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RESUMEN

La medicina tradicional p“urhépecha constituye un legado que se ha mantenido a
través del paso del tiempo. La busqueda de compuestos con aplicaciones biologicas y
farmacoldgicas, asi como la contribucion al rescate de las practicas medicinales del
pueblo p’urhépecha encamind al estudio quimico preliminar de la especie vegetal de
Trixis michuacana var. longifolia (tepari), el cual es utilizado para tratar infertilidad,
padecimientos y malestares relacionados con el ciclo y naturaleza reproductiva de las
mujeres. El presente trabajo describe el estudio quimico preliminar del extracto hexanico
de hojas donde se aislaron e identificaron mezcla de pentacosano (1), hexacosano (2),
heptacosano (3), octacosano (4), nonacosano (5), triacontano (6) y hentriacontano (7), al
acido octadecanoico octadecil éster (8), al estearato de B-amirina (9), mezcla de
estearato de a- y B-amirina (10, 9), palmitato de lupeilo (11) y al acetato de -amirina (12).
Los compuestos aislados fueron identificados por métodos fisicos, quimicos,

espectroscopicos y espectrométricos.
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De forma complementaria se realizé la comparacién de los espectros de RMN de 'H
de la decoccion de las partes aéreas de esta especie vegetal versus los espectros
obtenidos por el método de maceracidén a diferentes polaridades; hexanos, cloruro de
metileno y acetato de etilo, encontrando que hay correspondencia en algunos patrones

de sefales.

Palabras clave: Medicina tradicional p"urhépecha, Trixis michuacana var. longifolia,

tepari, infertilidad, decoccion.



ABSTRACT

Traditional p’urhépecha medicine constitutes a legacy that has been maintained
through the passage of time. Scientific research for compounds with biological and
pharmacological applications, as well as the contribution to the rescue of the medicinal
practices of the p’urhépecha people led to the preliminary chemical study of the plant
species of Trixis michuacana var. Longifolia (tepéari), which is used to treat infertility,
ailments and discomforts related to the cycle and reproductive nature of women. The
present work describes the preliminary chemical study of the hexanes extract of leaves,
where a mixture of pentacosane (1), hexacosane (2), heptacosane (3), octacosane (4),
nonacosane (5), triacontane (6) and hentriacontane (7), the acid. octadecanoic octadecyl
ester (8), B-amyrin stearate (9), mixture of a- and B-amyrin stearate (10,9), lupeil palmitate
(11) and B-amyrin acetate (12) were isolated and identified. The isolated compounds were

identified by its physical, chemical, spectroscopic and spectrometric data.
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In addition, comparison of the 'H NMR spectra of a decoction sample of the aerial
parts of this plant species versus the spectra obtained by the maceration method was
done with different polarities: hexanes, methylene chloride and ethyl acetate, finding that

there is an adequate correspondence in their signal patterns.

Key words: Traditional medicine p“urhépecha, Trixis michuacana var. Longifolia,

tepari, infertility, decoction.
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P’imutanskua karakata

Sipiata p’urhépecha jandeti shipita enga pauani menku ishi K uiripu juremguarini
jaraka untani. Ima jiringanskua mamar ambe’pa jatsikuni biolégicu ka farmatologicu
ambé, ishi eski na jirinhaska mamar ambé pa juchachi no tsitani shipita parhépecha, ishi
xanharatarati indé jorenguarikua quimicaru iamu anhatapu shipitaricha comishik indé
Trixis michuacana var. longifolia (tepari), enga marutanka pa imecha enga no uka
kondpini, naina p’ameiakua ambé indé naja ioni jauaka kutsi pa kondpini. Ari
anchikuarikua uandantsashini iamu joreguarikua indé anhatapu shipitariecha enga
chkuriecha p’itarukunga enga xenhantsaka jiuetakata pentacosano (1), hexacosano (2),
heptacosano (3), octacosano (4), nonacosano (5), triacontano (6) y hentriacontano (7),
acido octadecanoico octadecil éster (8), al estearato de S-amirina (9), jiuetakata de
estearato de a 'y B-amirina (10, 9), palmitato de lupeilo (11) y al acetato de B-amirina (12).
Jiuetakata enga jarshpaaka iamu xenhantsati mama jashi niatanhapari fisicos, quimicos,

espectroscopicos y espectrométricos.
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Mama jashi ambé maku unhantsapari untatishi terukutanstskua ma RMN ka *H iamu
imechangu enga chkuripu p’itarukukatacha ka imecha enga p’inhaka ni ueratini engatsi
arika maceracion mama jashi polaridades hexanos, cloruro de metileno y acetato de etilo,

xentsapari mama jashi ambé enga indé anatapuecha maku jaranhaka.

Uandakua clave: Shipiata p"urhépecha, Trixis michuacana var. longifolia, tepari, no

uka kondpini, chkuripu p’itarukukaya



1. INTRODUCCION

Las plantas han sido el acompafiante mas antiguo del ser humano, debido a su uso
como alimento, medicina, ornato, veneno, entre otros. Desde la prehistoria es bien
conocido que las plantas pueden poseer una de estas caracteristicas, esto permitio al ser
humano establecer cudles de ellas eran benéficas o perjudiciales para el organismo. Lo
que condujo a establecer los sistemas de medicina tradicional en la mayoria de las
antiguas civilizaciones y que a pesar del tiempo aun se mantienen vivas las préacticas

ancestrales por las poblaciones indigenas del mundo.

La medicina tradicional hace referencia al conocimiento y uso terapéutico adquirido
a lo largo del tiempo para el reconocimiento de las plantas medicinales cuyos
componentes activos son utilizados en el tratamiento de enfermedades, asi como la
manera de preparacion o las dosis que debe utilizarse (Ocegueda et al., 2005). Esta
tradicion ha sido un proceso dindmico a través de la historia y representa la mezcla de
culturas con adiciones, supresiones y modificaciones. En muchas regiones de México la
principal fuente de flora medicinal que se usaba, y aun se usa, reside en los recursos
vegetales de la region, lo cual explica el amplio y profundo conocimiento tradicional que

se tiene sobre las propiedades curativas de las plantas (Zepeda & White, 2008).

Existen muchas razones por las cuales los cientificos y las industrias farmacéuticas
han prestado atencién al estudio y conservacion de la biodiversidad de las regiones
indigenas de nuestro pais, entre la que destaca la importancia de las plantas medicinales
como nuevas fuentes en el desarrollo de nuevos farmacos, cada especie tiene un valor
etnofarmacoldgico distinto, que se encuentra explicito en el conocimiento colectivo de las
comunidades originarias basado en el juicio empirico, resultado de innumerables
observaciones y experimentos, adquiridos generacionalmente desde tiempos

prehispanicos.

Las estrategias para elegir qué plantas investigar en la busqueda para nuevos
productos médicos incluyen la seleccion aleatoria de plantas sobre la base de la afinidad
taxon6mica, o la persecucion de las pistas sobre los conocimientos etnobotanicos

(Magafia et al.,, 2010). Debido al conocimiento que aun tienen las comunidades




p urhépecha, sobre las diversas especies medicinales es importante rescatar la
informacion, con la finalidad de plasmarla en escritos, contribuyendo a sentar las bases

para extender su uso de manera racional (Bello, 2006).

Segun Cruz, 2017, en cuanto a la eficacia terapéutica de las plantas medicinales
existen diferentes parametros que contribuyen a demostrar la eficacia de un preparado
medicinal a partir de especies vegetales, pero no en todos tienen la misma relevancia;

entre estos parémetros se encuentran:

e El uso tradicional de una determinada especie vegetal, para un fin terapéutico
determinado, avala en principio su eficacia y seguridad demostrada durante
afos; sin embargo, no constituye una prueba inequivoca de su eficacia.

e EIl conocimiento de sus principios activos por los estudios y resultados de los
ensayos farmacoldgicos, asi como los conocimientos acumulados a partir de
la experiencia clinica; estudios epidemioldgicos, estudios de casos, ensayos
clinicos, etcétera; son los que definitivamente sustentaran la demostracion de

la eficacia en los seres humanos.

En la eleccién de la forma mas adecuada para la administracion de una planta
medicinal hay que tener en cuenta el objetivo terapéutico, las caracteristicas de los
pacientes, la duracién del tratamiento y la via de administracion. Si se necesita una accion

sistémica del principio activo, la via de eleccién es la oral (Castillo & Martinez, 2016).

El género Trixis fue descrito en 1756 por Patrick Browne en “The civil anda Natural
History of Jamaica”, pertenece a la familia Asteraceae; se halla ampliamente distribuido
desde el sur de los Estados Unidos de América, México (con la mayor diversidad) y
América central (Katinas, 1996). Algunos estudios etnobotanicos de este taxdn han
proporcionado informacion del uso tradicional de algunas especies, pero quimicamente

muy pocas cuentan con un estudio fitoquimico.

El proposito del estudio quimico preliminar de Trixis michuacana var. longifolia, usada
en la medicina p’urhépecha, pretende aislar e identificar sus metabolitos secundarios
mayoritarios, teniendo en cuenta el valor etnofarmacolégico que ésta posee, para asi

relacionarlos con la actividad bioldgica descrita.




La forma farmacéutica de administracion de Trixis michuacana var. longifolia en la
medicina tradicional p"urhépecha es la decoccion, la cual emplea las partes aéreas de la

planta (tallo, hojas y flores) junto con chocolate y piloncillo.

En este trabajo se describen los resultados obtenidos del estudio quimico preliminar
de la especie Trixis michuacana var. longifolia, conocida con el nombre Tepari (ad;. estar
gordo o grueso) en la region p“urhépecha del estado de Michoacén. A la fecha no cuenta
con un estudio quimico por lo cual los datos obtenidos sentaran la base para futuras
investigaciones, para asi lograr determinar la eficacia de esta especie en el tratamiento

de la infertilidad y naturaleza reproductiva de las mujeres.

Adicionalmente al estudio quimico preliminar de Trixis michuacana var. longifolia, se
presenta la comparacion de los espectros de RMN de H obtenidos de la biparticién de
la decoccion de sus partes aéreas versus los espectros de RMN de 'H de las partes
aéreas obtenidos por maceracion. Logrando asi determinar la naturaleza quimica y
abundancia de los metabolitos secundarios presentes en la decoccién y permitir
establecer que se pueden extraer el mismo tipo de metabolitos presentes en la extraccion

por maceracion en hexanos, cloruro de metileno y acetato de etilo.




