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1. INTRODUCCION

Durante siglos se han utilizado las plantas como una fuente de remedios que combinados
con misticismo, magia y religion eran utilizados con fines terapéuticos." Esto sigue
perdurando ya que en las Ultimas décadas, aproximadamente el 60 % de la poblacion

mundial recurre a las plantas para su medicacion.?

Con los avances tecnoldgicos y cientificos se han logrado aislar, purificar e identificar un
sinnimero de compuestos activos derivados de productos naturales como agentes
antimalaricos, anticancerigenos y antibioticos tan importantes como el taxol, el captopril,
la ciprofloxacina, la amoxicilina, por mencionar solo algunos.3 De hecho, de los farmacos
anticancerigenos aprobados por la FDA (Agencia de drogas y alimentos de Estados
Unidos) entre 1940-2010 el 48% son de un producto natural o derivado de un producto

natural.*

Actualmente los productos naturales son una estrategia para el descubrimiento de nuevos
farmacos, no sélo como producto natural, sino también como derivado del mismo, ya que
proveen una gran variedad estructural ofreciendo mayores oportunidades de encontrar
nuevas moléculas contra un amplio rango de blancos.® Sin embargo, si bien hay una gran
biodiversidad vegetal (estimada de 250,000 especies de plantas en el mundo) sélo el 10%
de las especies han sido probadas en algin tipo de actividad bioldgica,® por lo que hay

muchas especies no estudiadas y metabolitos secundarios por descubrir.

En México, se han utilizado las plantas en la medicina tradicional desde tiempos
precolombinos, los registros mas antiguos sobre plantas medicinales que se tienen son el
Cddigo Florentino “Historia general de las cosas de la nueva Espafia”, compilado por el
monje franciscano Fray Bernardino de Sahagin que data del siglo XVI,° y el “Libellus de
medicinalibus indorum herbis” o Cdédice Badiano escrito en nahuatl por Martin de la Cruz y

traducido al latin por Juan Badiano en 1552.’

La familia Asteraceae ha sido utilizada desde tiempos ancestrales para el tratamiento de
diferentes padecimientos y en México, en donde estd ampliamente representada, tiene un
nivel de utilizacion etnomédico importante. Entre las muchas especies de esta familia

utilizadas con fines curativos, las que forman el género Pittocaulon, conocidas como palo
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loco, se utilizan en medicina popular contra el reumatismo y para curar heridas.® Por este
motivo resultd interesante el estudio de Pittocaulon filare, como posible fuente de

sustancias antiinflamatorias.

El presente trabajo tiene como objetivo contribuir a la quimica del género Pittocaulon
mediante la separacion, purificacion e identificacion de los principales metabolitos
secundarios de tallo y raiz de Pittocaulon filare y la determinacion de la actividad anti-

inflamatoria de sus extractos y metabolitos no alcaloideos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Asteraceae

Dentro de las angiospermas o plantas con flores, la familia Compositae o Asteraceae, una
de las mas diversas y ampliamente distribuidas, ocupa un lugar preponderante en la flora
mexicana,’ como resultado de sus eficientes mecanismos de dispersion, plasticidad
genética y quimica que le han permitido adaptarse a diversas condiciones ecolégicas y

desarrollar mecanismos de defensa contra depredadores y competidores.°

En México, se reconocen 387 géneros y 2861 especies pertenecientes a la familia

Asteraceae.’

2.1.1 Distribucién y morfologia de la familia Asteraceae

Los miembros de la familia Asteraceae son identificados por sus inflorescencias primarias
constituidas por una cabezuela pseudantica. Sus frutos tienen forma de aquenio (frutos de
paredes delgadas, llevando en la parte superior flores en forma de disco (vilano) o
radialmente simétricas. Sus hojas estan usualmente alternas u opuestas, pecioladas y

algunas veces sésiles. Sus raices son fibrosas y sus tallos usualmente erectos.™

Esta familia se encuentra distribuida por todo el mundo, siendo el suroeste de los Estados

Unidos y México la regiéon mas rica en miembros de la familia.*?

En México, 27 de los 32 estados de la republica presentan un rico componente de
Asteraceae en sus floras (mayor al 10%), destacando Chiapas, Jalisco, México,
Michoacan y Oaxaca con una riqueza excepcional constituida por mas de 500 especies,™®
siendo las zonas montafiosas, las aridas y semiaridas las principales éareas de

diversificacion de la familia Asteraceae.™
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2.1.2. Quimica de la familia Asteraceae

Resulta complicado describir metabolitos caracteristicos de la familia Asteraceae, ya que
se encuentra conformada por un gran nimero de especies. Sin embargo, de las especies
estudiadas se han aislado &cidos grasos, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos
pentaciclicos, monoterpenos fendlicos, diterpenos, ésteres de &cido cafeico, flavonoides,
compuestos acetilados, ciclitoles, cumarinas, alcaloides pirrolizidinicos, acidos

triterpénicos, amidas de acidos grasos, polisacaridos y cromonas, entre otros.**

2.2 Tribu Senecioneae

La tribu Senecioneae es la mas grande de las 13 tribus pertenecientes a la familia
Asteraceae, se divide en tres subtribus: Senecionineae, Tussilagenineae vy
Blenospermatineae y contiene aproximadamente 3000 especies agrupadas en 120
géneros. En México y Centroamérica, esta representada por 165 especies pertenecientes
a 19 géneros incluyendo al gran género Senecio.

Las especies del género Senecio sensu lato (cerca de 1500 especies) fueron segregadas
en diferentes géneros pertenecientes a las subtribus Senecionineae y Tussilagenineae,
uno de estos es el género Pittocaulon (Asteraceae, Senecioneae, Tussilaginineae), que

es el objeto de este estudio.’

2.2.1 Quimica de la tribu Senecioneae

Hasta ahora se han estudiado cerca de 50 especies mexicanas pertenecientes a las
subtribus Senecioninae y Tussilagininae. De estos estudios, se han aislado como
principales metabolitos secundarios: alcaloides pirrolizidinicos, sesquiterpenos de tipo

eremofilano y flavonoides.*®

2.2.2 Alcaloides pirrolizidinicos

Los alcaloides pirrolizidinicos (Aps) contienen en su molécula uno de los cuatro isbmeros

de la 1-hidroximetil pirrolizidina (1), los cuales son llamados necinas. Ellos pueden tener
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un doble enlace en el C-1, un grupo OH en C-7, y estar oxidados en las posiciones 2 y 6.
Ademas, los grupos hidroxilos pueden ser esterificados por acidos dicarboxilicos o
monocarboxilicos.™®

Los Aps gue contienen en su esqueleto cualquiera de las bases retronecina (2), otonecina
(3) o heliotridina (4); son altamente toxicos, pueden tener efectos hepatotdxicos,
mutagénicos, causar hepatomegalia y desdrdenes venooclusivos y se han reportado
muertes humanas y de ganado a causa de la ingesta de plantas que contienen este tipo
de sustancias.™ La toxicidad se incrementa con la presencia de un éster ciclico como en
la senecionina (5), lo cual es comdn en los alcaloides pirrolizidinicos de esta tribu.*’ Los
Aps polihidroxisaturados mimetizan la estructura de monosacaridos teniendo asi un efecto

potencial en algunas enfermedades tales como infecciones virales, cancer y diabetes.®

OH

2.2.3 Eremofilanos
Los eremofilanos son sesquiterpenos cuyo esqueleto base (6) contiene un sistema de

decalina, sus posiciones 1, 3, 6 y 9 pueden estar sustituidas con grupos hidroxilos, la

presencia de cetonas en ciertas posiciones y epoxidos es también frecuente.®
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En diversos géneros de la tribu Senecioneae tales como Senecio, Roldana, Packera,
Pittocaulon, es comun encontrarlos oxidados formando furanoeremofilanos (7) o
eremofilandlidas (8). Otros géneros como Psacalium y Roldana son ricos en
furanoeremofilanos modificados de tipo abeo, conocidos como derivados del cacalol* (9).
De manera menos frecuente, se pueden encontrar en forma de seco-eremofilanos como
el compuesto 10% aislado del género Roldana y nor-eremofilanos como 11% obtenido de

especies de Senecio.

1 9
1 9
o 0]
| o
J ~
6
14 O 14
6 7 8
OH O
oH CHO
0 O -0 (0]
«nQH
/ ~ /
AcO MeO
OANng o
9 10 11

2.2.4 Flavonoides

Los flavonoides son un gran grupo de polifenoles presentes como productos naturales
que proveen el color a las plantas.?? Su estructura quimica esta basada en un esqueleto
de C¢-Cs-Cs y difieren en la insaturacion del anillo C, en la colocacion del anillo aromatico

B en C-2 0 en C-3y en los patrones de hidroxilacion.

Para su estudio, este grupo de compuestos se ha dividido en tres clases: los flavonoides
2-fenilbenzopiranos (12), los isoflavonoides 3-fenilbenzopiranos (13) y los neoflavonoides
4 fenilbenzopiranos (14), todos tienen como precursor comun la chalcona (15) ademas de

que estan biogenética y estructuralmente relacionados.?
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12 13 14 15

2.3 Género Pittocaulon

El género Pittocaulon pertenece a la tribu Senecioneae, subtribu Tussilagininae de la
familia Asteraceae, fue segregado del género Senecio, y esta formado por 5 especies: P.
praecox, P. filare, P. bombycophole, P. velatum y P. hintonii.** Estas especies se utilizan
en la medicina popular contra el reumatismo y para curar heridas, ademas se ha
reportado actividad antifiingica y antibacteriana de los extractos de P. praecox, P.
bombycophole y de P. hintonii.?®

Las 5 especies del género Pittocaulon son endémicas de México y sélo una de ellas, P
velatum, se encuentra también en Guatemala. Crecen en habitats secos tropicales, a

menudo rocosos y en desfiladeros comprendidos entre 300 y 3000 metros de altura.”

Las especies de este género son arbustos o arboles pequefios resinosos, de tallo grueso,
hojas caducas e inflorescencias terminales corimbosas sostenidas por tallos cortos.”
Estas plantas tienen gran capacidad de almacenamiento de agua en su tallo ya que
poseen xilemas cilindricos delgados que permiten amortiguar el dafio provocado por las
condiciones climéticas y florecer en épocas de sequia, razon por la cual es conocido
popularmente como palo loco, tienen pequefios racimos de hojas en épocas de lluvia 'y se

desojan el resto del afio.
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2.3.1 Pittocaulon praecox:

méas estudiada quimica y morfolégicamente. Se puede
observar sobre rocas pertenecientes al flujo de lava del valle
de México y en lugares de Zacatecas, Oaxaca®® vy

Aguascalientes.®

Existen varios estudios quimicos de esta especie: en 1975

se aislaron de la raiz un sesquiterpeno identificado como precoxilina A (16) y el alcaloide

senecionina (5).

(0}
)

O-iBut

AcO

16

Posteriormente, en 1976 se aislaron un furanoeremofilano (17) y tres mezclas complejas

de furanoeremofilanos (18-21, 22-24 y 25-30).%

ACO\\\\\\.

O (@]
O
‘ o) 22 R =jVal ‘ 0
23 R =A
/ 2ar-8 %
OR OR
o (@]
A B

18 R = jVal
19 R =A
20R =B
21 R =Sen

25 R =jVal
26 R = iBut
27 R = Ang
28 R = Met
29R=A
30R=B
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En el 2007, utilizando la técnica de andlisis por CG—EM se identificaron en flores raices
tallos y hojas los alcaloides npirrolizidinicos 7-angeloildihidroxiheliotridano (31), 9-
angeloildihidroxiheliotridano (32), senecionina (33), integerrimina (34), platifillina (35),

neoplatifillina (36), senkirkina (37) y neosenkirkina (38).%

OR;

31R1:H R2=Ang
32R,=Ang R,=H D A\

35 Rl = CH3 RZZH

36 R, =H R,=CH, 37 R;=CH; R,=H
En el dltimo estudio reportado en 2009 se aislaron: 2 glucésidos de eremofilano (39-40), 3
eremofilandlidas (41-43), 7 eremofilanos (27, 44-49) y 3 flavonoides (50-52).%

O
HO o O HO
HO OH
HO
HO
39
O
0] 0}
| V. ©
=
OR
42 R=iBu 44 R=jBu 46
43 R=Ang 45 R=Ang
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2.3.2 Pittocaulon 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.

Después de P. praecox, P. velatum es la espacie mas
distribuida. Agrupa las variedades P. velatum ssp y

tzinolensisse y se encuentra sobre rocas y desfiladeros

de los cafiones en héabitats estacionalmente humedos en los estados de Chiapas, sureste
de Oaxaca y un limitado nimero de localidades en Guatemala.?

En el 2007, se aislaron los APs: 7-angeloilheliotridina (53), integerrimina (34), senecionina
(33), senkirkina (37) y acetilpetasitenina (54).%°

53 54 R = Acetil

En el segundo estudio descrito en el 2011, se aislaron dos seco-eremofilandlidas,
velatumolida (55) y epi-velatumadlida (56), el trihidroxifuranoeremofilano, velatumin (57),
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tres glucésidos de eremofilano (58-60), cuatro furanoeremofilanos (61-64) y cuatro
flavonoides (50-63).%

(@]
O
(0]
W,
QOiBu
64

57R1 =R2=R3=OH
62 R1 = R2 = OiBU, R3= H
63 R1 =H, R2 = Olval, R3= H

OH

58 R1=R2=R3=H,R4=R5=R6=R7=OH
583R1=R2=R3=H,R4=R5=R6=R7=OAC
59 R1=R2=H,R3=R4=R5=R6=R7=OH
59aR; =R, =H, R3=R, = Rs = Rg = R; = OAc
60 R,=R;=H,R;=R,;=Rs=Rs=R;=0H
603R2=R3=H,R1=R4=R5=R6=R7=OAC 65R1=HR2=H
61 R1=R3=H,R2=R4=R5=R6=R7=OH 66R1=OHR2=H
67 R; = OH R, = OH

2.3.3 Pittocaulon hintonii:

Se encuentra en pocas localidades de Michoacan® y Colima,
la especie esta escasamente ramificada y crece en pequefios
grupos esparcidos entre las rocas,® llega a alcanzar hasta los

5 metros de altura.?®

De P. hintonii se han aislado los APs: 7-angeloilturneforcidina

(53), 9-angeloilturneforcidina, senkirkina (37), neosenkirkina (38),
petasitenina (68), ligularidina (69), acetilsenkirkina (70), acetilpetasitenina (54),”° y no

existen estudios de su contenido no alcaloidal.

