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1. INTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas por el hombre desde los tiempos mas antiguos con
diferentes fines, entre ellos, como recurso terapéutico. Hace 3000 afios a. C. se
escribi6 el libro mas antiguo de plantas medicinales en China.*

En México el registro escrito mas antiguo sobre plantas medicinales, mal llamado
“Codice badiano”, es el “Libellus” que fue escrito en por ndhuatl en 1552 por el
médico indio mexicano Martin de la Cruz, en el colegio Santa Cruz de Tlatelolco, y
traducido al latin por otro indigena Xochimilca, Juan Badiano. En el siglo XVI, Fray
Bernardino de Sahagun, escribié su obra “Historia General de las cosas de la
Nueva Espafia” considerado como la fuente de informacién més fidedigna sobre la
herbolaria medicinal indigena del siglo XVI. 2

En el siglo XX, quiza la obra mas importante sobre plantas medicinales mexicanas
es la del maestro Maximino Martinez, “Las Plantas Medicinales de México”,
publicada en 1934, catalogo con la clasificacién botanica, descripcién, localizacién

y usos comunes de 300 plantas medicinales.®

En los dltimos afios se han publicado numerosos trabajos sobre plantas
medicinales de México en revistas nacionales e internacionales, sin embargo aln
guedan sin estudiar numerosas especies de plantas que se utilizan en medicina
popular con el objetivo de identificar sus metabolitos secundarios, moléculas que

pueden ser los principios activos responsables de sus efectos curativos.

Actualmente, se ha descubierto un alto porcentaje de farmacos de origen vegetal,
como resultado del estudio cientifico de plantas conocidas por su uso en la
medicina popular. De ello puede inferirse que dichos estudios son un método
apropiado para el descubrimiento de farmacos y que existe una gran probabilidad
de que dichas plantas contengan compuestos biologicamente activos.
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El género Pittocaulum, conocido como palo loco, se utiliza en medicina popular
contra el reumatismo y para curar heridas,®> ademas se ha reportado la actividad
antifangica y antibacteriana de extractos de P. praecox, P. bombycophole, P.

hintonii y P. velatum. *

Dado que de Pittocaulon velatum solamente se encuentra descrito en la literatura
su contenido alcaloideo resulta interesante el estudio de sus metabolitos no
alcaloideos como posible fuente de sustancias anti-inflamatorias, ya que esta

planta es utilizada contra el reumatismo.

El presente trabajo tiene como objetivo contribuir a la quimica del género
Pittocaulon mediante la separacion, purificacién e identificacion de los principales
metabolitos secundarios del tallo de Pittocaulon velatum y la determinacion de la

actividad anti-inflamatoria de sus extractos y metabolitos no alcaloideos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Taxonomia del género Pittocaulon.

La familia Asteraceae es una de las familias de angiospermas (plantas con flores)
mas ampliamente distribuida, esta diversidad puede atribuirse a diversos factores
tales como su plasticidad genética (le permite adaptarse a diversas condiciones
ecoldgicas), su plasticidad quimica (le ayuda a protegerse contra depredadores) y

sus eficientes mecanismos de dispersion.

Actualmente se estima que esta familia esta compuesta por mas de 1100 géneros
y unas 20000 especies. En la flora de nuestro pais, ésta familia ocupa un lugar

preponderante teniendo 387 géneros y 3202 especies.

La familia Asteraceae, cuyas especies estan presentes en la mayoria de los
estados de la republica mexicana, encuentra tanto en las zonas montafiosas como
en las aridas y semiaridas importantes areas de diversificacion. Se destacan los
estados de Chiapas, Jalisco, México, Michoacan y Oaxaca, con una riqueza

excepcional constituida por mas de 500 especies.’

La tribu Senecioneae, dividida en las subtribus Senecionineae, Tussilaginineae y
Blenospermatineae, es la mas grande de las 13 tribus pertenecientes a la familia
Asteraceae pues contiene aproximadamente 3000 especies agrupadas en 120
géneros. En México y Centroameérica esta tribu esta representada por 165

especies pertenecientes a 19 géneros incluyendo al gran género Senecio.

El género Senecio sensu lato llegé a representar un problema taxondmico, pues
incluia cerca de 1500 especies con un amplio espectro de formas de vida.
Teniendo en cuenta estudios genéticos y taxondmicos fue reorganizado y muchas

de sus especies fueron segregadas en diferentes géneros pertenecientes a las
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subtribus Senecioninae y Tussilagininae.® Uno de estos es el género Pittocaulon
(Asteraceae, Senecioneae, Tussilaginineae) que esta formado por 5 especies: P.

praecox, P. filare, P. bombycophole, P. velatum y P. hintonii.”
2.2 Descripcion y distribucién del género Pittocaulon

Las especies del género Pittocaulon, tienen gran capacidad de almacenar agua en
su corteza y médula en delgados xilemas cilindricos lo que les permite amortiguar
el dafio ocasionado por las condiciones climaticas y florecer en épocas de sequia.
Por esta razén son conocidas como palo loco. Son arbustos o arboles pequefios
recinosos, de tallo grueso, hojas caducas e inflorescencias terminales corimbosas

sostenidas por tallos cortos.”®

Las 5 especies del género Pittocaulon son endémicas de México y solo una de
ellas, P velatum, se encuentra también en Guatemala. Crecen en ambientes secos
tropicales, a menudo rocosos y en desfiladeros comprendidos entre 300 y 3000

metros de altura.

P. velatum es un arbusto de hasta 5 metros de alto con tallos de hasta 9 cm de
diametro, los cuales presentan en la parte alta pubescencias cafés cortas y
densas e inflorescencias en el tallo central prominente que contiene de 6 a 7 flores
de disco. Esta especie que comprende también la variedad de P. velatum ssp y
tzinolensis se encuentra sobre rocas y desfiladeros de los cafiones en habitats
estacionalmente humedos en los estados de Jalisco, Guerrero, Meéxico,
Michoacan, Puebla, Zacatecas y en un limitado namero de localidades en

Guatemala, siendo asi la especie mas distribuida después de P. preacox.?

2.3 Quimica del Género

La quimica del género Pittocaulon es muy similar a la del género Senecio del cual

fue segregado. En las 5 especies del género se ha descrito la presencia de
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1011y p. bombycophole®? se han

alcaloides pirrolizidinicos (Aps).” De P. praecox
aislado sesquiterpenos principalmente de tipo eremofilano y en P. preacox se ha

reportado la presencia de flavonoides.
2.3.1 Alcaloides pirrolizidinicos

Los alcaloides pirrolizidinicos (Aps) contienen en su molécula, uno de los cuatro
isdmeros del 1-hidroximetilpirrolizidina (1), los cuales son llamados necinas . Ellos
pueden tener un doble enlace en el C-1, un grupo OH en C-7, y estar oxidados en
las posiciénes 2 y 6. Los grupos hidroxilos pueden ser esterificados por acidos
monocarboxilicos tales como el acido angélico (2) o el tiglico (3), o por acidos

dicarboxilicos como el acido senecionico (4).