2. ANTECEDENTES

2.1. Uso de las plantas medicinales en el México prehispanico

El ser humano desde su origen tuvo que aprender a cazar, vestirse y curarse para
buscar su bienestar, se volvieron observadores cuidadosos de la naturaleza. Se vieron
en la necesidad de estudiar la conducta de los animales, cuando un animal estaba
enfermo éste consumia una determinada especie vegetal, lo cual llamo la atencion de los
cazadores. Probablemente uno de nuestros antepasados al sentirse enfermo imité esa
conducta del animal y sandé en el mejor de los casos, por medio del ensayo y error
(ademas de su condicion de némada recolector) fue seleccionando vegetales o animales
que tenian la propiedad de sanar o mitigar el dolor, pero también de sustancias toxicas
que le podian producir alucinaciones o incluso la muerte. Estos fendémenos
aparentemente inexplicables fueron asociados con las nacientes creencias magico-
religiosas que ya debian estar mas o menos desarrolladas para aquellos tiempos (Pérez,
1997, Cortez et al., 2004).

Con el paso de los afios, al ser sedentarios esos y otros conocimientos, se
consolidaron y el desarrollo de un lenguaje estructurado permitié su difusion con mucho
mayor eficacia; en tanto que la jerarquizacion de labores en las sociedades primitivas
permitié que algunos integrantes del grupo comenzaran a especializarse en el manejo y
utilizacién de plantas, animales y minerales con fines curativos (Pérez,1997; Pavia et
al.,1998; Cortez et al., 2004).

La civilizacion humana en el territorio mexicano data aproximadamente del afio
35,000 a.C., la historia de Mesoamérica se inicia hacia el afio 2,500 a.C., es a partir de
este momento cuando se inician los asentamientos de las regiones en pequefas aldeas.
Para los pueblos prehispanicos, la naturaleza representaba el elemento sustancial de su
supervivencia; la vida provenia de la madre tierra, el sol, la luna, los astros y las estrellas,
el agua, el maiz, la flora y la fauna simbolizaban el origen de su existencia (Callado,
2010).




Un suceso notable de la herbolaria mexicana es el desarrollo de los jardines
tematicos del mundo prehispanico de América, donde se fomentaba la admiracion, el
cuidado y el aprovechamiento de la flora silvestre mexicana que datan del siglo XV.
Fueron Nezahualcoyotl y Moctezuma llhuicamina, emperadores aztecas, quienes
tuvieron la vision de desarrollar las primeras colecciones vivas de plantas organizadas
por su utilidad, como hortalizas, arboles frutales, plantas ornamentales, plantas
aromaticas y plantas medicinales. Los mas representativos fueron los jardines de
Chapultepec y de Texcoco, construidos por 6rdenes de Nezahualcéyotl; y también las
huertas de Iztapalapa y Oaxtepec, desarrolladas por mandato de Moctezuma (Arizaga et
al., 2018).

A su llegada al territorio mexicano los espafioles se encontraron con una gran riqueza
de medicina practicada por los principales grupos indigenas, estos poseian un amplio
conocimiento sobre la flora silvestre, asi como también de la anatomia del cuerpo
humano. Los conquistadores quedaron admirados de las practicas y habilidades que
estos poseian sobre la curacion de las enfermedades (Cosme, 2008). Los principales
datos escritos que se poseen hoy en dia sobre la medicina y la herbolaria de las
principales culturas mesoamericanas fueron documentados en codices que se realizaron

posteriormente a la llegada de los conquistadores.

En 1522 el Virrey Don Antonio de Mendoza, encomendd a Martin de la Cruz médico
indigena y alumno del Real Colegio de la Santa Cruz Tlatelolco, documentar las plantas
medicinales prehispanicas de México. El resultado fue el primer herbario “Libellus de
medicinalibus indorum herbis” que registra la medicina mesoamericana escrito en
nahuatl, a través de dibujos prehispanicos a color de 185 plantas, ademas de comentarios
clinicos y formulas sobre su uso. Afios mas tarde fue traducido al latin por Juan Badiano
quien era originario de Xochimilco y profesor del Colegio de la Santa Cruz Tlatelolco (Rios
et al., 2012). Actualmente es conocido como “Librito sobre las hierbas medicinales de los
indios o Cadice de la Cruz-Badiano”, se trata de la fuente bibliografica mas antigua donde

se pueden encontrar plantas autéctonas del México antiguo.




Otro notable escrito realizado por Fray Bernandino de Sahagun, con respecto a la
cultura azteca, fue su trabajo conocido como Cdédice Florentino, escrito en nahuatl, y su
version en espafnol como “Historia General de las cosas de la Nueva Espaia” (Cortez et
al., 2004). Donde recopil6 datos acerca de los indigenas, de quienes recababa
informacion en nahuatl. La obra se concluyé en 1569, con doce tomos escritos en nahuatl,
en el tomo décimo se dedica exclusivamente a las enfermedades y su tratamiento, donde
se documentan cerca de 300 plantas silvestres mexicanas que eran usadas con fines

medicinales.

El primer relato cientifico sobre las plantas americanas se le atribuye al médico
sevillano Nicolads Monardes quien en 1569 escribié el primer tratado de las plantas
medicinales de la Nueva Espafia. Lo interesante de esta obra es que su autor nunca viajé
a la Nueva Espafia; él describi6 las plantas que le llegaron a sus manos y que trataba de
cultivar en un jardin botanico. En esta obra se describen por primera vez la pimienta
gorda, la cafa fistula, la raiz de Michoacén, el tabaco, el sasafras, la pifia, la guayaba, la
coca y la escorzonera (Gomez, 1997).

Es bien sabido, que en 1570 habia llegado a la Nueva Espafia el doctor Francisco
Hernandez, enviado por Felipe Il, con el encargo de examinar y describir los géneros y
las formas de plantas, animales y minerales de la Nueva Espafia, e investigara sus
virtudes y usos para beneficio de la humanidad (Rios et al., 2012). Durante varios afios
recorrié el territorio recopilando el mayor numero posible de especimenes y recabando
informacion sobre ellos de los grupos indigenas. El resultado de su investigacion se edité
en varios tomos que titulo “Historia Natural de la Nueva Espafia” (Arizaga et al. 2018). En
este documento se registré un aproximado de 3,000 plantas, la mayoria con su nombre
autoctono, su descripcion morfologica, usos e informacion del lugar donde habitaban, la
mayoria de estas fueron enviadas a Espafia, esto contribuyo al desarrollo de nuevas

medicinas, enriqueciendo la farmacologia universal.

La conquista ocasion6 una profunda transformacién sociocultural y un intercambio
de especies animales y vegetales entre América y Europa, de tal forma que la herbolaria

medicinal mexicana incorporé desde entonces no solo plantas nativas, sino también




europeas. Algunos estudios sefialan que a lo largo de toda la etapa colonial se
incorporaron de Europa mas del 50% de las plantas medicinales usadas actualmente
(Zepeday White, 2008). Este hecho no modificd los conocimientos tradicionales, sino que
fueron ampliados por las nuevas especies introducidas dando un nuevo uso, asi como su

respectivo nombre indigena.

Por los motivos anteriormente sefialados, es evidente que en el México actual
coexisten la medicina “cientifica” y la “tradicional mexicana”, y ambos modelos médicos
tienen un gran interés en las plantas medicinales. Sin embargo, debido a las exigencias
contemporaneas, ha tenido que renovarse, fusionando los conocimientos de los pueblos
prehispanicos con las practicas de la conquista, las mestizas y las urbanas, e
incorporando elementos de otras culturas médicas (Berenzon et al., 2002). La terapéutica
medicinal prehispanica se ha mantenido vigente hasta nuestros dias gracias a los

pueblos indigenas quienes aun conservan el conocimiento antiguo de nuestro pais.



2.2. Las plantas medicinales desde el punto de vista etnobotanico, quimico,

farmacolégico y biolégico

Las plantas medicinales han asumido un papel fundamental en el mejoramiento de
la salud humana, un nimero significativo de los medicamentos actuales se producen
directa o indirectamente de las plantas medicinales. En los ultimos afios se ha estudiado
a las especies medicinales empleadas en la medicina tradicional desde el punto de vista

etnobotanico, quimico, farmacolégico, biolégico y toxicologico.

El conocimiento tradicional de los pueblos indigenas sobre la relacion que existe
entre sus habitantes, habitat y naturaleza, les ha permitido desarrollar sistemas de
medicina tradicional a través de muchas generaciones, sin embargo, carecen de un
caracter cientifico. En nuestro pais son todavia éstos quienes poseen de una manera
mas arraigada las practicas tradicionales sobre el uso de sus recursos vegetales y son

frecuentemente menospreciadas.

Por esta razon surge la etnoboténica, la cual se define como el campo cientifico que
estudia las interrelaciones que se establecen entre el hombre y las plantas, a través del
tiempo y en diferentes ambientes. Los elementos de las interrelaciones hombre-planta,
motivo de estudio de la etnoboténica, estdn determinadas principalmente por dos
factores: el medio ambiente (biodiversidad) y la cultura. Al estudiar dichos factores a
través del paso del tiempo, se puede apreciar, que éstos cambian cuantitativa y
cualitativamente, el medio ambiente por modificaciones en sus componentes, ademas
por la accién del hombre y la cultura por la acumulacién y, a veces, por la pérdida del
conocimiento tradicional. La etnobotanica es un campo interdisciplinario que comprende
el estudio e interpretacion del conocimiento, significacién cultural, manejo y usos
tradicionales de los elementos de la flora de las distintas regiones del pais (Barrera,
2008).

El uso de las plantas medicinales por los pueblos indigenas es sumamente
importante porque representan el resultado de un conocimiento empirico, a veces

probado a través de generaciones, lo cual permite a la etnobotanica ser un campo de




difusion de los conocimientos tradicionales con un caracter cientifico teniendo una

aceptacion mayor en la sociedad actual.

Las plantas, al igual que otros organismos poseen un metabolismo, éste a su vez se
divide en: metabolismo primario; responsable de ofrecer los nutrientes necesarios para
el crecimiento, desarrollo y preservacion de éstas (carbohidratos, proteinas y acidos
nucleicos); y metabolismo secundario, el cual sintetiza compuestos de bajo peso
molecular a manera de respuesta de defensa quimica contra el dafio de cierto tipo de
depredadores, para la atraccion de insectos polinizadores o como respuesta al clima
abidtico. Los principales metabolitos secundarios de acuerdo con su haturaleza quimica
son agrupados en tres diferentes grupos: compuestos fendlicos, terpenoides/terpenos y
alcaloides (Waizel et al., 2005).