Pagina | 11



2.3.4 Pittocaulon bombycophole:

Crece en los estados de Michoacan, Guerrero, Morelos!® y
una pequefia parte de México,”® sus ramas y tallo son muy
gruesos, Y al igual que P. filare estan cubiertas con pequefas

vellosidades blancas.'®

Los Aps reportados en P. bombycophole son: 7-angeloilturneforcidina (53), 9-
angeloilturneforcidina (71), senkirkina (37), petasitenina (68), acetilpetasitenina (54) y

neoligularidina (72).%°

7

En el 2008, se aislaron 5 furanoeremofilanos (73-77), un nor-eremofilano (78), un
oplopano (79) y un alcaloide pirrolizidinico y la 7- angeloilplatinecina (80).*
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73 R =A,R,=0Ac
74 R{=A R,=H

75 Ry =Ang, R, = OAc
76 R;{=Ang,R,=H
77 Ry=iVal,R,=H

HO

78 79

2.3.5 Pittocaulon filare:

Se localiza en zonas rocosas y secas de Colima y Jalisco,?
es mas pequefio que P. praecox, sus hojas estan cubiertas
por pequefios vellos (lanudas), tiene hermosas flores

amarillas y sus semillas se mantienen por largo tiempo en la

planta.'®

De P. filare solamente existe una descripcion en la literatura en donde se identificaron los
Aps: 7-angeloilturneforcidina (53), 7-angeloilretronecina (81), senecionina (33),

intergerrimina (34), senkirkina (37), acetilsenkirkina (70) y neoligularidina (72). %

81
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3. JUSTIFICACION

El género Pittocaulon (Asteraceae, Senecioninae, Tussilagininae) es utilizado en la
medicina popular contra el reumatismo y para curar heridas,® ademas se ha reportado la
actividad antifungica y antibacteriana de extractos de P. praecox, P. bombycophole, P.

hintonii y P. velatum.?®

Hasta el momento, ademas del contenido alcaloidal reportado en las cinco especies del
género,?® se han estudiado quimicamente tres especies, P. praecox, P. bombycophole y

P. velatum y de estas que se han aislado los siguientes metabolitos:

» P. praecox: furanoeremofilanos, glucésidos de eremofilanos, eremofilanélidas y
flavonoides.?"%3°

» P. velatum: seco-eremofilandlidas, glucésidos de eremofilano, eremofilanos y
flavonoides. **

> P. bombycophole se han encontrado furanoeremofilanos y un oplopano.*

Teniendo en cuenta que de P. filare solamente se encuentra descrito su contenido
alcaloideo se consideré pertinente realizar un estudio quimico de los extractos no
alcaloideos a fin de contribuir al establecimiento de un patron quimiotaxonémico del

género y evaluar la posible actividad antiinflamatoria de sus metabolitos.

4. HIPOTESIS
Considerando los productos naturales previamente aislados del género Pittocaulon se
espera aislar de P. filare sesquiterpenos de tipo eremofilano, oplopanos y alcaloides
pirrolizidinicos.
Teniendo en cuenta que las especies de Pittocaulon se utilizan en la medicina popular

contra el reumatismo y para curar heridas se espera que los extractos y metabolitos

secundarios de Pittocaulon filare presenten actividad antiinflamatoria.
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5. OBJETIVOS

Generales

» Contribuir al estudio fitoquimico del género Pittocaulon mediante el estudio de la
especie Pittocaulon filare.

» Contribuir al hallazgo de nuevas substancias quimicas con actividad anti-

inflamatoria para corroborar las propiedades farmacologicas descritas para el
género.

Particulares

» Aislar y purificar los principales metabolitos secundarios de tallo y raiz de P. filare
mediante métodos cromatograficos y quimicos convencionales.

> ldentificar los metabolitos aislados mediante técnicas espectroscépicas de IR,
Masas, RMN-H y C* mono y bidimensionales y por comparacién con datos

reportados en la literatura.

> Evaluar la actividad antiinflamatoria de los metabolitos aislados de P. filare usando

el modelo de edema inducido por TPA.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Equipo utilizado

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns serie N° 591 y no
estan corregidos y la rotacion oOptica fue realizada en el polarimetro Perkin-Elmer 343.

Los espectros de UV fueron registrados en un equipo Shimadzu UV 160U y los de IR con

un Bruker Tensor 27, utilizando técnicas de suspensién, disolucién y pastilla en KBr.

Los espectros de RMN de *H y *C mono y bidimensionales, homo y heteronucleares
fueron obtenidos en espectrofotometros Eclipse JEOL 300 MHz, Bruker Avance 400 MHz
o Varian-Unity Inova 500 MHz, los desplazamientos quimicos (&) estan dados en ppm
respecto al tetrametilsilano (TMS) como estandar interno y en todos los casos se utilizaron

disolventes deuterados.

Los datos de EM-IE fueron determinados a 70 eV en un espectrémetro de masas JEOL
JMS-AX505HA 70 eV. Los EMAR-ESI fueron realizados en un Bruker micrOTOF Il con
una resolucion de masa de 16.500 FWHM, un intervalo de masa de 50-20,000 m/z y una
velocidad de 40 Hz. 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 hidrégeno fueron refinados con parametros de desplazamiento anisiotropico.
Los atomos de hidrégeno fueron incluidos en las posiciones calculadas y no estan

refinados.

El dicroismo circular fue obtenido de un espectropolarimetro Jasco J-720.
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El andlisis por cromatografia de gases fue realizado en un sistema Agilent 6890 GC con
una columna AT5 30 m x 0.25 mm 0.1 um de espesor a una temperatura inicial de 100 °C

y una temperatura final de 200 °C.

6.2 Analisis cromatogréfico

La cromatografia en columna fue realizada con vacio (CCV) utilizando gel de Silice G 60
(90 % < 45 pm, Merck, Darmstadt, Germany).

La cromatografia en columna Flash (CCF), empacada con gel de Silice (230-400
Macherey- Nagel), fue realizada con inyeccién de aire por la parte superior de la columna

para obtener una elucién 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.

El monitoreo de las placas se llevé a cabo mediante exposicion a luz UV a dos longitudes
de onda (254 y 365 nm). Se utiliz6 solucién de sulfato cérico al 1% en acido sulfdrico 2 N

como revelador.

6.3 Material vegetal

Pittocaulon filare (McVaugh) H. Rob.& Brettell (Asteraceae) se recolecté en marzo de
2011 en el municipio de Colima, Colima, Km 17.5 de la carretera antigua (México 110)
Colima-Tecoméan, México. Un ejemplar fue depositado en el herbario del Instituto de
Boténica (IBUG), Universidad de Guadalajara. Col. M. Harker y L. Hernandez L. 4168.
Del. Harker.
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6.4 Preparacion de los extractos

La planta (720 g de tallo y 250 g de raiz) se secé a temperatura ambiente y se triturd. Las
moliendas se sometieron a un proceso de percolacion con hexano y metanol por
separado. Los extractos hexanicos de tallo y raiz, asi como, los metandlicos de tallo y raiz
se reunieron debido a que presentaron una composicién muy similar en cromatografia en
capa delgada obteniendo finalmente dos extractos: el extracto hexanico (37 g) y el

extracto metandlico (140 g), los cuales se fraccionaron por métodos cromatograficos.
6.5 Fraccionamiento y purificacion

6.5.1 Extracto hexanico.
Columna 1
El extracto hexanico (37 g) se fraccion6 por cromatografia en columna al vacio (CCV)
(C1) eluida con mezclas de Hexano-Me,CO en gradiente de polaridad creciente. De esta
cromatografia se obtuvieron 44 fracciones, las cuales se reunieron por su similitud en

cromatografia de capa delgada (CCD) para su posterior purificacion (cuadro 1).

Cuadro 1. Fracciones obtenidas del extracto hexanico, polaridad en la que se obtuvieron

y nimero de la columna en que se purificaron.

Fracciones Disolvente Columna
1-7 Hexano C2
8-9 Hexano-Me,CO 19:1 C3
10-14 Hexano-Me,CO 19:1 C4
15-23 Hexano-Me,CO 9:1 C5
24-44 Hexano-Me,CO 4:1 C6

De la fracciébn 8 eluida con hexano-Me,CO (19:1) se obtuvieron 1.25 g de cristales

identificados como el 3a-angeloiloxi-9-oxo-furanoeremofilano (1).
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32-34

3a-angeloiloxi-9-oxo-furanoeremofilano (I).

Cristales incoloros (hexano-Me,CO); pf. 152-153 °C; IR (CHCl3) viax 1697, 1673, 806 cm™;
RMN 'H (espectro 1.1, cuadro 12); RMN C (espectro 1.2, cuadro 12); EM-IE m/z (%
intensidad relativa): 190 (25), 205 (42), 232 (100), 330 [M]" (2).

Columna 2.

Las fracciones 1-7 (6.35 g) de C1 se purificaron por una CCV (C2), utilizando mezclas de
disolvente hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente. Se obtuvieron 82
fracciones. Las fracciones 47-53 (159 mg), eluidas con hexano, se purificaron mediante
una columna flash (C2a) utilizando como disolvente de elucion mezcla hexano-Me,CO
(9:1) para obtener 30 fracciones. De las fracciones 18-23 se obtuvieron 12 mg del

compuesto II.

(1R,4R,5S,6R,7S,8R,9S,2”°S,2°’E)-4-acetil-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (ll).

Prismas incoloros (hexano-acetona); pf 115-117 °C; []*p -14.28° (c 0.07, cloroformo); DC

(c 0.285 x 10° MeOH) As (nm): -1.42 (302);IR (CHCly): vma 1745, 1727, 1715 cm™
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(espectro 2.7); UV (MeOH) Ana (log &): 219 nm (3.41); RMN *H (espectro 2.1, cuadro 13);
RMN C (espectro 2.2, cuadro 13); EM-IE m/z (% intensidad relativa): 57 (15), 97 (100)
491 [M + HJ" (1).; EMARESI m/z 529.2564 [M+K]" (calculado para CysHs, KO; 529.2562).

Columna 3

Las aguas madres de la fraccién 8 y la fraccién 9 de C1 se reunieron (15.04 g) y se
purificaron mediante una CCV (C3) eluida con mezcla de hexano-AcOEt en gradiente de
polaridad creciente obteniendo 43 fracciones. Las fracciones eluidas con hexano-AcOEt
19:1 (15-23) presentaron sélidos que se identificaron como el compuesto | (2.05 g) por su
punto de fusién y CCD.

Las fracciones 24-35 (440 mg) obtenidas con el mismo gradiente de mezcla se purificaron
mediante una columna flash (C3a) utilizando como fase mdévil hexano-AcOEt (17:3). De

las fracciones 15-21 se obtuvo un aceite amarillo identificado como el compuesto 11l (203
mg).

(lHa,28,6HB,76,8a,92,42,2’E)11,12-epoxi-2,8-di-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-4,5-10(14)-oplopedien-3-ona (111).*?

Aceite incoloro; [a]*°5 -115.0° (¢ 0.2, cloroformo); CD (c 0.308 X 10°MeOH) As (nm): -0.84
(351); IR (CHCLy): vimax 1740, 1646 cm™; RMN 'H (espectro 3.1, cuadro 14); RMN **C
(espectro 3.2, cuadro 14); EMARESI m/z 567.2925 [M+Na]" (calculado para Cs;Hs4NaOg
567.2928).
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Columna 4

Las fracciones 10-14 (5 g) de C1 se purificaron por una cromatografia en columna al vacio
(C4) utilizando como disolvente de elucion mezclas de hexano-Me,CO en gradiente de
polaridad creciente para obtener 133 fracciones. De las fracciones 1-25 eluidas con
hexano se aislé el compuesto | (203 mg). De las fracciones 26-29 eluidas con hexano-
Me,CO (99:1) se separd un solido que fue recristalizado en hexano-Me,CO para obtener

el compuesto IV (335 mg).

(1R,2S,4R,5S,6R,7S,8R,9S,11S,2’S,2’S,2VE) 11,12-epoxi-2,8-di-(2-metilbutanoiloxi)-
4-acetil-9-(3-metil-2-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona. (IV).*

Prismas incoloros (hexano-acetona); pf 105-108 °C; [¢]*°, -69.5° (¢ 0.21, cloroformo); DC
(c 0.033 X 10° MeOH) Ae (nm): -16.08 (319); IR (CHCL3): vimax 1762, 1728, 1647 cm™; RMN
'H (espectro 4.1. cuadro 15); RMN **C (espectro 4.2, cuadro 15); EMARESI m/z 627.3127
[M+Na]" (calculado para Cs3Hs NaOy627.3140).

Las fracciones 30-78 (1.6 g), obtenidas con la mezcla hexano-Me,CO (19:1) fueron
purificadas por columna flash (C4a) utilizando como fase mévil hexano-Me,CO (9:1) para

obtener:
» De las fracciones 10-13 el compuesto 11l (394 mg).

» De las fracciones 36-46 el compuesto IV (25 mg).
» De las fracciones 71-103 el compuesto V (569 mg).
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(IR,4R,5S,6R,7S,8R,9S,11S,2°S,2’E)-11,12-epoxi-8-(2’metilbutanoiloxi)-9-(3”’-metil-
2’”’-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (V).*

Prismas incoloros (hexano-acetona); pf 128-130 °C; IR (CHCls): vinax 1745, 1726, 1647
cm*; RMN *H (espectro 5.1. cuadro 16); RMN **C (espectro 5.2, cuadro 16).

Las aguas madres de las fracciones 36-46 se reunieron con las fracciones 47-58 (458 mg)
de C4a vy fueron purificadas por columna flash (C4b) eluida con hexano-Me,CO (9:1) para

obtener 10 mg del compuesto V.