9 COzH H
HO.
\OH /
, 7 ScoH 7 oS ..., COH
H
COLH

Los alcaloides pirrolizinicos que contienen en su esqueleto la base retronecina (5),
otonecina (6) o heliotridina (7), son altamente téxicos. La toxicidad se incrementa
con la presencia de un éster ciclico como en la senecionina (8), lo cual es comun

en los alcaloides pirrolizidinicos de la tribu Senecioneae.*

HO o OH

HO H OH
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Los Aps pueden tener efectos hepatotoxicos, mutagénicos, causar hepatomegalia
y desordenes venooclusivos y se han reportado muertes humanas y de ganado a
causa de la ingesta de plantas que contienen este tipo de sustancias, sin
embargo, si bien son muy toéxicos para los humanos, para algunos animales es

una gran ventaja, ya que los utilizan como proteccién contra depredadores.*

Los alcaloides pirrolizidinicos poli-hidroxisaturados mimetizan la estructura de
monosacaridos teniendo asi un efecto potencial en algunas enfermedades tales

como infecciones virales, cancer y diabetes.™
2.3.2 Eremofilanos

Los eremofilanos son sesquiterpenos, moléculas de quince atomos de carbono
formadas por tres unidades de isopreno, cuyo esqueleto base (9) contiene un

sistema de decalina.

En diversos géneros de la tribu Senecioneae tales como Senecio, Roldana,
Packera o Pittocaulon, es comdn encontrarlos oxidados formando
furanoeremofilanos (10) o eremofilandlidas (11). También se pueden encontrar
compuestos en los que las estructuras base 9-11 han sido modificadas. Géneros
como Psacalium y Roldana son ricos en furanoeremofilanos de tipo abeo
(migracion de un enlace con respecto al esqueleto base) conocidos como

|16

derivados del cacalol™ (12) en los que el metilo 14 migra al carbono 6, por ejemplo
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la cacalona'’ (13). De manera menos frecuente se pueden encontrar en forma de
seco (rompimiento de un enlace en el esqueleto base) como el compuesto 14,
aislado del género Roldana,*® el cual presenta ruptura de enlace 8-9; o en forma
de nor (pérdida de atomos de esqueleto base) como el compuesto 15, que tiene

14 atomos de carbono, obtenido de especies de Senecio.*®

fe) (@]
| 12 o
1112 12 ~o
3 1 11
14 14
14
13 15 13 15 13
10 11

15

OH
(@)
15 14
12
(@]
CHO oH
9 O - O o
----OH
-
AcO /
MeO
OAnNg o
14 15

Las estructuras 9-15 pueden estar sustituidas con grupos hidroxilos principalmente
en las posiciones 1, 3, 6, y 9. La presencia de cetonas y epoxidos es también

frecuente.

En la literatura se encuentran descritos diversos eremofilanos con actividad
biologica, se ha descrito actividad anti-alimentaria de las eremofilanolidas 16-

17,2%% |os efectos espasmoliticos del tracto gastrointestinal del eremofilano s-
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petasin (18),%? las actividades fungicida y antimicrobiana del cacalol®*?* (12) y las
actividades anti-hiperglucémica y anti-inflamatoria® de 19, entre otras.

(0]
(0]
0 . <~ _~CH,
~ (HsCS) HC = HCO®" (
CH;
CHs

CH
R, 8

16 R=0OAc R1=H R2=0OMe
17 R=0Ang R1=0H R2=0OMe
18

19

2.3.3 Flavonoides

Los flavonoides son un gran grupo de polifenoles presentes en los productos
naturales, estos proveen el color a las plantas, por ejemplo, las antocianinas (20)
que proporcionan el color a las flores, frutas y hojas que van desde el rojo al

azul.?®

Ry
OH Cianidna R;=0OH R,=H
+ O Peonidina R; = OCH; R, =H
HO Ox R, DelfinidinaR,=OH R, =OH
| 2 Ppetunidina R; =0OCH3; R, =OH
“Noclu Malvidina R;=OCH; R, =OCHj
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La estructura quimica de esta clase de compuestos esta basada en un esqueleto
de Cs-C3-Cg, difieren en la instauracion del anillo C, en la colocacion del anillo
aromatico B en el C-2 o en el C-3 y en los patrones de hidroxilacion. La
multiplicidad de modificaciones posibles es tan grande que en el Ultimo siglo se

han reportado mas de 6000 compuestos diferentes.

Para su estudio, este grupo de compuestos se ha dividido en tres clases: los
flavonoides (2-fenilbenzopiranos) 21, los isoflavonoides (3-benzopiranos) 22 y los
neoflavonoides (4 benzopiranos) 23, todos tienen como precursor comun la

chalcona (24) ademas de que estan biogenéticamente y estructuralmente

21 2

relacionados.

24
Los flavonoides, 2-fenilbenzopiranos, se agrupan segun su grado de oxidacion en

el anillo C como: flavano (25), flavanona (26), flavona (27), flavonol (28),
dihidroflavanol (29), flavan-3-ol (30), flavan-4-ol (31), flavan-3,4-diol (32).

o

25 26 27
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Los flavonoides tienen amplias propiedades biolégicas, se reportan como
antimicrobianos, antifingicos, anti-alimentarios (en altas concentraciones ayudan
a que la planta no sea comida por insectos), insecticidas y con actividad anti-

inflamatorias y hepatoprotectoras.

En las plantas, los flavonoides, juegan un papel importante en el crecimiento,
proveen proteccion de los rayos UV, ayudan a la reproduccion y estan

involucrados en la fijacién del nitrégeno.?’
2.4 Metabolitos aislados de Pittocaulon praecox

En 1974 se aislo de la raiz de P. praecox un sesquiterpeno identificado como
Precoxilina A (33).%°

O
O

)

O-iBut

AcO

33
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Posteriormente, en 1976, se aislaron un furanoeremofilano (34), y tres mezclas

complejas de furanoeremofilanos (35-38, 39-41 y 42-47).%°

H o)
| 0 H 35R = ivVal
| p i | o 36R=A
- 37R =B
AcO / 38R=Sen
34 OR
o o 42R =ival
. o 43 R = iBut
o] 39 R =iVal o 44 R = Ang
| ) 40 R =A | 45 R = Met
41R =B { 46R=A
47R=B
OR OR
) O
A N
B

En el 2007, utilizando la técnica de analisis GC — MS se identificaron en la planta
los alcaloides pirrolizidinicos:  7-angeloildihdroxiheliotridano  (48),  9-
angeloildihidroxiheliotridano (49), senecionina (8), integerrimina (50), platifillina
(51), neoplatifillina (52), senkirkina (53) y neosenkirkina (54).°
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48R;=H R,=Ang \
49R;=Ang R,=H

