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1. RESUMEN

Asteriscus aquaticus (L.) Less. es una planta compuesta, podemos encontrarla en
el area Mediterranea, en terrenos calcareos. En la década de los 80 el grupo de San
Feliciano et al. comenz6 a estudiarla, se hicieron extractos de hexano en soxhlet y se
aislaron distintas y-lactonas insaturadas. Se ha demostrado que los compuestos
caracteristicos por poseer esta estructura, poseen diferente bioactividad. Se ha retomado
el estudio de esta planta con el objetivo de completar los estudios de composicién quimica
y bioactividad de los compuestos aislados.

Con el pulverizado homogéneo de la planta seca, se hicieron maceraciones
sucesivas a temperatura ambiente con disolventes de polaridad creciente (desde hexano
hasta metanol-agua) y por ultimo una infusion en agua caliente. El extracto de hexano fue
descerado y fraccionado con extraccion acido-base, cromatografia liquida a vacio,
cromatografia de flash en gel de silice y cromatografia en capa fina preparativa. Las
fracciones fueron analizadas mediante RMN de 'H, RMN de *C, GC-MS y HRMS
cuando fue necesario. Se aislaron: triacilgliceroles, estigmasterol, campesterol, sitosterol,
asteriscunolidas A-D, t-cadinol, y dos terpenos cuya estructura no ha sido determinada
todavia. Mediante GC-MS se supo que ademas contenia naftaleno y santonina. Los
extractos estan siendo evaluados en estudios in vitro: citotoxicidad frente a celulas
tumorales, anti-inflamatorio, anti-fangico y antiparasitario contra Leishmania,

Teladorsagia y frente al virus del Dengue.



2. ABSTRACT

Asteriscus aquaticus (L.) Less. is an odoriferous herbaceous plant from
Compositae family distributed through the Mediterranean area growing on calcareous
soils. Its soxhlet n-hexane extract was chemically studied in the early 80’s by San
Feliciano et al. In that investigation, several sesquiterpenic unsaturated-y-lactones were
isolated. Different bioactive properties have been reported for natural compounds
possessing this structural feature. We have recovered our interest for this plant with the
aim to complete the phytochemical study and to make a prospection of its bioactive

properties.

From powdered dry plant, five room temperature maceration extracts were
obtained with increasing polarity solvents (hexane until agueous methanol) and then an
infusion with hot water. The hexane extract was dewaxed and then fractionated using
acid-base extraction, vacuum liquid chromatography, preparative chromatography and
flash chromatography on silica gel. The diferent fraction parts obtained were analised by
'H NMR, C NMR, GC-MS y HRMS. Triacylglycerols, stigmasterol, campesterol,
sitosterol, asteriscunolides A-D, t-cadinol, and two terpenes without determinated
structure yet, were isolated. GC-MS analisys also shown naftalene and santonina. The
compounds that could be purified and the different extracts were prepared to be tested on
different in vitro bioactivity tests: cytotoxicity against tumour cells, anti-inflammatory,

antifungal and antiparasitic against Leishmania or Teladorsagia and Dengue virus.



3. INTRODUCCION

3.1 Los productos naturales

El uso de productos naturales, bien de origen animal, vegetal o fungico, ha sido
de gran importancia en la alimentacion desde la antigiedad, asi como para paliar
enfermedades o sus sintomas. Se utilizaban los productos completos o sus partes y la
transmision de estos conocimientos tradicionales era principalmente oral. Posteriormente
comenzaron a investigarse las propiedades farmacolégicas y las de sus componentes
aislados. EI 50% de los farmacos de uso clinico actual provienen de productos naturales
y la naturaleza continGa siendo una fuente de busqueda de nuevos compuestos bioactivos.
Ademas, actualmente hay un auge de una medicina tradicional que acude al tratamiento
de sintomas o problemas leves de salud con productos procedentes directamente de la

naturaleza.

Por la necesidad de nuevos farmacos, se busca la caracterizacion de quimica de
nuevos seres Vvivos, incluyendo las plantas, y la obtencién de productos de posible interés
terapéutico a partir de estas, principalmente de interés citotdxico para su uso contra los

distintos tipos de cancer o frente a parasitos humanos y animales (Ferreira et al., 2010).

3.2 Asteriscus aquatlcus (L.) Less.
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Figura 1: Detalle de los capitulos florales de A. aquaticus



A. aquaticus (L.) Less. (figura 1) es una planta herbacea de la familia de las
compuestas con crecimiento en el area mediterranea. Podemos encontrarla ampliamente
distribuida por Grecia, Espafia (peninsula y archipiélagos), el norte de Africa, Portugal y
el sur de Bulgaria (Ledesma-Perez, 1981). En Espafia se ha descrito practicamente en toda
su geografia incluyendo ambos archipiélagos (figura 2), a excepcion de Galicia, Asturias
y Cantabria (Anthos, 2012). Crece en terrenos calizos y forma parte de herbazales

nitrofilos de cunetas y bordes de caminos (Sanchez-Gil, 1982).

Figura 2: Recoleccion de A. aquaticus por cientificos espafioles (Anthos, 2012).

Respecto a su etimologia, “Asteriscus” procede del griego asteriskos, que significa
pequena estrella, y “aquaticus” es un epiteto que hace referencia a uno de los habitats de
la planta, en zonas cercanas al mar (Tutin et al., 2010; Navarro et al., 1981). EI nombre
comun varia, en cataldn ‘“capseta”, en castellano “bovas”, “escoba de castafiuela”,
“margarita de mar” y “ojo de buey”, en portugués “asterisco-da-agua”, “pampilho-
aquatico” y “pampilho-da-agua”, en francés “Astérolide aquatique” y en inglés no hay

nombre comun definido para esta especie.

