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El tembr a Jehova es el principio de la sablduria,
Y el conocimiento del Santisimo es la inteligencia.
Porque por mi se aumentaran tus dias,

Y aflos de vida se te afadiran.

Si fueres sabio, para ti lo seras;

Y sl fueres escarnecedor, pagaras tu solo.
Proverbios 9: 10-12.
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1. INTRODUCCION

La vida del hombre esta intimamente unida a su medio ambiente, en particular a las plantas,
las cuales le proporcionan alimento, vestido, materiales de construccion, esparcimiento visual
y olfativo, regeneran el aire y segun sus propledades pueden afectar la salud o producir la
muerte. Los pueblos primitivos han adquirido informacion sobre las propiedades medicinales
de un gran nimero de plantas propias de su medio ambiente. Estos conocimientos,
generalmente han sido acumulados por individuos; sacerdotes, hechiceros, curanderos, etc,
quienes los han transmitido de generacion en generacion, a sus aprendices y descendientes
(Dominguez, 1988),

Se estima que el 80% de la poblacién mundial utiliza la medicina tradicional como primera
opcion 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 informacién que proporciona la investigacién
sistematica de plantas (Miller, 1996). Tanto en animales como en vegetales, los metabolitos
secundarios sirven o funclonan como parte del sistema de defensa contra herbivoros y
depredadores, microbios o virus, asl 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 indigenas a misioneros y viajeros
espafioles, quienes los inmortalizaron en diversas obras (Dominguez, 1988). En los
Manuscritos Indigenas y otros documentos, en que se da a conocer el cumulo cultural
Prehispanico 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
vegetacion que los rodea, de su dinamica, de su relacion con el clima y de su posible
aprovechamiento. Sin embargo, el desarrolio tecnoldégico y cientifico de los tlempos
modernos requiere de conocimientos mucho mas exactos acerca de los recursos naturales
disponibles y uno de estos recursos naturales es precisamente la cubierta vegetal.
(Rzedowski, 1983).
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En los paises en via de desarrollo existe una gran dificultad para hacer llegar la medicina
moderna a todos los estratos de la poblacién, por lo que la fitoterapla, arraigada en la cultura
popular, constituye una de las formas mas econdmicas para el tratamiento de diversas
enfermedades. Coincidentemente, estos palses poseen una importante riqueza floristica y
cultural (Lara y Marquez, 1996). México es un ejemplo de lo anterior, ya que posee una
amplia biodiversidad y numerosos grupos culturales, caracteristicas 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 fitoquimicos se han obtenido
metabolitos secundarios con diversas actlvidades terapéuticas. Estas sustanclas han servido
como prototipo para la sintesis de farmacos con mayor. potencia y baja toxicidad (Lara y
Marquez, 1996).

Dentro de la familia Asteraceae, el género Senecio agrupa especles que poseen mlltiples
propiedades farmacoldgicas. Los metabolitos secundarios frecuentemente encontrados este
género son sesquiterpenos principalmente de tipo eremofilano y alcaloldes pirrolizidinicos.
Los eremofilanos pueden poseer propiedades antialimentarias (Reina et al, 2001), anti-
inflamatorias (Hwang et al., 2002) o antifungicas (Reina et al., 2006), aunque también se les
atribuyen propiedades toxicas (Pomilio y Jares, 1997). En muchas regiones del mundo, la
ingestién de eépecies de plantas del género Senecio es responsable de innumerables
muertes de ganado y numerosas intoxicaclones en humanos (Robins, 1977). La toxicidad de
estas plantas se atribuye en parte a la presencia de alcaloides plrrolizidinicos, algunos de los
cuales pueden provocar enfermedades como cirrosis hepatica y tumores primarios (Roeder,
1995).

Por su parte el género Pittocaulon agrupa 5 especies recientemente segregadas del genero
Senecio (Robinson y Bretell, 1973). Una de ellas, Pittocaulon prascox es usado en medicina
popular para curar el reumatismo y sanar heridas (Agullar, 1994; Martinez, 1959). Los

estudios previos de esta planta han reportado furanoeremofilanos y alcaloides pirrolizidinicos
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como sus principales metabolitos secundarios (Ortega et al., 1975, Bohimann y Zdero, 1976,
Marin-Loaiza et al., 2008a). Sin embargo, solamente se han estudiado los extractos
hexanicos y no se ha explorado una posible actividad anti-inflamatoria. En el presente trabajo
reportamos los resultados del estudio del extracto metandlico de la corteza de raiz de
Pittocaulon praecox y la evaluacion de la actividad anti-inflamatoria de los compuestos

aislados.
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2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

2.1 Famllia Asteraceae

La familia Asteraceae, también llamada Compositae, es una de las mas grandes de la
division Magnoliofita o angiospermas (plantas con flores). Estad formada por 13 ftribus,
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 ecolbgicas, a sus eficientes mecanismos de distribucién y a su
plasticidad quimica que se refleja en el éxito contra depredadores y competidores. México es
uno de los principales centros de diversificacion de la familia Asteraceae. La tabla 1 muestra
la clasificacion de la familia Asteraceae en México, representada con mas de 380 géneros y
2861 especies siendo la familia mas ampliamente distribuida (Villasefior, 1993).

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

Tribus Géneros Especie Variedades o Total

Subespecies

Anthemideae 13 26 ' 1 27
Astereae 38 338 42 380
Calenduleae 1 1 0 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
Liabeae 3 23 0 23
Mutisieae 8 90 11 101
Senecioneae 19 228 15 243
Tageteae 19 128 20 - 148
Vernonieae 10 71 11 82
TOTAL 387 2861 342 3203
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2.2 Trlbu Senecioneae

La tribu Senecioneae, constituida por tres subtribus: Senecloninae, Tussilagininae y
Blennospermatinae, contiene cerca de 3000 especies y es la mas grande de las tribus de la
familia Astereaceae (Heywood et al., 1977). Esta tribu cuenta en México y Centroamérica con
228 especies que pertenecen a 19 géneros, siendo el género Senecio el que agrupa mayor

numero de especies (Villasefior, 1993).

2.3 Género Seneclo

El género Senecio, 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 diversificacion para este género. Tomando en cuenta nuevos estudios genéticos vy
taxonomicos el género Senecio sensu lato (sl), en la regibn antes mencionada, fue
reorganizado y muchas de sus especies fueron segregadas a géneros pertenecientes a las
subtribus Senecioneae y Tusslilagininae. Uno de estos es el género Pittocaulon (Barkley et
al., 1996).

2.4 Género Pittocaulon

El género Pittocaulon (Asteraceae Senecioneae y Tussilagininae) agrupa solo 5 especies:
P. bombycophole, P. filare, P. hintonii, P. praecox, y P. velatum, todas segregadas del
Senecio sl. (Robinson y Bretell, 1973). Las especles de este género tamblén llamado
tezcapatli (Aguilar, 1994; Martinez, 1959) se conocen popularmente como palo loco
probablemente por que florecen al final de la estacion seca. Son arbustos o arboles
pequefios 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 capitulo en forma de cabezuelas
producen flores de tipo hermafrodita y pistiladas. Los tallos de corteza espesa tienen un
xilema grueso que contiene una medula estratificada que permite el almacenamiento de agua
y engrosan estacionalmente (Olson, 2005). Pittocaulon praecox es la especie mas abundante
y mas ampliamente distribuida del género, abarca toda la zona montafiosa de Zacatecas a
Oaxaca. Le sigue en abundancia Pittocaulon velatum, el cual crece en los estados de
Guerrero, Jalisco, México, Nayarit, Oaxaca y Zacatecas. En tanto que Pittocaulon filare esta
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restringida al estado de Colima. Con respecto a P. bombycophole crece en los estados de
Michoacan, Guerrero y Morelos y P. hintonii se encuentra en unas pocas localidades de los
estados de Colima y Michoacan. |

2.4.1 Quimica del género Plttocaulon

Los reportes de las Unicas especies estudiadas de este género: Pitfocaulon praecox
(Ortega et al., 1974; Bohimann y Zdero, 1976; Marin-Loaiza et al., 2008a) y P. bombycophole
(Maldonado et al., 2008), muestran que sus principales metabolitos secundarios son

sesquiterpenos principalmente de tipo eremofilano y alcaloides pirrolizidinicos.

