son hermafroditas, solitarias o dispuestas en corimbos terminales cortos,
de color verde blanquecino, aplanadas y en forma estrellada. Posee un céliz compuesto por
5 sépalos y una corola de 5 pétalos alternos a los sépalos. Androceo formado por 10
estambres en dos series de filamentos libres y gineceo compuesto por 5 ovarios, cada uno

con un estilo filiforme y un estigma Su fruto es una cépsula lefiosa, dehiscente, con forma
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de estrella de 5 puntas, que contiene numerosas semillas aladas (Hoffmann et al, 1992;
Montenegro, 2002) (ver Figura 12).

Figura 12. Quillaja saponaria Mol. A) Arbol B) Hojas y Flores y C) Frutos.

Fotografias de Juan Pablo Gabella y Diego Alarcén; http://www.chilebosque.cl/tree/gsapo.html.

2. 1.3 Habitat y distribucién geogréafica

Es una especie nativa de Chile, especialmente de la zona central del pais, desde la Provincia
de Limari en la IV Region (30°30” LS) hasta la Provincia del Bio-Bio en la VIII Regidn
(38° LS). Forma parte del matorral esclerdfilo desde la Cordillera de Costa hasta la
Cordillera de los Andes. En el Valle Central de Chile, crece en lugares soleados y en los de

los cerros secos de escasa vegetacion (Hoffmann et al., 1992).

2. 1.4 Composicién quimica

Este arbol presenta una mezcla compleja de saponinas triterpénicas, siendo éstos los
metabolitos mayoritarios en la especie (Nord et al., 2001). En los extractos de corteza y
madera de quillay se han identificado 62 saponinas diferentes (Higuchi et al., 1987,
Higuchi et al., 1988; Kensil et al., 1991; Jacobsen et al., 1996; Guo et al., 1998; Nord y
Kenne, 2000; Guo et al., 2000; Nyberg et al., 2000; Van Setten et al., 2000). Como se
muestra en la Figura 13, el esqueleto estructural de la mayoria de las saponinas de quillay
es el &cido quillaico sustituido en la posicién C-3 con un trisacarido y en la posicion C-28
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con un oligosacarido unido a un residuo de fucosa, el cual a su vez, se encuentra unido a
dos grupos acilo. (Higuchi et al. 1988; Kensil et al., 1991; Jacobsen et al., 1996; Van
Setten et al., 1995; Nord y Kenne, 2000).

Figura 13. Estructura basica de las saponinas de Q. saponaria Mol. derivadas del &cido quillaico. La aglicona
estd unida en la posicion 3 a un trisacarido o disacarido (R1). El residuo fucosilo (Fuc) unido a través de un
grupo éster en la posicion-28, estd sustituido por un oligosacarido en la posicién 2 (R2), por un residuo
monosacarido o un grupo acilo en la posicion 3 (R3), y/o por un grupo acilo en la posicion-4 (R4). Adaptado

de: Ribera et al., 2008, Nord et al., 2001.

2.1.5 Usos, propiedades e importancia econémica

La importancia econdémica del quillay radica fundamentalmente en su alta concentracion de

saponinas, compuestos que presentan una gran cantidad de propiedades y usos.

Existen mas de 200 referencias cientificas con respecto a las posibles aplicaciones

industriales de las saponinas de quillay. Las principales se muestran en la Tabla 1.
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Industria Usos

Alimentacion humana Espumante en bebidas y cervezas, emulsificante en

comidas y bebidas.

Alimentacién animal Aditivo para alimentos, proteccion contra patégenos
(inmunoestimulante), reduccién de emisiones de
amoniaco en criaderos, reduccion de colesterol de

huevos y productos lacteos.

Agricultura Promotor de crecimiento vegetal.

Cosmética Surfactante, emulsificante y principio activo,

fundamentalmente en la fabricacion de champues.

Fotografia Surfactante en peliculas fotograficas

Mineria Tratamiento de aguas residuales, mejoramiento de la
calidad de los efluentes orgénicos (biodegradacion
de grasas en procesos aerobicos y anaerdbicos),
control de la neblina &cida en procesos de electro

obtencion.

Farmacéutica Adyuvante en vacunas animales y humanas.

Tabla 1. Aplicaciones y usos industriales de las saponinas del quillay. Adaptado de: San Martin y Briones,
2000. Ribera et al., 2008

En la medicina folclérica esta especie se recomienda para tratar enfermedades respiratorias
y afecciones dermatologicas, asi como para tratar artritis reumatoide cronica. Ademas la
corteza macerada se usa como expectorante; mientras que los infusos en enfermedades
cronicas de la piel, y en lavados para tratar las indigestiones. Ademas el quillay se utiliza
para tratar las alopecias, como estimulante de la mucosa gastrica, sudorifico y diurético
(Hoffmann et al., 1992).

Actualmente, las saponinas del quillay han despertado el interés cientifico por sus
actividades citotoxica (Gaidi et al., 2002), inmunoestimulante como coadyuvante de
vacunas (Palatnik de Sousa et al., 2004) y mas recientemente, antiviral (Roner et al., 2007).
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Las fracciones menos toxicas de las saponinas de esta especie se han utilizado
experimentalmente en el control y prevencion de enfermedades infecciosas, cancer,
desordenes autoinmunes, tratamiento del SIDA e infeccion neumococal, control de la
malaria y tratamiento de la tuberculosis (Kensil et al. 1991; Newman, 1992; Wu, 1992;
Chavali)

Ademaés, estudios han demostrado que extractos de quillay ricos en saponinas actuarian
como larvicidas (Pelah et al., 2002), nematicidas (San Martin y Briones, 2000) y fungicidas
naturales (Apablaza et al., 2002). En la actualidad se evalla la posibilidad de utilizar dichos
extractos en la formulacién de plaguicidas naturales de interés comercial (Apablaza et al.,
2002).

2. 1.6 Explotacion y conservacion

Con el propdsito de proteger la poblacion de la especie, en 1985 el quillay fue clasificado
en estado "Vulnerable" por la Corporacion Nacional Forestal (CONAF) en la IV Region.
Ribera et al., 2008. Esto se debio a un manejo inadecuado que hizo que el quillay estuviera

seriamente amenazado.

La empresa Natural Response S.A. ha desarrollado un proceso que utiliza toda la madera
del quillay (no solo la corteza) para la obtencion de extractos de quillay ricos en saponinas,
lo que ha permitido satisfacer parte de la demanda mundial de saponinas empleando
madera proveniente de raleos de los bosques existentes y asi aprovechar mejor la biomasa
silvestre (comunicacion personal con Natural Response, 2007). Actualmente la empresa
dedica grandes recursos al manejo sustentable de la corteza de quillay y a la preservacion

de la especie.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

e El &cido quillaico puede ser obtenido eficientemente a partir de un extracto
acuoso de Quillaja saponaria Mol. mediante la hidrdlisis en medio &acido.

e EIl &cido quillaico presentard actividad antiinflamatoria topica y oral in vivo
frente a inflamacion inducida por TPA y/o AA.

e El acido quillaico puede ser estructuralmente modificado teniendo en cuenta su
elevada funcionalizacion (diferenciandose del acido oleandlico en el grupo
hidroxilo adicional en el C-16 y en el grupo aldehido presente en el C-4 en lugar
de un metilo)

e Algunos derivados de hemisintesis del acido quillaico presentaran igual o mayor

actividad farmacologica que el acido quillaico.

Esta hipdtesis se basa en que dentro de la familia de los oleananos se encuentra el acido
quillaico 6 quillajico (acido 3pB,16a-dihidroxi-23-oxoolean-12-en-28-0ico), principal
sapogenina triterpénica de la corteza del quillay (Quillaja saponaria Mol., Quillajaceae), el
cual no aparece entre las decenas de triterpenos naturales reportados por su actividad
antinflamatoria (Figura 14). Sin embargo en 1977 se aislaron dos saponinas con actividad
antiinflamatoria y analgésica, a partir de un extracto obtenido de partes aéreas de la
clavelina Dianthus barbatus L. cv. "China Doll" (familia Caryophyllaceae). Curiosamente
la aglicona de cada una fue identificada como &cido quillaico (Cordell et al., 1977. Ademas
de este estudio, existen escasos antecedentes sobre la obtencion de derivados a partir de

acido quillaico y su posterior evaluacién farmacologica (Kim et al., 2006).
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Figura 14. Estructura quimica del acido quillaico 6 quillajico (acido 3f,16a-dihidroxi-23-oxoolean-12-en-
28-oico), principal sapogenina triterpénica de la corteza del quillay (Quillaja saponaria Mol.,

Quillajaceae)

Por otra parte, Chile es el Gnico pais que produce grandes cantidades de corteza de
quillay, la que se exporta masivamente a Europa y los Estados Unidos para obtener
diversas calidades de saponinas de uso industrial, cosmético y farmacéutico (Vogel y
Berti, 2003).

También desde el punto de vista quimico las saponinas del quillay han sido ampliamente
estudiadas (Higuchi et al., 1987; Higuchi et al., 1988; Kensil et al., 1991; Jacobsen et
al., 1996; Guo et al., 1998; Nord y Kenne, 2000; Guo y Kenne, 2000; Nyberg et al.,
2000). Sin embargo, se conoce poco acerca de la quimica de la sapogenina principal
(&cido quillaico) desde su elucidacion estructural en 1939 y posteriormente, en 1968, la
identificacion de los constituyentes de la prosapogenina (sapogenina y un azucar)
predominante en una mezcla de productos de hidrolisis parcial, que resulto ser el 3p-
glucurénido del acido quillaico (Labriola y Deulofeu, 1969). Estos argumentos nos
brindan una gran oportunidad para emprender una investigacion orientada hacia la
modificacion hemisintética de este producto natural y el estudio de su actividad

antiinflamatoria topica y oral in vivo.

Los estudios farmacologicos in vivo, utilizando una via de administracion usada por la
poblacidn, como son las vias topica y oral, nos permitirdn obtener una mejor estimacion
de los potenciales efectos farmacoldgicos de la principal sapogenina del quillay y de sus

productos de hemisintesis. Es necesario tener en cuenta que los estudios farmacoldgicos

20



Hipotesis y objetivos | 21

de un potencial nuevo farmaco, realizados en animales, son un requisito indispensable
para su posterior uso clinico. Ademas desde el punto de vista practico, es interesante
estudiar la potencialidad terapéutica de un producto natural para cuya produccion Chile

cuenta con ventajas comparativas Unicas.

3.2 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es obtener el &cido quillaico a partir de un extracto
acuoso de Quillaja sapoaniaria Mol. y derivados a partir de la modificacion estructural
del é&cido quillaico; asi como evaluar la actividad antiinflamatoria topica de los

compuestos obtenidos.

Para lograr este objetivo general nos proponemos los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener y purificar eficientemente el &cido quillaico a partir de un extracto acuoso
seco de corteza de quillay.

2. Evaluar la actividad antiinflamatorio topica de acido fitolacagénico y fitolcagenina.
3. Evaluar la actividad antiinflamatoria topica y oral in vivo del &cido quillaico..

4. Sintetizar una serie de derivados a partir del acido quillaico, mediante reducciones,
oxidaciones y sustituciones de grupos, fundamentalmente en los anillos A, Cy D.

5. Evaluar la actividad antiinflamatoria tépica in vivo de los derivados obtenidos

6. Realizar estudios de relacion estructura-actividad para determinar los requerimientos
estructurales necesarios para las actividades evaluadas tanto in vivo.

7. Desarrollar formulaciones dermatoldgicas en base a acido quillaico y evaluar su

eficacia in vivo.
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4, MATERIALES Y METODOS
4.1 PARTE QUIMICA
4.1.1 Solventes y reactivos

Para el aislamiento de las sapogeninas mediante CC se utilizd gel de silice Merck
(Kieselgel 60), con tamarios de particula comprendidos entre 0,063-0,200 mm y 0,040-
0,063 mm. Para la purificacion de los productos obtenidos por hemisintesis se utilizo la

silice mas fina y sucesivas CC en Sephadex LH-20.

Para el andlisis por CCF se emplearon cromatofolios de gel de silice 60 Fzs4 (Aldrich),
revelando los cromatogramas con p-anisaldehido-acido sulfarico (PAS) (etanol/acido
acetico/acido sulfurico/p-anisaldehido, 17/2/1/0,2), calentando las placas a 100 °C hasta
aparicion de un color para visualizar las manchas. La fase movil utilizada consistio en una
mezcla de AcOEt: DCM (1:1). En la seccion de sintesis se detalla el sistema de solventes
utilizado en cada caso.

4.1.2 Métodos espectroscopicos y espectrométricos

Para la determinacion estructural de todos los compuestos en estudio se usaron técnicas de

RMN uni- y bidimensionales, de IR, de masas y datos de literatura.
4.1.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los datos espectrales fueron obtenidos en un espectrometro Avance Bruker con sonda de
determinacion inversa de 5 mm y con gradientes en Z 400 MHz para *H y 100 MHz para
3C. En algunos casos se registraron los espectros en un instrumento Varian INOVA 500
(500 MHz para 'H / 125 MHz para °C). La asignacion de las sefiales, segin las
necesidades, fue hecha con la asistencia de experimentos de COSY, DEPT, GHMBC y
GHSQC. Como solventes para las mediciones se emplearon CDCIl; y CD30OD segln la

solubilidad de los distintos compuestos. Los valores de desplazamientos quimicos fueron
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expresados en & con respecto a las sefiales del TMS y las constantes de acoplamiento (J) en
Hz.

4.1.4 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Todas las muestras se prepararon en pastillas de KBr y los espectros de IR fueron

registrados en un espectrofotometro Nicolet Nexus 470 FT-IR.

4.1.5 Espectrometria de masas (EM)

Los espectros de masas de alta resolucién fueron obtenidos en un espectrometro de masas
FT-ICR (Bruker Apex Il 70e Fourier Transform - lon Cyclotron Resonance - MS con
IRMPD, fuentes de iones: ESI, APCI y Nanospray) equipado con una celda Infinity™ con

un iméan superconductor a un campo de 7,0 Tesla.

4.1.6 Puntos de fusién

Los puntos de fusion fueron determinados en una platina microscopica de Kofler Reichert-

Jung Galen 111 acoplada a un termémetro de termocupla DUAL JTEK Digi - Sense.

4.1.7 Aislamiento y caracterizacion de los triterpenoides pentaciclicos: acido quillaico
y acido fitolacagénico

El material de partida (Ultra Dry 100Q ®, Lote: 300507, P.l. 25732002) fue donado por
Natural Response S.A. Este es un extracto acuoso seco, purificado por spray, proveniente
de la biomasa de Quillaja saponaria, Mol., que contiene un 93% de solidos y menos del
7% de humedad (Roner et al., 2007). Es un polvo amorfo, de color entre blanco y beige,
con un pH de 4,3 para una solucién del 10%. El contenido de saponinas triterpénicas es del
65% determinadas por CLAE (San Martin and Briones, 2000). El extracto ha sido aprobado

por la FDA (Food and drug administration) para uso de la industria alimentaria (21 CFR
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172.510, FEMA GRAS numero 2973). Ademas ha sido aprobado para su uso en la Union
Europea (UE) en bebidas no alcohdlicas (cédigo E 999. Current CAS nimero 68990-67-0).
La informacion sobre la el lugar y la época de recoleccion de la biomasa es un dato no

otrogado por la empresa Natural Response S.A).

A este material de partida hemos denominado en nuestro trabajo 100Q.

Para realizar la hidrdlisis, se pesaron 20 g de 100Q y se mezclaron con 500 mL de una
solucion acuosa de HCI al 9% con calentamiento a reflujo a 100 °C durante 3 horas. El
solido resultante se filtré al vacio, se lavo con abundante agua y se llevo hasta sequedad en
estufa para calcular rendimiento. Al solido final que se obtuvo en este proceso se le
denomin6 H-100Q.