Existen varias entidades botanicas que han sido aceptadas como sinénimos de
Asteriscus aquaticus (L.) Less. (The Plant List, 2013):

o Asteriscus citriodorus Heldr. & Halacsy
o Bubonium aquaticum (L.) Hill

o Bubonium aquaticum subsp. aquaticum
o Buphthalmum aquaticum L.

o Nauplius aquaticus (L.) Cass.

o Odontospermum aquaticum (L.) Sch.Bip.



Ademas, se han definido varias subespecies que no llegan a la categoria de nombre
aceptado (The Plant List, 2013).

Botanicamente, es una angiosperma que pertenece al orden Asterales, a la familia
Asteraceae, subfamilia Asteroidade, a la tribu Inulae, subtribu Inulinae y género
Asteriscus (The Plant List, 2013; Tutin et al., 2010; Navarro et al., 1981).

A. aquaticus tiene su época de floracion de abril a agosto. Su principal forma vital
es terdfito (figura 3) es decir, son plantas de ciclo anual que durante la estacion

desfavorable (invierno) se encuentran en forma de semilla.

Figura 3: Planta completa de A. aquaticus en época de floracion.

Sus inflorescencias estan formadas por ligulas muy pequefias que casi no
sobresalen del involucro, las flores externas de los capitulos, son hemiliguladas amarillo-
doradas, con 3 dientes en el pice, que es corto y verde, y 5 I6bulos amarillos (figura 4).
Los aquenios de las flores hemiliguladas son vilosos miden de 1,5a 2 mm y el vilano de
0,75a1 mm (Tutin et al., 2010; Navarro et al., 1981).
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Figura 4: Detalle de la inflorescencia de A. aquaticus (Flora-on, 2017).

Las bracteas involucrales externas son méas largas que las internas,
oblongolanceoladas, planas o conduplicadas. Su limbo posee una banda longitudinal
ancha uniformemente sericea en la cara inferior. Sus tallos alcanzan hasta 80 cm, son
erectos, simples o ramificados una o dos veces cerca del &pice, con ramas laterales
generalmente sobrepasando al eje principal. Las hojas son enteras, presentando formas
oblongo-lanceoladas, obovadas o espatuladas, obtusas y enteras (figura 5). Las hojas
inferiores son pecioladas y el resto sésiles.

Figura 5: Detalle de tallo y hojas de A. aquaticus (Flora-on, 2017).

Su grado de amenaza segun el International Union for Conservation of Nature
(IUCN) es “Poco preocupante” (Universitat des Illes Balears, 2017).

11



4. ANTECEDENTES

4.1 Composicion quimica

Los principales compuestos que se han descrito en A. aquaticus son de naturaleza
terpenoide. Destacan por su singularidad las lactonas sesquiterpénicas, derivadas
biogenéticamente de tres unidades isoprenoides, es decir, con quince atomos de carbono
en su cadena principal y que contienen una funcion éster dentro de un anillo (Amorim et
al., 2013). Son incoloras, amargas Yy lipofilicas, proceden de modificaciones de esqueletos
sesquiterpénicos mediante citocromo P4so monoxigenasas Yy otras enzimas oxireductasas

que proporcionan sus propiedades caracteristicas (Majdi et al., 2016).

Las lactonas sesquiterpénicas son uno de los grupos mas grandes y con mas
homogeneidad biogenética de moléculas de bajo peso molecular. Son metabolitos
secundarios que encontramos principalmente en la familia de las compuestas
(Asteraceae), aunque también han sido identificadas en otras especies vegetales (Amorim
et al., 2013). Son metabolitos secundarios de gran importancia en la interaccion con

insectos y microorganismos perjudiciales para las plantas.

En A. aquaticus se identificé un nuevo tipo de lactonas con una agrupacion y-
lactonica a,B-insaturada con el doble enlace endociclico. Estas lactonas poseen un
esqueleto de humulano (figura 6) sesquiterpeno monociclico que presenta un anillo de
once atomos de carbono con cuatro grupos metilo. EI humuleno tiene tres dobles enlaces,
dos de ellos trisustituidos y uno con dos sustituyentes (Steenackers et al., 2015). De €l
derivan biosintéticamente, por lo que se conocen como humulanolidas (Ledesma-Perez,
1981).

12
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Figura 6: Estructuras de esqueleto de humulano, humuleno y asteriscunolida

generica.

El humuleno es caracteristico del aceite esencial del lGpulo, Humulus lupulus
(figura 7), planta en la que fue aislado por primera vez y que le da nombre. Es una
Cannabaceae del norte de Europa cuya flor femenina sin fecundar se utiliza
principalmente en la produccion de cerveza. Esta planta ademas posee efectos sedantes,

por lo que ha sido estudiada como posible analgésico (Franco et al., 2012).

Figura 7: Humulus lupulus (Flora-on, 2017).

La primera humulanolida natural, asteriscunolida A (figura 6), fue descrita en
1981 y se extrajo a partir de A. aquaticus (San Feliciano et al., 1985).
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4.1.1 Asteriscunolidas

Las asteriscunolidas son humulanolidas caracteristicas del género Asteriscus, que

les da nombre.

El estudio del extracto de hexano (soxhlet) de A. aquaticus en 1981 proporciond
la identificacion por primera vez de las asteriscunolidas, encontrandose 4 distintas (A, B,
C y D), asi como de los &cidos carboxilicos relacionados estructuralmente con estas

lactonas, los acidos asteriscundlicos (I y Il) (Ledesma-Pérez, 1981).

Se observd el potencial de esta planta, por lo que se continu6 estudiando su
composicion quimica, aislandose una parte cristalina que contenia asteriscanolida, otra y-

lactona con estructura de humulanolida (San Feliciano et al., 1985).

