Homenaje a
Alicia Seldes

licia M. Seldes naci6 en la ciudad de

Buenos Aires el 31 de julio de 1945.
Cursé sus estudios de la Licenciatura en
Quimica en la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales (UBA) y a los 29 afos obtuvo
su titulo de Doctora en Ciencias Quimicas
luego de presentar su Tesis Doctoral en la
sintesis de tetrazoles a partir de
aldononitrilos acetilados. En el afio 1978
particip6 junto con el Dr. Eduardo Gros en
la creacion de UMYMFOR (CONICET -
FCEN, UBA), de la cual fue su
subcoordinadora durante 25 afos. Su con-
tribucion y dedicacion permanente fue de-
cisiva para el desarrollo de esta unidad de
investigacion y servicio. Alicia ocupé todas
las categorias de cargos docentes en la Fa-
cultad de Ciencias Exactas, desde Ayudan-
te de Segunda hasta Profesora Titular Ple-
naria y como Miembro de la Carrera del In-
vestigador Cientifico del CONICET, desde
Investigador Asistente hasta Principal.

Si bien realizé su tesis doctoral en hidratos
de carbono, su campo de investigacion se
orientd inicialmente al de los esteroides en
la sintesis de productos marcados para el
estudio de rutas metabdlicas de los mismos,
estudios de reordenamientos y caracteriza-
cién por resonancia magnética nuclear y por
espectrometria de masa. En el afio 1983
publicé por primera vez una serie de traba-
jos sobre esteroles de organismos marinos
y organismos acuaticos de agua dulce y ésto
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marc6 un nuevo hito en su carrera cientifi-
ca al iniciar una linea de investigacion origi-
nal en nuestro pais en el campo de los pro-
ductos naturales de origen marino, lo cual
fue reconocido en noviembre de 2002 por
la Academia Nacional de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales con el otorgamiento del
Premio “Dr. Eduardo G. Gros" en Quimica
Orgénica de Productos Naturales. Anterior-
mente, habia recibido el Premio KONEX.
Diploma al Mérito en Quimica Orgénica en
1993 y el Trébol de Plata del Rotary Club
Internacional en 1994.

Su interés y amplia experiencia en las técni-
cas de espectrometria de masa, la convir-
tieron en una referente indiscutida en nues-
tro pais y en subcoordinadora del LANAIS
de espectrometria de masa de nuestra fa-
cultad desde 1992 hasta 2002. Alumnos de
doctorado y de grado de la Universidad de
Buenos Aires y de otras Universidades de
nuestro pais (Bahia Blanca, Cérdoba, Salta,
Comodoro Rivadavia, Santa Fe) y del exte-
rior (Chile y Costa Rica) se beneficiaron con
sus excelentes clases, permanentemente
actualizadas con los resultados mas
novedosos en el tema.

En el afio 1992, su sensibilidad y gusto por el
arte la motivaron a iniciar un nuevo desafio:
aplicar la quimica al estudio de muestras ar-
queoldgicas y obras de arte de nuestro pais.
Desarroll6 en este campo, nunca antes abor-
dado en Argentina, un intenso trabajo
interdisciplinario junto a restauradores,
arquedlogos e historiadores de arte con el
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apoyo de subsidios de la Universidad de Bue-
nos Aires, Fundacion Antorchas, ANPCyT y
de la Fundacién J. Paul Getty de EEUU.

Alicia public6 més de 100 trabajos de in-
vestigacion originales, presento cerca de 150
trabajos en congresos nacionales e interna-
cionales, dictd muchisimas conferencias en
el pais y en el exterior y participé activa-
mente en comisiones asesoras en CONICET
y en la UBA. Su destacada carrera cientifica
la llevo a ocupar la vicepresidencia de la
Sociedad Argentina de Investigaciones en
Quimica Organica (SAIQO) (periodo 1997
- 1999) y posteriormente su presidencia
(periodo 1999 - 2001).

El destino nos la arrebat6 el 23 de enero de
2003. Quienes fuimos sus discipulos y com-
partimos muchas horas a diario en el labo-
ratorio durante tantos afios, aprendimos a
través de su ejemplo, sentimos su apoyo
permanente para nuestros nuevos
emprendimientos y disfrutamos de su cari-
fio y calidez humana. También fuimos par-
ticipes de los logros de sus hijos, Mariana y
Gonzalo, y de la llegada de sus nietos. Lec-
tora voraz, entusiasta por los nuevos desa-
fios, valiente y trabajadora hasta ultimo
momento, nos dejo un recuerdo imborrable
de honestidad, empuje y de un profundo
compromiso con todo lo que emprendia.
Alicia fue una excelente investigadora y
docente, pero fue por sobre todo una mu-
jer excepcional que brill6 con luz propia. Por
todo ello, este nimero de Industria y Qui-
mica estd dedicado a su recuerdo.
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Metabolitos secundarios bioactivos de
Organismos marinos pertenecientes
al phylum Echinodermata

L 0S organismos marinos constituyen una
fuente de metabolitos secundarios de
una enorme diversidad quimica ya que sus
estructuras son muy distintas a las encon-
tradas en el dmbito terrestre. La investiga-
cion sistematica de especies marinas y el
interés en el rol biolégico y ecoldgico de sus
metabolitos secundarios han conducido al
descubrimiento de moléculas novedosas y
con actividades biolégicas promisorias [1].
En nuestro pais son muy pocas las especies
marinas que han sido estudiadas desde el
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punto de vista quimico y por lo tanto el Mar
Argentino constituye una fuente poco ex-
plorada y explotada al dia de hoy de nue-
vos compuestos bioactivos.

En los ultimos 10 afios hemos estudiado los
metabolitos secundarios de una serie de or-
ganismos marinos pertenecientes al phylum
Echinodermata (del griego echinos, espino-
so y derma, piel), el cual comprende alrede-
dor de 7.000 especies vivientes ampliamen-
te distribuidas en todos los océanos y a dis-
tintas profundidades. El phylum se divide en
5 clases: Holoturoidea (pepinos de mar u
holoturios), Asteroidea (estrellas de mar),
Ophiuroidea (ofiuros), Crinoidea (lirios y plu-
mas de mar) y Echinoidea (erizos de mar).
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Los organismos de las clases Asteroidea y
Holoturoidea se caracterizan por producir
mezclas complejas de glicdsidos esteroidales
y triterpenoidales, respectivamente, los cua-
les son responsables de su toxicidad general,
pudiendo cumplir un rol defensivo debido a
sus propiedades membranotropicas. Estos
metabolitos secundarios (saponinas) son muy
comunes en el reino vegetal pero en el reino
animal se han encontrado sélo en estos
equinodermos y en algunas esponjas,
alcionarias, algas verdes y en peces del gé-
nero Pardachirus. Varias caracteristicas es-
tructurales de las agliconas y de las cadenas
de oligosacérido diferencian a las saponinas
de estrellas de mar (asterosaponinas) de las
de holotureos (holoturinas) (Fig. 1).

Editorial

(viene de p&g. 1)

La Asociacién Quimica Argentina fundada hace 95
anos por pioneros y desarrollada por muchos miles de qui-
micos a lo largo de ese tiempo —quienes claramente com-
prendieron que ninguna carrera puede subsistir y progre-
sar sin una institucién representativa— constituye el enor-
me legado que recibimos y es un ejemplo de entidad presti-
giosa, de trayectoria impecable y reconocida presencia en
la comunidad, Asociacién que reune y a la que deben per-
tenecer quienes se vinculan con esa ciencia desde el estu-
dio, la investigacion basica, el desarrollo aplicado, la activi-
dad empresaria, la ensenanza y el interés cultural.

Es que entre otros servicios y funciones para los so-
cios, la AQA facilita su importante sede social, el contacto
con colegas, la canalizacion de inquietudes profesionales,

la defensa de su campo de actuacion, la asistencia a los aso-
ciados con cursos, libros de texto, bibliografia y documenta-
cién en quimica, sus publicaciones periodicas Industria y
Quimica, Journal of the Argentine Chemical Societyy el Bo-
letin Electrénico, la organizacién de congresos, reuniones y
conferencias especializadas, la vinculaciéon con entidades
extranjeras, ademas de actividades de cultura general.

Al comenzar mi labor como presidente, reitero a to-
dos los quimicos y estudiantes atin no socios la invitacién
cordial a asociarse, para que la sinergia que deriva de la
actuacién mancomunada de muchos incremente los bene-
ficios que les brinda nuestra Asociacion.

Carlos A. Azize



Figura 1. Saponinas de estrellas de mar (estructura A) y de holotureos (estructura B)

Las asterosaponinas (estructura A) contienen
un nucleo esteroidal con un grupo sulfato
unido al C-3 y unla cadena de oligosacarido
unida al C-6 de de la aglicona. Las holoturinas
(estructura B) presentan una cadena de
oligosacarido unida al C-3 del esqueleto
triterpenoidal con grupos sulfato unidos a las
unidades de monosacérido en un 60 % de
las holoturinas aisladas hasta el momento [2].
Las saponinas de estrellas de mary holotureos
presentan un amplio espectro de actividades
biolégicas: antifungica, citotdxica, hemolitica,
antiviral, antitumoral e inmunomodulatoria,
las cuales son una consecuencia de su ac-
cibn membranotrépica frente a A>-esteroles
en membranas celulares. Las saponinas for-
man complejos con estos esteroles desarro-
llando canales iénicos y poros de mayor ta-
mano lo que produce una alteracion de las
propiedades fisico-quimicas de las membra-
nas. Las estrellas y pepinos de mar son re-
sistentes a sus propias saponinas debido a
la presencia de A7- y A%'-esteroles, A°-

esteroles sulfatados y B-xilosidos de
esteroles en lugar de los A>-esteroles libres.

Los primeros trabajos de evaluacién de ac-
tividades bioldgicas de saponinas aisladas de
equinodermos se realizaron con extractos
purificados de estos organismos marinos.
Esta tendencia ha cambiado en los ultimos
afios y actualmente las estructuras
novedosas publicadas en la literatura inclu-
yen estudios de actividad biolégica que per-
miten establecer correlaciones estructura-
actividad y contribuyen a una mejor com-
prensién de la funcién que cumplen estos
metabolitos secundarios en los organismos
productores. Por ejemplo, la estrella de mar
Anasterias minuta, endémica de las costas
cercanas a Comodoro Rivadavia, produce
tres saponinas mayoritarias (1-3) (Fig. 2),
las cuales presentan la misma cadena de
hexasacarido y se diferencian en la estruc-
tura de la cadena lateral del esqueleto
esteroidal [3].
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Figura 2. Saponinas aisladas de Anasterias minuta.
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La evaluacion de la actividad antifingica
frente al hongo fitopatégeno Cladosporium
cucumerinum de los tres compuestos mos-
tré que mientras Versicosido A (1) y
Anasterosido A (2) resultaron activos,
Anasterésido B (3) no mostré actividad
antifingica. También resulté inactivo el pro-
ducto obtenido por desulfatacion solvolitica
de la saponina 1. Por otra parte, la hidrdlisis
enzimatica de 1 con una mezcla de
glicosidasas de Charonia lampas rindi6 dos
glicdsidos, el triglicosido 1a (Forbésido H) y
el pentaglicosido 1b (Thornasterdsido A).
Luego de su separacion por HPLC, 1b pre-
sentd una actividad antiftingica similar a la
de las saponinas 1 y 2, mientras que el
triglicosido 1a resulto inactivo. Estos resul-
tados indicarian que la cadena de
oligosacarido junto con la cadena lateral del
esteroide y la presencia de un grupo sulfato
en C-3 son caracteristicas estructurales im-
portantes en la actividad antifingica de es-
tas saponinas.

La toxicidad de las saponinas aisladas de
Anasterias minuta y de una estrella de mar
de Chile (Heliaster helianthus) ha sido de-
mostrada in situ con especies de
invertebrados intermareales en Mar del Pla-
ta, Comodoro Rivadavia y Peninsula Valdés.
Se observaron reacciones de escape,
inmovilidad y muerte de los organismos al
contacto con las fracciones enriquecidas en
saponinas [4]. Un ejemplar del molusco
Siphonaria lessoni liberé una mucosidad
blanquecina al entrar en contacto con estas
fracciones. Una reaccion similar se produjo
en ejemplares de S. lessoni bajo estimulo
mecénico, mediante presién del manto del
animal. El andlisis por RMN "H y de 3C del
extracto de cloruro de metileno de la
mucosidad mostré la presencia de dos com-
puestos polipropionados (3 y 4) (Fig. 3), los
cuales habian sido aislados previamente de
S. lessoni de Chile y S. pectinata. Algunos
autores han sugerido que los compuestos
polipropionados en moluscos de la especie
Siphonaria cumplirfan un rol defensivo. La
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identificacion de estos compuestos en alta
concentracion en la mucosidad liberada
avalaria esta propuesta.