Al hidrolizado obtenido (H-100Q) se le realizd un fraccionamiento en CC de silica gel. La
muestra a fraccionar se mezcl6 con una cantidad menor o igual a su peso en silica gel y se
homogenizd con ayuda de acetona en un mortero. Dicho proceso también ayudd a
volatilizar el solvente.

Una vez que el disolvente se volatilizo, el solido se secé en estufa hasta completa sequedad.
A continuacion la muestra se hizo pasar por un tamiz, originando la “cabeza” de la columna
cromatografica.

Por otra parte, se pes6 una cantidad de silica gel al menos 5 veces mayor a la “cabeza” en
altura, constituyendo el “cuerpo” de la columna. El siguiente paso fue seleccionar la
columna, agregar un papel filtro sobre la frica y conectar la columna a un matraz Kitasato.
A continuacién se mezcl6 el cuerpo con diclorometano (DCM) y se agreg6 en forma de
papilla a la columna. Una vez que este proceso se realizé cuantitativamente, se esperd que
la silica gel decante y que su superficie fuese plana. Recién en ese momento se afiadio
vacio para eliminar completamente el DCM, compactar la silica y dejar la columna seca.
Luego se agregd un segundo papel filtro, seguido de la cabeza, y se homogeniz6 con ayuda
de presion mecanica y vacio (sin solvente). Una vez que la superficie de la cabeza no
presento irregularidades, se agrego un tercer papel filtro y algodon.

Para eluir la primera fraccion se activo el sistema de vacio, se agrego un volumen adecuado

de fase mavil y se corto el vacio hasta cuando la columna ya no gote6 mas.
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Las distintas fracciones se monitorearon por medio de cromatografia en capa fina (CCF, ver
mas abajo). Aquellas que presentaron un perfil cromatogréfico similar se reunieron en una
y se les elimind el disolvente mediante un rotavapor para realizar otra columna de
sephadex.

Las fracciones reunidas en una se disolvieron en 20 ml de una mezcla de HEX, DCM y
MeOH (6:2:1) la cual se llevé a una CC rellena de Sephadex LH-20 utilizando esa misma
mezcla para eluir. Para la columna utilizada, que tiene una altura de 33,5 cm y un diametro
interno aproximado de 4,6 cm (volumen aproximado 560 mL), se agregé 20 mL de fase
movil saturada con muestra (3,5 % del volumen de la columna). Se recolectaron
aproximadamente 60 fracciones de eluyente, cada una de un volumen de aproximadamente
40 mL. Cada fraccién recolectada se monitore6 mediante CCF. Las fracciones que
presentaron similar perfil cromatografico se juntaron y se concentraron a presion reducida,
siendo sometidas a otra CC en Sephadex bajo las mismas condiciones aquéllas que aun no
presentaban la pureza requerida. En el caso de comprobar su pureza fueron sometidas a los
métodos espectroscopicos anteriormente mencionados para su elucidacién estructural. Una
vez que la CCF no evidencio la presencia de sapogeninas, la columna se lavo con metanol

para su reutilizacion.

4.1.8 Determinacion de la pureza de acido quillaico y acido fitolacagénico mediante
CLAE

Se analiz6 la pureza, tanto del acido quillaico necesario para las semisintesis como del
acido fitolacagénico aislado. Se utilizé una técnica analitica de cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAE), en un equipo Merck Kapillar-GC-FID HRGC MEGA 5160). La
fase movil empleada consistié en una mezcla de acetonitrilo: H;PO,4 al 0,1% en agua = 60:

40 v/v. Flujo fue de 0,8 mL/min y el volumen de inyeccién de 20 pl.

4.1.9 Obtencidn de derivados hemisintéticos a partir de acido quillaico

Ester metilico del acido quillaico (2). En un balén se colocé acido quillaico (compuesto 1,
200 mg, 0,41 mmol) y DMF (10,3 mL). A esta solucion a 0 °C se le afadié Mel (25 pL,
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0,41 mmol) y Cs,CO3 (401 mg, 1,23 mmol). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion
durante 45 min 0 °C y luego fue concentrada a presion reducida. El producto obtenido fue
purificado por CC empleando como fase movil DCM:ACOEt 1:1 para dar un sélido blanco
(2), de R = 0,83 (190 mg, 95%).

HO

Punto de fusion: 174-177 °C

IR (KBr): 3506 (-OH), 2945, 1721 (CO), 1589 y 1452 cm™

'H-NMR (CDCl3 500 MHz) § 0,73, 0,88, 0,96, 0,99, 1,00, 1,40 (3H s, Me-24, 26, 29, 30,
25, 27) 3,01 (1H, dd, J = 4,2; 14,1 Hz, 18-H), 3,57 (3H, s, -CH3), 3,77 (1H, m, 3-H), 4,44
(1H, m, 16-H), 5,30 (1H, t, J = 3,3 Hz, 12-H), 9,29 (1H, s, 23-H).

¥C-NMR (CDCls, 126 MHz)

09,4,16,2,17,6,24,8,27,3,33,4,49,9, 52,3, 56,7, 72,8, 75,1, 123,3, 145,0, 179,3, 208,5.
HREIMS Calculado para C3;H4505: 523,3387280, encontrado: 523,3393957.

Ester metilico de la 16a-hidroxihederagenina (3). En un bal6n se coloc6 el compuesto 2
(129 mg, 0,26 mmol) disuelto en MeOH anhidro (7,0 mL) a 0 °C. A esta solucion se le
afiadié NaBH,4 (15 mg, 0,39 mmol) y se dejé agitando a 0 °C durante 2 horas. La reaccion
se detuvo con la adicion de agua helada (70 mL). Luego se filtrd el sélido formado y éste
fue disuelto en AcOEt (200 mL) y se lavd con una solucion saturada de cloruro de sodio.
La fase organica se secd con Na,SO4 y luego se concentro a presion reducida. El producto
se purifico por CC (DCM:ACcOEt 2:1) para dar un solido blanco (3), R¢ = 0,36 (120 mg,
93%).
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HO”
CH,OH

Punto de fusion: 150-155°C

IR (KBr): 3422, 2947, 2363, 1717, 1654 cm™.

'H-NMR (CDCl3 500 MHz) 60,70, 0,76, 0,88, 0,96, 0,98, 1,38 (3H cada uno, s, Me-24,
26, 29, 30, 25, 27) 3.00 (1H, dd, J = 4.4; 14.3 Hz, 18-H), 3.29 (1H, d, J = 11.0 Hz, 24-H),
3,52 (1H, d, J = 11,0 Hz, 24-H), 3,57 (3H, s, CH3); 3,63 (1H, dd, J =5,1; 11,0 Hz, 3-H),
5,30 (1H, t, J = 3,3 Hz, 12-H).

BC-NMR (CDCls, 126 MHz)

0 12,75,16,36, 17,7, 24,8, 27,3, 33,4, 67,3, 73,8, 75,2, 123,5, 144.,9, 179,4.

HREIMS Calculado para C3;H4905: 501.3578930, encontrada: 501.3585483.

3B,160-Dihidroxi-23-oxoolean-12-en-28-oato de metilo (4a) y (3,16-dioxoolean-23-nor-
12-en-28-oato de metilo (4b). EI compuesto 2 (100 mg, 0,199 mmol) fue colocado en un
balén con 9,7 mL de acetona en un bafio a 0 °C. Durante 20 minutos, con agitacion
constante, fue afiadido gota a gota el reactivo de Jones (0,54 mL/mmol sustrato, 1,75 mL)
hasta que el color de la solucién cambi6 de verde a pardo. La mezcla se mantuvo con
agitacion a temperatura ambiente durante 10 min. Para eliminar el exceso del reactivo de
Jones fue afiadido 2-propanol (10 mL) y los compuestos voléatiles fueron evaporados a
presion reducida. Luego se afiadié agua destilada (20 mL) y la mezcla acuosa fue extraida
tres veces con AcOEt (10 mL cada vez). El extracto fue lavado tres veces con agua (10 mL)
y tres veces con solucion acuosa saturada de NaCl (10 mL). La fase organica fue secada
sobre Na,SO, y filtrada. El filtrado fue concentrado a presion reducida para dar un residuo
que fue purificado por CC en gel de silice (DCM:AcOEt 2:1) para dar dos compuestos
mayoritarios, 4b de color amarillo-pardo, Rr = 0,81 (25 mg, 25%) y 4a, ( AcCOEt:MeO 1:1)
de color amarillo, Rg = 0,17 (10 mg, 10%).
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4a Punto de fusion: 180-190 °C

IR (KBr): 3447, 2925, 2854, 2361, 1712 cm™.

'H-NMR (CDCl3 500 MHz) 6 0,72, 0,90, 0,97, 1,25, 1,34 (3H cada uno s, Me-26, 30, 29,
27,25), 2,04 (1H, s, 24-H), 2,71 (1H, d, J = 15,2 Hz, 19-H), 3,35 (1H, dd, J = 3,8, 14,4 Hz,
18-H), 3,61 (3H, s, CHs), 4,30 (1H, t, 16-H), 4,51 (1H, s, 3-H), 5,38 (1H, t, J = 3,3 Hz, 12-
H).

BC-NMR (CDCl3, 126 MHz) 6 51,92, 72, 24, 74,96, 175,5, 177,4, 122,7, 142,7.

)

4b Punto de fusion: 240-246 °C

IR (KBr): 3411, 2956, 2924, 2855, 1719, 1715 cm™.

'H-NMR (CDCl3 500 MHz) 60,87, 0,92, 0,93, 1,17, 1,19 (3H cada uno s, Me-30, 25, 29,
26, 27), 1,00 (3H, d, J = 6,4 Hz, 24-H), 2,71 (1H, d, J = 15,2 Hz, 19-H), 3,33 (1H, dd, J =
3,8; 14,4 Hz, 18-H), 3,67 (3H, s, CH3), 5,56 (1H, t, J = 3,3 Hz, 12-H).

BC-NMR (CDCl3, 126 MHz) 6 52,44, 124,1, 140,5, 173,3, 208,6, 213,6.

3B,16a-Dihidroxi-23-(t-butildimetilsilil)-olean-12-en-28-oato de metilo (5). Una mezcla
de 3 (100 mg) con cloruro de TBDMS (96 mg, 1,3 mmol) e imidazol (170 mg, 2,5 mmol)
en DMF (0,5 mL) fue agitada en atmdsfera de N, a temperatura ambiente durante 18 h.
Luego se afiadiéo HEX (30 mL) y la solucion fue lavada varias veces con NaCl (2 x 10 mL)

y luego con agua (20 mL), y secada con Na,SO4. Después de la evaporacion del solvente el
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residuo se purifico repetidas a través de CC en gel de silice (HEX:AcOEt, 90:10), para dar
el compuesto 6, sélido de color blanco (60 mg, 62,5%), Rg = 0,80.

HO z
CH,OTBDMS

Punto de fusion: 290-294 °C

IR (KBr): 3542, 3467, 2951, 2927, 2856, 1710 cm?

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz) § 0,05 (9H, s, Si-(CH3)3), 0,72, 0,88, 0,90, 0,96, 1,33 (3H
cada una s, Me-30, 25, 29, 26, 27), 3,03 (1H, dd, J = 3,8, 14,4 Hz 18-H), 3,33 (1H, dd, 2H,
-CH,0), 3,5 (1H, t, 3-H), 3,70 (3H, s, CH3), 4,50 (1H, s, 16-H), 5,40 (1H, t, J = 3,3, 12-H).
BC-NMR (CDCl3, 126 MHz) 6 11,20, 16,04, 16,98, 23,40, 24,80, 27,05, 52,91, 56,45,
68,85, 72,79, 75,15, 123,7, 145,2, 178,0.

EM [M-Na]" = 639,31305 calculada para (C3;HesOsSi = 616,45230430).

3p,16a-Dihidroxi-23-(t-butildimetilsilil)-12,13-epoxiolean-28-oato de metilo (6). Una
mezcla de 5 (43 mg, 0,06 mmol) y mCPBA (15,5 mg, 0,09 mmol) en DCM (3 mL) se dejé
agitando a temperatura ambiente toda la noche. La mezcla fue diluida en 20 mL de
DCM:Et,0 (1:2), lavada varias veces con NaCl (2 x 10 mL) y luego con agua (20 mL), y
secada con Na,SO,4. Después de la evaporacion del solvente el residuo (65 mg) se purifico
por cromatografia en una placa preparativa de gel de silice usando como eluyente
HEX:AcOEt 1:5 para dar 6 como un sélido cristalino de color blanco (25 mg, 58%). Una
muestra de 10 mg fue obtenida por recristalizacion en MeOH, Rg = 0,20.

HO™ 7
CH,OTBDMS
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Punto de fusion: 295-297 °C

IR (KBr): 3411, 2948, 2862, 1701, 1627 cm™.

'H-NMR (DMSO-dg 400 MHz) 6 0,55, 0,88, 0,92, 0,96, 1,22 (3H cada una s, Me-30, 25,
29, 26, 27), 3,42 (2H, dd, -CH,0), 4,03 (1H, dd, J = 3,8; 14,4 Hz, 18-H),4,34 (1H, s, 16-
H), 5,21 (1H, brt, 12-H).

BC-NMR (CDCls, 126 MHz)

011,45, 16,09, 16,18, 23,25, 26,57, 52,90, 55,47, 56,36, 67,98, 72,24, 75,12, 178,6.

EM [M-Na]™ = 655,72304 calculada para (C37HesO6Si = 632,45623432).

16a-Hidroxihederagenina ¢ acido 3p,16a,23-trihidroxiolean-12-en-28-oico (7). Acido
quillaico (10 mg, 0,02 mmol) fue disuelto en MeOH anhidro (1,0 mL) a 0 °C. A esta
solucion se le afiadié NaBH,4 (1,15 mg, 0,03 mmol) y se dejo agitando a 0 °C durante 2,5 h.
La reaccion se detuvo con la adicion de agua helada (10 mL). Luego se filtro y el solido fue
disuelto en AcOEt (20 mL). Se lavo con una solucion saturada de NaCl, la fase organica se
secO con Na,SO4 anhidro y luego se concentro a presion reducida para dar 8 mg (80%) de
un sélido blanco (7) R = 0,50.

Punto de fusion: 200-204 °C.

IF (KBr): 3420, 2947, 2370, 1715, 1654 cm™.

'H-NMR (DMSO-dg 400 MHz) 5,50 (1H, t, H-12), 4,45 (H-16), 4,03 (1H, dd, H-3), 3,50
(d, CHy), 3,30 (d, CH, J=11,0 Hz), 3,00 (1H, dd, H-18), 0,70-1,3 (6 sefiales, 3H cada una,
S).

Acido 23-(4-metilpiperazinilazoquillaico (8). Una solucién de 1 (100 mg, 0,205 mmol)
mas 1-amino-4-metilpiperazina (61,2 mg, 0,6 mmol) en EtOH absoluto (43 mL) y acido

acetico glacial (1,7 mL) fue calentada bajo reflujo durante 24 h. La mezcla de reaccion fue
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concentrada a sequedad y el residuo fue purificado por CC en gel de silice, eluyendo con
DCM:ACOEt (1:1). El producto final 8 (35 mg, 35%) fue un sélido de color amarillo claro.

Punto de fusion:200-210 °C

IR (KBr): 3424, 2944, 2862, 2361, 1610 cm™.

'H-NMR (CD30OD 400 MHz) 6 0,77, 0,83, 0,94, 0,95, 0,97, 1,31 (3H cada uno, s, Me-30,
25, 29, 24, 26, 27), 2,.41 (3H, s, N-CH3), 2,63 (4H, m, -CH,-N-CH3), 3,04 (4H, m, -CH,-
N-CH,-), 3,27 (3H, s, CH3), 3,52 (1H, t, J = 5,1 Hz, H-3), 3,67 (1H, dd, J = 3,8; 14,2 Hz,
H-18), 4,40 (1H, s, H-16), 5,27 (1H, t, J = 3,5 Hz, H-12), 6,70 (1H, s, H-23).