Posteriormente, debido al interés de estos compuestos, en 1987 se realizd un
estudio mas exhaustivo (Aramburu-Aizpiri, 1987), a partir del cual se consiguieron aislar
numerosos compuestos adicionales (Tabla 1) y analizar y caracterizar los ya aislados. De
la fraccion neutra del extracto de hexano se consiguieron aislar: t-cadinol, un derivado
de timol (figura 8), almenarolida, aquatolida, metoxiasteriscunolida, oxoasteriscunolida,
ademas de las asteriscunolidas y asteriscanolidas aisladas previamente. De la fraccion

acida y tras metilacion se aislaron los ésteres metilicos de los &cidos sesquiterpénicos.

U ear

Figura 8: Monoterpeno derivado de timol aislado en la fraccién neutra.

Tabla 1: Fitoquimicos de naturaleza sesquiterpenoide aislados en A. aquaticus
(Aramburu Aizpiri, 1987).
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(*) Estructura revisada para aquatolida por Lodewick et al. (2012).



Algunos de estos compuestos han sido posteriormente revisados, como la
aquatolida, que fue descrita y publicada inicialmente en 1989 (San Feliciano et al., 1989).
Lodewick y colaboradores corrigieron la estructura asignada previamente (figura 8) que
incluia dos ciclobutanos unidos, proponiendo a través de un analisis experimental
extensivo con RMN vy cristalografia la nueva estructura revisada para aquatolida
(Lodewick et al., 2012).

Oniginal Structure Revised Structure

Figura 9: Estructura original descrita para la aquatolida y estructura revisada
(tomada de Lodewick et al., 2012)

En estudios realizados por Chaari et al. (2005) con A. aquaticus (nombrada por
los autores como Naupilus aquaticus), ademas de algunos de los compuestos anteriores,
fue aislado uno nuevo, la 6,7,9,10-tetrahidroasteriscunolida, relacionada estructuralmente
con las asteriscunolidas A-D. El analisis de Naupilus graveolens (sinénimo de Asteriscus
graveolens), mostré una composicion similar en humulanolidas demostrando la relacion

biosintética de estos compuestos dentro del género Asteriscus (Akssira et al., 2006).

En A. graveolens también se han aislado flavonoides (Ahmed et al., 1991) y
alcaloides (Askarne et al., 2015), flavonoides también en Asteriscus maritimus (Daroui-
Mokaddem et al., 2017), por lo que cabria esperar que compuestos de esta naturaleza
estuvieran también presentes en A. aquaticus, previsiblemente en extractos mas polares

que los estudios hasta la fecha.

Ademas, en otras plantas de la tribu Inulinae se ha descrito una gran variedad de
compuestos de distinta naturaleza, no solo sesquiterpenoides (hidrocarburos, alcoholes,
ésteres, éteres y lactonas) y monoterpenoides, sino también diterpenoides, triterpenoides,
esteroides, acetilenos, lignanos, flavonoides y alcaloides (Aramburu-Aizpiri, 1987).

16



4.2 Propiedades
Las lactonas sesquiterpénicas, en general, poseen distintas actividades biologicas,
como pueden ser antitumorales, citotoxicas o antibidticas. Como aspecto negativo destaca

su capacidad para producir dermatitis alérgica (Picman et al., 1986).

Ademas se han descrito propiedades insecticidas y de reduccion de la
alimentacién de insectos, son toxicas para vertebrados e inhibidoras del crecimiento de
plantas o fitotoxicas (Ledesma-Perez, 1981), tienen propiedades antinflamatorias y

hepatoprotectoras (Amorim et al., 2013).

Destaca la artemisinina (figura 10) como antimalarico, se demostré que este
compuesto natural es, junto a sus derivados sintéticos, el tratamiento mas efectivo contra
las cuatro especies de Plasmodium. Es el parasito causante de esta enfermedad que se
transmite al ser humano mediante la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles
(figura 11). La artemisinina fue aislada de Artemisia annua (Asteraceae) (figura 12),

planta utilizada en la medicina tradicional China (Brown et al., 2003).

Figura 10: Estructura quimica de la artemisinina.
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Figura 11: Ciclo de vida de las distintas especies del género Plasmodium

(Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image Library).

Figura 12: Detalle de la parte aérea de Artemisia annua (Scott Bauer/USDA-
ARS Image Gallery, Royal Society of Chemistry).

Se ha demostrado actividad de las asteriscunolidas A, B, C y D, descubiertas en A.

aquaticus, contra diversas lineas celulares de cancer (Lodewyk et al., 2012), debido a su

capacidad para modular la expresion genética e inhibir la angiogénesis y metastasis

(Amorim et al., 2013).
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5. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Determinacion de la composicién quimica de la compuesta Asteriscus aquaticus
y su bioactividad.

Obtencidn de extractos a partir de Asteriscus aquaticus, realizando maceraciones
a temperatura ambiente del triturado de la planta para evitar alteraciones, degradaciones
y formacion de artefactos por temperatura (debido al soxhlet utilizado previamente).

Aislamiento de los compuestos de interés mediante técnias de fraccionamiento y
purificacion.

Identificacion por técnicas espectroscopicas de los compuestos aislados.

Realizacion de bioensayos con los extractos y compuestos aislados.
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

A partir del pulverizado homogéneo de A. aquaticus se realizaron maceraciones a
temperatura ambiente obteniéndose extractos de hexano, diclorometano, diclorometano-

metanol (1:1), metanol, metanol-agua (8:2) e infusion en agua caliente (Figuras 13 y 14).

| Asteriscus aquaticus seca (660 g) ‘

. 2 L Hexano x3

: l

Fraccion soluble en Fraccién Insoluble |
Hexano

2 L Diclorometano x3

. I

Fraccion soluble en Fraccién Insoluble
Diclorometano
| 2 L Diclorometano-Metanol 1:1 x3
Fraccion soluble en Fraccion Insoluble
Diclorometano-Metanol
| 2 L Metanol x3
v
Fraccion soluble en -
Metanol Fraccion Insoluble
l | 2 L Metanol-Agua 8:2 x3
Fraccion soluble en | Fraccién Insoluble
Metanol-Agua
Fraccion soluble en Fraccion Insoluble
Agua

Figura 13: Esquema de extraccion de compuestos de A. aquaticus (tallos verdes con

hojas y flores) mediante disolventes de polaridad progresiva.
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Figura 14: Extracto de hexano de A. aquaticus (parte superior de los tallos

verdes con hojas y flores).