Ademas de saponinas, las estrellas de mar
producen glicésidos de esteroides polihi-
droxilados, los cuales forman mezclas com-
plejas de compuestos minoritarios. Las uni-
dades de monosacarido (una o dos) estan
usualmente unidas al C-24 de la cadena la-
teral de la aglicona esteroidal, aunque en
varios de estos metabolitos secundarios los
sitios de glicosidaciéon comprenden C-3, C-
26, C-28 o0 C-29. Estos compuestos mues-

3 R=CH,CH,
4 R=CH,

saponinas 1-3, contiene los monoglicésidos
sulfatados 5-7 (Fig. 4) [5], los cuales presen-
tan una actividad antifiingica menor que las
saponinas 1y 2.

Al igual que A. minuta, la mayoria de las
estrellas de mar producen mezclas comple-
jas de glicosidos esteroidales, lo cual requiere
de la aplicacion de varios pasos de purifica-
cion para obtener los compuestos puros. Al
trabajar con extractos etandlicos de orga-
nismos marinos, el primer paso es la elimi-
nacion de sales, principalmente cloruro de
sodio. Esto se logra percolando el extracto

Figura 3. Norpectinatone (3) y Pectinatone (4) identificados en la

mucosidad de Siphonaria lessoni.

5R = SO,-Na*, D2
6 R = SO,-Na*

Figura 4. glicésidos polihidroxilados sulfatados de A. minuta.

tran una variabilidad estructural mucho ma-
yor que la de las asterosaponinas debido a la
posibilidad de hidroxilacién en distintas po-
siciones del esqueleto esteroidal (3B, 6 (o 0
B),8,15 (0o P), 16 (0 B) y 24), a la iden-
tidad y posicion de la unidad de
monosacarido y a la presencia de grupos
sulfato. La estrella A. minuta, ademas de las

acuoso remanente de la evaporacion del
etanol por la resina Amberlite XAD-2, la-
vando con agua destilada hasta reaccién
negativa de cloruro (con una solucién acuo-
sa de nitrato de plata) y eluyendo los
glicésidos con metanol. El extracto
metandlico contiene la mezcla de

asterosaponinas y de glicosidos de esteroides

polihidroxilados, los cuales pueden separarse
en ambos grupos de metabolitos secundarios
en funcién del peso molecular en una colum-
na de Sephadex LH60 utilizando una mezcla
de MeOH:H,O (2:1) como solvente de
elucion. Las fracciones obtenidas se purifican
por cromatografia en columna seca de silica
gel C-18 con mezclas de metanol y agua, con
cantidades crecientes de metanol. La separa-
cién final de los glicdsidos se realiza por HPLC
en columna de fase reversa eluyendo en ge-
neral con MeOH:H,O (60:40).

Los compuestos se caracterizan luego por
espectrometria de masa y RMN 'H y de "C
en una y dos dimensiones. La espectrometria
de masa es una técnica analitica muy sensible
que posibilita el estudio de compuestos pola-
res de alto peso molecular mediante la aplica-
cién de técnicas de ionizacion suaves como el
bombardeo con dtomos rapidos (FAB, fase
atom bombardment), electrospray (ESI) y
MALDI (matriz assisted laser desorption
ionization), ya sea en modo de iones negati-
vos 0 positivos. Los glicosidos esteroidales
sulfatados pueden ser caracterizados por es-
tas técnicas sin derivatizacién previa,
obteniéndose datos sobre su peso molecular
y la secuencia de monosacaridos en la cadena
de oligosacarido a partir del andlisis de patro-
nes de fragmentacion. La aplicacion de técni-
cas de espectrometria de masa tandem (EM/
EM) permite obtener informacién sobre me-
canismos de fragmentacion de compuestos
conocidos e informacién estructural sobre
metabolitos nuevos.

A diferencia de las saponinas de estrellas de
mar, las holoturinas son compuestos de
mayor toxicidad, se encuentran en mayor
proporcién en los organismos productores
y son especificos para diferentes grupos
taxonémicos de holotureos. Las agliconas
de estas saponinas presentan un anillo
lactonico 18,20y se clasifican en dos series:
las que presentan un doble enlace A>' y
aquéllas con uno A’. Recientemente hemos
estudiado tres especies de holotureos, dos



de ellos recolectados en el Mar Argentino:
Psolus patagonicus y Hemoiedema spec-
tabilis y un tercero en las cercanias de las
Islas Georgias del Sur: Staurocucumis
liouvillei. Los tres holotureos producen
tetraglicosidos triterpenoidales sulfatados en
las unidades de monosacarido.

Los Hemoiedem®ésidos A (8) y B (9) (Fig. 5)
presentan la misma aglicona triterpenoidal
y se diferencian en el grado de sulfatacion
de la cadena tetraglicosidica. Ambos
glicésidos presentaron actividad antifingica
frente al hongo fitopatogeno Cladosporium
cucumerinum, siendo mas activos que
benomyl, un fungicida comercial [6]. La
evaluacion de las zootoxicidades de 8 y 9
en el bioensayo de mortalidad de larvas del
crustdceo Artemia salina mostré una alta
toxicidad del glicésido 8 (CL,, 18.7 ppm)
en comparacion con 9 (CL,, 47.5 ppm),
mientras que el derivado semisintético
desulfatado resulté mucho menos citotoxico
(CL,, 424.5 ppm).

Patagonicésido A (10) aislado de P.
patagonicus (Fig. 6) presenta la misma ca-
dena glicosidica que 8 y se diferencia de éste
en el doble enlace en A’ y la presencia de
dos grupos hidroxilo en C-12 (o) y C-16 (a)
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8 R,=R,=50,Na", R = H
9 R =R,=R,=50,Na’

[71. Comparando las actividades antiftingicas
de 8,9y 10, este Ultimo glicdsido presenta
una actividad menor. A diferencia de lo que
se observa en asterosaponinas, los derivados
semisintéticos desulfatados de 8-10 retienen
la actividad antiftingica pero son mucho
menos activos. Estos resultados sugieren que
tanto la estructura de la aglicona como la
presencia y el nimero de grupos sulfato en
la cadena de oligosacarido juegan un papel
importante en la actividad antiflingica de
estas saponinas.

-

Figura 6. Patagonicosido A aislado

10

de Psolus patagonicus.

Los Liouvillésidos A (11) y B (12) (Fig. 7)
aislados de Staurocucumis liouvillei son
glicésidos trisulfatados con la misma cade-
na glicosidica que 9. Ambos compuestos se
diferencian en un doble enlace en C-24 y
presentan actividad virucida frente a herpes
simplex, siendo el glicésido 12 el mas acti-
vo [8]. Varias saponinas naturales aisladas

Figura 5. Holoturinas aisladas de Hemoiedema spectabilis.
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11 R = cadena de oligosacérido de 9, D*

12 R, = cadena de oligosacarido de 9*

Figura 7. Holoturinas aisladas de
Staurocucumis liouvillei.

de plantas presentan un comportamiento
similar, ya sea ejerciendo un efecto virucida
directo o por interferencia en un paso del
ciclo de replicacién del virus.

A diferencia de los organismos de las clases
Asteroidea y Holoturoidea, los ofiuros se ca-
racterizan por producir esteroides
disulfatados en C-3 (o) y C-21 con grupos
hidroxilo adicionales en los anillos A y B. Es-
tos compuestos también han sido aislados
de algunas especies de esponjas. En los Ulti-
mos afios hemos caracterizado varios
esteroides sulfatados novedosos de ofiuros
del Atlantico Sur como por ejemplo los com-
puestos 13-16 (Fig. 8) aislados de
Ophiocoma echinata y Ophioplocus januarii
[2]. Estos compuestos presentaron actividad
antiviral frente a virus patégenos en huma-
nos como el virus herpes simplex, sincitial
respiratorio y virus Junin, responsable de la
fiebre hemorragica argentina. La evaluacién
de la actividad antiviral de otros esteroides
disulfatados naturales aislados del ofiuro
antartico Astrotoma agassizii, nos permitio
identificar como caracteristica estructural im-
portante para la actividad antiviral la presen-
cia de grupos hidroxilo sulfatados en C-2 y
C-3 del nucleo esteroidal.

Dado que una limitacién seria para la reali-
zacién de estudios de actividad biol6gica de
productos naturales marinos es su baja pro-
porcién en algunos organismos producto-
res, la sintesis de analogos se presenta como
la mejor alternativa en estos casos. Partien-
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Figura 8. esteroides disulfatados aislados de O. echinata y O. januarii.
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Figura 9. Anélogos monosulfatados y disulfatado de 2f,3a-dihidroxi-5a-colestano.

do de 3B-hidroxi-50.-colestano, por tosilacion
y eliminacién, introdujimos un doble enlace
en C-2-C-3, el cual por epoxidacion y pos-
terior apertura del epéxido en medio acido
rindié el andlogo dihidroxilado en C-2 (B) y
C-3 (o) (Esquema 1).

El 2B,3a-dihidroxi-50-colestano fue
sulfatado utilizando el complejo de triéxido
de azufre-trietilamina obteniendo los com-
puestos monosulfatados en C-2y C-3 y el
disulfatado (Fig. 9).

Los compuestos monosulfatado en C-2 y
disulfatado fueron los mas activos frente al

virus herpes simplex (HSV-2), mientras que
el dihidroxilado resulté inactivo. El esteroide
disulfatado presento el mejor indice de se-
lectividad (relacién entre la concentracién
de compuesto necesaria para reducir la via-
bilidad de las células en un 50% vy la con-
centracién que reduce el nimero de placas
de virus en un 50%) y por eso se continud
con las pruebas de actividad frente al virus
Junin y al virus del dengue. El esteroide
disulfatado resulté inactivo frente al virus
Junin pero present6 una marcada actividad
inhibitoria frente al virus del dengue [9].
Estos resultados indican que el 2,30-
dihidroxi-5a-colestano disulfatado es un

buen compuesto modelo para introducir
grupos funcionales adicionales en el esque-
leto esteroidal y la cadena lateral para esta-
blecer correlaciones entre la estructura y la
actividad inhibitoria frente a virus patégenos
en humanos. Recientemente se han aislado
de esponjas varios esteroides polihidroxilados
sulfatadosen C-2 (o), C-3 B)y C-6 (o0 )
que presentan actividad antiviral frente al
virus de la leucemia y HIV. Estos resultados
indican que los esteroides sulfatados en los
anillos Ay B se presentan como compuestos
con potencial actividad antiviral frente a vi-
rus patégenos en humanos.

En conclusién, los organismos marinos son
una fuente poco investigada para el descu-
brimiento de nuevas moléculas con activi-
dades biolégicas promisorias. El estudio de
especies del Mar Argentino desde el punto
de vista quimico permitird encontrar nue-
vos metabolitos bioactivos, entender rela-
ciones entre especies y aumentar nuestros
conocimientos sobre recursos muy poco
explotados por nuestro pais.
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Aplicaciones cuantitativas de la
resonancia magnetica nuclear

INTRODUCCION

( : uando la mayoria de los quimicos pien-
sa en resonancia magnética nuclear

(RMN), la asocia a la elucidacién estructu-
ral y caracterizaciéon de moléculas. Esto es
razonable, ya que la RMN es hoy en dia la
técnica espectroscopica mas completa en
términos de proveer informacién estructu-
ral, no solo en pequefias moléculas sino tam-
bién en macromoléculas complejas como las
proteinas. Desde el desarrollo del primer
espectrémetro en 1950, la metodologia y
el equipamiento utilizado han sufrido cam-
bios importantes, dos hitos que cabe desta-
car son el uso del método de pulsos y trans-
formacion de Fourier que reemplazé al mé-
todo de barrido (o de “onda continua") y
la introduccién de imanes superconducto-
res en reemplazo de los electroimanes e
imanes permanentes en ambos casos a par-
tir de la década del 70. El método de pulsos
trajo una mejora importantisima en la sen-
sibilidad dando acceso a la RMN multinu-
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clear, especialmente de *C pero también de
BN, 7O, #Si, 3'P y muchos otros que hoy
en dia son rutina en cualquier espectréme-
tro moderno. Los imanes superconductores
permitieron romper la barrera impuesta por
la saturacion de los nucleos de hierro y al-
canzar campos magnéticos cada vez mas
altos ganando en sensibilidad y resolucién.
Finalmente los avances en la electronica y
un entendimiento detallado a nivel meca-
nocudntico del fendmeno nos ha dado una
miriada de experimentos de RMN que ex-
ceden largamente a los simples espectros
que se obtenian en los origenes del méto-
do, con 2, 3 y hasta 4 dimensiones de fre-
cuencia para asistir en la elucidacién estruc-
tural, andlisis conformacional y estudio de
sistemas dindmicos. Paralelamente el poten-
cial de la RMN ha sido reconocido en otras
areas, como por ejemplo su uso en la gene-
racién de imagenes para diagnostico clini-
co, hoy ampliamente difundido.