2.4.1.1 Eremofilanos
Los sesquiterpenos con estructura de eremofilano (1) son caracteristicos de la tribu
Senecioneae, pueden tener diferentes grados de oxidacién y a menudo se pueden encontrar

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

9 1 1
9] 0]
| 12 o)
3 112 2 1 3 =(}1
6 14 o 14 ®
13 13
15 1 13 2 3

Las estructuras 1-3 estan frecuentemente sustituidas con grupos hidroxilo, cetona o éter y los
grupos hidroxilo pueden estar esterificados, siendo comunes los acetatos, angelatos, tiglatos,
seneciatos e isobutiratos, como en el caso del eremofilano 4 aislado de Robinsonecio
gerberifolius (Arciniegas et al., 2003), del furanoeremofilano precoxalina A (5) obtenido de
Pittocaulon praecox (Ortega et al, 1974), y de la eremofilandlida 6 aislada de Senecio

toluccanus (Pérez of al., 1997).

oH 0 OC,Hs
0 0 o
0 0
» o
=0 X AcO '
O/ Bu OH
4 5 6
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2.4.1.1.1 Actividad blolégica de los eremofilanos

Se encuentran en la literatura varios estudios que describen diversas actividades bloldgicas
de eremofilanos, la figura 1 muestra algunos ejemplos. Se ha descrito la actividad
antialimentaria de las eremofilanclidas 7-9 (Reina et al., 2001), la actividad antifingica de 9
(Reina et al., 2006), el efecto anti-inflamatorio del furanoeremofilano 10 (Hwang et al., 2002),
asi como también se ha atribuido toxicidad a Ios‘_eremofllanos (11-14) presentes en el

extracto hexanico de S. bonariensis (Pomilio y Jares, 1997).

7 R=0Ac R1=H R2=OMB

8 R=0Ang Ry =0H R; =OMe 9R=0tg Ry= R, =H
Actividad antialimentaria Actividad antialimentaria y antifingica
0] R O
0] | p
10 : R4
1M R=H R{=0/Bu
Actividad antiinflamatoria 12 R=0Ac Ry =0Ac

13 R=0Ac R1=0Ang
14R=H R;=0Ang

Toxicidad

Figura 1: Algunos eremofilanos con actividad biolégica.
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2.4.1.2 Alcaloldes Pirrolizldinicos

La presencia de alcaloides pirrolizidinicos (Aps) solo se ha detectado en dos tribus de la
familia Asteraceae, la Eupatorieae y la Senecloneae. Los Aps estan formados por una
porcidon basica, la hidroximetil pirrolizidina (15). Los grupos hidroxilo pueden esterificarse con
acidos monocarboxilicos para formar alcaloides de cadena ablerta como la
9-angelilretronecina (16), o con &acidos dicarboxilicos para formar macrociclos como la
platifilina (17) (Romo de Vivar et al., 2000).

16 17

2.41.2.1 Actividad blolégica de los alcaloides pirrolizidinicos

L.os Aps que tienen una insaturacién en posicion 1 son hepatoxicos, mutagénicos y pueden
causar hepatomegalla y desérdenes venooclusivos. 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 mimetizan la
estructura de monosacaridos y por eso tlenen un potencial terapeutico en muchas

enfermedades como infecciones virales, cancer 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 andlisis quimico del cuerpo de las mariposas monarca (Danaus plexippus), 1as
cuales pasan el invierno en Mexico, 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 Pittocaulon 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, Qu_erétaro, Michoacan, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, San Luls Potosl y Zacatecas (Olson, 2005). En el primer estudio de
Pittocaulon praecox, en 1975, se aisld el furanoeremofilano precoxilina A (5) y se detecté el
Aps seneacionina (1) (Ortega et al., 1975). Al aflo sigdiente. Bohlmann y Zdero aislaron del
tallo el furanoeremofilano 18 y dos complejas mezclas de otros furanoeremofilanos: 19-21 y
23-25 y de las ralces obtuvieron 22 y las mezclas: 19-21, 23-25, 26-31 y 32-35 (Bohimann y
Zdero, 1976).

0
0 _
H A-H‘\)&ff
: ' Q
0
| / | Y/, o
AC OR B= !;j
18 - 19 R=jVal 23 R=/Val
20 R=A ‘ 24 R=A
21 R=B .- 25 R=B
22 R=Sen
0 26 R=/Val 0
o) 27 R=/Bu | O 32 R=/Bu
|/ 28 R=Ang / 33 R=/Val
29 R= Met ‘ 34 R=Ang
OR 30 R=A OR 35 R= Met
31 R=B

En 2007, Marin-Loalza, J.C. et al. mediante el analisis por Cromatografia de Gases —
Espectroscopia de Masas de diferentes extractos de P. praecox identificaron los Aps:
senecionina (l), neosenkirkina (36), neoplatifilina (37) 9-angelolldihidroxiheliotridano (38), 7-
angeloildihidroxiheliotridano (39), integerrimina (), platifilna (17), senkirkina (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-Loaiza et al., 2007). Los mismos autores publicaron en 2008
la actividad anti-inflamatoria y antibacteriana de los extractos de CH.Cl, de Pittocaulon
praecox, P. bombycophole y P. hintonii. (Marin-Loaiza et al., 2008).

Senecionina | Integerrimina Il
HO ,
/ HO .
0 ,
3 ! AN ' 0] OR
: ! R1O H 2
oo o © | Lk
0”0 H 0
I N
CH, '
neosenkirkina (36) neoplatifilina (37) 9-angeloildihidroxiheliotridano

(38) Ri=H Rz=Ang
7-angeloildihidroxiheliotridano
(39) Ri=Ang Rx=H

HO o
/Y\&O
-0
0
] 0O
A\
N
CH3'
40
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2.6 Pittocaulon bombycophole
» Del estudio de P. bombycophole se aislaron siete sesquiterpenos (41-47) y el alcaloide
pirrolizidinico (48) (Maldonado et al., 2008).

41 R, =A, Ry = OAc

42R;=A R, =H : 0
43 R, = Ang, R, = OAc (\)ia’i
44R;= Ang, R, = H A
45R, = /Val, Ry = H

O

AngQ H OH
‘ oo
HO N
47 48
»
v
]
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se encuentran descritos cinco estudios quimicos de Pittocaulon praecox, en el primero se
aislé el furanoeremofilano precoxilina A y se detectd el alcaloide pirrolizidinico senecionina
(Ortega et al., 1975), el segundo reportd mezclas compiejas de furanoeremofilanos, sin
descripcion de las propiedades fisicas de los compuestos' y con pocos datos
espectroscopicos sobre las mezclas (Bohlmann y Zdero, 1976). En los estudios tercero y
cuarto, aparecidos reclentemente, se hizo el analisis por HPLC de su contenido alcaloidal
(Marin-L.oaiza et al., 2007, Marin-Loaiza et al., 2008a). Y en el quinto se analizaron las

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

Pittocaulon praecox es usado en medicina tradicional para curar el reumatismo y sanar
heridas (AgUiIar, 1994; Martinez, 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 hexanicos, resultd interesante realizar una nueva Iinvestigacion de la planta.
Adicionalmente, es importante sefialar que la presencia de alcaloides pirrolizidinicos,
constituye un factor de riesgo en la utilizacion de P. praescox como planta medicinal.
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4. HIPOTESIS

"
Del extracto metandlico de la corteza del rizoma de Pittocaulon prascox se espera aislar
sesquiterpenos de tipo eremofilano y alcaloides pirrolizidinicos.
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-inflamatoria.
5. OBJETIVOS
¢ Objetivos generales
e Contribuir con el estudio quimico del género Pittocaulon, segregado del género
Senecio.
» Determinar la actividad anti-inflamatoria de los compuestos alslados de Pittocaulon
praecox.
" Objetivos particulares
e Aislar, purificar, identificar y cuantificar los principales metabolitos secundarios del
extracto metandlico de la corteza de rizoma de Pittocaulon praecox.
o Determinar si existen diferencias entre los metabolitos secundarios que se obtengan
de Pittocaulon praecox con los de especies pertenecientes al genero Senecio.
e Comparar los resultados obtenidos con los reportados en los estudios precedentes de
P. praecox. |
b

e Evaluar la actividad anti-inflamatoria de los metabolitos aislados.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Equlpo utllizado
Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

L.a Rotacion 6ptica fue realizada en el polarimetro Perkin-Elmer 343,

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

Tensor 27, respectivamente.