La Fitoquimica es la ciencia dedicada al estudio de los componentes quimicos
(terpenoides, alcaloides y fendlicos) mediante distintos métodos fisicoquimicos. El interés
quimico de las plantas medicinales radica en la determinacién de la presencia de
metabolitos secundarios en las distintas partes de la planta (raiz, tallo, hoja, flores y

semillas), ya que se encuentran en distintas concentraciones.

En los dltimos afios se ha incrementado notablemente el uso de las plantas
medicinales para tratar problemas de salud basicos. En México se estima que nueve de
cada diez habitantes han empleado de alguna manera la medicina tradicional. Las plantas
medicinales pueden comportarse como verdaderos medicamentos ya que contienen
mezclas complejas de acidos grasos, esteroles, alcaloides, flavonoides, terpenoides,
glicésidos, taninos, saponinas, entre otros que pueden tener una actividad farmacoldgica

en nuestro organismo (Swabha, 2018).

Uno de los métodos para la seleccion de especies vegetales potenciales para el
desarrollo de nuevas investigaciones cientificas, esta definido por una actividad
farmacoldgica, lo que hace que las especies empleadas en la medicina tradicional sean
fuentes potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos. Existe una hipétesis acerca
de que cualquier planta que posea una actividad clinica tiene que poseer un principio

activo; sin embargo, el efecto farmacolégico deseado puede no ser causado por un sélo




componente sino por la combinacién de dos o mas, que resulta en un sinergismo
farmacodinamico (Mohamed et al., 2012; Prieto et al., 2004). Las plantas medicinales
estan compuestas de principios activos que, una vez ingeridos, se absorben,
metabolizan, distribuyen y excretan siguiendo las mismas vias que los farmacos (Baulies
et al., 2009).

El interés biolégico se ve reflejado en sus componentes quimicos (terpenoides,
polifenoles y alcaloides) que inducen efectos bioactivos en organismos vivos. Los
principales usos de éstos en el area biolégica son como agentes terapéuticos directos,
poseen una amplia gama de aplicaciones clinicas, bioquimicas y farmacoldgicas. Uno de
los problemas que se enfrentan en el area bioldgica es la alta tasa de fracaso para
reproducir la actividad biologica de extractos de plantas individuales, por lo cual se
requiere un andlisis quimico que asegure la consistencia de estos en una determinada

especie vegetal (Mohamed et al., 2012).

En México existen alrededor de 4,000 especies de plantas con flores
(aproximadamente 15% de la flora total) que tienen atributos medicinales, es decir, una
de cada siete posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima que la validacion
quimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado
a cabo sélo en 5% de estas especies (Ocegueda et al., 2005).

Lo anterior abre un gran panorama para realizar investigaciones conjuntas con los
pueblos indigenas del pais en lo que respecta a estudios etnobotanicos y de estos deriven
los estudios quimicos, farmacoldgicos y biolégicos de la diversa flora medicinal de cada
una de sus regiones, con el Unico objetivo de conservar y proteger el conocimiento
tradicional, contribuyendo ademas al desarrollo sustentable y uso racional de sus

recursos vegetales.




2.3. Panorama actual de la medicina tradicional y diversidad de las plantas

medicinales en México

Aunque no existen datos precisos para evaluar la extension del uso global de las
plantas medicinales, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas
del 80% de la poblacibn mundial utiliza rutinariamente la medicina tradicional para
satisfacer sus necesidades de atencidn primaria de salud y que gran parte de los
tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos
(Akerele, 1993; Sheldon et al.,1997; Katewa et al., 2004; Romero et al., 2004; Bermudez
et al., 2005).

En el caso de México se estima que mas del 90% de la poblacién utiliza la medicina
tradicional o herbolaria para el tratamiento de diversas enfermedades (Berenzon et al.,
2009; Gum et al., 2009). Existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que
forman parte de la medicina tradicional mexicana, soportada por aproximadamente 4,500
especies de plantas medicinales, lo cual lo posiciona en el segundo lugar a nivel mundial
en cuanto al nimero de especies registradas (Barragan, 2006; Garcia de Alba et al.,
2011).

El territorio mexicano es una region que posee una gran riqueza cultural debido al
gran numero de grupos étnicos que lo habitan y al alto grado de desarrollo civilizatorio
alcanzado en la antigiiedad. La riqueza biol6gica de México, su diversidad cultural, asi
como su larga historia de poblamiento, se ha traducido en el desarrollo de una vasta
tradicion etnobotanica, la cual incluye el conocimiento, el uso y el manejo de una gran
cantidad de especies vegetales entre las comunidades locales y su entorno vegetal
(Caballero et al, 1998).

Existen cerca de 50 grupos étnicos en las diferentes regiones del pais por lo que el
uso de las plantas es innegable, esta sabiduria de origen tradicional continta
proporcionando salud y bienestar a la poblacion indigena de nuestro pais (Hurtado et al.,
2006). La apreciacién de estos conocimientos y saberes tradicionales de las plantas

medicinales, dan una identidad cultural especifica a cada uno de estos grupos indigenas.




La extraordinaria riqueza floristica, que consta de 26,500 especies, de las cuales
aproximadamente 9,500 son endémicas, ubica a México en el cuarto lugar mundial y ha
permitido que la medicina tradicional floreciera desde la época prehispanica (Huerta,
1997). Las plantas medicinales en México se utilizan para tratar diversos padecimientos
como: afecciones de la piel, alopecia, caspa, herpes bucal, sarna, anemia, varices,
presion arterial, célculos biliares, colicos, diabetes, epilepsia, insomnio, trastornos del
aparato reproductor, tos, dolor de garganta, pecho y pulmon, asi como calculos renales,
traumatismos de golpes, heridas, torceduras, gangrena, fiebre y hernias (Mufieton, 2009;
Torres et al., 2013).

Las plantas curativas son el recurso terapéutico por excelencia de la medicina
tradicional mexicana, que en gran parte es aun rescatable y puede constituir un
importante elemento para implementar nuevos planes de salud, que combinen el
conocimiento popular con el cientifico (Canales et al., 2006). Estos recursos terapéuticos
lejos de ser desplazados por el desarrollo de nuevos medicamentos ocupan un lugar

importante en la atencion primaria de la salud en México.

La Secretaria de Salud en 2001 crea la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos (FHEUM). Actualmente se cuenta con la segunda edicién vigente
desde 2013, este documento tiene como proposito establecer los lineamientos oficiales
relacionados con el control de calidad, destinados a asegurar la idoneidad de las plantas
utilizadas, haciendo especial énfasis en su identidad (nombre cientifico) y optimizacion.
Ademas, trata de establecer los métodos de analisis que deberan cumplir las plantas y
los derivados de ellas utilizados en la elaboracién de medicamentos y remedios
herbolarios, contribuyendo al mejoramiento de la calidad de los productos y a su uso
adecuado, asi como difundir y promover el potencial terapéutico de la flora de México
(Ocegueda et al., 2005). Sin embargo, las especies medicinales incluidas en la FHEUM

son muy pocas en comparacion del total de la flora medicinal de nuestro pais.




2.4. Diversidad cultural y vegetal de plantas medicinales en Michoacan

El Estado de Michoacan posee una gran riqueza cultural, derivada principalmente de
tres etnias. De acuerdo con el Censo Poblacional y Vivienda de 2010, en el estado hay
136,662 habitantes indigenas. Los nahuas representan el 9.17% de la poblacién y se
concentran principalmente en la region costera de Aquila. Los mazahuas estan
representados por el 5.43% de la poblacién y habitan al Oriente de Michoacan. Los
p“urhépecha son la etnia mas representativa de la entidad con un 88.14% de la poblacién,
y se concentra en 21 municipios del Centro-Norte del estado (INEGI, 2010; Arizaga et al.,
2018).

El Estado de Michoacéan figura en el sexto lugar en diversidad vegetal en el pais,
producto de la gran variedad de climas, suelos y topografia que posee (Arizaga et al.,
2018). Esta entidad tiene una gran biodiversidad que se ve contrastada en sus diversas
regiones donde crecen un gran numero de especies medicinales que son aprovechadas

por las diferentes comunidades indigenas del estado.

En Michoacan existen aproximadamente 5,379 especies de plantas de las cuales
cerca del 20% son usadas con fines terapéuticos en la medicina tradicional p’urhépecha
(Alarcon, 2009). La region p“urhépecha es un rico reservorio de biodiversidad que incluye
plantas lefiosas y herbaceas las mas importantes pertenecen a los géneros Quercus L.,
Gnaphalium L., Senecio L., Eupatorium L., Bidens L., Stevia Cav., Pinus L., Cirsium Mill.,
Adiantum L. y Dalea L. (Garcia et al., 2018).




2.5. Medicina tradicional de la cultura p'urhépecha

Actualmente la superficie que abarca las comunidades p“urhépecha es de 6,000 Km?
en el actual Estado de Michoacan de Ocampo, situado geograficamente en el Centro-
Occidente de la Republica Mexicana (INEGI, 2010). A su vez la Region p“urhépecha esta

conformada por cuatro regiones (Figura 2.5.1), se identifican como:

e Regién Lacustre (Japondarhu o Inchamikuarhu “lugar del lago”).

e Region Ciénega de Zacapu (Tsirontarhu o Tsirondarhu “la Ciénega”).

e Region de la Cafada de los Once Pueblos (Eraxamani o Ichangueni “Cafada de
los Once Pueblos”).

e Regién de la Meseta o sierra (Juatarhu o P"ukuminturhu “Meseta Boscosa”).

Region P'urhépecha del Estado
de Michoacan.

AN

MICHOACAN DE OCAMRO
- MUNICIPIOS - —t

Region Lacustre (Japondarhu o Inchamikuarhu “lugar del lago”).
Regién Ciénega de Zacapu (Tsirontarhuo Tsirondarhu“la Ciénega”)
Region de la Cafiada de los Once Pueblos (Eraxamanio Ichangueni“Cafiada

de los Once Pueblos”).
I. Regién de la Meseta o sierra (Juatarhu o P’ukuminturhu “Meseta Boscosa”).

Figura 2.5.1. Region p’urhépecha del Estado de Michoacan (Fuente: INEGI. Marco
Geoestadistico Municipal 2010, version 5.0.)