Columna 5

La purificacién de las fracciones 15-23 de C1 (1.47 g) eluidas con hexano-Me,CO (9:1) se
realiz6 mediante una CCV (C5). Las primeras 40 fracciones se obtuvieron con hexano-

AcOEt (19:1) y a partir de la fraccion 41 se eluy6é con mezcla hexano-AcOEt 9:1.

De las fracciones 5-14 se aislaron 132 mg del compuesto V y las fracciones 15-40 (214
mg) fueron purificadas mediante cromatografia en columna flash (C5a), utilizando como

disolvente hexano-Me,CO (4:1), para obtener 63 mg mas del compuesto V.

Las fracciones 41-46 (487 mg) se purificaron mediante un CCF (C5b), utilizando como
disolvente de elucion hexano-AcOEt (4:1), para obtener de las fracciones 27-40, una
mezcla (43 mg) que se purific6 mediante cromatografia en placa preparativa eluida con

hexano-Me,CO (4:1) para aislar el compuesto VI (15 mg).
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(7R)-opposit-4(15)-en-1B8-ol (VI).*

Vi

Aceite incoloro; [¢]*°p +63.7° (c 0.16, cloroformo); IR (CHCIy): vimax 3587, 3450, 1464 cm™;
RMN *H (espectro 6.1, cuadro 17); RMN *C (espectro 6.2, cuadro 17).

Columna 6

Las fracciones 24-44 (2.4 g) de C1 se purificaron mediante una cromatografia en columna
al vacio (C6) utilizando mezclas de hexano-AcOEt en polaridad creciente. Las fracciones
obtenidas con hexano-AcOEt 19:1 (204 mg) fueron purificadas por columna flash (C6a)
utilizando como disolvente hexano-AcOEt (4:1), las fracciones 12-18 (150 mg) se
purificaron con una segunda columna flash (C6b) eluida con hexano-Me,CO (7:3) para

obtener 4 mg del compuesto VII.

1,5-dihidroxi-4(15)-11(12)-eudesmadien-13-al (VII).

Cristales incoloros (hexano-acetona); pf 132-135 °C; [¢]*°p +58.0° (c 0.05, cloroformo); IR
(CHCl3): vimax 3495, 1677 cm™ (espectro 7.7); UV (MeOH) A (109 &): 218 nm (3.867);
RMN 'H (espectro 7.1, cuadro 18); RMN *C (espectro 7.2, cuadro 18); EMAR-FAB* m/z:
251.3164 (calculado 251.1647 para CisH,303 [M+H]").
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Las fracciones (730 mg) eluidas con hexano-AcOEt (9:1) de C6 fueron purificadas por una
CCF (C6c) utilizando como disolvente hexano-AcOEt (3:2). Las fracciones13-16 de C6c
(110 mg) se purificaron mediante cromatografia en placa preparativa fase inversa eluida
con H,O-MeOH (1:1) para obtener 24 mg de una mezcla que fue purificada por placa

preparativa en hexano-Me,CO (3:2) para obtener 6 mg del compuesto VIII.

4(15)-epoxi-1,6-eudesmanodiol (VIII).*

Vil

Aceite incoloro; [o]*p -26.8° (c 0.44, cloroformo); RMN *H (espectro 8.1, cuadro 19); RMN
3C (espectro 8.2, cuadro 19)

6.5.2 Extracto metanolico
Columna 7
El extracto metandlico (140 g) se fraccioné mediante una columna al vacio (C7) utilizando
como fase mdvil mezclas de disolventes AcOEt-MeOH en gradiente de polaridad

creciente para obtener 112 fracciones (cuadro 2).

Cuadro 2. Fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto metandlico, polaridad en

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

Fracciones | Disolvente Columna
1-2 AcOEt C8

3-8 AcOEt

9-25 AcOEt C9

26-38 AcOEt-MeOH 49:0 C10
39-51 AcOEt-MeOH 9:1 Cl1
52-112 AcOEt-MeOH 4:1 C12
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Columna 8

Las fracciones 1-2 (1.16 g) se purificaron mediante una columna al vacio (C8) con
mezclas de hexano-AcOEt en gradiente de polaridad creciente. De las fracciones
obtenidas con hexano se obtuvieron 30 mg de mezcla de sitosterol-estigmasterol.

Las fracciones 35-53 (75 mg) eluidas con hexano-AcOEt (19:1) se purificaron mediante

dos placas preparativas sucesivas con hexano-AcOEt (9:1) para obtener el compuesto IX
(4 mg).

4(15)-eudesman-1B,6a-diol (1X).*’

Aceite incoloro; [a]*®, +18.5° (c 0.59, cloroformo); RMN *H (espectro 9.1, cuadro 19); RMN
13C (espectro 9.2, cuadro 19).

Las fracciones 80-107 (654 mg) eluidas con hexano-AcOEt (9:1) proporcionaron 8 mg del
compuesto X mediante una purificacion en columna flash (C8a) utilizando como disolvente

mezcla de hexano-Me,CO (3:1).

a-Metoxi-p-cresol (X)®
OMe

OH

X
Prismas incoloros (hexano-Me,CO); pf 184-185 °C, RMN *H (espectro 10.1, cuadro 20);
RMN 3C (espectro 10.2, cuadro 20).
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Columna 9

La purificacion de las fracciones 9-25 de C7 (1.3 g) mediante una CCV (C9) utilizando
como disolvente hexano-Me,CO (4:1) dio lugar a 65 fracciones, de las cuales las primeras
7 (519 mg) se purificaron mediante una columna flash (C9a) utilizando como disolvente
hexano-AcOEt (7:3). De C9a se obtuvo una mezcla (317 mg) que se purific6 mediante
una placa preparativa eluida con hexano-AcOEt (4:1) para obtener 7 mg del compuesto
IX.

Las fracciones 31-35 de C9 se limpiaron mediante una cromatografia en columna al vacio
(C9b) utilizando mezcla de CH,Cl,-MeOH en polaridad creciente obteniendo 70
fracciones, las fracciones 44-47 presentaron un solido (185 mg) en cuyo espectro de *H
RMN se observé una compleja mezcla de glicésidos, una parte de esta mezcla (112.7 mg)
se acetil6 para facilitar su purificacion, y 60 mg fueron hidrolizados para identificar el

azucar presente en la misma.

La mezcla acetilada (82 mg) se purific6 mediante una CCF con hexano-Me,CO (7:3)
obteniendo 50 fracciones, las fracciones 17-18 (12 mg) fueron nuevamente purificadas por
CCF con AcOEt-hexano (3:2) para obtener 4 mg del compuesto XI.

9-0-B8-D-(2’-0,3’-0,4’-0,6’-O-tetraacetil) glucopiranésido de (1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)-
4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.

Aceite incoloro; [a]*°p -32.38° (¢ 0.21, cloroformo); DC (c 4.2 X 10°MeOH) 4s (nm): -18.1
(302); IR (CHCIl3): vnax 3543, 1746 cm™ (espectro 11.7); RMN *H (espectro 11.1, cuadro

Pagina | 26



21); RMN **C (espectro 11.2, cuadro 21); EMAR-FAB* m/z: 699.2853 (calculado 699.2864
para CssHa7O16 [M+H]")

Columna 10

Las fracciones 26-38 eluidas con AcOEt-MeOH (49:1) de C7 (504 mg) se purificaron
mediante cromatografia en columna al vacio (C10). Se colectaron 67 fracciones con
mezclas de AcOEt-MeOH. De la fracciéon 31, eluida AcOEt: MeOH (9:1), se obtuvo el
compuesto XlI (6 mg).

Glucésido de 4-alil-2-6-dimetoxifenol (XII).*°
HO

HO
HO

OH

MeO \
Xl

Sélido blanco (hexano-AcOEt); pf 152-153 °C; RMN 'H (espectro 12.1. cuadro 22); RMN
13C (espectro 12.2, cuadro 22).

Columna 11

Las fracciones 39-51 (689 mg) de C7 se purificaron por medio de una columna flash (C11)
utilizando como mezcla de elucion AcOEt-MeOH (19:1) para obtener 77 fracciones.

De la purificacién de las fracciones 17-23 (167 mg) por placa preparativa eluida con
AcOEt-MeOH (49:1) se obtuvo una mezcla (43 mg) que se purificé con una columna flash
(C11a) utilizando como disolvente CH,Cl,-MeOH (19:1) para obtener 3 mg del compuesto
XIl.
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Las fracciones 45-52 (38 mg) de C11 fueron purificadas con una placa preparativa fase
inversa en H,O-MeOH (1:1) seguida de una columna flash en AcCOEt-MeOH (9:1) para

obtener el compuesto Xl (8 mg).

Syringina (X111).%

RO
RO 0 OMe
RO
O
OR
/ OR
MeO
Xl R=H
XIIA R= Ac

XlII: Polvo amorfo blanco; RMN *H (espectro 13.1, cuadro 23); RMN **C (espectro 13.2,
cuadro 23).

XIIIA: Polvo amorfo blanco; RMN *H (espectro 14.1, cuadro 24); RMN **C (espectro 14.2,
cuadro 24).

Columna 12

Las fracciones 52-112 (11.7 g) de C7 se purificaron mediante una cromatografia en
columna al vacio (C12) utilizando mezclas AcOEt-MeOH en gradiente de polaridad
creciente. De las fracciones eluidas con AcOEt-MeOH (19:1) se separ6 un sélido (504 mg)

el cudl fue acetilado para facilitar su purificacion.

La mezcla acetilada (483 mg) se purific6 mediante una cromatografia en columna flash
(C12a) utilizando como disolvente CH,Cl,-Me,CO (4:1), las fracciones 5-6 (212 mg) se
purificaron por placa preparativa fase inversa en MeOH-H,O (1:1) obteniendo 13 mg del

compuesto XIlIA.

Acetilacion de las mezclas de glicésidos

Para la acetilacién se agreg6 a la sustancia (504 mg) 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de

piridina. La mezcla se dejé reaccionar por doce horas. Una vez que se comprobé que la
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reaccion se habia completado. Se adicion6 agua, se extrajo con diclorometano (5 x 3 mL),
se lavo con HCI al 5% (3 x 3 mL), con solucion saturada de NaHCO; (3 x 3 mL), y con
agua, se seco6 con Na,SO, anhidro y se concentré en un rotavapor para obtener la mezcla
acetilada que fue purificada por cromatografia.

Hidrélisis de la mezcla de glicésidos

La mezcla de glicésidos se calent6 por media hora a 70°C con 5 mL de HCI 10%. La
reaccién se enfrid y extrajo con CHCI; (5 X 3 mL). La fase acuosa se evapor6 con aire. Se
obtuvo el derivado sililado agregando al residuo acuoso seco la mezcla de
hexametildisilano-clorometilsilano-piridina (3:1:9). El analisis por cromatografia de gases
de este derivado permiti6 identificar a la glucosa como el azlcar presente en la mezcla

hidrolizada.

6.6 Metodologia de las pruebas de actividad antiinflamatoria.

La actividad antiinflamatoria se determiné utilizando el modelo de edema inducido en
oreja de raton con acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).*” Se emplearon ratones
macho (25-30 g), los cuales se dividieron en grupos de tres ratones: control (se administrd
TPA mas el vehiculo), prueba (recibieron TPA mas el compuesto de prueba) y referencia
(recibieron TPA mas indometacina). Se colocaron en cajas de acrilico traslicidas a
temperatura constante de 22 + 2 °C, con ciclos de luz oscuridad de 12 hr, los animales
recibieron agua y alimento del laboratorio ad libitum.

Para anestesiarlos se administré (via intraperitoneal) 3.5 mg/kg de pentobarbital sddico.
En la oreja derecha se aplicaron 10 uL de solucion etandlica de TPA (2.5 ug/oreja) a
todos los ratones, diez minutos después, en la misma oreja se aplicé una dosis de 1.0
pumol/oreja del compuesto de prueba o del farmaco de referencia (grupo de prueba y
control, respectivamente) disueltos en 20 pL del vehiculo. La oreja izquierda recibié 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 en camaras de CO, para tomar

una muestra de 7 mm de diametro de ambas orejas.
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El incremento del peso de la muestra derecha con respecto a la izquierda representa el

edema. La inhibicién del edema se calcula con la férmula:

% de Inhibicién = [(C-E)/C] 100

en donde C representa el edema del grupo control (tratado con TPA) y E corresponde al
edema del grupo de prueba (TPA mas el compuesto) o de referencia (TPA mas

indometacina).

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza de una via (ANOVA),
seguida de una prueba de Dunnett de comparacién mdltiple para aislar los grupos con
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05). La DEso se determina a partir de las

ecuaciones de regresiéon no lineal con los datos significativos.

6.7 Metodologia de la prueba de medicién de mieloperoxidasa (MPO) por el método
de TMB (3,3’,5,5'-tetrametiolbenzidina).*****

Se agreg6 1 mL de HTAB 0.5 % frio en un vial de 5 mL, se colocé la muestra de oreja en
el vial y se homogeniz6 durante 30 s a velocidad maxima (25,000 rpm); el homogenizado

se congeld en hielo seco.

Se congeld y descongeld por tres veces el homogenizado, en el Ultimo descongelamiento
se sonic6 por 20 segundos, después se centrifugd entre 5-10 min a 12,000 rpm a 4 °C, se
tomé por cuadruplicado 1 uL del sobrenadante y se colocaron en pozos. El blanco sélo
llevo 10 uL de HTAB 0.5 %, posteriormente se agregaron 180 uL de PBS 80 mM, pH =5.4
sin HTAB. Se calent6 la placa a 37 °C, dicha temperatura se mantuvo durante el resto del
ensayo, se agrego6 20 uL de H,0, 0.017 % a cada pozo y se inici6 la reaccion adicionando
20 pL de TMB (18.4 mM) disuelto en DMF 50 % y se incub6 por 5 min a 37 °C con
agitacion suave. Finalmente, se agregaron 20 pL de H,SO, 2 M y se midié la densidad
Optica a 450 nm. Este procedimiento se realizo para cada oreja de los 25 ratones por cada

compuesto de prueba.