El extracto de hexano fue descerado por solubilidad en metanol caliente y frio
(figura 15). Se realiz6 la extraccion acido-base del descerado (figuras 16 y 17)
obteniéndose fracciones de acidos fuertes, de acidos medios y fraccion neutra. La fraccion
neutra (HDN) posteriormente fue cromatografiada mediante cromatografia liquida de
vacio (VLC) con mezclas de hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol, cuya

relacion fue cambiando obteniéndose diez fracciones de polaridad creciente (figura 18).

Extracto de Hexano e—

x2
l Metanol 50° C
\
Fraccion Insoluble Fraccién Soluble
l Metanol -20 °C
v

Ceras duras

Fraccion Insoluble Fraccion Soluble

Ceras blandas Descerado de Hexano

Figura 15: Descerado del extracto de hexano.

Figura 16: Extraccion liquido-liquido del descerado del extracto de hexano.
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[ Extracto de hexano descerado (HD) | Etz0

NaHCO; saturado/ H,O
| Fase organica | Fase acuOSf NaHCO,
l F-COO'Na 1.HCl hasta pH 4cido
-
l Na,CO; 10% . ‘ 2E20

| Fase acuosa Na,CO;, ¥

, . — Ee0 —
Acidos medios M-COO Na l Fase orgénica F-COOH |

1.HCI hasta pH acido

‘ Fase organica

[ Proceso habitual | | F.Org F-COOH | 2.E20 | Proceso habitual ‘
I ! ]
‘ Fase Neutra (HDN) | | Proceso habitual | | Acidos fuertes (HDF) ]

| Acidos medios (HDM) ‘

Figura 17: Esquema de la extraccion liquido-liquido del extracto de hexano

descerado.

Figura 18: Cromatografia de la fraccion neutra del descerado de hexano
mediante VLC.

Se realizé un seguimiento por RMN de H de los extractos y de las fracciones
para decidir los posteriores procesos cromatograficos.

En HDN4 se observé un precipitado insoluble en hexano (figura 19), del cual se
cristalizo asteriscunolida A. La fraccion soluble de HDN4, ademés de HDN5 y HDN6
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fueron fraccionadas mediante VLCs, cromatografias en columna (figura 20) y
cromatografias de capa fina preparativa, obteniéndose los compuestos que se describen a

continuacion.

Figura 19: Fraccion HDN4 en la que se observa el precipitado blanco que
posteriormente fue identificado como asteriscunolida A.

Figura 20: Fraccionamiento de la fraccion HDN5C mediante cromatografia de

flash en columna.
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Figura 21: Cromatografia preparativa de la fraccion 22-23 obtenida de HDNG.

. Metabolitos primarios

Triacilglicerol

Del estudio de las fracciones HDN4 y HDN5 se obtuvo un triacilglicerol (figura
22) que mostraba en su espectro de RMN de *H (figura 23) los desplazamientos quimicos

caracteristicos de estos compuestos (tabla 5).

H O
H O)(J)\R1
H o)gR2
H7L O)J\R3

Figura 22: Estructura general triacilglicerol.

3533333833 E83E238
2g33s b Sss

[T,

e o S S e e I B S e e e e S e e e
10 9 8 7 6 L] 4 3 2 1 PpPm

Figura 23: Espectro de RMN de *H de triacilglicerol aislado mediante cromatografia en
columna de una fraccion de HDN5C (CDCls, 200 MHz).
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Tabla 2: Desplazamientos mas caracteristicos observados en el espectro de RMN

de 'H de triacilgliceroles, & en ppm (J en Hz).

Desplazamieto (ppm)  Parte del compuesto Representacion
1.9-21m Protones alilicos %
(indica insaturaciones) =
Protones del C en a al
2,36 t COOR de los acidos CH.-COOR
grasos
. i H H
2781 Protones bisalilicos M
(indica poliinsaturaciones) S S
4,10 dd Protones de los C1y C3 CH,-O
4,29 dd del glicerol
Protones del C2 del
52m _ CH-O
glicerol
Proton olefinico H-C=

54m
(indica insaturaciones)

o Esteroles
En la fraccion HDN5C aparecié un precipitado blanco cristalino, su
espectro de RMN de 'H (figura 24) indicaba que era una mezcla de
fitosteroles, como se observa en los diferentes singletes con desplazamientos
de 0,67-0,69 y fue confirmado con su espectro RMN de **C (figura 25) en los
que destacaban las sefiales de los protones y carbonos olefinicos presentes en

estigmasterol.
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Figura 24: Espectro de RMN de *H de fitosteroles (CDCls, 200MHz).

-------------------

— 0.7
—130.328
—121.717

—129 203

Figura 25: Espectro de RMN de **C de la mezcla de fitosteroles (CDCls, 50
MHz).
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Para determinar de qué esteroles se trataba, la mezcla fue analizada en GC-

MS, obteniéndose:

Estigmasterol (61%0)

Los resultados obtenidos mediante GC-MS, el espectro real de nuestro
compuesto y el que se obtuvo de la bibliografia se muestran en la figura 26
(comparacion Ay B).

Unknown; InLib=196

100 2°
412
81
]
91105 235
159
50- 133 271
119 300
213 351
173 a9
229 314 369 397
| 327 499

0 ll, l_r _

60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
(Text File) +EI Scan (rt: 11.831-11.865 min, 7 scans) HDN5C21i.D Subtract

Figura 26 A: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra HDN5C.

