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El temor a Jehová es el principio de la sabldurra, 

y el conocimiento del Santislmo es la inteligencia. 

4 

Porque por mI se aumentarán tus días, 

y afias de vida se te añadirán. 

Si fueres sabio, para ti lo serás; 

y si fueres escarnecedor, pagarás tú solo. 

Proverbios 9: 10-12. 
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1. INTRODUCCiÓN 

La vida del hombre está fntimamente unida a su medio ambiente, en particular a las plantas, 

las cuales le proporcionan alimento, vestido, materiales de construcción, esparcimiento visual 

y olfativo, regeneran el aire y según sus propiedades pueden afectar la salud o producir la 

muerte. Los pueblos primitivos han adquirida información sobre las propiedades medicinales 

de un gran número de plantas propias de su medio ambiente. Estos conocimientos, 

generalmente han sido acumulados por individuos, sacerdotes, hechiceros, curanderos, etc, 

quienes los han transmitido de generación en generación, a sus aprendices y descendientes 

(Domfnguez, 1988). 

Se estima que el 80% de la población mundial utiliza la medicina tradicional como primera 

opción para el cuidado de su salud, sin embargo, existe un gran riesgo en el uso inadecuado 

de la misma, por lo que se requiere de la información que proporciona la Investigación 

sistemática de plantas (Miller, 1996). Tanto en animales como en vegetales, los metabolltos 

secundarios sirven o funcionan como parte del sistema de defensa contra herbfvoros y 

depredadores, microbios o virus, asr como también en los mecanismos de competencia entre 

las mismas plantas. Por lo tanto los metabolitos secundarios son de suma Importancia para 

los fines para los que cada organismo los produce. Los conocimientos sobre las plantas 

medicinales de América, fueron transmitidos por los indígenas a misioneros y viajeros 

espa~oles, quienes los inmortalizaron en diversas obras (Domfnguez, 1988). En los 

Manuscritos Indfgenas y otros documentos, en que se da a conocer el cúmulo cultural 

Prehispánico de México, abundan referencias a las plantas, sus nombres, propiedades y 

usos. En la actualidad son los hombres de campo, quienes saben mucho acerca de la 

vegetación que los rodea, de su dinámica, de su relación con el clima y de su posible 

aprovechamiento. Sin embargo, el desarrollo tecnológico y cientffico de los tiempos 

modernos requiere de conocimientos mucho más exactos acerca de los recursos naturales 

disponibles y uno de estos recursos naturales es precisamente la cubierta vegetal. 

(Rzedowskl,1983). 
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En los pafses en vfa de desarrollo existe una gran dificultad para hacer llegar la medicina 

• moderna a todos los estratos de la población, por lo que la fltoterapla, arraigada en la cultura 

popular, constituye una de las formas más económicas para el tratamiento de diversas 

enfermedades. Colncidentemente, estos pafses poseen una importante riqueza f10rfstlca y 

cultural (Lara y Márquez, 1996). México es un ejemplo de lo anterior, ya que posee una 

amplia biodlversidad y numerosos grupos culturales, caracterfstlcas que explican el por qué 

cuenta con un amplio conocimiento en medicina tradicional. Aunado a lo anterior, el alto 

costo de los medicamentos, entre otras causas, ha ocasionado que la gente recurra con 

mayor frecuencia a la herbolaria. El conocimiento sobre plantas medicinales se ha utilizado 

en el mundo académico, ya que a través de estudios fitoqufmicos se han obtenido 

metabolltos secundarios con diversas actividades terapéuticas. Estas sustancias han servido 

como prototipo para la sfntesis de fármacos con mayor, potencia y baja toxicidad (Lara y 

Márquez, 1996). 

Dentro de la familia Asteraceae, el género Sanaclo agrupa especies que poseen múltiples 

propiedades farmacológicas. Los metabolitos secundarios frecuentemente encontrados éste 

género son sesqulterpenos principalmente de tipo eremofllano y alcaloides pirrolizidrnlcos. 

Los eremofilanos pueden poseer propiedades antlalimentarias (Reina et al., 2001), anti-

• inflamatorias (Hwang el al., 2002) o antifúngicas (Reina et al., 2006), aunque también se les 

atribuyen propiedades tóxicas (Pomilio y Jares, 1997). En muchas regiones del mundo, la 

ingestión de especies de plantas del género Seneclo es responsable de innumerables 

muertes de ganado y numerosas intoxicaciones en humanos (Roblns, 1977). La toxicidad de 

estas plantas se atribuye en parte a la presencia de alcaloides plrrolizidrnlcos, algunos de los 

cuales pueden provocar enfermedades como cirrosis hepática y tumores primarios (Roeder, 

1995). 

Por su parte el género Pittocaulon agrupa 5 especies recientemente segregadas del género 

Sanacio (Robinson y Bretell, 1973). Una de ellas, Pittocaulon praacox es usado en medicina 

• popular para curar el reumatismo y sanar heridas (Agullar, 1994; Martfnez, 1959). Los 

estudios previos de esta planta han reportado furanoeremofilanos y alcaloides pirrollzldfnicos 
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como sus principales metabolitos secundarlos (Ortega et al., 1975, Bohlmann y Zdero, 1976, 

Marfn-Loalza et al., 2008a). Sin embargo, solamente se han estudiado los extractos 

hexánicos y no se ha explorado una posible actividad anti-Inflamatorla. En el presente trabajo 

reportamos los resultados del estudio del extracto metanólico de la corteza de ralz de 

Plttocaulon praecox y la evaluación de la actividad anti-inflamatoria de los compuestos 

aislados . 
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2. FUNDAMENTACiÓN DEL TEMA 

2.1 Familia Asteraceae 

La familia Asteraceae, también llamada Composltae, es una de las más grandes de la 

división Magnoliofita o angiospermas (plantas con flores). Está formada por 13 tribus, 

alrededor de 1500 géneros y 30000 especies (Heywood et al., 1977). La diversidad 

observada en esta familia puede atribuirse a su plasticidad genética que le permite adaptarse 

a diferentes condiciones ecológicas, a sus eficientes mecanismos de distribución y a su 

plasticidad qufmica que se refleja en el éxito contra depredadores y competidores. México es 

uno de los principales centros de diversificación de la familia Asteraceae. La tabla 1 muestra 

la clasificación de la familia Asteraceae en México, representada con más de 380 géneros y 

2861 especies siendo la familia más ampliamente distribuida (Vlllaseñor, 1993). 

.. Tabla 1. Clasificación de la familia Asteraceae en México . 

Tribus Géneros Especie Variedades o Total 

Subespecles 

Anthemideae 13 26 1 27 

Astereae 38 338 42 380 

Calenduleae 1 1 O 1 

Cardueae 4 47 2 49 

Eupatorieae 61 589 51 640 

Hellantheae 171 1175 180 1355 

Inuleae 15 70 3 73 

Lactuceae 25 75 6 81 

L1abeae 3 23 O 23 

Mutisieae 8 90 11 101 

Senecioneae 19 228 15 243 

Tageteae 19 128 20 148 

Vernonleae 10 71 11 82 

TOTAL 387 2861 342 3203 
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2.2 Tribu Senecione8e 

La tribu Senecioneae, constituida por tres subtrlbus: Seneclonlnae, Tussllaglnlnae y 

Blennospermatinae, contiene cerca de 3000 especies y es la más grande de las tribus de la 

familia Astereaceae (Heywood et al., 1977). Esta tribu cuenta en México y Centroamérlca con 

228 especies que pertenecen a 19 géneros, siendo el género Senecio el que agrupa mayor 

número de especies (Villaseflor, 1993). 

2.3 Género Seneclo 

El género Senacio, distribuido en todo el mundo, incluye alrededor de 1500 especies en un 

amplio espectro de formas de vida. México y Centroamérica constituyen un importante centro 

de diversificación para este género. Tomando en cuenta nuevos estudios genéticos y 

taxonómicos el género Sanacio sansu lato (s/), en la reglón antes mencionada, fue 

reorganizado y mu.::has de sus especies fueron segregadas a géneros pertenecientes a las 

subtribus Senecioneae y Tussllaglninae. Uno de estos es el género Pittocaulon (Barkley at 

al., 1996). 

2.4 Género Plttocaulon 

El género Plttocaulon (Asteraceae Senecioneae y Tussilagininae) agrupa solo 5 especies: 

P. bombycophole, P. filare, P. hintonii, P. prae cox, y P. vela tum , todas segregadas del 

Senacio sI. (Roblnson y Bretell, 1973). Las especies de este género también llamado 

tezcapatli (Aguilar, 1994; Martfnez, 1959) se conocen popularmente como palo loco 

probablemente por que florecen al final de la estación seca. Son arbustos o árboles 

pequeños resinosos de tallos gruesos, hojas caducas e inflorescencias terminales 

corimbosas sostenidas por tallos cortos. Las hojas son alternas con nerviosidad prominente 

ligeramente palmeadas. Las inflorescencias de tipo capítulo en forma de cabezuelas 

producen flores de tipo hermafrodita y pistlladas. Los tallos de corteza espesa tienen un 

xi lema grueso que contiene una medula estratificada que permite el almacenamiento de agua 

y engrosan estacionalmente (Olson, 2005). Pittocaulon praecox es la especie más abundante 

y más ampliamente distribuida del género, abarca toda la zona montañosa de Zacatecas a 

Oaxaca. Le sigue en abundancia Pittocaulon valatum, el cual crece en los estados de 

Guerrero, Jalisco, México, Nayarit, Oaxaca y Zacatecas. En tanto que Pittocau/on filare esta 
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restringida al estado de Colima. Con respecto a P. bombycophola crece en los estados de 

Mlchoacán, Guerrero y Moralos y P. hlntonii se encuentra en unas pocas localidades de los 

estados de Colima y Mlchoacán. 