Pagina | 30



7. RESULTADOS

7.1 Metabolitos aislados.

De los extractos hexanico y metandlico de P. filare se aislaron: un eremofilano (1), cuatro
oplopanos (1I-V), un opositano (VI), tres eudesmanos (VII-1X), un glucésido de oplopano
(X1), dos fenilpropanoides (XII y XllI), a-metoxy-p-cresol (X) y la mezcla de sitosterol-
estigmasterol. El oplopano (I), el eudesmano (VII) y el glucésido de oplopano (XI) no

tienen descripciones previas en la literatura.

| 0.36 % Il 0.0012 % I Ry=A Ry,=H A 45 0.060 %
\Y) R;=AR,=0Ac 0.0038 %

VvV  0.076 %

OMe

OH
VI 0.0015 % VIl 0.0005 % VIl 0.00062 % IX 0.0011 % X 0.0008%

Jém RSO

XIl 0.0009 % Xl 0.002 %

XTI 0.0004 %

Figura 1. Metabolitos aislados de Pittocaulon filare y sus rendimientos
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7.2 Resultados de las pruebas de actividad antiinflamatoria.

Los compuestos |-V, obtenidos en cantidad suficiente, fueron sometidos a un rastreo
primario de actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido en oreja de raton
con TPA, estos resultados se muestran en el cuadro 3 y en la grafica 1.

Se determiné la dosis inhibitoria cincuenta (Dlsy, cuadro 4, gréfica 2) de los compuestos

con actividad mayor a 60% (lI-V).

Para determinar el efecto de los compuestos probados en la migracion de neutrdéfilos se

realizé el ensayo de mieloperoxidasa*®***°

(cuadros 5-9). Estos resultados se compararon
mediante el calculo del porcentaje de contenido de mieloperoxidasa obtenido para la
prueba de cada oplopano, considerando como 100% la densidad Optica del TPA en cada

prueba (cuadro 10).

Finalmente, se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson entre la actividad
antiinflamatoria y el contenido de mieloperoxidasa obtenido en los tejidos tratados con
cada uno de los oplopanos (cuadro 11), con el fin de determinar si la inhibiciéon en la
migracion de neutrofilos se encontraba asociada al efecto de disminucion del edema en

cada caso.

7.2.1 Rastreo primario de actividad anti-inflamatoria.

Cuadro 3. Rastreo primario de actividad anti-inflamatoria del extracto hexanico y los

compuestos I-V utilizando el modelo de edema inducido con TPA.

Compuesto Dosis Edema (mg) Inhibicion (%)

(umol/oreja)

Indometacina® 1.0 1.99 £ 0.68 83.73 **

(@)

| p 1.0 7.10+1.21 48.67 **
S)ko\\“‘

Ib

(@]
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1.0 4.47 £1.28 67.71 **
1.0 4.23+1.24 69.40 **
1.0 2.10+0.37 84.82 **
1.0 1.63+0.06 88.19 **
Extracto hexanico® 1.0 (mg/oreja) 10.05+0.71 33.88 *

Control: ®acetona (11.43 + 1.30), ® acetona: diclorometano ( 13.63 + 0.32), ®acetona: diclorometano
(15. 20 + 0.65). 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.

% Iphibicidn

a0
g0
7o
60
a0
40
30
20
10

]

Indometacina |

Grafica 1. Resultados del porcentaje de inhibicion del edema.

i N v
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7.3 Resultados de la determinacién de la Dlsgde los compuestos 1I-V.

Cuadro 4. Dls, de los oplopanos aislados (l1-V).

Compuesto Dosis Edema (mg) Inhibicién | Dlsg
(mmol/oreja) (%)

Indometacina 0.031 12.78 £1.21 13.36 0.236
0.1 10.74 £ 1.13* 27.19 pmol/oreja
0.31 5.62 £ 0.89** 61.90 (r=0.98)
1 2.88 £ 0.78** 78.76
0.031 12.08 £ 0.75 21.15 0.17
0.1 9.29 £ 1.35* 39.43* pmol/oreja
0.31 5.84 +1.73* 61.88** (r=0.99)
1 2.12 + 0.20** 86.16**

0.031 14.50 + 0.68 11.37 0.55

0.1 12.40 £ 0.69 * 24.21* pmol/oreja
0.31 11.14 £1.03* | 31.91* (r=0.79)

1 5.84 + 1.46** 64.30**

0.031 14.22 + 0.89 1.52 0.18

0.1 9.02 £1.61* 37.53* pmol/oreja
0.31 5.74 + 1.54** 60.25** (r=0.99)

1 1.38 + 0.43* 90.44**

0.031 13.22 +0.75 11.39 0.29

0.1 11.04+1.40* 26.01* pmol/oreja
0.31 7.50 £ 1.20 ** 49.73 ** (r=0.99)
1 2.92 £ 0.40 ** 80.43 **
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Grafica 2. Dlsp de los oplopanos (11-V).
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7.4 Resultados del ensayo de mieloperoxidasa en los tejidos tratados con los
oplopanos.

Cuadro 5. Resultados del ensayo de mieloperoxidasa del compuesto Il.

Muestra Dosis MPO Contenido de Inhibicion de MPO
(umol/oreja) (DO/biopsia) MPO(%) (%)
Basal - 0.024+0.005 5.76+1.45 -
TPA - 0.376+0.011 100£2.73 -

0.031
0.1
0.31

0.234+0.041*
0.170+0.028**
0.146+0.038**
0.048+0.013**

61.98+11.06**
44.61+7.60**

39.04+10.49**
12.67+3.67**

38.01+11.06**
55.38+7.60**

60.95+10.49**
87.32+3.67**
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Cuadro 6. Resultados del ensayo de mieloperoxidasa del compuesto |ll.

Muestra Dosis MPO Contenido de Inhibicion de MPO
(nmol/oreja) (DO/biopsia) MPO(%) (%)
Basal - 0.030+0.005 6.89+1.40 -
TPA - 0.426+0.022 100.0045.13 -
i 0.031 0.252+0.026** 58.84+6.27** 41.16+6.27**
0.1 0.080+0.017** 18.72+4.17** 81.18+4.17*
0.31 0.060+0.014** 14.44+3.27** 85.56+3.27**
1 0.048+0.009** 11.07+3.13** 88.93+2.13**

Cuadro 7. Resultados del ensayo de mieloperoxidasa del compuesto V.

Muestra Dosis MPO Contenido de Inhibiciéon de MPO
(umol/oreja) (DO/biopsia) MPO(%) (%)
Basal - 0.036+0.006 26.31+4.57 -
TPA - 0.139+0.020 100.00+14.39 0.00+£14.39
v 0.031 0.179+0.019 128.46+14.01 -28.46+£14.01
0.1 0.051+0.014** 36.62+10.61** 63.37+10.61**
0.31 0.034+0.005** 24.92+3.88** 75.07+3.88**
1 0.026+0.002** 19.05+2.04** 80.94+2.04**

Cuadro 8. Resultados del ensayo de mieloperoxidasa del compuesto V.

Muestra Dosis MPO Contenido de Inhibicién de MPO
(nmol/oreja) (DO/biopsia) MPO(%) (%)
Basal - 0.053+0.006 18.15+2.15 -
TPA - 0.292+0.023 100+7.97 -
\Y, 0.031 0.224+0.029 76.92+10.02 23.08+10.02
0.1 0.176+0.052* 60.32+17.94* 39.68+17.94*
0.31 0.046+0.004** 15.75+1.43** 84.24+1.43*
1 0.046+0.010** 16.05+3.60** 83.94+3.60**
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Cuadro 9. Resultados del ensayo de mieloperoxidasa de la indometacina.

Muestra Dosis MPO Contenido de Inhibicion de
(nmol/oreja) | (DO/biopsia) MPO(%) MPO
(%)
Basal - 0.013 +0.006 - -
Indometacina C 0.202 £0.029 100 £ 27.41 -
0.031 0.104 +0.052* 51.59 + 8.48* 48.51
0.1 0.087 £ 0.034 * 43.19 + 56.93
0.31 0.039 +£ 0.012 ** 16.92** 80.69
1 0.018 + 0.006 ** 19.26 + 6.2** 91.08
8.83 + 2.98**

7.4.1 Estudio comparativo del contenido de mieloperoxidasa de tejidos tratados con
los oplopanos II-V con los tratados con indometacina.

Cuadro 10. Resultados del contenido de mieloperoxidasa (%) de los tejidos tratados con

los oplopanos y los tratados con indometacina.

Compuesto Dosis (umol/oreja) | Contenido de MPO(%)
Indometacina 0.031 51.59 + 8.48*
0.1 43.19 + 16.92**
0.31 19.26 £ 6.2**
1 8.83 + 2.98**
0.031 61.98+11.06**
0.1 44.61+7.60**
0.31 39.04+10.49**
1 12.67+£3.67**
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0.031 58.84+6.27**
0.1 18.72+4.17**
0.31 14.44+3.27**
1 11.0743.13**
0.031 128.46+14.01
0.1 36.62+10.61**
0.31 24.92+3.88**
1 19.05+2.04**
0.031 76.92+10.02
0.1 60.32+17.94*
0.31 15.75+1.43**
1 16.05+3.60**
.
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Gréfica 3. Resultados del contenido de mieloperoxidasa % de tejidos tratados con los
oplopanos y los tratados con indometacina.
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7.5 Coeficiente de correlacion de Pearson entre la actividad anti-inflamatoria de los
compuestos lI-V y el contenido de mieloperoxidasa.

Cuadro 11. Coeficiente de correlacion de Pearson de la actividad anti-inflamatoria de los
oplopanos y el contenido de mieloperoxidasa.

Compuesto Coeficiente de Valor de p | Niamero de
correlacion de Pearson (<0.05) muestras
Il 0.90 0.0001 25
m 0.69 0.00013 25
v 0.71 0.0000064 | 25
\Y 0.84 0.0001 25
Indometacina | 0.91 0.02 5

8. DISCUSION DE RESULTADOS

Las estructuras de los compuestos nuevos (lI, VIl y Xl) fueron elucidadas por medio de

técnicas espectroscopicas: Masas, UV, IR y RMN de “c y 1H, mono Yy bidimensional,

homo y heteronuclear.

En el caso de los compuestos lll y IV se corrigié la estructura descrita en la literatura

invirtiendo el orden de los sustituyentes en C-9 y C-8.

Se determind la configuracion absoluta de los compuestos I, y IV empleando los métodos

de Dicroismo Circular y difraccion de rayos X.

La identidad de los compuestos conocidos: I, 1lI-VI, VIII-X y XII-Xlll fue determinada

mediante la comparacion de sus datos espectroscopicos (espectrometria IR y de RMN de

1 13 , . . . 2
Hy de C)y constantes fisicas con los descritos en la literatura, ademas en el caso del
compuesto V y el sitosterol-estigmasterol los compuestos fueron comparados con

muestras auténticas disponibles en el laboratorio.
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A continuacion se presenta la discusion de la elucidacion de las estructuras de los
compuestos obtenidos, seguida de la discusion de los resultados de las pruebas de
actividad antiinflamatoria.

8.1 Elucidacion de las estructuras.

3a-Angeloiloxi-9-oxo furanoeremofilano (1).

De la fraccion 8 del extracto hexanico se aislé un producto en forma de cristales incoloros
solubles en cloroformo y con punto de fusion de 152-153 °C.
El espectro de IR mostr6 bandas a 1672 y 1697 cm™ caracteristicas de grupos carbonilos

conjugados y a 1458 cm™ la presencia de una banda caracteristica de dobles enlaces.

La presencia de 20 4&tomos de carbono en el espectro de RMN *3C (espectro 1.2, cuadro
12) junto con las sefiales protonicas de tres metilos a & 1.90 (s), 0.99 (d, J=7.0 Hz) y 0.88
(s) y del hidrégeno caracteristico del furano (6 7.37, d, J = 1.0 Hz) (espectro 1.1, cuadro
12) sugiri6 una estructura de sesquiterpeno de tipo furanoeremofilano sustituido con un

éster de 5 atomos de carbono.

En el espectro de RMN de 'H se observa un protén vinilico a 8 6.05 ppm que presenta
interacciones, en el experimento COSY, con dos metilos a & 1.98 y 1.90 (Hz-4’, Hs-5),
sefiales caracteristicas de un grupo angelato. La posicion de este grupo se elucidé por la
interaccion observada en el espectro HMBC entre H-3 (8 4.83) y C-1’ (5 167.7).

En el espectro de RMN de **C se observa la presencia de un carbono de cetona
conjugada a & 185.9 el cual fue localizado en C-9 por sus interacciones con H-10 y H-1 en

el experimento HMBC.
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Con base en lo anterior, se dedujo que el compuesto | tiene una estructura de 9-oxo

furanoeremofilano sustituido en C-3 con un grupo angelato, lo cual se corrobord con los

datos observados en los experimentos DEPT, COSY, HMBC y HSQC. Las interacciones

observadas en el espectro NOESY entre H-3 con Hs-15 y Hj-14 indicaron la orientacion 3

de este hidrégeno ya que biogenéticamente los metilos 14 y 15 tienen una orientacion p*

Yy, por lo tanto, la interaccién entre H-4 y H-10 sugirio la orientacion a de este ultimo.

La estructura encontrada para el compuesto | corresponde a la reportada

a-angeloiloxi-9-oxo furanoeremofilano.

32,33,34

para el 3

Cuadro 12. Datos de RMN-'H y **C de 3a-angeloiloxi-9-oxo furanoeremofilano (1).