51 Ri=CH; R=H 53 R;=CH; R,=H
52 Ri=H R,=CH, 54 Ry=H R,=CH;

En el dltimo estudio, publicado en 2009, se aislaron: 2 glucésidos de eremofilano
(55-56), 3 eremofilandlidas (57-59), 7 eremofilanos (44, 60-65) y 3 flavonoides (66-
68).1

0 0 ?HO
e \ e S -, S
HO ;l: ;To‘o HO ;i: %\o HO"
HO OH HO OH
HO HO
H HO
55 56 57
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0 | 0 O .
O =
AcO = /
OR OR
58 R=iBu 60 R=iBu 62
59 R=Ang 61 R=Ang
OH
0§ o
© o)
| Ry
/ HO, o_ -
W,
OR
OR R
OH O
63 R=iBu 64 R= Ang
65 R =iBu 66 R=R;=H

67 R=OH Ry =H
68 R=R; = OH

2.5 Metabolitos aislados de Pittocaulon bombycophole.

De P. bombycophole se aislaron 5 furanoeremofilanos (69-73), un nor-eremofilano

(74), un oplopano (75) y el alcaloide pirrolizidinico 7- angeloilplatinecina (76).*?

69 Ry =A, R,=0Ac AngQ OH
70 R;=A, R, =H H

71 Ry =Ang, R, = OAc

72 Ry =Ang,R,=H N

73 Ry =ival, R, = H

HO

74
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De igual manera, se ha reportado en P. bombycophole la presencia de los Aps: 7-
angeloilturneforcidina (77), 9- angeloilturneforcidina (78), senkirkina (8),

petasitenina (79), acetilpetasitenina (80) y neoligularidina (81).°

X

2.6 Alcaloides pirrolizidinicos aislados de P. filare, P. hintonii y P. velatum

De estas tres especies solamente se encuentra reportado en la literatura su
contenido alcaloidal. De P. filare han identificado los Aps: 7-angeloilturneforcidina
(77), 7-angeloilretronecina (82), senecionina (8), intergerrimina (50), senkirkina
(53), acetilsenkirkina (83) y neoligularidina (81). De P. hintonii se han obtenido: 7-
angeloilturneforcidina (77), 9-angeloilturneforcidina, senkirkina (8), neosenkirkina
(54), petasitenina (79), ligularidina (84), acetilsenkirkina (83) y acetilpetasitenina
(80) y de Pittocaulon velatum se encuentran reportados: 7-Angeloilheliotridina (77),

integerrimina (50), senecionina (8), senkirkina (53) y acetilpetasitenina (80).°
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2.7 Técnicas espectroscopicas

Las técnicas espectroscopicas son técnicas analiticas que sirven para identificar

una estructura quimica, las mas comunes se describen a continuacion:*

Espectroscopia intrarroja (IR):  La region infrarroja del espectro electromagnético
abarca de 4000 a 400 cm™. La radiacién infrarroja produce vibraciones de los
enlaces de la molécula y proporciona informacién sobre los grupos funcionales
presentes, ya que cada grupo funcional vibra a una frecuencia caracteristica. El
espectrofotometro de IR registra la energia absorbida por los diferentes grupos

funcionales presentes en la molécula.

Espectroscopia ultravioleta (UV): La region electromagnética del espectro entre
200 y 800 nm forma parte de la espectroscopia UV-VIS. Esta radiacion es capaz
de excitar electrones ™ y no enlazantes conjugados de la molécula. La unidad
estructural asociada con la transicion electronica en el UV se llama cromoéforo y de
la longitud de onda de absorcion se obtiene informacion que contribuye a

determinar la estructura molecular.
Espectrometria de masas:
Impacto electrénico: En el experimento de EMIE se bombardea la

molécula con electrones y como resultado de la colisién la molécula pierde
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un electron produciendo un i6n de carga positiva [M'] llamado ion
molecular, que corresponde al peso molecular de la sustancia. En este
proceso el ion molecular también se fragmenta en iones de masa mas
pequefia, estos iones son separados al pasar por un campo magnético y en
espectro final se observan los iones de las diferentes masas obtenidas y su
abundancia. El andlisis de estos fragmentos contribuye a determinar la

estructura del compuesto estudiado.

Experimento FAB (se usa para sustancias de alto punto de fusion) las
moléculas se encuentran incluidas en una matriz, generalmente glicerol o
polietilenglicol, y son bombardeados por atomos de Xenon o Argén de alta
energia para producir generalmente iones de masa [M+H]", estos iones y
sus fragmentos son analizados de la misma manera que en el espectro de
impacto electrénico. En el experimento FAB de alta resolucién se emplean
aparatos que calculan de manera muy exacta la composicion isotopica de
cada elemento permitiendo obtener la masa molecular con cuatro cifras

decimales y resultados equivalentes al andlisis elemental de la molécula.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN ). Permite determinar
el entorno que rodea a los atomos de hidrogeno (o a los a&tomos de carbono),
proporciona informacion sobre la estructura de los grupos alquilo y pautas sobre la
presencia de grupos funcionales. Se basa en las transiciones de las orientaciones

del spin nuclear.

RMN de 'H: En este espectro cada protén que tiene un ambiente diferente
genera una sefial, de manera que se obtiene informacién sobre:
» Cuantas clases de protones diferentes hay (nUmero de sefiales).
» La cantidad de protones de cada clase, dada por la intensidad de los
picos (area bajo la curva).
» EIl numero de vecinos de cada protén (dado por la multiplicidad del
pico del protén observado.
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RMN de *C: Determina el nimero de atomos de carbono presentes en la
molécula, ya que cada a&tomo de carbono en una molécula produce un solo
pico en el espectro, el entorno magnético de los atomos de C en la
molécula esta dado por la posicion de los picos.

DEPT: Proporciona informacién de los hidrégenos unidos a cada carbono,

se observan las sefiales de CH3, CH, y CH.

Técnicas bidimensionales:

COSY: Muestra la correlacion entre protones a dos y tres enlaces, asi como
interacciones alilicas y homoalilicas en caso de haber conjugacion.

NOESY: Muestra las interacciones entre hidrégenos a través del espacio,
dando informacion sobre la estereoquimica de la molécula.

HSQC: Determina los protones que estan unidos a cada carbono, permite
asignar el desplazamiento de los carbonos primarios secundarios y
terciarios presentes en la molécula.

HMBC: Muestra las correlaciones entre protén y carbono a dos y tres
enlaces, permitiendo asignar carbonos cuaternarios y corroborar las

estructuras propuestas.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los extractos de las 5 especies del género Pittocaulon fueron estudiados por
cromatografia de gases-espectroscopia de masas para determinar su contenido
I

alcaloida P. preacox y P. bombycophole son las Unicas especies del género

que han sido objeto de un estudio fitoquimico completo.