El entorno ecoldgico constituye no solo el soporte material en que se reproducen y
se distinguen los pueblos indigenas, sino que es también un referente de identidad y un



espacio de conocimiento (Bonfil & Pont, 1999; Vazquez et al., 2011). Algo que caracteriza
a estas comunidades es la presencia de un ekuaro o solar, espacio establecido dentro
de la misma casa de las familias p"urhépecha, donde, por lo general se cultivan especies

con el fin alimenticio, medicinal, forraje, ornamental, entre otros.

La medicina tradicional p’urhépecha se practica a lo largo de las cuatro regiones, ya
que se tiene un vasto vinculo con la naturaleza, y principalmente las plantas medicinales
(anhatapu sipiati) les han proporcionado a las comunidades p’urhépecha ser grandes
conocedores de la flora medicinal, asi como de los beneficios de ésta en la prevencion y

cuidado de la salud de su poblacién.

El pueblo p’urhépecha, asi como los deméas pueblos mesoamericanos en su gran
diversidad cultural, idealizaban su estado de salud en un sistema de cosmovision muy
relacionado con las fuerzas de la naturaleza. Para ellos el cuerpo humano (curipita
huacaricarekua) era como un microcosmos en el cual se reflejaba el universo y las
creaciones ciclicas. La creencia de un universo tripartita conformado por el cielo
(ahuandarhu), la tierra (echerendo) y el inframundo (K'umajchukuarhu), todas ellas
constituian fuerzas animicas que fortalecian o dafiaban el cuerpo humano (Alarcén, 2009;
Callado, 2009).

La salud y la enfermedad son conceptos que siempre han existido a lo largo de la
historia, pero con distintas interpretaciones y significados. Por su parte los p"urhépecha
explican la enfermedad y la salud como una dualidad (frio/caliente; ts’irapiti / jorhrepiti;
luz/oscuridad; Charharusi/ papk’andkua) (Luna, 2006). La cualidad caliente (jorhrepiti) se
relaciona con el espacio celeste, con el sol, luz, claridad y con la energia masculina. La
cualidad fria (ts’irapiti) se asocia con el inframundo, con la luna, lo acuético, lo
subterraneo, la oscuridad y con la energia femenina (Alvarez et al., 2017). Por lo tanto,

el desequilibrio entre estas fuerzas vitales provoca la enfermedad (p’amenchekua).

Las enfermedades frias (p’amenchekua ts’irapiti), por regla general se producen por
la intrusion de la calidad fria, que puede llegar al organismo por medio de una corriente
de aire en el momento que el hombre se encuentra débil o por la ingestion de alimentos

frios. Estas enfermedades se manifiestan como fendémenos de incapacidad, que




aminoran o anulan las funciones sensoriales y motoras. No son exteriormente notables y

se hacen patentes por el dolor o por la inmovilidad (Lopez, 1993).

Las enfermedades de naturaleza caliente (p’amenchekua jorhrepiti), en cambio, se
generan en el interior mismo del cuerpo o provienen de la exposicion prolongada a los
rayos solares. Se manifiestan cuando el calor interno sale a la superficie en forma de
erupciones de la piel, asperezas e irritaciones, y pueden provocar fiebre, aunque ésta no
es sefial inequivoca de que el mal sea caliente (Lépez, 1993).

De acuerdo con lo anterior, las préacticas medicinales entre los p'urhépecha se
centran en recuperar el equilibrio perdido y las plantas medicinales son uno de los
principales recursos empleados por los médicos p urhépecha. Las practicas terapéuticas
son numerosas Yy distintas, cuya repetibilidad y duracion es en funcion de su éxito con el
paciente: cada terapeuta tiene a su disposicion un conjunto de técnicas que pone en

accion, una vez determinada la causa etiolégica de la enfermedad.

Dentro de las comunidades p“urhépecha, existen los curanderos (tsinajpiri o shurhijki
eshperi), parteras (pikurpiri), sobadores (parhijpiri), brujos (sikuame), hueseros
(kutururantani uni), hierberas (mamar jas huitzakua jamantspini). Cada uno de estos
desempefia una funcién especifica, atendiendo las afecciones mas comunes de sus
habitantes. Estos emplean las plantas (a veces junto con animales) en remedios
herbolarios y sus formas de administracion mas comunes son: infusion, cocimientos o
decoccion (jamakata), maceracion en alcohol (alcoholejatziman), cataplasmas, pomadas

(j&hikua), tinturas (atakua karakatakua) y emplastos.

El conocimiento tradicional p’urhépecha encuentra su maxima expresiéon en el uso
de un amplio numero de especies medicinales con diferentes fines terapéuticos,
empleadas por los habitantes de las distintas comunidades, es transmitido de manera
oral a través de generaciones, para mantener y conservar sus recursos naturales
preservando asi la gran variedad de especies vegetales que habitan la region
p“urhépecha. Las principales plantas medicinales (anatapu sipiati) usadas con fines

terapéuticos por las comunidades p“urhépecha se muestran en la Tabla 2.5.1.




Tabla 2.5.1. Plantas medicinales usadas por los p“urhépecha (Dimas et al., 2018).

Nombre en p’urhépecha

Nombre comun

Nombre cientifico

Kutsumu tsitsiki
K’amempa urapiti
Putsuti

Jurhiaata tsitsiki
Aparhika juatarhu anapu
Ch’erapeni

Xate

Kauintserani
Kutukua
Konkerani
Xurhata tsitsiki
Kuitsiki sipiaata
Charhapiti chemekua tsitsiki
Tsauankeni
lauakua tsitsiki
Kontempa tsitsiki
Trémpeta
Kontpekua tsitsiki
Sununkurhakua
Tsarhakata tsitsiki
Uarhikua tsitsiki
Parakata tsitsiki
Merenharhi
Tskipini

T'6kstini

Kuini tirekua
Jurhiaata eranchi
Kamempa
Miritsekua
Charatsikua
Nuriteni
Aparhikua
Chencheni atakua
Kuiniki k'umanchekua
Karhasi

Tsirimu tsitsiki

Acettilla

Altamisa

Anis de campo
Arnica

Cardo Santo
Cenicilla
Chicalote

Cinco llagas
Cola de caballo
Conguera

Diente de ledn
Epazote de zorrillo
Espinosilla
Estafiate

Flor de hielo

Flor de sauco
Floripondio
Garafiona
Gordolobo
Hierba del burro
Hierba del cancer
Hierba del golpe
Hierba del sapo
Huinare

Jara de pescadillo
Lentejilla

Malva de campo
Manrubio

Mirto

Muicle

Nurite

Ortiga

Salvia del campo
Tabardillo
Tejocote

Tila

Bidens odorata
Tenacetum parthenium
Tagetes filifolia
Heterotheca inuloides
Cirsium mexicanum
Heliantheum glomeratum
Argemone ochroleuca
Tagetes lunulata
Equisetem hyemale
Phytolaca icosandra
Taraxacum officinale
Chenopodium graveolens
Loeselia mexicana
Artemisa ludoviciana
Gentiana spathacea
Sambucus mexicana
Brugmansia candida
Castilleja tenuiflora
Genaphalium attenuatum
Stevia serrata

Cuphea aequipetala
Oenothera rosea
Erynginum heterophyllum
Sida rhombifolia
Barkleyanthus salicifolicus
Lepidium virginicum
Malva sylvestris
Marrubium vulgare
Salvia microphylla
Justicia spincigera
Satureja macrostema
Urtica dioica

Lepechinia caulescens
Piqueria trinervia
Crataegus mexicana
Tilia mexicana




K'uaki éskua Toloache Datura stramonium
Puntsumeti tsitsiki  Urapiti o  Toronjil blanco o | Agastache mexicana

Uarhoti morado
K’aptsarhukua Tronadora Tecoma stans
Uauarhu Valeriana Valeriana procera

Es importante destacar la participacion de los médicos tradicionales p’urhépecha,
quienes son los encargados de curar y sanar los diversos padecimientos y/o malestares
de la poblacion. Actualmente existe dos agrupaciones de médicos p’urhépecha. La
Organizacion de Médicos indigenas de la Cafiada de los Once Pueblos ltsitsipikua
Uitsakuecheri (OMICOP), fundada en 1990 y cuya sede se encuentra en Cheran K’eri;
cuenta con mas de 40 terapeutas provenientes de la Cafiada de los Once pueblos y parte
de la Meseta P’urhépecha. El grupo de Médicos P urhépecha Tsinajpiriicha (OMIP),
creada en 1989 y con sede actual en Patzcuaro, agremia a mas de 50 médicos
tradicionales de los municipios de Cheradn K’eri, Uruapan, Patzcuaro, Tzintzuntzan,
Tingambato y Erongaricuaro (Amézcua et al., 2015). Estas organizaciones de médicos
tradicionales p“urhépecha tienen el propdsito de dar a conocer y preservar las practicas
de la medicina tradicional, asi como el uso y manejo de la gran biodiversidad de plantas
que habitan las comunidades que integran la cultura p’urhépecha del Estado de

Michoacan.




2.6. Uso etnofarmacolégico de Trixis michuacana var. longifolia entre los

p'urhépecha

En la comunidad indigena de Nuevo Zirosto, fundada en 1952, ubicada en la Meseta
p“urhépecha, en lo que hoy corresponde a la municipalidad de Uruapan, dado que las
plantas medicinales forman parte de la vida cotidiana de sus habitantes, el uso de éstas
como medicina ha permanecido vigente; hay personas que aun conservan las practicas

de sanacion de distintas enfermedades empleando la flora medicinal de la comunidad.

La comprension de estas practicas de la medicina tradicional p"urhépecha radica en
las personas mayores de la comunidad, como es el caso de nandi Ilda Gonzales
Buenaventura originaria de la comunidad indigena de La Palma, Municipio de Los Reyes,
quien tiene afios de radicar en esta comunidad; ella adquirié su conocimiento sobre las
plantas medicinales cuando realizaba ciertas labores en el campo a lo largo de sus afos
de vida. Las principales enfermedades que ella atendia eran: enfermedades relacionadas
con el aparato digestivo (dolor estomacal, diarrea, empacho, etc.), enfermedades
relacionadas con el estrés, enfermedades para tratar la frialdad del vientre, la infertilidad,
padecimientos y malestares relacionados con el ciclo y naturaleza reproductiva de las

mujeres.

