Metabolitos secundarios con accion farmacoldgica
de la Werneria pygmaea Gilles

Secondary metabolites with pharmacological action
of the Werneria pygmaea Gilles
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RESUMEN

La Werneria pygmaea Gilles, recolectada en la sierra de la regién de La Libertad, Provincia de Santigo de
Chuco, Pampa de la Julia, Jalca de Quiruvilca, a 4200 m.s.n.m. ha sido estudiada para aislar algunos

metabolitos secundarios.

El an4lisis fitoquimico preliminar indicé presencia de lactonas, esteroides y flavonoides, mediante ensayos de
coloracién. La combinacién de la cromatografia en capa delgada (CCD), cromatografia en capa delgada
preparativa (CCDP), cromatografia liquida al vacio (CLV) y cromatografia de gases acoplado con
espectrometria de masas (CG - EM) permiti6 aislar e identificar los esteroides ergost-5-en-3f-ol (1),
estigmast-5,23-dien-3B-ol (2), estigmast-5-en-3p-ol (3), trans-estigmast-5,22-dien-3p-ol (4), 9,19-

ciclolanostano-25-en-3p-ol (5), B-amirina (7), estigmast-4-en-3-ona (9).

Palabras clave: Werneria pygmaea Gilles, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Werneria pygmaea Gilles, from Santiago de Chuco, Pampa de la Julia, Jalca de Quiruvilca a 4200 m.o.s.l., has
been studied in order to isolate some secondary metabolites. Colorimetric tests, showed: lactones, steroids,
and flavonoids. Thin layer chromatography(TLC), preparative thin layer chromatography, vacuum liquid
chromatography (VLC), and gas chromatography-mas spectrometry (GC-MS) were used to isolate and
identify the steroids: ergost-5-en-3f-ol (1), stigmast-5,23-dien-3p-ol (2), stigmast-5-en-33-ol (3), trans-
stigmast-5,22-dien-3B-ol (4), 9,19-cyclolanost-25-en-3B-0l(5), B-amirina (7), stigmast-4-en-3-ona (9).

Key words: Werneria pygmaea Gilles, secondary metabolites.
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|. INTRODUCCION

La Fitoquimica en el Pert es una ciencia que esté
alcanzando un gran desarrollo, por los importantes apor-
tes que brinda a la humanidad con el descubrimiento de
sustancias que curan las enfermedades y alivian el dolor.
Por el estudio fitoquimico se sabe que muchas plantas son
utilizadas con diversos fines, y la ciencia moderna las estu-
dia, ordenando y clasificando sus diversas propiedades
para agruparlas de acuerdo a sus efectos similares (Lock,

1994).

El Pert no ha alcanzado atn el desarrollo que debia
esperarse de un pafs poseedor de una gran riqueza en su
flora, de la cual miles de especies son conocidas; varios
cientos estan por ser descubiertas y menos del diez por
ciento han sido estudiadas desde el punto de vista quimi-
co y farmacoldgico. El Pert puede convertirse en un
exportador de materias primas y en abastecedor de pro-
ductos elaborados, desarrollando cultivos organizados de
plantas medicinales, aromaticas y colorantes y realizando
un andlisis fitoquimico sistematico que permita descubrir
nuevas sustancias tan o m4s importantes que las que ya
tienen aplicacion.

El uso de las plantas medicinales para el tratamiento
de diversas enfermedades se da en todo el pafs, y se haido
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comunicando de generacién en generacién empirica-
mente, sin ningGn control y muchas de ellas han sido
indiscriminadamente comercializadas, siendo atn hasta
adulteradas con un fin meramente econémico.

Los pobladores peruanos, mayormente de condicién
econémica media y baja, acuden a aliviar sus enfermeda-
des a personas conocidas como herbolarios o curanderos,
quienes indican el consumo diario de una mezcla de hier-
bas que por comentarios de los propios consumidores les
ayudan a combatir sus enfermedades aliviando sus dolo-
res. Se sabe también que muchas de estas personas indi-
can el consumo de hierbas sin ningin conocimiento pro-
vocando, en algunos casos, intoxicacién en los consumi-
dores (Calier, 1981).