Las especies del género Pittocaulon, se utilizan en medicina popular contra el

reumatismo y para curar heridas.®> De Pittocaulon velatum no existen en la
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literatura reportes de estudios quimicos de sus metabolitos no alcaloideos, por lo
tanto resulta interesante su estudio como posible fuente de sustancias anti-

inflamatorias.

4. HIPOTESIS

El extracto metandlico del tallo de Pittocaulon velatum debe contener
sesquiterpenos de tipo eremofilano, alcaloides pirrolizidinicos y flavonoides. Dado
que esta especie se utiliza en la medicina popular como anti-inflamatorio y para

curar heridas se espera encontrar metabolitos con esta actividad.

5. OBJETIVOS GENERALES

1.- Contribuir a la quimica de género Pittocaulon.

2.- Determinar la actividad anti-inflamatoria de los compuestos aislados de

Pittocaulon velatum.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
» Aislar, purificar, identificar y cuantificar los principales metabolitos

secundarios del extracto metanoélico del tallo de Pittocaulon velatum.

> Evaluar la actividad anti-inflamatoria de los metabolitos aislados.
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7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1 Equipo utilizado

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estan

corregidos.
La Rotacion optica 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 mono y bidimensionales, homo y heteronucleares fueron
obtenidos en espectrofotbmetros Eclipse JEOL 300 MHz, Bruker Avance 300 MHz
o Varian- Unity Inova 500 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar

interno.

Los datos de EM-IE fueron determinados a 70 eV en un espectrémetro de masas
Bruker Daltonics Analysis 3.2. Los espectros de EM-FAB* y 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 Ka radiacion (I = 0.71073 A). Las
estructuras fueron resueltas por métodos directos utilizando el programa SHELXS.

Los atomos diferentes a hidroégeno fueron refinacims parametros de desplazamiento
anisotrépico. Los atomos de hidrégeno fueron indsien las posiciones calculadas y no
estan refinados.
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La cromatografia en columna fue realizada con vacio (CCV) utilizando gel de
Silice G 60 (Merck, Darmstadt, Germany).

7.2 Analisis cromatografico

La cromatografia en columna Flash (CCF), empacada con gel de Silice (230-400
Macherey- Nagel), fue realizada con inyeccion 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 GF254 (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.

La Cromatografia en capa delgada de fase inversa fue realizada utilizando placas
de silice ALUGRAM RP-18W/ UV 254 para la cromatografia analitica, con 0.15
mm de espesor, y para preparativa se utilizaron placas DC-Fertigplatten RP-
18W/UV254 de 1.0 mm.

Las placas se visualizaron mediante exposicion a luz UV (254 nm y 365 nm) y
ademas se utilizé solucion de sulfato cérico al 3% en acido sulfurico 2N como
revelador.

7.3 Material vegetal

Pittocaulon velatum (Greenm.) H. Rob.& Brettell var. Velatum, originario de Taxco
Guerrero, se recolecté en abril del 2007. Un ejemplar fue depositado en el herbario
del Instituto de Biologia (MEXU 1205023), Universidad Nacional Autonoma de

México.

7.4 Preparacion del extracto
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El tallo (1480 g) se secO a temperatura ambiente, se tritur6 y se sometié a un
proceso de percolacion con metanol, el disolvente se evapord en un evaporador
rotatorio. El extracto metanolico (300 g) fue purificado por métodos

cromatograficos.
7.5 Fraccionamiento y purificacion

Columna 1:

El extracto metandlico (300 g) se fracciond por cromatografia en columna al vacio
(CCV) (C1) eluida con mezclas hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente
obteniendo 241 fracciones, las cuales se reunieron por su similitud en

cromatografia en capa delgada (CCD) para su posterior purificacion.

Fracciones C1 Polaridad columnas
2 ‘[ Hexano c2 ]

3-4 hexano C3

5-6 hexano — AcOEt 95:15 C4

7-30 hexano — AcOEt 9:1 C5

31-51 hexano — AcOEt 9:1 C6

52-62 hexano — AcOEt 8:2 C7

63-74 hexano — AcOEt 8:2 C8

75-107 hexano — AcOEt 7:3 C9

108-132 hexano — AcOEt 1:1 C10

133-150 AcOEt

Tabla 1. Fracciones obtenidas de la columna 1, relacién de los disolventes en la

que se obtuvieron y nimero de la columna en que se purificaron.

Columnas 2 vy 3:

Las fracciones 2 (1.73 g) y 3-4 (23.38 g) de C1 fueron purificadas mediante las
columnas C2 y C3 eluidas en hexano para obtener 180 mg y 13.1 g,
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respectivamente, de un producto que se observé como un compuesto puro en
cromatografia en capa delgada (CCD) en fase normal pero cuyo espectro de RMN
de H mostré que se trataba de una mezcla. Esta mezcla (100 mg) fue purificada
por CCD en fase inversa (MeOH-H,O 6:4, corrida 4 veces) seguida de una
columna flash eluida con hexano-AcOEt 95:5, para obtener 28.3 mg del

compuesto I.

6B-isovalerianoxifuranoeremofilan-9-ona.? (1)

Aceite amarillo; [a]*°p - 12.3 (¢ 0.26, CHCIs); IR (CHCI3): v 1731, 1688, 792 cm™.

Columna 4:

La purificacién de las fracciones 5-6 (30.86 g) mediante CCV (C4) eluida con
hexano, dio lugar a una mezcla (16.5 g), de la cual se purificaron 120 mg por CCD
en fase inversa (MeOH-H20 6:4, eluida 4 veces) para obtener 45 mg del

compuesto Il.

6 -isobutiriloxifuranoeremofilan-9-ona.* (11)

Aceite amarillo; [a]*p— 37.1 (c 0.21, CHCIs); IR (CHCI3): v 1730, 1688, 790 cm™.
(0]

W,
I
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Columna 5:

Las fracciones 17-30 (25.28 g) de la primera columna fueron purificadas por CCV
(C5) eluida con mezclas hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente. De
las fracciones eluidas con hexano-AcOEt 99:1 se separaron cristales de punto de
fusiébn 132-134 <, identificados como pg-sitosterol. Las fracciones eluidas con
hexano-AcOEt 98:2 (6.5 g) fueron sometidas a una columna flash (hexano-AcOEt
85:15) para obtener una mezcla (1.5 g) de la cual se purificaron 100 mg mediante
2 placas preparativas sucesivas en fase inversa (MeOH-H,0 8:2 corrida 2 veces y

MeOH-H,0 6:4 corrida 4 veces) para obtener 9 mg del compuesto Ill.

6B-isobutiriloxi-1,10 B-epoxifuranoeremofilano® (ll1).

Aceite amarillo; [a]*°p— 17.0 (c 0.21, CHCls); IR (CHCls): v 1735, 1668.