Para entender la infertilidad en las mujeres, se debe comprender que dentro de la
medicina p urhépecha hay enfermedades provocadas por el desequilibrio frio y caliente
(ts’irapiti | jorhrepiti). La esterilidad femenina se le atribuye a la frialdad, su origen puede
deberse a la entrada de aire y descuidos durante la menstruacion, parto o puerperio, por
ingerir alimentos de calidad fria, o bien por recibir un enfriamiento en el vientre. Los
tratamientos dentro de la medicina tradicional p"urhépecha se basan en extraer el frio o
contrarrestar sus efectos por medio de fricciones, frotaciones, masajes y administracion

de infusiones de plantas medicinales.

La salud depende de mantener el balance entre “lo caliente” y “lo frio”. En este

contexto, “caliente y frio” se refieren a las cualidades inherentes de las plantas, los




animales y el medio ambiente y no a la temperatura real de los mismos (Alvarez et al.,
2017).

Asi, las plantas que crecen en las tierras bajas, calientes en pleno sol, y en tierra
seca y roja, que pierden las hojas en época seca del afio, que tienen apariencia palida o
rojiza, que tienen las hojas y la corteza duras, asperas, espinosas y/o resinosas, y que
tienen un olor o sabor muy fuerte, repugnante, amargo, picante, irritante o mentolado por
lo general son calientes. Por su parte, las plantas frias, por el contrario, suelen crecer en
tierras altas, frias, en lugares humedos, en la sombra o en cercania al agua, y en tierra
negra; son siempre verdes, de un color verde vivaz, muchas veces son suculentas o
jugosas, al tocar son suaves y lisas, y por lo general tienen aromas y sabores ligeros y
agradables, siendo un poco dulces o agrias (Geck et al., 2018).

El uso etnofarmacolégico reportado por nandi llda, dentro de la medicina tradicional
p“urhépecha, recomendaba el uso de la especie vegetal conocida como Tepéri (Trixis
michuacana var. longifolia) ya que posee la propiedad de ser una planta medicinal con
cualidad caliente, por lo tanto, para combatir la frialdad en las mujeres ésta se debe de
administrar en forma de decoccién caliente de las partes aéreas (tallos, hojas y flores)
junto con una pequefa cantidad de chocolate y piloncillo (poseen cualidades calientes),
esta forma de preparar el remedio esta vinculada también con el concepto de caliente-
frio. La posologia es tomar una taza de este preparado durante la noche por dieciocho
dias (nueve dias antes y nueve dias después del periodo menstrual; suspendiendo los

dias de menstruacion).




2.6.1. Clasificacion botanica

El género Trixis cuenta con las siguientes categorias taxonémicas (Tabla 2.6.1):
Tabla 2.6.1. Categorias taxondmicas para el género Trixis.

Trixis michuacana var. longifolia (D. Don)
C.E. Anderson.

Reino: Plantae
Division: Magnoiophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Ateranae
Orden: Asteranae
Familia: Asteraceae
Género Trixis

2.6.2. Descripcion botanica

Arbusto hasta de 1.5 m de alto; tallos individuales poco ramificados, sericeos a
lanosos o estrigosos y también con pubescencia glandular mas corta, glabros con la
edad; hojas sobre peciolos de 0 a 5 mm de largo, lineares a ovadas o elipticas, de 2.5 a
10 cm de largo, de 0.5 a 4 cm de ancho, agudas y apiculadas o acuminadas en el apice,
enteras a denticuladas en el margen, atenuadas a obtusas en la base, estrigosas a
sericeas y cortamente glandular-pubescentes en el haz, sericeas a lanosas o pilosas en
el envés, penninervadas; cabezuelas agrupadas en tirsos o corimbos, sus ejes
densamente glanduloso-pubescente, pendlnculos hasta de 2 cm de largo; involucro
campanulado, sus bracteas exteriores 465 (7), 8 a 25 (32) mmde largoy de 3a 10 (12)
mm de ancho, por lo comun mas largas y anchas que las anteriores, que generalmente
son 8 y miden 11 a 22 mm de largo y 1.7 a 3.3 mm de ancho; flores por cabezuela 12 a
23, corolas con el labio exterior de 4.5 a 10 cm de largo; aquenio de 7 a 11 mm de largo,
diminutivamente pubescente, vilano de + 140 cerdas de color café claro, de 9.5 a 14 mm
de largo (Figura 2.6.1) (Rzedowski et al., 2001).




Figura 2.6.1. Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson.



3. JUSTIFICACION

Las comunidades que integran la cultura p’urhépecha viven vinculadas a la
naturaleza y por lo tanto emplean las especies vegetales medicinales que existen en
su entorno para satisfacer sus necesidades basicas de salud. En el caso particular de
la especie vegetal Trixis michuacana var. Longifolia es empleada en la medicina
tradicional p’urhépecha para tratar la frialdad del vientre, la infertilidad, padecimientos
y malestares relacionados con el ciclo y naturaleza reproductiva de las mujeres. El
conocimiento tradicional que se tiene sobre ella ha venido transmitiéndose a traves
de generaciones, aunque no hay ningun registro escrito. El estudio de la medicina
tradicional p’urhépecha puede realizarse bajo diferentes enfoques, disciplinas y
objetivos; por lo que es transcendental realizar un estudio quimico preliminar que lleve
a identificar los metabolitos secundarios mayoritarios responsables de la accién
farmacoldgica reportada y contribuir asi a la quimiotaxonomia de esta especie y

validar su uso en la medicina tradicional p“urhépecha.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Realizar el estudio quimico preliminar del extracto hexanico de las hojas de Trixis

michuacana var. longifolia para aislar y caracterizar sus componentes mayoritarios.

4.2. Objetivos especificos

e Colectar la especie vegetal.

e Obtener los extractos hexanicos de las hojas de Trixis michuacana var. longifolia.

e Aislary caracterizar los metabolitos mayoritarios presentes en el extracto hexanico
de hojas de Trixis michuacana var. longifolia, mediante estudios fisicos y
espectroscopicos.

e Preparar la decoccidn de las partes aéreas de Trixis michuacana var. longifolia.

e Obtener los extractos hexanico, cloruro de metileno y acetato de etilo de la
decoccion.

e Correlacionar los espectros de RMN de *H obtenidos de la decoccién contra los
espectros de RMN de !H resultado de la maceracion de las hojas de Trixis

michuacana var. longifolia.



5.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el estudio de los componentes mayoritarios del extracto hexanico de las hojas

de Trixis michuacana var. longifolia, se efectud de la siguiente manera:

1.
2.

Colecta de la especie vegetal.

Secado de la planta a la sombra.

Separacion y molienda de la planta en sus distintas partes (hojas, tallo,
flores y raiz).

Obtencion de los extractos mediante maceracion a temperatura

ambiente durante tres dias.

5. Aislamiento y purificacion mediante cromatografia en columna.

Elucidacioén estructural mediante espectrometria de masa y RMN H y
13c_

Para la preparacion de la decoccion de Trixis michuacana var. longifolia se realiz6 lo

siguiente:

7.

Preparacion de la decoccion de las partes aéreas de la planta a partir
del lote 191016.

Obtencién de los extractos hexanico, cloruro de metileno y acetato de
etilo.

Correlacion los espectros de RMN de 'H de las extracciones obtenidas
de la decoccién contra los espectros de RMN de 'H resultado de la
maceracion e hexanos, cloruro de metileno y AcOEt de las hojas de

especie vegetal en estudio.



Esquema 5.1. Metodologia experimental para el desarrollo del proyecto.

Caracterizacion de los
compuestos mayoritarios
por métodos fisicos,
espectroscopicos y

. espectrométricos.

Ruta maceracion




6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Colecta e identificacidon de la especie vegetal

La especie vegetal de Trixis michuacana var. longifolia, fue colectada en la carretera
Periban-Los Reyes en los limites de la comunidad de San Francisco, Periban; se
realizaron dos colectas con fecha 19 de octubre y otra el 03 de diciembre del 2016,

colectando Unicamente las partes aéreas de la planta.

Un ejemplar botanico fue llevado al Herbario de la Facultad de Biologia (EBUM) de
la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo donde establecieron la
determinacion y clasificacién taxonémica para Trixis michuacana var. longifolia (D. Don)
C.E. Anderson.

6.2. Obtencion de extractos

Para la obtencion de los extractos, inicialmente el material vegetal se dejé secar por
15 dias a la sombra a temperatura ambiente, separandola en sus distintas partes (hoja,
tallo y flor). Las Hojas (400 g) del lote | y (220 g) del lote Il una vez secos y triturados en
molino, fueron sometidas a maceracion por separado con hexanos a temperatura
ambiente por tres dias, empleando 2 L y 550 mL, respectivamente; los extractos
obtenidos fueron filtrados y concentrados a presion reducida, realizando este proceso por

triplicado. Los pesos y porcentajes de rendimiento se describen en la Tabla 6.2.1.

Tabla.6.2.1. Extractos obtenidos en hexanos de las hojas de Trixis michuacana var.

longifolia.
Lote I (g) Rendimiento Lote 11 (g) Rendimiento
(%) (%)
la 15.53 3.88 5.48 2.49
2a 9.77 2.44 3.42 1.56
3a 4.48 1.11 1.76 0.80
Total: 29.77 7.44 Total: 10.66 4.85




6.3. Analisis quimico del extracto hexanico de hojas de Trixis michuacana

var. longifolia

La separacion en columna cromatografica del extracto hexanico de hojas de Trixis

michuacana var. longifolia; para la obtencion de 20 fracciones enriquecidas (Figura 6.3.1).

Figura 6.3.1. a) Columna empleada en el fraccionamiento del extracto hexanico de
hojas de T. michuacana var. longifolia y b) Fracciones enriquecidas obtenidas en Hex-

AcOEt en polaridad ascendente del extracto hexanico.

El andlisis del extracto hexanico de hojas inicié por RMN de *H (Figura 6.3.2), para
determinar naturaleza quimica y abundancia de sus componentes, en el cual se observo
a frecuencias bajas sefiales de protones vinilicos entre 6 6.5- 5.0; entre 6 4.8- 2.5
aparecen protones base éster, asi como sefales a frecuencias altas correspondientes a
protones alifaticos entre & 2.30-0.7, lo cual sugiere la presencia de compuestos
hidrocarbonados, entre ellos, aquellos de tipo n-alcanos saturados y tipo éster, ademas
compuestos de naturaleza terpenoide.
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Figura 6.3.2. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClIs del extracto hexanico de

hojas de Trixis michuacana var. longifolia.



