UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PATAGONIA
SAN JUAN BOSCO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

Comodoro Rivadavia, 28 de mayo de 2004 -

VISTO: |
La propuesta de Practica Profesional de la carrera de Bioquimica, y

CONSIDERANDO:
Que la misma ha sido avalada por el Jefe del Departamento.

Que siguieron el camino critico correspondiente.
Que cumple con las Resoluciones CAFCN. N° 234/92 y 057/99.
Que el tema fue tratado en la II sesion ordinaria del afio en curso.

POR ELLO, EL CONSEJO ACADEMICO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
RESUELVE

Art. 1°) Aprobar la Practica Profesional propuesta por el Departamento de Bioquimica que se
detalla a continuacion y cuyos contenidos figuran en el Anexo que forma parte integrante del

presente despacho:

“BUSQUEDA DE METABOLITOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA A PARTIR DE
PRODUCTOS NATURALES”

Profesor responsable: Dra. Ménica Liliana Freile.

Colaboradores:

Dr. Eduardo Isidro Sanchez

Dr. Oscar Héctor Pucci

Art. 2°) Registrese, cursense las comunicaciones correspondientes, notifiquese a quien corresponda
y cumplido, Archivese.-

RESOLUCION CAFCN. N° 293/04.-
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“Busqueda de metabolitos con actividad bioldgica a partir de Productos Naturales”

1. Objetivos

* Objetivo general:
Adquirir capacitacion tedrica y practica en Obtencion, Separacion, Purificacion e Identificacion
de principios activos a partir de Productos Naturales y Estructuras relacionadas modificadas
quimicamente.

*  Objetivos académicos secundarios:
El alumno se familiarizara con el conocimiento practico en distintos aspectos:
a) Recoleccion y clasificacion del material vegetal (obtencion de muestras)
b) Preparacion y seleccion de las distintas partes del material a analizar (hojas, tallos o raices),
secado y molienda.
¢) Obtencion de los distintos extractos vegetales.
d) Métodos de extraccion de metabolitos secundarios vegetales (alcaloides).
e) Técnicas de Separacion, Purificacion e Identificacion de metabolitos secundarios.
f) Métodos de bioensayos para determinar las potenciales actividades biologicas.
g) Metodologia de la investigacion cientifica y presentacion de resultados.

2. Antecedentes

Es perfectamente conocido que uno de los grandes inconvenientes con los que se enfrenta
actualmente la Farmacologia molecular es la obtenciéon de nuevos compuestos “lideres™ o “cabezas
de serie” que permitan atacar distintos tipos de enfermedades cronicas y que no tienen un
tratamiento terapéutico satisfactorio[1].

Ante la pregunta de “;como buscar nuevos compuestos lideres?”, existen diferentes
estrategias para buscar nuevos compuestos de los llamados “cabeza de serie”, que van desde
modificaciones estructurales relativamente simples sobre compuestos probadamente eficaces,
pasando por screening sistematicos y aleatorios, hasta una bisqueda totalmente planeada y racional
[2]. En este contexto los Productos Naturales han ocupado un lugar preponderante
fundamentalmente debido al poder de “adaptacion” de las plantas mediante la produccion de
metabolitos secundarios capaces de responder ante los mas diversos estimulos externos y sobre todo
debido a la tremenda diversidad estructural de estos metabolitos que escapa a la imaginacion de
cualquier quimico sintético. Es interesante recordar que después de una relativa disminucion en el
interés por este tipo de productos, en la ultima década hemos presenciado un aumento sistematico en
el interés por los productos naturales como proveedores de potenciales nuevos “compuestos lideres”.
Este renovado interés se debe fundamentalmente a factores econdmicos, después de todo en el asi
llamado “ranking de drogas mas vendidas” entre las 10 mas vendidas al menos la mitad son
productos naturales o modificaciones de productos naturales.

Por otro lado el continuo avance de la industrializacion y la presencia del hombre sin los
cuidados de mantener los ecosistemas hacen que el estudio de productos naturales y sus posibles
metabolitos secundarios de nuestra zona patagonica cobre en estos momentos un especial interés.
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Logicamente esto solo es posible de llevar a cabo si se cuenta con personas capacitadas para este
tipo de estudio. El objetivo principal de este plan es el de la formacion del candidato en las distintas
técnicas que necesita conocer para hacer la busqueda de potenciales nuevos agentes de interés en
Farmacologia a partir de productos naturales de la zona.