2.4.1 Qurmlca del género Plttocaulon 

Los reportes de las únicas especies estudiadas de este género: Pittocaulon praecox 

(Ortega et al., 1974; Bohlmann y Zdero, 1976; Marín-Loalza et al., 2008a) y P. bombycophola 

(Maldonado at al., 2008), muestran que sus principales metabolitos secundarlos son 

sesquiterpenosprlnclpalmente de tipo eremofllano y alcaloides plrrollzldlnicos. 

2.4.1.1 Eremofllanos 

Los sesquiterpenos con estructura de eremofilano (1) son caracterrstlcos de la tribu 

Senecioneae, pueden tener diferentes grados de oxidación y a menudo se pueden encontrar 

como furanoeremofilanos (2) o eremofllanolidas (3) (Romo de Vivar et al., 2007). 

1 9 

3~12 
15 1 13 

1 9 

ypq.~12 3 11 
6 

14 13 
2 

yp:f
1 9 O 

3 :;:,.... O 
11 

14 6 13 

3 

Las estructuras 1-3 están frecuentemente sustituidas con grupos hidroxilo, cetona o éter y los 

grupos hidroxilo pueden estar esterlflcados, siendo comunes los acetatos, angelatos, tiglatos, 

seneclatos e Isobutiratos, como en el caso del eremofllano 4 aislado de Roblnsonacio 

garbarifolius (Arciniegas at al., 2003), del furanoeremofilano precoxalina A (5) obtenido de 

Pittocaulon praecox (Ortega et al., 1974), Y de la eremofilanólida 6 aislada de Seneclo 

toluccanus (Pérez et al., 1991). 

OH 

AcO 

4 5 
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2.4.1.1.1 Actividad biológica de los eremofllanos 

Se encuentran en la literatura varios estudios que describen diversas actividades biológicas 

de eremofilanos, la figura 1 muestra algunos ejemplos. Se ha descrito la actividad 

antlallmentaria de las eremofilanólidas 7-9 (Reina et al., 2001), la actividad antlfúngica de 9 

(Reina et al., 2006), el efecto anti-inflamatorio del furanoeremofilano 10 (Hwang et al., 2002), 

así como también se ha atribuido toxicidad a los eremofllanos (11-14) presentes en el 

extracto hexánico de S. bonariensis (Pomlllo y Jares, 1997). 

o 

7 R = OAc R1 = H R2 = OMe 

8 R = OAng R1 = OH R2 = OMe 

Actividad antlallmentarla 

I~ 
O ~

o 

10 

Actividad antiinflamatoria 

o 

9 R = Otig R1 = R2 = H 

Actividad antialimentaria y antifúnglca 

R O 

11 R = H R1 = OtBu 

12 R = OAc R1 = OAc 

13 R = OAc R1 = OAng 

14 R = H R1 = OAng 

Toxicidad 

Figura 1: Algunos eremofilanos con actividad biológica. 
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2.4.1.2 Alcaloides Plrrollzldlnicos 

La presencia de alcaloides plrrolizidrnicos (Aps) solo se ha detectado en dos tribus de la 

familia Asteraceae, la Eupatorieae y la Senecloneae. Los Aps están formados por una 

porción básica, la hidroxlmetil pirrollzldina (1S). Los grupos hidroxilo pueden esterlficarse con 

ácidos monocarboxilicos para formar alcaloides de cadena abierta como la 

9-angelilretronecina (16), o con ácidos dlcarboxfllcos para formar macroclclos como la 

platifilina (17) (Romo de Vivar et al., 2000). 

~
HO,' 

~ , O 
, O 0b) ti)

R H OH 
7 1 

5 Na R= H, OH 

4 

HeoO t;i °K ~ O ~ 
N 

15 16 17 

2.4.1.2.1 Actividad biológica de los alcaloides plrrollzldfnlcos 

Los Aps que tienen una Insaturaclón en posición 1 son hepatóxicos, mutagénlcos y pueden 

causar hepatomegalla y desórdenes venoocluslvos. El consumo de plantas que contienen 

este tipo de Aps ha sido detectado como un problema de salud ya que se han reportado 

muertes de ganado y de seres humanos ocasionada por la ingesta de dichas plantas 

(Roeder, 1995). Sin embargo, algunos Aps saturados poli-hidroxilados mimetlzan la 

estructura de monosacáridos y por eso tienen un potencial terapéutico en muchas 

enfermedades como infecciones virales, cáncer y diabetes (Asano et al., 2000). 

Los APs también pueden ser acumulados en los cuerpos de insectos de diferentes ordenes 

como es el caso de la mariposa Danaus gilippus que los utiliza como precursores de sus 

feromonas. El análisis qulmico del cuerpo de las mariposas monarca (Danaus plexlppus), las 

cuales pasan el inviemo en México, muestra alto contenido de Aps que usan probablemente 

como defensa contra los depredadores (Romo de Vivar et al., 2007). 
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2.5 Plttocaulon praecox 

Pittocaulon praecox es un arbusto de 1-4 metros de altura con tallos de hasta 12 cm. de 

ancho, hojas ovaladas pubescentes de 5-10 cm. de ancho y flores radiales de 4.5 a 15 mm. 

de largo dispuestas en discos que contienen de 12 a 20 flores. Se encuentra distribuido en 

los estados de Oaxaca, Puebla, Distrito Federal, Querétaro, Michoacán, Guanajuato, 

Hidalgo, Jalisco, San Lurs potosr y Zacatecas (Olson, 2005). En el primer estudio de 

Pittocaulon praecox, en 1975, se aisló el furanoeremofilano precoxlllna A (5) Y se detectó el 

Aps seneclonina (1) (Ortega et al., 1975). Al aí"io siguiente, Bohlmann y Zdero aislaron del 

tallo el furanoeremofilano 18 y dos complejas mezclas de otros furanoeremofilanos: 19-21 y 

23-25 Y de las rafees obtuvieron 22 y las mezclas: 19-21,23-25,26-31 Y 32-35 (Bohlmann y 

Zdero, 1976) . 

H 
I 

AO" I ,! q=r{ 
18 

HO 

~ OR 

19 R= iVal 
20 R=A 
21 R= B 
22 R= Sen 

26 R= ¡Val 
27 R= lBu 
28 R= Ang 
29 R= Met 
30 R=A 
31 R= B 

o A=(J¡ 
~ I ;; 

OR 8=131-
23 R= IVal 
24 R=A 
25 R= B 

m) 
YIC\ 

32 R= I Bu 
33 R= IVal 
34 R= Ang 
35 R= Met 

En 2007, Marin-Loalza, J.C. et al. mediante el análisis por Cromatogratra de Gases -

Espectroscopia de Masas de diferentes extractos de P. praecox identificaron los Aps: 

senecionlna (1), neosenkirkina (36), neoplatifllina (37) 9-angelolldihidroxlheliotridano (38), 7-

angelolldihidroxlheliotridano (39), Integerrlmina (11), platifilina (17), senkirklna (40) en la 

planta. Estos alcaloides son secuestrados por la gama de insectos Ceroplastes albolineatus 
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el cual infesta la planta. (Marin-Loalza et al., 2007). Los mismos autores publicaron en 2008 

la actividad antl-Inflamatoria y antlbacteriana de los extractos de CH2Cb de Plttocaulon 

praecox, P. bombycophole y P. hlntonll. (Marin-Loalza et al., 2008). 
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2.6 Plttocaulon bombycopho/e 

Del estudio de P. bombycophola se aislaron siete sesquiterpenos (41-47) y el alcaloide 

plrrollzidfnico (48) (Maldonado at al., 2008). 

~ 
O 7 "O~ 

H" "O~ 
, H O 

AcO' -,1 O 
46 

41 R1 ::; A, R2 :;;: OAc 
42 R1 ::; A, R2 ::; H 
43 R1 ::; Ang, R2 ::; OAc 
44 R1 ::; Ang, R2 :: H 
45 R1 :;;: I Val, R2 :;;: H 

HO 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se encuentran descritos cinco estudios qurmicos de Pittocaulon praecox, en el primero se 

aisló el furanoeremofllano precoxlllna A y se detectó el alcaloide pirrollzldínlco seneclonina 

(Ortega et aL, 1975), el segundo reportó mezclas complejas de furanoeremofllanos, sin 

descripción de las propiedades trsicas de los compuestos y con pocos datos 

espectroscópicos sobre las mezclas (Bohlmann y Zdero, 1976). En los estudios tercero y 

cuarto, aparecidos recientemente, se hizo el análisis por HPLC de su contenido alcaloidal 

(Marin-Loalza et al., 2007, Marin-Loaiza et al., 2008a). Y en el quinto se analizaron las 

propiedades antlfúnglcas y antlbacterianas de sus extractos (Marin-Loalza et al., 2008b). 

Pittocaulon praecox es usado en medicina tradicional para curar el reumatismo y sanar 

heridas (Aguilar, 1994; Martínez, 1959) por lo que la planta puede ser una fuente de 

sustancias anti-inflamatorias. Dado que a los compuestos obtenidos de esta fuente no se les 

ha determinado esta actividad, y teniendo en cuenta que se han estudiado solamente los 

extractos hexánicos, resultó interesante realizar una nueva Investigación de la planta. 