BC-NMR (CD30D, 100 MHz) & 11,09, 14,18, 17,03, 19,49, 22,35, 50,70, 51,76, 53,47,
74,25, 75,32, 121,4, 144,2, 152,6, 179,4.

HREIMS Calculada para C3sHs7N304: 583,4303220. encontrada: 583,4300958.

Bis-acetato de &cido quillaico (9). Acido quillaico (100 mg, 0,21 mmol) fue tratado con
Ac,0 (0,5 ml, 0,41 mmol) en pyr (1,5 mL) en presencia de DMAP (25 mg) a temperatura
ambiente por 12 h. La mezcla de reaccion fue concentrada a sequedad en un evaporador
rotatorio hasta obtener un sélido de color pardo (96 mg, 96%). Luego el residuo fue
purificado en una CC de gel de silice usando como eluyente DCM:AcOEt (2:1) hasta dar 9
de color pardo claro (96 mg, 80% ), R¢ = 0,85.

Punto de fusion: 180-186 °C
IF (KBr): 3431, 2950, 2861, 1736, 1656 cm™.
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'H-NMR (CDCl3, Pyr-ds, 400 MHz) § 0,70, 0,85, 0,94, 1,00, 1,07, 1,27 (3H cada uno s,
Me-30, 25, 29, 24, 26, 27), 2,07 (6H, s, acetoxi), 3,05 (1H, dd, J = 3,6; 14,2 Hz, 18-H),
451(1H, s, 3-H), 5,39 (1H, s, 16-H), 5,64 (1H, t, J = 3,4 Hz, 12-H); 9,23 (1H, s, 23-H).
BC-NMR (CDCls3, Pyr-ds 100 MHz) 6 9,48, 15,65, 16,93, 20,38, 21,96, 23,24, 73,27,
76,25, 123,1, 142,1, 170,0, 170,4, 180,1, 204,5.

EM [M-Na]" = 593,3448750 calculada para (C34Hs007 = 570,367643025).

Bis-succinato de acido quillaico (10). Acido quillaico (100 mg, 0,21 mmol) se traté con
anhidrido succinico (200 mg, 2,03 mmol), en 2 ml de pyr en presencia de 25 mg de DMAP.
La mezcla se dejé reaccionando a reflujo durante 5 dias, al cabo de los cuales se le afiadid
mas cantidad de anhidrido succinico (200 mg, 2,03 mmol) y se dej6 reaccionando la mezcla
durante 7 dias méas. La mezcla de reaccion fue diluida con agua y luego extraida con DCM.
La fase organica se lavé con solucion saturada de NaCl y luego se secd con Na,SO,
anhidro, se filtré y se concentr6 a presion reducida. El residuo resultante se fracciond por
CC en gel de silice eluyendo con DCM: Me,CO 1:1, logrando aislar 10 como un solido
amorfo (40 mg, 20%).

Punto de fusion: 200-203 °C

IR (KBr): 3433, 2929, 2863, 2359, 1708, 1637 cm™.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz) 6 080, 0,85, 0,90, 0,92, 1,00, 1,10 (3H cada uno s, Me-30, 25,
29, 24, 26, 27), 2,5 (4H, s, OOC-CH;-CH,-COOH), 3,03 (1H, dd, J = 3,6; 14,2 Hz, 18-H),
4,31 (s, 3-H), 4,50 (s, 16-H), 5,25 (1H, t, J = 3,3 Hz, 12-H), 9,20 (1H, s, 23-H).

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz) 68,41, 15,43, 16,85, 17,98, 20,06, 21,60, 22,49, 41,53,
43,72, 53,15, 54,10, 68,88, 73,80, 124,3, 148,5, 171,9, 174,7, 179,2, 205,0.

23-Nor-12-en-28-nor-3,16-dioxooleanona (11). Acido quillaico (50 mg, 0,10 mmol) fue

colocado en un bal6n con 5 mL de Me,CO en un bafio a 0 °C. Durante 20 min con
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agitacion constante fue afadido el reactivo de Jones (0,54 mL/mmol sustrato, 0,15 mL)
hasta que el color de la solucion cambi6 de verde a pardo. La mezcla se mantuvo con
agitacion a temperatura ambiente durante 30 min. Para eliminar el exceso del reactivo de
Jones fue afadido 2-propanol (5 mL) y los compuestos volatiles fueron evaporados a
presion reducida. Luego se afiadié agua destilada (10 mL) y esta mezcla acuosa fue extraida
tres veces con AcOEt (5 mL). El extracto fue lavado tres veces con agua (5 mL) y tres
veces con solucion acuosa saturada de NaCl (5 mL). La fase organica fue secada sobre
Na,SO, anhidro y filtrada. El filtrado fue concentrado a presion reducida para dar un
residuo que fue purificado por CC en gel de silice (DCM:AcOEt 2:1) para dar un
compuesto de color amarillo-pardo 11, R = 0,85 (40 mg, 80%). En el cromatofolio se

observd ademas otras manchas también de color amarillo que no se pudieron separar.

Punto de fusion: 235-240 °C.

IR (KBr): 2950, 2928, 2855, 1720, 1715 cm™.

'H-RMN (CDCl3 400 MHz) 5 0,85, 0,90, 0,93, 1,17, 1,20 (3H cada uno s, Me-30, 25, 29,
26,27) 5,5 (t, 1H, J = 3.3, H-12) 3,33 (dd, 1H, J = 3.8; 14.4 Hz, H-18).

4.2 PARTE FARMACOLOGICA

4.2.1 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo

4.2.2 Animales de experimentacion

Los animales empleados fueron ratones machos de la cepa CF-1 no consanguineos, de 20 a
25 g de peso, obtenidos en la Unidad de Pruebas Bioldgicas del ISP. Fueron mantenidos a

temperatura de 18 a 20 °C, en ayunas con agua ad libitum durante 12 h previas a los

ensayos. Todos los procedimientos fueron realizados en dicha unidad del ISP bajo los
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principios éticos internacionales que guian la investigacion con animales de

experimentacién proclamados por la OMS (1990) (Miranda et al., 2006).

4.2.3 Ensayo del edema inducido en oreja de ratdn por via topica

El ensayo utilizado fue la induccion de edema en oreja de raton, tras la aplicacién de AA o
TPA (Delporte et al., 2005). En ambos ensayos el grupo de animales tratados con las
muestras a evaluar estuvo constituido por 8 animales, los que recibieron una dosis unica de
cada una de las muestras o del farmaco de referencia (nimesulida o indometacina). El
grupo de animales controles (16 ratones) fueron aquellos que no recibieron las muestras en

estudio.

Los compuestos puros fueron evaluados a dosis equimolares de los farmacos de referencia
(dosis a las que estos ultimos presentaron el efecto maximo) disueltos en EtOH o Me,CO.
Las dosis a las cuales los farmacos de referencia indometacina y nimesulida presentaron el
efecto maximo fueron de 0,5 mg (1,40 umol) y 1,0 mg (3,24 umol) por oreja,
respectivamente. Las formulaciones farmacéuticas del tipo gel y crema al 8% de acido
quillaico fueron evaluadas a dosis equivalentes a aquéllas empleadas con acido quillaico
puro. Cada una de las muestras fue administrada topicamente en la superficie interna (10
ul) y externa (10 pl) de la oreja derecha de los animales y en la oreja izquierda fue aplicado
solo el vehiculo. Transcurridos 5 min fue aplicado sobre la oreja derecha el agente
inflamatorio AA (2 mg/oreja) o TPA (5 pg/oreja) disuelto en Me,CO y sobre la oreja
izquierda solo el vehiculo. Luego de 1 h de aplicado el AA y 4,5 h de aplicado el TPA
(tiempo de inflamacion méxima), los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical
y se les cortaron porciones de orejas de 6 mm de diametro con un sacabocados, tanto de la
oreja izquierda como la derecha. Es importante destacar que las muestras son aplicadas
minutos antes de ambos agentes inflamatorios, con el fin no alterar la absorcion de los

potenciales principios activos a través de la piel.
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4.2.4 Ensayo de la actividad antiinflamatoria oral

Los farmacos de referencia fueron indometacina y naproxeno sodico para AA y TPA,
respectivamente. Estos fueron evaluados a diferentes dosis (10, 20 y 40 mg/kg de peso de
raton), utilizando 8 animales para cada dosis. El grupo de animales controles (que solo

recibid el vehiculo y el agente inflamatorio) estuvo constituido por 16 animales.

Se utiliz6 otro grupo de 8 animales para evaluar el efecto del acido quillaico. Las muestras
fueron disueltas en goma arabiga al 5% en solucion salina fisiologica (NaCl 0,9%), en un
volumen de 0,4 ml/ratén, usando una sonda nasogéstrica. Los agentes inflamatorios fueron
aplicados sobre la oreja derecha del raton en las siguientes dosis: AA (2 mg/oreja) o TPA (5

ug/oreja) disueltos en acetona.

En relacion al ensayo frente a AA, la muestra a evaluar fue administrada por via oral e
inmediatamente después se aplico el agente inflamatorio Después de una hora, los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical y se les cortaron porciones de orejas de 6 mm
de didmetro con un sacabocados, tanto de la oreja izquierda como la derecha. Respecto del
ensayo frente a TPA, este agente inflamatorio fue aplicado al inicio del ensayo y a las 3,5 h
se administré la muestra por via oral. Después de una hora se procedi6 al sacrificio de los

animales y pesada de los discos de orejas.

4.2.5 Tratamiento estadistico

Por diferencia de peso de ambos discos de tejido se cuantifico el edema producido. Los
porcentajes de efecto antiinflamatorio tépico (EAI) y de efecto antiinflamatorio oral (EAO)
fueron calculados en cada caso comparando la mediana de los pesos de los edemas de los
animales tratados (Pegemam), CON la mediana de los pesos de los edemas de los animales

controles (Pegemac), COMO Se Ve en la siguiente formula:

%EfeCtO antiinflamatorlo (EAI é EAO) = PedemaC'PedemaM/PedemaC X 100
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Los datos fueron expresados como valores de las medianas + SEM. La significancia de los
efectos fue calculada por el método estadistico de Wilcoxon para datos independientes
(Hollander y Wolfe, 1973). Ademas se compararon las difrencias significativas entre dos o
mas grupos (compuestos) mediante un método de analisis no paramétrico (test de Kruskall-
Wallis), seguido por el test maltiple de Dunnett para comparaciones individuales (PRISMA
software). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas en ambos

analisis para un p < 0,05.

4.3 Formulaciones farmacéuticas desarrolladas

4.3.1 Formulacion de gel al 8% de acido quillaico

Para preparar el gel se utilizaron las siguientes materias primas:

Materias primas Cantidad (% p/p)
e Carbomer 940 1,0

e glicerina 5,0

e metilparabeno 0,1

e NaOH (10%) c.s.p para pH=7,5

e aguac.s.p para 100

e 0,4 g de acido quillaico disuelto en 5 ml de NaOH (10%)

El gel se prepar6 calentando el agua junto con el metilparabeno y la glicerina hasta alcanzar una
temperatura de 90 °C aproximadamente. Luego se adiciond poco a poco el carbomer 940 agitando
hasta hicharlo. Una vez hinchado, se dejé enfriar la preparacion a temperatura ambiente y se
agregd el NaOH (10%) hasta obtener un pH =7,5. Este gel se llevé a un peso de 100 g, afiadiendo

agua. Luego se afadieron 0,4 g de acido quillaico para obtener 5 ml de gel.



4.3.2 Formulacion de crema al 8% de acido quillaico (emulsion o/w)

Para preparar esta emulsion se emplearon las siguientes materias primas:

Materias primas

aceite mineral
alcohol cetilico
metilparabeno
propilparabeno
NaOH(10%)

acido estearico

Cantidad (% p/p)
5,0 (fase oleosa)
10 (fase oleosa)
0,2 (fase acuosa)
0,1 (fase acuosa)
0,5 (fase acuosa)

9,5 (fase oleosa)
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e aguac.s.p 100 (fase acuosa)
e 0,4 g de acido quillaico disuelto en 5 ml de NaOH (10%)

Se prepararon por separado las dos fases. En un vaso de precipitado se mezclaron los componentes
de la fase oleosa (aceite mineral, alcohol etilico y acido estearico). En otro vaso de precipitado se
mezclaron los componentes de la fase acuosa (metilparabeno, propilparabeno, NaOH (10%) y
agua). Ambos recipientes se calentaron por separado hasta una temperaura de 70 °C. Luego se
mezclaron ambas fases adicionando la fase acuosa sobre la fase oleosa con agitacion constante
durante 5 min a temperatura ambiente. La emulsion resultante fue pesada y se complet6é con agua
hasta un peso de 100 g. Posteriormente se afiadieron los 0,4 de &cido quillaico disueltos en NaOH

(10%) para preparar 5 ml de crema.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PARTE QUIMICA

5.1.1 Triterpenos pentaciclicos aislados desde H-100Q: acido quillaico y acido
fitolacagénico

El H-100Q se presentd como un residuo seco de color café oscuro que correspondio al 30%

del extracto total de saponinas.

Respecto del fraccionamiento del H-100Q mediante CC de Sephadex LH-20, se pudo
evidenciar que en las fracciones 15-30 ricas en sapogeninas se formd un solido, de color
morado y Rg = 0,52 al revelar con PAS, idénticos a los de un patron de acido quillaico. Al
cristalizar, se observd un compuesto en forma de agujas blancas muy delgadas que fue
soluble en AcOEt.

En las fracciones 40-55 precipitd otro sélido, de color verde y Rg = 0,40 al revelar con
PAS, idénticos a los de un patron de &cido fitolacagénico. Este cristaliz6 como un sélido

amorfo blanco, soluble en MeOH.

Partiendo de 20 g de 100Q se obtuvieron 3,59 de acido quillaico correspondientes a 17,5%
del 100Q. Por su parte del &cido fitolacagénico (Q-3) se obtuvieron 50 mg correspondientes
a 0,25% del 100Q.Segun el analisis por CLAE pudimos obtener acido quillaico (1) con un
nivel de pureza del 95%, el cual aparece a un tiempo de retencion de 16,0 minutos. El acido
fitolacagénico sale a un tiempo de retencion de 12,8 min. Los cromatogramas se muestran

en el Anexo I.

El espectro de masas corrobord la identificacion del &cido quillaico (acido 3p,160.-
dihidroxi-23-oxoolean-12-en-28-0ico) cuyo [M-H]" presentd una relacion m/z = 485,3273,
siendo la calculada para C3yH4s505 = 486,33064.
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En el espectro de *H- RMN a & 9,77 se observa un singulete correspondiente al proton del
grupo aldehido en la posicién 3. Ademas se aprecia una sefial a & 5,35 correspondiente al
proton vinilico (H-12) y las sefiales caracteristicas de los grupos metilos entre 6 0,91 y 6
1,65. La sefial a 6 3,80 se asigno al proton geminal del grupo hidroxilo (H-3) y la sefial a 6

4,46 al H-16 geminal del grupo hidroxilo en dicha posicién (Tabla 3).

En el espectro de BC-RMN se observan sefiales a & 208,5 para el carbono del grupo
aldehido (C-23) y una sefial a 6 181,1 para el carbono del carboxilo (C-28). Asi mismo
aparecen las senales para los carbonos 12 y 13, a 0 123,1 y o 145,2 respectivamente.
También son apreciables las sefiales para los carbonos unidos a hidroxilos a & 75,21 ¢(C-
16) y a 6 72,78 (C-3). A & 56,76 aparece una sefal caracteristica para el C-4 que es el
carbono unido al grupo aldehido. Aparecen 6 sefiales correspondientes a los metilos (C-24,
25, 26, 27, 29 y 30) en & 9,40; 16,20; 17,70; 26,70; 33,45 y 24,88 respectivamente (Tabla
4). En el espectro de IR, las sefiales que se observan a 3372 y 3506 cm™ corresponden a los
hidroxilos, la de 2945 cm™ corresponde a carbonos alifaticos, la de 2654 cm™ al grupo
carbonilo del aldehido, la de 1720 cm™ al grupo carbonilo del grupo écido, la de 1589 cm™
al doble enlace vinilico y la de 1452 cm™ a los enlaces entre carbonos saturados

respectivamente. Los espectros obtenidos se muestran en el Anexo Il.