Estudios recientemente reportados por nuestro grupo de investigacion [3-6] han demostrado

que las especies estudiadas del género Berberis (Berberidaceae) poseen alcaloides del tipo
bencilisoquinolinicos, protoberberinicos y bisbencilisoquinolinicos, algunos de los cuales poseen
una interesante actividad antibacteriana y especialmente una potente actividad antifingica. Por otro
lado modificaciones quimicas que se les realizaron a estas estructuras permitieron determinar su
posible mecanismo de accion a nivel molecular [6].
Basandonos en estos antecedentes se propone en este plan un estudio de la especie Berberis
heterophylla y sus metabolitos secundarios para la busqueda de potenciales agentes antifingicos y
antibacterianos. Las modificaciones estructurales permitiran una mayor comprension del problema y
la posible determinacion del farmacoforo en esta serie. Por otro lado los estudios de las actividades
biolégicas de los extractos también seran de gran utilidad desde el punto de vista etnofarmacologico
ya que permitiran corroborar sobre bases cientificas de algunas propiedades que se les atribuyen a
estas especies de plantas desde la medicina popular.

3.- Materiales y Métodos

3.1 Materiales
Molino SK-1 cross-beater mill
Sonicador Haeberle Labortechnick
Evaporadores rotatorios Hedelpor y Biichi con bafios de agua
Estufa de vacio Precision Vacuum Oven
Espectrofotometro Metrolab 1700
Liofilizador Labconco
Solventes de calidad pro-analisis
Reactivos y material necesario para cromatogratia
Lampara UV Kuehn + Bayer GMBH tipo UVKL-40
Material de vidrio
Micropipetas automaticas.

Todos los reactivos y material de vidrio seran aportados por el Director del Proyecto: Prof. Dra.
Moénica Liliana Freile.
Los aparatos requeridos se encuentran en disponibilidad en los Dptos. de Quimica y Bioquimica.

3.2 Método

a) Recoleccion del material vegetal, para cuya identificacion se solicitara el apoyo de la
catedra de botanica de la Facultad de Cs. Naturales y se depositara un ejemplar en el
Herbario, secado y molienda.

b) Se efectuara la extraccion con distintos solventes organicos (Hexano, Metanol) por
maceracion a temperatura ambiente.

c) Se realizara la separacion y purificacion de alcaloides por cromatografia en columna
(seca, liquida, flash) y cromatografia en capa fina (analitica y preparativa), utilizando
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d) Silica Gel 60 G Merck, Sephadex LH-20 y cromatoplacas de Silica Gel 60 con
indicador de fluorescencia (Fzs4) . Todos los solventes utilizados seran previamente
purificados por destilacion.

e) La elucidacion estructural de las moléculas se efectuara por técnicas espectroscopicas,
Resonancia Magnética nuclear de proton (‘"H RMN) y de carbono (*C RMN) vy
Espectrometria de masa (EM).

f)  Se realizaran los test biologicos mediante ensayos a célula entera por el método de
difusion en agar para determinar las posibles actividades antimicrobianas y/o por el
método de dilucion en agar para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) .

g) Analisis y evaluacion de los resultados

h) Actualizacion bibliografica constante por internet, mediante
www.biblioteca.secyt.gov.ar. y otros buscadores.

Lugar de trabajo: Laboratorio de Quimica Orgénica, Farmacologia y Microbiologia.
Direccion: Dra. Monica L. Freile
Colaboradores: Dr. Eduardo Isidro Sanchez y Dr. Oscar H. Pucci

. Expresion de Resultados y discusion

Se realizard un informe utilizando aproximadamente 20 hojas de tamafio A4, espacio intermedio
letra Times New Roman tamafio 12

Dependiendo de la naturaleza (relevantes y/o originales) de los resultados obtenidos, los mismos
podran ser también presentados en forma de comunicacion en el marco de una Reunion
Cientifica de la especialidad.

Si los resultados lo ameritan se podré realizar una publicacion cientifica en una revista de
circulacion nacional o internacional.
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