El genero Werneria esta constituido por un grupo de
especies que son usadas en la medicina tradicional andina
como antiinflamatorioy en el tratamiento del reumatismo,
dolor de garganta, cancer al ttero, hipertensién, afeccio-
nes estomacalesy antifebrifuga, etc. (Lock, 1984).

En el Cuadro 1 se indica las especies de Werneria estu-
diadas en el Pert, asi como los usos reportados para cada
unade ellas (Lock, 1984).

Werneria es un pequefio género de senecionae estre-
chamente relacionado con el Senecio. Esta formado por
40 especies distribuidas en los pafses de Guatemala,
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Cuadro 1
USOS REPORTADOS DEL GENERO WERNERIA

Especies

Actividad

W. villosa A. Gray
W. dactylophylla Schultz

W. poposa Philippi

W. nubigena HBK

W. ciliolata A. Gray

W.sp

Infecciones uterinas

Hipertension arterial

Afecciones estomacales
Afecciones a las vias respiratorias
Antiinflamatorio

Estomatica, facilita la digestion.
Hipotensor, cura del insomnio
Dolores de cabeza, dolores
estomacales y mal de altura

Tratamiento de inflamaciones
Reumatismo, gastrointestinal, cura
del susto, hemorragia por susto.
Efecto hipotensor,

Astringente estomacal y emenagoga

Antiasmatico y pectoral

Colombia, Venezuela, Ecuador, Pert, Chile, Bolivia y
Argentina (Brakoy Zarvechi, 1993; Lock, 1989).

En nuestro pais se ha identificado aproximadamente
30 especies en la cordillera de los Andes, usadas en medi-
cina tradicional para curar diversas enfermedades. En
especies de Werneria estudiados en el Pert se han identifi-
cado: diterpenos, esteroides, flavonoides, cumarinas, cro-
menos, benzofuranos y alcaloides .

Los estudios del género Werneria son pocos vy, a la
fecha se han reportado estudios de la Werneria ciliolata,
(14) recolectada en la provincia de Huarochiri a un alti-
tud de 5000 m.s.n.m. de la que se han aislado benzofu-
ranos, flavonoides, diterpenos, cumarinas destacando
los benzofuranos, por su actividad biolégica como
insecticida natural. Los ensayos farmacolégicos realiza-
dos con uno de los benzofuranos mostraron resultados
significativos en cuanto a su efecto hipotensor. El uso
popular es como astringente estomacal y emenagoga
(15). De la Werneria ef. Decora Blake, recolectada en
ticlio, se han aislado y caracterizado una mezcla de
diterpenos, alcaloides pirrolizidinicos, siendo el primer
reporte de alcaloides en este género aunque no han
alcanzado importancia farmacéutica por la toxicidad
que presentan muchos de ellos. Su presencia en algunas
plantas ha sido asociada con la mortandad del ganado
debido a la actividad hepatdxica y carcinogenética. De
la Werneria dactylophylla, se han aislado compuestos
derivados de p-hidroxiacetofenona, utilizada para el tra-

tamiento del insomnio, dolores de cabeza y estomacales y
elmal de altura (Chavezy Lock, 1997).

La Werneria pigmaea atn no ha sido estudiada y al
igual que otras especies del mismo género podria ser qui-
mica y farmacoldgicamente importante para combatir
algunas enfermedades.

Il. MATERIAL Y METODOS
2.1. Recurso Vegetal

La planta fue recolectada en la sierra de La Libertad,
provincia de Santiago de Chuco, Pampa de la Julia, jalca de
Quiruvilca a 4200 m.s.n.m. Es una planta postrada de 3-4
cm de alto, rizomatosa, con rizomas extendidas de las que
nacen rosetas de hojas acaules. La Werneria pygmaea Gilles
pertenece a la familia Arteracease, género Wernerfa, espe-
cie pygmaea y a la tribu Seneionae. La figura 1 muestra la
imagen de la planta fresca el dfa de su recoleccion.

2.2. Preparacién de la muestra

La planta fue secada a temperatura ambiente y bajo
sombra por 2 dfas y luego se colocé entre periédicos, para
ser secada a presién, y posteriormente en estufa a 40 °C.
La muestra seca fue molida con un molino casero y alma-
cenada en bolsas de papel.