Alo largo de esta historia, la esencia de cual-
quier experimento de RMN ha sido medir
frecuencias de resonancia de los ntcleos de
interés con la mayor precision posible y po-
der diferenciar frecuencias cercanas. La pre-
cision de la medicion y estabilidad de los
espectrémetros modernos es asombrosa, 1

Gerardo Burton*

en 10° o mejor en mediciones que pueden
durar hasta varios dias, pudiendo distinguir
con facilidad diferencias menores de 0,5 Hz
en frecuencias absolutas de mas de 5¥10°
Hz. Esta informacion ademas tiene un alto
grado de reproductibilidad entre instrumen-
tos distintos permitiendo la comparacion
directa de datos espectroscopicos obtenidos
en laboratorios alrededor del mundo. En
paralelo a esta informacion, todo aquel que
utiliza y analiza espectros de RMN hace uso
de lainformacién cuantitativa también pre-
sente en los espectros que permite, a partir
del area de cada sefial determinar la canti-
dad relativa de ntcleos que le dan origen.
A pesar que los aspectos cuantitativos de la
técnica son bien conocidos y rutinariamente
utilizados desde los comienzos, su uso como
metodologia analitica cuantitativa alternati-
va es bastante mas reciente. A esto han con-
tribuido varios factores, entre los cuales el
elevado costo de los espectrémetros de RMN
jugd un papel importante. No menor ha sido
sin embargo el uso intensivo que los quimi-
cos, especialmente los quimicos orgénicos,
han hecho de la RMN con fines de caracteri-
zacién de moléculas que al no requerir una
precisién importante en los aspectos cuanti-
tativos, llevo a pensar que la metodologia
no era adecuada para esos fines.
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PARTICULARIDADES DE LAR
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Si bien una descripcion detallada de los prin-
cipios de la resonancia magnética nuclear
escapa a los fines de este trabajo, existen
ciertos aspectos de la RMN que merecen
ser destacados en comparacién con otras
espectroscopias tradicionalmente usadas en
quimica analitica cuantitativa (para una in-
troduccion a los principios de la RMN ver
[11). Como en otras espectroscopias (UV-
visible, IR), en RMN hay absorcién de ener-
gia de la radiacion electromagnética y esa
absorcién ocurre a frecuencias caracteristi-
cas relacionadas a la estructura de la molé-
cula. Sin embargo, a diferencia de otras
espectroscopias de absorcién, el fenémeno
de RMN solo se manifiesta en presencia de
un campo magnético que diferencia
energeticamente las posibles orientaciones
del momento magnético de los nuicleos. Las
cantidades de energfa involucradas son muy
pequefias y solo pueden medirse cuando el
campo magnético es muy intenso; aun asi
con los imanes mas poderosos disponibles
actualmente, la radiacién electromagnética
corresponde a las ondas de radio con fre-
cuencias por debajo del GHz.

El Unico requisito para que un nicleo sea
observable por RMN es que presente un
momento magnético no nulo, caracteristi-
ca que se da cuando el spin nuclear es dis-
tinto de cero. Todos los elementos de la ta-
bla periédica tienen al menos un isétopo que
cumple este requisito, si bien en muchos
casos la sensibilidad es baja o las sefiales son
muy anchas dificultando la medicién y res-
tandole utilidad. La tabla 1 muestra los nu-
cleos mas usados en RMN asi como algu-
nas caracteristicas de los mismos.

El tener que utilizar ondas de radio como
fuente de radiacion electromagnética, trae
aparejado algunas particularidades experi-
mentales que diferencian a los espectrome-
tros de RMN de un espectrofotémetro UV-

Tabla 1. Nucleos mas usados en RMN (todos de spin 1/2)

Nicleo  Abundancia Frecuencia de

natural  resonanciaa 11,75 T
BC 1,07 % 125,8 MHz
H 99,99% 500,1 MHz
P 100% 202,5 MHz
CE 100% 470,6 MHz
25 4,69% 99,4 MHz
N 0,36% 50,7 MHz

visible o IR. En primer lugar debido a que la
longitud de onda es en la escala de metros
(habitualmente 0,5 a 5 m) no es posible
enfocar o analizar las ondas de radio por
métodos dpticos (lentes, redes de difraccién,
etc.); se deben usar antenas direccionales y
circuitos electrénicos similares a los usados
en transmisores y receptores de radio, tele-
visién y telefonia celular. Por otra parte la
eficiencia de la absorcién por la muestra es
muy baja y debe irradiarse con un exceso
muy grande de energia de la cual se absor-
be una fraccién infima. Como consecuen-
cia de estas caracteristicas, no es posible
medir un espectro de absorcion “tradicio-
nal" y debe recurrirse a métodos mas sofis-
ticados para medir las frecuencias y la mag-
nitud de la absorcién. La RMN es conside-
rablemente menos sensible que otras espec-
troscopias de absorcion pero la sensibilidad
aumenta al aumentar el campo magnético.

ASPECTOS CUANTITATIVOS

Continuando con la comparacion con las
espectroscopias de absorcion, en éstas la
intensidad de las bandas de absorcién es
proporcional a la cantidad de moléculas en
el camino que atraviesa la radiacién elec-
tromagnética. En UV-visible e IR ese nime-
ro de moléculas estd directamente relacio-
nado con la concentracion del analito (C) y
la distancia recorrida por el haz de radia-
cion al atravesar la muestra (d). En esas con-

Informacién que brinda

Permite “ver" el esqueleto de una
molécula orgénica

Permite “ver" lo que rodea al
esqueleto carbonado

estructura de compuestos fosforados
estructura de compuestos fluorados
estructura de siliconas, etc.

estructura de compuestos nitrogenados

diciones surge la conocida expresion para
la absorbancia (A) dada por la ley de Beer-
Lambert:

A=aXdXC

El coeficiente de proporcionalidad a (la ab-
sortividad) es caracteristico de cada banda
pero no hay una relacién sencilla ni facil-
mente predecible entre las absortividades de
distintas bandas que deben ser determina-
das experimentalmente. En RMN no es po-
sible establecer el camino recorrido por la
radiacion electromagnética ya que ésta es
enviada a la muestra desde distintas direc-
ciones (generalmente hacia el interior de una
antena de geometria cilindrica). La intensi-
dad de las bandas depende ademas de fac-
tores instrumentales (homogeneidad del
campo magnético, sintonia), viscosidad,
temperatura, solvente y presencia de impu-
rezas paramagnéticas (incluido O,). Es asi
que el coeficiente de proporcionalidad con
la concentracién tiene una pobre reprodu-
cibilidad y no tiene aplicacién practica.

Por otra parte, en RMN cada grupo de nu-
cleos idénticos dara una sefial de compleji-
dad variable pero que puede ser asignada
en formainequivoca. El drea de esa sefial es
directamente proporcional a la magnetiza-
cion macroscopica de los nicleos que la pro-
ducen, que no es mas que la suma de los
momentos magnéticos de los ndcleos indi-
viduales. Como la magnitud del momento



magnético es una propiedad intrinseca del
tipo de nucleo ("H, C, 3'P, etc.) en un es-
pectro de RMN (por ejemplo de 'H), las
areas de las sefiales dependeran solamente
del numero de nucleos que le dan origen.
Existe entonces una relacién sencillay exacta
entre las dreas de las distintas sefiales en un
mismo espectro, dada por la cantidad rela-
tiva de nucleos que contribuyen a cada una
de ellas. Un detalle muy importante a tener
en cuenta es que estas dreas, al ser relati-
vas, son independientes de la concentracién
y se corresponden exactamente con la frac-
cién molar de cada grupo de nucleos idén-
ticos en la muestra. La aplicacién més sim-
ple de esto es la habitual integracion a que
se somete un espectro de RMN 'H, donde
la sefial de un CH, tendré un area 3 veces
mayor que la de un CHy 1,5 veces la de un
CH,. Sin embargo estas relaciones valen para
todos los grupos de 'H idénticos presentes
en la muestra, independientemente de que
pertenezcan o no a la misma molécula, lo
cual nos lleva a una aplicacién mas general
de la integracion de un espectro RMN que,
como se describe mas abajo, permite me-
diante un célculo sencillo obtener fraccio-
nes molares de los componentes de una
mezcla.

ASPECTOS EXPERIMENTALES

Antes de pasar a los ejemplos de aplicacion
cabe dar algunas precisiones sobre los de-
talles experimentales a tener en cuenta al
medir espectros para ser usados en deter-
minaciones cuantitativas. Es comun que en
un espectro de RMN "H de un compuesto
puro usado con fines estructurales, las areas
de las sefales se desvien hasta un 5-10%
(0 a veces mas) del valor esperado. Como
se sabe de antemano que las relaciones de-
ben corresponder a nimeros enteros (si una
sefial integra para 3,1 0 2,9 H sabemos que
el valor correcto es 3) estos errores no afec-
tan la interpretacion y ésta es tal vez la cau-
sa principal que ha llevado a pensar que la

RMN es una técnica imprecisa desde el pun-
to de vista cuantitativo. Esas desviaciones
tienen varios origenes:

Relajacién incompleta de algunos nticleos:
En el método de pulsos suelen medirse va-
rios espectros sucesivos (aplicando un pul-
so de radiofrecuencia y midiendo la sefial
resultante como amplitud en funcién del
tiempo) que se suman para mejorar la rela-
cion sefial/ruido del espectro y eliminar im-
perfecciones instrumentales. El espectro
como una gréfica de amplitud vs frecuencia
se obtiene por una transformacion de
Fourier de esa suma. Estrictamente, entre
mediciones debe esperarse el tiempo sufi-
ciente para que el sistema vuelva al equili-
brio, ese proceso sigue una recuperacién
asintdtica exponencial caracterizada por el
tiempo de relajacion spin-red T,. Luego de
aplicar un pulso de radiofrecuencia, se debe
esperar 5 veces T, para recuperar el 99,5%
de la magnetizacion original del sistema.
Como el valor de T, es funcion del entorno
de cada grupo de nucleos, puede ocurrir que
para un determinado intervalo entre medi-
ciones algunos nucleos recuperen su
magnetizacion de equilibrio y otros lo ha-
gan parcialmente, dando lugar a desviacio-
nes en los valores de integracion relativa
(que es proporcional a la magnitud de la
magnetizacion de cada tipo de nucleo). La
solucién a este problema es sencilla, deben
medirse los tiempos de relajaciéon de los
nlcleos involucrados (un experimento sen-
cillo de realizar) y asegurarse que el inter-
valo entre mediciones sea mayor que 5 ve-
ces (o mejor 9 veces) el T, més largo. Como
esto representa un incremento notable en
los tiempos de medicidn, no es una practica
habitual en los espectros medidos con fines
de elucidacién de estructura.

Efecto Overhauser Nuclear: Este se da en
nlcleos distintos de 'H cuando se miden
espectros con irradiacion simultanea de los
'H. La irradiacion simultanea o “desacopla-
miento” de los 'H es una préctica habitual
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al medir espectros de otros nucleos ya que
los simplifica. En RMN C por ejemplo, se
obtiene en estas condiciones una Unica se-
fial por cada carbono de la molécula; sin
embargo el area de esas sefiales puede te-
ner variaciones de hasta un 200% por trans-
ferencia de polarizacion magnética desde los
"H, un efecto muy util para aumentar la sen-
sibilidad pero desastroso si se busca infor-
macion cuantitativa, que ha llevado a la pre-
suncion errénea que los espectros de RMN
3C no pueden integrarse. Si se va a utilizar
un espectro de RMN C o 3P en forma
cuantitativa solo debe eliminarse el efecto
Overhauser nuclear (NOE), para lo cual exis-
ten secuencias de medicion especiales que
son estandar en cualquier espectrémetro
moderno.