El otro compuesto aislado desde H-100Q fue igualmente caracterizado, asignandole la
estructura del &cido fitolacagénic (Figura 15). En el espectro de masas se observo un pico a
m/z = 539,33340 [M+Na] (valor calculado para C3;H4306= 516,70965). En este caso, en

el espectro de *H-RMN no se observé ninguna sefial atribuible a un grupo aldehido.

En el espectro de *C-RMN se observaron dos sefiales correspondientes a carbonos
carboxilicos a 6 181,30 y & 178,78, el segundo supuestamente esterificado. Ademas
aparecen las sefiales para los carbonos con hibridizacién sp? 12 y 13,20 124,26 y 6 144,82
respectivamente. Otras dos sefales caracteristicas se muestran en 6 73,81 y § 67,23 para los

carbonos C-3 y C-23, respectivamente, unidos a hidroxilos. En cuanto al espectro de IR,
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una sefial a 3428 cm™ corresponde a los hidroxilos, otra a 2941 cm™ a los metilos, la de
1729 cm™ a grupos carboxilos (C=0), 1538 cm™ del carbono vinilico (C=C) y 1460 cm™
correspondiente a la sefial de los enlaces entre carbonos saturados respectivamente. Los

espectros obtenidos se muestran en el Anexo llI.

“—0oH

Figura 15. Estructura quimica del acido fitolacagénico

Las estructuras quimicas aisladas y caracterizadas estructuralmente a partir del H-100Q
corresponden a geninas que forman parte de las saponinas de la corteza de quillay descritas
anteriormente en la literatura (Nyberg et al., 2000; Guo y Kenne, 2000). Como muestra la
Figura 16, seis sapogeninas han sido descritas por diversos autores como estructuras
fundamentales de las saponinas de quillay: existe acuerdo general en la existencia de 4 de
ellas (acidos quillaico, equinocistico, 22B-hidroxi-quillaico y fitolacagénico), mientras que
la gipsogenina y el acido fitolacagénico acetilado en O-23 han sido reportados solamente en
los trabajos de Nyberg et al. (2000) y Kite et al (2004), respectivamente.

Esto concuerda con el hecho de que el &cido quillaico forma parte de la mayoria de las
saponinas constituyentes de la corteza de quillay (Guo y Kenne, 2000; Kite et al., 2004).
Aunque en la literatura es poco frecuente encontrar una valoracion de las sapogeninas de la
corteza de quillay, Kite et al. (2004) afirman que de las 67 saponinas de Quillaja saponaria
cuyas estructuras se conocian a la fecha, 6 correspondieron a moléculas que contienen
acido 22B-hidroxiquillaico como genina, 2 contendrian &cido fitolacagénico o su acetato,
mientras que solo una saponina presentaria acido equinocistico en su composicion. El resto

de las saponinas (la mayor parte), incluyendo las mayoritarias designadas en dicho trabajo
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como QS-17; QS-18 y QS-21, presentaron exclusivamente acido quillaico como

sapogenina (Kite et al., 2004).

Tanto el &cido quillaico como el acido fitolacagénico fueron caracterizados en este trabajo
mediante técnicas espectroscopicas y espectrofotométricas, teniendo en cuenta las

publicaciones precedentemente citadas.

gipsogenina

TH,OCOCH,

acido fitolacagénico acido acteil-fitolacagénico 4cido equinocistico

Figura 16. Estructuras quimicas de las sapogeninas descritas por diferentes autores como componentes de las

saponinas de corteza de quillay.

Para ambos metabolitos secundarios resulté conveniente seguir una metodologia de
extraccion segun la descrita en este trabajo, consistente en la hidrélisis con HCI al 9%
durante 3 horas. Estas condiciones son mas suaves que las descritas por otros autores en las
cuales se empleaba el acido sulfarico para la hidrdlisis (Palatnik de Sousa et al., 2004) y
tuvieron por objetivo obtener las geninas con un minimo de alteraciones estructurales. Los

rendimientos obtenidos se observan en la Tabla 2.
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Compuesto Fraccién de laCC Cantidad Rendimiento
Sephadex LH-20 obtenida (g) (%)
Acido 15-30 3,5 17,5
quillaico
Acido 40-55 0,05 0,25
fitolacagénico

Tabla 2. Resultados de la metodologia de extraccion empleada. Cantidad y rendimiento obtenidos para el
acido quillaico y el acido fitolacagénico.

Mediante la CCF se pudo evidenciar la presencia de al menos cuatro geninas adicionales
presentes en el H-100Q. En este sentido, el trabajo para el aislamiento y la identificacion de
las restantes geninas fue continuado por Carlos Cartagena (memoria de tesis para optar por

el titulo de quimico farmacéutico).

Si bien el principal objetivo de nuestro trabajo fue la obtencion de cantidades suficientes de
acido quillaico para la posterior hemisintesis de derivados, fue Gtil obtener ademas el acido
fitolacagénico como otra de las agliconas de las saponinas del quillay. Esto permitid
evaluarlo en un ensayo farmacologico in vivo y comparar su actividad con la del &cido
quillaico y sus derivados, brindando un valor agregado al conocimiento cientifico que se

tiene hasta la fecha sobre estos productos de la corteza de quillay.
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Tabla 3. Datos de *H-RMN del 4cido quillaico, comparados con datos encontrados en la literatura.

N° H Acido quillaico Acido quillaico® Ester metilico
(95% pureza) (resto de aglicona) del 4cido quillaico®
(CD;0D-CDCl,) CD,0D CDCl,
500 MHz 400 MHz 400 MHz
1 11,1; 1,72 (d J =5,9)* 1,11;1,72 -—--
2 1,79; 1,94* 1,79; 1,98 -—--
3 3,80 (dd J =5,4; 9,5) 3,86 3,76 (M)
5 1,36 (dd J = 3,5; 14,8) 1,33 2,15 (dd J = 3,0; 14,3)
6 * 0,95; 1,47 -—--
7 * 1,29; 1,54 -—--
9 1,75 1,75 -—--
11 1,93 (dJ=3,5) 1,93;1,93 -—--
1,95 (d J = 3,5)*
12 5,35 (t J = 3,4) 5,33 5,37 (tJ = 3,5)
15 1,79 (dJ =4,4)* 1,41;1,74 —
16 4,46 (tJ=4,4;29) 4,45 4,50 (tJ =3,3)
18 3,01 (dd J=4,1;14,2) 2,93 3,03 (dd J = 4,4; 14,5)
19 1,07 (d J=5,6) 1,05; 2,30 -—--
2,23(dJ=14,2)*
21 * 1,19; 1,96 -—--
22 1,83 (m) 1,84;1,83
23 9,33 (s) 9,44 9,38 (s)
Me 1,36 (s,3H)
3,59 (s, 3H)
1,94-0,84 (m, 21H)
1,04 (s, 3H)
0,95 (s, 3H)
0,95 (s, 3H)
0,89 (s, 3H)
0,71 (s, 3H)
Me (24) 1,10 (s) 1,17
Me (25) 1,04 (s) 1,02
Me (26) 0,84 (s) 0,81
Me (27) 1,40 (s) 1,40
Me (29) 0,88 (s) 0,89
Me (30) 0,95 (s) 0,97

---- valores no informados
* Sefiales superpuestas

@ Nyberg y Kenne, 2000.
®Kim et al., 2006
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Tabla 4. Datos de *C-RMN del 4cido quillaico, comparados con datos encontrados en la literatura.

N°C | Acido quillaico Acido quillaico® Acido quillaico
CD;0D, 125,6 (resto de aglicona) metilado®
MHz CD;0D, 500 MHz CDCI; 126
MHz

1 39,43 38,9 38,26
2 27,89* 25,4 26,26
3 72,78 85,7 72,00
4 56,76 56,0 55,44
5 49,51 48,9 48,88
6 21,75 21,0 -

7 33,55* 33,3 -

8 40,93 40,8 40,72
9 48,02* 47,6 —-

10 36,96 37,0 -

11 24,42 24,3 -

12 123,1 122,8 122,55
13 145,2 144,6 143,12
14 42,70 42,4 -

15 36,15 36,1 36,15
16 75,21 74,6 75,03
17 59,75 --- -

18 42,04 41,9 45,56
19 47,69* 47,8 46,83
20 31,41 31,0 30,59
21 36,55 36,1 35,60
22 32,78 31,6 30,92
23 208,5 210,8 207,34
24 9,40 10,6 9,10

25 16,20 16,3 15,89
26 17,70 17,6 17,11
27 26,95 26,9 27,19
28 181,1 177,1 177,55
29 33,45* 33,0 32,98
30 24,88 24,7 23,44

---- valores no asignados
* Sefiales superpuestas

& Nyberg y Kenne, 2000.
®Kim et al., 2006
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Tabla 5. Datos de *H-RMN y de **C-RMN del &cido fitolacagénico, comparados con datos encontrados en

la literatura.
N°C 'H-RMN BC-RMN
CD,0D, 500 MHz CD,0D,
(8) 126 MHz 'H-RMN BC-RMN

(9) (8)° ®)°

1 * 39,48 0,99; 1,64 39,4

2 * 27,42 1,93; 1,77 26
3 3,60 (dd J = 4,4; 11,5) 73,81 3,64 83,60
4 - 43,33 44,20
5 0,65-1,25 48,72 1,23 48,20
6 * 19,06 1,36; 1,51 18,70
7 * 33,47 1,61; 1,36 33,30
8 - 40,45 40,70
9 1,77 (dd J = 4,1;13,7) 48,49 1,64 48,90
10 - 37,91 37,60
11 1,99 (dd J = 3,7;13,7) 24,49 1,93; 1,92 24,50
12 5,30 (tJ = 3,7) 1242 5,34 124,00
13 - 144.8 144,50
14 - 45,02 43,20
15 * 28,86 1,65; 1,21 28,90
16 * 24,22 2,08; 1,71 24,20
17 - 47,01 47,40
18 2,69 (dd J=4,1;13,4) 43,97 2,74 43,40
19 * 43,29 1,95; 1,72 43,20
20 - 42,82 44,90
21 * 31,30 2,03; 1,40 31,20
22 * 35,02 1,67; 1,67 34,10

23 3,52 (dJ=10,7) _

329 (d J=107) 67,22 3,27; 3,75 64,90

24 0,80 (5) 14,45 0,73 13,20
25 1,18 (s) 16,28 0,98 24,80
26 0,69 (5) 17,05 0,81 17,80
27 0,97 (5) 26,38 1,19 26,00
28 - 178,8 177,60
29 1,13 (s) 28,70 1,14 28,40
30 - 181,3 178,90
(co?E)lMe) 3,59 (5) 52,32 3,73 52,3

* Sefiales superpuestas
® Guo y Kenne (2000) en CD;0D a 600 MHz
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5.1.2 Derivados de acido quillaico

A partir de &cido quillaico (1) se prepararon algunos derivados tal como se detall6 en el
capitulo de Materiales y Métodos. Las estructuras de los compuestos se representan en la
figura 17.

7 R=CH,OH

BR=HG
N—N

Figura 17. Estructuras quimicas del &cido quillaico y los derivados preparados

En todos los derivados obtenidos se mantuvo el esqueleto de oleanano del acido quillaico
(1). Las reacciones llevadas a cabo consistieron especificamente en modificaciones de los
anillos A, C y D sin apertura de los mismos.

La elucidacion estructural de los derivados de 1 se realizO comparando los datos

espectroscopicos con los del compuesto de partida.

Inicialmente se tratd de hacer la esterificacion del acido quillaico, agregando gota a gota
SOCI;, a baja temperatura sobre el compuesto 1 disuelto en MeOH anhidro, como se
muestra en el esquema |. Sin embargo esta reaccion no tuvo lugar en una proporcion
detectable pues al monitorear la formacion de productos por CCF s6lo se observd una

mancha de igual Rr al producto de origen.
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socl, 0°C
CO,H J

"/OH U

MeOH
HO

THO

E;H—OCH3
H3CO

Esquema I. Reaccién fallida de esterificacion del acido quillaico

Para obtener el compuesto 2 se reprodujo la metodologia empleada por Kim et al., 2006
(Esquema I1), obteniendo un rendimiento superior (95%) al informado por dichos autores
(68%). Fue util comparar los datos de caracterizacion estructural de 2 con los obtenidos por
estos autores. Aunque en nuestro trabajo fue usado Cs,CO3 como base para activar el grupo
carboxilo, puede ser factible el uso de carbonatos comerciales de menor costo como
K,CO3 6 CaCOs,.

\

HO

THO

Esquema I1. Reactivos y condiciones a) DMF, 0 °C, Mel, Cs,CO3

El uso de DMF como disolvente para 1 se justifica por ser un solvente aprético y polar que
eleva la energia de estado fundamental (nivel mas bajo de energia) del nucledfilo Esto
garantiza que la posibilidad de que se generen solvatos (con o sin carga) por formacion de
enlaces de hidrégeno entre los &tomos de oxigeno de 1 y este solvente sea practicamente

nula.
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Los datos obtenidos para 2, tanto de los espectros de *H-RMN como de **C-RMN, estan de
acuerdo con los encontrados en la literatura (Kim et al., 2006). En el espectro de *H-RMN
podemos observar una sefial a & 3.57, desplazamiento tipico para las sefiales de protones
cercanos a atomos de oxigeno (CH3-O-), correspondiente a un singulete, su integral
corresponde a tres protones y su desplazamiento quimico es tipico de ésteres metilicos. En
el caso del espectro de *C RMN, la sefial adicional que presenta este compuesto con
respecto a 1 es a la del grupo metilo del éster, la cual se encuentra a 52,33 ppm (C-31).
Aparecen las sefiales tipicas para el carbono aldehidico C-23 a 6 208,5 y a 6 179,3 para el
carbono del carboxilo en posicion 28. Asi mismo aparecen las sefiales para los carbonos
vinilicos 12 y 13 a 8123,3 y 145,0 respectivamente. El experimento DEPT-135 nos
confirma esta asignacion. En el espectro de masas de alta resolucién se corrobor6 la
formula molecular: [M-Na]* = 523,33873 (C31H4s0s5 = 523,3387280). En el espectro de
IR, las sefiales que se observan entre 3500 y 3453 cm™ corresponden a los hidroxilos, la de
2946 cm™ corresponde a los metilos, la de 2683 cm™ al grupo carbonilo del aldehido, la de
1719 cm™ al grupo carbonilo del carboxilo, la de 1637 cm™ al enlace vinilico y la de 1449
cm™ a los enlaces entre carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos
V.

Desde el punto de vista quimico la idea de obtener el éster metilico del acido quillaico
persigue un objetivo de factibilidaden la purificacion, pues con derivados metilados se hace
menos complicada la purificacion por CC empleando gel de silice en comparacion con los

derivados que mantienen el carboxilo libre.

Algunos derivados (3, 5 y 6) fueron preparados a partir de 2 con vistas a explorar la posible
actividad antiinflamatoria y la influencia del grupo aldehido de la posicion 4 del anillo A en
dicha actividad farmacologica (Esquema I11). La proteccion selectiva del alcohol primario

de 3, se hizo como paso previo a la epoxidacion.
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HO -
CH,OTBDMS

Esquema I11. Reactivos y condiciones a) NaBH,, MeOH, 0 °C; b) TBDMS, imidazol, DMF, atm. N, t.a; c)
mCPBA, DCM, t.a.