Espectros de RMN 1D y 2D fueron obtenidos en eslpe‘ctrof_otémetros Eclipse JEOL 300 MHz,
Bruker Avance 300 MHz o Varlan-Unity Inova 500 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS)

como estandar interno.

Datos de EM-IE fueron determinados a 70 eV en un espectrédmetro de masas Bruker
Daltonics Analysis 3.2. Los EMAR (FAB™) fueron realizados en un JEOL MS-SX1102A a 10

Kv usando iones de polietilenglicol (Fluka 200 y 300) como material de referencia.

El analisis de cristalografia de Rayos X fue realizado en el difractometro Bruker Smart Apex
CCD con grafito-monocromado Mo Ko radiacién (A=0.71073 A). Las estructuras fueron
resueltas por métodos directos utilizando el programa SHELXS. Los atomos diferentes a
hidrogeno fueron refinados con parametros de desplazamiento anisotrépico. Los atomos de

hidrogeno fueron incluidos en las posiciones calculadas y no estan refinados.

Para la cromatografia de gases se utilizé un equipo Agllent 6890 con una columna AT5 de 30
m X 0.25 mm con una pelicula de 0.1 um de espesor. La temperatura inicial de 100°C

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

6.2 Anélisls cromatografico
La cromatografia en columna fue realizada con vacio (CCV) utilizando gel de Silice G 60

(Merck, Darmstadt, Germany).
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La cromatografia Flash (CCF), empacada con ge! de Silice 60 (230-400 Macherey-Nagel),
fue realizada con inyeccién de aire por la parte superior de la columna para obtener una
elusién aproximada de 3 ml por minuto.

La Cromatografia en capa delgada (CCD) fue realizada utilizando placas de gel de silice
GF2s4 (Merck), para la cromatografia analitica se usaron placas de 0.25 mm de espesor y
para la preparativa de 1.0 y 2.0 mm.

El monitoreo de las placas se llevd a cabo medlante exposicién a luz UV (254 nm y 365 nm).
Se utiliz6 solucion de sulfato cérico al 1% en acido sulfurico como revelador.

6.3 Materlal vegetal _

Pittocaulon praecox, originario del Pedregal de San Angel México D.F. y cultivado en
Ozumba, Estado de México, se recolectd en marzo del 2007, Un ejemplar fue depositado en
el herbario del Instituto de Blologla (MEXU 1236997), Universidad Nacional Auténoma de
México.

6.4 Preparacléon de extractos
6.4.1. Extracto metanélico

La corteza de la raiz (1.8 Kg.) se separd y se secd a temperatura ambiente, se trituro y se
extrajo por maceracién con MeOH durante una noche. El disolvente se flitr6 y se evaporo en
un evaporador rotatorio. Esta operacion se repiti6 tres veces para obtener 250 g de extracto.
El extracto metandlico (165 g) fue purificado por métodos cromatograficos (Esquema 1).

6.4.2 Extracto alcaloldeo

Una porcion del extracto metanolico (85 g) fue sometida a un tratamiento con Zn en medio
acido para reducir los N-oxidos de los alcaloides pirrolizidinicos (Pérez-Castorena et al.,
1998): se llevd a pH=1 con una solucién de H,S04al 2.5 %, se agregaron 4.2 g (5 %) de Zinc
en polvo, se agité durante la noche, se filtro y lavd con hexano. La fase acuosa que se llevo a
pH=11 con NH4OH, y se extrajo con CHCly, la fase organica se secd con sulfato de sodio y
el disolvente se eliminé en un evaporador rotatorio para obtener el residuo alcaloideo (3.3 g)

el cual fue purificado por métodos cromatograficos (Esquema 1).
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Esquema 1; Diagrama del flujo empleado para la obtencién de los metabolitos aislados de
Pitticaulon praecox

6.5 Fracclonamiento del extracto alcaloideo

El extracto alcaloideo (3.3 g) se adsorbi6 en celita y se purificé por cromatografia en columna
al vacio (CCV) con gel de sllice (35 g) eluida con mezcla AcOEt-MeOH en gradiente de
polaridad creciente (C-1), colectando 230 fracclones de 15 ml.

Las fracciones 11-30 (450 mg), obtenidas por elusion con AcOEt se sometieron a una nueva
CCV eluida con CH;Cl,-MeOH 95:5 para obtener 50 fracciones de 10 ml (C-2). Las
fracclones 5-14 de C-2 (45 mg) se purificaron por CCV con CH2Cl,-MeOH 95:5 para obtener
un solido ambar que una vez recristalizado en metanol se identific6 como senecionina (I, 5
mg).

Senecioniona (l): p.f. 227-230°C (Logie ot al., 1994; Roeder, 1890).

Las fracclones 15-46 de C-2 (50 mg) se purificaron por CCV eluida con CH;Cl,-MeOH 95:5
para obtener integerrimina (ll, 4.3 mg).

Integerrimina (H): p.f. 170-172°C (Logie of al., 1994; Roeder, 1990).




]
Las fracclones 196-206 de C-1 (250 mg) obtenidas por elusién con mezcla AcOEt-MeOH 7:3
fueron purificadas por dos CCV sucesivas eluidas con CH,Cl,-MeOH 4:1 para obtener 11 mg
de mezcla de N-6xido de seneclonina e Integerrimina (Logie et al., 1994, Roeder, 1990).

IY\)’\(O
0”0 ' 0
A\ A\
N N
0 0
N-oxido de | N-oxido de Il

6.6 Fraccionamiento del extracto metandlico

El extracto metanolico remanente (165 g) fue fraccionado por CCV utilizando mezclas AcOEt-
MeOH en gradiente de polaridad creciente para obtener la fraccion A obtenida con AcOEt, la
fraccion B eluida con AcOEt-MeOH 19:1, 9:1 y 4:1 y la fracciéon C obtenida de las fracciones
eluidas con AcOEt-MeOH 1:1 y MeOH. '

La fraccion A (55 g) fue purificada por CCV eluida con un sistema gradlente de hexano-
AcOEt para obtener las fracciones D (eluida con hexano y hexano- AcOEt 19:1) y la E (eluida
con hexano- AcOEt 9:1). La purificacién de la fracciéon D (35 @) por CCV (eluida con hexano-
AcOEt sistema de polaridad creciente) produjo las fracciones F (eluida con hexano- AcOEt
49:1) y G (eluida con hexano-AcOEt 19:1). De la fraccidn F, después de dos cromatografias
sucesivas (hexano- AcOEt 49:1), se obtuvo una mezcla de los compuestos lll y IV (1.2 g), la
purificacion de 200 mg de esta mezcla por CCD preparativa, eluida con hexano-AcOEt 99:1

produjo senemorin (I, 125 mg), y el compuesto IV (18 mg).
Senemorin (Il):

Aceite incoloro: [o]%®p — 18.4°, (¢ 0.14, CHCIs); IR (CHCl3): v 1709, 1645, 1155 cm™ (Novoty
ot al., 1973).
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0
W
OR
Il R = Ang
IVR=/Bu
6B-Isobutiriloxi-1,10B-epoxifuranoeremofilano (IV):
Aceite amarillo; [a}]*®n — 34.6°, (¢ 0.13, CHCI3); IR (CHCI3): v 1728, 1464, 1152, 964 cm™;
RMN "H: ver espectro 5.1, RMN *C: ver espectro 5.2 (Bohlmann y Zdero, 1976).

La fraccion G (19.2 g), fue purificada por CCV eluida 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).

8p3-Angeloiloxifuranoeremofilan-9-ona (V):
Agujas incoloras (hexano-eter isopropilico); pf 103-105°C; [a]*p - 92.5°, (¢ 0.20,
CH3COCHs3); IR (CHCl3): v 1708, 1644, 1155 cm™ (De Bernardi et al., 1988).