Posicion RMN *H, CDCI;, 500 MHz RMN **C, CDCI;, 100 MHz | DEPT
la 2.31 dtd (J = 14.5, 3.5, 3.5 Hz) 19.5 CH,
1b 1.56 dtd (J = 14.5, 12.0, 4.0 Hz)
2a 2.26 dtd (J = 12.0, 4.0, 4.0 Hz) 31.3 CH,
2b 1.38 dtd (J = 12.0, 11.0, 4.0 Hz)

4.83td (J = 11.0, 5.0 Hz) 73.7 CH
4 1.82 dq (J = 11.0, 7.0 Hz) 47.4 CH
- 44.0 C
6a 2.76 d (J = 16.5 Hz) 35.5 CH,
6b 2.49d (J=16.5Hz)
7 - 136.3 C
8 - 146.8 C
9 - 185.9 C
10 2.44 dd (J =12.0, 3.5 Hz) 55.0 CH
11 - 121.2 C
12 7.37d (J=1.0 Hz) 144.5 CH
13 2.00d (J = 1.0 Hz) 7.6 CH,
14 0.88s 13.1 CH,
15 0.99d (J=7.0 Hz) 10.6 CH,
1’ - 167.7 C
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2’ - 128.3 C

3 6.05qq (J = 7.5,1.5 Hz) 137.0 CH;
& 1.98 dq(J = 7.5, 1.5 Hz) 15.6 CH
5 1.90q(J = 1.5 Hz) 20.5 CH;

(1R,4R,5S,6R,7S,8R,9S,2”’S,2’°E)-4-Acetil-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (II).

El compuesto Il se aisl6 en forma de cristales incoloros solubles en cloroformo con un
punto de fusién de 115-117 °C.

El espectro de UV presenté una absorbancia maxima a A 219 nm correspondiente a un
carbonilo conjugado. En el espectro de IR se observaron sefiales de cetona de anillo de 5
miembros (1745cm™), de ésteres (1727, 1715cm™) y dobles enlaces a 1667cm™ (espectro
2.7).

La formula molecular de C,sH,307, con nimero de insaturacion de 8 se dedujo por el ion
molecular [M + K ]* de m/z 529.2562 calculado para CxH,,KO; observado en el espectro

de masas de alta resolucion por electrospray.

En el espectro de RMN de **C (espectro 2.2, cuadro 13) se observaron las sefiales de 28
carbonos. Se distinguen 4 grupos carbonilos (uno de cetona a ¢ 213.8 y 3 carbonilos de
éster a 8 175.5, 170.7 y 165.6) y cuatro a carbonos vinilicos (5 162.7, 143.3, 114.1 y
111.6) los cuales contribuyen con 6 de las 8 insaturaciones de la molécula. Las otras dos

insaturaciones deben provenir de una estructura, en la que hay un anillo de cinco
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miembros en el que se encuentra el grupo cetona, lo cual sugiere un esqueleto de tipo

oplopano.

En el espectro de RMN de 'H (espectro 2.1, cuadro 13), se observaron dos sefiales
pertenecientes a un metileno exociclico (6 5.20 y 4.88) que se encuentra localizado en C-
10 por las interacciones observadas en el experimento HMBC (espectro 2.5, figura 2)
entre H,-14 y los carbonos C-1 y C-9. Ademas, se observaron, las sefales dobleteadas de
tres metilos, dos pertenecen a los metilos del grupo isopropilo Hs-12 y Hs-13 (& 1.14 y
0.89), puesto que interaccionan en el experimento HMBC con C-11 y C-7, y la tercera a
Hs3-15 (6 1.24) por el cruce de picos de estos protones con C-4 y C-5 observados en el

mismo espectro (figura 3), confirmando de esta manera el esqueleto del oplopano.

En el espectro de RMN de 'H se pueden observar las sefiales de tres protones geminales
a grupos éster, la primera a & 5.72 asignada a H-9 por las correlaciones alilicas
observadas en el experimento COSY (espectro 2.4) con el metileno 14, las otras dos
sefales a & 5.09 (m) y 5.06 (dd J = 4.0, 3.0 Hz) fueron asignadas a H-4 por las
interacciones observadas en el espectro HMBC de C-4 con H-15 y a H-8 por el cruce de
picos entre C-8 y H-9 en el mismo experimento.

Cuadro 13. Datos de RMN-'H y**C del compuesto (I1).

Posicion RMN *H, CDCI;, 500 MHz RMN **C, CDCI;, 100 MHz | DEPT

1 2.69m 41.4 CH

2a 2.46 ddd (J =16.0,6.0, 1.5 Hz) 42.4 CH,

2b 217 m

3 - 213.7 C
4 5.09 qd (J = 6.5, 3.0 Hz) 69.8 CH
5 2.43 dd(J= 9.5, 3.0 Hz) 57.4 CH
6 1.55qa (J = 11.0 Hz) 44.9 CH
7 2.17 sobrelapada en H-6™ 48.8 CH
8 5.06 m 72.8 CH
9 5.72d (J = 3.0 Hz) 72.3 CH
10 - 143.3 C
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11 2.25m 27.9 CH
12 1.14d (J = 6.5 Hz) 23.01 CH;
13 0.89d (J = 7.0 Hz) 15.7 CH;
14a 5.20d (J = 1.5 Hz) 111.6 CH,
14b 4.88d (J =2.0 Hz)
15 1.24d (J= 6.5 Hz) 15.9 CH;
1 - 170.7 C
2’ 2.10's 21.1 CH;
17 - 175.5 C
2” 2.32 sext (J = 7.0 Hz) 41.4 CH
3a” 1.7 dqd (3 =14.0,14.0, 7.5 Hz) 26.2 CH,
3b” 1.43 dqd (J =14.0,14.0,7.5 Hz)
4” 0.90t (J =7.5 Hz) 11.7 CH;
57 1.13d (3 =7.0 Hz) 16.6 CH;
17 - 165.6 C
2" 5.661tq (J = 1.5, 1.0 Hz) 114.1 CH
3 - 162.7 C
reg 2.18m 33.8 CH,
57 1.08t (J =7.5 Hz) 11.9 CH;
6 2.15 sa 18.9 CH;

Con el espectro COSY (espectro 2.4) se pudo elucidar la secuencia de los carbonos, ya
que se observaron las interacciones de H-1 con H-6, H-2a y H-2b, de H-5 con H-6 y H-4,
de H-9 con H-14 y H-8, y finalmente las interacciones de H-7 con H-6 y H-8.

De las 28 sefiales de carbono observadas en el espectro de **C, en el espectro DEPT se
observo la presencia de ocho metilos, cuatro metilenos y diez metinos en concordancia
con la estructura propuesta del compuesto Il. La asignacion de los carbonos se logré con

la ayuda de los experimentos HSQC (espectro 2.3).

En el espectro HMBC (espectro 2.5) se pudo observar la correlacion entre los hidrogenos

H-2” y H-3” y entre H-8 y C-1”, determinando asi que el éster 2-metil-butanoato estéa en
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[EL) 9y

posicion 8. De igual manera, se observaron las interacciones del H2” con C-1"" y éste a
su vez, con H-9, determinando que el éster 3-metil-pentenoato estd en posicion 9 y
finalmente se observaron las interacciones de los hidrogenos del metilo 2’ con C-1’ y este
a su vez con el proton H-4, determinando que el grupo acetato se encuentra en posicion

4,

Figura 2. Principales interacciones HMBC del compuesto II.

En el experimento NOESY (figura 3) se pueden ver las interacciones entre los protones H-
1, H-5y H-7, que indican que estos protones estan del mismo lado y del lado opuesto a H-
6, H-8 y H-9, que también interactian entre si lo que nos indica que la unién de ambos
anillos es trans y que los ésteres se encuentran del mismo lado de la molécula, de igual

manera se observo la interaccion entre H-2” y H,-4"" indicando que el doble enlace es E.

5m

Figura 3. Principales interacciones NOESY del compuesto Il

La estructura y configuracion relativa del compuesto Il fueron confirmadas por andlisis de

rayos X (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del compuesto Il determinada por Difraccién de Rayos x.

La configuracién absoluta se establecié por el espectro de dicroismo circular (DC) en el
cual se observé un efecto Cotton negativo en la banda n-r a de la cetona A 303 nm (Ag = -
1.42), igual que el reportado para la tussilagona®™ 82 cuya configuracion absoluta es
conocida, por lo tanto la configuracion absoluta del compuesto Il se determind como
(1R,4R,5S,6R,7S,8R,9S,2”S,2"E)-4-acetil-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-

pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona.
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(IH@,28,6HB, 76,8 9¢,42,2’E)11,12-epoxi-2,8-di-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-4,5-10(14)-oplopedien-3-ona (lI1).*

De las fracciones eluidas con hexano-Me,CO (19:1) del extracto hexanico se aislé un

aceite incoloro identificado como el compuesto 1.

En el espectro de IR este compuesto presentd bandas a 1740 y 1646 cm™ pertenecientes
a grupos carbonilo y dobles enlaces. Su férmula molecular de Cs;H4405 fue determinada
por el ion molecular [M + Na |* de m/z 567.2928 observado en el espectro de masas

exactas por electrospray.

El espectro de RMN de *H (espectro 3.1, cuadro 14) resulté ser muy parecido al del
compuesto Il lo que indic6 que también se trata de un oplopano. Sin embargo, hay ciertas

diferencias:

Se puede observar que la sefial de H-2 integra para un hidrégeno y esta desplazada a &

5.54, es decir, es un metino geminal a un grupo éster.

En posicién 4 encuentra un protdn cuya sefial se observa como cuartete dobleteado a &
6.43 (J = 7.5, 2.0 Hz). Este protén interacciona en el experimento COSY con un metilo a &
2.19 (J = 7.5 Hz) y a larga distancia con H-6, indicando la presencia de un doble enlace en
C-4.

Las sefiales de H»-12 (0 2.82 y 2.65) y la ausencia de H-11 indican la presencia de un

epoxido en C-11.

La identidad del grupo éster (2-metil-butanoato) en posicibn 2 se determiné por el

espectro HMBC ya que se observo el cruce de picos entre los hidrégenos H-2' y H-3’, y H-
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2 con el C-1". Este mismo experimento permitié determinar la presencia de los ésteres 3-
metil-2-pentenoiloxi y 2-metilbutanoiloxy en C-9 y C-8, respectivamente, igual que en el

compuesto Il.

En el espectro NOESY (Figura 5) se observo la interaccion entre H-4 y H,-12 de lo que se
dedujo que el doble enlace en C-4 tiene una estereoquimica Z. Asi mismo, de la
interaccion entre H-2"""y H,-4"" se concluyd que, como en I, la estereoquimica del éster
3-metil-2-pentenoiloxi es E. Ademas, los picos cruzados de H-1 con H-2 y H-7 y de H-8
con H-9 y H-6 permitieron determinar la configuracion relativa del compuesto 1ll como
1He,28,6HB,78,82,9,4Z,2 E.

La estructura Ill corrige la reportada por Bolhman*® y colaboradores para un compuesto
con los mismos datos de RMN de *H y constantes fisicas que el compuesto Ill pero con la

posicion de los ésteres en C-8 y C-9 intercambiada.

Figura 5. Principales interacciones NOESY de Il

Cuadro 14. Datos de RMN-'H y**C del compuesto lII.

Posicion | RMN *H, CDCls, 500 MHz RMN **C, CDCl;, 100 MHz | DEPT
1 2.78 da (J =16.0 Hz) 44.8 CH
2 5.54 d (J= 4.5 Hz) 71.6 CH
3 - 199.2 C
4 6.43 dq (J= 7.5,2.0Hz) 139.4 CH
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5 - 163.5 C
6 2.52m 49.0 CH
7 215 m 47.3 CH
8 5.13d (J= 5.0 Hz) 73.2 CH
9 5.62 da (J = 1.5 Hz) 71.6 CH
10 - 137.2 C
11 - 55.9 C
12a 2.82d (J=4.0Hz) 51.2 CH,
12b 2.65d (J = 4.0 Hz)
13 152s 22.4 CHjs
1l4a 5.24s 113.4 CH,
14b 4.94 sa
15 2.19d (J = 7.5 Hz) 15.2 CHs
1 - 1754 C
2 1.44m 26.4 CH
3 2.37 hept (J = 7.0 Hz) 41.2 CH,
4 1.15d (J =7.0 Hz) 16.5 CHa
5 1.07 d (J = 7.0 Hz) 16.6 CHj
17 - 165.5 C
27 1.66 m 26.7 CH
3” 2.37 hept (J =7.0 Hz) 40.9 CH,
4” 0.89t(J =7.0 Hz) 11.6 CHj
5” 1.15d (J =7.0 Hz) 16.5 CHj
17 - 175.7 C
27 5.65 g (J =1.5 Hz) 113.7 CH
3 - 137.7 C
4 1.07t(J = 7.5 Hz) 11.8 CH,
5 1.10d (J= 7.5 Hz) 16.6 CHs
6"’ 2.15 sext 18.9 CH;
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(1R,2S,4R,5S,6R,7S,8R,9S,11S,2’S,2’S,2"VE) 11,12-epoxi-2,8di-(2-metilbutanoiloxi)-4-
acetil-9-(3-metil-2-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona. (1V).*

El compuesto IV se aislé en forma de prismas incoloros de punto de fusién 105-108 °C, el

espectro de IR mostr6 bandas a 1762, 1728 y 1647 cm™que indican la presencia de

grupos carbonilos.

En el espectro de masas de alta resolucidn por electrospray se observé el ion molecular

(M+Na) de 627.3127 correspondiente a la formula molecular Cs3HsgNaOq,.

El espectro de RMN de 'H (espectro 4.1, cuadro 15) es similar al del compuesto lIl. La

diferencia radica en la presencia de un grupo acetato en el C-4 ya que la sefial de H-4
aparece a0 5.19ylade H-5a 0 2.75 dd (J =10.0, 3.2 Hz), en lugar del doble enlace 4-5

presente en lll. Ademas, en el espectro de **C (espectro 4.2, cuadro 15) se observan dos

seflales mas que en el espectro del compuesto Ill a & 165.2 y 15.6 pertenecientes al

carbonilo y al metilo del grupo acetato.

Cuadro 15. Datos de RMN-'H y*3C del compuesto IV.