Las reacciones de reduccion selectiva con NaBH, han sido ampliamente descritas para los
triterpenos pentaciclicos (Wen et al., 2006; Chen et al., 2006; Wen et al., 2008) con leves
resultados frente a la inhibicion de la glicégeno fosforilasa (IC5,>80 uM). Los
rendimientos obtenidos tanto para 3 como 7, productos de la reduccion del éster metilico
del acido quillaico y del &cido sin esterificar, fueron satisfactorios con valores de 93% y

80%, respectivamente.

En el espectro de *H-RMN del compuesto 3 no aparece la sefial del protén del aldehido. En
el espectro de *C-RMN se observa la desaparicién de la sefial del C-23 a 208 ppm vy la
aparicion de una sefal adicional a 6 67,30. Con la ayuda del experimento G-HMBC se
confirmd la conectividad entre el C-4 que resuena a 6 40,57 con la sefial de los hidrdgenos
presentes en el grupo CH,-OH en el C-23. Ademas se mostro la conectividad entre el C-11
(6 24,44) y el proton del C-12 tipico de los triterpenoides insaturados en esta posicion, asi
como la relacion entre los hidrogenos de los metilos 29 y 30 y los carbonos C-20 y C-21.
Se corrobord la formula molecular en el espectro de masas de alta resolucion: [M-Na]” =
525,35483 y [M-H] = 501,35789 (C31Hs5005 = 501,3578930). En el espectro de IR se
observan sefiales a 3428 cm™ correspondiente a los hidroxilos y 2947 cm™ correspondiente
a metilos. Ademas se observé la desaparicion de la banda caracteristica para aldehido,

conservandose las sefiales a 1717 cm™ correspondiente al grupo carbonilo del carboxilo,
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1654 cm™ del doble enlace vinilico y 1449 cm™ correspondiente a los enlaces entre

carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos V.

La proteccion del hidroxilo primario de 3 con un grupo TBDMS produjo 5. Seguidamente
fue preparado el epdxido (6) tratando 5 con mCPBA, cuyo objetivo fue explorar una
secuencia mediante la cual se pudiese modificar el anillo C. Los bajos rendimientos de 5 y

6 impidieron continuar con el objetivo de obtener una funcién cetona en el anillo C.

Como antecedente de la reaccion para formar el compuesto 6 tenemos la descrita
ampliamente por Honda et al. (2000) para los acidos oleandlico y ursolico, con
rendimientos de entre 40-50%.

Para el compuesto 5 el espectro de *H-RMN muestra las sefiales correspondientes a metilos
entre 6 0,72-1,33 (s, 5 sefiales para CH3). Ademas en & 0,05 aparecié un singulete
correspondiente a los 9 hidrogenos del grupo Si-(CH3)3, También se observan las siguientes
sefiales caracteristicas 5,40 (t, 1H, H-12 ) 4,50 (s, 1H, H-16), 3,70 (s, 3H, CH3), 3,5 (H-3).
En el espectro de IR se observan sefiales para hidroxilos en 3542 y 3467 cm™. La sefial que
se observa a 2951 cm™ es caracteristicas de grupos metilos, la de 1717 cm™ corresponde al
grupo carbonilo, la de 1560 cm™ al doble enlace vinilico y la de 1468 cm™ a los enlaces

entre carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos VIII.

En el caso del compuesto 6 en el espectro de *H-RMN vemos las sefiales correspondientes
a metilos en 6 0,5-1,22 (s, CH3). Ademas se encuentra la sefial tipica del proton de C-12 a
6 5.21, y aquéllas a 4,34 y 4,03 para los protones de C-16 y C-18, respectivamente. En el
espectro de IR se observan sefiales para hidroxilos en 3411 cm™. Las sefiales que se
observan a 2948 cm™ son caracteristicas de grupos metilos, la de 1701 cm™ corresponde al
grupo carbonilo, la de 1596 cm™ al enlace vinilico y la de 1457 cm™ a los enlaces entre

carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos IX.

Con el fin de obtener oxocompuestos a partir del acido quillaico y de su éster metilico se
prob6 una metodologia que consistia en la oxidacion con acido 2-yodoxibenzoico (IBX)

(Yadav et al., 2006). Nuestro objetivo era obtener selectivamente un grupo ceténico en la
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posicion 3 del anillo A, debido al menor impedimento estérico para la entrada del IBX, en
comparacion con la posicion 16 del anillo D. El inconveniente en nuestro caso fue la

formacion de varios productos dificiles de separar (Esquema 1V).

IBX 40 °C

THF / DMSO

Esquema IV. Reaccion de oxidacion del acido quillaico empleando IBX.

Como alternativa en la literatura se describen varios métodos de oxidacion de triterpenos
pentaciclicos empleando clorocromato de piridinio (PCC), dimetildioxirano (DMDO), o
reactivo de Jones (CrO3 en acido sulfurico acuoso), entre otros agentes oxidantes (Honda et
al., 2000; Ogawa et al., 2007; Wen et al., 2009). Los compuestos 4a y 4b se formaron
mediante la oxidacion no selectiva de 2 empleando el reactivo de Jones (Esquema V). Los
aldehidos son rapidamente oxidados para producir &cidos carboxilicos, ya que estos tienen
un proton (-CHO) que puede ser extraido con facilidad durante la oxidacién, lo que los
diferencia de las cetonas. Las oxidaciones de Jones ocurren con rapidez a temperatura

ambiente y se obtienen buenos rendimientos.

Esquema V. Reactivos y condiciones: reactivo de Jones, acetona, 0 °C.
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La perdida del carboxilo unido al C-4 al formarse el compuesto 4b se explicaria por la
formacion previa de la dicetona, generando un [-cetoacido relativamente inestable

(Esquema V1).

o]
OH ”
-\\ + C
N |
oA
i o]
H\?/C\O )J\
Beta-cetoacido R CHs

Esquema V1. Mecanismo de descarboxilacion de 1

En el caso del compuesto 4a caso vimos como desaparecen la sefial del protén del aldehido
y también la sefial del mismo grupo en el espectro de **C-RMN. Se observan dos sefiales
caracteristicas para COOH y COOCHj3; en este ultimo espectro, y permanecen las sefiales
correspondientes a los C-3 y C-16, hidroxilados, a 74,96 y 72,24 ppm, por lo que podemos
decir que en este caso solamente ocurrid la oxidacion del aldehido. En el espectro de IR se
observa una sefial pequefia correspondiente a hidroxilos en 3447 cm™. Las sefiales que se
observan a 2925 cm™ son caracteristicas de grupos metilos, la de 1712 cm™ corresponde a
grupos carbonilo, la de 1560 cm™ al enlace vinilico y la de 1458 cm™ a los enlaces entre

carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos VI.

En el espectro de *H-RMN del compuesto 4b no aparece el singulete correspondiente al
proton del aldehido. Aparece a 6 5,56 la sefial del H-12, ademas del resto de las sefiales
tipicas para triterpenos pentaciclicos. Por su parte en el espectro de **C-RMN aparecen dos
sefiales atribuibles a grupos cetonicos: a & 213,2 para el C-3 y 8 208,6 para ¢l C-16. A 6
173,3 aparece una sefial correspondiente al grupo carboxilico. Ademas se observan sefiales
caracteristicas de los triterpenos oleananicos en & 140,5 y o 124,1 de los C-13 y C-12,
respectivamente. La sefial del metilo en el C-4 aparece a & 44,63. Con la ayuda del
experimento G-HMBC se confirmo la conectividad entre el C-4 y los hidrogenos presentes

en el grupo metilo en C-24 a 6 1,00. La férmula molecular fue determinada con el espectro
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de masas de alta resolucion: [M-Na]" = 491,31304 (C3oH4404 = 491,3130430), indicando
la pérdida de un a&tomo de carbono. En el espectro de IR, la sefial que se observa a 2956 cm’
! es caracteristica de grupos metilos (-CH3), las de 1767 y 1715 cm™ corresponden a
carbonilos, la de 1598 cm™ al enlace vinilico y la de 1448 cm™ corresponde a los enlaces

entre carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos VII.

Como otras alternativas de modificacion del grupo aldehido en C-23 se obtuvieron los
compuestos 7 y 8. En el caso de la hemisinteis de 7 se siguid la misma metodologia
empleada para obtener 3, partiendo del acido quillaico sin esterificar. En el espectro de *H-
RMN de 7 se aprecian las sefiales del proton unido al C-12 a 6 5,5 y para los de C-16 y C-3
a 6 4,45y 4,03 respectivamente. La sefial tipica del proton del aldehido desaparece y vemos
entonces una sefial a & 3,35 tipica para CH,0O. Ademas se ven seis sefiales para metilos

entre 6 0,70-1,3. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos X.

La hidrazona (8) se forma por reaccién entre 1 y 1-amino-4-metilpiperazina (Esquema VII).
El objetivo fue obtener este compuesto nuevo dentro de la variada gama de triterpenoides y

sus derivados descritos anteriormente.

Esquema VII. Reactivos y condiciones: 1-amino-4-metilpiperazina, EtOH absoluto, &cido acético glacial,
reflujo.
El espectro de 'H-RMN del compuesto 8 presenta una sefial caracteristica de iminas
(CH=N) en ¢ 6,77 y la sefial correspondiente al grupo metilo de la metilpiperazina aparece
en d 2,41. Las senales de los grupos metileno del heterociclo aparecen entre 6 2,63 y 3,04.
Ademés podemos ver las sefiales caracteristicas del &cido quillaico, excepto la
correspondiente al proton del aldehido. La férmula molecular fue corroborada con el
espectro de masas de alta resolucién: [M-H] = 582,47721. (C3sHs7N30O,4 = 583,4300958).

En el espectro de IR, se observan sefiales debidas a hidroxilos en 3424 cm™. La sefial que
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se observa a 2944 cm™ es caracteristica de grupos metilos, a 2361 cm™ para iminas, a 1610
cm™ correspondiente al grupo carbonilo de la funcién acida, a 1561 cm™ al doble enlace
C=C y a 1450 cm™ a los enlaces entre carbonos saturados. Los espectros obtenidos se

muestran en Anexos XI.

Los grupos hidroxilos presentes en C-3 y C-16 fueron esterificados manteniendo los grupos
aldehido y carboxilo, preparando los ésteres bis-acetato (9) y bis- hemisuccinato (10) de
acido quillaico, respectivamente. Esterificaciones analogas han sido descritas por diversos
autores en relacion a los triterpenos pentaciclicos (Zhang et al., 2005; Wei et al., 2009;
Csuk et al 2010) (Esquema VII1).

Esquema VIII. Reactivos y condiciones a) anhidrido acético, pyr, t.a; b) anhidrido succinico, pyr, DMAP t.a

Por otra parte, un intento de llevar a cabo la oxidacion alilica en el anillo C, resulto6 fallida
por la formacién de productos con bajo rendimiento que no pudieron ser aislados (Esquema
IX).

CrO3/Pyr

COZH —L'

‘Y CH2CI2
‘OAc

O

AcO AcO

THO “CHO

Esquema IX. Intento de oxidacion alilica de 9.
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Para el compuesto diacetilado (9) se aprecia una sefial de H-RMN tipica del grupo
acetoxilo en & 2,07, cuya integral corresponde a 6 protones. Ademas vemos la sefial del
aldehido en & 9,23. En el caso del espectro de *C-RMN se aprecian las sefiales del aldehido
en 6 204,5 y del carboxilo en 6 180,1 mientras que la senales de 10s carbonos carbonilicos
de los acetoxilos se pueden observar en 6 170,4 y 170,0. La férmula molecular fue
corroborada con el espectro de masas de alta resolucion: [M-Na]® = 593,3448750
(C34H5007 = 570,367643025). En el espectro de IR se observan sefiales correspondientes a
hidroxilos en 3431 cm™. La sefial que se observa a 2950 cm™ es caracteristica de grupos
metilos, la de 1736 cm™ corresponde a grupos carbonilo, la de 1656 cm™ al doble enlace
C=C y la de 1450 cm™ corresponde a los enlaces entre carbonos saturados. Los espectros

obtenidos se muestran en Anexos XII.

En el caso del bis-hemisuccinato (10) se aprecian en el espectro de *H-RMN seis sefiales
para metilos a 6 0.80, 0.85, 0.90, 0.92, 1.00 y 1.10. Se observa una sefial a & 2.5 para los 8H
de los grupos OOC-CH,-CH,-COOH vy un triplete a 6 5,12 para el proton del C-12. En el
espectro de *C-RMN se aprecian las sefiales del aldehido en & 204,9 y la del carboxilo libre
en & 179,1 mientras que las sefiales de los ésteres se pueden observar en 8 179,1y 6 174,7.
En el espectro de IR se observan sefiales correspondientes a hidroxilos en 3433 cm™. La
sefial que se observa a 2929 cm™ es caracteristica de grupos metilos, la de 2359 cm™
corresponde al enlace C-H del aldehido, 1515 cm™ al doble enlace C=C y la de 1458 cm™ a

los enlaces entre carbonos saturados. Los espectros obtenidos se muestran en Anexos XIII.

Por su parte en la oxidacion con reactivo de Jones del acido quillaico para dar (11),
obtenido bajo las mismas condiciones que 4a y 4b no se observan las sefiales tipicas en el
espectro de *H-RMN, como la del protén de aldehido y las de los protones en H-16 y en H-
3. Solamente se distingue claramente el singulete para H-12 a § 5,5. El espectro de *C-
RMN muestra la presencia de dos carbonilos. Los espectros obtenidos se muestran en
Anexos XIV.
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5.2 PARTE FARMACOLOGICA

5.2 Evaluacidn de la actividad antiinflamatoria in vivo

5.2.1 Ensayo de inhibicion por via tépica del edema inducido en oreja de raton

Los estudios farmacologicos in vivo, utilizando vias de administracion usadas por la
poblacion, en este caso topica y oral, nos permiten obtener una mejor estimacion de los
potenciales efectos farmacoldgicos de las saponinas y sapogeninas del quillay y sus
productos de modificacion quimica. Los métodos in vivo utilizados en esta tesis nos
permiten establecer si los triterpenoides evaluados son antiinflamatorios, sin determinar
especificamente su mecanismo de accién. Sin embargo al utilizar dos agentes inflamatorios
(13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol, TPA y &cido araquidénico, AA) nos podemos

aproximar a su probable mecanismo de accion.

La inflamacion inducida por TPA se desarrolla mas lentamente que aquélla inducida por
AA. El TPA es un potente agente promotor de tumores que se encuentra en el aceite de
croton (Croton tiglium L.). La administracion topica de TPA provoca un edema agudo con
infiltracion leucocitaria, actuando a través de la activacion de la proteincinasa C (PKC),
dependiente de Ca** y fosfolipidos. La PKC desempefia un papel importante en la
transduccion de sefiales de una gran variedad de sustancias que activan funciones celulares
y de proliferacion. La PKC activada actla a diferentes niveles, activando el factor nuclear
kappa B (FN-kB). Este factor de transcripcion promueve la expresion de varios agentes
proinflamatorios como la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la éxido nitroso sintasa inducible
(iNOs), citoquinas inflamatorias tales como las interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 y el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) que es otra citoquina proinflamatoria y de defensa del
huesped cuya produccién exagerada conlleva a enfermedades proinflamatorias cronicas, lo
que trae como consecuencia la formacién de prostanoides e incremento de la produccion de
radicales libres (Ban et al., 2009). Tras la aplicacion de TPA en oreja de raton, se produce
un eritema y vasodilatacion después de 1-2 h, y a las 3-4 h aumenta el grosor del tejido

como consecuencia de la extravasacion de liquido, siendo el edema méximo entre las 4 a 6
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h. Transcurridas 12-14 h el edema desaparece, aunque la vasodilatacion y el eritema
persisten hasta las 24-48 h. A nivel histolégico se observa agregacion plaquetaria a las 2 h,
agregacion y adherencia de leucocitos polimorfonucleares a las células endoteliales entre 4-
6 h, y migracion hacia el tejido y desgranulacion de mastocitos a partir de las 6 h. Al cabo
de 6-24 h comienza el acumulo de leucocitos en la dermis. Por altimo, tras 48-96 h se
observa hiperplasia en la membrana basal epidérmica, debida al incremento del niamero de

células en division.