Columna 6:

Las fracciones 31-51 (20.36 g) de C1 se purificaron por CCV (C6) eluida con
mezclas de hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente. Las fracciones 7-8
(91.3mg) eluidas con hexano se purificaron por columna flash eluida con mezcla
hexano-AcOEt 95:15 y se obtuvieron 10 mg del compuesto I. Las fracciones 20-25
(1.28 g) obtenidas con hexano se purificaron con dos columnas flash sucesivas
eluidas con hexano-AcOEt (9:1) y benceno-AcOEt (98:2), respectivamente, para
obtener una mezcla (120 mg) que fue purificada por CCD fase inversa (MeOH-
H,O 6:4, corrida 4 veces) obteniendo asi 9 mg del compuesto lll. De las fracciones
56-76 eluidas con hexano-AcOEt 9:1 se obtuvo el compuesto IV (678 mg).
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Prismas incoloros (hexano-AcOEt); pf 170-172 °C; [a]*°p +116.4° (c 0.28, CHCly);
IR (CHCIl5): v 1760 cm™ (espectro 1.9); UV (MeOH) Anax (I0g €): 217 nm (4.095);
RMN *H (espectro 1.1); RMN *3C (espectro 1.2); EMIE (espectro 1.8) m/z (%): 264
) [M[", 218 (6), 127 (44), 110 (96.6);: EMAR-FAB* m/z: 265.1447 (calculado
265.1440 para CisH2104, [M+H]").

Velatumolida (1V)

Columna 7:

Las fracciones 52-62 (9.2 g) de C1 se sometieron a una CCV (C7) eluida con
mezclas de hexano-acetona en gradiente de polaridad creciente. Las fracciones
61-83 (3.5 g), eluidas con hexano-acetona 9:1, se purificaron por columna flash
eluida con CH,Cl,-AcOEt 98:2 para obtener 200 mg del compuesto IV. Las
fracciones 84-109 (1.5 g), eluidas con mezclas hexano-acetona 7:3 y 8:2, se
purificaron por columna flash (eluida con CH,CH,-AcOEt 98:2) para obtener 50
mg. del compuesto V.

Epi-velatumalida (V)

Prismas incoloros (hexano-acetona); pf 195-197 °C; [a]®p +80.8° (c 0.24,
acetona); IR (CHCls): v 1777, 1759 cm™ (espectro 2.9); UV (MeOH) Ama (l0g &):
214 nm (4.038); RMN *H (espectro 2.1); RMN *C (espectro 2.2); EMIE (espectro
2.8) miz (%): 264 (3) [M]", 218 (8), 127 (14), 110 (100); EMAR-FAB* m/z; 265.1445
(calculado 265.1440 para CisH2104, [M+H]).
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Las fracciones 110-130 (900 mg) de C7 fueron purificadas por columna flash

eluida con mezclas hexano-acetona 8:2 para obtener 6 mg del compuesto VI.

Naringenina® (VI).
Cristales blancos (hexano-AcOEt); pf. 253-255 C; [ a]*p — 20.7° (¢ 0.34, MeOH);
IR (Nujol) v3288-3034,1631 cm’™.

OH

OH O
Vi

Columna 8:

Las fracciones 63-74 (6.19 g) de C1 fueron purificadas por CCV eluida con mezcla
de hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente, de las fracciones eluidas
con hexano-AcOEt 95:5 se obtuvieron 26.9 mg del compuesto | y de las fracciones
eluidas con hexano-AcOEt 7:3 100 mg del compuesto VI.

Columna 9:

Las fracciones 75-107 (21.12g) de C1 se purificaron por CCV, en la elusion se
emplearon mezclas de hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente, para
obtener 268.9 mg del compuesto VI de las fracciones eluidas con hexano-AcOEt
9:1. Las fracciones 109-126 (2.76 @), eluidas con hexano-AcOEt 85:15, fueron

sometidas a una columna flash eluida con mezcla de hexano-AcOEt 6:4
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obteniendo una mezcla (1.68 g) la cual fue purificada por columna flash eluida con

hexano-acetona 65:35 para aislar el compuesto VII.(230.3mg).

Aromadendrina®® (VII).
Cristales blancos (hexano-AcOEt); p.f. 237-239 °C; [a]*p + 12.9°(c 0.27, EtOH);
IR (Nujol) v 3422-3363, 1638 cm™.

OH
HO 0 /O/

OH
OH O
Vi

Las fracciones 127-155 (3.1 g) de C9 se sometieron a una columna flash eluida
con hexano-AcOEt 8:2 de donde se obtuvo una mezcla (763.5 mg) la cual se
purifico por columna flash eluida con hexano-acetona 7:3 para obtener el

compuesto VIl (23.7mg).

Kaempferol* (VIII).
Cristales amarillos (hexano-AcOEt); p. f. 262-265 °C; IR (Nujol) v3420-3314, 1659,

cm™,

Columna 10:
Las fracciones 108-132 (14.28 g) de C1 fueron purificadas por CCV eluida con

mezclas de hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente. De las fracciones
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eluidas con hexano-AcOEt 7:3 se obtuvo el compuesto VIII (440 mg), y de las
fracciones eluidas con hexano-AcOEt 65:35 se obtuvo el compuesto VII ( 10 mg).

Las fracciones eluidas con hexano-AcOEt 6:4 produjeron una mezcla (290 mg) de
la cual, mediante una CCD en placa preparativa (hexano-acetona 6:4, corrida 2

veces) se aislaron los compuesto VII (4 mg) y IX (10 mg).

Taxifolina®*(1X).
Cristales blancos (hexano—AcOEt); p.f. 229-232 C; [a]®> + 18.5% (¢ 0.23,
acetona) ; IR (Nujol) v3341-3252, 1639-1595 cm™.

OH
HO 0 ,,O:
OH

OH
OH O

IX

De las fracciones de C10 eluidas con hexano-AcOEt 1:1 se obtuvo un sdlido que

por recristalizacion (hexano-AcOEt) dio lugar al compuesto X (22.6 mg).

Velatumina (X).

Agujas incoloras (hexano-AcOEt); pf 222-224 °C; [a]*p - 27.3° (¢ 0.11, MeOH); IR
( KBr); v 3348, 1662 cm™ (espectro 3.9); UV (MeOH) Anax (log &): 275 nm (4.266);
RMN *H (espectro 3.1); RMN *3C (espectro 3.2); EM-FAB* (espectro 3.8) m/z (%):
281(10) [M+1]", 55 (80) EMAR-FAB® m/z: 281.1385 (calculado 281.1389 para
C15H210s, [M+H]).

O
HO o
W,
OH OH
X
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De las fracciones 133-150 de C1 se obtuvo un sélido (700 mg) que se identifico

como glucdsido de B-sitosterol.
7.6 Metodologia de las pruebas de actividad anti-in ~ flamatoria.

La actividad anti-inflamatoria se determiné utilizando el modelo de edema inducido

en oreja de ratén con acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).®

Se emplearon ratones macho (25-30g), los cuales se dividieron en grupos de tres
ratones: control (se administro TPA mas el vehiculo), prueba (recibieron TPA mas

el compuesto de prueba) y referencia (recibieron TPA mas indometacina).