2.3. Obtencion de extractos por maceracién

En tres depdsitos de vidrio de boca ancha se coloca-
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Figura 1. Werneria pygmaea Gilles.

ron, en cada uno de ellos, 200 g de la muestra seca y moli-
da. A continuacién, independientemente, se les afiadi6
aproximadamente 600 mL de H,O, EtOH y CH,CL,. La
mezcla resultante fue agitada y dejada en maceracién por
espacio de 120 horas la del extracto acuoso (M3), 48
horas las del extracto etandlico (M1) y diclorometanico
(M2). Después de los tiempos transcurridos el material
obtenido fue filtrado y concentrado en rotavapor.

2.4. Obtencién de extractos por ebullicién a
reflujo

Una mezcla de 200 g de muestra secay moliday EtOH,
fue sometida a reflujo por un periodo de 60 minutos. Luego
se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente, se filtré y con-
centrd en rotavapor, para obtener el extracto R1; la que fue
separada en tres porciones R1IA, RIByR1C.

2.5. Determinaciones cualitativas para meta-
bolitos secundarios

Los extractos R1A, R1B y R1C fueron sometidos a
ensayos a la gota. La identificacién cualitativa de alcaloi-
desenR1A, se realiz4 con las reacciones de coloracién de
Dragendorff, Mayer y Wagner. En R1B se realizaron ensa-
yos para determinar esteroides, flavonoides, antraquino-
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nas y taninos con las reacciones de: revelador de SbCl, -
HOAC, prueba de shinoda, Borntrager, y gelatina sal res-
pectivamente. En R1C se realizaron ensayos para deter-
minar presencia de lactonas, revelando con vainillina
ortofosférica al material cromatografiado con CHCI, :
Me,CO (9:1.).

Se realizaron pruebas de coloracién del extracto
diclorometanico M2, realizdndose la reaccién de Shino-
da para flavonoides, Dragendorff, Mayer y Wagner para
alcaloides; FeCl,, para compuestos fendlicos, Lieber-
mann-Burchard, para esteroides, la del 4cido hidroxdmi-
co, para lactonas y la prueba de espuma para saponinas,
encontrandose algunos metabolitos secundarios en este
extracto.

2.6. Separaciones

El extracto M2 (3,89 g) se mezcl6 con silicagel para
columna, para fraccionarlo en una columna liquida al
vacio (CLV) con eluyentes por orden creciente de polari-
dad: hexano-acetato de etilo, acetato de etilo - metanol y
mezclas de ambos (Cuadro 2). Las fracciones fueron
sometidas a CCD wusando CHCl;: MeOH: H,0O
(65:45:15) y EP:Me,CO (7:2), observandose en el primer

sistema una mancha con Rf = 0,79 (P5) y otra con Rf =
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Cuadro 2
RESUMEN DE LA COLUMNA LiQUIDA AL VACIO

Solvente Volumen NL’Ime_ro de
mL fracciones
Hex - EtOAc
100: 0 100 1
90:10 100 2
80:20 100 3
70: 30 100 4
60:40 100 5
40: 60 100 6
20:80 100 7
EtOAc - MeOH
100:0 100
50:50 100
0:100 100 10
Cuadro 3
REAGRUPACION DE FRACCIONES DC
Fracciones Peso (g)
DP1 1 0,071
DP2 2-3-4 1,062
DP3 5-6-7 0,772
DP4 8 0,105
DP5 9 0,631
DP6 10 0,252
Extracto
CH,C], DP
W=389¢
Columna Liquida al vacio
Hexano - Acetato de Etilo
Acetato de Etilo - Metanol
DP1 - DP6
DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP6

Esquema 1. Fraccionamiento del extracto diclorometénico DR
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Cuadro 4
PRUEBAS DE COLORACION PARA EXTRACTOS DP1 - DP6
Pruebas DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP6

Shinoda - + + - + +
FeCl, - - + - - -
Dragendorf - - - - - -
Mayer - - - - - -
Wagner - - - - - -
Acido + - - - - -
Hidrox4mico

Libermann - + + - - -
Burchard

0,45 (P6); éstas fueron unidas en una sola (DP3). En el
segundo sistema se observé dos manchas con Rf = 0,54y
0,62, que después de ser reveladas con SbCl,-HOAC se
observaron manchas con Rf=0,68, 0,62, 0,54 en las frac-
ciones 2,3 y 4; las que se unieron en DP2. Las manchas
observadas se denominaron P2, P3 y P4 (Figura 2, Cua-
dro 3).