Hit 1 : Stigmasterol
C29H480; MF: 837; RMF: 939; Prob 74.3%; CAS: 83-48-7; Lib: mainlib; 1D: 22487

55
83 ”)f__ \\I/
69
/ﬁf D
507 133 ~L a8y
43 91105 159 /[ ﬁjt
HO =

255271

100+

412

300
29 351
285 | 314 369 3q7
ol 15l Wl s L,.,L, . | O
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

173 213

Figura 26B: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra HDN5C 21-

25, estigmasterol, espectro procedente de la biblioteca de espectros
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B-Sitosterol (33%)

Los resultados obtenidos mediante GC-MS, el espectro real de nuestro compuesto
y el que se obtuvo de la bibliografia se muestran en la figura 27 (Comparacion A y B),

ademas fue comprobado (Nes et al., 1991).

Unknown; InLib=205

1004 414
105
35 145
91
504 303 929 396
119 159 213
]
255 381
273
173 231
199
354
371 430 505
0 Il,': I‘T I

60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510
(Text File) +El Scan (rt: 12.174-12.203 min, 6 scans) HDN5C21i.D Subtract

Figura 27A: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra HDN5C
21-25

Hit 1 : y-Sitosterol
C29H500; MF: 952; RMF: 954; Prob 70.5%; CAS: 83-47-6; Lib: replib; 1D: 35080.

100- 414
107 .-
43 145 213 ﬁ]*;i k‘( 329
o HOL;iiJ 303
81 119 '
o - 159 255 396
50
231 273
381
173 oo
241 088 354
29 | ‘
0_ '.l'i.i '“I‘ I I.luI i I||ILI |Ih.| Ell}l.-llllhlI e T Ji

T
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 350 420
(replib) y-Sitosterol

Figura 27B: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra HDN5C 21-

25, sitosterol, espectro procedente de la biblioteca de espectros.
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Campesterol (6%0)

Los resultados obtenidos mediante GC-MS, el espectro real de nuestro

compuesto y el que se obtuvo de la bibliografia se muestran en la figura 28.

Unknown; InLib=138

1004 400
55 105
91 145
289 315
504 119 159 213 382
67
255 367
173 231 273
199
343
o 0 O O N T
B0 a0 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
Figura 28A: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra HDN5C21-
25
Hit 3 : Campesterol
C28H480; MF: 905; RMF: 910; Prob 12.0%; CAS: 474-62-4; Lib: mainlib; ID: 7617.
100- 43
.A'll.
~ 'F_-_ -.J/
55
/"A“‘\}.--'
504 - H L.
81 95407 /Ej"ﬁ H
i 145 HOY 400
119 213 289
i v 231 255 319 36717
173 199 273 a0
0 ||-H .h,ﬁ
30 60 a0 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390

Figura 28B: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra HDN5C 21-
25, campesterol, espectro proporcionado por la biblioteca de espectros.
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. Metabolitos secundarios

o Sesquiterpenos

Asteriscunolida A

Se muestra en la figura 29, fue la primera detectada, por su mayor
abundancia y su capacidad para cristalizar, se analiz6 mediante RMN de H
(figura 30), sus principales desplazamientos se muestran en la tabla 6, también
se analiz6 en RMN de *3C (figura 31).

Se encontro en las fracciones HDN4, HDN5 y HDNG.

Figura 29: Estructura de asteriscunolida A.
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Tabla 3: Desplazamientos de RMN de 'H de las diferentes asteriscunolidas, & en
ppm (J en Hz) (200 MHz, CDCls).

Asteriscunolida Asteriscunolida Asteriscunolida Asteriscunolida

A B C D

1 4,65 sa 4,69 sa 4,76 sa 4,77 sa

2 6,98 sa 6,77 sa 6,96 sa 7,02 sa
4,5 2,12-2,31m 2,06-2,66 m 2,19-242 m 2,73-2,76 m
9 6,11d J=14,6 6,17 da J=14 5,91dJ=16,4 6,10d J=16,4
10 5,24 d J=14,2 5,48 d J=13,6 6,27 d J=16,4 5,73dJ=16,4
13 1,80s 1,79 s 1,85 sa 1,78 sa

14 1,14 s 1,36s 1,35s 1,28 sa

15 1,20 s 1,02s 1,27s 1,32s

s: singlete, d:doblete, sa: singlete ancho, m: multiplete

ooooooooo

P

( L bl M

Figura 30: Espectro de RMN de *H de asteriscunolida A (200 MHz, CDCls).
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Figura 31: Espectro de RMN de 3C de asteriscunolida A (50 MHz, CDCls).

Asteriscunolida B

Se muestra en la figura 32, se analiz6 mediante RMN de H (figura 33), sus

principales desplazamientos se muestran en la tabla 6.

Se encontro en las fracciones HDN4, HDN5 y HDNG6.

Figura 32: Estructura de asteriscunolida B.
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Figura 33: Espectro de RMN de *H de asteriscunolida B (200 MHz, CDCls).

Asteriscunolida C

Se muestra en la figura 34, se analiz6 mediante RMN de *H (figura 35), sus

principales desplazamientos se muestran en la tabla 6.

Se encontré en HDN4, HDN5 y HDNG.

Figura 34: Estructura de asteriscunolida C.
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Figura 35: Espectro de RMN de ‘H de asteriscunolida C.

Asteriscunolida D

Se muestra en la figura 36, se analizd mediante RMN de H (figura 37), sus

principales desplazamientos se muestran en la tabla 6.

Se encontro en las fracciones HDN4, HDN5 y HDNG.

13

Figura 36: Estructura de asteriscunolida D.
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Figura 37: Espectro de RMN de H de asteriscunolida D.

t-cadinol

El t-cadinol (figura 38), se encontré en los extractos de hexano, y

diclorometano. Tras el fraccionamiento del extracto de hexano, se mantuvo en la

fraccidn de hexano descerado neutro y posteriormente en las fracciones HDN4 y

HDNS.