Posicion RMN *H, CDCl;, 500 MHz RMN **C, CDCI;, 100 MHz | DEPT
1 2.64 da (J=12.0 Hz) 45.3 CH
2 5.49d (J = 5 Hz) 71.3 CH
3 - 206.4 C
4 5.19m 68.5 CH
5 2.75dd (J =10.0,3.2 Hz) 55.8 CH
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6 2.10m 41.1 CH
7 1.95m 48.8 CH
8 5.19m 72.0 CH
9 5.74d (J = 3.6 Hz) 72.6 CH
10 - 137.0 C
11 - 55.0 C
12a 2.84d (J=3.6 Hz) 52.7 CH,
12b 2.70d (J = 3.6 Hz)
13 2.10s 16.7 CHs
14a 5.31d (J = 1.6 Hz) 116.1 CH,
14b 4.90d (J = 2.0 Hz)
15 1.25d (J = 6.4 Hz) 15.6 CH,
1 - 174.7 C
2 2.40 sext (J = 6.8 Hz) 41.1 CH
3a’ 1.75m 26.7 CH,
3b’ 1.45 m
4 0.91t(J = 6.6 Hz) 11.6 CHs
5 1.17 d (J = 6.2 Hz) 16.2 CH,
1” - 170.7 C
2” 2.10s 21.3 CH,
177 - 176.0 C
2 2.40 sext (J = 6.8 Hz) 41.1 CH
3a’”’ 1.70 m 26.3 CH,
3b”” 1.45 m
4" 0.96t(J = 6.6 Hz) 11.6 CH,
5 1.60 d (J = 6.6 Hz) 16.3 CH,
1V - 165.2 C
2V 562q(WJ=12Hz) m 113.7 CH
3V - 163.3 C
4"V 21790 =7.2Hz) 33.7 CH,
5V 1.08t(J = 7.2 Hz) 11.8 CH;
6" 2.14d(J=1.2 Hz) 18.9 CH,
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Por medio del espectro de HMBC se pudo determinar la posicion del grupo acetato en C-4
por las interacciones de H-4 con C-1° (& 174.7). En este mismo experimento se

observaron las correlaciones de H-8 con el carbonilo C-1” y de H-9 con el carbonilo C-1
que indican la posicién de los ésteres 2-metil-butanoato y el 3-metil-pentenoato.

La estructura y la configuracion relativa de IV fueron corroboradas por difraccion de rayos
X (figura 6) y corrige la descrita en la literatura®® con los ésteres en C-8 y C-9

intercambiados.

Figura 6. Estructura del compuesto 1V determinada por rayos X.

En el experimento de dicroismo circular se observd un efecto Cotton negativo en la banda
n-t de la cetona a A 319 nm (Ae-16.08). Aunque este efecto no puede estrictamente
compararse con el de la tussilagona (82) puesto que hay un sustituyente adicional en C-2,
teniendo en cuenta que los rayos x muestran que la configuracién relativa de C-1, C4, C-
5, C-6, C-7, C-8 y C-9 es la misma que la observada en el compuesto Il y la tussilagona y
qgue el signo del efecto Cotton se mantiene se puede concluir que la configuracion
absoluta del compuesto IV es: (1R,ZS,4R,58,6R,7S,8R,98,118,2’8,2”’8,2'VE)-11,12-
epoxi-2,8-di-(2-metilbutanoiloxi)-4-acetoxy-9-(3-metil-2-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-

ona.
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(IR.4R,5S,6R,7S,8R,9S,11S,2°S,2°’E)-11,12-Epoxi-4-acetoxy-8-(2’metilbutanoiloxi)-9-
(3"-metil-2”’-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (V).*

El compuesto V se aislé como prismas incoloros, con un punto de fusion de 128-130 °C,
el espectro de IR mostré bandas caracteristicas de carbonilos y dobles enlaces (1745,
1726, 1647 cm™).

El espectro de RMN de 'H (espectro 5.1, cuadro 16) es muy similar al compuesto I, la
Unica diferencia se observo en las sefiales de H,-12 (6 2.81dJ=40Hzy 2.69dJ=4.0

Hz) que presentan un desplazamiento caracteristico de grupo epéxido.

En el espectro de **C (espectro 5.2) se observan las sefiales del C-11 y C-12 que
aparecen a 6 54.9 y 52.8 respectivamente, con ayuda del experimento DEPT nos damos
cuenta que se tratan de un carbono cuaternario y del metileno de un epéxido, conforme a

la estructura del compuesto V.

Cuadro 16. Datos de RMN-'H y **C del compuesto V.

Posicion RMN *H, CDCI;, 500 MHz RMN **C, CDCI;, 100 MHz | DEPT

1 2.5ddd (J =17.0,7.0, 1.0 Hz) 40.9 CH
2a 2.42 dd (J=14.0,7.0 Hz) 41.8 CH?
2b 2.18m

3 - 112.6 C

4 5.16 m 68.6 CH
5 2.64da(J =11.5Hz) 56.4 CH
6 1.53 dd(J =11.5, 11.5 Hz) 45.8 CH
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7 2.01m 48.8 CH
8 5.16 m 72.8 CH
9 5.80d (J = 3.5 Hz) 72.2 CH
10 - 142.3 C
11 - 54.9 C
12a 2.81d(J =4.0 Hz) 52.8 CH,
12b 2.69d (J = 4.0 Hz)
13 1.25s 15.9 CH;
14a 4.92d(J =2.0 Hz) 113.0 CH;
14b 5.29d (J = 1.5 Hz)
15 1.23d (J= 7.0 Hz) 15.1 CH;
1 - 170.9 C
2 211s 21.3 CH;
17 - 176.1 C
27 2.42'm 41.1 CH
3a” 1.76 ddq (J = 14.5,7.0,7.0 Hz) 26.3 CH;
3b” 1.48 ddq (J = 14.5,7.0,7.0 Hz)
4” 0.91t(J = 7.0 Hz) 11.6 CH;
57 1.07d (J= 7.5 Hz) 16.2 CH;
17 - 165.3 C
2 5.64q (J = 1.0 Hz) 113.9 CH
3 - 163.1 C
4 2.18m 33.8 CH,
57 1.07t(J = 7.5 Hz) 11.8 CH;
6 2.13d ddgq (J = 1.5 Hz) 18.9 CH;

La identidad de este compuesto se corrobor6 por comparacion con una muestra auténtica
del compuesto (1R.4R,5S,6R,7S,8R,9S5,11S,2”S.2"’E)-11,12-epoxi-4-acetoxy-8-
(2’metilbutanoiloxi)-9-(3""-metil-2”-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona disponible en el

laboratorio. La muestra de referencia fue obtenida de Pittocaulon bombycophole.*

Pagina | 54



(7R)-Opposit-4(15)-en-1B-ol (VI).*®

Vi

El compuesto VI se aisl6 como un aceite incoloro, en el espectro de IR se observaron
bandas a 3587, 3450 y 1464 pertenecientes a grupo hidroxilo y doble ligadura.

En el espectro de RMN de *H (espectro 6.1, cuadro 17) se observaron las sefiales de dos
metilos dobletes a 6 0.99 y 0.91 (Hs-12, J = 7.0 Hz; Hs-13, J = 6.5 Hz), a & 0.66 se
observé la sefial de un metilo singulete (Hs-14) y a & 4.94, 4.80 las resonancias de un

metileno exociclico (H,-15).

En el espectro HMBC se observaron las interacciones de un metino (6 1.75, m) y dos
metilos dobletes (Hs-12 y H3-15) con un carbono oxigenado asignado a la posicién 7
indicando la presencia de un grupo isobutilo. En este mismo experimento, las
interacciones de H-6 con C-5, C-7 y C8, de H,-8 con C-9 y de H»-9 con C-10 mostraron la
presencia de un anillo de cinco miembros. Lo anterior y la presencia de 15 sefiales en el

espectro de **C suguirié una estructura con esqueleto de opositano.

Dentro de las sefiales de los 15 carbonos observadas en el espectro de **C (espectro 6.2,
cuadro 17) se distingen las de dos carbonos oxigenados a 6 78.9 y 82.7, asignadas a C-1
y C-7, respectivamente; y las sefiales de dos carbonos vinilicos a & 148.9 y 107.6
asignada a la posicion C-4 y C-15 por las interacciones observadas en el experimento

HMBC con H-3 y H-5, soportando la estructura VI

Cuadro 17. Datos de RMN-'H y **C del compuesto VI.
Posicién | RMN *H, CDCl;, 500 MHz RMN *3C, CDCl;, 100 MHz | DEPT

1 3.58 dd (J =11.5, 5.0 Hz) 78.9 CH
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2a 1.85m 31.8 CH,
2b 1.50 m
3a 2.30m 34.9 CH,
3b 2.10m
4 - 148.9 C
1.83 da (J = 10.0 Hz) 56.4 CH
6 2.32m 39.4 CH
7 3.23dd (J = 9.5, 3.0 Hz) 82.7 CH
8a 1.32m 26.0 CH;
8b 1.90 m
%a 1.75m 37.3 CH,
9b 1.38m
10 - 49.5 C
11 1.75m 31.3 CH
12 0.99d (J = 7.0 Hz) 20.5 CH;
13 0.91d (J = 6.5 Hz) 14.7 CH;
14 0.66 s 12.3 CH;
15a 4.94q (J =15 Hz) 107.6 CH,
15b 4.80q (J =15 Hz)

La estructura encontrada para el compuesto VI corresponde a la reportada® para el (7R)-
opposit-4(15)-en-16-ol.

1,5 Dihidroxi-4(15),11(12)-eudesmadien-13-al (VII).

OH 14

12
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El compuesto VIl se aisl6 en forma de cristales incoloros con punto de fusion de 132-135
°C, en el espectro de IR (espectro 7.7) mostré bandas a 3495, 1677 cm™ caracteristicas
de grupos hidroxilo y carbonilo conjugado.

La férmula molecular de C15H,0,03 se determiné por espectrometria de masas FAB de alta

resolucion.

El espectro de RMN de 'H (espectro 7.1, cuadro 18) mostrd la sefial de un protén de
aldehido a & 9.55 asignado a H-13 por las interacciones observadas en el experimento
HMBC con C-11. Siguiendo con el espectro se observaron dos metilenos vinilicos
asignados a H,-12 (6 6.31 y & 6.03) por el cruce de picos con el H-7 observado en el
experimento COSY (espectro 7.4), y a H,-15 (0 4.85 y 4.68) por las interacciones
observadas en el espectro HMBC con C-6 y C-5. Ademas se observo una sefial de protén
geminal al grupo hidroxilo a & 4.12 asignada a H-1 (dd, J = 14.5, 6 Hz), ya que mostro
cruce de picos con C-14y C-2 en el experimento HMBC.

El espectro de **C (espectro 7.2, cuadro 18) mostr6 15 sefiales de carbono: presenté el
carbonilo del aldehido a & 194.7 en posicién 13, los cuatro carbonos vinilicos (& 154.8,
150.1, 133.4 y 108.8) asignados a C-11, C-4, C-12 y C-15. También se observaron dos
carbonos oxigenados (6 72.8 y 75.8). Con ayuda del experimento DEPT se observé que
uno de los dos era el metino en posicién 1y el segundo un carbono cuaternario al cual se
le asignd la posicion 5 por las interacciones observadas en el experimento HMBC

(espectro 7.5, figura 7).

Cuadro 18. Datos de RMN-'H y **C del compuesto VII.

Posicion RMN *H, CDCls, 400 MHz RMN **C, CDCls, 100 MHz | DEPT
1 4.12dd (J =11.6, 4.8 Hz) 72.8 CH
2a 1.85m 30.5 CH,
2b 1.58m
3a 2.72tdt (J = 13.6, 6.0, 1.6 Hz) 29.7 CH,
3B 2.17 ddd (J = 14.0, 5.6, 2.0 Hz)

4 - 150.1 C
- 75.8 C
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6a 1.58 m 35.9 CH,
6B 1.75t(J = 13.6 Hz)

7 3.15ttd(d = 11.5, 4.0, 0.8 Hz) 31.2 CH
8a 1.66m 25.4 CH,
8b 1.55m

%a 1.90 dda(J = 14.8, 4.0 Hz) 29.7 CH,
9b 1.68m

10 - 42.1 C
11 - 154.8 C
12a 6.32d (J = 0.8 Hz) 133.4 CH,
12b 6.03 s

13 9.55s 194.7 CH
14 0.83s 12.7 CH;
15a 4.85t(J =2.0 Hz) 108.8 CH,
15b 4681 (J = 2.0 Hz)

En el espectro de HMBC (espectro 7.5, Figura 7) se observaron interacciones de C-1 con

H-2a 'y la del hidrégeno del aldehido H-13 y H»-12 con el carbonilo en posicion 11.

OH 17

Figura 7. Principales interacciones HMBC del compuesto VII

Las principales interacciones observadas en el espectro NOESY (espectro 7.6, figura 8)
fueron entre H-1 y H-3a, de H-15a con H-3B,y de Hz-14 con H-6B ya que
biogenéticamente el metilo Hs-14 tiene una orientacion . Para que estas interacciones
puedan observarse la unién de ambos ciclos de la molécula debe ser trans (utilizando los

modelos Drielding) por lo que se coloco al grupo hidroxilo en posicion 5 con orientacion a.
La orientacion de H-7 no fue determinada.
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Figura 8. Principales interacciones NOESY del compuesto VI

4(15)-Epoxi-1,6 eudesmanodiol (VIIN*® vy  4(15)-Eudesmen-1B,6a—diol(1X).*’

OH
OH 14

13

Vi IX

Ambos compuestos se aislaron como aceites incoloros. Los dos mostraron en el espectro
de *3C (espectro 8.2 y 9.2, cuadro 19) 15 sefiales de carbono. El compuesto VIII mostr6
dos senales 6 61.60 y 51.6 desplazamientos caracteristico de carbonos unidos a epoxido,
asignadas a C-4 y C-15 respectivamente. En el compuesto IX la sefial de C-4 aparece

desplazada a 6 146.2 y C-15 a & 107.8 indicando la presencia de un metileno exociclico.

El espectro de RMN-'H de VIII mostré (espectro 8.2, cuadro 19) las sefiales del metileno
H,-15 a 8 3.22 y 2.78, con desplazamiento caracteristico de epoxidos, y en el compuesto
IX las sefales de H»-15 se observaron a © 5.02 y 4.74 indicando que se trata de un

metileno exociclico.