0
0

W
OR
V R =Ang
VIR =/Bu

6p-Isobutiriloxifuranoeremofilan-9-ona (VI):
Aceite incoloro; [0]%°p — 38.2°, (¢ 0.22, CHCl3); IR (CHCL3): v 1727, 1679, 1151 cm™ (Villarroel
y Torres, 1991)

La purificacion de la fracciéon E (9.5g) por columna flash (hexano-AcOEt 19:1) produjo VII (30
mg), VIIl (75 mg), IX (60 mg), una mezcla (3:2) de los compuestos VIl y IX (6.8 g) y el
compuesto X (17 mg, 0.0014%).
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3a-Hidroxi-1(10), 7(11), 8-eremofilatrien-12,8-olida (VII):
Agujas amarillas; pf 190-192°C (AcOEt-MeOH); [o]*s — 94°, (c 0.15, MeOH); IR (KBr):
v 3471, 1665 cm™; RMN "H: ver espectro 6.1; RMN *C: ver espectro 6.2 (Shinel et al., 20086).

o)
0

S

HO"

Vil

6B-Angeloiloxi-1,10p-epoxifuranoeremofilan-9-ona (VIIl):
Aceite amarillo palido; [a]®p - 37.2°, (¢ 0.14, CHCl3); IR (CHCIl3): v 1707, 1689, 1155 cm’™
(Wang et al., 2002)

0
W

OR
VIl R = Ang

IXR =/Bu
1,10B-Epoxy-6p-isobutiriloxifuranoeremofilan-9-ona (IX):
Aceite amarillo palido; [o]*°p ~16.0°, (¢ 0.20, CHCl3); IR (CHCI3): v 1728, 1690, 1154 cm’
(Wang et al., 2002).

3p-Acetoxi-1,10p-epoxi-8a-hidroxi-6p-isobutiriloxi-7(11) eremofilen-12,8-olida (X):

Prismas incoloros (AcOEt-MeOH); pf 258-260°C; [Cl]zso -46.0°, (¢ 0.15, DMSO); IR (KBr):
v 3346, 1743, 1729, 1701 cm™; UV (MeOH) Amax (I0g €): 214 nm (3.8); RMN 'H ver espectro
1.1; RMN '3C ver espectro 1.2. EMIE (espectro 1.7) m/z (%): 408 (10) [M]*, 320 (30), 260
(30), 71 (100); EMAR-FAB* m/z: 409.1865 (calculado 409.1862 para Ca1H290s, [M+H]"). RX:

ver anexo Tabla 9 pg. 111.
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RMN C ver espectro 3.2; EMIE: (espectro 3.7) m/z (%): 250 (55), 233 (20), 125 (100);
EMAR-FAB* m/z: 413.2175 (calculado 413.2175 para C21H330s, [M+H]").

0
HO @’u%\o

-0
HO OH

HO
HO

Xi

3a-8a-Dihidroxi-7(11),9-eremofiladien-12,8-olida (XIll)

Prismas incoloros (hexano-AcOEt); pf 175-177°C: [a]®p —31.2°, ¢ 0.25, MeOH; IR (KBr):
v 3351, 1755, 1651, cm™; UV (MeOH) Amax (log €): 226 nm (3.9); RMN 'H: ver espectro 4.1;
RMN "*C: ver espectro 4.2; EMIE (espectro 4.7) m/z (%): 265 (3), 246 (35), 219 (100), 178
(50); EMAR-FAB" m/z: 265.1440 (calculado 265.1440 para CysHz1Qg, [M+H]").

- .0
0]
" —
HO'

Xl

De la fraccion J se obtuvieron por recristalizacién 5.5 g de Xl. La purificacion de las aguas
madres (8.5 g) por una CCV eluida con AcOEt -MeOH 49:1 dio lugar a 2.8 g de Xl y 1.2 g del

compuesto XIl.

La purificacion de la fraccién C (31 g) por CCV (AcOEt -MeOH sistema de gradientes)
produjo el compuesto XI (150 mg) y sacarosa (5.5 g).

6.7 Hidrodlisis acida de los compuestos Xl y XII
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Los compuestos Xl y XIl fueron hidrolizados separadamente sigulendo la misma
metodologfa. Cada compuesto (100 mg) se calenté a 70°C por media hora con HCI al 10%.
La mezcla de reaccion se enfrié y se extrajo con CH,Cl,. La fase acuosa se evaporo con aire.
Se obtuvo el derivado sililado agregando al residuo acuoso seco la mezcla Hexametildisilano-
Clorotrimetilsilano-piridina (3:1:9). El analisis por cromatografia de gases de estos derivados

permitio Identificar glucosa como el azucar presente en Xl y XII.

6.8 Actlvidad anti-inflamatorla
La actividad antl-inflamatoria se determiné utilizando el modelo de edema inducido en oreja
de ratdn con acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Rao et al., 1993., Paya 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 mas el vehiculo), prueba

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

Los ratones se colocaron en cajas de acrilico transparente a temperatura constante de 24°C,
con un fotoperfodo de 12/12 horas luz / oscuridad y con agua y alimento ad libitum. Bajo
anesteslia general con pentobarbital sédico (3.5 mg/kg, por via intraperitoneal), en la oreja
derecha se aplicaron 10 ul de una solucion etandlica 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 farmaco de referencia (a los animales de los grupos de prueba y referencia,
respectivamente) disueltos en 20 ul del vehiculo. La oreja izquierda (sirvi6 como control
negativo) recibid solamente 10 pl de etanol y 20 ul del vehiculo del compuesto. Cuatro horas
después de la aplicacién del TPA, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical
para tomar de muestra de 7 mm de diametro de ambas orejas. El Incremento del peso de la
muestra derecha con respecto a la izqulerda representa el edema. La inhibicion del edema
se calcula con formula:

% de Inhibicién = [(C-E)/C] 100

en donde:

C= Edema del grupo control (tratado con TPA)

34



w

E= Edema del grupo de prueba (TPA mas el compuesto) o de referencia (TPA mas
indometacina)
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7. RESULTADOS

7.1 Extracto alcaloldeo
De la corteza de raiz de P. praecox se obtuvo (3.3g) 0.53% de extracto alcaloldeo, de este

extracto se separaron dos alcaloides pirrolizidinicos, la senecionina (l) y la integerrimina (Il) y
la mezcla de sus N-6xidos.

Ho| H
N N
Il N
0O O
N-6xido de | N-Oxido de Il
mezcla 0.00179%

Figura 2. Metabolitos aislados del extracto alcaloidaeo de Pittocaulon praecox

7.2 Extracto metandlico

Del extracto metandlico de P. praecox se obtuvieron cuatro nuevos compuestos, dos
glucésidos de eremofilano Xl y Xl y dos eremofilanélidas X y XIlI (Figura 3). También se
obtuvieron siete compuestos conocidos llI-IX (Figura 3).
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Flgura 3. Metabolitos aislados del extracto metanélico de corteza de raiz de P. praecox



7.3 Resultados de las pruebas de actividad anti-inflamatoria

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

Sustancla Dosls . Edema Inhibicién
1 pugloreja | (mg) %
Indometacina® 1.0 1.99 £ 0.68 83.73
Qﬁ:ﬁ 1.0 9.97 + 0.98" 30.98
oang  II°
[ 1.0 503 ¢ 1.23* 65.14
O/Bu IVb
Q
» 1.0 7.38 £ 1.16** 48.93
OAng vb )
Q&Q 1.0 9.58 + 1.53* 33.69
oreu - VIP '
O .
¥ 1.0 8.55 + 1.45** 40.79
oang  VIIIP

(j:ij@ 1.0 7.50 £ 2.28* 48.06
/Bu IXb

OH
@}o 1.0 6.10 + 0.21 15.86
Agt)
i XC
(0]
HO~QK:%»OGMXIC, 1.0 12.00 + 1.41 14.69

HO ""(\OGIUC x“d 1 O 1 1 07 + 1 03 21.33
OH
Ve 1.0 9.10 £ 1.64 31,92
HO Xu°
Extracto metandlico' 1 mg/oreja 6.96 £ 1.05* 39.93