Para anestesiarlos se les administr6 (via intraperitoneal) 3.5 mg/kg de
pentobarbital sédico. En la oreja derecha se aplicaron 10 ul de solucién etandlica
de TPA (2.5 ugl/oreja) a todos los ratones, diez minutos después, en la misma
oreja se aplicaron el compuesto de prueba o el farmaco de referencia (grupo de
prueba y control respectivamente) disueltos en 20 pl del vehiculo. La oreja
izquierda recibi6 10 pl de etanol y 20 ul del vehiculo del compuesto (control
negativo). Cuatro horas después de la aplicacion del TPA, los animales fueron
sacrificados por dislocacion 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 izquierda

representa el edema. La inhibicion del edema se calcula con formula:
% de Inhibicion = [(C-E)/C] 100
en donde C representa el edema del grupo control (tratado con TPA) y E edema

del grupo de prueba (TPA mas el compuesto) o de referencia (TPA mas

indometacina).
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8. RESULTADOS

8.1 Metabolitos aislados

Del estudio fitoquimico de tallo de P. velatum se aislaron 3 nuevos compuestos, el
furanoeremofilano velatumina (X) y las seco eremofilandlidas velatumdlida (IV) y
epi-velatumdlida (V). Ademas se aislaron 3 furano eremofilanos (I, II, 1), 4
flavonoides (VI, VII, VI, 1X), B-sitosterol y glucésido de g sitosterol ya reportados

en la literatura.

(@] (o] o O
0 o) O
W, ) /
0 O, 0
o ‘R:O ‘fo
0,
| 0.49 % I 0.71% I 0.001 %
OH
R2
Ry
OH O
IV R=Ha 0.06% VI Ri=H R=H 0.07%
V R=H3 0.007% VIl Ri=OH R=H 0.28%

IX Ri=0OH R=OH 0.01%

(0]

QO
L/
OH OH
X 0.001 %

B-Sitosterol 0.013 % Glucésido de-sitosterol 0.01 %

Figura 1. Metabolitos aislados de Pittocaulon velatum y sus rendimientos.
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8.2 Resultados de las pruebas de actividad anti-inf lamatoria de los

compuestos aislados

Compuesto Dosis (pmol/oreja) Edema (mg) Inhibicion (%)
Indometacina? 1.0 1.99 +0.68 83.73
1.0 5.37 £ 3.57 53.03
1.0 8.58 +1.15 20.36
1.0 5.00 £1.53 56.24
1.0 2.83+0.74 75.20
1.0 2.17 £0.58 81.04
1.0 6.15 +1.06 42.88
(o]
HO o
W 1.0 9.43 +0.70 10.24
OH OH xd
Extracto metandlico® 1.0 8.44 +0.72 38.06

Tabla 2. Resultados de las pruebas de actividad sobre el edema inducido en oreja

de ratén con TPA.
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Control: @ acetona ( 11.43 + 1.30), ® metanol ( 13.63 + 1.59), ¢ acetona (10.77 *
0.45), ¢ metanol (10.50 + 0.36).

Los datos representan el promedio de tres a cuatro animales + el error estandar de
la media (y £ EEM). Los resultados se analizaron mediante 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.

9. DISCUSION DE RESULTADOS

Las estructuras de los compuestos nuevos IV, V y X fueron elucidadas por medio

P . ;. 13 1
de técnicas espectroscopicas: Masas, UV, IR y RMN de C y H, mono y
bidimensional, homo y heteronuclear. En el caso del compuesto IV la estructura

fue confirmada por difraccion de rayos x.

La identidad de los compuestos conocidos: 1, Il, III, VI, VII, VIII, IX, B-sitosterol y

glucosido de B-sitosterol fue determinada mediante la comparacion de sus datos

- , 1 13
espectroscopicos (espectrometria IR y de RMN de H y de C) y constantes
fisicas con los reportados en la literatura y ademas , en el caso de los flavonoides
(VI, VII, VIl y IX), el B-sitosterol y glucdsido de B-sitosterol, los compuestos fueron

comparados con muestras auténticas disponibles en el laboratorio.
A continuacion se presenta la discusion de la elucidacion de las estructuras de los

nuevos compuestos IV, V y X. seguida de la discusion de los resultados de las

pruebas de actividad anti-inflamatoria.
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Velatumdélida (1V)

El espectro de UV present6 una absorbancia maxima a A 217 nm.

La espectroscopia IR (espectro 1.9) mostré una banda ancha en 1761 cm™
caracteristica de los ésteres ciclicos con anillo de cinco miembros denominados

gamma lactonas.

La formula molecular C15H»004, con nimero de insaturacion de 6, fue deducida del
ion molecular [M + H]" de m/z 265.1447 obtenido mediante el espectro de masas

FAB" de alta resolucion.

La presencia de 15 &tomos de carbono en el espectro de RMN de *3C (espectro
1.2, tabla 3) junto con los tres metilos a 6 2.22 (s), 0.84 (s) y 0.76 (d, J = 6.8 Hz)
observados en el espectro de RMN 'H (espectro 1.2) sugirid una estructura de
sesquiterpeno de tipo furanoeremofilandlida (11).

En el espectro de RMN *H se observa a campo bajo (3 4.98) una sefial base de
éster que fue asignada a H-6 por las correlaciones homoalilicas observadas en el
experimento COSY con los protones 12 y 13. Siguiendo con el espectro se
observan las sefiales de un metileno base de oxigeno (6 4.76, d, J = 17.6 Hz y
4.69, d, J = 17.6 Hz) que se asignaron al CH,-12. Se encuentra luego la sefal de
un metino a a grupo carbonilo que interacciona, en el experimento COSY,
(espectro 1.5) con un metileno fue asignada a H-10 (& 2.29, dd, J =3.2y 11.6 Hz).
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Posicion RMN H, CDCIl3, 400 MHz RMN 3C, CDCl3;, 100 MHz  DEPT

1la 1.95da (J = 11.2 Hz) 18.9 CH;
1b 1.40 m
2a 1.86 m 25.2 CH;
2b 1.33m
3a 156 da (J = 13.2 Hz) 29.9 CH
3b 1.21m
4 1.88 m 385 CH
5 - 50.4 C
6 4.98's 84.4 CH
7 - 163.3 C*
8 - 173.2 C
9 - 175.6 C
10 2.29dd (J=2.8, 11.6 Hz) 52.4 CH
11 - 121.6 C*
12a 476 d (J = 17.6 Hz) 73.2 CH;
12b 4.69d (J=17.6 Hz)
13 222s 14.1 CH3
14 0.84 s 9.3 CH3
15 0.76 d (J = 6.8 Hz) 16.9 CHs

Tabla 3. Datos de RMN-'H y **C de velatumélida (IV). *Carbonos cuyas sefiales
son intercambiables.