Ambos compuestos presentaron en el espectro de hidrégeno dos sefiales de protones
geminales a grupo hidroxilo asignadas a H-6 y H-1 y los metilos dobletes asignados a Hs-

12 y H3-13 caracteristicos del grupo isopropilo.

Comparando sus datos espectroscépicos con los reportados en la literatura, se determiné
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que el compuesto VIl era el 4(15)-epoxi-1,6-eudesmandiol® y el compuesto 1X el 4(15)-

eud esmen-1 [3,60(-di0|,37 ambos descritos en la literatura.
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Cuadro 19. Datos de RMN-'H y *C delos compuestos VIII, IX.

Posicion RMN *H, CDCls;, 500 MHz RMN **C, CDCl;, | DEPT
100 MHz
1 3.43m 3.42dd(J =4.5,11.0Hz) | 78.2 79.0 CH
2a 1.86m 1.86m 29.4 31.9 CH,
2b 1.92m 1.58 m
3a 1.52m 2.32dd(J =2.5,13.5Hz) | 33.3 35.1 CH,
3b 1.96 m 2.06dd (J = 2.5, 13.5 Hz)
4 - - 61.6 146.2 C
1.66 d (J =10.0 Hz) 1.74d (J =11.5 Hz) 49.8 55.9 CH
6 3.44m 3.71t(J =9.5Hz) 67.6 67.0 CH
7 1.28 m 1.30 m 49.7 49.3 CH
8a 1.52m 1.54 m 18.0 18.2 CH,
8b 1.88 m 1.25m
9 1.86 m 1.91dt(J =3.0,11.5 Hz) 36.8 36.3 CH,
10 - 1.19m 41.9 C
11 2.24m - 25.1 41.7 CH
12 0.92d (J=7.0 Hz) 2.24dqq (J=2.5,7.0, 7.0 15.9 26.0 CH,
Hz)

13 0.82d (J =7.0 Hz) 0.87d (J=7.0 Hz) 21.0 16.2 CH,
14 0.87 s 0.95d (J= 7.0 Hz) 12.2 21.1 CH,
15a 3.22dd (J =2.0,2.0 Hz) 0.71s 51.6 11.6 CH,
15b 2.78dd (J=1.0, 1.0 Hz) 5.02d (J =1.5Hz) 107.8

474d (=15 Hz)

Pagina | 60




a-Metoxy-p-cresol (X).®

OH

OMe

El compuesto X se aislo también del extracto metandlico de las fracciones eluidas con

AcOEt. El espectro de RMN 'H (espectro 10.1, cuadro 20) presentd las sefales

caracteristicas de un sistema AA’BB’ en anillo aromatico disustituido en posicion para.

Siguiendo con el espectro se observa un singulete ancho que integra para un protén a &

6.51 perteneciente a un alcohol, a & 3.89 se observa un singulete que integra para dos

hidrégenos perteneciente a un metileno y finalmente un singulete a & 3.76, sefal

perteneciente a un metoxilo asignado a Hs-8.

El espectro de *C (espectro 10.2, cuadro 20) presento cinco sefiales, dos pertenecientes

a carbonos aromaticos, una al metoxilo C-9 (6 52.28) y otra al metileno C-7 (5 40.53). El

compuesto se encontrd reportado en la literatura como a-metoxy-p-creso
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Cuadro 20. Datos de RMN-'H y **C del compuesto X.

Posicion RMN *H, CDCI3, 400 MHz RMN **C, CDCI;, 100 MHz | DEPT

1 - 49.8 C

2 7.10 dd (J= 9.0, 9.0 Hz) 129.4 CH
3 7.26s 119.0 CH
4 - 135.8 C

5 7.26s 119.0 CH
6 7.10 dd(J = 9.0, 9.0 Hz) 129.4 CH
7 3.89s 40.5 CH,
8 3.76 s 52.3 CHs
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9-0-8-D-(2’-0,3’-0,4’-0,6’-O-Tetraacetil) glucopiranésido de(1R,4R,5S,6R,7R,8R, 9S)-
4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.

El compuesto Xl se aislé en forma de aceite incoloro. En el espectro de IR (espectro 11.7)
mostr6 bandas a 3543, 1746 cm™ caracteristicas de grupos hidroxilo y carbonilo,

respectivamente.

La formula molecular de Cs3H46016, fue determinada por espectroscopia de masas de alta
resolucion FAB.

En el espectro de RMN de 'H (espectro 11.1, cuadro 21), ademas de las sefiales del
esqueleto del oplopano observadas en el compuesto Il, se observaron las sefiales de un
azucar acetilado: el hidrégeno anomérico a 64.65 d (J =7.5 Hz), las sefiales de los
hidrogenos geminales a grupos acetatos entre & 4.18 y 5.22 con los metilos

correspondientes entre 6 2.07 y 2.00.

En el espectro de RMN de **C (espectro 11.2, cuadro 21) se observaron las sefiales de 33
atomos de carbono, 14 de las cuales corresponden al azlicar acetilado y las 19 restantes
al esqueleto de oplopano sustituido con dos acetatos. Dentro de estas se distinguen 7
grupos carbonilo (uno de cetona a 6 214.9 y 6 carbonilos de acetato a 6 171.1, 170.5,
170.2, 169.6, 169.4 y 169.2) dos carbonos vinilicos (6 144.4 y 111.1), el carbono
anomérico (6 99.5) y 9 sefiales mas de carbonos oxigenados: 5 pertenecientes a la
glucosay 4 a carbonos del esqueleto de oplopano.

4
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Cuadro 21. Datos de RMN-'H y **C del compuesto XI.

Posicion | RMN *H, CDCls, 500 MHz RMN **C, CDCI;, 100 MHz DEPT
1 2.86m 41.0 CH
2a 2.52 (J=16.0,6.0,1.0 Hz) 42.5 CH,
2b 2.10m
3 - 214.9 C
4 5.63 qd (J =6.5, 3.0 Hz) 70.4 CH
5 2.63 dd (J =9.5, 3.0 Hz) 58.5 CH
6 1.66 dt (J =12.0, 9.5 Hz) 41.6 CH
7 2.07m 56.8 CH
8 5.10 m 71.9 CH
9 4.42d(J=15Hz) 77.6 CH
10 - 144.4 C
11 - 71.9 C
12 1.18s 24.4 CHs
13 1.44 s 32.4 CHs

14a 5.29s 111.1 CH,
14b 493s
15 1.16 d (J = 7.0 Hz) 15.3 CH,
1’ 4.65d (J =7.5 Hz) 99.5 C
2’ 5.07 dd (J = 7.5, 10.0 Hz) 71.3 CH
3 5.22 dd (J =9.5, 9.5 Hz) 72.8 CH
4 5.02 dd (J = 9.5, 8.0 Hz) 68.4 CH
5 3.68 ddd (J= 9.5, 5.0, 3.0 Hz) 72.4 CH
6'a 4.18 (J =12.5, 5.0 Hz)- 62.0 CH,
6'b 4.13 dd (J =9.5, 3.0 Hz)
COCH; | 2.07,2.06,2.05,2.04,2.03,2.00 21.49, 21.14, 20.66, 20.57
COCHj 171.1,170.5,170.2,169.6,169.4,169.2
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Se observé la presencia de solamente un carbono cuaternario oxigenado que fue
asignado a la posicién 11 por las interacciones observadas en el experimento HMBC
(espectro 11.5, figura 9) entre los hidrégenos de los metilos Hz-12 y Hz-13 y C-11.

La asignacion de los carbonos se logré con la ayuda de los experimentos HSQC (espectro
11.3).

Los protones geminales a grupos acetato H-4, H-8 se encontraron desplazados a
6 5.63, 5.10, respectivamente y fueron asignados por sus repectivas interacciones con C-
3y C-9 en el experimento HMBC. La interaccién observada en este mismo experimento

entre H-9 (5 4.42) y el carbono anomérico del azucar, permitié su localizacion en C-9.

OAc

o )
' mom
5' OAc

Figura 9. Principales interacciones HMBC del compuesto XI.

Para determinar la identidad del azucar se realiz6 una hidrdlisis de XI y por cromatografia
de gases se determiné la identidad del aztcar por comparacién de su derivado sililado
con el patrén correspondiente como glucosa. EI compuesto Xl es por lo tanto un -

glucésido puesto que el protbn anomérico es a axial (J = 7.5).

En el espectro NOESY (espectro 11.6, figura 10) se observaron las mismas interacciones

que los compuestos II-V.

OAc
5' OAc

Figura 10. Principales interacciones NOESY del compuesto XlI.
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En el experimento de DC el compuesto Xl mostré un efecto Cotton negativo en la banda
n-t a A 302 nm (Ae-18.1), comparable al de tussilagona (82), por lo tanto la configuracion
absoluta de Xl es: 9-0O--D-(2-0,3-0,4’-0,6’-O-tetraacetil) glucopiranésido de
(1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)- 4,8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona.

Glucoésido de 4-alil-2,6-dimetoxifenol (XI1).*

HO_ ¢

HHC(; 5 o OMe
3 O 1
OH 3

T
6

MeO TN
Xl

El compuesto XII se aislé como cristales incoloros con un punto de fusién de 152-153 °C.

El espectro de RMN de 'H (espectro 12.1, t cuadro 22) mostr6 las caracteristicas de un
sistema aromatico tetrasustituido simétrico puesto que presenta una sefal simple a 6 6.52
gue integra para dos hidrégenos que fueron asignados a H-3 y H-5 por el cruce de picos
observado en el espectro COSY con el metileno en posicion 1” (5 3.33, da, 7.0 Hz). Este
metileno forma parte del grupo alilo unido a C-4 ya que, en el mismo experimento COSY,
interactué con el metino vinilico 2” (5 5.95, ddt, 17.0, 10.0, 6.5 Hz).

En el espectro de RMN de '*C (espectro 12.2, cuadro 22), ademas de los carbonos
atribuibles al sistema aromatico y al grupo alilo, antes descritos, se observaron sefiales de
carbonos oxigenados caracteristicas de un azlcar: cinco metinos (8 105.6, 78.3, 77.8, 75.7
y 71.4) y un metileno (& 62.6). En el experimento de resonancia protonica el hidrégeno
anomérico aparece a 6 4.80 (d, 7.5 Hz) sugirieron que el azlcar es B. La posicion en C-1
del grupo azucar se determiné por las interacciones observadas en el espectro de HMBC
con C-2y C-6.
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En el espectro de RMN de 'H se observé también a & 3.81 una sefial simple que integra
para seis hidrégenos y que se asigno a los grupos metoxilo en posiciones 2 y 6 del anillo

aromatico.

En el espectro de **C, se observaron 17 sefiales de carbono, las cuales fueron asignadas
con ayuda de los experimento DEPT y HSQC y concuerdan con las estructura XI que
resultd ser idéntica a la reportada en la literatura para el glucosido de 4-alil-2,6-

dimetoxifenol.*

Cuadro 22. Datos de RMN-'H y **C del compuesto XII.

Posicion RMN *H, MeOH, 500 MHz RMN **C, MeOH, 100 MHz | DEPT
1 - 134.7 C
2 - 154.2 C
3 6.52's 107.5 CH
4 - 138.4 C
5 6.52 s 107.5 CH
6 - 154.2 C

OMe 3.82s 56.9 CHs

1’ 4.80d(J =7.5Hz) 105.6 CH
2’ 3.39dd(J =7.5, 6.0 Hz) 71.4 CH
3 3.46 dd(J = 7.5, 6.0 Hz) 75.7 CH
4 3.41dd(J = 7.5, 6.0 Hz) 77.8 CH
5’ 3.19m 78.3 CH
6a’ 3.78 dd(J = 12.0, 2.0 Hz) 62.6 CH,
6b’ 3.65 dd(J = 12.0, 3.0 Hz)
17 3.33da (J = 7.0 Hz) 41.4 CH,
2” 5.95 ddt(J = 17, 10, 6.5 Hz) 138.6 CH
3”a 5.09 dtd(J = 17,1.5, 1.5 Hz) 116.2 CH,
3"b 5.04 ddt(J = 10, 2.0, 1.0 Hz)
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Syringina (XII1) “°y XIlIIA

OMe
1 3
/ OR
MeO 5 " 3
Xl R=H
XIlIA R=Ac

El compuesto XlII se aislé como un polvo amorfo, su espectro de RMN de 'H (espectro
13.1, cuadro 23) es parecido al compuesto Xll, a diferencia de que muestra dos sefiales
de protones vinilicos desplazadas a campo bajoa ®6.56d (J=155Hz)y 66.21dt(J =
15.5, 7.0 Hz) asignadas a H-1" y H-2”, también se observa un hidrégeno geminal a grupo
hidroxilo a & 4.21 dd (J = 5.5, 1.5 Hz) asignado a H-3” ya que presentd interacciones
observadas en el espectro HMBC con C1” y C-2”, en el caso del compuesto XIIIA se
observaron las sefiales de los hidrégenos geminales a grupo hidroxilo que se desplazaron
a campo bajo como resultado de la acetilacién y las sefiales de 4 metilos de acetato a
82.10,2.04.2.03 y 2.02.

El espectro de *C (espectro 13.1, cuadro 23) también es parecido al compuesto XIl a
diferencia de los carbonos C-1” y C-2"que se encuentran desplazados a 6135.9, 130.1
por ser carbonos vinilicos y C-3” a & 63.6 por ser oxigenados, en el espectro del
compuesto XIIIA, se observaron adicionalmente las sefiales de los carbonilos de los 5

ésteres y los metilos correspondientes.

Se compararon los datos espectroscopicos con los de la literatura y se encontré que el

compuesto XlII estaba reportado como el Syringina®.

Cuadro 23. Datos de RMN-'H y **C del compuesto XlIl y XIlI Ac.