Se analiz6 mediante RMN de *H y se obtuvieron los resultados que se

muestran (figura 39).

\
\\\

OH

Figura 38: Estructura del t—cadinol.
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Figura 39: Espectro de RMN de *H del t-cadinol (CDCls, 200 MHz).

Tabla 4: Desplazamientos quimicos mas caracteristicos en el espectro de RMN de
'H de t-cadinol, & en ppm (J en Hz), (200 MHz, CDCl5).

H 1-cadinol

5 5,58 sa

10 1,21s

12 0,91dJ=13,2
13 0,85dJ=13,2

s: singlete, d:doblete, sa: singlete ancho, m: multiplete

El analisis en GC-MS mostrd estos resultados para las muestras analizadas

que lo contenian (figura 40), donde se observa el espectro de la muestra real y la

obtenida por comparacion en la biblioteca de espectros.
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Figura 40A: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra Extracto de

Hexano para t-cadinol.

Hit 1 : tau.-Cadinol
C15H260; MF: 953; RMF: 954; Prob 57.0%; CAS: 5937-11-1; Lib: replib; 1D: 29006.
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Figura 40B: Resultados obtenidos mediante GC-MS para la muestra Extracto de

Hexano para t-cadinol, espectro procedente de la biblioteca de espectros.

En dos fracciones procedentes de la cromatografia en columna de HDNG6 y su
posterior separacion mediante capa fina preparativa se obtuvieron varios derivados

terpénicos, cuya estructura aun es desconocida.
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Terpeno A

Se analiz6 mediante RMN de *H (figura 41) y RMN de *3C (figura 42).

-----------------------
--------------
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Figura 42: Espectro de RMN de *3C del terpeno A (50 MHz, CDCl5).

Terpeno B
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Se analiz6 mediante RMN de *H (figura 43) y RMN de *3C

(figura 44).
1‘ f
, (! |
il
t!‘.L_L,,"'J‘ ) \‘_,-J \vd \M ,\_‘JL
AR S B S SRR A S

PP®

Figura 43: Espectro de RMN de *H del terpeno B (200 MHz, CDCls).

Aun no tenemos una propuesta definitiva de estructura para estos dos terpenos,
que parece que serian nuevos productos naturales al no estar sus espectros en la biblioteca

espectros de masas.

Las muestras de los diferentes extractos fueron enviadas a relizar estudios de
bioactividad a la Universidad de Leon frente a parasitos (Teladorsagia circuncinta y
Leishmania infantum) y a la Universidad de Antioquia (Colombia) para realizar ensayos
antiflngicos y frente al virus del Dengue. Ademas se prepararon muestras para enviar al
Instituto Politécnico de Braganca para el estudio de su citotoxicidad frente a lineas
celulares cancerosas, y para el grupo de Parasitologia de la Universidad de Salamanca

frente a nematodos.

Estos bioensayos se estan realizando, por lo que todavia no hay resultados.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se continda con el analisis de la composicion quimica de Asteriscus

aquaticus (L.) Less. que fue iniciado por la Universidad de Salamanca en los afios 80.

A partir de la planta seca se obtuvieron extractos a temperatura ambiente en
hexano, diclorometano, diclorometano-metanol (1:1), metanol y metanol-agua (8:2), asi

como una infusion en agua.

Se obtuvieron las lactonas sesquiterpénicas que habian sido previamente aisladas

en Asteriscus aquaticus: asteriscunolida A, B, Cy D.
Se obtuvieron dos compuestos terpénicos con estructura aun desconocida.
Se obtuvieron tres fitosteroles: estigmasterol, sitosterol y campesterol.
Se obtuvo un triacilglicerol.
Se obtuvo t-cadinol.

Todos los extractos, asi como los productos obtenidos, fueron enviados para
realizar bioensayos contra diversas lineas celulares el cancer, parasitos humanos y

animales y el virus del Dengue.

El andlisis de las distintos extractos obtenidos y del resto de fracciones permitira

una caracterizacion quimica completa de esta compuesta.

40



8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Instrumentacioén

o Las fracciones obtenidas se concentraron a presion reducida a temperatura de 40

°C en un rotavapor (Buchi R-210) con bafio calefactor (modelo B-491) de la misma

marca.
o El agua de la fraccién acuosa se elimind en un liofilizador (Telstar, modelo
LyoQuest).

o Para la identificacidn de las moléculas presentes en los extractos se utilizaron los

siguientes equipamientos:

o Espectrometros de resonancia magnética nuclear

(RMN) Varian Mercury Vx 400 MHz, utilizado para la obtencion de los espectros
de RMN de H (400 MHz) y Varian Mercury 200 MHz para la obtencion de los
espectros de RMN deH (200 MHz para *H y 50 MHz para *C). Las muestras se
solubilizaron en cloroformo deuterado (CDClz) o en metanol deuterado
(CD30D) (Cambridge Isotope Laboratories). Como referencia interna se utilizo la
sefial residual del disolvente sin deuterar. Los desplazamientos quimicos (8) se
expresan en partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hercios
(H2).

o Cromatografo de gases (Agilent Technologies 7820 GC) acoplado a un
detector de masas (Agilent Technologies 5977B ElI MSD), GC/MS; Columna

cromatografica HP-5ms (Fenilo al 5 % y dimetilpolisiloxano al 95 %) con helio

como gas portador. Identificacion por comparacion de los espectros de masas de
los compuestos utilizando la actualizacion 2017 de la biblioteca de espectros de
masas Wiley 11" con NIST2016.

o Espectroscopia IR

Los ensayos se realizaron en espectrofotometros Spectrum BX (FT-IR System,

PerkinElmer), todos ellos en pelicula sobre cristales de NaCl.
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o Espetroscopia de masas de alta resolucién (HRMS)