Se realizaron pruebas de coloracién con las fracciones
DP1-DP6 (Cuadro4).

2.7. Obtencion de espectros

De los componentes separados de P1 a P6 se obtuvie-
ron sus espectros IR, UV, RMN 'Hy CG-EM

lll. RESULTADOS

De medio saco de planta fresca, se obtuvo 1500 g de
muestra seca y molida, por maceracién se obtuvo 3
extractos: M1(8,60g) de color marrén y apariencia pas-
tosa, correspondiente al extracto etandlico, M2(3,89g)
extracto diclorometdnico de color verde amarillento,
M3(2,54¢) de color marrén oscuro y apariencia pastosa
correspondiente al extracto acuoso. El extracto etandli-
co por ebullicién a reflujo fue R1(9,04¢) .

Las determinaciones cualitativas realizadas para los
extractos anteriores, excepto para M2, dieron los siguien-
tes resultados (Maby, Markham, Thomas, 1970; 25-45):

Metabolito /Reaccién Resultado
Alcaloides / Dragendorff, Mayer, Wagner +
Esteroides / Liberman Burch +
Lactonas / Acido Hidroxamico +
Flavonoides / Shinoda +

Antraquinonas / Borntrager -
Taninos / Galatina - sal -
Saponinas / Prueba espuma -

216 | Pueblo cont. 19(2) 2008

Las mejores separaciones ocurrieron usando como sis-
temas CHCI,;: MeOH : H,O (65 : 45 : 15) para flavonoi-
desyEP : Me,CO para esteroide.

De las pruebas de coloracién para el extracto M2 se
obtuvieron los siguientes resultados:

Metabolito / Reaccién Resultado

Alcaloides / Dragendorff, Mayer, Wagner -
Esteroides / Liberman Burch
Lactonas / Acido Hidroxdmico
Flavonoides / Shinoda
Compuestos fendlicos / FeCl,

+ + + +

Saponinas / Prueba espuma

Las fracciones obtenidas del extracto M2 por croma-
tografia liquida al vacio fueron 10, las que posteriormen-
te fueron reagrupadas quedando 6 fracciones denomina-
das como DP1, DP2, DP3, DP4, DP5 y DP6. Con estas
nuevas fracciones se realizaron pruebas de coloracién
(Cuadro4).

De las fracciones DP1, DP2 y DP3 se obtuvieron por
CCDP los componentes P1, P2, P3, P4, P5, y P6 con los
detalles indicados en el Cuadro 5.

Del anilisis espectroscopico de los espectros IR de P1
a P6, se dedujeron las siguientes asignaciones (Pavia,
Lampman, Kriz, 1979):

Componente P1 (Lactona)

viem ™) Asignacion

1220 C - O (estiramiento)

1480 C — H (deformacién CH3)
1560 C - H (deformacién CH2)
2950 C — H (estiramiento, alifatico)
3000 C — H (estiramiento, alifatico)
3350 - 3600 O — H (estiramiento)
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Componente P2 (Esteroide)

v (em ™) Asignacién

1000,1230y 1275  C - O (estiramiento)

1625 C = C (estiramiento)
3025 C — H (estiramiento vinilico)
3350 - 3600 O — H (estiramiento)

Componente P3 (Esteroide)

v (cm ™) Asignacién
1010y 1270 C - O (estiramiento)
1480 C — H (deformacién CH3)
1600 C = C (estiramiento)
3015 = C - H (estiramiento vinilico)
3350 - 3550 O — H (estiramiento)

Componente P4 (Flavonoide)

v (cm ™) Asignacion
985 = C - H (deformacién)
1080 C — O (estiramiento)
1265 C — O (estiramiento)
1395 C — H (deformacién CH3)
1475 C — H (deformacién, CH2)
1560 C = C (estiramiento)
1745 C = O (estiramiento)
2925, 2995 C — H (estiramiento, alifatico)
3045 = C - H (estiramiento, vinilico)
3350 -3550 O — H (estiramiento)

Componente P5 (Flavonoide)

v (cm ") Asignacion

1000, 1120, 1225 C - O (estiramiento)