Relacién sefial/ruido pobre: Una linea de
base con un alto nivel de ruido contribuye a
imprecisiones en la integracion de las sefia-
les, esto puede solucionarse facilmente ya
sea aumentando la cantidad de muestra
(muestra mds concentrada) y/o aumentan-
do el nimero de espectros N sumados (la
relacién sefial/ruido aumenta en forma pro-
porcional a VN). Este factor es particular-
mente importante en nucleos poco abun-
dantes y poco sensibles como *C.

Imperfecciones en la linea de base: Estas
estan asociadas a factores instrumentales
como problemas de sintonia en la sonda del
equipo, vibracion mecanica de la sonda o
tubos de muestra defectuosos. Imperfeccio-
nes en la forma de las lineas (que deberian
ser Lorenzianas) suelen deberse a
inhomogeneidad del campo magnético.
Solucionados esos factores, las imperfeccio-
nes remanentes en general pueden corre-
girse con el software de procesamiento.

Baja resolucién digital: Este es un factor a
tener en cuenta en espectros de RMN de
nlcleos que tienen un ancho espectral gran-
de como C, 3'P y "N, donde luego de la
digitalizacion las sefiales pueden quedar
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definidas por muy pocos puntos. Esto pro-
duce alejamiento de la forma natural
(Lorenziana) de las sefiales y desviaciones
en el area. Nuevamente este problema pue-
de solucionarse facilmente, incrementando
el tamafo de la tabla de datos de modo de
tener una resolucion digital adecuada.

Errores en la integracion: La forma natural
de las lineas de un espectro RMN corres-
ponde a la funcién de Lorenz (lineas
Lorenzianas), tienen el maximo en la fre-
cuencia de resonancia y luego caen hacia
los lados en forma asintotica. Este acerca-
miento asintético a la linea de base, intro-
duce un error en la integracion que es tanto
mayor cuanto mayor es el ancho a media
altura de la linea. Este factor pasa a ser des-
preciable si se tienen lineas estrechas (pre-
ferentemente menos de 2-3 Hz de ancho a
media altura)

Una descripcion detallada de aspectos
instrumentales y de operacién a tener en
cuenta y su efecto en los espectros, puede
encontrarse en [2].

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
VS. CROMATOGRAFIA DE GASES Y
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Si cada componente de una mezcla diera
una unica sefial en el espectro RMN, ese
espectro se pareceria a primera vista a un
cromatograma obtenido por cromatografia
de gases (CG) o cromatografia liquida
(HPLQ). Esto es bastante comun por ejem-
plo, en el caso de espectros de RMN 3'P de
pesticidas fosforados donde habitualmente
cada componente contiene un Unico ato-
mo de fésforo (o dos equivalentes) (Figura
1). Existen sin embargo varias diferencias a
considerar que se resumen a continuacion.
En primer lugar la posicién de las sefiales en
el espectro esta dada por el desplazamien-
to quimico del nticleo directamente relacio-
nado a la estructura de la molécula, es decir

que esa posicion contiene informacion es-
tructural precisa que puede ser comparada
directamente con datos de literatura (por la
elevada reproducibilidad que tiene el des-
plazamiento quimico) y correlacionada con

e
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En segundo lugar el factor de respuesta de
los detectores usados en CG o HPLC varia
de un analito a otro. Ese factor solo puede
determinarse experimentalmente utilizando
estandares certificados (de pureza conoci-

38%8ara ]

v [

T
I Metamidofos
il il
AT N+ S .
70 60 50 40 30 20 10 0 10 L

Figura 1. Espectro de RMN 3'P de metamidofos (O,S-dimetil fosforoamidotioato) técnico.

La sefial a 36,7 ppm corresponde a metamidofos (escala vertical multiplicada ¥10 para

visualizar sefiales menores). Se observan resueltas, sefiales de mas de 30 impurezas con

fracciones molares que van de 0,05 a 0,002.

los espectros de RMN "Hy C. El dato equi-
valente en un cromatograma, el tiempo de
retencién, depende de numerosos factores
(flujos, presiones, estado de la columna, etc)
y no tiene una correlacion directa con la
estructura mas alla de relaciones de polari-
dad o volatilidad; dificilmente alguien iden-
tificaria un compuesto por encontrar que
tiene el mismo tiempo de retencion que el
descripto varios afios atras por un laborato-
rio a miles de kilémetros de distancia. La
identificacién inequivoca del analito que
origina cada pico en CG o HPLC requiere
utilizar como detector un espectrémetro de
masa y cuando esto no es suficiente, hacer
la cromatografia en escala preparativa de
modo de aislar el componente responsable
de cada pico e identificarlo luego mediante
... RMN. Debe tenerse siempre presente que
la simple comparacion de tiempos de reten-
cion con un estandar en idénticas condicio-
nes no garantiza la identidad.

da) de los componentes en cuestion. En el
espectro de RMN sabemos que el factor de
respuesta depende sélo del nimero de nu-
cleos, dato disponible una vez identificado
el componente, con lo cual no se requiere
un estandar de referencia.

Finalmente si se busca realizar una
cuantificaciéon absoluta, por ejemplo para
determinar pureza o el contenido de un ac-
tivo o una impureza en un producto técni-
co, en el caso de CG o HPLC nuevamente
se requiere un estandar certificado de cada
analito. En RMN también se necesita un
estandar de referencia, pero en este caso la
cuantificacién se hace respecto a los nticleos
sinimportar en que molécula se encuentran,
ya que la respuesta relativa (area de la se-
fial) es independiente de ésta. En conse-
cuencia en RMN la sustancia usada como
referencia y el analito no tienen que ser la
misma, sélo deben contener el mismo tipo



de nucleos ('H, ©C, 3'P, etc.). Esto permite
usar un Unico estandar de referencia (dife-
rente de los componentes de la muestra)
que se agrega a la muestra previo a la me-
dicion del espectro. ¢Que requisitos debe
cumplir este estadndar de referencia? En pri-
mer lugar, como ya se menciond, contener
al menos un nucleo igual a uno de la mues-
tra, ser soluble en el mismo solvente, no dar
sefiales que se superpongan con las de la
muestra o de las impurezas, preferentemen-
te dar una Unica sefial en el espectro RMN
y obtenerse comercialmente con alto grado
de pureza y titulo confiable. Otras caracte-
risticas deseables son ser estable, no volatil
y peferentemente sélida. La tabla 2 mues-
tra algunos estandares de referencia que
pueden utilizarse en RMN cuantitativo. De
estos la dimetilsulfona es uno de los mas
utilizados y ha sido propuesta como estandar
de referencia universal [7]. El procedimien-

mun en RMN "H o ©C, cada analito da va-
rias sefiales? En ese caso desde el punto de
vista del andlisis cuantitativo se debe selec-
cionar la sefial mas sencilla (idealmente un
singulete) y mejor resuelta de cada analito.
Ademas debe asegurarse por todos los me-
dios posibles que la sefial seleccionada no
esté superpuesta a la de otro analito; usual-
mente esto puede hacerse por espectros-
copia de correlacion en 2 dimensiones don-
de los "*C pueden correlacionarse con 'H a
1,2 0 3 enlaces, la posibilidad que simulta-
neamente el *Cy esos 'H se superpongan
exactamente en dos compuestos diferentes
es muy baja. Por dltimo el disponer de va-
rias sefales del analito permite utilizar mas
de una en el cdlculo y disminuir el error de
la determinacion. Por supuesto cuanto mas
complejo es el espectro de RMN mas posi-
bilidades de superposicion existen y tam-
bién mas posibilidades que alguna impure-

Tabla 2. Estandares de referencia aptos para RMN cuantitativo.

Estandar

dimetilsulfona

acetato de sodio anhidro
fosfato de sodio dodecahidrato
trifenilfosfato

trifluoroacetato de etilo
ortosilicato de etilo

to es extremadamente simple, se pesan can-
tidades de muestra y estadndar calculadas
para que den sefiales de area comparable
en el espectro RMN, se mide el espectro y
se determinan las 4reas relativas. Conocien-
do el nimero de moles de estandar agrega-
do puede calcularse en forma inmediata el
nimero de moles del analito y a partir de
éste la masa de analito presente en la mues-
tra.

Al comienzo de esta seccién se tomé como
ejemplo una mezcla donde cada componen-
te daba una tinica sefial en el espectro RMN.
¢Que ocurriria si, como es el caso mas co-

Nucleos Soluble en

H, 3C agua, solventes orgénicos
H, 3C agua

31p agua

31p solventes organicos

EE solventes organicos

25 solventes organicos

za pase desapercibida, tal como ocurre en
un cromatograma que presenta una zona
con varios picos muy préximos. La solucion
aqui es usar un espectrometro de campo
magnético mayor para lograr mas disper-
sion de las sefiales o cambiar de ntcleo (*C
o0 ¥'P tienen mayor dispersion de desplaza-
miento quimico y menor posibilidad de su-
perposicion).

EJEMPLOS DE APLICACION

Existen en la literatura numerosos ejemplos
de aplicaciones cuantitativas de la RMN (ha-
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bitualmente citado como QNMR por

“Quantitative  Nuclear Magnetic
Resonance") [3-7], algunas ya se han in-
corporado a farmacopeas o han sido adop-
tados por la Organizacion Mundial de la
Salud por ejemplo para el andlisis de pesti-
cidas. Se presentan a continuacion tres ejem-
plos representativos todos ellos llevados a

cabo en el laboratorio del autor.

Determinacion de grado de etoxilacion de
alcohol ldurico: Una de las aplicaciones mas
simples se refiere a determinar el contenido
promedio de unidades oxietileno en un al-
cohol laurico polietoxilado, comunmente
usado como emulsionante en la industria
cosmética y como base de tensoactivos (pre-
via sulfatacion) [8]. Debe tenerse en cuen-
ta que habitualmente este tipo de compues-
tos son una mezcla obtenida por reaccion
del alcohol con 6xido de etileno, y contiene
una distribucién de moléculas con distinto
grado de etoxilacion. El andlisis por méto-
dos cromatograficos (CG, HPLC) suele ser
complejo ya que requiere disponer de los
distintos patrones de referencia no siempre
disponibles. La Figura 2 muestra el espec-
tro RMN "H a 200 MHz y la asignacién de
las sefiales. En este caso no es necesario la
resolucién completa de todas las sefiales y
alcanza con dividirlas en dos grupos: las se-
fiales de metilenos unidos a oxigenos que
se encuentran entre 3,4 y 3,8 ppm (area
total A_,) y las sefiales de los metilenos y el
metilo de la cadena de hidrocarburo no uni-
dos directamente a oxigeno entre 0,8y 1,6
ppm (érea total A, ). El nimero de unida-
des de oxietileno (n) promedio puede
obtenerse facilmente a partir de la siguien-
te ecuacion:

n=575A./A) - 0,5

De la misma forma puede obtenerse un peso
molecular promedio. Si hubiera posibilidad
que la porcién del alcohol fuera en realidad
una mezcla de alcoholes de distinto largo
de cadena, aln es posible calcular tanto el
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grado de oxietilenacion (n) como el niime-
ro de carbonos promedio de los alcoholes
(o el peso molecular medio) usando como
referencia la integracion de la sefial a 3,44
ppm (el CH, vecino al OH) que correspon-
de exactamente a 2 H. En ese caso seria
conveniente medir el espectro a un campo
mayor (por ejemplo a 500 MHz) de modo
de lograr una mejor resolucién de esa sefial
y una integracion mas precisa.

en forma muy sencilla por RMN 'H, el con-
tenido de hidroquinona y otros aditivos re-
lativo al cianoacrilato. En el caso de la
hidroquinona y debido a la baja proporcién
en que se encuentra es conveniente para
reducir el error, referir la integracion relati-
va a uno de los satélites de *C de la sefal
del cianoacrilato cuya érea corresponde al
0,535% (5350 ppm) de esta dltima. Cabe
recordar que el 1,12% de las moléculas con-

R Bk :
“ [ [ T
0,88 1,26 1,57 3,44
3,55-3,80 T
CH3(CH,)gCH,CH,0—(CH,CH,0),,.+CH,CH,0H
Ayc 23H Aox (4n+2)H
Agy = 1,496
__J 1
4:0 3:0 2‘,0 1:0 '

Figura 2. Espectro RMN "H 200 MHz de polioxietilen 8 lauril éter. La relacion de areas

corresponde a 8,1 unidades de oxietileno (n = 8,1)