Con el espectro COSY (espectro 1.5) se pudo elucidar la secuencia del anillo A del
eremofilano ya que se observaron las interacciones de H-10 con H-1a y H-1b que
a su vez interaccionan con H-2a y H-2b, y el acoplamiento de H-2a con H-3b. Por

otro lado se observo que H-4 tiene interaccion con H-3a, H-3b y con el metilo 15.
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En el espectro de RMN **C (espectro 1.2, tabla 3) se observaron, a campo bajo,
las sefales de 2 carbonilos de éster a & 175.5y 173.2, dos carbonos vinilicos a
163.3 y 121.5 un metino y un metileno base de oxigeno a & 84.4 y 73.2,

respectivamente.

Ademas en el espectro DEPT (espectro 1.3) se observo la presencia de tres

metilos, 4 metilenos y 3 metinos, en concordancia con la estructura IV.

La asignacion de los carbonos se logré con ayuda de los experimentos HSQC
(espectro 1.4) y HMBC.

En el espectro HMBC (espectro 1.6) se observé el cruce de los picos entre el
carbonilo a ® 173.2, asignado a C-8, con H-6, H-12 y H-13. El carbonilo a 6 175.6
correlacion6 con H-10 por lo que le fue asignada la posicion 9. Esto sugirido una
modificacion del esqueleto base de eremofilandlida con la ruptura del enlace 8 y 9
seguida de oxidacién de los carbonos para formar dos gamma lactonas, en
concordancia con el espectro IR, para formar una seco-gamma,gamma-
eremofilandlida. Ademas, en este mismo experimento HMBC, se observaron las
correlaciones de H-6 con C-4, C-5, C-7, C-8, C-10, C-11, C-12 y C-14 (figura 2).

Figura 2 . Principales interacciones HMBC de velatumaolida.
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En el experimento NOESY (espectro 1.7) se observé la correlacion entre H-6, H-4
y H-10; indicando que estdn del mismo lado de la molécula y dado que
biogenéticamente los metilos tienen orientaciéon B, estos hidrégenos se

propusieron con orientacién a (figura 3).

Figura 3. Principales interacciones NOESY de velatumolida.

La estructura de velatumalida fue confirmada por andlisis de rayos X (figura 4).

Figura 4 . Estructura de velatumélida obtenida de rayos X.
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Epi -velatumolida (V)

El espectro de UV present6 una absorbancia maxima a A 214 nm.

La espectroscopia IR (espectro 2.9) mostré dos bandas, a 1777 y 1759 cm™,

caracteristica de las gamma lactonas.

Este compuesto presenté la misma féormula molecular que el compuesto IV
C1sH2004, determinada por el ion molecular [M + H]" de m/z 265.1440 observado

en el espectro de masas FAB" de alta resolucion.

El espectro de RMN 'H (espectro 2.1, tabla 4) es muy similar al del velatumélida
(IV). Se observa a campo bajo, al igual que en IV, la sefal de H-6 (& 5.05). La
siguiente sefial a & 4.73, asignada al metileno base de éster 12, aparecio en este
compuesto como una sefial simple, difiriendo de velatumdlida en cuyo espectro se
observdé como un sistema AB. De igual manera la sefal de H-10 (6 3.04, dd, J =
3.2,y 12.0 Hz) se encuentra desplazada a campo bajo, con respecto a la sefal
del mismo proton en velatumdélida, Ad 0.75 ppm y la sefial del metilo 14 tiene un

Ad 0.24 ppm comparado con su par en V.

El experimento COSY (espectro 2.5) muestra las mismas interacciones en el

compuesto V que en IV.
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Posicion RMN H, CDCIl3, 400 MHz RMN 3C, CDCl3;, 100 MHz  DEPT

la
1b 1.36dd (J =3.6, 12.4 Hz)
2a 1.81 da (J =12.4 Hz) 25.1 CH
2b 1.26 m
3a 1.52 m 29.9 CH
3b 1.23da (J = 12.4 Hz)
4 1.44d (J = 6.8) 36.4 CH
5 - 46.5 C
6 5.05s 82.4 CH
7 - 163.1 C*
8 - 172.2 C
9 - 176.8 C
10 3.04dd (J = 3.2, 12.0 Hz) 47.8 CH
11 - 122.8 C*
12 473s 72.8 CH;
13 2.15s 13.2 CHs
14 1.08 s 15.1 CHs
15 0.80d (J = 6.4 Hz) 16.7 CH3

Tabla 4 Datos de RMN-'H y*3C de epi-velatumélida. *Carbonos cuyas sefiales

son intercambiables.

El espectro de RMN **C (espectro 2.2) presentd 15 atomos de carbono, y se
observaron el mismo numero de metilos, metilenos y metinos en el experimento
DEPT (espectro 2.3) que para el compuesto IV. Sin embargo, las sefiales de C-4,
C-5, C-6 y C-10 se encuentran con respecto a las sefiales de los mismos carbonos
en velatumdlida desplazadas a campo bajo Ad 2.1, 3.9, 2.2 y 4.6 ppm,
respectivamente, y la sefial del metilo 14 se desplaz6 a campo alto Ad -5.9 ppm.
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En el experimento HMBC (espectro 2.6) se observo la interaccion de C-9 con H-6
y H-10 indicando la presencia de una 6,9-y-lactona. El cruce de picos H-12 y H-13
con C-8 sugiere la presencia de una 8,12-y-lactona y su uniéon a C-6 se observa

por la interaccion de H-6 con C-8 (figura 5).

Figura 5. Principales interacciones HMBC de epi-velatumalida.

Con esta evidencia se llego a la conclusion que la diferencia entre las estructuras
de los compuestos IV y V debia ser de tipo estereoquimico. En efecto, en el
experimento NOESY (espectro 2.7), se pudo observar la correlacion de H-10 con
H-4 y de H-6 con H-14. Esto indica que H-10 esta orientado a, como en el
compuesto IV, pero que H-6 tiene orientacion B, por lo tanto V es el epimero en
posicion 6 de IV por lo que recibié el nombre de epi-velatumolida (figura 6).

Figura 6 . Principales interacciones NOESY de epi-velatumalida.
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Velatumina (X)

El espectro de UV present6 una absorbancia maxima a A 275 nm.

La espectroscopia IR mostré una banda ancha caracteristica de los alcoholes a

3348 cm™ y otra a 1662 cm™, caracteristica del grupo carbonilo conjugado.

La formula molecular CisH200s, con un numero de instauraciones de 6, fue
deducida del ion molecular [M + H]" de m/z 281.1385 obtenida mediante el

espectro de masas FAB" de alta resolucion.