1435 C — H (deformacién)
1560, 1600 C = C (deformacién)
1640 C = C (estiramiento, olefinico)
3300 - 3550 O — H (estiramiento)

Componente P6 (Esteroide)

viecm ™) Asignacién
990 = C - H (deformacién)
1080, 1220, 1260 C — O (estiramiento)
1380, 1398 C - H (deformacién, CH3)
1440, 1470, 1480 C — H (deformacién, CH2)
1640 C = C (estiramiento)
1750 C = O (estiramiento)
2950, 2995 C — H (estiramiento, alifatico)
3020 = C - H (estiramiento, vinilico)
3350, 3550 O — H (estiramiento)

De los espectros UV-Vis se reportaron las siguientes
longitudes de onda de absorciones méximas (Maby,

Markham, Thomas, 1970).

Componente A max(nm)
P1 242
P2 242
P3 242
P4 244
P5 268
P6 242

Del anélisis espectroscépico de los espectros RMN 'H
de P1 aP6 se dedujeron los siguientes tipos de hidrégenos

(Gordon, 1980):

Componente Desplazamiento Tipo De Hidrégeno

S ppm

P1 0,89 metilicos
1,26 metilénicos

P2 0,88y 0,84 metilicos
1,25 metilénicos
7,26y 1,27 aromaticos

P3 0,84, 0,86 y 0,88 metilicos
1,29 metilénicos
1,26 aromaticos

P4 0,84 - 0,95 metilicos
1,23 - 1,25 metilénicos
4,19-4,22 metoxilico
7,24-1,71 aroméatico

P5 0,86 - 0,89 metilicos
1,26 - 1,30 metilénicos
3,27 - 4,00 metoxilicos
7,84 - 7,89 aromatico

P6 0,82 - 0,87 metilicos
1,25 metilénicos
3,80 -3,85 metoxilicos
7,86 - 7,90 aromaticos

Los resultados obtenidos de los espectros EM/GC
para las fracciones P1 se muestran en el Cuadro 6.

Los compuestos encontrados en la fraccién P2 fue-
ron: ergost-5-en-3p-ol (1), estigmast-5,23-dien-3p-ol
(2), estigmast-5-en-3f-ol (3), los tiempos de retencién
y pesos moleculares se muestran en el Cuadro 7.

En Ia fraccién P3 se encontraron los compuestos,
trans-estigmast-5,22-dien-3p-ol (4), 9,19-
ciclolanostano-25-en-3B-ol (5), los tiempos de reten-
cién y los pesos moleculares se muestran en el Cuadro

8.
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Cuadro 5
COMPONENTES OBTENIDOS DE DP1, DP2 Y DP3
Componente Metabolito Rf Peso (mg) Porcentaje
P1 Lactona 0,80 42 1,08
P2 Esteroide 0,62 36 0,93
P3 Esteroide 0,54 35 0,90
P4 Flavonoide 0,68 133 3,42
P5 Flavonoide 0,79 192 4,93
P6 Esteroide 0,45 4 1,90
Cuadro 6
HIDROCARBUROS ENCONTRADOS EN P1
Compuestos Tiempo de retencion (min) Peso molecular
Docosano 26,384 310
Tricosano 28,139 324
Tetracosano 29,806 338
Pentacosano 31,475 352
Hexacosano 32,980 366
Heptacosano 34,641 380
QOctacosano 36,089 394
Nonacosano 38,231 408
Triacantano 40,399 422
Hentriacantano 44,497 436
Diatracantano 46,933 450
Tritracantano 51,989 464
Cuadro 7

COMPUESTOS ENCONTRADOS EN LA FRACCION P2
DE LA Werneria pygmaea Gilles

Compuesto Tiempo de retencion (min) Peso molecular
1 40,649 400
2 41,068 412
3 41,909 414
Cuadro 8

COMPUESTOS ENCONTRADOS EN LA FRACCION P3
DE LA Werneria pygmaea Gilles

Compuesto Tiempo de retencion (min) Peso molecular
1 40,552 400
3 41,780 414
4 40,969 412
5 45,140 442
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En la fraccién P4 se encontrd un esteroide de la fami-
lia del estigmasterol con cadena lateral, con un grupo
hidroxilo en la posicién C-3, con insaturaciones corres-

enlace (6), -

amirina (7), un compuesto perteneciente a la familia

pondientes de 4 anillos y un doble

de los friedelanos (8) y el estigmast-4-en-3-ona (9).
Los tiempos de retencién y pesos moleculares se indi-
canen el Cuadro9.