De la fraccion 3 (4:1Hex-AcOEt) del extracto hexanico crudo de hoja se obtuvo un
sélido al cual tras varios lavados con hexanos, se consiguié como resultado 43 mg de un
s6lido blanco ceroso, el espectro de RMN de 'H mostré una sefial simple ancha en &
1.25, correspondiente a los protones metilénicos de una cadena hidrocarbonada; una
sefal triple en 6 0.88 (J= 6.3 Hz) pertenecientes a los protones de los metilos (ay Q), lo

gue sugiere la presencia de compuestos de tipo hidrocarburos saturados (Figura 6.3.3).
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Figura 6.3.3. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCIz de compuestos

hidrocarburos saturados.

En su espectro de RMN de 3C se aprecié en & 31.9 la seiial correspondiente a los
carbonos CHz (y); también en & 29.7 la sefial de los (CH2)n; se observé la sefial en 6 29.4
la sefal para los CHz (8); en & 22.7 la sefial caracteristica de los CHz (8); ademas en &
14.2 se distinguio la sefial perteneciente a los metilos (a), estas 5 sefiales confirman la

presencia de compuestos hidrocarbonados saturados (Figura 6.3.4).
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Figura 6.3.4. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDClIs de compuestos del tipo
hidrocarburos saturados.

Como parte de la caracterizacion del soélido blanco ceroso se analizé por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (EM) para conocer la
elongacion de la cadena, dado que RMN de 'H y 3C sugiere la presencia de un
compuesto de tipo hidrocarburo saturado. Teniendo como resultado el cromatograma de
gases con los tiempos de retencion (Rt) se puede observar 6 picos mas abundantes en
19.84 min, 20.51 min, 21.36 min, 22.31 min, 23.65 min, 25.12 min y 27.34 min,
respectivamente (Figura 6.3.5).
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Figura 6.3.5. Cromatograma de gases del sélido blanco ceroso.

En Rt 19.84 min del espectro de masas se detect6 el ion molecular 352.4 m/z para
el compuesto CzsHs2 y como picos de fragmentacion mas importantes m/z (Int. Rel.):
295.3 (1.0) [C21Ha3]*, 267.3 (1.3) [CioHa39]*, 239.3 (1.8) para [Ci7Hs3]*, 211.2 (2.8)
perteneciente a [CisHaz1]*, 155.2 (7.9) [Ci1H23]*, 183.2 (4.6) [CisH27]", 127.1 (15.0) para
[CoH19]*, 113.1 (19.7) perteneciente al [CsH17]*, 99.1 (30.0) [C7H15]*, 85.1 (70.8) [CeHa3]",
71.1 (85.3) [CsH11]* y el pico base a 57.1 (100) correspondiente al cation [C4aHo]*, (Figura
6.3.6).

Para calcular el nimero de atomos de carbono se asumié que un alcano tiene la
formula CnHzn+2, para el Rt 19.84 min con 352.4 m/z, se restaron los dos hidrogenos de
los metilos CnH2n= 350. Como el grupo metileno corresponde a 14.02 uma, la igualdad
queda 14n= 350y, por lo tanto, n=(350/14) = 25. Cuando el resultado es un valor entero,
el hidrocarburo es saturado y en este caso corresponde al pentacosano (1) (Tapasco et
al., 2016).
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Figura 6.3.6. Espectro de masa del pentacosano (1).

Estos datos fueron comparados en la biblioteca de espectros de masa NIST Search
2.0, en el cual indica que existe alrededor de un 13.3% de similitud entre el espectro
obtenido en Rt 19.84 min y el espectro asignado al pentacosano (CzsHs2) con un ion
molecular de 352 m/z. La Figura 6.3.7, presenta el espectro de masa correspondiente

experimental al pentacosano (1) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0.
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Figura 6.3.7. Comparacion del espectro experimental correspondiente al pentacosano
(1) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).
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Los hidrocarburos saturados presentan como caracteristica principal,
fragmentaciones que corresponden a las pérdidas de CH2 secuenciales, es decir, cada
vez 14.02 uma, también la presencia de picos de una serie de iones de hidrocarburos a
29, 43, 57, 71, 85, 99, 113 m/z, sucesivamente, y una serie de iones CnH2n1™ a 27, 41,
55, 69, 83, 97, 111 m/z, etcétera; de una abundancia moderada (Salama et al., 1989).
Este tipo de fragmentacion se presenta cuando todos los enlaces carbono-carbono de
ion molecular de un alcano tienen igual fuerza (Figura 6.3.8).
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Figura 6.3.8. Patrones de fragmentacion de hidrocarburos saturados.

Para los Rt 20.51 min, 21.36 min, 22.31 min, 23.65 min, 25.12 min y 27.34 min, se
identificaron los m/z correspondiente al hexacosano (2), heptacosano (3), octacosano (4),
nonacosano (5), triacontano (6) y hentriacontano (7), respectivamente. Los iones

moleculares y patrones de fragmentacion caracteristicos siguen una distribucién
Gaussiana centrada en el 57 m/z, se describen en la Tabla 6.3.2.



Tabla 6.3.2. Datos de fragmentacion de la serie homéloga de n-alcanos

identificados del soélido blanco ceroso.

Rt (min) = 20.51 21.36 22.31 23.65 25.11 27.39
Férmula | Ca2sHs4 C27Hs6 CasHss C29He0 CsoHe2 Cs1Hes Cation
(2) 3) (4) (3) (6) (7)
366.4 380.4 394.4 408.4 422.4 436.4
(0.9) (2.3) (1.3) (2.0) (1.0) (2.0)
267.3 281.5" 267.3 267.3 267.3 267.3 [C19H30]*
(1.0) (1.3) (1.4) (1.8) (1.7) (2.1)
253.3 253.3 253.3 239.2" 253.3 253.3 [C1sH37]*
(1.2) (1.8) (1.8) (2.4) (1.8) (2.3)
225.2 239.2 225.2 225.2 225.2 225.2 [Ci6H33]*
(1.6) (2.2) (2.8) (2.9) (3.2) (3.3)
211.2 211.2 211.2 211.2 211.2 211.2 [CisHa1]*
(2.2) (3.3) (3.4) (3.9) (4.0) (4.3)
183.2 197.2" 183.2 183.2 183.2 183.2 [CisH27]*
(4.0) (4.2) (5.8) (6.1) (6.3) (7.1)
= 169.1 169.1 169.1 155.2" 169.1 169.2 [C12H2s]*
NE (5.6) (7.0) (7.0) (9.6) (8.0) (9.2)
S £ 141.1 155.2 141.1 141.1 141.1 141.1 [CioH21]*
= (9.1) (9.3) (11.8) (12.9) (12.5) (14.5)
127.1 127.1 127.1 127.1 127.1 127.1 [CoH19]*
(12.0) (16.0) (15.0) (16.3) (16.1) (18.2)
113.1 113.1 113.1 113.1 113.1 113.1 [CsH17]*
(17.1) (19.7) (19.7) (22.3) (22.0) (24.0)
99.1 99.1 99.1 99.1 99.1 99.1 [C7H1s5]*
(22.4) (28.5) (28.5) (30.2) (31.4) (33.1)
85.1 85.1 85.1 85.1 85.1 85.1 [CeHa3]*
(61.8) (60.7) (60.7) (64.9) (68.1) (64.7)
71.1 71.1 71.1 71.1 71.1 71.1 [CsHa1]*
(81.5) (82.4) (87.7) (84.6) (85.6) (75.8)
57.1 57.1 57.1 57.1 57.1 57.1 [CaHo]*
(100) (100) (100) (100) (100) (100)

NOTA: "281.5 [C21Ha1]*, 239.2 [C17Has]*, 197.2 [C14H2¢]* y 155.2 [C11H23]*.




En el espectro de masa de Rt 20.51 min se identifico su ion molecular en 366.4 m/z
correspondiente para el n-alcano CazsHss4, ademéas se observd el pico base de este
compuesto en 57.1 m/z perteneciente al cation [CaHo]*. Las sefiales restantes siguen el
mismo patron de fragmentacion de un hidrocarburo saturado (Figura 6.3.9). Al realizar el

calculo aritmético correspondiente a este Rt n= 26, tratdndose del hexacosano (2).
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Figura 6.3.9. Espectro de masa del hexacosano (2).

Los datos obtenidos fueron comparados en la libreria NIST Search 2.0, donde indica
gue existe un 15.6 % de similitud entre el espectro obtenido en Rt 20.51 min y el espectro
asignado al hexacosano (2) con 366 m/z y formula molecular CzeHsa. La Figura 6.3.10,
presenta el espectro de masa experimental correspondiente al hexacosano (2) y su

comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0.
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Figura 6.3.10. Comparacion del espectro experimental correspondiente al hexacosano

(2) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).

De la misma forma en el espectro de masa correspondiente al Rt 21.36 min se logré
ubicar el ion molecular 380.4 m/z, que corresponde para el heptacosano (3) de formula
molecular C27Hsa, asi como su pico base en 57.1 m/z. Las sefiales siguen mostrando el

mismo patron de fragmentacién descrito anteriormente (Figura 6.3.11).
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Figura 6.3.11. Espectro de masas del heptacosano (3).



Los datos obtenidos fueron comparados en la base de datos NIST Search 2.0,
indicando una similitud del 6.0% respecto al espectro obtenido en Rt 21.36 min y el
espectro asignado al heptacosano (C27Hs4) proporcionando un ion molecular en 380 m/z
(Figura 6.3.12).
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Figura 6.3.12. Comparacion del espectro experimental correspondiente al heptacosano
(3) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).

En el espectro de masa del Rt 22.31 se aprecié un ion molecular 394.4 m/z y el pico
base a 57.1 m/z, en concordancia para el octacosano (4) con férmula molecular CzgHss.
Las sefiales mas importantes siguen una distribucion Gaussiana centrada en su pico

padre, caracteristica de hidrocarburo saturado (Figura 6.3.13).
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Figura 6.3.13. Espectro de masas del octacosano (4).



Los datos de fragmentacion fueron comparados en la biblioteca NIST Search 2.0,
donde muestra una similitud del 30.0% respecto a la comparacion del espectro
experimental obtenido en Rt 22.31 y el asignado para el octacosano CzsHss facilitando un
ion molecular 394 m/z (Figura 6.3.14).
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Figura 6.3.14. Comparacion del espectro experimental correspondiente al octacosano
(4) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).