Contenido de aditivos en cianoacrilatos: Los
adhesivos basados en cianoacrilato de etilo
son muy utilizados no sélo para adherir ob-
jetos sino también para cerrar cortes y heri-
das. Normalmente estos adhesivos contie-
nen entre 100 y 1000 ppm de hidroquinona
como estabilizante y poliacrilatos de alquilo
para mejorar las propiedades fisicas (flexi-
bilidad, adhesividad, etc.) luego de la
polimerizacién. Debido a la facilidad con que
polimerizan, resulta muy poco recomenda-
ble analizar estos productos por métodos
cromatograficos como HPLC o CG. Apro-
vechando que los cianoacrilatos son esta-
bles por varias horas en solucién de
deuterocloroformo seco, es posible analizar

5350% Area,4,,, X PM

tienen "*C en vez de >C en una determina-
da posicién y en ellas los 'H unidos a ese
3C aparecen acoplados; en el caso del
cianoacrilato cada uno de los H olefinicos
da un singlete correspondiente al 98,93%
que contiene "2C en esa posicién y un pe-
quefio doblete centrado al mismo despla-
zamiento quimico (J,,. # 160 Hz) que corres-
ponde al 1,07 % que contiene *C. En la Fi-
gura 3a se muestra el espectro RMN "H 500
MHz de un cianoacrilato comercial y en la
Figura 3b se muestra la zona de H olefinicos
usada para la determinacién. En la expresién
final debe tenerse en cuenta que la sefial de
la hidroquinona corresponde a 4 H mientras
que cada satélite es 0,535% de 1 H:

hidroq

m _de _hidroquinona =
ppm g — q 2x(Area

sateliteH _1

+ Area )X PM

satelite _2 cianoacrilato

Este método ha sido validado en el rango
de 30 a 1000 ppm [4]. En el espectro de la
Figura 3a pueden verse ademds las sefiales
correspondientes a un poliacrilato-
metacrilato de metilo que tambien puede
cuantificarse en forma similar [8]. Surge aqui
una de las grandes ventajas de la RMN fren-
te a los métodos cromatograficos tradicio-
nales, todos los componentes son visibles
en el mismo espectro no siendo necesario
buscar condiciones especificas para cada
uno (como puede ocurrir en CG o HPLC
para compuestos con propiedades fisicas
muy diferentes). Mas aun, componentes
desconocidos pueden en algunos casos ser
identificados ya que el espectro povee in-
formacion estructural.

Determinacién de pureza y contenido de
impurezas en muestras de glifosato: El gli-
fosato (N-(fosfonometil)glicina) es un her-
bicida ampliamente utilizado en los cultivos
de soja de todo el mundo. Tradicionalmen-
te la pureza y el contenido de las principa-
les impurezas conocidas, se determina por
HPLC utilizando columnas de intercambio
iénico. El método es costoso, requiere lar-
gos tiempos de estabilizacion de columnas
y equipo y se debe disponer de un estandar
certificado de glifosato para calibracion. El
andlisis de las impurezas es mas complejo
aun, ya que no existe un método de detec-
cién “universal” para todas ellas (con lo cual
algunas pueden pasar inadvertidas si no se
las busca especificamente) y el perfil de im-
purezas puede variar dependiendo del ori-
gen ya que se utilizan al menos cuatro mé-
todos de sintesis diferentes. También se debe
disponer de estdndares certificados de las
impurezas, algunos de los cuales no estan
disponibles comercialmente o el titulo de-
clarado es dudoso.

Siendo el glifosato una molécula sencilla que
presenta solo dos sefiales en el espectro de
RMN "H y una en el espectro RMN 3'P, re-
sulta especialmente apta para su analisis
cuantitativo por RMN [9]. La Figura 4a pre-
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Figura 3. a. Espectro RMN "H 500 MHz de un adhesivo de cianoacrilato de etilo. b. Am-

pliacién de la zona olefinica, S H1: satélite de H1, S H2: satélite de H2, HQ: hidroquinona

senta el espectro de un glifosato técnico en
solucion de o6xido de deuterio/piridina-d,
7:1 con agregado de acetato de sodio como

3x Area
% _de _ glifosato =

glifosato

que en una mezcla equimolar la relacién de
areas seria 3:2):

X PM X masa

glifosato acetato

%100

2X Area

estandar de referencia. El contenido de
glifosato puede obtenerse en forma senci-
lla de la integracion relativa de las sefales
de acetato (singulete a 1,64 ppm) y del
metileno o al carbonilo del analito (singulete
a 3,5 ppm) teniendo en cuenta que corres-
ponden a 3y 2 H respectivamente (es decir

acetato

X PM Xmasa

acetato muestra

La Figura 4b, muestra una ampliacién de
una zona del espectro anterior con la iden-
tificacién de algunas impurezas. El conteni-
do de cualquiera de ellas surge en forma
inmediata con la simple medicién del drea y
aplicacion de la ecuacion anterior (cambian-
do el peso moleculary el nimero de H de la
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sefal considerada seglin corresponda). A
partir del espectro de RMN "H y del espec-
tro de RMN 3'P (con fosfato trisédico como
estandar de referencia) pueden identificar-
se y cuantificarse impurezas comunes como
acido iminodiacético (IDA), acido
fosfonometiliminodiacético (PMIDA) y su N-
oxido, N-metilglifosato (NMG), glicina
(GLI), glifosina, acido hidroximetilfosfénico
(HMPA), &acido aminometilfosfonico
(AMPA), 4cido metilaminometilfosfénico
(MAMPA) y 4cido iminodi(metilfosfénico)
(IMPA) con limites de deteccién entre 0,01
y 0,05% segun el caso [8]. Un detalle im-
portante es que no existen impurezas “in-
visibles" o “transparentes” (salvo aquellas
que no contengan 'H ni 3'P en este caso) ni
de bajo o exagerado factor de respuesta
como puede ocurrir en HPLC o CG, todas
son detectables con la misma sensibilidad,
bajo el mismo conjunto estandar de condi-
ciones experimentales y todas pueden ser
analizadas con precision sin contar con
estandares de referencia certificados de las
mismas.

CONCLUSIONES

La resonancia magnética nuclear cuantita-
tiva es una técnica poderosa y confiable
que supera a los métodos cromatograficos
tradicionales en muchos aspectos. Al igual
que estos Ultimos, no es un método per-
fecto y no puede resolver todos los pro-
blemas, pero es una alternativa especial-
mente Util para el caso de impurezas ines-
peradas, cuando no se dispone de
estdndares de referencia o cuando se de-
ben certificar estdndares nuevos. La ma-
yor desventaja de la RMN es la baja sensi-
bilidad, que requiere trabajar con cantida-
des relativamente grandes de muestra
(tipicamente 50 a 100 mg por determina-
cién) y por supuesto el costo elevado del
equipamiento y de su mantenimiento.
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Figura 4. a. Espectro RMN "H 500 MHz de glifosato (en 6xido de deuterio/piridina-d, 7:1)
con acetato de sodio como estandar de referencia; los H intercambiables se han reempla-

zado por deuterio del solvente (D). b. Ampliacién de la zona 2.5-4.5 ppm y asignacién de

sefales de impurezas; S: satélite de '*C, otras abreviaturas ver texto.
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Homenaje a la
Dra. Norma Nudelman

ESTIMADOS SOCIOS DE
LA AQAY COLEGAS

Nos es muy grato comunicarles que la
Dra. Norma Nudelman, reconocida in-
vestigadora en el campo de la Quimi-
ca Orgdnica y Miembro Titular de la
Comision Directiva de la Asociacion
Quimica Argentina, ha sido homena-
jeada con una publicacién conmemo-

rativa por el Journal of Physical Organic
Chemistry, vol.19, issue 12 (2006),
donde se publican los trabajos mds re-
levantes de la CLAFCO-8.

Este tributo es un reconocimiento a su
prolifica trayectoria y a sus importan-
tes contribuciones al conocimiento en
el campo de la Fisicoquimica Organi-
ca.

Este reconocimiento internacional a la
Dra. Nudelman distingue a la ciencia
argentina y latinoamericana y enorgu-
Ilece especialmente a los mds 1000 so-
cios con que cuenta la AQA en la ac-
tualidad, muchos de los cuales son j6-
venes investigadores y profesionales
activos, para los que la trayectoria de
la Dra. Nudelman constituye un claro
ejemplo a seguir.
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Agroquimicos naturales a partir
del cultivo de hongos

NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL AGRO EN
EL AREA DE LOS AGROQUIMICOS

Los agroquimicos que se emplean en la
actualidad son mayoritariamente de
origen sintético y suelen ser moléculas sen-
cillas, de poca especificidad, es decir, no dis-
criminan entre la especie patdgena que se
desea eliminar u otra beneficiosa, y por lo
tanto presentan considerable toxicidad y/o
conllevan riesgos ambientales [1]. Factores
técnicos, econdémicos y ambientales estan
forzando a adoptar nuevos métodos mas
sustentables [2] que permitan eficazmente
controlar pestes y enfermedades en el sec-
tor agricola. Estos métodos incluyen la utili-
zacién de nuevos agroquimicos de origen
natural y el uso de agentes de biocontrol
(ABC).

Existe una larga historia sobre la busqueda
de productos naturales para usos medici-
nales. Las penicilinas, ciclosporina A,
vancomicina, tetraciclinas, bleomicina y
compactina son sélo algunos ejemplos de

* Departamento de Quimica Orgéanica de Cien-
cias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos
Aires - Ciudad Universitaria, Pab. II. Ciudad Au-
téonoma de Buenos Aires.

E-mail: gabyc@qo.fcen.uba.ar

productos naturales aislados de microor-
ganismos usados actualmente como medi-
camentos. Sin embargo, los esfuerzos dedi-
cados a la busqueda de productos natura-
les como agroquimicos es mucho menor [1].
Por un lado, la necesidad de obtener gran-
des cantidades de producto a bajo costo di-
ficulta la busqueda y restringe el tipo de or-
ganismos productores a evaluar. La busque-
da de agroquimicos producidos por plantas
y organismos marinos queda limitada ex-
clusivamente al 4rea de los insecticidas o a
la busqueda de lideres para realizar luego
sus respectivas sintesis o derivados sintéti-
cos o semisintéticos. Pero lamentablemen-
te debido a la complejidad de los productos
naturales, sus sintesis resultan siempre ex-
tremadamente costosas para emplearse en
el ambito agropecuario.

Los microorganismos, en cambio, pueden ser
cultivados en gran escala y pueden producir
por fermentacion las cantidades necesarias de
los productos requeridos, aunque en algtin
caso aun este proceso ha resultado costoso
[3]. Los microorganismos presentan ventajas
adicionales debido a su extraordinaria
biodiversidad; se sabe que se han descripto
menos del 5% de las especies existentes. Pero
ademas, pueden producir metabolitos con una
gran diversidad de estructuras quimicas. Esta

Gabriela M. Cabrera®*

diversidad es necesaria para encarar seriamen-
te cualquier programa de busqueda de pro-
ductos naturales, ya que es la que permite
garantizar que puedan hallarse metabolitos
que ejerzan su accion por diferentes y mas
especificos mecanismos.

Una vez hallados los metabolitos lideres a partir
de la cepa adecuada, puede mejorarse su ac-
tividad-efectividad por medio de la sintesis de
andlogos. Un ejemplo reciente de la modi-
ficacién estructural de un compuesto natu-
ral de origen flingico para producir un nue-
vo fungicida es el desarrollo de azoxystrobin
(Zeneca) y kresoxim-metilo (Basf), de uso
en la actualidad como fungicidas de amplia
aplicacién en diversos vegetales. Estos
fungicidas fueron sintetizados a partir de los
productos naturales strobilurina Ay
oudemansina A (figura 1) aislados de los
hongos Strobilurus tenacellus 'y
Oudemansiella mucida respectivamente

[31.

Las cepas productoras de los agentes acti-
vos pueden también emplearse en forma
directa como agentes de biocontrol [4]. Este
tipo de aplicacién suele considerarse den-
tro de las practicas de la agricultura orgéani-
ca. Es una practica econédmica y sencilla,
aunque tiene la desventaja del manejo de
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Figura 1. Desarrollo de azoxystrobin (Zeneca) y kresoxim-metilo (Basf) a partir de

productos naturales (strobilurina A y oudemansina A).

una especie “viva“ que tiene sus requerimien-
tos de crecimiento, no generalizables a cual-
quier tipo de suelo, vegetal, etc. Numero-
sas especies (Trichoderma spp., Bacillus
spp., etc) se comercializan en la actualidad
aunque aun no tienen gran aceptacion en
Argentina.