I\V.DISCUSION

De la muestra seca y molida, se obtuvo un extracto
etandlico mediante ebullicién a reflujo con un 4,52% de
rendimiento. Este extracto fue fraccionado en tres por-
ciones, R1A para identificar alcaloides, encontrandose
resultados negativos, R!B para identificar esteroides, fla-
vonoides, antraquinonas y taninos, siendo positiva para
alcaloides, esteroides, lactonas y flavonoides. Los mismos
resultados fueron encontrados para M1y M3 . El extrac-
to M2 dio prueba positiva para flavonoides, compuestos
fendlicos, lactonas y esteroides.

El extracto diclorometanico M2, fue sometido a sepa-
raciones cromatograficas, por CLV usando eluyentes de
diferentes polaridad (Cuadro 2). Los resultados del an4li-
sis cromatogréfico permitié reagrupar algunos extractos
para formar las fracciones identificadas con DP1, DP2,
DP3, DP4, DP5, y DP6 (Cuadro 3, Esquema 1) en base a
la similitud y/o similitud de los Rf.

El trabajo en CCDP aisl6 de DP1 el componente
P1(lactona), de DP2 y DP3 los componentes P2, P3 y P6
(esteroides), P4 y P5 (Flavonoides). Para los componen-
tes P1 a P6 se realizaron los espectros IR, UV-vis, RMN
de 'Hy también los espectros de masas. De acuerdo a las
sefiales caracteristicas y por la comparacion del perfil de
estructuras conocidas se pudo presagiar que, efectiva-
mente pertenecen a esteroide y flavonoides.

La confirmacién de las estructuras fue efectuado
mediante el anélisis de su espectro de masas, mediante el
modelo de rompimientos. El estudio de P1 determiné la
presencia de muchos hidrocarburos lineales, siendo los
mayoritarios el heptacosano, el nonacosano cuyos espec-
tros de masas aseguran sus estructuras en 91, 99 y 96%
respectivamente. La presencia de este tipo de compues-
tos en P1 es un tanto sorprendente y, al mismo tiempo,
motivo de preocupacion, traducidos en un aspecto para
investigar, a fin de establecer su existencia real en la espe-
cie vegetal 0 a que podrfan ser productos de descomposi-
cién; ya que los espectros de IRy UV de P1 no correspon-
den a hidrocarburos lineales.

La separacién de las especies quimicas de P2 y la

obtencién de sus espectros de masas permitié identificar
los compuestos 1, 2y 3 que corresponde a esteroides.

La separacién de las especies quimicas en P3 y la
obtencién de sus espectros de masa permitié identificar
los compuestos 1y 3 (esteroides), 4 (esteroide) y 5 (tri-
terpeno).

La separacion de las especies quimicas de P4 y la
obtencién de sus espectros de masas permiti6 identificar
los compuestos 7 (triterpeno) y 9 (esteroide) haciéndose
dificil realizar los rompimientos que justifiquen los picos
observados para los compuestos 6 y 8 lo que impidi6 la
identificacién de estos compuestos. Del anilisis del
espectro de masas del compuesto 6 se puede deducir que
se trata de un esteroide y el 8 un compuesto que pertene-
ce alafamilia de los Friedelanos.

V. CONCLUSIONES

5.1. En la Werneria pygmaea Gilles, se identificaron
metabolitos secundarios, esteroides, flavonoides, lacto-
nas.

5.2. De la Werneria pygmaea han sido identificados
los esteroides ergost-5-en-3p-ol (1), estigmast-5,23-
dien-3B-ol (2), estigmast-5-en-3B-ol (3), trans-
estigmast-5,22-dien-3p-ol (4), 9,19-ciclolanostano-25-
en-3B-ol (5), B-amirina (7), estigmast-4-en-3-ona (9).
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Cuadro 9

COMPUESTOS ENCONTRADOS EN LA FRACCION P4
DE LA Werneria pygmaea Gilles.

Compuesto

Tiempo de retencién (min)

Peso molecular

6

7
8
9

41,838
41,965
41,169

43,250

426
424
412
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