Adicionalmente, es importante señalar que la presencia de alcaloides pirrollzldrnlcos, 

constituye un factor de riesgo en la utilización de P. praecox como planta medicinal. 
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4. HIPÓTESIS 

Del extracto metanóllco de la corteza del rizoma de Plttocaulon praecox se espera aislar 

sesquiterpenos de tipo eremofilano y alcaloides plrrolizidlnicos. 

Dado que Pittocaulon praecox es empleado en medicina popular para curar el reumatismo y 

sanar heridas, en este estudio se espera encontrar sustancias con actividad anti-inflamatorla. 

5. OBJETIVOS 

Objetivos generales 

• Contribuir con el estudio qu[mico del género Pittocaulon, segregado del género 

Senecio. 

• Determinar la actividad anti-inflamatorla de los compuestos aislados de Pittocaulon 

praecox. 

• Objetivos particulares 

• Aislar, purificar, identificar y cuantificar los principales metabolltos secundarios del 

extracto metanóllco de la corteza de rizoma de Plttocaulon praecox. 

• Determinar si existen diferencias entre los meta bolitas secundarios que se obtengan 

de Pittocaulon praecox con los de especies pertenecientes al género Senecio. 

• Comparar los resultados obtenidos con los reportados en los estudios precedentes de 

P. praecox. 

• Evaluar la actividad anti-Inflamatoria de los metabolltos aislados. 
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6. PARTE EXPERIMENTAL 

6.1 Equipo utilizado 

Los puntos de fusión fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estén corregidos. 

La Rotación óptica fue realizada en el polarfmetro Perkin-Elmer 343. 

Los espectros de UV e IR fueron registrados en los equipos Shlmadzu UV 160U y Broker 

Tensor 27, respectivamente. 

Espectros de RMN 10 Y 20 fueron obtenidos en espectrofotómetros Eclipse JEOL 300 MHz, 

Bruker Avance 300 MHz o Varlan-Unity Inova 500 MHz, utilizando tetrametllsllano (TMS) 

como estándar Interno. 

Datos de EM-IE fueron determinados a 70 eV en un espectrómetro de masas Bruker 

Oaltonlcs Analysis 3.2. Los EMAR (FAS+) fueron realizados en un JEOL MS-SX11 02A a 10 

Kv usando Iones de polietilengllcol (Fluka 200 y 300) como material de referencia. 

El análisis de cristalografía de Rayos X fue realizado en el dlfractometro Bruker Smart Apex 

CCO con grafito-monocromado Mo Ka radiación ("-=0.71073 A). Las estructuras fueron 

resueltas por métodos directos utilizando el programa SHELXS. Los átomos diferentes a 

hidrógeno fueron refinados con parámetros de desplazamiento anisotróplco. Los átomos de 

hidrógeno fueron incluidos en las posiciones calculadas y no están refinados. 

Para la cromatografía de gases se utilizó un equipo Agilent 6890 con una columna AT5 de 30 

m x 0.25 mm con una pellcula de 0.1 11m de espesor. La temperatura inicial de 100°C 

aumentó en 10 minutos hasta la temperatura final de 200°C. 

6.2 Análisis cromatográfico 

La cromatograffa en columna fue realizada con vaclo (CCV) utilizando gel de SlIIce G 60 

(Merck, Oarmstadt, Germany). 
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La cromatograf(a Flash (CCF), empacada con gel de Sflice 60 (230-400 Macherey-Nagel), 

fue realizada con inyección de aire por la parte superior de la columna para obtener una 

eluslón aproximada de 3 mi por minuto. 

La Cromatografía en capa delgada (CCD) fue realizada utilizando placas de gel de sflice 

GF254 (Merck), para la cromatografía analltica se usaron placas de 0.25 mm de espesor y 

para la preparativa de 1.0 y 2.0 mm. 

El monltoreo de las placas se llevó a cabo mediante exposición a luz UV (254 nm y 365 nm). 

Se utilizó solución de sulfato cérlco al 1 % en ácido sulfúrico como revelador. 

6.3 Material vegetal 

Pittocaulon praecox, originario del Pedregal de San Ángel México D.F. y cultivado en 

Ozumba, Estado de México, se recolectó en marzo del 2007. Un ejemplar fue depositado en 

el herbario del Instituto de 81010gla (MEXU 1236997), Universidad Nacional Autónoma de 

México. 

6.4 Preparación de extractos 

6.4.1. Extracto metanóllco 

La corteza de la raiz (1.8 Kg.) se separó y se secó a temperatura ambiente, se trituró y se 

t extrajo por maceración con MaOH durante una noche. El disolvente se filtró y se evaporó en 

un evaporador rotatorio. Esta operación se repitió tres veces para obtener 250 g de extracto. 

El extracto metanólico (165 g) fue purificado por métodos cromatográflcos (Esquema 1). 

6.4.2 Extracto alcaloideo 

Una porCión del extracto matanólico (85 g) fue sometida a un tratamiento con Zn en medio 

ácido para reducir los N-oxidos de los alcaloides plrrolizidínicos (Pérez-Castorena et al., 

1998): se llevó a pH=1 con una solución de H2S04 al 2.5 %, se agregaron 4.2 g (5 %) de Zinc 

en polvo, se agitó durante la noche, se filtro y lavó con hexano. La fase acuosa que se llevó a 

pH=11 con NH40H, y se extrajo con CH2CI2, la fase orgánica se secó con sulfato de sodio y 

el disolvente se eliminó en un evaporador rotatorio para obtener el residuo alcaloideo (3.3 g) 

el cual fue purificado por métodos cromatográficos (Esquema 1). 
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Esquema 1: Diagrama del flujo empleado para la obtención de los metabolitos aislados de 

Pltticaulon praecox 

6.5 Fraccionamiento del extracto alcaloideo 

El extracto alcaloideo (3.3 g) se adsorbió en c~lIta y se purificó por cromatograffa en columna 

al vacfo (CCV) con gel de sflice (35 g) eluída con mezcla AcOEt-MeOH en gradiente de 

polaridad creciente (C-1), colectando 230 fracciones de 15 mI. 

Las fracciones 11-30 (450 mg), obtenidas por elusión con AcOEt se sometieron a una nueva 

CCV elurda con CH2Cb-MeOH95:5 para obtener 50 fracciones de 10 mi (C-2). Las 

fracciones 5-14 de C-2 (45 mg) se purificaron por CCV con CH2Cb-MeOH 95:5 para obtener 

un sólido ámbar que una vez recristallzado en metanol se Identificó como senecionlna (1, 5 

mg). 

Senecioniona (1): p.t. 227-230°C (Logie et al., 1994; Roeder, 1990). 

18 
1 ~ 

17 

o 

Las fracciones 15-46 de C-2 (50 mg) se purificaron por CCV eluída con CH2C/2-MeOH 95:5 

para obtener integerrimina (11, 4.3 mg). 

Integerrlmlna (11): p.t. 170-172°C (Logie et al., 1994; Roeder, 1990). 

HO 
~ O 

, 
I 

O d)0 
\~ 

N 
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lit Las fracciones 196-206 de C-1 (250 mg) obtenidas por eluslón con mezcla AcOEt-MeOH 7:3 

fueron purificadas por dos CCV sucesivas eluidas con CH2CI2-MeOH 4:1 para obtener 11 mg 

de mezcla de N-óxido de seneclonlna e Integerrimlna (Logle et al., 1994; Roeder, 1990). 

Ha , Ha 
, a 

~ a , , 
a 

M
O 

~ ¡ 
a o 

N-oxido de I N-oxido de 11 

6.6 Fraccionamiento del extracto metan611co 

El extracto metanólico remanente (165 g) fue fraccionado por CCV utilizando mezclas AcOEt

MeOH en gradiente de polaridad creciente para obtener la fracción A obtenida con AcOEt, la 

fracción 8 eluida con AcOEt-MeOH 19:1,9:1 y 4:1 y la fracción C obtenida de las fracciones 

eluidas con AcOEt-MeOH 1:1 y MeOH. 

La fracción A (55 g) fue purificada por CCV eluida con un sistema gradiente de hexano-

• AcOEt para obtener las fracciones D (eluida con hexano y hexano- AcOEt 19:1) y la E (elulda 

con hexano- AcOEt 9:1). La purificación de la fracción D (35 g) por CCV (elurda con hexano

AcOEt sistema de polaridad creciente) produjo las fracclónes F (eluida con hexano- AcOEt 

49:1) y G (elulda con hexano-AcOEt 19:1). De la fracción F, después de dos cromatografras 

sucesivas (hexano- AcOEt 49:1), se obtuvo una mezcla de los compuestos 111 y IV (1.2 g), la 

purificación de 200 mg de esta mezcla por CCD preparativa, eluida con hexano-AcOEt 99:1 

produjo senemorin (111, 125 mg), y el compuesto IV (18 mg). 

Senemorin (111): 

Aceite incoloro; [a]25o - 18.4°, (c 0.14, CHCb); IR (CHCI3): v 1709, 1645, 1155 cm"1 (Novoty 

• et al., 1973). 
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IV R = /Bu 

6~-lsobutiriloxi-1 ,1 O~-epoxifuranoeremofilano (IV): 

Aceite amarillo; [0.]250 - 34.6°, (e 0.13, CHCb); IR (CHCI3): v 1728, 1464, 1152,964 cm-1; 

RMN 1H: ver espectro 5.1, RMN BC: ver espectro 5.2 (Bohlmann y Zdero, 1976). 