Por el contrario, la respuesta inflamatoria frente a AA es mas rapida y se produce por un
aumento de la actividad de mieloperoxidasa y la elastasa debida a que los neutréfilos llegan
rdpidamente después de la aplicacion de este agente inflamatorio. La administracion topica
del AA provoca un edema de corta duracion, con un comienzo rapido asociado al
incremento de los niveles de prostaglandinas (PGs), tromboxano TXB2 y leucotrieno
LTB4, con un ligero aumento de los niveles de LTC4. Varios minutos después de su
aplicacion comienza la vasodilatacion. A los 10 min se incrementa la permeabilidad
vascular, desarrollandose el edema que alcanza su méaximo al cabo de 1 h y desaparece
practicamente a las 6 h, aunque queda un eritema residual. Segin la dosis de AA
administrada en la oreja del raton, el metabolismo de éste puede dirigirse hacia la via de la
COX o hacia la via de la 5-lipoxigenasa (5-LO). A concentraciones bajas predominan los
metabolitos de la via de la COX, mientras que a dosis altas los metabolitos que predominan
son los de la via de la 5-LO. El AA apenas estimula la actividad mitotica epidérmica y la
sintesis de ADN, por lo que no hay hiperplasia epidérmica. El estudio bioquimico
demuestra que el AA es rapidamente metabolizado (aproximadamente 15 min), dando lugar
a la formacion de eicosanoides, principalmente PGE,, LTC4y LTD4 (Inoue et al., 1988;
Griswold et al., 1991).

El efecto antiinflamatorio frente a AA o TPA ha sido demostrado en las Gltimas décadas
para un gran namero de triterpenos pentaciclicos con esqueletos de los tipos del ursano,
oleanano y lupano. Algunos de estos compuestos mostraron una potente actividad

antiinflamatoria cuando se comparan con antiinflamatorios no esteroidales (AINES)
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clasicos como por ejemplo indometacina, nimesulida entre otros (Wu et al., 2004, Banno et
al., 2004, Otuki et al., 2005).

Recientemente se ha estudiado con algin grado de detalle el triterpeno pentaciclico a-
amirina, el cual actda por la inhibicién de la expresion de COX-2 mediante la inhibicion de
las proteina-cinasas ERK, p38 MAPK y PKC, bloqueando ademas la activacion del NF-xB
(Medeiros et al., 2007).

Otros estudios realizados con triterpenos pentaciclicos, han demostrado que compuestos de
este grupo pueden ser potentes antiinflamatorios por diversos mecanismos. En la Tabla 6 se
muestran diferentes especies vegetales con sus triterpenoides bioactivos con efectos

antiinflamatorios y sus mecanismos de accion (Dzubak et al., 2006).

En un trabajo de 1995, Recio et al. se refirieron a los requerimientos estructurales
necesarios para la actividad antiinflamatoria in vivo de triterpenoides, observando que los
grupos carboxilos en las posiciones C-28 o C-30 de la molécula o una funcién alcohdlica
primaria en C-28 estan asociados con una mayor actividad. Ademas estos autores sefialaron
que las actividades antiinflamatorias encontradas para los diferentes triterpenoides
evaluados dependian en gran medida del método utilizado para generar la inflamacion,

observando mayor efecto frente a TPA (destacar que el AQ fue mas activo frente a AA.
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Nombre cientifico de la especie Metabolito activo Mecanismo de accién
antiinflamatorio
Boswellia serrata Acido boswélico Inhibicién de 5-LO

Ganoderma lucidum

Plantago major

Acido oleandlico Inhibicion de COX-2
Olea europaea
Panax ginseng
Malus domestica
Calluna vulgaris L
Arctostaphylos uva-ursi Inhibicion de COX-2
A . Inhibicién de la produccion
Sambucus chinensis Acido ursolico P

de especies reactivas de
Solanum incanum oxigeno

Crataeva nurvala

Anemone raddeana Inhibicién de la fosfolipasa

Lycopodium cernuum Acido betulinico
Syzygium claviflorum A2
Betula alba
Pistacia terebinthus Acido mordlico Inhibicién de la fosfolipasa
Schinus terebinthifolius A2
Schinus terebinthifolius Acido masticadienélico Inhibicién de la fosfolipasa
Pistacia terebinthus A2
Platycodon grandiflorum Platicodina D Inhibicion de COX-2
Anemone raddeana Lupeol Inhibicion de la produccion

Crataeva nurvala . .
de especies reactivas de

oxigeno (ROS)

Diospyros kaki Uvaol Inhibicidn de la produccion

de especies reactivas de
oxigeno (ROS)

Diospyros kaki Alfa-amirina Inhibicidn de la produccion

Glycyrrhiza glabra de especies reactivas de

oxigeno

Tabla 6. Triterpenoides naturales aislados desde especies vegetales con efecto antiinflamatorio (Adaptado de
Dzubak et al., 2006)
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Los resultados farmacologicos correspondientes a 100Q y a H-100Q se muestran en la
Tabla 7. Como se observa, el 100Q no presentd actividad antiinflamatoria topica frente a
TPA (-30,7 %). Por el contrario se puede concluir que el edema en los animales tratados
fue significativamente mayor que en los animales controles, indicando en este caso un
efecto pro-inflamatorio. Frente a la inflamacion inducida por AA, el efecto fue de 19,8 %,

sin significancia estadistica.

Con respecto al H-100Q podemos decir que a la dosis de 0,75 mg/oreja exhibe mayor
efecto frente a AA que frente a TPA, pero ambos efectos son menores que los efectos
maximos de los farmacos de referencia. No se evaluaron dosis méas altas de H-100Q

debido a problemas de solubilidad en los vehiculos utilizados en el ensayo.

Estos resultados demuestran que el H-100Q, es una mezcla rica en sapogeninas donde
particularmente el acido quillaico, presenta mayor actividad antiinflamatoria que el extracto

total de saponinas (100Q), siendo mas significativa esta diferencia frente a TPA.

Muestra Vehiculo Dosis % EAlapn = SEM | %EAIlpa £ SEM
mg/ 20uL oreja
100Q Etanol 1,5 mg/oreja 19,8+ 13,3 -30,7+£ 22,8
H-100Q Acetona 0,75 mg/oreja 25,0+8,0 357155
indometacina Acetona 0.5 mgforeja 1929%+32
Acetona
nimesulida 1,0 mg/oreja 1488* +40

Tabla 7. Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria topica inducida por AA 'y TPA de 100Q
y H-100Q comparada con las sustancias de referencia nimesulida e indometacina.*p < 0,05; n = 8; T efecto

maximo.

Por otra parte se realizdé un estudio comparativo entre el acido fitolocagénico aislado en

nuestro trabajo y dos compuestos (fitolacagenina y su éster metilico, obtenidos en otro
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estudio paralelo a partir de un extracto metanolico de frutos de Phytolacca dioica L.,
Phytolaccaceae (ombu). El objetivo fue comparar la actividad antiinflamatoria de los
mismos teniendo en cuenta la similitud estructural entre estos triterpenos pentaciclicos
(Figura 18).

acido fitolacagénico fitolacageninca

Figura 18. Estructuras quimicas de acido fitolagénico (Quillaja saponaria Mol.) y fitolacagenina (Phytolacca
dioica L.)

Como se puede apreciar en la Tabla 8, la fitolacagenina no presentd actividad
antiinflamatoria topica en la inflamacion inducida por AA (-2,8 %) a la dosis de 1,7
mg/oreja, equimolar con respecto a la dosis de nimesulida. Frente a TPA (56,2 %), exhibio
un efecto antiinflamatorio significativo a la dosis de 0,73 mg/oreja, equimolecular con
respecto a la dosis de indometacina, aunque menor que el efecto maximo del farmaco de
referencia (92,9 %).

El éster metilico de fitolacagenina por su parte no presentd un efecto significativo frente a
AA ni frente a TPA a las dosis de 1,7 y 0,7 mg/oreja, respectivamente. Por su parte, el
acido fitolacagenico aislado desde el H-100Q, presentd actividad antiinflamatoria moderada
tanto frente a AA (27,3 %) como a TPA (46,5 %).

De forma general, tanto el acido fitolacagénico como la fitolacagenina mostraron un mayor

efecto antiinflamatorio frente a TPA.
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Muestra Vehiculo nl?o/szlz UEAIpp + UEAI up +
gre SEM SEM
pl/oreja
Acido fitolacagénico Acetona 0,73-1,7 46,5* £ 10,0 27371

Fitolacagenina Acetona 0,73-1,7 56,2* + 8,1 -2,8+5,6

Ester metilico de Acetona 0,73-1,7 10,3+10,1 10,8 £ 10,7
fitolacagenina
indometacina Acetona 0,5 192,9%+32 -

nimesulida Acetona 1,0 - T 48,8* +14,0

Tabla 8. Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria topica de acido fitolacagénico obtenido
de Q. saponaria., fitolacagenina extraida de P. dioica, y el éster metilico de esta Gltima, frente a inflamacion
inducida por AAy TPA.

Por otra parte, se evaluo la actividad antiinflamatoria topica del acido quillaico a diferentes
dosis. En la Figura 19 se muestran los resultados del efecto antiinflamatorio tépico
obtenidos para el &cido quillaico. Los efectos antiinflamatorios fueron dosis —
dependientes, alcanzando un efecto maximo frente AA de 92,1 % (a la dosis de 1 mg/oreja)
y frente a TPA de 62,2 % (a la dosis de 0,5 mg/oreja). Cabe mencionar que por problemas

de solubilidad no se pudieron evaluar dosis superiores a 1 mg/oreja de &cido quillaico.

Resulta interesante destacar el efecto presentado por el acido quillaico frente a AA (92,1 %)
ya que éste superd ampliamente el efecto maximo del farmaco de referencia nimesulida
(48,8 %). El efecto observado para este mismo compuesto frente a TPA fue de 62,2 %, es
valido sefialar que este valor también es significativo. Si comparamos estos ensayos a la
dosis mayor empleada (1mg) podemos apreciar que el acido quillaico es mas eficaz en la

inflamacion inducida por AA que por TPA.
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Efecto antiinflamatorio topico para extractos y acido quillaico
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HAA 19.8 25 92.1 324 42.6 48.8
TPA -30.7 357 62.2 50.8 395 92.9
B AA WTPA

Figura 19. Resultados del % de efecto antiinflamatorio tépico (EAI) para los extractos 100Q y H-100Q, el

acido quillaico y sus formulaciones en gel y crema al 8%, comparados con los farmacos de referencia frente a

la inflamacion producida por AA'y TPA.

Los graficos logaritmicos de las curvas dosis-respuesta correspondientes al acido quillaico
frente a AA y a TPA, comparadas con las curvas de los farmacos de referencia, se muestran

en la Figura 20. Las DEsg se muestran en la tabla 8 tanto para los farmacos de referencia ,

asi como para el &cido quillaico.

63
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Curva logaritimica dosis-respuesta para acido quilaico (AA) Curva logaritimica dosis-respuesta para acido quilaico (TPA)
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Figura 20. Curva dosis-respuesta (escala logaritmica) para el &cido quillaico frente a TPA y AA, comparadas
con los farmacos de referencia
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Farmaco DEso (Hg) Log DEso Efeg/g|n23:)imo
Nimesulida (AA) 1335 3,126 48,8
Indometacina (TPA) 139.6 2,145 92,9
Acido quillaico (AA) 608,0 2784 9211
Acido quillaico (TPA) 1002 3.001 62,2

Tabla 8. Valores de dosis efectiva 50 (DEsy), log DEsg y efecto maximo para la nimesulida, indometacina y

acido quillaico, calculadas segun las curvas dosis-respuesta frente a AAy TPA

Ademas en la misma figura 19 se muesrtan los resultados de los efectos antiinflamatorios
de las dos formulaciones desarrolladas (tipo gel y crema) de acido quillaico al 8 %,
comparandolas con el efecto maximo obtenido para este mismo compuesto sin formular,

frente a la inflamacién inducida por AA y a TPA (Tabla 9).

Muestra Vehiculo Dosis % EAlap = SEM | %EAl1pa = SEM
Acido quillaico Acetona 1,60 mg/oreja 192,1*+4.2 -
Acido quillaico Acetona 0,68 mg/oreja - 1 62,2* + 16,6
0,
gel 8 % gel s/1 20 ulL/oreja 32,4105 50,8% + 11,2
0,
crema ofw 8 % crema s/1 20 pl/oreja 42,6*+10,5 39,5*+10,4
Indometacina
TPA Acetona 0,5 mg/oreja - 192,9%+32
Nimesulida
AA Acetona 1,0 mg/oreja 1 48,8* +14,0 -

Tabla 9. Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria tépica de acido quillaico, gel y crema al
8 % mediante el ensayo del edema en oreja de ratdn inducido por AAy TPA
*p <0,05; n = 8; T efecto maximo; s/1 vehiculo, EAlaa = efecto antiinflamatorio tépico frente a AA,

EAIlp, = efecto antiinflamatorio tdpico frente a TPA
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Como se puede observar en dicha tabla, las actividades antiinflamatorias de la crema y el
gel al 8 % son menores que las del acido quillaico puro en ambos ensayos, siendo la
disminucion més notable frente a AA. Esto puede ser explicado porque la inflamacion
producida por AA es rapida y la formulacion pudo haber retardado la absorcion completa

del &cido quillaico dentro de este intervalo de tiempo.

Ademas se evalué la actividad antiinflamatoria tdpica in vivo para cada uno de los
derivados obtenidos. En la Tabla 10 se muestran los valores del porcentaje del EAI

obtenido cuando se induce inflamacidn con TPA o con AA, para cada compuesto.

Como se puede apreciar, los derivados obtenidos presentaron menor efecto antiinflamatorio
que el é&cido quillaico y con algunos de ellos no se obtuvo efecto o este fue
significativamente menor. Resulta interesante que, en la mayoria de los casos, el efecto
antiinflamatorio se observd sélo cuando se indujo inflamacion con TPA. En la tabla 11 se
muestran los valores del efecto antiinflamatorio comparados con las estructuras quimicas

de cada derivado, mostrandose en color rojo los valores significativos.
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Compuesto mE/OZSOi;I-;—cI)Dr,:\ja mg?zog islﬁ)éeja %ESAEII\T/T At %i'é:\z’* *
1 0.68 16 £62.2%+ 166 | 1921%+42
2 0.7 1.6 38.4*+9.8 21.3*+74
3 0.9 1.6 47.0%+17.1 0+£9.0
4a 0.5 1.15 32.07+10.0 0£59
4b 0.15 0.65 24.1+9.2 3.2+188
5 0.62 1.47 0+275 -6.8 +10.2
6 0.9 2.0 9.7+13.7 0+34
7 0.7 1.6 31.0*+7.0 114+6.7
8 0.8 1.8 60.0* + 13.7 -45+11.8
9 0.78 1.8 47.3*+10.5 18.9*+9.0
10 0.8 1.9 40.3*+5.9 39.2*+14.4
Indometacina 0.5 0.5 192.9% +3.2 0+9.0
Nimesulida 1.0 1.0 50+56 148.8% +14.0

(EAIlan Y EAl1pa, respectivamente);*p < 0,05; n = 8; T efecto maximo

Table 10. Efecto antiinflamatorio topico (%EAI) del acido quillaico (1) y sus derivados frente a AA'y TPA
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31,0%+7,0

60,0* + 13,7
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40,3*+59
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Tabla 11. Porcentaje de efecto antiinflamatorio topico in vivo de los derivados obtenidos comparado con sus

estructuras quimicas

*p <£0,05; n=8§; T efecto méximo, EAlxa = efecto antiinflamatorio topico frente a AA, EAl+pa = efecto

antiinflamatorio tdpico frente a TPA
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El éster metilico del &cido quillaico (2) mostro actividad frente a la inflamacion inducida
tanto por TPA como por AA, aunque en el segundo caso con una eficacia netamente menor
(27,3%).