Control: ®etanol:acetona 1:1 (15.00 + 0.47), Pacetona:diclorometano 1:1 (14.44 + 0.61),"DMSO 10% en
mezcla de acetona:diclorometano 1:2 (7.25 t 0.43), “metanol (14.07  0.84), °DMSO 10% en acetona
(13.37 = 1.18), ‘metanol (16.58 £ 0.72). Los datos representan el promedio de cinco animales * el
error estandar de la media (¥ £ EEM). Los resultados se analizaron medlante una prueba de t de
Student y los valores de p <0.05 (*) y p < 0.01 (**) se considera como diferencia significativa con
respecto al control.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Para obtener el extracto alcaloideo, una porclon del extracto métanolico se sometid a un
tratamiento acido-base en presencla de Zn con el objetivo de reducir los N-Oxidos presentes,
dado que la extraccion de los Aps se facllita si éstos se encuentran en forma de bases libres.
La purificacion de este extracto por métodos cromatogréficos permitié aislar dos alcaloides,
reportados con anterioridad en la planta, la senecionina (l) y la integerrimina (Il) y una mezcla
de sus N-Oxidos. La identidad de los alcaloides obtenidos y la de sus N-6xidos fue
determinada por la comparacion de sus constantes fisicas y datos espectroscopicos con los
reportados en la literatura (Logie et al., 1994; Roeder, 1990) y ademas fue confirmada por
comparaclén con muestras auténticas. La presencia de N-Oxidos, a pesar del tratamiento
reductivo utilizado para transformarlos en bases libres, puede ser debida a una reduccion
incompleta de los N-6xidos o al hecho de que, siendo el diclorometano el disolvente que
permitia una mejor separacion cromatografica, se utilizé en la purificacion. Existen estudios
que reportan que los alcaloides libres en contacto prolongado con disolventes clorados
pueden transformarse en N-Oxidos (Phillipson y Bisset, 1972).

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

glucosidos de eremofilano Xl y XIl y dos eremofilanélidas X y XIll (Figura 3). Sus estructuras
fueron elucidadas por medio de técnicas espectroscopicas: Masas, UV, IR y RMN de ®c y

1H, mono y bidimensional, homo y heteronuclear. La estructura del compuesto X se confirmé
por difraccion de Rayos X. Tamblén se obtuvieron siete compuestos conocidos NI-IX (Figura
3). La Identidad de los compuestos I, V, VI, VIl y IX fue obtenida por comparaciéon de sus
datos espectroscopicos y constantes fisicas con los reportados en la literatura. El compuesto
IV ha sido reportado como parte de una mezcla (Bohimann y Zdero, 1976) y el compuesto VI

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

A continuaclén se presenta la discusion de la elucidacion de la estructura de los nuevos
metabolitos X, XI, Xl y XIII, segulda de la de los compuestos conocidos IV y VII, cuyos datos
espectroscopicos no se encuentran disponibles en la literatura. Finalmente se comentan los
resultados de las pruebas de actividad bioldgica.
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33-Acetoxi-1,10p-epoxi-8a-hidroxi-6p-lsobutlriloxI-7(11)-eremofilen-12,8-olida (X)

El espectro UV para este compuesto presentd una absorbancia maxima a A 214 nm atribuible

a grupos carbonilo.

El espectro IR (espectro 1.9), mostrd bandas de absorclén de grupos hidroxilo a 3346 cm™ y

grupos carbonilo a 1743, 1729y 1701 cm™.

La formula molecular Cz1H2s0g se dedujo del i6n molecular [M+H]" a m/z: 409.1865 que

present6 el espectro de Masas FAB™ de alta resolucion.

El espectro de RMN 'H (espectro 1.1, Tabla 3), present6, en su zona de mayor frecuencia,
dos sefales atribuibles a protones geminales a grupos éster. Debido a la miltliplicidad de
estas sefales se concluyd que la primera, en & 5.88 (d, J = 1.5 Hz), era la sefial del protdn en
posicion 6 puesto que presento un acoplamiento homoalilico con el metilo 13 end1.74 (d, J =
1.5 Hz). La segunda sefial, en 6 4.86 (ddd, J = 4.0, 7.0, 11.5 Hz), fue asignada al protéon en
posicibn 3 ya que mostrd acoplamiento con el metileno 2 y con el metino 4, estas

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

A menor frecuencia se observo la seﬁél de un proton base de funcion epoxido, en 4 3.18 (d, J
= 5.5 Hz), esta senal presentd un acoplamiento, en el espectro COSY, con uno de los
protones del metileno 2 en & 2.26 (ddd, J = 14.0, 7.0, 5.5 Hz). Finalmente se observaron las
sefiales de 6 metilos, tres de ellas (8 1.73 d, J = 1.5 Hz; 1.08, s, 091, d, J = 7.5 Hz)
correspondientes a las sefiales de los metilos 13, 14 y 15, respectivamente, daracterlstlcos

de la estructura base de eremofilandlida. Las otras tres sefales en 61.98 (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 funclones éster presentes en la

molécula.

Tabla 3. Datos de RMN-"H y 3C de (X).

Poslcién RMN "H, DMSOdg, 500 MHz RMN °C, DMSOds, 125 MHz / DEPT
1 3.19d (5.5) . 59.4 CH
20 | 2.26 ddd (14.0, 7.0, 5.5) - 244 CH;
2B 1.90 da (13.0) -
3 4.86 ddd (11.5, 7.0, 4.0) 67.3 CH
4 1.85m 33.3 CH
5 - 44.1 C
6 5.88 d (1.5) 71.2 CH
7 - 154.4 C
8 - 101.1 C
9B | 2.32d (13.5) 41.8 CH;
Q.  1.67d (13.5) -
10 - B 60.7 C
11 - 1233 C
12 - 170.6 C
13 1.74d (1.5) 7.8 CH;
14 1.08 s 15.0 CHjs
15 0.91d(7.5) 9.1 CHjs
1’ - 174.9 C
2 2.70 hept (7.0) 33.1 CH
3 1.17 d (7.0) 18.9 CHj3
4 ~ 1.14d(7.0) 18.3 CHj
1" - 169.5 C
2" 1.98 s 208 CHj
OH 7.78 s -
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El espectro RMN '3C (espectro 1.2, tabla 4), mostré las sefiales de 21 atomos de carbono, se
observaron tres carbonilos de éster en & 174.9 (s) C-1°, 170.6 (8) C-12 y 169.5 (s) C-17, dos
carbonos vinilicos en 8 154.3 (s) y 123.3 (s), cinco carbonos base de oxigeno en & 71.2 (d),
67.3 (d), 101.1 (8), 60.7 (8) y 59.4 (d). Y ademas, con ayuda del espectro DEPT (especiro
1.3) se notaron a campo mas alto, un carbono cuaternario, 2 metinos, 2 metilenos y 6

metilos.

Con el espectro HMBC (espectro 1.6) fue posible determinar la posicion de los ésteres en la
molécula.- El grupo isobutiriloxi se localizé en C-6 por el cruce de los picos observados de C-
1'(8174.9 s) con H-6 (6 5.88d, J=1.5 Hz) y con H-2' (6 2.70 hept J = 7.0 Hz), mientras que
H-3 (5 4.86 ddd, J = 11.5, 7.0, 4.0 Hz) correlacioné con el carbonilo del grupo acetoxi C-1" (3
169.5 s) y este a su vez presentd interacciéon con los hidrégenos del metilo en posicion 2" (6

1.98 s), indicando para éste grupo la en posicion 3.

El especiro de masas de impacto electrénico (espectro 1.8) mostré fragmentos a m/z: 320 y
260 correspondientes a la perdida de los acidos isobutlrico y acético, respectivamente,
confirmando su presencia en la molécula.

El experimento NOESY (espectro 1.6), sustento 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

deberian ser orientados .

La estructura (X) fue confirmada por anélisis de Rayos X (figura 4).