La fracción G (19.2 g), fue purificada por CCV elurda con Hexano-AcOEt 49: 1, obteniendo 

los compuestos V (1.1 g), VI (0.7 g) Y la mezcla (2:1) de los compuestos V y VI (10.8g). 

6p-Angeloiloxifuranoeremofilan-9-ona (V): 

Agujas incoloras (hexano-eter isopropillco); pf 103-105°C; [af50 - 92.5°, (e 0.20, 

CH3COCH3); IR (CHCI3): v 1708, 1644, 1155 cm-1 (De Bernardl et al., 1988). 

o 

VI R = ,Bu 

6p-lsobutiriloxifuranoeremofilan-9-ona (VI): 

Aceite incoloro; [af50 - 38.2°, (e 0.22, CHCI3); IR (CHCb): v 1727, 1679, 1151 cm-1 (Villarroel 

y Torres, 1991) 

La purificación de la fracción E (9.5g) por columna flash (hexano-AcOEt 19:1) produjo VII (30 

mg), VIII (75 mg), IX (60 mg), una mezcla (3:2) de los compuestos VIII y IX (5.8 g) Y el 

compuesto X (17 mg, 0.0014%). 
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.. 3a-Hidroxl-1(10), 7(11), 8-eremofilatrien-12,8-olida (VII): 

Agujas amarillas; pf 190-192°C (AcOEt-MeOH); [a]25o - 94°, (c 0.15, MeOH); IR (KBr): 

v 3471, 1665 cm-1; RMN 1H: ver espectro 6.1; RMN 13C: ver espectro 6.2 (Shlnel et al., 2006). 

o 
HO' 

VII 

6~-Angeloiloxi-1, 1 0~-epoxifuranoeremofilan-9-ona (VIII): 

Aceite amarillo pálido; [af5o - 37.2°, (c 0.14, CHCb); IR (CHCb): v 1707,1689,1155 cm-1 

(Wang et al., 2002) 

IX R;;;: ,Bu 

1, 1 0~-Epoxy-6p-isobutiriloxlfuranoeremofllan-9-ona (IX): 

Aceite amarillo pálido; [a]25o -16.0°, (c 0.20, CHCb); IR (CHCb): v 1728,1690,1154 cm-1 

(Wang et al., 2002). 

3~-Acetoxi-1, 1 Op-epoxl-8a-hldroxl-6p-lsobutlrlloxl-7(11 ) eremofilen-12,8-olida (X): 

Prismas incoloros (AcOEt-MeOH); pf 258-260°C; [a]25o -46.0°, (e 0.15, DMSO); IR (KBr): 

v 3346,1743,1729,1701 cm-1; UV (MeOH) Amax (Iog E): 214 nm (3.8); RMN 1H ver espectro 

1.1; RMN BC ver espectro 1.2. EMIE (espectro 1.7) mIz (%): 408 (10) [Mt, 320 (30),260 

t (30),71 (100); EMAR-FAB+ mIz: 409.1865 (calculado 409.1862 para C21H290S, [M+Ht). RX: 

ver anexo Tabla 9 pg. 111. 
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RMN 13C ver espectro 3.2; EMIE: (espectro 3.7) miz (%): 250 (55), 233 (20), 125 (100); 

EMAR-FAB+ miz: 413.2175 (calculado 413.2175 para C21H330S, [M+H]). 

('Y¡0 
HO'~""~o 

HO~~OH 
Hó(' ' 

HO 

XII 

3a-8a-Dihidroxi-7(11 ),9-eremofiladien-12,8;.0Iida (XIII) 

Prismas incoloros (hexano-AcOEt); pf 175-17rC; [a]25D -31.2°, e 0.25, MeOH; IR (KBr): 

v 3351, 1755, 1651, cm-1; UV (MeOH) Amax (log E): 226 nm (3.9); RMN 1 H: ver espectro 4.1; 

RMN 13C: ver espectro 4.2; EMIE (espectro 4.7) miz (%): 265 (3), 246 (35),219 (100), 178 

(50); EMAR-FAB+ miz: 265.1440 (calculado 265.1440 para C15H2104, [M+H]\ 

o 

XIII 

De la fracción J se obtuvieron por recristalización 5.5 9 de XI. La purificación de las aguas 

madres (8.5 g) por una CCV elurda con AcOEt -MeOH 49:1 dio lugar a 2.8 9 de XI y 1.2 9 del 

compuesto XII. 

La purificación de la fracción C (31 g) por CCV (AcOEt -MeOH sistema de gradientes) 

produjo el compuesto XI (150 mg) y sacarosa (5.5 g). 

6.7 Hidrólisis ácida de 108 compuestos XI y XII 
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Los compuestos XI y XII fueron hidrolizados separadamente siguiendo la misma 

• metodologfa. Cada compuesto (100 mg) se calentó a 70°C por media hora con HCI al 10%. 

• 

La mezcla de reacción se enfrió y se extrajo con CH2CI2. La fase acuosa se evaporó con aire. 

Se obtuvo el derivado sililado agregando al residuo acuoso seco la mezcla Hexametlldlsllano

Clorotrimetilsilano-piridina (3:1 :9). El análisis por cromatograffa de gases de estos derivados 

permitió Identificar glucosa como el azúcar presente en XI y XII. 

6.8 Actividad antl-Inflamatorla 

La actividad antl-Inflamatorla se determinó utilizando el modelo de edema Inducido en oreja 

de ratón con acetato de 12-0-tetradecanoilforbol (TPA) (Rao et al., 1993., Payá et al., 1996). 

Se emplearon ratones macho de la cepa CD1 (25-30g). Los animales se dividieron al azar en 

los siguientes grupos de cinco animales: control (recibieron TPA más el vehfculo), prueba 

(recibieron TPA más la sustancia problema) y referencia (recibieron TPA más indometacina). 

Los ratones se colocaron en cajas de acrílico transparente a temperatura constante de 24°C, 

con un fotoperrodo de 12/12 horas luz / oscuridad y con agua y alimento ad IIbitum. Bajo 

anestesia general con pentobarbltal sódico (3.5 mg/kg, por vfa intraperitoneal), en la oreja 

derecha se aplicaron 10 ¡JI de una solución etanólica de TPA (0.25 mg/ml) a todos los 

animales. Diez minutos después, en la misma oreja se aplicaron las sustancias de prueba o 

el fármaco de referencia (a los animales de los grupos de prueba y referencia, 

respectivamente) disueltos en 20 ¡.JI del vehrculo. La oreja izquierda (sirvió como control 

negativo) recibió solamente 10 ¡JI de etanol y 20 ¡JI del vehrculo del compuesto. Cuatro horas 

después de la aplicación del TPA, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical 

para tomar de muestra de 7 mm de diámetro de ambas orejas. El Incremento del peso de la 

muestra derecha con respecto a la Izquierda representa el edema. La inhibición del edema 

se calcula con formula: 

% de Inhibición:;;: [(C-E)/C] 100 

en donde: 

C:;;: Edema del grupo control (tratado con TPA) 
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E= Edema del grupo de prueba (TPA más el compuesto) o de referencia (TPA más 

• indometacina) 

i 
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7. RESULTADOS 

7.1 Extracto alcaloideo 

De la corteza de rafz de P. praecox se obtuvo (3.3g) 0.53% de extracto alcaloideo, de este 

extracto se separaron dos alcaloides plrrollzldfnlcos, la seneclonina (1) y la integerrimina (11) y 

la mezcla de sus N-óxidos. 

HO I 

O O 
I 

I I I 

O 

~±r 
O d)0 

I 0.00081% 11 0.0007% 

Ha Ha 
O a 

I 
I I djO I 

O a d)0 
r r 
O a 

N-óxido de I N-óxido de 11 

mezcla 0.00179% 

Figura 2. Metabolitos aislados del extracto alcaloidaeo de Plttocaulon praecox 

7.2 Extracto metanóllco 

Del extracto metanólico de P. praecox se obtuvieron cuatro nuevos compuestos, dos 

glucósidos de eremofllano XI y XII Y dos eremofilanólidas X y XIII (Figura 3). También se 

obtuvieron siete compuestos conocidos III-IX (Figura 3). 
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Figura 3. Metabolltos aislados del extracto metanólico de corteza de rafz de P. praacox 
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7.3 Resultados de las pruebas de actividad antl-Inflamatorla 

Tabla 2: Actividad anti-imflamatoria en el modelo de edema inducido con TPA. 

Sustancia Dosis Edema Inhlblcl6n 
1 J.1g/oreja (mg) % 

I ndometaclnaS 1.0 1.99 ± 0.68 83.73 

c;t;Q I J 1.0 9.97 ± 0.98* 30.98 
OAng mb 

~ IJ 1.0 5.03 ± 1.23** 65.14 
O/Bu IVb 
o 

c;QQ 1.0 7.38 ± 1.16** 48.93 IJ 

OAng Vb 

~ 1.0 9.58 ± 1.53** 33.69 I J 

O/Bu Vlb 

~ 1.0 8.55 ± 1.45** 40.79 IJ 

OAng vmb 

~ 1 .0 7.50 ± 2.28** 48.06 I J 

IBu IXb 

~ o 1.0 6.10 ± 0.21 15.86 AoO "-
IBu Xc 

~ HO' "" OGluc Xld 1.0 12.00 ± 1.41 14.69 

QJo 
HO' ""r""'OG'UCXlld 1.0 11.07 ± 1.03 21.33 

OH 

HO",q::t{° Xllle 1.0 9.10 ± 1.64 31.92 

Extracto metanólicof 1 mg/oreJa 6.96 ± 1.05* 39.93 

Control: l'Ietanol:acetona 1:1 (15.00 ± 0.47), bacetona:dlclorometano 1:1 (14.44 ± 0.61),CDMSO 10% en 

mezcla de acetona:diclorometano 1:2 (7.25 ± 0.43), dmetanol (14.07 ± 0.84), "DMSO 1 0% en acetona 

(13.37 ± 1.18), fmetanol (16.58 ± 0.72). Los datos representan el promedio de cinco animales ± el 

error estándar de la media (X ± EEM). Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de 

Student y los valores de p sO.05 C") y p :s; 0.01 ("'*) se considera como diferencia significativa con 

respecto al control. 
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8. DISCUSiÓN DE RESULTADOS 

Para obtener el extracto alcaloideo, una porción del extracto métanollco se sometió a un 

tratamiento ácido-base en presencia de Zn con el objetivo de reducir los N-óxidos presentes, 

dado que la extracción de los Aps se facilita si éstos se encuentran en forma de bases libres. 