El compuesto 3 (éster metilico de la 16a-hidroxihederagenina, con el grupo aldehido
reducido a alcohol) presentd un efecto estadisticamente significativo frente al TPA (47,0
%) pero sin efecto frente al AA.

El compuesto 4a, producto de oxidacion del grupo aldehido del éster metilico del acido
quillaico, también fue activo frente a la inflamacion inducida por TPA e inactivo frente a la
inducida por AA. EIl producto de oxidacion y descarboxilacion 4b, que presenta funciones
cetona en los carbonos C-3 y C-16, pareceria presentar un leve efecto antiinflamatorio

frente a TPA, pero éste no fue estadisticamente significativo.

Los compuestos 5 y 6, con el hidroxilo del C-23 sililado con sustituyentes voluminosos,
carecieron de actividad antiinflamatoria tanto frente a AA como a TPA con valores incluso

negativos, lo pudiera corresponder a un efecto pro-inflamatorio en especial frente a TPA.

El compuesto 7 es el producto de reduccion del grupo aldehido del acido quillaico (16o.-
hidroxihederagenina). Aunque en menor grado, conservaria cierta actividad frente a la
inflamacion inducida por TPA y (sin alcanzar significancia estadistica) aquélla inducida por
AA.

El interesante efecto antiinflamatorio de 8 (60,0 %) frente a la inflamacion inducida por
TPA, difiere sustancialmente del resultado negativo para el efecto antiinflamatorio frente a
AA (-4,5 %).

Los compuestos 9 y 10, derivados del acido quillaico con los grupos hidroxilos
esterificados, mostraron actividad antiinflamatoria significativa frente a la inflamacion

inducida tanto por TPA como por AA.
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Al comparar los efectos antiinflamatorios tépicos del acido quillaico con los de sus
derivados, se pudo observar que las modificaciones estructurales realizadas produjeron una
probable disminucion del efecto antiinflamatorio, especialmente frente a AA, con una
pérdida total de la actividad en los casos de los derivados sililados en el C-23 (5 y 6). La
esterificacion del grupo carboxilo del C-28 parece ser una modificacion que disminuye el

efecto antiinflamatorio tpico, a lo menos tratdndose de inflamacién inducida por AA.

El hecho de que el acido quillaico haya tenido un 92,1 % de efecto antiinflamatorio topico
frente a la inflamacion inducida por AA (incluso superior a la nimesulida, 48,8 %), nos
lleva a pensar que su mecanismo de accion va por una via diferente al resto de sus
derivados evaluados. En este sentido parece significativo la observacion de que sélo los
ésteres del acido quillaico, tanto en el grupo carboxilo del C-28 como en las funciones
alcohdlicas de C-3 y C-16 mostraran efectos antiinflamatorios significativos frente a la

inflamacién inducida por AA.

Si comparamos el efecto exhibido por el éster metilico del &cido quillaico en dosis
equivalentes a las utilizadas con el &cido mismo, este derivado presento efectos menores
tanto frente a TPA como a AA, pero la mayor disminucion fue frente a AA (27,3%). Por
tanto, si bien la esterificacién mejora las condiciones quimicas para la purificacion de estos
compuestos (ver acapite anterior), desde el punto de vista farmacologico se observo que la

metilacion del carboxilo (C-28) unido al C-17 produce una disminucion del efecto.

Algunos de los derivados del &cido oleandlico recientemente obtenidos demuestran la
importancia del grupo carboxilo en su estructura para que se manifieste un efecto
antiinflamatorio. Para dichos triterpenoides asi como sus derivados se ha encontrado un
mecanismo relacionado con la inhibicidn directa de la produccion de prostaglandinas. Si
bien estos ensayos fueron in vitro, demostraron la importancia de mantener ciertos grupos

estructurales con respecto a otros (Honda et al., 2000 a 'y b).

Posteriormente, Reyes et al. (2006) demostraron que la diacetilacion en la molécula del

lupano disminuye la actividad antiinflamatoria. Este ensayo consistio en la evaluacion de la



Resultados y discusion | 71

actividad antiinflamatoria in vitro medida por la inhibicion de la produccion de NO y PGE2
por triterpenos de la especie Maytenus, especialmente &cido betulinico y sus derivados
como el betulin 28-acetoxi, y el 3,28- diacetoxi. Esto concuerda con nuestros resultados, ya
que el diacetato del acido quillaico (9) presentdé una notable disminucion del efecto
antiinflamatorio en comparacion con su precursor (1), particularmente frente a la
inflamacién inducida por AA. Sin embargo mantuvo un efecto significativo frente a ambos
agentes inflamatorios. Por lo tanto el mecanismo de accion del acido quillaico podria ir por
la inhibicion de la expresion de enzimas como COX-2 e iNOs, que por la inhibicién directa

de la formacion de mediadores de la inflamacion (Reyes et al., 2006).

Zhang et al. (2005) describen el efecto antiinflamatorio de derivados acetilados de algunos
triterpenoides aislados de semillas de Picrorhiza kurroa. En este estudio se evalud la
inhibicion de las enzimas COX-1 y COX-2 de seis triterpenoides a dosis de 100 pg/mL
empleando como farmacos de referencia AINEs clésicos como aspirina, ibuprofeno,
naproxeno; y dos inhibidores selectivos de la COX-2 como son celecoxib y rofecoxib. Los
compuestos ensayados solo presentaron actividad inhibitoria frente a la COX-2, incluidos
derivados acetilados de los mismos metabolitos secundarios, los que tuvieron menor efecto

a la dosis ensayada (Zhang et al., 2005).

Por su parte los derivados obtenidos por oxidacion del éster metilico del &cido quillaico (4a
y 4b) mostraron disminucién de los efectos en el modelo de TPA y su pérdida total frente a
la inflamacion por AA. En el caso especifico de 4b esto no se corresponde con los
resultados obtenidos por otros autores que probaron oxocompuestos sintetizados a partir de
triterpenos pentaciclicos (Honda et al., 2000 a y b). Cabe sefialar que muchos de estos
estudios son realizados in vitro, por lo que se pierden los procesos fisioldgicos que sufren

los farmacos en el organismo.

Los compuestos 5 y 6, con un grupo dimetil-t-butilsililo unido al oxigeno del C-23,
carecieron de actividad antiinflamatoria, lo que pudiera estar relacionado con el gran
tamafio de los grupos incorporados a su estructura quimica. Compuestos similares carecen

de actividad en estudios realizados por otros autores (Honda et al., 1997).
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Un caso interesante es el compuesto 8 pues se trata de una hidrazona que presenta en su
estructura un grupo 1-amino-4-metilpiperazina. Este derivado solamente presenté actividad
frente a TPA (60 %) comparable a la del acido quillaico (62,2 %). Sin embargo se perdio el
efecto frente al modelo de inflamacion por AA. Esto podria ser interesante en relacion con
el mecanismo, que en este caso excluiria una accion directa sobre las enzimas que
metabolizan el AA sin afectar mayormente efectos sobre las etapas iniciales de la

inflamacién inducida por TPA.

Por su parte el bis-succinato de &cido quillaico (10), a pesar de la introduccion de un grupo
relativamente voluminoso, presentd una interesante actividad antiinflamatoria tanto frente a
AA como a TPA, 39,2% y 40,3 % respectivamente. Estos resultados pueden ser alentadores
con respecto al papel del succinato en el efecto antiinflamatorio. Al igual que en el caso del
diacetato, que podria tener actividades equivalentes, estos ésteres podrian sufrir una
hidrélisis in vivo liberando &cido quillaico. Asi, podria haber un efecto intrinseco sobre la
inflamacion inducida por TPA y otro efecto, causado por el producto de hidroélisis, que

también afectaria la inflamacion por AA.

El &cido quillaico fue significativamente mas activo que el resto de los derivados frente a
ambos ensayos AA y TPA, demostrado por el test de Kruskal Wallis que compara
diferencias entres dos y mas grupos. El Unico compuesto que no mostré diferencias
significativas con acido quillaico fue el compuesto 8, frente a la inflamacién inducida por
TPA.

Podemos agregar que los derivados 2 y 4b, asi como 1 (Figura 21) presentaron ademas
actividad analgésica comparable a la del farmaco de referencia ibuprofeno, por los dos
métodos empleados en la evaluacion del efecto antinociceptivo en ratones: latigazo en la
cola y placa caliente (Arrau et al., 2010). ElI que estos compuestos presenten a la vez
efectos antiinflamatorios y analgésicos nos puede indicar que su mecanismo de accién
podria ser por la inhibicion de la COX. Nuestros estudios sugieren que la presencia de los
grupos aldehido y carboxilo puede ser importante para modular la actividad especialmente

frente a la inflamacion inducida por AA.
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acido quillaico (1) derivado 2

derivado 4b

Figura 21. Compuestos que presentaron actividad analgésica ademas de la actividad antiinflamatoria tépica.

5.2.2 Ensayo de inhibicion por via oral del edema inducido en oreja de ratén

Los farmacos de referencia empleados mostraron un efecto antiinflamatorio oral (EAO)
dosis dependiente con un efecto maximo de 63,2 % y 52,8% para indometacina y

naproxeno sodico, respectivamente (Tabla 12).

Los resultados del efecto antiinflamatorio por via oral obtenidos para el acido quillaico
demuestran practicamente una desaparicion del efecto por esta via. En ambos casos no
presento efecto ni frente a AA, ni TPA con porcentajes de -5,7 % y 3,8%, respectivamente.
Los porcentajes de efecto antiinflamatorio obtenidos no son significativos (Tabla 13). Estos
resultados pueden deberse a los diferentes procesos que sufre el farmaco a su paso por el

organismo, como se explicard en el préximo acépite.
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Muestra Vehiculo Dosis mg/kg | % EAOan £ SEM | %EAOps = SEM
indometacina goma arabiga 10 23,8*+ 13,3
indometacina goma arabiga 20 1632*+73
indometacina goma arabiga 40 50,3*+ 2,8

naproxeno sédico goma arabiga 10 49,4* + 8,0
haproxeno sodico goma arabiga 20 152,8* + 8,4
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Tabla 12. Resultados de la evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los farmacos de referencia
administrados por via oral, mediante el ensayo del edema en oreja de raton inducido por AA'y TPA.
*p < 0,05, n = 8; T efecto maximo; EAOaa efecto antiinflamatorio oral frente a AA; EAO 1pa efecto

antiinflamatorio oral frente a TPA

Muestra Vehiculo Dosis mg/kg | % EAOaa £ SEM | %EAOps + SEM
Acido quillaico goma arabiga 10 38%7,1
Acido quillaico goma arabiga 10 -5,7+£3,0

indometacina goma arabiga 20 1632*+73
naproxeno sodico | 9°™@ arabiga 20 1528*+84

Tabla 13. Resultados de la evaluacién de la actividad antiinflamatoria oral del acido quillaico, mediante el
ensayo del edema en oreja de raton inducidos por AAy TPA
*p < 0,05, n = 8; T efecto maximo; EAOaa efecto antiinflamatorio oral frente a AA; EAO 1pa efecto

antiinflamatorio oral frente a TPA
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5.2.3 Consideraciones sobre la farmacocinética de los compuestos evaluados

farmacologicamente

La mayoria de los triterpenos pentaciclicos como los &cidos ursélico, oleandlico y
betulinico son acidos débiles con un pKa aproximadamente de 5 (Du y Chen, 2009). Desde
el punto de vista farmacocinético esto significa que necesitan un medio 6 pH ligeramente
acido para que el equilibrio quimico se desplace a su forma no ionizada y puedan atravesar

las membranas biolGgicas.

Segun datos teoricos el grupo acido de la molécula de acido quillaico (1) tiene un pKa de
4.61. Ademas se determind su coeficiente de reparto (logD= 1,65), el cual estuvo muy
cercano al valor teodrico (logD= 1,68) (comunicacion personal con la candidata a doctor
Silvia Arrau). Por lo tanto este tipo de compuesto deberia tener una buena absorcion a

través de las membranas bioldgicas.

Ademas de este proceso de absorcion, los compuestos en el organismo sufren otra serie de
procesos como distribucion, metabolismo y excrecién, los cuales dependen de varios
factores entre los cuales se encuentran la via de administracion y las propias caracteristicas

fisico-quimicas de cada farmaco.

En nuestro trabajo hemos empleado dos vias de administracion para probar el efecto
antiinflamatorio del acido quillaico (topica y oral). Evidentemente estas difieren, puesto
que la absorcion por via oral es gastroenteral y por lo general los farmacos que van por este
camino sufren efecto de primer paso antes de alcanzar la circulacién sistémica, lo que
puede disminuir su biodisponibilidad, es decir la fraccion de farmaco que llega a sangre y

esta disponible para ejercer su accion farmacologica.

En cambio la via topica es una via en la cual se evita la degradacion digestiva del principio
activo y su metabolismo a nivel hepatico. Sin embargo en la piel concurren una serie de
enzimas como las hidrolasas, que también contribuyen a la biotransformacion de los

farmacos aplicados (Seydel y Weise, 2002).
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En este sentido existen estudios farmacocinéticos realizados a derivados de triterpenos
pentaciclicos, entre ellos el CDDO (Noker et al., 2004). Como parte de sus estudios
preclinicos se han determinado los parametros farmacocinéticos y la toxicidad en ratas y
perros. Los resultados mostraron que a las dosis administradas por via endovenosa, el
CDDO exhibe una farmacocinética lineal. Se metaboliza a nivel hepatico con una semivida
plasmética aproximada de 1,95 h. Se elimina por via hepética y renal.

Otros estudios sobre los resultados del metabolismo de estos triterpenoides, demostraron el
potente efecto de varios derivados del acido oleandlico (incluyendo su 3-oxo derivado)
administrados por via oral. El &cido oleandlico no fue activo, lo cual lleva a la hipotesis de
una posible transformacion metabolica en el organismo (Dinkova-Kostova et al., 2005).
Esta transformacion segun la estructura quimica de los triterpenos pentaciclicos podria ser

una glucuronidacion o sulfatacion en el C-3.

Como una forma de graficar como influye la via de administracion en estos triterpenoides,
dichos autores demostraron en distintos modelos experimentales de inflamacion que el
acido oleandnico fue activo frente a la inflamacion inducida por aplicacién repetida de

TPA en oreja de raton, mientras que por via oral fue inactivo.

Si extrapolamos estos resultados a nuestro estudio podemos postular una posible
explicacion para el insignificante efecto antiinflamatorio obtenido para el acido quillaico
administrado por via oral si lo comparamos con el efecto antiinflamatorio obtenido por via
topica (62,2 % frente a TPA). Este triterpenoide pudiera sufrir un primer paso hepético que

afectara considerablemente la fraccion biodisponible.

Por otra parte la visible disminucion de la actividad bioldgica observada en el compuesto 2
con respecto al 1 (frente a la inflamacion topica inducida por ambas vias), demuestra la
importancia de que el grupo carboxilo esté libre para que se manifieste el efecto

antiinflamatorio topico frente a AA.

76



Conclusiones

6. CONCLUSIONES

Durante el transcurso de la presente tesis se confirmo la hipotesis que el acido quillaico
podia ser obtenido con un rendimiento importante a partir de un extracto estandarizado de

Quillaja saponaria Mol. mediante la hidrolisis con HCI al 9%.

Conjuntamente con el acido quillaico se aislo y caracteriz otra genina de este extracto: el

acido fitolacagenico.

El &cido quillaico es una compuesto altamente funcionalizado lo que permitié realizar
modificaciones estructurales exploratorias con miras a modular la actividad

antiinflamatoria.