BUSQUEDA DE ANTIFUNGICOS
NATURALES EN ARGENTINA

En este contexto, el objetivo de nuestro tra-
bajo es hallar agroquimicos naturales que
sean producidos por cultivos de hongos, y
que puedan emplearse en forma directa o a
través del agente fungico que los produce
[5]. En particular, nuestra busqueda esta
orientada a hallar metabolitos antiftingicos
que puedan combatir enfermedades que
afectan a cultivos de importancia econémi-
ca para nuestro pais como soja, maiz, trigo
y girasol. Los patégenos a inhibir son
Fusarium virguliforme y F. tucumaniae
(muerte repentina de soja), Sclerotinia
sclerotiorum (podredumbre hiimeda de ta-
llo), Rhizoctonia solani (damping-off),

Macrophomina phaseolina (podredumbre
carbonosa de tallo), entre otras. También
realizamos una busqueda de antibioticos
naturales frente a Paenibacillus larvae,
agente causal de la enfermedad loque ame-
ricana y Ascosphaera apis (ascosferosis o cria
yesificada) que afectan a las larvas de las
abejas meliferas, y se estd iniciando una
nueva linea de busqueda de bioinsecticidas.

Las cepas de hongos se seleccionan segiin
su potencial uso y en general se testean y
analizan toda clase de cepas de hongos con
el fin de encontrar aquellas que produzcan
metabolitos con la bioactividad buscada. Se
trabaja con hongos aislados de suelo o de
polen cuando especificamente se busca se-
leccionar agentes de biocontrol de uso en
el suelo o en las colmenas respectivamente;
de sedimentos marinos, para buscar diver-
sidad de estructuras quimicas, cepas
patégenas de plantas o insectos, etc.

En una primera etapa se realiza un
“screening’, que consiste en el aislamiento
de cepas de diverso origen, su cultivo en
pequefa escala, la obtencién de extractos

a partir de esos cultivos, anélisis de los ex-
tractos por cromatografia, Resonancia Mag-
nética Nuclear (RMN) y realizacién de
bioensayos in vitro, para determinar activi-
dad antifiingica y antibiética. Como conse-
cuencia de este screening quedan seleccio-
nadas las cepas cuyos extractos resultaron
de potencial interés, por su actividad y ri-
queza quimica. Normalmente suelen que-
dar seleccionadas 1 o 2 cepas por cada 10
analizadas.

La segunda etapa consiste en el cultivo en
mayor escala (1 a 19 L) de las cepas selec-
cionadas. Sobre los extractos obtenidos en
esta etapa, se realiza un fraccionamiento
cromatogréfico y purificacion de los com-
ponentes bioactivos, siempre guiado por
ensayos de bioactividad. Los metabolitos
aislados son identificados por métodos
espectroscopicos (RMN-1D y 2D, y
Espectrometria de Masa (EM y EM/EM)).

Evidentemente durante la blusqueda se
aislan e identifican un gran nimero de com-
puestos con diferente grado de actividad y
con estructuras quimicas novedosas o ya
conocidas, y estas ultimas de actividad co-
nocida o desconocida. Cuando la
bioactividad de un metabolito es relevante,
se procede a la tercera etapa, en la que se
realizan estudios de actividad mas profun-
dos para evaluar la especificidad de la ac-
cion y para observar su comportamiento in
vivo, generalmente en invernadero. Y cuan-
do las estructuras quimicas de los lideres son
viables de ser sintetizadas por métodos re-
lativamente sencillos y su actividad no es
muy intensa, se procede a la sintesis de ana-
logos con el fin de mejorar la actividad. Tam-
bién en esta ultima etapa suelen realizarse
estudios de produccién del metabolito en
funcion del tiempo por métodos
cromatograficos y Espectrometria de Masa,
con el fin de encontrar las condiciones 6pti-
mas maximas de produccion del compues-

to de interés.



Algunos de los metabolitos aislados por
nuestro grupo en los Ultimos afios se en-
cuentran en las figuras 2-5. Las estructuras
de muchos de ellos resultaron novedosas [5-
71. En cuanto a su bioactividad, un gran
porcentaje de los metabolitos identificados,
exhibié actividad antibiética inespecifica
moderada a débil, salvo 5, potente
antibiético, pero de conocida toxicidad y 17,
que resulté un antibiético especifico contra
P. larvae [8]. La actividad de 17 resulté com-
parable a la del antibi6tico comercial
oxitetraciclina, que se usaba hasta hace poco
tiempo para controlar loque americana y
que ahora no se aplica por exigencias de
calidad en la exportacion de miel (tabla 1).

0 CH,0H
NN e X
1 ' HN' A
HH
O%Nn

Se identificaron varios metabolitos que ex-
hibieron actividad antifingica.. El metabolito
1y otros compuestos relacionados produ-
cidos por el hongo marino Acremonium
furcatum presentaron leve a moderada ac-
tividad. Sin embargo luego de realizar la sin-
tesis, para corroborar su identidad, se
testearon todos los intermediarios sintéticos
y dos de ellos, el acido 2-metil-2,4-
hexadienoico (A) y el correspondiente éster
etilico (B) resultaron poseer una actividad
in vitro comparable con el producto comer-
cial benomyl (C) (tabla 2) [6]. El metabolito
16, aislado de T. harzianum, ya habia sido
reivindicado como antifiingico en una apli-
cacion de patente [9]. Otro ejemplo

CHO
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Figura 2. Metabolitos aislados a partir de cepas de hongos marinos.

Tabla 1. Valores de concentracion de
minima inhibicién (MIC) (mg ml") de
17 y oxitetraciclina contra 5 cepas
(A, C, I, Il y ) de Paenibacillus larvae

determinadas por el método de dilucion.

Antibiético/cepa A C I 1l 1l

17 32 32 32 32 32

oxitetraciclina 64 32 32 32 16

Desafortunadamente, las cepas producto-
ras de 17, Alternaria raphani y A.
brassicicola, producen también una
altertoxina, que impediria su utilizacion
como agentes de biocontrol.
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destacable es el caso del compuesto indélico
7 y otros relacionados aislados a partir del
hongo Aporpium caryae [10] de escasa o
nula actividad antifungica. Durante la
elucidacion estructural se prepararon deri-
vados que resultaron poseer una mejor ac-
tividad, aunque aun baja. Se preparé en-
tonces otra serie de derivados, de los cuales
algunos presentaron una excelente activi-
dad, tanto in vitro como in vivo, como
antiflngicos curasemilla, en soja [11].

En cuanto a la busqueda de agentes de
biocontrol, los mejores resultados hasta el
momento han sido los obtenidos con cepas
de Fusarium oxysporum no fitopatégenas,
cuya actividad antifungica frente al
fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum se
correlacion6 directa y exclusivamente con
la produccion del compuesto 21,
ciclosporina A, conocido inmunosupresor
comercial y potente antiflingico. Estas ce-
pas se testearon en ensayos en invernadero
con excelentes resultados. Cuando plan-
tas de soja fueron inoculadas con F.
oxysporum junto con S. sclerotiorum, se
produjo una supervivencia del 77.5% fren-
te al 22.5% en presencia del patégeno so-
lamente [12].

1

12

CHO

OCH,
16

Figura 3. Metabolitos aislados a partir de cepas de hongos terrestres.
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Tabla 2. Actividad antiftingica -halos de inhibicion- del compuesto natural 1,
dos intermediarios sintéticos A y B y benomyl C, determinados por bioautografia
sobre silicagel. Diametros de inhibicién en mm y concentracion de minima
inhibicién (MIC) en mg/pt.

Cepa/antifungico 1

Fusarium virguliforme 15
Aspergillus fumigatus 15
Botrytis cynerea 15
Colletotrichum truncatum 10
Macrophomina phaseolina nd

nd: no determinado.

A B C

25 15 20
(1ug) (5ug)

29 24 20
(1ug) (1ug)

15 12 28
(1ug) (5ug)

12 10 25
(Tug) (10ug)

20 10 22
(Tug) (25ug)

0 o

1 0.

=
OH

HN o

[J] —_—
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Figura 4. Metabolitos aislados a partir de cepas de hongos de polen.
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Figura 5. Ciclosporina A, aislada a partir de Fusarium oxysporum [12].

PERSPECTIVAS

Se han obtenido hasta el momento
antiflingicos naturales con potencial aplica-
cion para el control de enfermedades de los
cultivos de soja, y algunas cepas con po-
tencial aplicacién como agentes de
biocontrol. Se esta trabajando en este mo-
mento con numerosas cepas, cuyos resul-

tados preliminares son muy promisorios, por
ejemplo, cepas productoras de peptaiboles,
péptidos de potente accion antifiingica, han
presentado muy buenos resultados in vivo
al emplearlas como ABCs. Algunos
antifngicos naturales han servido como li-
deres para el desarrollo de antifiingicos ana-
logos con mejor actividad.

Estos resultados, junto con los de otros au-
tores [1] reafirman que los microorganismos,
y en particular los hongos, son una fuente
de agroquimicos naturales que ofrecen nue-
vas oportunidades tanto para alcanzar una
produccion rentable como para obtener
nuevos lideres para el desarrollo de nuevos
y mejores productos para el agro.
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Biomoléculas de Trypanosoma cruzi
como blanco para quimioterapia
de la enfermedad de Chagas

Rosa M. de Lederkremer* y Rosalia Agusti

EI parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
es el causante de la Enfermedad de
Chagas, que afecta a mas de 18 millones
de personas en América Latina y se estima
que se presentan 300.000 nuevos casos por
afio [1]. Pese a los esfuerzos realizados has-
ta el momento con el fin de controlar la en-
fermedad, solo se disponen de agentes te-
rapéuticos que son efectivos en la fase agu-
da de la infeccién. Nuevos blancos de ac-
cion de drogas son necesarios para lograr
un control més adecuado de la Enfermedad
de Chagas.

El parésito T. cruzi infecta dos hospedadores
muy diferentes, uno invertebrado, insecto
hematofago y vector de la enfermedad y
otro vertebrado, mamifero en el cual se de-
sarrolla la patologia. Los insectos portado-
res pertenecen a la familia Reduvidae, cuya
especie Triatoma infestans es la méas comun
y en Argentina se conoce popularmente
como vinchuca. Los hospedadores mami-
feros abarcan desde el hombre hasta ani-
males salvajes y domésticos. El T. cruzi

CIHIDECAR, Departamento de Quimica Organi-
ca, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Ciudad Universita-
ria, Pabellon 11, 1428 Buenos Aires, Argentina
*Corresponding author. Tel.: 54-11-4576-3352;
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e-mail: lederk@qo.fcen.uba.ar

presenta tres estadios principales de diferen-
ciacion: epimastigote, trypomastigote y
amastigote. Junto con la ingesta sanguinea
de un mamifero infectado, el insecto vector
adquiere formas trypomastigotes que se di-
ferencian rapidamente al estadio
epimastigote replicativo. Los epimastigotes
proliferan gracias al ambiente nutritivo del
intestino medio y cuando el nimero de pa-
rasitos aumenta y el ambiente se convierte
nutritivamente pobre, se transforman en cé-
lulas més delgadas y largas, trypomastigotes
metaciclicos, estadio no replicativo. Esta di-
ferenciacion puede lograrse también in vitro
privando a los parasitos de determinados
nutrientes o sometiéndolos a variaciones en
el pH o en la temperatura. El insecto
hematofago libera, junto con las heces,
trypomastigotes metaciclicos, los cuales en-
tran al torrente sanguineo del mamifero por
proximidad con la lastimadura que ocasiona
laingesta o por heridas en la piel. En cultivos
de células epimastigotes, la metaciclogénesis
ocurre espontaneamente durante la fase es-
tacionaria del crecimiento.

Para lograr progreso en la infeccion, los
trypomastigotes que circulan por el torren-
te sanguineo del mamifero deben penetrar
una célula rapidamente y diferenciarse a
formas amastigote, aflageladas. Estas for-
mas son capaces de invadir células

fagociticas y no fagociticas donde se multi-
plican intracelularmente por fision binaria y
se diferencian al estadio trypomastigote
antes de romper la célula huésped vy liberar-
se al torrente sanguineo. Permanece en el
torrente sanguineo por un periodo indefi-
nido antes de invadir otras células o ser in-
gerido por un insecto vector, lo cual com-
pleta el ciclo de vida.

Las moléculas de superficie del parasito ca-
racterizan las diferentes formas.