42



%r

C20

Figura 4. Proyeccion ORTEP de 3B-acetoxi-1,108-epoxi-8a-hidroxi-6p-isobutiriloxi-7(11)-

eremofilen-12,8-olida (X) (numeracion cristalografica, datos cristalograficos: tabla 9, pg 111)

12-0-B-D-Glucopiranésido de 3a-hidroxI-7(11),9-eremofiladien-8-ona (XI)

3
13 0
HO OH
HO
HO

El espectro UV presenté una absorbancia maxima 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’  correspondientes a grupos hidroxilo, grupos carbonilo y dobles enlaces,

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

La formula molecular C21H3305 se dedujo del iébn molecular [M+H]" a m/z 413.2175 que se

obtuvo en el espectro de Masas de alta resolucién FAB™,
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En el espectro de RMN 'H (espectros 2.1 y 2.1.1, Tabla 4) se observé en la zona de campo
bajo la sefal de un protén vinilico en 4 5.75 (d, J = 2.1 Hz) atribuido al protdn del carbono 9
acoplada alllicamente con la sefial en § 2.50 (dddd, J = 15.0, 15.0, 5.1, 2.1 Hz) de uno de los
protones del metileno en posicion 1, interacclén que se observa en el espectro COSY
(espectro 2.5). El mismo experimento COSY permiti® observar la interaccion de los
hidrégenos atribuidos al metileno 1 con los hidrégenos del metileno 2 (6 2.129 my 1.433 m) y
de estos a su vez con el hidrégeno base de alcohol en posicion 3 (6 3.53 ddd, J = 11.4, 11.4,
4.2 Hz), que Interacciona con la sefial del metino H-4 (8 1.39 m), geminal al metilo doblete 15
(6 1.11 d, J = 6.6 Hz), determinando asf la secuencia del anillo A. Al metino vinllico en & 5.75

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

Siguiendo con el espectro de RMN 'H, se observaron las sefales de un metileno en & 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 posicion 13 (1.97 d, J = 1.2 Hz) y con el metileno en posicion 6 (8 2.19 da, J = 13.5 Hz).

Al continuar con el espectro aparece la sefal del proton anomérico H-1' en & 4.17 acoplado
con H2’' con una constante de acoplamiento diaxial (d, J = 7.6 Hz) indicando que el azicar
sustituyente es una P hexosa. La hidrolisis acida de Xl permiti¢ identificar éste azucar como

B-D- glucosa por cromatografia de gases del derivado sililado.

Finalments, a campo alto en el espectro de RMN 'H se observaron las sefiales en & 1.97 (d,
J =12 Hz), 111 d, J = 6.6 Hz) y 1.05 (s) asignadas a los metilos 13, 15 y 14,

respectivamehte, soportando la estructura XI.
En el espectro de RMN "3C (espectro 2.2, Tabla 4), se observaron 21 atomos de carbono, 15

de los cuales corresponden al eremofilano base y los 6 carbonos restantes, base de oxigeno,

fueron asignados a la glucosa incluyendo el anomérico en  103.2 d.
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Dentro de los carbonos atribuiles al eremofilano se distingue el carbonilo de cetona (5 193.3
s), cuatro carbonos vinilicos (5 171.2 s, 144.5's, 132.2 s y 126.3 d), un metileno (6 69.9t) y
un metino (6 71.1 d) bases de alcohol atribuldos a C-12 y C-3, respectivamente, ademas de

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

La asignacion de los hidrégenos 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 observo la correlacion de C-1’ con H-12a y H-12b, lo cual nos
permitio proponer que la glucosa estaba unida al carbono 12. Ademas 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 determind la configuraciéon Z de la
doble ligadura 7(11) por el cruce de picos de CH3-13 con H-63, ademas se observaron las
interacciones H-6 p con H-14 y H-13, y de H-3 con H-14 permitiendo proponer la orientacion
a del grupo hidroxilo en C-3, ya que biogenéticamente, el CH3-14 esta orientado B (Richards
y Hendricsson, 1964). Ademas, la constante de acoplamiento de H-3 (J = 11.4, 11.4, 4.2 Hz)
sugirid una orientacién axial p, para este hidrogeno conforme a lo observado en el

experimento NOESY.

Figura 5. Experimento NOESY del compuesto XI

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

fragmento m/z 250 correspondiente a [M-CgH10Os]".
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+2-0-p-D-Glucopiranésido de 3a-hidroxi-9,11-eremofiladien-8-ona (Xil)

HO OH

HO
HO

El espectro UV presentd una absorbancia maxima 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™ correspondientes a grupos hidroxilo, grupos carbonilo y dobles enlaces respectivamente.

El espectro de Masas FAB" de alta resoluciéon presentd un i6n molecular [M+H]" de m/z:

413.2175 compatible con la formula molecular C21H330s.

La espectroscopia de RMN 'H (espectros 3.1 y 3.1.1, Tabla 5) fue similar a la del compuesto
Xl. La diferencia entre los dos compuestos se observo en las senales en & 6.30 (q, J= 1.5
Hz), sefial que integra para un solo hidrogeno, atribuida a H-12 y en & 3.03 (dd, J = 14.0, 5.0
Hz) asignada a H-7, ausente en el compuesto Xl. Ademas, las sefales de los protones H-6
fueron localizadas a campo mas alto en 6 1.97 (dd, J = 13.5, 5.0 Hz) y 3 1.90 (dd, J=14.0,
13.5 Hz) con réspecto a las senales de H-6 en el compuesto Xl, debido a que la doble

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

En el espectro de RMN '°C (espectro 3.2, Tabla 5) se observaron las sefales de 21 carbonos
de los cuales, como en el compuesto Xl, 15 correspondieron al eremofilano y 6 al azucar.
Este azlcar fue Identificado como B-D-glucosa por la constante de acoplamiento de su
carbono anomérico y por el andlisis por cromatografia de gases de producto de hidrélisis de
XIl, como en el compuesto XI.
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La asignacion de los hidrogenos y carbonos se hizo en base a los experimentos
(espectro 3.3), HSQC (espectro 3.4) y HMBC (espectro 3.6).
Tabla 5. Datos de RMN-'H y '3C de (XII). |

DEPT

Posiclén RMN 'H, CD;0D, 500 MHz RMN °C, CD,0OD, 125 MHz / DEPT
1B 2.53 dddd (14.5,14.5,5.0,1.5) 31.9 CH,
10 2.33 ddd (14.5, 4.0, 2.5) -
2p 2.12m 36.0 CH;
201 1.40 m | -

3.56 ddd (11.0, 11.0, 4.5) 71.1 CH
1.29 m 51.3 CH
5 - 40.9 C
6p 1.97 dd (13.5, 5.0) 43.1 CH;
Bor 1.90 dd (14.0, 13.5) -
3.03 dd (14.0, 5.0) 47.5 CH
- 201.9 C
5.73d (1.5) 124.6 CH
10 - 171.7 C
11 , 114.5 C
12 6.30 ¢ (1.5) 142.5 CH
13 1.56 d (1.5) 10.6 CH;
14 120 s 17.3 CH,
15 1.05 d (6.5) 10.6 CH;
7’ 4.49d (7.5) 103.7 CH
2’ 3.35m 74.3 CH
3 3.32m?® 71.1° CH
& 3.32m* 78.1° CH
5 3.37m 77.7 CH
6'a 3.84 dd (13.5, 1.5) 62.4 CH;
6'b 3.66 dd (13.5, 4.5) -

® Sefiales cuyos valores son intercamblables
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En el espectro COSY (espectro 3.5) se observaron las mismas interacciones descritas para
el anillo A del compuesto XI. Ademas fueron evidentes las interacclones de H-7 (8 3.03, dd, J
= 14.0, 5.0 Hz) con H-6f y H-6c (8 1.97, dd, J=13.5, 5.0 Hzy 1.90, d, J = 14.0, 13.5 Hz) y de
H-12 (6 6.30, g, J = 1.5 Hz) con H-13 (3 1.56, d, J = 1.5 H2).

En el espectro NOESY (espectro 3.7) la correlacion de H-7, H-12 y CHs-14 suglirié la
configuracion E de la doble ligadura en C-11 y la orientacion 3 de H-7. El cruce de los picos
entre H-3 y CHs-14, en concordancia con las constantes de acoplamiento de H-3 (5 3.56 ddd

(11.0, 11.0, 4.5), permitidé proponer la orientacién o de el grupo hidroxilo.

Figura 6. Experimento NOESY compuesto XII

3a-8a-Dihidroxi-7(11),9-eremoflladien-12,8-ollda (XIII)

El espectro UV presentd una absorbancia maxima a A 226 nm atribuible a grupos carbonilo.