La purificación de este extracto por métodos cromatográflcos permitió aislar dos alcaloides, 

reportados cOn anterioridad en la planta, la senecionlna (1) y la integerrimlna (11) y una mezcla 

de sus N-óxidos. La identidad de los alcaloides obtenidos y la de sus N-óxidos fue 

determinada por la comparación de sus constantes trsicas y datos espectroscópicos con los 

reportados en la literatura (Logie et al., 1994; Roeder, 1990) y además fue confirmada por 

comparación con muestras auténticas. La presencia de N-óxidos, a pesar del tratamiento 

reductlvo utilizado para transformarlos en bases libres, puede ser debida a una reducción 

incompleta de los N-óxidos o al hecho de que, siendo el dlclorometano el disolvente que 

permltfa una mejor separación cromatográflca, se utilizó en la purificación. Existen estudios 

que reportan que los alcaloides libres en contacto prolongado con disolventes clorados 

pueden transformarse en N-óxidos (Phillipson y Bisset, 1972). 

Del extracto metanóllco da P. praecox se obtuvieron cuatro nuevos compuestos, dos 

glucósidos de eremofilano XI y XII Y dos eremofllanólidas X y XIII (Figura 3). Sus estructuras 

fueron elucidadas por medio de técnicas espectroscópicas: Masas, UV, IR y RMN de 13C y 
1 
H, mono y bidimensional, homo y heteronuclear. La estructura del compuesto X se confirmó 

por difracción de Rayos X. También se obtuvieron siete compuestos conocidos III-IX (Figura 

3). La Identidad de los compuestos 111, V, VI, VIII Y IX fue obtenida por comparación de sus 

datos espectroscópicos y constantes físicas con los reportados en la literatura. El compuesto 

IV ha sido reportado como parte de una mezcla (Bohlmann y Zdero, 1976) y el compuesto VII 

se encuentra solamente mencionado como intermediario de sfntesis (Shinei et al., 2006). 

A continuación se presenta la discusión de la elucidación de la estructura de los nuevos 

metabolltos X, XI, XII Y XIII, seguida de la de los compuestos conocidos IV y VII, cuyos datos 

espectroscópicos no se encuentran disponibles en la literatura. Finalmente se comentan los 

resultados de las pruebas de actividad biológica. 

39 



• 

• 

i 

3f3-Acetoxi-1, 1 0f3-epoxi-8a.-hidroxl-6f3-lsobutlrlloxl-7(11 )-eremofllen-12,8-ollda (X) 

o 
ko 

2" 

o 

14 13 
15 0~3' 

O 4' 

El espectro UV para este compuesto presentó una absorbancia máxima a f... 214 nm atribuible 

a grupos carbonilo . 

El espectro IR (espectro 1.9), mostró bandas de absorción de grupos hidroxilo a 3346 cm-1 y 

grupos carbonilo a 1743, 1729 Y 1701 cm-1
. 

La fórmula molecular C21 H2SOS se dedujo del ión molecular [M+Ht a mIz: 409.1865 que 

presentó el espectro de Masas FAB+ de alta resolución. 

El espectro de RMN 1 H (espectro 1.1, Tabla 3), presentó, en su zona de mayor frecuencia, 

dos se~ales atribuibles a protones geminales a grupos éster. Debido a la miltliplicidad de 

estas señales se concluyó que la primera, en 6 5.88 (d, J:;: 1.5 Hz), era la se~al del protón en 

posición 6 puesto que presentó un acopiamiento homoalilico con el metilo 13 en 6 1.74 (d, J:;: 

1.5 Hz). La segunda señal, en 6 4.86 (ddd, J:;: 4.0, 7.0, 11.5 Hz), fue asignada al protón en 

posición 3 ya que mostró acoplamiento con el metileno 2 y con el metlno 4, estas 

correlaciones fueron confirmadas con el espectro COSY (espectro 1.5). 

A menor frecuencia se observó la señal de un protón base de función epóxldo, en 6 3.18 (d, J 

= 5.5 Hz), esta señal presentó un acopiamiento, en el espectro COSY, con uno de los 

protones del metileno 2 en 6 2.26 (ddd, J = 14.0, 7.0, 5.5 Hz). Finalmente se observaron las 

señales de 6 metilos, tres de ellas (6 1.73 ,d, J = 1.5 Hz; 1.08, s; 0.91, d, J = 7.5 Hz) 

correspondientes a las señales de los metilos 13, 14 Y 15, respectivamente, caracterrstlcos 

de la estructura base de eremofilanólida. Las otras tres se~ales en 01.98 (s), 1.17 (d, J = 7.0 
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Hz) y 1.14 (d, J;;;; 7.0 Hz) se asignaron a los metilos de las funciones éster presentes en la 

molécula. 

Tabla 3. Datos de RMN-1 H Y 13C de (X). 

Posición RMN 'H, DMSOd¡5, 500 MHz RMN l;'C, DMSOd¡5, 125 MHz I DEPT 

1 3.19d(5.5) 59.4 CH 

2a 2.26 ddd (14.0,7.0, 5.5) 24.4 CH2 

2~ 1.90 da (13.0) -
3 4.86 ddd (11.5, 7.0, 4.0) 67.3 CH 

4 1.85 m 33.3 CH 

5 - 44.1 C 

6 5.88 d (1.5) 71.2 CH 

7 - 154.4 C 

8 - 101.1 C 

9~ 2.32 d (13.5) 41.8 CH2 

9a 1.67 d (13.5) -

10 - 60.7 C 

11 - 123.3 C 

12 - 170.6 C 

13 1.74 d (1.5) 7.8 CH3 

14 1.08 s 15.0 CH3 

15 0.91 d (7.5) 9.1 CH3 

l' - 174.9 C 

2' 2.70 hept (7.0) 33.1 CH 

3' 1.17 d (7.0) 18.9 CH3 

4' 1.14d(7.0) 18.3 CH3 

1" - 169.5 C 

2" 1.98 s 20.8 CH3 

OH 7.78 s -
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El espectro RMN 13C (espectro 1.2, tabla 4), mostró las sei'\ales de 21 átomos de carbono, se 

observaron tres carbonilos de éster en 8 174.9 (s) C-1', 170.6 (s) C-12 y 169.5 (s) C-1 ", dos 

carbonos vinilicos en 8 154.3 (s) y 123.3 (s), cinco carbonos base de ox(geno en 8 71.2 (d), 

67.3 (d), 101.1 (s), 60.7 (s) y 59.4 (d). Y además, con ayuda del espectro DEPT (espectro 

1.3) se notaron a campo más alto, un carbono cuaternario, 2 metlnos, 2 metilenos y 6 

metilos. 

Con el espectro HMBC (espectro 1.6) fue posible determinar la posición de los ésteres en la 

molécula. El grupo isobutiriloxi se localizó en C-6 por el cruce de los picos observados de C

l' (8 174.9 s) con H-6 (8 5.88 d, J = 1.5 Hz) y con H-2' (8 2.70 hept J = 7.0 Hz), mientras que 

H-3 (8 4.86 ddd, J = 11.5, 7.0, 4.0 Hz) correlacionó con el carbonllo del grupo acetoxl C-1" (8 

169.5 s) y este a su vez presentó Interacción con los hidrógenos del metilo en posición 2" (8 

1.98 s), Indicando para éste grupo la en posición 3. 

El espectro de masas de impacto electrónico (espectro 1.8) mostró fragmentos a miz: 320 y 

260 correspondientes a la perdida de los ácidos isobutfrlco y acético, respectivamente, 

confirmando su presencia en la molécula . 

El experimento NOESY (espectro 1.6), sustentó el cruce de picos del OH con H-6, H-1 Y H-

9a, de H-3 con H-6 y H-4 Y entre H-9P y H-14, sugiriendo que el OH, H-1, H-3, H-4 Y H-6 

deber(an ser orientados a. 

La estructura (X) fue confirmada por análisis de Rayos X (figura 4). 
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I 
Figura 4. Proyección ORTEP de 3~-acetoxi-1,1 0~-epoxi-8a-hidroxi-6~-isobutiriloxi-7(11)

eremofilen-12,8-olida (X) (numeración cristalográfica, datos cristalográficos: tabla 9, pg 111) 

12-0-~-D-Glucoplran6sldo de 3a-hidroxl-7(11),9-eremoflladlen-S-ona (XI) 

HG' 
12 

HO~~OH HÓ( . 
HO 

El espectro UV presentó una absorbancia máxima a A 204 Y 248 nm sugiriendo la presencia 

de grupos carbonilos conjugados. 