Un enfoque racional para el descubrimien-
to de drogas se basa en los estudios biold-
gicos y bioquimicos para la identificacién de
blancos moleculares que no estan presen-
tes en el huésped mamifero. Los pasos a
seguir pueden verse en el Esquema 1.

La glicobiologia que se ocupa del papel de
los azlicares en los procesos biolégicos ha
contribuido significativamente a la identifi-
cacién de blancos moleculares. Los parasi-
tos, y en particular T. cruzi, son muy de-
pendientes de los hidratos de carbono que
incorporan a sus glicolipidos y glicoproteinas
para su supervivencia e infectividad. Las
biomoléculas mas abundantes en las formas
epimastigote y trypomastigote metaciclicas
son los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) [2]
y las mucinas (Fig. 1).



N°355 = INDUSTRIA & QUIMICA

Determinacion estructural de moléculas de superficie de T. cruzi

l

Identificacion de elementos estructurales ausentes en mamiferos

l

Caracterizaicon de los caminos metabdlicos y de las enzimas requeridas
para la construccion de las estructuras caracteristicas

l

Sintesis de inhibidores para bloquear las biosintesis de las moléculas blanco

Esquema 1. Pasos para la identificacion de blancos para drogas.

MUCINAS
2x 10° LPPG
- A
4 3\
NETNES
12 nm 3x 10'

GIPLs J)' :?-

=} 2x10

. y
VAT
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Figura 1. Moléculas de superficie de Trypanosoma cruzi. LPPG, lipopéptidofosfoglicano;
GIPLs, glicoinositolfosfolipidos; TS, trans-sialidasa; IPC, inositolfosfoceramida; NETNES, indica
una secuencia de aminoacidos del péptido central.

TS

Los GIPLs se habian aislado como un comple-
jo con un glicopéptido (NETNES) que se en-
cuentra en mucha menor proporcién y que

tiene un GIPL como ancla de membrana. Ese OHOH
complejo se llamoé lipopéptidofosfoglicano
(LPPG) y fue el primer glicoconjugado de T. H_ o
cruzi sobre el que se publicaron estudios es- H
tructurales [2]. En el LPPG se reconocieron tres HO
H OH

subestructuras no presentes en mamiferos:
galactofuranosa (Galf), inositolfosfoceramida H H
(IPC) y aminoetilfosfénico (AEP).

La complejidad de los glicoconjugados de
T. cruzi se ve representada en el glicopéptido

13 aminodcidos tiene cinco modificaciones
post-translacionales con aztcares, caracte-
risticas [3].

La galactofuranosa es un componente de los
GIPLs y de las mucinas [4]. Aunque la D-
galactosa estd extensamente distribuida en
la naturaleza, en mamiferos se encuentra sélo
en la forma piranésica (Galp), por ejemplo
en la lactosa, aztcar de la leche, y también
en glicolipidos y glicoproteinas (Fig. 2).

El metabolismo de Galf y las enzimas
involucradas son también muy particulares
(Fig. 3). Aunque el primer sustrato para la
incorporacion de Galf es el nucleétido UDP-
o-D-Galp, son necesarias dos enzimas que no
se encuentran en mamiferos, la UDP o.-D-Galp
mutasa y una galactofuranosiltransferasa (Fig.
3). En nuestro laboratorio hemos desarrolla-
do la primer sintesis quimica del nucleétido
radiactivo UDP [6-°H]-a-D-Galf, Util para es-
tudios de inhibicién de la mutasa [5].

Es interesante que la Galf se encuentre en
mucinas de cepas del linaje 1 que son me-
nos virulentas, mientras que en las del lina-
je 2, sélo hay Galp. Hemos sintetizado qui-
micamente los oligosacaridos que contienen
galactofuranosa, los cuales se pueden dife-
renciar de los que tienen soélo Galp por
cromatografia aniénica de alta resolucion
con deteccion por pulso amperométrico

B-D-Galf

pequefio NETNES que a pesar de tener solo Figura 2. Férmulas de los anémeros B de D-galactosa piranésica y furanésica.
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Figura 3. Enzimas involucradas en el metabolismo de Galactofuranosa.

(HPAEC-PAD) [6]. Por otra parte, las
mucinas son las aceptoras de acido sialico
en una reaccién de trans-sialidacién
catalizada por la trans-sialidasa de T. cruzi
(TcTS), una enzima importante en el proce-
so de infeccién [7] y que no tiene su equi-
valente en mamiferos. La TcTS transfiere
acido sidlico de los glicoconjugados del hués-

ped a las Galp de las mucinas (Figura 4).Tie-

b
"-

HO

"oy Ho

R = NHA¢
Donor de sialico

HO OH
Q Trans-sialidasa de
HO &N, o1 | rypanosoma cruzi
OH
Aceptor RE
GOLGI
H OH Ho,c HO OH
HO z, PC
N O 0} 0 —D SMsintasa ?
oo DAG
H HO OH
R = NHAg .
T. cruzi

OH HO,C HO OH

ne dos subsitios en el centro activo, uno que
liga el 4cido sidlico donor y otro que une la
galactosa del aceptor. Se ha descripto la in-
hibicion de la actividad de trans-sialidasa por
compuestos que se ligan al sitio activo de la
galactosa y que indican un camino para el
disefio de otros potenciales inhibidores [8].

Por otra parte, las enzimas involucradas en la
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construccion y remodelamiento de lipidos en
T. cruzi son también buenos blancos para el
desarrollo de drogas. La inositolfosfoceramida
(IPC) es un componente importante de los
inositolfosfolipidos en los tres estadios de T.
cruzi. Es también constituyente de los GIPLs
libres o que actlan como ancla de
glicoproteinas de membrana [2].

La ceramida es incorporada a los GIPLs por
un proceso de remodelamiento. Las células
de mamifero no sintetizan IPC, sino que in-
corporan ceramida en esfingomielina (Fig.
5). Se encontré que la IPC en T. cruzi esta
involucrada en la diferenciacién de
trypomastigotes a amastigotes [9], forma
replicativa en la célula de mamiferos y por
lo tanto es otro buen blanco para la terapia
antiparasitaria.

En la Figura 6 se resume la contribucién de
la glicobiologia a la identificacion de enzimas
blanco para la terapia de la Enfermedad de
Chagas.

SERINA + PALMITOIL CoA

-Q

OH

MAMIFEROS, PLASMODIUM l

CO; + CoA SPT

l

ESFINGANINA

HONGOS, PLANTAS Y
KINETOPLASTIDOS

l

CERAMIDA

N

Pl
IPC sintasa

DAG (AAG)

‘ ESFINGOMIELINA ‘

‘ INOSITOL FOSFOCERAMIDA

Figura 5. Biosintesis de esfingolipidos. PC, fosfatidilcolina; PI,

Figura 4. Reaccion catalizada por la trans-sialidasa de T. cruzi. fosfatidilinositol; DAG, diacilglicerol; AAG, alquilacilglicerol.
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Figura 6. Contribucion de la glicobiologia a la identificacién de enzimas blanco en
T. cruzi. PEP, fosfoenol pirovato, IPC, inositolfosfoceramida.
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Homenaje a Alicia Seldes

La busqueda de nuevos
productos naturales bioactivos a
partir de corales, tunicados y

esponjas marinas

L a naturaleza despliega ante nosotros un
poderoso arsenal quimico, el cual per-
manece mayormente inadvertido, pero que
se manifiesta en las interacciones entre di-
ferentes especies o entre individuos de una
misma especie. Los organismos (plantas,
insectos) necesitan defenderse de
microorganismos y de otros organismos
predadores o competidores, y en muchos
casos recurren a compuestos quimicos
especificamente disefiados para tales fines:
los “metabolitos secundarios” o “produc-
tos naturales”, como mas cominmente se
los conoce. Desde la antigliedad, el hom-
bre ha venido utilizando los productos na-
turales principalmente de plantas terrestres,
con fines terapéuticos (medicina tradicional)
o de defensa (venenos y toxinas). Este co-
nocimiento derivé en el estudio sistematico
de los productos naturales de plantas y al
nacimiento de las disciplinas conocidas como
farmacognosia y fitoquimica.

A pesar de los grandes avances en el drea
de la quimica combinatoria, la mayor parte
de las drogas medicinales actualmente en
uso siguen siendo productos naturales o
analogos basados en ellos. Esto es debido a

Departamento de Quimica Orgénica y
UMYMFOR, Facultad de Ciencias Exactas y Na-
turales, Universidad de Buenos Aires - Ciudad
Universitaria, Pabellon 2 (1428) Buenos Aires,
Argentina

E-mail: palermo@qo.fcen.uba.ar

la enorme diversidad estructural de los pro-
ductos naturales y a que son naturalmente
biosintetizados en forma esteroespecifica, lo
cual les confiere propiedades estructurales
Unicas. Esta diversidad estructural de sus-
tancias es uno de los requerimientos princi-
pales para lo que se conoce como “drug
discovery”. El desarrollo de bioensayos au-
tomatizados agilizé el descubrimiento de
nuevos compuestos biolégicamente activos
a partir de extractos crudos, y revitalizé la
busqueda de nuevas drogas terapéuticas en
la naturaleza. La importancia de los produc-
tos naturales como compuestos “cabeza de
serie” ha sido cabalmente comprendida por
los laboratorios medicinales, lo cual ha pro-
movido un renovado interés por la preser-
vacién de los recursos naturales especial-
mente en paises en vias de desarrollo. Para-
lelamente, esto ha traido como consecuen-
cia el desarrollo de nuevos institutos y pro-
gramas de investigacion tanto estatales
como privados, con el fin de explorar la
“biodiversidad quimica”.

A lo largo de los afios, la diversidad estruc-
tural en los productos naturales aislados de
plantas terrestres ha comenzado a disminuir,
principalmente debido a que esta disciplina
ya acumula dos siglos de trabajo, y a que la
quimiotaxonomia vuelve predecible en mu-
chos casos el tipo estructural de compues-
tos que puedan ser aislados de una cierta
especie. Esto trae como consecuencia que
se sigan aislando compuestos “nuevos”
pero no “novedosos”, es decir, los compues-
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tos nuevos que se aislan suelen ser varian-
tes de estructuras ya conocidas.

Frente a esto, el &mbito marino, y en espe-
cial los invertebrados benténicos (del fondo
marino) ofrecen una fuente aun poco explo-
tada de biodiversidad quimica. Estos orga-
nismos compiten por el espacio (sustratos
s6lidos), la luz y los nutrientes. Ademas de-
ben defenderse de microorganismos
patégenos y de posibles predadores. Los
invertebrados marinos, en particular las es-
ponjas, tunicados y celenterados, carecen de
sistema inmunolégico, y por lo tanto deben
biosintetizar o incorporar con la dieta sus pro-
pias armas quimicas (compuestos con activi-
dad antibiética, antiflingica o antiviral) de
defensa que les permitan sobrevivir en
ecosistemas tan competitivos. Para poder
competir por el sustrato deben producir com-
puestos toxicos frente a un potencial com-
petidor (que posee células que se reprodu-
cen rapidamente). Por este motivo no es
sorprendente que muchos productos natu-
rales marinos posean potente actividad
antitumoral.

La caracteristica mas notable de los produc-
tos naturales marinos, y que los vuelve po-
tencialmente interesantes para su estudio,
es que son estructuralmente muy diferen-
tes a los metabolitos secundarios aislados
de fuentes terrestres. De hecho no es
infrecuente el aislamiento de compuestos
con esqueleto carbonado novedoso y/o con
grupos funcionales poco frecuentes. Esta
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diversidad estructural les confiere un enor-
me potencial como compuestos cabeza de
serie en programas de muestreo biomédico.
De hecho, algunos productos naturales
marinos, como la bryostatina 1 y la
dehidrodidemnina B, ya se encuentran en
estudios de fase Ill como antitumorales en
humanos, y préximos a llegar al mercado.
Existen numerosos ejemplos de productos
marinos en fase Il, lo cual demuestra el in-
menso potencial de este recurso.

Nuestro pais posee mas de 3000 km de
ecosistemas costeros (sin contar la
Antértida), los cuales han sido poco estu-
diados tanto biolégica como quimicamen-
te. La Dra. Alicia Seldes comenzé en la dé-
cada del 80 con el estudio de los productos
naturales marinos en nuestro pais y su tra-
bajo resulté fundamental para el desarrollo
de esta disciplina en Argentina dando ori-
gen a tres grupos de investigacién actual-
mente activos en esta area. En las paginas
subsiguientes pasaré a relatar algunos des-
cubrimientos que hemos realizado con mi
grupo de investigacion particularmente en
el 4rea de los productos naturales de espon-
jas, tunicados y corales.