La espectroscopia IR (espectro 4.9), mostré bandas en 3351, 1755 y 1651 cm™ indicando la

presencia de grupos hidroxilo y y lactona Insaturada.
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La formula molecular C15H2104 se dedujo del i6n molecular [M+H]" de m/z 265.1440 que se

observo en el espectro de Masas FAB™ de élta resolucion.

En la espectroscopia de RMN 'H (espectros 4.1 y 4.1.1, Tabla 6), fue evidente la presencia
de un protén vinilico en 8 5.66 (d J = 2.0 Hz), y de un proton base de alcohol en 6 3.46 (ddd
J =10.5, 10.5, 4.5 Hz). En la region de baja frecuencia del espectro tres sefiales de grupos
metilos en & 1.78 (d, J = 1.5 Hz), 1.10 (d, J = 6.5 Hz) y 0.92 (s), tipicas de esqueleto de

eremofilanolida soportaron, la estructura XIIl.

En el espectro RMN °C (espectro 4.2, Tabla 6), se observaron 15 atomos de carbono, entre
los cuales un carbonilo de lactona (8 171.9, s), cuatro carbonos vinilicos (6 159.0, s, 150.3, s,
122.6, s y 120.3, d), dos carbonos base de ox'igeno (6 100.9, sy 71.1, d) y tres metilos (6

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

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

molécula fue 3 metilos, 3 metilenos y 3 metinos.

La estructura Xl fue confirmada por las interacciones observadas en los experimentos de
RMN en dos dimensiones:

En el espectlro COSY (espectro 4.5), se observaron las interacciones de H-9 con H-1a, de H-
1a con H-2a y H-2b y de estos ultimos con H-3 que a su vez interaccion6 con H-14

confirmando la secuencia del anillo A. ademas se observé la interaccién de H-6o 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-Ba y de C-5 con H-15, H-1b y H-9.
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Tabla 6. Datos de RMN-"H y *C de (XIII).

Poslicién RMN "H, Me,COds, 500 MHz | RMN C, Me,COds, 125 MHz / DEPT

1B 2.28 dddd (14.5,14.5,5.0,2.0) 31.0 CH;
1a 2.13 ddd (14.5, 7.5, 4.5) -
2B 2.03m 36.9 CH;
2a ' 1.31m ‘ -
3.46 ddd (10.5, 10.5, 4.5) 71.1 CH
1.41 dc (10.5, 6.5) 51.6 CH
5 - 46.3 C
6p 2.88 d (12.5) 37.1 CH»
Ba 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 1.78 d (1.5) 8.2 CHa
14 092s 19.1 CHjs
15 1.10d (6.5) 11.2 CHj

La estereoquimica de XIll se dedujo por las interacciones observadas en el espectro NOESY
(espectro 4.7). La correlacion 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), permitid proponer la
orientacion a para el OH unido a C-3. y la orientacién B para H-2a.

El grupo hidroxilo en C-8 se propuso orientado o debido a la presencia del acoplamlento
homoalllico entre H-6o. (8 2,38, da J =12.5 Hz) y el metilo 13 (6 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

angulos diedros de 90° con y H-6a y con el hidréxido en C-8 y es0 solo es posible si el OH en
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C-8 tiene orlentacion o (Moriyama y Takahashi, 1976). La orientacién o de H-6b se dedujo
por su Interaccion en el experimento NOESY con H-4 mientras que H-6a, orientado B,
interacciond con CH3z-14 y CH3-15.

Figura 7. Experimento NOESY compuesto XIll

En el espectro de EMIE (espectro 4.8) se observé la presencla de los fragmentos en m/z 247

[M-OH]" y 229 [247-H,0]" correspondientes a la pérdida de un grupo hidroxilo y de agua,

respectivamente, lo cual confirmé la presencia de grupos hidroxilo.

6p-Isobutiriloxi-1,10p-epoxifuranoceremofilano (IV)

La espectroscopia IR, mostré bandas en 1728, 1464, 1152, 850 cm™ de grupos carbonilo,
furano y epdxido, respectivamente.

En el espectro de RMN 'H (espectros 5.1 y 5.1.1, Tabla 7) se observé en la zona de alta
frecuencia la sefal de un protén vinilico en 6 7.07 (s) atribuido a H-12yen §6.35(q, J=1.2
Hz) la seflal atribuida a H-6 base de éster. A continuacién se detectaron en § 3.23 (dd, J =

16.8, 1.8 Hz) y 6 2.18 (d, J = 16.8 Hz) las senales asignadas a los protones unidos al carbono
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9,en 3.09 (d, J = 5.1 Hz) la sefial de H-1 base de epoxidoy en 3 1.85(d, J=1.2 Hz), 1.26

(s)y 1.07 (d, 7.2 Hz) las sefiales de los 3 metllos caracteristicos de un furanoeremofilano.

Tabla 7. Datos de RMN-'H y '3C de (IV).

Posicion RMN "H, CDCl3, 300 MHz RMN *°C, CHCI;, 75 MHz / DEPT

1 3.09d (5.1) - 62.9 CH
2a 1.95-1.83 m 19.9 CH;
2b 1.34m -

3a 205m 23.6 CH;
3b 1.95-1.83 m -

4 1.52m 344 CH
5 - 41.0 C
6 6.35¢(1.2) | 69.3 CH
7 - 119.7 C
8 - 148.4 C
9a 3.23dd (16.8, 1.8) 30.6 CH;
ob . 2.18 d (16.8) -

10 - 63.3 C
11 - 116.9 C
12 - 7.07s 138.9 CH
13 1.85d (1.2) | 8.6 CH,
14 | 1.26s BRTY CHa
15 1.07d (7.2) 15.2 CHs;
1’ - 177.0 C
2 2.65hept (7.2) 32.1 CH
3 1.24d (7.2) | 19.5 CH,°
& 124d (7.2) | 18.7 CHy®

% Sefiales cuyos valores son intercambiables
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La presencia de una sefial heptuplete en 2.65 (J = 7.2) acoplada con la sefal que integrd
para dos metilos en 1.24 (d, J = 7.2) indicé que el grupo que sustituye la molécula en

posicion 6 era un isobutiriloxi.

En el espectro RMN B¢ (espectro 5.2, Tabla 7), la presencia de 19 atomos de carbono
corrobor6 la estructura de un furanosremofilano sustituido con un éster de 4 atomos de
carbono. Se observaron la sefal de grupo carbonilo del éster (3 177.0 s), los cuatro carbonos
vinflicos del grupo furano (5 148.4, s, 138.9, d, 119.7, s y 116.9, s), los carbonos base de
oxigeno del éster (6 69.3, d) y del epdxido (6 66.3, s, 62.9 s). Ademas, con ayuda del
experimento DEPT (espectro 5.3) se identificaron las sefiales de 3 metilenos, 2 metinos

allfaticos 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 permitié proponer para el epdxido en posicion 1-10 una

orientacion f.

La orientacion B del grupo Isobutiriloxi en posicion 6 se dedujo de la constante de
acoplamiento a larga distancia observada entre H-6 (6 6.35, q, J = 1.2 Hz) y CH3-13 (& 1.85,
d, J=1.2 Hz), acop-lamiento que ocurre cuando el C-H alilico forma un angulo diedro de 90°

con el plano del metilo vinilico 13 y esto solo es posible si H-6 es o (Samek et al, 1969).

Este compuesto fue reportado por Bohimann y sus colaboradores como parte de la mezcla
de los compuestos 32-35, aislados en un estudio anterior de P. prascox (Bohimann y Zdero,

1978).
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3a-Hidroxi-1(10), 7(11), 8-eremofilatrien-12,8-ollda (Vil)

La espectroscopia IR, mostré bandas en 3471 de grupo hidroxilo y en 1685 cm™' de grupo
carbonilo conjugado.

Tabla 8. Datos de RMN-"H y '*C de (VII).