Se obtuvieron derivados de &cido quillaico modificando principalmente el grupo hidroxilo

adicional en el C-16 y en el grupo aldehido presente en el C-4 en lugar de un metilo.

Cada uno de estos derivados fue caracterizado estructuralmente mediante técnicas

espectroscopicas y espectrofotométricas.

Ademas se demostro que el acido quillaico tenia actividad antiinflamatoria topica in vivo
frente a inflamacion inducida por TPA y/o AA. La actividad antiinflamatoria fue dosis
dependiente frente a AA con un efecto maximo de 92,1 %, comparado con el farmaco de
referencia nimesulida. El acido quillaico también presentd actividad dosis dependiente

frente a TPA (62,2%). Ambos efectos son estadisticamente significativos.

El 100 Q no presentd actividad topica en la inflamacién inducida por TPA. Por el contrario,
se puede concluir que hubo un efecto pro-inflamatorio. Frente a AA, el 100Q mostré un
efecto de sélo 19,8%.
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El H-100 Q presento leve actividad antiinflamatoria frente a AA, asi como frente a TPA. El
efecto antiinflamatorio fue de 25,0% vy 35,7 % para AA y TPA, respectivamente. Sin
embargo estos resultados no son estadisticamente significativos.

Si bien la crema y el gel al 8% de &cido quillaico presentaron efecto antiinflamatorio éstos

son menores que las del compuesto puro en ambos ensayos.

En la evaluacion de la actividad antiinflamatoria por via oral, el acido quillaico no presentd

efecto antiinflamatorio.

Las modificaciones estructurales realizadas al acido quillaico disminuyeron el efecto

antiinflamatorio.

Partiendo de la esterificacion del acido quillaico, los resultados del efecto antiinflamatorio
para el éster metil quillaico fueron de 27,3% y 38,4% para AA y TPA, respectivamente. Lo

que demuestra que para ejercer el efecto es necesario el acido carboxilico libre.

Para la mayoria de los derivados, la actividad antiinflamatoria frente a TPA fue mayor que
frente a AA.

Nuestros estudios sugieren que la presencia del grupo aldehido podria ser importante para
modular la actividad antiinflamatoria frente a AA, mientras que el grupo carboxilo puede
modular la actividad antiinflamatoria frente a TPA.

El extracto 100Q obtenido desde la corteza de Quillaja saponaria Mol. es una buena fuente

de &cido quillaico, tritepenoide con excelente actividad antiinflamatoria topica.
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ANEXOS

Cromatograma CLAE para acido quillaico y acido fitolcagénico

I'.l.-2800[1] Solvent Compaosition (% C) 140
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K-2800[1]
Results
Pk# Retention Time Area Area Percent Height Lambda Max
1 13,867 43986 2,269 2176 223
7 15,967 1859523 = 95 907 123616 289
3 16,717 35376 1,825 2199 223
Totals
1938885 100,000 127991
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Espectros IR y RMN para acido quillaico (1)
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1H RMN é&cido quillaico

Acquisition Time (sec) 4.0972 Comment ROMO001 1H/CD30OD+CDCI3/1H

Date Mar 26 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle_ALEMANIA_2008\NMR\ROMO001_1H
Frequency (MHz) 499.80 Nucleus 1H Number of Transients 64
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul
Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 7997.60 Temperature (degree C) 29.000

- | Metionc MMW S

L A e L L L e e I I M
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)



13C RMN &cido quillaico
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Acquisition Time (sec)

0.9834

Comment

ROMO001 13C/CD30D/13C

Date

Mar 26 2008

File Name

D:\DIONAEA MUSCI

PULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle ALEMANIA_2008\NMR\ROMO001_13C

Frequency (MHz) 125.69 Nucleus 13C Number of Transients 20000
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 33319.45 Temperature (degree C) 22.000

AN A A O ot AN MWWMJ
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140
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Dept 135_ 4cido quillaico

Anexos

Acquisition Time (sec) 0.9834 Comment ROMO001_13C/CD30D/13C
Date Mar 26 2008
File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle ALEMANIA_2008\NMR\ROMO001_13C
Frequency (MHz) 125.69 Nucleus 13C Number of Transients 1344
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 33319.45 Temperature (degree C) 22.000
1 g
L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L B L L L L L I L LI UL L B
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20

Chemical Shift (ppm)
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Espectros RMN para derivado 2

1H RMN derivado 2

Acquisition Time (sec) 2.7329 Comment ROMO018/CD30D/1H

Date Jul 11 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle ALEMANIA 2008\NMR\ROMO018_20080711_ 03
Frequency (MHz) 300.23 Nucleus 1H Number of Transients 64

Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul
Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 5995.20 Temperature (degree C) 28.000

‘ _—

T T [ e T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)
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Acquisition Time (sec) 1.7465 Comment ROMO018/CD30D/13C
Date Jul 14 2008
File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle_ ALEMANIA_2008\NMR\ROMO018 20080711 03
Frequency (MHz) 75.50 Nucleus 13C Number of Transients 2000
Original Points Count 32953 Points Count 65536 Pulse Sequence s2pul
Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 18867.92 Temperature (degree C) 29.000
0
L L L L L L O L L L L L L L LI}
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Chemical Shift (ppm)



Dept 135_ derivado 2

Anexos

Acquisition Time (sec) 1.7465 Comment ROMO018/CD30D/13C

Date Jul 14 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle ALEMANIA 2008\NMR\ROMO018_20080711_ 03

Frequency (MHz) 75.50 Nucleus 13C Number of Transients 1000

Original Points Count 32953 Points Count 65536 Pulse Sequence dept135

Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 18867.92 Temperature (degree C) 29.000

LI L L L L L L L L L L L L L L L LN BB
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Chemical Shift (ppm)
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Espectros RMN para derivado 3

1H RMN_derivado 3

Acquisition Time (sec) 2.7329 Comment ROMO016/CD30OD/1H

Date Jul 11 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle ALEMANIA 2008\NMR\ROMO016_20080711_02
Frequency (MHz) 300.23 Nucleus 1H Number of Transients 64

Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul
Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 5995.20 Temperature (degree C) 28.000

I L LI

T T T T T T T T T T T T T I T T
9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)
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13C RMN_derivado 3

Acquisition Time (sec) 1.7465 Comment ROMO016/CD30D/13C

Date Jul 14 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle_ ALEMANIA_2008\NMR\ROMO016_20080711_02
Frequency (MHz) 75.50 Nucleus 13C Number of Transients 10000
Original Points Count 32953 Points Count 65536 Pulse Sequence s2pul
Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 18867.92 Temperature (degree C) 29.000

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)



Dept 135_ derivado 3

Anexos

Acquisition Time (sec) 1.7465 Comment ROMO016/CD30D/13C

Date Jul 14 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle_ALEMANIA_2008\NMR\ROMO016_20080711_02
Frequency (MHz) 75.50 Nucleus 13C Number of Transients 5000
Original Points Count 32953 Points Count 65536 Pulse Sequence dept135
Solvent METHANOL-D4 Sweep Width (Hz) 18867.92 Temperature (degree C) 29.000

L

220 200

180 160 140 120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)

0
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Espectros RMN para derivado 4a

13C RMN_derivado 4a

Acquisition Time (sec) 1.3566 Comment GLF037_p/CDCI3/13C
Date Jul 21 2008
File Name D:\DIONAEA

MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle_ALEMANIA_2008\NMR\ROMO018-037sin_bidimensionales\ROM018-037sin
bidimensionales\ROMO037_p

Frequency (MHz) 100.57 Nucleus 13C
Number of Transients 10000 Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 24154.59

Temperature (degree C) 28.000

180 170 160

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Chemical Shift (ppm)

0
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Espectros RMN para derivado 4b

1H RMN compuesto 4b

Acquisition Time (sec) 4.0960 Comment ROMO037_ap/CDCI3/1H

Date Jul 21 2008

File Name D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle_ ALEMANIA_2008\NMR\ROMO037_todo\ROMO037_ap
Frequency (MHz) 399.93 Nucleus 1H Number of Transients 40

Original Points Count 26206 Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul

Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 6397.95 Temperature (degree C) 28.000

Moo\ AJ A L’_M

T T T T T T T
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13 C RMN_derivado 4b

Anexos

Acquisition Time (sec)

1.3566

Comment

ROMO037_ap/CDCI3/13C

Date

Jul 21 2008

File Name

D:\DIONAEA MUSCIPULA\DOCTORADO_CHILE\IPB_Halle ALEMANIA_2008\NMR\ROMO037_todo\ROMO037_ap

Frequency (MHz) 100.57 Nucleus 13C Number of Transients 10000

Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul

Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 24154.59 Temperature (degree C) 28.000

A B S LA A B B A L A o B S T A A o R AL A A B B e e e e R R R S R
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Chemical Shift (ppm)
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Espectros RMN para derivado 5

1H RMN _derivado 5

Acquisition Time (sec) 2.7329 Date 29 Jul 2009 14:08:50

File Name C:\Documents and Settings\Maite\Desktop\ROM-036_001001r

Frequency (MHz) 400.13 Nucleus 1H Number of Transients 32
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence 2930
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 5995.20
Temperature (degree C) 27.000

] . L

75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
Chemical Shift (ppm)




Espectros RMN para derivado 6

1H RMN_derivado 6

Anexos

Acquisition Time (sec) 2.7329 Date 04 Aug 2009 19:22:48
File Name C:\Documents and Settings\Maite\Desktop\ROM-025_001001r
Frequency (MHz) 400.13 Nucleus 1H Number of Transients 48
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zg30
Solvent DMSO0-D6 Sweep Width (Hz) 5995.20 Temperature (degree C) 27.000
A O ¥, P :
T T T T T
75 . 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35

Chemical Shift (ppm)

0.5

0

110



Anexos

Espectros para derivado 9

1H RMN compuesto 9

Acquisition Time (sec) 2.7329 Comment Imported from UXNMR.

Date 19 Jun 2009 10:32:10

File Name C:\Documents and Settings\Maite\Desktop\ROMO030_001001r | Frequency (MHz) 400.13

Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 16384

Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 5995.20 Temperature (degree C) 27.000

T P T T T T T T T T [ [ T T I T T T
9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)
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13C RMN compuesto 9

Acquisition Time (sec) 1.3664 Comment Imported from UXNMR.

Date 19 Jun 2009 11:02:22

File Name C:\Documents and Settings\Maite\Desktop\ROMO030_002001r | Frequency (MHz) 100.61

Nucleus 13C Number of Transients 512 Original Points Count 32768

Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30 Solvent CHLOROFORM-D

Sweep Width (Hz) 23980.81 Temperature (degree C) 27.000
L B LA L O B I L B O B B B B L L L B L B L L B L L B UL L UL I B
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20

Chemical Shift (ppm)



	MAITÉ RODRÍGUEZ DÍAZ
	Directores de Tesis
	Dra. Carla Delporte Vergara
	Dr. Bruce K. Cassels Niven
	SANTIAGO- CHILE

	INDICE_RESUMEN_TESIS_2011.pdf
	ÍNDICE DE MATERIAS
	Pagina
	i
	Título
	ii
	Dedicatoria
	iii
	Agradecimientos
	v
	Indice
	viii
	Lista de figuras
	x
	Lista de tablas
	xi
	Lista de esquemas
	xii
	Abreviaturas
	xvi
	Resumen
	xviii
	Abstract
	1
	Introducción
	1
	1
	Inflamación. Aspectos generales
	1.1
	6
	Triterpenos pentacíclicos. Aspectos generales
	1.2
	Triterpenos pentacíclicos y sus derivados. Propiedades antiinflamatorias y relacionadas
	9
	1.2.1
	14
	Descripción de Quillaja saponaria Mol.
	2
	14
	Generalidades
	2.1
	14
	Clasificación taxonómica
	2.1.1
	14
	Descripción botánica
	2.1.2
	15
	Hábitat y distribución geográfica
	2.1.3
	15
	Composición química
	2.1.4
	16
	Usos,  propiedades e importancia económica
	2.1.5
	18
	Explotación y conservación
	2.2.2
	19
	Hipótesis y objetivos del trabajo
	3
	19
	Hipótesis de trabajo
	3.1
	21
	Objetivos
	3.2
	22
	Materiales y métodos
	4
	22
	Parte química
	4.1
	22
	Solventes y reactivos
	4.1.1
	22
	Métodos espectroscópicos y espectrométricos
	4.1.2
	22
	Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN)
	4.1.3
	23
	Espectroscopía de infrarrojo (IR)
	4.1.4
	23
	Espectrometría de masas (EM)
	4.1.5
	23
	Punto de fusión
	4.1.6
	23
	Aislamiento y caracterización de triterpenos pentacíclicos: ácido quillaico y ácido fitolacagénico
	4.1.7
	Determinación de la pureza de ácido quillaico y ácido fitolocagénico mediante CLAE
	25
	4.1.8
	25
	Obtención de derivados hemisintéticos a partir de ácido quillaico
	4.1.9
	25
	Éster metílico del ácido quillaico (2)
	26
	Éster metílico de la 16-hidroxihederagenina (3)
	27
	3β,16α-Dihidroxi-23-oxoolean-12-en-28-oato de metilo (4a)
	27
	3,16–dioxoolean-23-nor-12-en-28-oato de metilo (4b)
	28
	3β,16α-Dihidroxi-23-(t-butildimetilsilil)-olean-12-en-28-oato de metilo (5)
	29
	3β,16α-Dihidroxi-23-(t-butildimetilsilil)-12,13-epoxiolean-28-oato de metilo (6)
	16-Hidroxihederagenina ó ácido 3β,16α,23-trihidroxiolean-12-en-28-oico (7)
	30
	30
	Ácido 23-(4-metilpiperazinilazoquillaico (8)
	31
	Bis-acetato de ácido quillaico (9)
	32
	Bis-succinato de ácido quillaico (10)
	32
	23-Nor-12-en-28-nor-3,16–dioxooleanona (11)
	33
	Parte farmacológica
	4.2
	33
	Evaluación de la actividad antiinflamatoria in vivo
	4.2.1
	33
	Animales de experimentación
	4.2.2
	34
	Ensayo del edema inducido en oreja de ratón por vía tópica
	4.2.3
	35
	Ensayo de la actividad antiinflamatoria oral
	4.2.4
	35
	Tratamiento estadístico
	4.2.5
	36
	Formulaciones farmacéuticas desarrolladas
	4.3
	36
	Formulación de gel al 8% de ácido quillaico
	4.3.1
	37
	Formulación de crema al 8% de ácido quillaico
	4.3.2
	38
	Resultados y discusión
	5
	38
	Parte química
	5.1
	38
	Triterpenos aislados: ácidos quillaico y fitolacagénico
	5.1.1
	46
	Derivados de ácido quillaico
	5.1.2
	56
	Parte farmacológica
	5.2
	56
	Evaluación de la actividad antiinflamatoria in vivo
	5.2.1
	56
	Ensayo del edema inducido en oreja de ratón por vía tópica
	5.2.2
	73
	Ensayo de la actividad antiinflamatoria oral
	5.2.3
	75
	5.2.4
	77
	Conclusiones
	6
	79
	Referencias Bibliográficas
	7
	92
	Anexos
	8
	92
	Publicaciones derivadas de la Tesis
	8.1
	93
	Trabajos presentados a congresos
	8.2
	95
	Cromatograma CLAE para ácidos quillaico y fitolcacgénico
	8.3
	96
	Espectros para los compuestos obtenidos
	8.4

	AQ_ESCRITO_TESIS_2011_entregado.pdf
	DU, H.; Chen, X. CD-MEKC Method To Analyze Triterpene Acids In Traditional Chinese Medicines. 0TJ. Braz. Chem. Soc., 2009, 20, 1268-1274.
	NOKER, P.E.; Gorman, G.S.; Schweikart, K.M.; Tomaszewski, J.E.; Sporn, M.; Page, J.E.  Pharmacokinetics and toxicity of CDDO, a synthetic triterpenoid, in rats and dogs. Cancer Res, 2004, 45, 200-205.