El patréon de sefiales observado en el espectro de masa correspondiente a Rt 23.65
min sigue la misma fragmentacion representativa de un hidrocarburo saturado,
identificando el ion molecular en 408.4 m/z y el pico base en 57.1 m/z, perteneciente al

nonacosano (5) de formula molecular C29Hso (Figura 6.3.15).

Los datos de fragmentacién fueron comparados en la base de datos NIST Search
2.0, donde arroj6 una similitud del 9.9% de la comparacion del espectro obtenido en Rt
23.65 con el espectro asignado al nonacosano Cz9Hso con ion molecular 408 m/z (Figura
6.3.16).
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Figura 6.3.15. Espectro de masas del nonacosano (5).
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Figura 6.3.16. Comparacion del espectro experimental correspondiente al nonacosano

(5) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).

Para el Rt 25.11 min, en su espectro de masa se logré identificar el ion molecular en

422.4 m/z, asi como su pico base en 57.1 m/z estos datos pertenecen al triacontano (6)

con formula molecular CsoHe2. El patron de fragmentacion corresponde al de un alcano

saturado, ya que se observa pérdidas cada 14.02 uma correspondientes a las unidades

metilénicas (Figura 6.3.17).
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Figura 6.3.17. Espectro de masas del triacontano (6) en Rt 25.11 min.

Al realizar la comparacion en la base de datos NIST Search 2.0, mostr6 una similitud
del 7.8% para el espectro experimental obtenido en Rt 25.11 min y el espectro

correspondiente al triacontano CsoHs2 de ion molecular 422 m/z (Figura 6.3.18).
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Figura 6.3.18. Comparacion del espectro experimental correspondiente al triacontano

(6) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).

Por ultimo, en el espectro masa obtenido en Rt 27.34 min se identifico el ion

molecular en 436.4 m/z y su pico base en 57.0 m/z caracteristico de un hidrocarburo



saturado, el patrén de fragmentacion observado corresponde al hentriacontano (7) con

formula molecular CsiHea (Figura 6.3.19).
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Figura 6.3.19. Espectro de masas del hentriacontano (7).

En su comparacion en la biblioteca NIST Search 2.0 de los datos obtenidos en el Rt

27.34 min, se observé una similitud del 9.1% respecto al espectro definido para el

hentriacontano CsiHea con 436 m/z (Figura 6.3.20).
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Figura 6.3.20. Comparacion del espectro experimental correspondiente al triacontano

(7) (trazo superior) y su comparacion en la libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior).



Los Rt no son informacién suficiente para asegurar la identificacion de los
componentes de una mezcla homologa compleja. Existe un método cualitativo para
relacionar el Rt de un compuesto desconocido con otro de n-carbonos (el cual eluye antes
y después de él), se conoce como indice de Kovats, el cual utiliza patrones de referencia
gue son sometidos a las mismas condiciones cromatograficas en las que fue procesada
la muestra. En este caso no se disponen de patrones de referencia para los n-alcanos
saturados presentes en el extracto hexanico de hojas de Trixis michuacana var. longifolia,
por lo cual unicamente fueron identificados por su ion molecular m/z y haciendo su
comparacion en la biblioteca NIST Search 2.0, 2011. Ademas, todos ellos presentan una
forma caracteristica de fragmentacion que se asemeja a una curva Gaussiana centrada

en el fragmento con 57 m/z correspondiente al catién [C4Ho]*(Tapasco et al., 2016).

La fraccion 4 (4:1 Hex-AcOEt) del extracto hexanico de hojas se obtuvo un sélido, el
cual fue sometido a continuos lavados con Hex-Acetona (1:1) en frio, obteniéndose como
resultado 38 mg del sélido de color blanco ceroso, el cual fue analizado por RMN de *H
donde se distingue en & 1.25 una sefal simple ancha que corresponde a los protones
metilénicos; ademas de una sefial triple en 6 0.88 con una constante de acoplamiento de
6.0 Hz pertenecientes a los protones de los metilos de la molécula, estas sefales son

caracteristicas de hidrocarburos saturados (Figura 6.3.21).
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Figura 6.3.21. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDCls de la mezcla de

compuestos del tipo hidrocarburo saturado.

En su espectro de RMN de 3C como describié anteriormente, mostré un conjunto de
5 sefiales caracteristicas de un compuesto de tipo hidrocarburo saturado (Figura 6.3.22).



CH;

Figura 6.3.22. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDCIs de la mezcla de

compuestos de tipo hidrocarburo saturado.

Para caracterizar el sélido blanco ceroso se realiz6 por cromatografia de gases

acoplada a EM, en el cromatograma se observan tres picos los cuales presentan un Rt

de 0.55 min, 0.65 min y 1.00 min, respectivamente (Figura 6.3.23).
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Figura 6.3.23. Cromatograma del sélido blanco ceroso.

El Rt 0.65 min se observé un patron de fragmentacion tipico de un hidrocarburo
saturado detectando el ion molecular en 366.4 m/z y su pico base en 57.1 m/z, ademas
el patron de sefiales de fragmentacion mas caracteristicas sigue una distribucion
Gaussiana (ver Tabla 6.3.2) concuerda para el hexacosano (2) descrito anteriormente
(ver Figuras 6.3.9y 6.3.10).

Para el Rt 1.0 min se observo una fragmentacion cada 14.02 uma correspondiente a
la pérdida consecutiva de unidades metilénicas, este tipo de patrén es caracteristico de
hidrocarburos saturados. Se identificd su ion molecular en 380.4 m/z y su pico base en
57.1 m/z correspondiente a [C4Ho]*, las sefiales mas representativas se describen en la
Tabla 6.3.2, estos datos coinciden para el heptacosano (3) detallado anteriormente (ver
Figuras 6.3.11y 6.3.12).
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Se sometié a columna cromatografica la fraccion 6 (7:3 Hex-AcOEt) del extracto
hexanico, obteniendo 53 fracciones. De las fracciones 16-53 (9:1 Hex-AcOEt) tras
sucesivos lavados con una mezcla 1:1 Hex-Acetona fria se obtuvieron 493 mg de un

sélido de color blanco.

El espectro de RMN de 'H mostré en d 4.05 una sefial doble de triples (J= 6.4 Hz)
caracteristica de protones base de éster; en ¢ 2.28 una sefial doble de triples (J= 7.6 Hz)
mostrando acoplamiento vecinal y fue asignada a los protones alifaticos de la posicion a
al carbonilo de éster; se observo una sefal simple en & 1.25, correspondiente a los
protones metilénicos de las cadenas alifaticas y en 6 0.87 (J= 6.0 Hz) se localizé una
sefal triple que integra para los protones de los metilos, este patron de sefiales sugiere
la presencia de un alcanoato de &cido graso (Figura 6.3.24).
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Figura 6.3.24. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCIs del &cido octadecanoico

octadecil éster (8).

En su espectro de RMN de '3C se observo la presencia de una sefial tipica de

carbonilo de éster en 6 173.8 asignada a C1’; desplazada a campo bajo, en 6 64.1 se



aprecio la sefial correspondiente del carbono base de éster C-1, un conjunto de sefiales
entre 6 34.5-12.0 fueron observadas y asignadas a las cadenas alifaticas tipicas de
hidrocarburos saturados, este patrén de sefiales que sugiere una estructura de tipo

alcanoato de acido graso (Figura 6.3.25).
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Figura 6.3.25. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDCls del 4cido octadecanoico

octadecil éster (8).

Como parte de la caracterizacion de este compuesto se analizé por cromatografia de
gases acoplada a EM, en su cromatograma se obtuvo un pico donde mayoritario en Rt
0.70 min (Figura 6.3.26).
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Figura 6.3.26. Cromatograma del sdlido blanco ceroso obtenido de la fraccion 6.

El espectro de masas a Rt 0.70 min se identific6 un ion molecular 536.12 m/z
correspondiente a la formula molecular CssH7202 para el acido octadecanoico octadecil
éster (8). El pico base de este compuesto corresponde a la sefial en 57.1 m/z [C4Ho]*
caracteristico de la fragmentacion de las cadenas alifaticas del éster. Ademas, se observa
un patron de fragmentacion correspondiente a compuestos del tipo éster, donde las
sefiales mas importantes son: m/z (Int. Rel.) 285.3 (2.5) corresponde al [C18H3602]*, 257.2
(14.6) la pérdida de la cadena alifatica [CisHss]*, 125.2 (12.2) [CoHa7]*, 111.1 (23.8)
[CsH15]", 97.1 (46.7) [C7H13]*, 85.10 (36.7) [CeHa3]*, 71.1 (58.2) [CsH11]* (Figura 6.3.26).
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Figura 6.3.26. Espectro de masa correspondiente al &cido octadecanoico octadecil
éster (8).

Los datos obtenidos fueron comparados con el software NIST MS Search 2.0,
arrojando una similitud del 7.4% con el espectro experimental obtenido a Rt 0.70 min y el
espectro proporcionado para el acido octadecanoico octadecil éster (C3sH7202) con un
ion molecular 536.5 m/z. La figura 6.3.27, muestra la comparacion del espectro a Rt
correspondiente para el &cido octadecanoico octadecil éster (8). (rojo) y su comparacion
en la libreria NIST MS Search 2.0.
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Flgura 6.3.27. ComparaCIOH del eSpeCtI’O obtenido en Rt 0./70 min (traZO Superlor)

versus compuesto libreria NIST MS Search 2.0 (trazo inferior) correspondiente para

acido octadecanoico octadecil éster (8).

La composicion quimica encontrada en Trixis michuacana var. longifolia esta
asociada a que todas las partes de la planta (excepto las raices) estan cubiertas por una
cuticula, que es la interfase entre las plantas y su medio ambiente, protege a la planta de
varios factores ambientales como la sequia y dafio por las radiaciones ultravioleta y actla
como una defensa contra patdgenos como insectos, bacterias y hongos (Pérez &
Sepulveda, 2011). La ultraestructura de la cuticula (entre 0.5y 15 um) varia ampliamente
entre especies de plantas, tipos de Organo y su estado de desarrollo, y esta
irreversiblemente asociada al crecimiento activo de los tejidos vegetales (Tafolla et al.,
2013).

Desde el punto de vista morfologico, estudios a traves de un corte transversal
observado desde el exterior de plantas con estas caracteristicas, donde se aprecia que
la cuticula cubre la pared celular de las células epidérmicas demuestran la presencia de
una cubierta superior de ceras epicuticulares, seguida por otra capa inferior formada por
cutina y ceras mezcladas con sustancias de la pared celular, pectinas, celulosa y otros
carbohidratos, los cuales constituyen la capa cuticular, como lo ilustra la Figura 6.3.28
(Tafolla et al., 2013).