En el espectro de IR (espectro 2.9), se observaron bandas desplazadas a 3359, 1653 Y 1605 

cm-1 correspondientes a grupos hidroxilo, grupos carbonilo y dobles enlaces, 

respectivamente. Lo que es congruente con la adsorción observada en el espectro de UV. 

La formula molecular C21 H330a se dedujo del ión molecular [M+Ht a miz 413.2175 que se 

obtuvo en el espectro de Masas de alta resolución FAB+. 
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En el espectro de RMN 1H (espectros 2.1 y 2.1.1, Tabla 4) se observó en la zona de campo 

t bajo la sef'lal de un protón viníllco en 8 5.75 (d, J ::;: 2.1 Hz) atribuido al protón del carbono 9 

acoplada alllicamente con la sef'lal en 8 2.50 (dddd, J = 15.0, 15.0, 5.1, 2.1 Hz) de uno de los 

protones del metlleno en posición 1, interacción que se observa en el espectro COSY 

(espectro 2.5). El mismo experimento COSY permitió observar la interacción de los 

hidrógenos atribuidos al metileno 1 con los hidrógenos del metlleno 2 (8 2.129 m y 1.433 m) y 

de estos a su vez con el hidrógeno base de alcohol en posición 3 (8 3.53 ddd, J::;: 11.4, 11.4, 

4.2 Hz), que Interacciona con la sef'lal del metlno H-4 (8 1.39 m), gemlnal al metilo doblete 15 

(8 1.11 d, J ::;: 6.6 Hz), determinando asf la secuencia del anillo A. Al metlno vinlllco en 8 5.75 

le fue asignada, por lo tanto, la posición 9 . 

• 

• 

• 

Siguiendo con el espectro de RMN 1H, se observaron las señales de un metileno en 8 4.87 

(dd, J::;: 13.5, 1.5 Hz) y 4.49 (dd, J = 13.5, 2.1 Hz) asignadas a los protones H-12a y H-12b, 

las cuales presentan acoplamiento de largo alcance, en el experimento COSY, con el metilo 

en posición 13 (1.97 d, J = 1.2 Hz) y con el metileno en posición 6 (8 2.19 da, J = 13.5 Hz). 

Al continuar con el espectro aparece la señal del protón anomérico H-1' en 8 4.17 acoplado 

con H2' con una constante de acoplamiento dlaxial (d, J ::;: 7.6 Hz) Indicando que el azúcar 

sustituyente es una p hexosa. La hidrólisis ácida de XI permitió Identificar éste azúcar como 

p-D- glucosa por cromatograffa de gases del derivado sililado. 

Finalmente, a campo alto en el espectro de RMN 1H se observaron las señales en 8 1.97 (d, 

J =1.2 Hz), 1.11 (d, J = 6.6 Hz) y 1.05 (s) asignadas a los metilos 13, 15 Y 14, 

respectivamente, soportando la estructura XI. 

En el espectro de RMN 13C (espectro 2.2, Tabla 4), se observaron 21 átomos de carbono, 15 

de los cuales corresponden al eremofllano base y los 6 carbonos restantes, base de oxfgeno, 

fueron asignados a la glucosa incluyendo el anomérico en 8 103.2 d . 
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Dentro de los carbonos atribulles al eremofllano se distingue el carbonllo de cetona (8 193.3 

l s), cuatro carbonos vinfllcos (8 171.2 s, 144.5 s, 132.2 s y 126.3 d), un metileno (8 69.9 t) Y 

un metlno (8 71.1 d) bases de alcohol atribuidos a C-12 y C-3, respectivamente, además de 

las señales de los metilenos, metilos y metinos que corroboraron la estructura XI. 

La asignación de los hidrógenos y carbonos se hizo con ayuda de los experimentos DEPT 

(espectro 2.3), HETCOR (espectro 2.4) y COLOC (espectro 2.5). 

En el espectro COLOC se observó la correlación de C-1' con H-12a y H-12b, lo cual nos 

permitió proponer que la glucosa estaba unida al carbono 12. Además se observaron las 

.. interacciones de C-10 con H-14 y H-6a, de C-7 con H-13, H-12b Y H-9, de C-5 con H-15 y H-

9, de C-1 con H-9 y C-6 con H-14, que confirmaron la estructura XI. 

En el experimento NOESY (figura 5, espectro 2.7) se determinó la configuración Z de la 

doble ligadura 7(11) por el cruce de picos de CH3-13 con H-6p, además se observaron las 

Interacciones H-6 p con H-14 y H-13, Y de H-3 con H-14 permitiendo proponer la orientación 

a del grupo hidroxilo en C-3, ya que biogenéticamente, el CH3-14 esta orientado p (Richards 

y Hendricsson, 1964). Además, la constante de acoplamiento de H-3 (J = 11.4, 11.4, 4.2 Hz) 

• sugirió una orientación axial p, para este hidrógeno conforme a lo observado en el 

experimento NOESY. 

• 
Figura 5. Experimento NOESY del compuesto XI 

En el espectro de EMIE (espectro 2.8) se verificó la presencia de la glucosa al observarse el 

fragmento miz 250 correspondiente a [M-CeH100St. 
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",?_:,0-~ .. D .. Glucoplran6sldo de 3a .. hldroxl .. 9,11 .. eremoflladlen .. a .. ona (XII) ... 
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HO 
HO 

El espectro UV presentó una absorbancla máxima a 'A, 237 nm atribuible a grupos carbonilo 

conjugado. 

En el espectro de IR (espectro 3.9), se observaron bandas-desplazadas a 3387, 1656, 1618 

cm-1 correspondientes a grupos hidroxilo, grupos carbonilo y dobles enlaces respectivamente. 

El espectro de Masas FAB+ de alta resolución presentó un Ión molecular [M+Hr de miz: 

413.2175 compatible con la fórmula molecular C21H330a. 

La espectroscopfa de RMN 1H (espectros 3.1 y 3.1.1, Tabla 5) fue similar a la del compuesto 

XI. La diferencia entre los dos compuestos se observó en las señales en 8 6.30 (q, J:;; 1.5 

Hz), señal que integra para un solo hidrógeno, atribuida a H-12 yen 83.03 (dd, J:;; 14.0, 5.0 

Hz) asignada a H-7, ausente en el compuesto XI. Además, las seFlales de los protones H-6 

fueron localizadas a campo más alto en 8 1.97 (dd, J:;; 13.5, 5.0 Hz) y 8 1.90 (dd, J:;; 14.0, 

13.5 Hz) con respecto a las señales de H-6 en el compuesto XI, debido a que la doble 

ligadura se encuentra en C-11 , en concordancia con estructura XII. 

En el espectro de RMN 13C (espectro 3.2, Tabla 5) se observaron las sef'ales de 21 carbonos 

de los cuales, como en el compuesto XI, 15 correspondieron al eremofilano y 6 al azúcar. 

Este azúcar fue Identificado como P-D-glucosa por la constante de acoplamiento de su 

carbono anomérico y por el análisis por cromatografía de gases de producto de hidrólisis de 

XII, como en el compuesto XI. 
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La asignación de los hidrógenos y carbonos se hizo en base a los experimentos OEPT 

(espectro 3.3), HSaC (espectro 3.4) y HMBC (espectro 3.6). 

Tabla 5. Datos de RMN-1 H Y 13C de (XII). 

Posición RMN 'H, C0300, 500 MHz RMN 13C, C0300, 125 MHz / OEPT 

1~ 2.53 dddd (14.5,14.5,5.0,1.5) 31.9 CH2 

1a 2.33 ddd (14.5, 4.0, 2.5) -
2~ 2.12 m 36.0 CH2 

2a 1.40 m -
3 3.56 ddd (11.0, 11.0,4.5) 71.1 CH 

4 1.29 m 51.3 CH 

5 - 40.9 C 

6~ 1.97 dd (13.5, 5.0) 43.1 CH2 

6a 1.90 dd (14.0,13.5) -
7 3.03 dd (14.0,5.0) 47.5 CH 

8 - 201.9 C 

9 5.73d(1.5) 124.6 CH 

10 - 171.7 C 

11 - 11'4.5 C 

12 6.30 c (1.5) 142.5 CH 

13 1.56d(1.5) 10.6 CH3 

14 1.20 s 17.3 CH3 

15 1.05 d (6.5) 10.6 CH3 

l' 4.49 d (7.5) 103.7 CH 

2' 3.35 m 74.3 CH 

3' 3.32 m 8 71.1 8 CH 

4' 3.32 m 8 78.1 8 CH 

5' 3.37 m 77.7 CH 

6'a 3.84 dd (13.5, 1.5) 62.4 CH2 

6'b 3.66 dd (13.5, 4.5) -
I! Sef'iales cuyos valores son intercambiables 
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En el espectro COSY (espectro 3.5) se observaron las mismas interacciones descritas para 

el anillo A del compuesto XI. Además fueron evidentes las interacciones de H-7 (8 3.03, dd, J 

= 14.0, 5.0 Hz) con H-6~ y H-6a (81.97, dd, J = 13.5. 5.0 Hz y 1.90, d. J:;; 14.0,13.5 Hz) y de 

H-12 (8 6.30., q. J = 1.5 Hz) con H-13 (8 1.56. d, J:;; 1.5 Hz). 

En el espectro NOESY (espectro 3.7) la correlación de H-7. H-12 Y CH3-14 sugirió la 

configuración E de la doble ligadura en C-11 y la orientación ~ de H-7. El cruce de los picos 

entre H-3 y CH3-14, en concordancia con las constantes de acoplamiento de H-3 (8 3.56 ddd 

(11.0. 11.0,4.5), permitió proponer la orientación a de el grupo hidroxilo. 

oí) 
7 H H 

"""'~o 
HO~~OH Hti . 