En el drea de productos naturales marinos,
debido a las caracteristicas de la disciplina,
la metodologia y la productividad son muy
diferentes a las del 4rea mas tradicional de
productos naturales de plantas. En general
en los invertebrados marinos (particular-
mente en esponjas y tunicados) la mayor
parte de las muestras no son bioactivas o
no producen metabolitos secundarios. Esto
es muy diferente en las plantas ya que prac-
ticamente cualquier tipo de vegetal terres-
tre produce algun tipo de metabolito secun-
dario (triterpenos, flavonoides, etc). En ge-
neral se considera que en invertebrados
marinos apenas el 5 % de las muestras sue-
len presentar bioactividad o riqueza quimi-
ca. Esta es la causa principal por la cual
muchos grupos tradicionales en otros pai-
ses latinoamericanos hicieron intentos de
pasar "de la tierra al mar" y desistieron. Otro
problema es que en general al ser molécu-
las en muchos casos totalmente novedosas
y ademas no existir un conocimiento
quimiotaxonémico previo (debido en mu-
chos casos a que no se cuenta con una
taxonomia certera en invertebrados mari-
nos) uno se encuentra cada vez con proble-

mas totalmente diferentes. Esto trae apare-
jado que el proceso de elucidacién estruc-
tural se vuelva mucho més lento. Afortuna-
damente estas dificultades mencionadas
suelen estar compensadas por la novedad
estructural o la bioactividad de las pocas
muestras marinas que valen la pena.

ESPONJAS MARINAS

Nuestro primer éxito con esponjas marinas
fue el aislamiento de las storniamidas una
familia de alcaloides producidos por una
esponja del género Cliona colectada en la
zona intermareal en San Antonio Oeste, Rio
Negro [1]. El nombre de las storniamidas
proviene del instituto de biologia marina y
pesquera “Almirante Storni" que sirvié de
base para nuestros viajes de campafia en la
localidad.

Storniamidas : R,, R,y R, : Hu OH

Las storniamidas presentan un esqueleto
formado por cinco unidades de tirosina, tres
de las cuales se ensamblan para formar un
anillo pirrélico central, y los diferentes com-
puestos se distinguen por el diferente gra-
do de hidroxilacion en los anillos aromati-
cos. Las storniamidas mostraron actividad
frente a diferentes lineas celulares de tumo-
res solidos.

De otra especie de esponja perteneciente al
mismo género, Cliona chilensis, colectada
mediante buceo en Rada Tilly, Chubut, se
aislé6 un nuevo alcaloide peptidico, la
celenamida E [2]. Las esponjas del género
Cliona se caracterizan por horadar sustratos
calcareos como rocas, valvas de moluscos,
arrecifes de coral, etc. Esta habilidad es de-
bida a la presencia de enzimas especificas
capaces de disolver el carbonato de calcio
de los sustratos. En las pesquerias de ostras

son consideradas una plaga porque produ-
cen fragilidad en las valvas de los moluscos,
con las consiguiente pérdidas econdmicas,
y en ciertas regiones del mundo, estas es-
ponjas representan una amenaza para los
arrecifes de coral. Casualmente, las espon-
jas del género Cliona suelen producir com-
puestos fenoélicos, y se cree que estos
metabolitos secundarios intervienen en el
proceso de ataque a los sustratos calcareos,
ayudando a complejar el calcio.

OH

Celenamida E

Entre los distintos métodos para colectar este
tipo de organismos, generalmente se em-
plea el buceo, el snorkel, o la colecta a mano
durante la marea baja. Sin embargo estas
técnicas sélo brindan acceso a las muestras
que se encuentran a poca profundidad. Para
acceder a la biodiversidad que se encuentra
a profundidades mayores se hace necesario
recurrir al uso de redes de profundidad o de
rastras. Con la colaboracién de personal del
Instituto de Investigacién y Desarrollo
Pesquero (INIDEP, Mar del Plata) se logré
acceder a colecciones de la llamada “fauna
acompafiante” de las operaciones de pesca
de vieyras. Dicho material fue recolectado
a mas de 100 m de profundidad y por lo
tanto se trata de especies a las que no se
puede acceder por otros medios de colecta.

Una especie particularmente abundante fue
una esponja Clathria sp. De la cual se pudo
aislar las pseudoanchynazinas, una serie de
alcloides derivados de triptofano y pteridina
de estructura novedosa [3]. Como caracte-
ristica estructural notable, en estos com-
puestos el grupo amino del triptofano se
encuentra bloqueado con metil carbamato.

Es muy posible que estos compuestos cons-
tituyan algiin medio de defensa para la es-
ponja (probablemente impidiendo el
asentamiento de larvas de otras especies)
ya que esta los produce en gran cantidad,
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sin embargo, sorprendentemente, las
pseudoanchynazinas no presentaron activi-
dad farmacolégica de interés.

CORALES BLANDOS (OCTOCORALES)

La pesca en los mares antarticos se encuen-
tra monitoreada por un organismo multi-
nacional (CAMELAR) que periédicamente
realiza camparnias de muestreo para la eva-
luacion del estado del recurso pesquero, en
particular la merluza negra. Una de esas
campanas, realizada por el navio BIP Dr. E.
Holmberg del INIDEP nos permitié acceder
a dos de las muestras mas fascinantes en
cuanto a la estructura y bioactividad de los
metabolitos secundarios. El control del es-
tado de las pesquerias se realiza, precisa-
mente, pescando con redes de profundidad.
Segun la velocidad del buque, estas redes
pueden arrastrarse por el fondo, llevando
consigo también una gran cantidad de or-
ganismos bntdnicos. Esta campania, realiza-
da alrededor de las islas Georgias del Sur,
permitié la recoleccion de una buena canti-
dad de muestras de invertebrados.

Una de las muestras mas importantes en
cuanto a su cantidad, fue el octocoral
Alcyonium paessleri, una de las especies de
corales blandos mas abundantes en los ma-
res antdrticos, colectado a 200m de profun-
didad. De dicha especie se pudieron aislar
las alcyopterosinas, una familia de
sesquiterpenoides novedosos (varios de ellos
clorados) con el raro esqueleto de iludalano,
pero lo mas sorprendente fue la presencia

de un grupo nitrato como sustituyente en
varios de estos compuestos [4]. Si bien los
nitratos son nutrientes abundantes en el
agua de mar, nunca se lo habia detectado
como sustituyente incorporado a un pro-
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una buena actividad frente a distintas lineas
celulares de tumores solidos, y ademas se
observé que producian apoptosis (muerte
celular programada). Estos resultados nos
llevaron a emprender distintos proyectos
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Algunas alcyopterosinas aisladas del octocoral Alcyonium paessleri.

ducto natural. De hecho, estos compuestos
resultaron ser los primeros nitratos natura-
les en ser completamente aislados y carac-
terizados. Varios de estos compuestos pre-
sentaron actividad antitumoral.

TUNICADOS

En la coleccién proveniente de las islas
Georgias, la muestra mas interesante desde
el punto de vista de la bioactividad resulté
el tunicado Aplidium meridianum. Dicho
tunicado, de un color amarillo verdoso in-
tenso, nos brind6 una familia de alcaloides
inddlicos, las meridianinas, varias de las cua-
les presentaron promisoria actividad
antitumoral [5].

1R'=0H; R?=R’=R*=H
2R'"=0H: R?=R*=H: R®=Br
3R'=R*=R*=H; R?=Pr
4R'=R?°=R*=H;R®=pr
5R'=0H; R°=R®=H; R*=Br

meridianinas A-E

Dichos compuestos poseian en comin un
anillo de 2-aminopirimidina unido al C-3 de
un indol, y el anillo indélico podia encon-
trarse bromado y/o hidroxilado. Estudios
preliminares de estos compuestos indicaron

relacionados con las meridianinas. Por un
lado, se establecié un convenio con el labo-
ratorio del Dr. Laurent Meijer (CNRS
Roscoff-Francia) con el fin de evaluar la ac-
tividad de las meridianinas como inhibidoras
de protein-quinasas. Por otro lado comen-
zamos un proyecto de sintesis de analogos
de meridianinas con el fin de obtener deri-
vados con mayor actividad y menor toxici-
dad. Ademas se comenz6 a trabajar en el
desarrollo de metodologias para el andlisis
y cuantificacion de meridianinas en fluidos
biologicos.

Fue precisamente esta Ultima linea de tra-
bajo la que condujo al descubrimiento de
dos nuevas meridianinas. Al analizar los es-
pectros de masa de las diferentes
meridianinas se observé que todas presen-
taban una pérdida de 41 unidades de masa
a partir del ion molecular. Dicha pérdida
neutra (probablemente azirina) nos dio la
idea de emplear espectrometria de masa
tdndem como método de andlisis y
cuantificacion de este tipo de compuestos.
Para probar la técnica utilizamos un nuevo
batch de extracto crudo de A. meridianum
colectado en las islas Georgias del Sur pero
en una campana posterior. Para nuestra sor-
presa, detectamos, ademéas de las
meridianinas previamente aisladas, otros dos
compuestos que no habiamos observado en
el extracto del afio anterior. Dichos com-
puestos fueron posteriormente aislados y
caracterizados como meridianinas F y G [6].

Nuestro proyecto de sintesis de andlogos nos
llevo a preparar, mediante una sintesis de
Fischer con uso de microondas, una serie
de compuestos con el anillo de 2-
aminopirimidina unido al C-2 del indol. Di-
chos derivados no resultaron bioactivos [7].
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meridianinas F-G

Las pruebas de actividad realizadas en Fran-
cia mostraron que las meridianinas eran
potentes inhibidores selectivos de varias
protein-quinasas dependientes de ciclina
(CDKs) [8]. Existe un gran nimero de CDKs
y su funcién es promover la division celular
en su forma fosforilada. La CDK se une al
ATP vy luego fosforila la proeina de
retinoblastoma Rb. Esta proteina en su for-
ma no fosforilada acttia como un freno a la
division celular. Por lo tanto las diferentes
CDKs son un objetivo para nuevas drogas
antitumorales, donde el efecto buscado es
inhibir la fosforilacion de Rb. Esto conduce
al proceso llamado apoptosis o muerte ce-
lular programada. Las CDKs son también
importantes en el estudio de enfermedades
neurodegenerativas como el mal de
Alzheimer, lo cual las vuelve blancos aun
mas atractivos para la busqueda y disefio
de inhibidores especificos.

Estos resultados nos llevaron a presentar una
patente provisional conjunta en EEUU en-
tre el CNRS y la UBA, pero lamentablemen-
te no se pudo obtener la patente definitiva
debido a la existencia de otra patente ante-
rior. En dicha patente se protegia todo tipo
de pirimidinas 2,4 disustituidas como
inhibidores de protein quinasas, y lamenta-
blemente las meridianinas quedaban
automaticamente protegidas, por mas que
no eran el objetivo de la misma. La existen-
cia de dicha patente nos llevé a cancelar el
proyecto, pero por otro lado nos quedé la
satisfaccion de saber que estuvimos a pun-
to (la patente llevaba menos de un afio de
publicada) de completar el ciclo de desa-
rrollo de un producto natural: aislamiento,
elucidacion estructural, pruebas de activi-
dad, patentamiento, sintesis de anélogos.

CONCLUSIONES

Como queda demostrado con los resulta-
dos expuestos, nuestros mares son una
fuente invalorable de potenciales descubri-
mientos en el 4rea de productos naturales
bioactivos y la farmacognosia. Suimportan-
cia es aun mayor si consideramos la vastedad
del mismo, y que recién hemos comenzado
a explorarlo quimicamente, con lo cual es
posible augurar un futuro promisorio a la
disciplina, y el descubrimiento de nuevas
sustancias que acaparen nuestro interés.
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Sintesis de Isomeridianinas

Tabla 1. Efecto de las meridianinas sobre CDK (DC

quinasa A

CDK1/ciclina B 2.50
CDK2/ciclina A =
CDK5/p35 3.00
PK dependiente de AMP ciclico —
PK dependiente de GMP ciclico —
GSK3-B 1.30

Casein quinasa 1 (péptido)

Casein quinasa 1 (caseina)

- concentracion micromolar)

B C D E
1.50 3.00 13 0.18

— — = 0.80
1.00 6.00 5.50 0.15
0.08 0.70 1.00 0.09
0.08 0.40 0.80 0.60
0.50 2.00 2.50 2.50
1.00 30 100 0.40
2.00 >100 >100 1.00