Los espectros de masas de alta resolucion se adquirieron en un espectrometro
QSTAR XL, modelo Applied Biosystems, empleando el electrospray como modo
de ionizacién a 5500 V y un detector hibrido de cuadrupolo-tiempo de vuelo (ESI-
Q-TOF), introduciendo las muestras a través de un cromatégrafo HPLC Agilent

1100. Los iones observados se expresan como m/z.

8.2 Técnicas cromatograficas

o Cromatografia en capa fina (analitica): la muestra se depositd sobre
laminas de poliéster Polycrom Si Fzs4 de 0,25 mm de espesor de capa con recubrimiento
de gel de silice e indicador fluorescente. Tras elucion con la mezcla de disolventes
adecuada para cada necesidad, se observaron al UV, y en algunos casos se revelaron con
acido fosfomolibdico al 10% calentando a 110 °C unos segundos.

o VLC: Vacuum Liquid Cromatography (Pelletier et al., 1986) es una
cromatografia rapida o percolacion a vacio. Para ello se utiliza una placa de filtrado sobre
la que afiadimos silicagel. Se afiade la fase estacionaria en forma sélida y se presiona por
succion a vacio con la ayuda de un tapdn de caucho. Los extractos se depositan en fase
solida adsorbidos sobre silica gel en una proporcion 1:2. El extracto se distribuye sobre
el soporte de silice obteniendo una fina capa homogeénea de extracto en la parte superior.
Se coloca en la parte superior un papel de filtro con el mismo didmetro que la parte interior
de la placa filtrante. Después se afiadieron consecutivamente los eluyentes secando a

vacio entre cada una de las etapas.

o Cromatografia de flash en columna: Se utilizaron columnas de vidrio
rellenadas con gel de silice 40-60 um con una presion media (2 atm) para la fase
estacionaria, se deposito la muestra en la parte superior, disuelta en la minima cantidad

de disolvente o adsorbida en silice, y se utilizaron eluyentes de polaridad creciente.

o Cromatografia en capa fina: La muestra se deposit6 sobre laminas de PCL
Silica Gel 60 F2s4, 1 mm con zona de concentracion 20 x 4 cm con recubrimiento
de gel de silice e indicador fluorescente. Tras la elucion con la mezcla de

disolventes adecuada, se observd al ultravioleta y se marcaron las bandas a
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separar. Cada banda se separ6 de la placa, se homogeneizé con el mortero, se
desactivo mezclando con unas gotas de agua. Después se utilizd columna de

preparativa para, pasando acetato de etilo liberar la sustancia de la silice.

8.3 Material vegetal

La muestra objeto de analisis de A. aquaticus fue recogida en el término
de Almenara de Tormes, en el paraje conocido como Valcuevo Chico (Salamanca,
Esparfia), en las coordenadas 41°03'39.23" N y 5°48'44.20" W, a 770 m de altitud
sobre el nivel del mar el dia 30 de junio de 2016. Identificada como “Asteriscus
aquaticus (L.) Less.” por el Dr. Cipriano Jesus Valle, que conservé un pliego de
referencia en el herbario de la Universidad de Salamanca SALA con el
identificador 158955. Fue secada a temperatura ambiente, cortada en tres partes
(radicula, tallo inferior sin hojas, y tallo superior con hojas y flores) y triturada la

parte superior hasta la obtencién de un polvo homogéneo.

8.4 Extraccion vy aislamiento

Se realizaron maceraciones 660g de planta en 2 x 3 L de cada disolvente
respectivamente, con agitacion a temperatura ambiente consecutivas con periodos
superiores a 20 h cada una, con hexano, diclorometano, diclorometano-metanol (1:1),
metanol, metanol-agua (8:2), repitiendo tres veces con cada disolvente antes de cambiar
al siguiente. Finalmente se realizé una Gnica infusion con 50 g del residuo vegetal tras
las maceraciones, en agua caliente. Se mantiene un testigo de cada extracto para
posibles extracciones futuras con otras técnicas. Para la eliminacion del disolvente tras
la maceracién en hexano, diclorometano (DCM), diclorometano-metanol (1:1) y
metanol (MeOH), se utilizé rotavapor a 40 ° C. En los extractos de metanol-agua (8:2) y
en la infusion, para evaporar el metanol y reducir al maximo el volumen de agua se

utilizo rotavapor a 50 ° C, liofilizando posteriormente los extractos.
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Tabla 5: Resultados obtenidos a partir de las maceraciones sucesivas a partir del

extracto de sumidad florida de A. aquaticus.

Disolvente extractor Obtencion (g) Rendimiento %

Dial Dia2 Dia3 Total 1 2 3 Total

Hexano 18,77 6,01 151 2681 284 091 0,22 3,97
DCM 639 180 09 920 09 027 013 1,36
DCM-MeOH (1:1) 13,65 8,07 7,66 29,49 206 1,22 116 4,44
MeOH 1050 9,16 8,18 2793 159 138 124 421
MeOH-H:0 (8:2) 12,01 12,12 1092 3505 182 1,83 165 5,30
Infusion agua caliente 1,35 1,35 2,7 2,7

8.4.1 Descerado del Extracto de Hexano

El extracto de hexano (26,81 g) se descera con metanol, separandose una
fraccion insoluble en metanol a 50 °C y tras llevar a -20 °C durante al menos 48
h, una fraccion insoluble en metanol frio (figura 15). Con la fraccién soluble se
repite el proceso, reuniendo las partes semejantes resultantes de las dos etapas. Se
obtuvieron 10,93 g de descerado (HD) (fraccion soluble en metanol caliente y
posteriormente en metanol frio), 9,07 g de ceras duras (fraccion insoluble en

metanol caliente) y 4,17 g de ceras blandas (fraccion insoluble en metanol frio).