HO, 

Figura 6. Experimento NOESY compuesto XII 

3a-Sa-Dlhidroxl-7(11 ),9-eremoflladien-12,S .. ollda (XIII) 

o 

El espectro UV presentó una absorbancia máxima a A 226 nm atribuible a grupos carbonilo . 

La espectroscopia IR (espectro 4.9), mostró bandas en 3351, 1755 Y 1651 cm-1 indicando la 

presencia de grupos hidroxilo y y lactona Insaturada. 
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La fórmula molecular C1sH21 04 se dedujo del Ión molecular [M+Ht de miz 265.1440 que se 

observo en el espectro de Masas FAB+ de alta resolución. 

En la espectroscopia de RMN 1H (espectros 4.1 y 4.1.1, Tabla 6), fue evidente la presencia 

de un protón vlnflico en 3 5.66 (d J;;;; 2.0 Hz), y de un protón base de alcohol en 33.46 (ddd 

J ;;;; 10.5, 10.5, 4.5 Hz). En la región de baja frecuencia del espectro tres sefíales de grupos 

metilos en 3 1.78 (d, J ;;;; 1.5 Hz), 1.10 (d, J ;;;; 6.5 Hz) y 0.92 (s), trpicas de esqueleto de 

eremofilanolida soportaron, la estructura XIII. 

• En el espectro RMN 13C (espectro 4.2, Tabla 6), se observaron 15 átomos de carbono, entre 

los cuales un carbonllo de lactona (3 171.9, s), cuatro carbonos viníllcos (3 159.0, s, 150.3, s, 

122.6, s y 120.3, d), dos carbonos base de oxigeno (3 100.9, s y 71.1, d) Y tres metilos (3 

19.1, c, 11.2, c, y 8.2, c) fueron evidentes. 

La multiplicidad de los carbonos que mostró el espectro DEPT (espectro 4.3) para esta 

molécula fue 3 metilos, 3 metllenos y 3 metlnos. 

La estructura XIII fue confirmada por las Interacciones observadas en los experimentos de 

RMN en dos dimensiones: 

En el espectro COSY (espectro 4.5), se observaron las Interacciones de H-9 con H-1 a, de H-

1 a con H-2a y H-2b Y de estos últimos con H-3 que a su vez interaccionó con H-14 

confirmando la secuencia del anillo A. además se observó la interacción de H-6a con H-13. 

De igual manera, en el espectro HMBC (espectro 4.6) se observaron la correlaciones de C-

12 con H-13, de C-7 con H-13, H-6a, H-6b y H-9, de C-10 con H-14, H-6a y H-6b, de C-8 con 

H-6a y de C-5 con H-15, H-1b Y H-9. 
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Tabla 6. Datos de RMN-1H y 13C de (XIII). 

Posición RMN lH, Me2COds, 500 MHz RMN l"C, Me2COds, 125 MHz / DEPT 

1~ 2.28 dddd (14.5,14.5,5.0,2.0) 31.0 CH2 

1a 2.13 ddd (14.5, 7.5, 4.5) -

2~ 2.03 m 36.9 CH2 

2a 1.31 m -
3 3.46 ddd (10.5,10.5,4.5) 71.1 CH 

4 1.41 dc (10.5,6.5) 51.6 CH 

5 - 46.3 C 

6p 2.88 d (12.5) 37.1 CH2 

6a 2.38 da (12.5) -
7 - 159.1 C 

8 - 100.9 C 

9 5.66 d (2.0) 120.3 CH 

10 - 150.3 C 

11 - 122.6 C 

12 - 171.9 C 

13 1.78d(1.5) 8.2 CH3 

14 0.92 s 19.1 CH3 

15 1.10 d (6.5) 11.2 CH3 

La estereoqurmica de XIII se dedujo por las Interacciones observadas en el espectro NOESY 

(espectro 4.7). La correlación de H-3 con H-2a, H-14 y H-15, aunado a los valores de las 

constantes de acoplamiento de H-3 (ddd, J = 10.5, 10.5, 4.5 Hz), permitió proponer la 

orientación a para el OH unido a C-3. y la orientación ~ para H-2a. 

El grupo hidroxilo en C-8 se propuso orientado a debido a la presencia del acopiamiento 

homoaHlico entre H-6a (o 2,38, da J = 12.5 Hz) y el metilo 13 (o 1.78, d J = 1.5 Hz). Para que 

este acoplamiento sea posible se requiere que el enlace de C-11 con el metilo 13 forme 

ángulos diedros de 90° con y H-6a y con el hidróxido en C-8 yeso solo es posible si el OH en 
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C-8 tiene orientación a (Moriyama y Takahashl, 1976). La orientación a de H-6b se dedujo 

• por su Interacción en el experimento NOESY con H-4 mientras que H-6a, orientado p, 
Interaccionó con CH3-14 y CH3-15. 

o 

Figura 7. Experimento NOESY compuesto XIII 

En el espectro de EMIE (espectro 4.8) se observó la presencia de los fragmentos en miz 247 

[M-OHt y 229 [247-H20t correspondientes a la pérdida de un grupo hidroxilo y de agua, 

respectivamente, lo cual confirmó la presencia de grupos hidroxilo. 

6p-lsobutiriloxi-1,10p .. epoxlfuranoeremofllano (IV) 

O 13 3' o O 4' 

La espectroscopia IR, mostró bandas en 1728, 1464, 1152, 850 cm-1 de grupos carbonllo, 

furano y epóxido, respectivamente. 

En el espectro de RMN 1H (espectros 5.1 y 5.1.1, Tabla 7) se observó en la zona de alta 

frecuencia la señal de un protón vinflico en (5 7.07 (s) atribuido a H-12 yen (5 6.35 (q, J;;;: 1.2 

• Hz) la sef'ial atribuida a H-6 base de éster. A continuación se detectaron en (5 3.23 (dd, J ;;;: 

16.8, 1.8 Hz) y (5 2.18 (d, J;;;: 16.8 Hz) las señales asignadas a los protones unidos al carbono 
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9, en o 3.09 (d, J = 5.1 Hz) la señal de H-1 base de epóxldo y en o 1.85 (d, J = 1.2 Hz), 1.26 

(s) y 1.07 (d, 7.2 Hz) las señales de los 3 metilos caracterrstlcos de un furanoeremofllano. 

Tabla 7. Datos de RMN-1H y 13C de (IV). 

Posición RMN 'H, CDCI3, 300 MHz RMN l;:SC, CHCIJ, 75 MHz I DEPT 

1 3.09 d (5.1) 62.9 CH 

2a 1.95-1.83 m 19.9 CH2 

2b 1.34 m -
3a 2.05 m 23.6 CH2 

3b 1.95-1.83 m -
4 1.52 m 34.4 CH 

5 - 41.0 C 

6 6.35 c (1.2) 69.3 CH 

7 - 119.7 C 

8 - 148.4 C 

9a 3.23 dd (16.8, 1.8) 30.6 CH2 

9b 2.18d(16.8) -
10 - 63.3 C 

11 - 116.9 C 

12 7.07 s 138.9 CH 

13 1.85 d (1.2) 8.6 CH3 

14 1.26 s 16.7 CH3 

15 1.07 d (7.2) 15.2 CH3 

l' - 177.0 C 

2' 2.65 hept (7.2) 32.1 CH 

3' 1.24 d (7.2) 19.5 CH3 8 

4' 1.24 d (7.2) 18.7 CH3 8 

3 Sefíales cuyos valores son intercambiables 
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La presencia de una seflal heptuplete en 2.65 (J ;:; 7.2) acoplada con la señal que integró 

para dos metilos en 1.24 (d, J ;:; 7.2) Indicó que el grupo que sustituye la molécula en 

posición 6 era un Isobutiriloxi. 

En el espectro RMN 13C (espectro 5.2, Tabla 7), la presencia de 19 étomos de carbono 

corroboró la estructura de un furanoeremofilano sustituido con un éster de 4 étomos de 

carbono. Se observaron la señal de grupo carbonilo del éster (o 177.0 s), los cuatro carbonos 

vlnfllcos del grupo furano (o 148.4, s, 138.9, d, 119.7, s y 116.9, s), los carbonos base de 

oxrgeno del éster (o 69.3, d) Y del epóxido (o 66.3, s, 62.9 s). Ademés, con ayuda del 

experimento DEPT (espectro 5.3) se identificaron las señales de 3 metllenos, 2 metinos 

allfatlcos y las de los cinco metilos presentes en la molécula. 

La similitud en la constante de acoplamiento del H-1 (d, J;:; 5.1) con la observada para H-1 

(d, J ;:; 5.5) en el compuesto X permitió proponer para el epóxido en posición 1-10 una 

orientación ~. 

La orientación ~ del grupo Isobutiriloxl en posición 6 se dedujo de la constante de 

acoplamiento a larga distancia observada entre H-6 (o 6.35, q, J ;;: 1.2 Hz) Y CH3-13 (o 1.85, 

l d, J;:; 1.2 Hz), acoplamiento que ocurre cuando el C-H alflico forma un éngulo diedro de 90° 

con el plano del metilo vinílico 13 y esto solo es posible si H-6 es a (Samek at al, 1969). 