Poslclén RMN "H, CD;0D, 500 MHz RMN "C, CH,0D, 125 MHz / DEPT
1 5.67 dd (6.0, 2.5) 127.2 CH
2p 2.62 ddd (19.0, 6.0, 6.0) 36.9 CH;
20, 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
6p 2.90 d (16.5) 35.8 CH.
B 2.22 dd (16.5, 1.5) | -
7 - 141.2 c®
- 137.0 c®
5.86s 111.8 CH
10 - | 142.1 C
11 - 126.4 C
12 - 175.2 C
13 1.83d (1.5) | 7.9 CH,
14 0.97 s 20.8 CHa
15 141d (7.0) 10.7 CHa

? Sefales cuyos valores son intercambiables
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En el espectro de RMN "H (espectros 6.1 y 6.1.1, Tabla 8) se observaron a campo bajo las
sefales de los hidrégenos vinilicos H-9 (6 5.86 (s) y H-1 (8 5.67, dd, J = 6.0, 2.5 H2),
seguidas de la sefial de H-3 (3 3.70, ddd, J = 10.0, 10.0, 6.0 Hz) geminal al grupo hidroxilo,
de la sefal AB del metileno 6 (8 2.90 d, J = 16.5, 2.22 dd, J = 16.5, 1.5 Hz), de los fripletes
del metileno 2 (5 2.62 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 '3C (espectro 6.2, tabla 8), se observaron 15 atomos de carbono, entre
los cuales un carbonilo en & 175.2 (s) para C-12, sels carbonos vinilicos en 6 142.1 (8), 141.2
(8), 137.0 (s), 127.2 (d), 126.4 (d) y 111.8 (d), un carbono base de oxigeno en & 69.2 (d), dos
metilenos en (5 36.9 t, 35.8 t,) y tres metilos (3 20.8, c; 10.7_', ¢ 7.9,0).

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

soportan la estructura VIl para este compuesto.

La orlentacién o del OH en 3 se dedujo de las constantes de acoplamiento observadas para

H-3 (6 3.70 ddd (10.0, 10.0, 6.0) que implican una orientacién axial p para este hidrogeno.
Este compuesto se encuentra mencionado como intermediario en la sintesis de derivados del

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

natural.
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Pruebas bloléglcas

En la tabla 2 se muestran los resultados del rastreo primario de actividad antl-inflamatoria en
el modelo de edema inducido en oreja de ratdn con TPA.

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

ellos con grado relevante.

El compuesto con mayor porcentaje de inhibicion del edema fue el furanoeremofilano IV con
65.14%, sin embargo esta actividad es baja si se compara con la del producto de referencla,
la indometacina la cual presentd 83.73% de inhibicion.

Comparando la actividad del compuesto IV (65.14%) con la del compuesto Il (30.98%) se
observd que con el cambio del ester de isobutirato a angelato esta disminuye. En los
compuestos IX y VIl la tendencia se mantiene, ya que la actividad pasa de 48.06%, en el
isobutirato, 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
furanoeremofilano del Ill al IX presentaron inhibicibn del edema que varia ente 30.98 vy
65.14%. Esta actividad fue mayor que la de los compuestos con estructura de
eremofilandlida X y XIlI, con valores de 15.86 y 31.92 %, y estos a su vez fueron mas activos
que los glucésidos de eremofilano XI y Xll que solo inhibieron el edema en 14.69 y 21,33 %

respectivamente.
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9. CONCLUSIONES

1. Del estudio del exiracto metandlico de corteza de ralz de Pittocaulon praecox se
obtuvieron dos nuevos glucosidos de eremofilano (XI, XHl), metabolitos poco comunes, y dos
nuevas eremofilanolidas (X, XIil).

2. Este es el primer reporte tanto de glucésidos de eremofilano como de eremofilanolidas en
el género Pittocaulon.

3. Pittocaulon praecox mostrd un patron Quimiotaxonémico semejante al presentado por de
especles del genero 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 (lll, IV, VIII y IX) habian sido aislados
anteriormente de esta planta (Bohlmann y Zdero, 1976).
- Los alcaloides encontrados, senecionina e integerrimina ya habian sido reportados en
la planta (Marin-Loaiza, 2008a). |
- Los otros 7 compuestos obtenidos (V, VI, VII, X, XI, XIl y XllI) no habian sido
-reportados en los estudios anteriores de Pitfocaulon praecox nl en otras especies de
Pittocaulon.
- Se aislaron 4 nuevos metabolitos X, XI, Xl y XIIl.

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
indometacina. Se pudo observar que los compuestos con estructura de furanoeremofilano
(M - IX) presentaron mayor actividad que los compuestos con estructura de eremofilanélida
X y XIlI) y que estos a su vez fueron mas activos que los glucdsidos de eremofilano

(X1 y Xll). Sin embargo es claro que nl el extracto metandlico, ni los compuestos aislados
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presentaron actividad anti-inflamatoria relevante. Es posible que existan compuestos activos
que no fueron aislados o que estos se encuentren en la parte area de la planta.
| 10 PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

Dado que de Pittocaulon praecox se obtuvieron glucésidos de eremofilano vy
eremofilandlidas, compuestos no reportados en género Pittocaulon, seria Interesante el
continuar con el estudio de otras especies del género para determinar si estos metabolitos

pueden ser considerados como marcadores quimiotaxondmicos del género.
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olida (X)

66



ek P

T T T T T T T T AL S R B S T T T L | T Tlr! T T

L

Espectro 1.3 DEPT (DMSQOds, 125 MHz) de 3p-acetoxi-1 ,10B-epoxi-8a-hidroxi-6B-isobutiriloxi-7(11 }-eremofilen-12,8-olida
X

67



» T
H il ™ ajms
Hia
0 e TM [
t -
| -}%"
<
S —
4?] 315 3.II 2.5 2.0 1.5 1.0
F2 (ppm)

Espectro 1.4: Experimento HSQC (DMSOd;, 500 MHz) de 3p-acetoxi-1,10p-epoxi-8a-hidroxi-6p-isobutiriloxi-7(11)
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Espectro 1.5: Experimento COSY (DMSOds, 500 MHz) de 3p-acetoxi-1,10p-epoxi-8a-hidroxi-6p-isobutiritoxi-7(11)
eremofilen-12,8-olida (X)
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Espectro 1.6: Experimento HMBC (DMSOds, 500 MHz) de 3p-acetoxi-1,10p-epoxi-8a-hidroxi-6p-isobutiriloxi-7(11)
eremofilen-12,8-olida (X)
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Espectro 2.1: RMN 'H (CD;OD, 300 MHz) de 12-O--D-glucopiranéside de 3a-hidroxi-7(11),8-eremofiladien-8-ona (XI)
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Espectro 3.7: Experimento NOESY (CD3;0D, 500 MHz) de 12-O-B-D-glucopiranésido de 3a-hidroxi-9,11-eremofiladien-8-
ona (Xi)
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Espectro 5.1: RMN "H (CDCl;, 300 MHz) de 6p-isobutiriloxi-1,10B-epoxifuranoeremofilano (IV)
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Tabla 9. Datos de rayos X de (X).

Férmula empirica C21H280s

Peso formula M, =408.43

Temperatura 208(2)K -

Longitud de onda Moka 0.71073 A

Sistema cristalino ortorrbmbico

Grupo espacial P242124

Dimenslones de celda a=8.4002 6) A, o =90°

b =11.0620 (8) A, p =90°
¢ =22.1000 (16) A y=90°

Volumen de la celda V' =2053.6 (3) A’

Numero de moléculas por unidad asimeétrica Z=4

Densidad D. = 1.321 Mg/m®

Coeficiente de absorcion 0.101 mm"”

Numero de electrones en la celda F(000) = 872

Tamario del cristal / forma / color - 0.34 x 0.16 x 0.08 mm / prisma / incoloro
Barrido de recoleccion en el angulo teta 1.84 — 25.37°

Limites de recoleccion -10<=h<=10, -13<=k<=13, -26<=l<=26
Reflexiones recolectadas totales 22413

Reflexiones necesarias o Unicas 3770 [R(int) = 0.0453]

Porcentaje de recoleccién de datos = 25.37°  99.9 %

Método de refinamiento ‘ Matriz total de minimos cuadrados sobre el

factor de estructura
Datos totales / restricciones / parametros 3770/8/274

refinados

Bondad de los factores de estructura 0.953

Certidumbre de los datos finales [1>20(l)] R1 =0.035, wR’ = 0.0783
Certidumbre de los datos finales R1 =0.0465, wR* = 0.0815
Parametro de configuracién absoluta de la 0.1(9)

estructura

Maximo y minimo de densidad electrénica al 0.208 y -0.123 e. A
final del refinamiento
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