La presencia de 15 atomos de carbono en el espectro de RMN *3C (espectro 3.2,
tabla 5) junto con los metilos a 6 0.80 (s) y © 1.19 (d, J = 6.8 Hz) y la sefial simple
perteneciente al hidrégeno aromatico del furano a & 7.48 (espectro 3.1), sugirid

una estructura de sesquiterpeno de tipo furanoeremofilano (10)

En el espectro de RMN de 'H (espectro 3.1) se observaron tres sefiales en la
region de hidrogenos base de oxigeno. La primera fue asignada a H-6 por tratarse
de una sefial simple, cuyo desplazamiento a & 4.93 indicé un protén germinal a
grupo hidroxilo a al sistema conjugado. La segunda es la sefial AB de un metileno
(©4.64,d,J=14.0Hzy 459, d, J = 14.0 Hz) que fue asignado a H-13 ya que
presentd una interaccion homoalilica, en el experimento COSY, con el protén
aromatico H-12. La tercera sefial a 6 3.60 (dddd, J = 11.6, 11.6, 3.6, 3.6, Hz), fue
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asignada a H-2, ya que en el experimento COSY interaccion6é con los dos
metilenos del anillo A.

La sefial de un metino a al grupo carbonilo (dd, & 2.48, J = 3.2 y 12.4 Hz) fue
asignada a H-10, ya que en el experimento COSY se observo su correlacion con
H-1.

Posicion RMN *H, CDs0D, 400 MHz RMN *3C, CD;0D, 100 MHz DEPT

1la 2.30 ddd (J = 13.2, 3.6, 3.2 Hz) 30.9 CH;,
18 |1.29ddd (J =13.2, 12.8, 11.6Hz)

24a 3.61 dddd (J = 11.6, 3.6 Hz) 70.2 CH;

3a 1.66 da (J = 12 Hz) 41.9

38 |1.26ddd (J =128, 12, 11.6 Hz)
4 1.89 dqd (J = 3.2, 6.8, 12.8 Hz) 42.6 CH
5 - 51.2 C
6 4.93s 76.3 CH
7 - 140.4 C
8 - 147.4 C
9 - 188.5 C
10 2.48dd (J = 3.2, 12.4 Hz) 54.5 CH
11 - 128.7 C
12 7.48's 146.8 CH;

13 a 4.64 d (J =13.6 Hz) 56.0 CH;

13 B 459d (J = 13.6 Hz)

14 0.80 s 19.1 CH3
15 1.19d (J = 6.8 Hz) 6.8 CH

Tabla 5. Datos de RMN-'H y **C de velatumina.

En el espectro de °C se observé. a campo bajo, una sefial de carbonilo de cetona

(® 188.5), cuatro sefiales pertenecen a carbonos vinilicos (6 146.8, & 128.7, d
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140.4 y & 147.4) dos metinos y un metileno base de oxigeno a 6 76.3, 6 70.2y &
56.0 respectivamente.
En el espectro DEPT (espectro 3.3) se observé que el compuesto tiene dos

metilos, 3 metilenos y 5 metinos en concordancia con la estructura X.

La asignacién de los carbonos se hizo con la ayuda de los espectros HSQC
(espectro 3.4) y HMBC. En el espectro HMBC (espectro 3.6) se pudo confirmar la
posicion de un grupo hidroxilo en el C-2 puesto que H-2 correlacion6 con C-1, C-3,
C-4 y C-10. Se observo también la correlacién de H-10 con el grupo carbonilo, la
de H-6 con C-7, C-8 y C-11 al igual que la de H-13 con C-7, C-11y C-12 (figura 7).

Figura 7 . Principales interacciones HMBC de velatumina

En el espectro NOESY (espectro 3.7) se pueden observar las interacciones de H-2
con H-4, H-3a y H-10, y de H-6 con H-4 y H-10, indicando que los protones 2, 4, 6
y 10 tienen orientacion a, puesto que los metilos 14 y 15 estan biogenéticamente
orientados 8,%” y por lo tanto los grupos hidroxilo tienen orientacién g (figura 8).

Figura 8 . Principales interacciones NOESY de velatumina
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Pruebas biolégicas

En la tabla 2 se muestran los resultados del rastreo primario de actividad anti-
inflamatoria en el modelo de edema inducido en oreja de raton con TPA. La
actividad se determiné por el porcentaje de inhibicién del edema en la oreja con
cada uno de los compuestos probados, utilizando el método descrito en la pagina
10. Los compuestos I-11l no fueron evaluados debido a que en un estudio anterior'*

se habia determinado que no tenian actividad.

Se puede observar que en los flavonoides la actividad se ve incrementada de
56.24 %, en naringenina (VI), a 75.20 % en aromadendrina (VII) con la presencia
de un grupo hidroxilo en posicién 3. Esta actividad es incrementada a 81.04 % en
kaempferol (VIII), el cudl tiene un doble enlace en posicion 2, indicando que
probablemente la planaridad de la molécula es importante en el control de la
inflamacion. Estos resultados concuerdan con los reportados en la literatura para

actividad de flavonoides.3"%®

Por otro lado, la presencia de un grupo hidroxilo en 3’ tiene un efecto negativo

pues la actividad disminuyo6 a 42.88 % en taxifolina (1X).

En cuanto a los nuevos compuestos IV y V se puede observar que velatumdlida
(IV) tiene una mayor actividad anti-inflamatoria, con 53.03 % de inhibicion del
edema, que epi-velatumdlida (V), con 20.36 % de inhibicion, lo que nos dice que la
estereoquimica juega un papel importante en el control de la respuesta

inflamatoria.

El furanoeremofilano velatumina (X) no tuvo actividad anti-inflamatoria importante

ya que solamente produjo un 10.22 % de inhibicion del edema.
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10. CONCLUSIONES.

-Del estudio de P. velatum se aislaron 3 nuevos metabolitos: dos seco-
eremofilandlidas, velatumdlida (IV) y epi-velatumdlida (V) y un furanoeremofilano

polihidroxilado, velatumina (X).

-Este es el primer reporte de seco-eremofilandlidas aisladas del género

Pittocaulon.

-Velatumolida (1V) y epi-velatumolida presentan (V) estructuras novedosas de

seco-gamma, gamma-dilactonas.

-La presencia de furanoeremofilanos polihidroxilados es frecuente en las especies
de la tribu Senecioneae, pero estos estan generalmente esterificados y la
presencia del grupo hidroxilo en 2 es poco frecuente. Velatumina (X) es el primer

metabolito con estas caracteristicas aislado del género Pittocaulon.

- Los compuestos |, II, 1, VI, VII, y IX ya habian sido aislados con anterioridad de

P. praecox.*?

De los resultados de las pruebas de actividad anti-inflamatoria puede concluirse
que::
» Las actividades detectadas de los compuestos nuevos IV, V y X fueron
bajas con respecto al compuesto de referencia (indometacina).
» Los flavonoides VI, VII y VIII presentan actividades anti-inflamatorias
importantes, que corresponden a las reportadas en la literatura.®>°
» Es probable que la actividad anti-inflamatoria atribuida a esta planta se

deba a la presencia de flavonoides.
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Espectro 1.5: COSY (CDCl3, 400 MHz) de velatumdélida (V)
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