Este compuesto fue reportado por Bohlmann y sus colaboradores como parte de la mezcla 

de los compuestos 32-35, aislados en un estudio anterior de P. praacox (Bohlmann y Zdero, 

1976). 
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• 

., 

3a.-Hldroxl-1 (1 O), 7(11), 8-eremofllatrlen-12,8-ollda (VII) 

o 

La espectroscopia IR, mostró bandas en 3471 de grupo hidroxilo y en 1665 cm-1 de grupo 

carbonllo conjugado. 

Tabla 8. Datos de RMN-1H y 13C de (VII) . 

Posición RMN 'H, CD30D, 500 MHz RMN 1JC, CH30D, 125 MHz I DEPT 

1 5.67 dd (6.0, 2.5) 127.2 CH 

2~ 2.62 ddd (19.0, 6.0, 6.0) 36.9 CH2 

2a 2.10 ddd (19.0 10.0, 2.5) -
3 3.70 ddd (10.0, 10.0, 6.0) 69.2 CH 

4 1.67 dc (10.0,7.0) 47.3 CH 

5 - 40.9 C 

6~ 2.90 d (16.5) 35.8 CH2 

6a 2.22 dd (16.5, 1.5) -
7 - 141.2 Ca 

8 - 137.0 Ca 

9 5.86 s 111.8 CH 

10 - 142.1 C 

11 - 126.4 C 

12 - 175.2 C 

13 1.83 d (1.5) 7.9 CH3 

14 0.97 s 20.8 CH3 

15 1.11 d (7.0) 10.7 CH3 

B Señales cuyos valores son intercambiables 
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I En el espectro de RMN 1H (espectros 6.1 y 6.1.1, Tabla 8) se observaron a campo bajo las 

sef'lales de los hidrógenos vinilicos H-9 (6 5.86 (s) y H-1 (6 5.67, dd, J = 6.0, 2.5 Hz), 

seguidas de la sef'lal de H-3 (6 3.70, ddd, J = 10.0, 10.0, 6.0 Hz) gemlnal al grupo hidroxilo, 

de la sef'lal AS del metileno 6 (62.90 d, J = 16.5, 2.22 dd, J = 16.5, 1.5 Hz), de los tripletes 

del metileno 2 (62.62 ddd, J = 19.0,6.0, 6.0; 2.10 ddd, J = 19.0 10.0, 2.5 Hz) para finalmente 

encontrar los 3 metilos tipicos de la eremofilanolida (6 1.83, d, J =1.5; 1.11, d, J = 7.0; 0.97, 

s). 

En el espectro RMN 13C (espectro 6.2, tabla 8), se observaron 15 átomos de carbono, entre 

• los cuales un carbonilo en 6175.2 (s) para C-12, seis carbonos vinílicos en 6142.1 (s), 141.2 

(s), 137.0 (s), 127.2 (d), 126.4 (d) Y 111.8 (d), un carbono base de oxigeno en 6 69.2 (d), dos 

metllenos en (6 36.9 t, 35.8 t,) y tres metilos (6 20.8, c; 10.7, c; 7.9, c). 

• 

• 

En el espectro DEPT (espectro 6.3), se notaron 3 metilos, 2 metllenos y 4 metinos, que 

soportan la estructura VII para este compuesto. 

La orientación a del OH en 3 se dedujo de las constantes de acopiamiento observadas para 

H-3 (6 3.70 ddd (10.0,10.0,6.0) que Implican una orientación axial ~ para este hidrogeno. 

Este compuesto se encuentra mencionado como intermediario en la síntesis de derivados del 

tetrahidronaftofurano (Shinei et al, 2006) y no ha sido aislado con anterioridad como producto 

natural. 
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Pruebas biológicas 

En la tabla 2 se muestran los resultados del rastreo primario de actividad antl·lnflamatorla en 

el modelo de edema inducido en oreja de ratón con TPA. 

Todos los compuestos presentaron una cierta actividad anti-inflamatoria, pero ninguno de 

ellos con grado relevante. 

El compuesto con mayor porcentaje de Inhibición del edema fue el furanoeremofilano IV con 

65.14%, sin embargo esta actividad es baja si se compara con la del producto de referencia, 

la indometacina la cuál presentó 83.73% de inhibición. 

Comparando la actividad del compuesto IV (65.14%) con la del compuesto 111 (30.98%) se 

observó que con el cambio del éster de Isobutlrato a angelato esta disminuye. En los 

compuestos IX y VIII la tendencia se mantiene, ya que la actividad pasa de 48.06%, en el 

Isobutlrato, a 40.79% en el angelato. Sin embargo, en los compuestos V y VI la tendencia es 

inversa, la actividad aumento al pasar de Isobutirato (33.69%) en el compuesto VI a angelato 

(48.93%) en el V, por lo tanto no es posible establecer que la naturaleza del éster tenga un 

efecto claro sobre la actividad. 

Observando la tabla 2 se puede deducir que en general los compuestos con estructura de 

furanoeremofllano del 111 al IX presentaron inhibición del edema que varia ente 30.98 y 

65.14%. Esta actividad fue mayor que la de los compuestos con estructura de 

eremofilanólida X y XIII, con valores de 15.86 y 31.92 %, Y estos a su vez fueron más activos 

que los glucósidos de eremofilano XI y XII que solo inhibieron el edema en 14.69 y 21,33 % 

respectivamente. 
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9. CONCLUSIONES 

1. Del estudio del extracto metanólico de corteza de rarz de Plttocaulon praecox se 

obtuvieron dos nuevos glucósidos de eremofilano (XI, XII), meta bolitas poco comunes, y dos 

nuevas eremofilanolidas (X, XIII). 

2. Este es el primer reporte tanto de glucósidos de eremofilano como de eremofllanolidas en 

el género Plttocaulon. 

3. Pittocaulon praecox mostró un patrón Quimiotaxonómico semejante al presentado por de 

especies del género Senecio del que fue segregado. 

4. Comparando los resultados obtenidos en este estudio con los reportados en los estudios 

anteriores de Pittocaulon praecox, se pueden hacer las siguientes observaciones: 

- Cuatro de los compuestos obtenidos (111, IV, VIII Y IX) habran sido aislados 

anteriormente de esta planta (Bohlmann y Zdero, 1976). 

- Los alcaloides encontrados, senecionina e integerrlmina ya hablan sido reportados en 

la planta (Marin-Loaiza, 2008a). 

- Los otros 7 compuestos obtenidos (V, VI, VII, X, XI, XII Y XIII) no habran sido 

reportados en los estudios anteriores de Pittocaulon praecox ni en otras especies de 

Pittocaulon. 

- Se aislaron 4 nuevos metabolitos X, XI, XII Y XIII. 

5. De los resultados de las pruebas de actividad anti-inflamatoria puede concluirse que en 

general las actividades detectadas fueron bajas con respecto al compuesto de referencia la 

Indometaclna. Se pudo observar que los compuestos con estructura de furanoeremofllano 

(111 - IX) presentaron mayor actividad que los compuestos con estructura de eremofilanóllda 

(X y XIII) Y que estos a su vez fueron más activos que los glucósidos de eremofilano 

(XI y XII). Sin embargo es claro que ni el extracto metanólico, ni los compuestos aislados 
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presentaron actividad antl-Inflamatorla relevante. Es posible que existan compuestos activos 

que no fueron aislados o que estos se encuentren en la parte área de la planta. 

10 PROPUESTAS YIO RECOMENDACIONES 

Dado que de Pittocaulon praecox se obtuvieron glucósidos de eremofilano y 

eremofilanólidas, compuestos no reportados en género Pittocaulon, sería Interesante el 

continuar con el estudio de otras especies del género para determinar si estos metabolltos 

pueden ser considerados como marcadores quimiotaxonómicos del género. 
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Tabla 9. Datos de rayos X de (X). 

Fórmula empírica 
Peso fórmula 
Temperatura 
Longitud de onda 
Sistema cristalino 
Grupo espacial 
Dimensiones de celda 

Volumen de la celda 
Numero de moléculas por unidad asimétrica 
Densidad 
Coeficiente de absorción 
Numero de electrones en la celda 
Tamaño del cristal/forma / color 
Barrido de recolección en el ángulo teta 
Limites de recolección 
Reflexiones recolectadas totales 
Reflexiones necesarias o únicas 
Porcentaje de recolección de datos:;:: 25.37° 
Método de refinamiento 

Datos totales / restricciones / parámetros 
refinados 
Bondad de los factores de estructura 
Certidumbre de los datos finales [1>20"(1)] 
Certidumbre de los datos finales 
Parámetro de configuración absoluta de la 
estructura 
Máximo y mrnlmo de densidad electrónica al 
final del refinamiento 

C21H2S0S 
Mr :;:: 408.43 
298(2) K 
Moka 0.71073 A 
ortorrómbico 
P 21 21 21 
a:;:: 8.4002 (6) A, a:;:: 90° 
b :;:: 11.0620 (8) A, p:;:: 90° 
e:;:: 22.1000 (16) A y:;:: 90° 
V :;:: 2053.6 (3) A 3 

Z:;::4 
Dc;: 1.321 Mg/m3 

0.101 mm-1 

F(OOO) ;: 872 
0.34 x 0.16 x 0.08 mm / prisma / incoloro 
1.84 - 25.3JO 
-1 0<:;::h<=1 O, -13<=k<=13, -26<=k=26 
22413 
3770 [R(lnt) ;: 0.0453] 
99.9% 
Matriz total de mrnimos cuadrados sobre el 
factor de estructura 
377018/274 

0.953 
R1 ;: 0.035, w~ ;: 0.0783 
R1 ;: 0.0465, w~ ;: 0.0815 
0.1(9) 

0.208 Y -0.123 e. A-3 
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