Posicién | RMN 'H, MeOH, 500 MHz | RMN ©°C, | RMN 'H, CDCl;, 300 MHz | RMN °C, | DEPT
MeOH, CDCls,
100 MHz 100 MHz
Compuesto Xl Compuesto XIlIAc
1 - 135.9 - 169.3 C
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2 - 154.3 - 153.1 C
3 6.78 s 105.5 6.60s 140.0 CH
4 - 131.3 - 133.1 C
5 6.78 s 105.5 6.60s 104.0 CH
6 - 154.4 - 143.8 C
OMe 3.82s 57.0 3.82s 56.3 CHs;
1 4.86d(J =7.5Hz) 105.35 5.08d (J =7.0Hz) 101.2 CH
2 3.44m 75.7 531t (J =7.0 Hz) 72.0 CH
3 3.56m 77.8 5.28dd (J =9.0,7.0 Hz) 68.1 CH
4 3.63m 71.3 5.25t(J =9.0 Hz) 73.1 CH
5 3.20m 78.4 3.69m 71.9 CH
6a’ 3.46m 62.6 4.24dd (J =12.5,5.0 Hz) 62.3 CH;
6b’ 3.40m 4.12dd (J =12.5, 2.5 Hz)
17 6.54d (J =15.5Hz) 135.9 6.56 d (J =15.5Hz) 133.9 CH
27 6.32 dt (J =16.0, 6.0Hz) 130.1 6.21dt(J =15.5, 7.0 Hz) 122.3 CH
3’ 4.21dd(J =5.5,1.5Hz2) 63.6 4.72dd(J =6.5,1.0Hz) 64.8 CH;
COCHj; 2.10, 1.04 ,2.03, 2.03, 2.03
COCH;* 20.98, 20.71, 20.67, 20.62
COCH;? 170.6,170.5,169.7,169.5,169.5

2 datos de RMN de **C de los acetatos del compuesto XlII Ac:
8.2 Discusidn de los resultados de las pruebas biol6gicas
Actividad antiinflamatoria

El proceso inflamatorio desencadenado por el TPA no es completamente conocido pero
se cree que se debe a la activacion de la proteina cinasa ¢ (PKc), la fosfolipasa A2 y la
ciclooxigensasa, la formacion del edema estd asociado con el aumento de citosinas
proinflamatorias y eicosanoides®’, que trae como efecto la migracién de neutrdfilos y otras
células. Todos los agentes antiinflamatorios muestran actividad en este modelo,
principalmente aquellos cuyo efecto inhibitorio se lleva a cabo en las enzimas
ciclooxigenasas (Cox- 1 y Cox-2) y lipooxigenasas, asi como los inhibidores de los

leucotrienos, siendo las primeras mas efectivas en reducir la respuesta edematosa.*®

Con el fin de corroborar la actividad antiinflamatoria descrita para el género® se
sometieron los metabolitos mas abundantes (I-V) a pruebas de actividad antiinflamatoria

en edema inducido en oreja de ratdn con TPA.
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En el rastreo primario de actividad antiinflamatoria (cuadro 4, grafica 1) se pudo observar
que los oplopanos IV y V mostraron un mayor porcentaje de inhibicion (84.82 y 88.19%,

respectivamente) que el compuesto de referencia Indometacina (83.73%).

Se determiné la Dlsy de los compuestos II-V utilizando el método isobologréafico descrito
por Tallarida, se graficé el porcentaje de inhibicién de la inflamacién vs el logaritmo de la
dosis. Los oplopanos Il y IV fueron los méas activos con Dlgy, de 0.17 (-0.77)* y 0.18 (-

0.74)*, respectivamente, menores que la indometacina 0.23 (-0.64)* (cuadro 5, gréfica 2).

*Valores logaritmicos

Se observé también que el compuesto lll, que no tiene un grupo acetato en posicion 4, fue
el menos activo con una mayor Dlsg (0.55 umol/oreja) indicando que este sustituyente

juega un papel importante en la actividad antiinflamatoria de los compuestos estudiados.

La acumulacion de neutrdéfilos es una medida caracteristica de la inflamacion cutanea, ya
gque migran al sitio de inflamacién incrementando el edema para después liberar toxinas,
sin embargo, la medicién de neutrdéfilos en el sitio de inflamacién esta obstaculizada por el
tejido. Asi que se mide la mieloperoxidasa como marcador indirecto de estos ya que ésta

enzima constituye el 5% de la masa total de los neutréfilos.*

Se observé (tabla 10, grafica 2) que el tejido tratado con el compuesto Il a dosis de 0.1y 1
pmol/oreja muestra un contenido de mieloperoxidasa (44.61 y 12.67 %, respectivamente)
similar al del tratado con indometacina (43.19 y 8.83 % respectivamente), lo que indica
que la inhibicion de migracién de neutréfilos al sitio de inflamacion es parte de su
mecanismo antiinflamatorio. En el caso de los tejidos tratados con el compuesto IV,
aungue se observo una inhibicion de neutréfilos, esta fue menor que la observada en los
tejidos tratados con indometacina, indicando que en este caso deben estar presentes

otros mecanismos en el proceso anti-inflamatorio.

Para determinar la correlacién de la inhibicion del edema y la disminucion de neutroéfilos
se utilizé el modelo estadistico de coeficiente de correlacion de Pearson (tabla 11), que es
un indice que mide el grado de covariacion entre distintas variables relacionadas
linealmente.”® Se observd que los coeficientes de correlacion de Pearson (p) tienen un
valor menor a 0.05 indicando que en todos los oplopanos la inhibicion de neutrdéfilos

(mieloperoxidasa) esta asociada con la disminucién del edema.
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9. CONCLUSIONES

De P filare se aislaron: un eremofilano (1), cuatro oplopanos (II-V), un opositano
(V1) tres eudesmanos (VII-IX), dos fenilpropanoides (XIl y XllII), a-metoxy-p-cresol
(X), un glucosido de oplopano (XI) y mezcla sitosterol-esrtigmasterol.

El oplopano Il, el eudesmano VIl y el glucésido de oplopano Xl no tienen reportes
previos en la literatura.

Este es el primer reporte de un glucésido de oplopano.
Se corrigieron las estructuras reportadas para los oplopanos Il y V.

Es el primer reporte de opositanos (VI), eudesmanos (VII-1X) y fenilpropanoides
aislados del género Pittocaulon.

En el rastreo primario los oplopanos II-V presentaron entre 67 y 88% de inhibicién
de edema a una dosis de 1 (umol/oreja).

Los compuestos Il y IV fueron los mas activos ya que presentaron una Dlsg (0.17 y
0.18 respectivamente) menor que la indometacina (0.23).

Comparando las estructuras de los oplopanos probados en el modelo de edema
inducido por TPA, se puede concluir que el grupo acetato en posicién 4 es
importante para la actividad antiinflamatoria.

En los resultados de contenido de mieloperoxidasa el compuesto Il presentd una
inhibicion similar al de la indometacina Il a dosis de 0.1 y 1 ymol/oreja indicando
que probablemente la inhibicion de neutréfilos sea parte del mecanismo de su
proceso antiinflamatorio.

Por el contrario, el compuesto 1V presenté menor inhibicion de mieloperoxidasa, lo
que indica que hay otros factores que influyen en su proceso antiinflamatorio.

El coeficiente de correlacion de Pearson mostr6 que en los cuatro oplopanos la
inhibicion de neutrdéfilos (mieloperoxidasa) esta asociada con la disminucion del
edema.

Considerando los objetivos planteados: P. filare con eremofilanos, oplopanos, y
opositanos, es la especie del género Pittocaulon que muestra la mayor variedad
de sesquiterpenos.

Siendo los oplopanos los metabolitos ma abundantes, es probable que la actividad
antiinflamatoria atribuida al género se deba a la presencia de estos oplopanos.
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Espectro 1.1: RMN *H (CDCl;, MHz 500) de 3a-Angeloiloxi-9-oxo furanoeremofilano (1).
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Espectro 1.2: RMN 13C (CDCl,, MHz 100) de 3 aAngeloiloxi-9-oxo furanoeremofilano (I).
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Espectro 2.1: RMN 1H (CDCl,, MHz 500) (1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S,2"S,2" E)-4-Acetoxy-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (ll).
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Espectro 2.2: RMN 13C (CDCl,, MHz 100) (1R,4R,58,6R,7R,8R,9S,2"S,2""E)-4-Acetoxy-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (lI).
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Espectro 2.3: HSQC (CDCl,, MHz 500) (1R,4R,5S,6R,7R,8R,98,2"S,2""E)-4-Acetoxy-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (ll).

Pagina | 81



E H-4
|
I re
y  (ppm]
[ — :g) [ ]
R ‘:7.1 1.5
e
; 2.0
———— .__.__cv';;‘ a (1]
) HS—= 4.
- | &
H
L i D - 3.0 °

SRR
4.5
Il ) o
) s & o
S oo
5.5
— @

. LA A S S e e e
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F1 (ppm)
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Espectro 2.5: HMBC (CDClI,, MHz 500) (1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S,2"S,2"E)-4-Acetoxy-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (lI).
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Espectro 2.6: NOESY (CDCl,, MHz 500) (1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S,2"S,2"'E)-4-Acetoxy-8-(2-metilbutanoiloxi)-9-(3-metil-2-
pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (II).
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Espectro 3.2: RMN 1H (CDCl,, MHz 100) (1R,2S,6R,7R,8R,95,11R,42,2'S,2"S,2"" E)-11,12-Epoxi-2,8-di-(2-metilbutanoiloxi)-9-
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acetoxy-9-(3-metil-2-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona. (IV).
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Espectro 4.2 : RMN 130 (CDCl,, MHz 100) (1R,2S,4R,5S,6R,7R,8R,9S,2’S,2”S, 2!VE)-11,12-Epoxi-2,8-di-(2-metilbutanoiloxi)-4-
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Espectro 5.1 : RMN 'H (CDCl,, MHz 500) (IR.4R,5S,6R,7S,8R,95,11S,2",2™ E)-11,12-Epoxi-4-acetoxy-8-(2'metilbutanoiloxi)-9-(3""-
metil-2”-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (V).
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Espectro 5.2 : RMN 13C (CDCl,, MHz 100) (IR.4R,5S,6R,7S,8R,95,11S5,27,2™ E)-11,12-Epoxi-4-acetoxy-8-
(2’metilbutanoiloxi)-9-(3""-metil-2”-pentenoiloxi)-10(14)-oplopen-3-ona (V).
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Espectro 7.1 : RMN H (CDCIl,, MHz 400) 1,5 Dihidroxi-4(15),11(12)-eudesmadien-13-al (VII).
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Espectro 7.2 : RMN ' C (CDCl,, MHz 100) 1,5 Dihidroxi-4(15),11(12)-eudesmadien-13-al (VII).
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Espectro 7.4 : COSY (CDCI,, MHz 400) 1,5 Dihidroxi-4(15),11(12)-eudesmadien-13-al (VII).
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NOESY (CDCI,, MHz 400) 1,5 Dihidroxi-4(15),11(12)-eudesmadien-13-al (VII).
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Espectro 8.1 : RMN 1H (CDCl,, MHz 500) 4(15)-Epoxi-1,6 eudesmanodiol (VIil)
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Espectro 8.2 : RMN 13C (CDCl,, MHz 100) 4(15)-Epoxi-1,6 eudesmanodiol (VIil)
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Espectro 9.1 : RMN 'H (CDCI,

, MHz 500) 4(15)-Eudesmen-13,6a—diol (IX).

Pagina | 105



X
(4]
[} m
L) —
8 : 2 5 %
= C-15 c-9ig 7 ‘:g o
1 13 T & p 52
l c1 C-6 C5 C-7 ' P mSC-12
" g g 3 b s
= 5 - = [ 2
[ | ' =
l [ | I (1 7
C-4 | C-10 ' -
G
' |
e : ,_l T T R R e e T—-—-ﬁ—r—r-v—|—-';1 0 i e W e e B - T R RNE EP e i ok I TP A 5 LI T D s i
158 128 138 120 110 100 30 80 70 60 50 48 30 z0 pom

Espectro 9.2 : RMN ' C (CDCl,, MHz 100) 4(15)-Eudesmen-1p,6a—diol (IX).
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Espectro 10.1 : RMN H (CDCI,, MHz 400) a-Metoxy-p-cresol (X).
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Espectro 10.2 : RMN 13C (CDCl,, MHz 100) a-Metoxy-p-cresol (X).
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Espectro 11.1 : RMN "H (CD,OD, MHz 500) 9-0-8-D-(2'-0,3-0,4’-O,6'-O-Tetraacetil) glucopiranosido
de(1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)- 4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.
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Espectro 11.2 : RMN ' C(CD,0D, MHz 100) 9-0-B-D-(2-0,3-0,4*-0,6*-O-Tetraacetil) glucopiranésido
de(1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)- 4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.
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Espectro 11.3 : HSQC (CD,0D, MHz 500) 9-O-B-D-(2'-O,3'-0,4'-0,6’-O-Tetraacetil) glucopirandsido de
(1R4R,5S,6R,7R,8R,9S) 4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.
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Espectro 11.4 : COSY (CD3OD, MHz 500) 9-0-8-D-(2'-0,3-0,4’-0,6’-O-Tetraacetil) glucopiranésido de
(1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)- 4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XIl.
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Espectro 11.5 : HMBC (CDSOD, MHz 500) 9-0-8-D-(2’-0,3-0,4’-0,6’-O-Tetraacetil) glucopirandsido de
(1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)- 4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.
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Espectro 11.6 :NOESY (CD,OD. MHz 500) 9-O-B-D-(2'-O,3'-0,4’-0,6'-O-Tetraacetil) glucopirandsido de
(1R,4R,5S,6R,7R,8R,9S)- 4-8-acetoxy-11-hidroxi-10(14)-oplopen-3-ona XI.
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Espectro 12.2 : RMN ' C (CD,0D, MHz 100) Glucésido de4-Alil-2,6-dimetoxifenal (XII).
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Espectro 13.1 : RMN 1H (C,HN, MHz 500) Syringin (XIII).
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Espectro 14.1: RMN 'H (CHCI,, MHz 300) XIIIA
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Espectro 14.2 : RMN * C (CHCI,, MHz 100) XIIA
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