8.4.2 Separacién acido-base

El descerado del extracto de hexano se separa por extraccion liquido-liquido
con Et;0 y sucesivas extracciones con disoluciones acuosas de NaHCO3 saturado (4
veces) y NaxCOz al 10% (4 veces). (Figuras 16 y 17). Se obtuvieron 8,31 g de fraccion
neutra, 1,28 g de acidos fuertes extraidos con NaHCOs y 161 mg de acidos medios

extraidos con Na>CO3.
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8.4.3 Fraccionamiento VLC de la fraccién neutra de hexano descerado

(HDN)

La fraccion neutra, 8,31 g, se fracciona mediante la tecnica cromatografica VLC

(figura 18), con los extractos depositados en fase sélida adsorbidos sobre silica gel. Se
utilizan 200 mL de mezclas de hexano, diclorometano, acetato de etilo (AE) y metanol,
cuya relacién fue cambiando para obtener fracciones de polaridad creciente. Se

obtuvieron 10 fracciones (tabla 6).

Tabla 6: Resultados obtenidos tras la separacion de la fraccion neutra de hexano

mediante VLC con eluyentes de polaridad creciente:

Fraccion Eluyente Cantidad de

sustancia (g)

HDN1 9 Hex:1 DCM 0,199
HDN2 75 Hex:25 DCM 0,152
HDN3 50 Hex:50 DCM 1,147
HDN4 DCM 2,403
HDNS 75 DCM:25 AE 3,057
HDNG 50 DCM:50 AE 0,775
HDN7 AE 0,261
HDN8 75 AE:25 MeOH 0,140
HDN9 50 AE:50 MeOH 0,066
HDN10 MeOH 0,028

En la fraccion 4 (HDN4), 2,40 g, obtenida con diclorometano, se observé la
formacién de un precipitado de aspecto cristalino (figura 19), por lo que se lavd con
hexano, la parte insoluble fue cristalizada con Et,O, obteniéndose 120 mg de
asteriscunolida A (San Feliciano et al., 1984). La parte soluble, 2,18 g, se fracciono
mediante VLC utilizando mezclas de hexano y acetato de etilo, cuya relacion fue

cambiando para obtener ocho fracciones de polaridad creciente, cinco de ellas con
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compuestos de interés para nuestro estudio (Tabla 7). Se identificaron triacilgliceroles, t-

cadinol y mezclas de asteriscunolidas A, B, C, D (tabla 7).

Tabla 7: Resultados obtenidos tras la separacion de la fraccion HDN4 soluble

mediante VLC con eluyentes de polaridad creciente:

Fraccion Eluyente Cantidad de Sustancia identificada

sustancia (mg)

HDN4B 95 Hex:5 AE 39 TAG y t-cadinol

HDN4C 9 Hex:1 AE 505 t-cadinol y TAG

HDNA4F 6 Hex:4 AE 375 Asteriscunolidas A, B,
CyD

HDN4G 1 Hex: 1 AE 88 Asteriscunolidas B,C y
D

HDN4H AE 4 Asteriscunolidas Cy D

La fraccion 5 (HDN5, 3,06 g) se fraccion6 mediante la técnica VLC utilizando
mezclas de hexano y acetato de etilo, cuya relacion fue cambiando para obtener seis
fracciones de polaridad creciente, cinco con compuestos de interés, que serian
cromatografiadas posteriormente, identificAndose triacilgliceroles, t-cadinol y mezclas

de asteriscunolidas,

En HDN5C (592 mg) se observo presencia de asteriscunolida A y otras lactonas
similares, por lo que se fracciond mediante cromatografia de flash en columna (figura
20). Las fracciones obtenidas se analizaron en cromatografia y por RMN de H,
obteniéndose 8 mg de asteriscunolida A, 10 mg de asteriscunolida B, 3 mg de

asteriscunolida C, 39 mg de t-cadinol, y fracciones con triacilgliceroles y fitoesteroles.

La fraccion HDNG6, 775 mg se cromatografio en columna eluyéndose con mezclas

de Hexano-Acetato de etilo de polaridad creciente. La fraccion 22-23 (6 Hex-4 AE) se
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cromatografi6 en una placa de cromatografia en capa fina (Figura 21), obteniéndose diez
bandas, de las bandas 6 y 8 fueron aislados compuestos terpénicos de estructura aun

desconocida.

8.5 Ensayos de Bioactividad

Tras el anlisis de la composicion quimica de A. aquaticus, se enviaron a realizar
bioensayos de los diferentes extractos iniciales (hexano, diclorometano, diclorometano-
metanol, metanol, metanol-agua e infusion), las distintas fracciones de hexano tras el
descerado (fracciones con acidos fuertes, acidos medios y neutra), y de los compuestos
(asteriscunolida A, la mezcla de asteriscunolidas, y la mezcla de r-cadinol y
triacilgliceroles) obtenidos por fraccionamiento. Se enviaron a la Universidad de Ledn,
a los grupos del Dr. Rafael Balafia Fouce, del Departamento de Ciencias Biomédicas, y
de la Dra. Maria Martinez Valladares, del Instituto de Ganaderia de Montafia para el
estudio de efectos antiparasitarios como antileishmanicos: frente a Leishmania infantum
(promastigotes extracelulares y amastigotes intracelulares), junto a esplenocitos de raton
(las células hospedadoras) y lineas celulares humanas; y como antihelmintico: frente a las
tricostrongilidosis ovinas frente al nematodo gastro-intestinal de rumiantes Teladorsagia
circuncinta. Se enviaron a realizar ensayos antifungicos y frente al virus del Dengue, al
grupo de la Dra. Liliana Betancur, del Grupo de Investigacion Dermatologica de la
Universidad de Antioquia (Colombia). Y fueron preparadas muestras para enviar al
Instituto Politécnico de Braganca para estudiar su citotoxicidad frente a distintas lineas
celulares de cancer, hepatoxicidad y como anti-inflamatorios y al departamento de
Parasitologia de la Universidad de Salamanca para estudiar sus efectos frente al nematodo

Strongyloides venezuelensis.
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