En contraste, las ceras cuticulares, constituyen de 20 a 60% de la masa de la
cuticula, que pueden ser extraidas por solventes organicos. La cera cuticular es una
mezcla compleja de compuestos alifaticos de cadenas lineales que varian en cuanto a su
tamafio (Cz0y Cao); sin embargo, también se han identificado ésteres con cadenas que

van desde Cs7a Cro. Los principales componentes quimicos de las ceras son n-alcanos,




ésteres, alcoholes, aldehidos, cetonas y acidos grasos, ademas también puede incluir
metabolitos secundarios y polisacaridos (celulosa y pectina) y polipéptidos (Samuels et
al., 2008; Tafolla et al., 2013).
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Figura 6.3.28. Ubicacion de la cuticula con respecto a las células epidérmicas, y
seccion transversal de la misma, muestra la posicion de los principales polimeros que la

conforman, (Fuente Tafolla et al., 2013).

La formacion de las ceras cuticulares se lleva a cabo en los cloroplastos,
comenzando con la sintesis de acidos grasos Cis y Cis (Figura 6.3.29). Una vez
sintetizados los &cidos grasos son transportados de los cloroplastos al reticulo
endoplasmatico (RE) para la formacién de &cidos grasos de cadenas muy largas
(VLCFAS) de Casaa Cz4 (Samuels et al., 2008; Tafolla et al., 2013).

Para la formacion de alcoholes primarios se da por la via de reduccion del acil-CoA,
por tanto, es la responsable de la formacién de componentes con predominante nimero
par de carbonos. En las diversas especies de plantas y 6rganos, los mas importantes son
los alcoholes primarios de C2s a C2s y en algunos sistemas Cso a Csz2, Se encuentran de
manera libre o esterificados. Los alcoholes son generados por reduccion de precursores

de VLCFAs y se producen mediante aldehidos intermediarios (Tafolla et al., 2013).

La biosintesis de ésteres componentes de las ceras cuticulares, utiliza como sustrato
una amplia gama de acidos grasos saturados e insaturados en forma de acil-CoA, que

varian entre Ci14 a C24 0 alcoholes Cis insaturados. El tamafio de las cadenas varia entre



Cs7 a Cro, poseen ademas una correlacion en cuanto al tamafio de las cadenas alifaticas

en ambos tipos de compuestos (Samuels et al., 2008; Tafolla et al., 2013).

Una segunda fase de la ruta biosintética de las ceras es responsable de la formacién
de compuestos con numero predominantemente impar de carbonos. La biosintesis se
centra en una reaccion central para la formacion de alcanos (el paso que hace la
transicion de cadenas de carbono de niumeros pares a impares) implica la pérdida de un
atomo de carbono de los precursores de acilo, en lugar de la adicién de un carbono
(Tafolla et al., 2013). Se han propuesto varias hipoétesis, que difieren principalmente en la
pérdida de un carbono, pero s6lo una se ha probado hasta cierto punto: la etapa de
escision de Carbono-Carbono es la descarboxilacion por un intermediario de aldehido vy,
por lo tanto, la formacién de alcanos de numero impar (Bognar et al., 1984; Samuels et
al., 2008).

Los n-alcanos més abundantes en la mayoria de las plantas superiores son los de
ndamero impar de carbonos en el rango de Cz1 a Css y tanto la concentracion como la
proporcion relativa estan determinadas genéticamente, por lo que pueden diferir
marcadamente entre distintas especies y dentro de una misma especie, aunque también
se observan diferencias entre las partes morfologicas de una misma planta y variaciones
relacionadas con la edad, el desarrollo y las condiciones ambientales (Bakker et al.,
2006). Por esta razon estos metabolitos, tienen una gran relevancia en Trixis michuacana
var. longifolia, ya que se pueden desempefiar como marcadores genéticos contribuyendo

asi a la quimiotaxonomia de la especie.
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Figura 6.3.29. Biosintesis de las ceras cuticulares (Modificado: Samuels et al., 2008;
Tafolla et al., 2013).



Las fracciones 7 y 8 (3:2 Hex-AcOEt) del extracto hexanico de hoja, se unieron y
fueron sometidas a cromatografia de columna empleando mezclas de Hex-AcOEt en

orden ascendente para la obtencion de 10 fracciones enriquecidas.

La fraccion 4 (4:1 Hex-AcOEt) (Figura. 6.3.29) presento un precipitado, al cual se le
realizaron sucesivos lavados con acetona, llevandonos a la obtencion de 688 mg de un

sélido blanco ceroso.

Figura 6.3.29. Fraccion 4 antes de realizar los lavados con acetona, donde

podemos observar un precipitado en el fondo del vial.

En su espectro de RMN de H en el cual se observaron sefiales en la region vinilica
en ¢ 5.18 una sefial triple (J= 3.6 Hz) que corresponde al proton vinilico de la posicion H-
12; en 6 4.50 una sefial doble de dobles (J= 8.4, 6.4 Hz) que se asignd para el protén
base de éster H-3; de igual manera se identific6 en & 2.29 una sefal triple con
acoplamiento vecinal (J= 7.6 Hz) para el protones alifaticos de la posicion a al carbonilo
de éster; se identificd adicionalmente, una sefial simple intensa en 6 1.25 asignada a los
protones alifaticos 4’-15’ de la cadena de &cido graso; en 6 1.13 a 6 0.83 se observaron
8 sefales correspondientes a los metilos de la molécula, estas sefales pertenecen a un

compuesto triterpénico funcionalizado (Figura 6.3.30).



23,24,29,30,18

25
‘ ‘ : : ‘ ‘ ‘ ‘ 26

52 51 50 49 48 47 46 45
pem 27

. h

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
ppm

28

Figura 6.3.30. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDCIls del estearato de B-amirina
(9).

En su espectro de RMN de 13C se diferencié en & 173.72 la sefal caracteristica de
carbonilo de éster C-1’; en 6 145.2 y 6 121.6 las sefiales correspondientes para los
carbonos sp2 C-13 y C-12, respectivamente; por otra parte, en 6 80.6 se observo la sefial
del carbono base de éster C-3; un grupo de 6 sefiales entre 6 30.0 y 6 29.0 fueron
asignadas a una cadena alifatica tipica de acidos grasos saturados; las sefiales
correspondientes al resto del esqueleto pentaciclico se ubicé en ¢ 28.5 a 6 14.0; este
patron de sefales son caracteristicas del esqueleto de oleanano que se encuentra
esterificado (Figura 6.3.31).

Los datos obtenidos fueron comparados con la literatura coincidiendo para el

triterpeno esterificado de B-amirina (9) (Tabla 6.3.3).
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Figura 6.3.31. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz en CDCls del estearato de B-amirina
(9).



Tabla 6.3.3. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de 3C del éster
de B-amirina (9) con la literatura (Shan et al., 2014; Miranda et al., 2006).

Estearato de B-amirina (9)

B-amirina (Shan et al., 2014) Cadena de acido graso (Miranda et al.,
2006
Carbonos | Experimental | Referencia | Carbonos Experimerztal Referencia (6
(6 en ppm) (6 en ppm) (6 en ppm) en ppm)

1 38.3 38.3 1 173.7 173.54
2 23.5 23.5 2' 34.8 34.87
3 80.6 81.0 3 25.2 25.21
4 39.9 39.8 4' 29.2 29.21
5 55.3 55.2 5' 29.3 29.28
6 18.3 18.3 6' 29.4 29.37
7 32.6 32.6 7 29.6 29.61
8 37.7 37.7 8' 29.7 29.68
9 47.5 47.6 9 29.7 29.70
10 36.8 36.8 10 29.7 29.72
11 23.7 23.6 11 29.7 29.72
12 121.6 121.6 12' 29.7 29.72
13 145.2 145.2 13 29.7 29.72
14 41.6 41.7 14 29.6 29.56
15 26.1 26.1 15' 29.5 29.49
16 26.9 26.9 16' 31.9 31.95
17 32.6 32.5 17 22.7 22.70
18 47.2 47.2 18 14.1 14.09
19 46.7 46.7

20 31.0 31.1

21 34.8 34.7

22 37.1 37.1

23 28.0 28.0

24 15.5 15.6

25 16.6 16.7

26 16.8 16.8

27 25.9 26.0

28 28.4 28.4

29 23.5 23.4

30 23.6 23.7
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Como parte de la caracterizacion del triterpeno esterificado se examind por

cromatografia de gases acoplado a EM (Figura 6.3.32) observandose un solo pico

mayoritario en Rt 0.70 min.
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Figura 6.3.32. Cromatograma de gases del estearato de S-amirina (9).

En su espectro de masa permitié confirmar la presencia de un ion molecular 692.6

m/z, en concordancia con la formula molecular C4sHs4O2 correspondiente al estearato de

B-amirina. La asignacion de los fragmentos mas importantes son: 678.6 m/z la pérdida

de un grupo metilo a partir del ion molecular [M-CHzs]*, el pico base del espectro se

observé a 145.1 m/z el cual se forma de la fragmentacion del grupo estearato, la pérdida

terpénica seguido de la pérdida de agua a 408.4 m/z (9.93) (M-Estearato-Hz20), en 257.3

m/z se aprecia la sefial correspondiente al grupo estearato; asi como los fragmentos m/z
(Int. Rel.) 218.2 (90.1), 201.1 (21.0), 203.2 (48.4) y 189.2 (46.0), que constituyen los

denominados picos diagndsticos para el esqueleto del tipo oleanano (Figura 6.3.33).
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Figura. 6.3.33. Espectro de masas en Rt 0.70 min correspondiente al estearato de

B-amirina (9).

El fragmento 218 m/z (67.9) es el mas importante porque corresponde a un
reordenamiento Retro-Diels-Alder (RDA), en el anillo C que posee el doble enlace, que
favorece la ruptura RDA en el espectro de masas (Figura 6.3.34) y del cual se originan
los iones 203 m/z, por la pérdida de un grupo metilo y 189 m/z debido a la pérdida del
fragmento [C2Hs]* por la ruptura del enlace que une a los anillos D y E (Bracho et al.,
2009).
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Figura 6.3.34. Patron de fragmentacién del estearato de S-amirina (9).

De los lavados de la fraccién 4 se obtuvo una miel de color naranja, la cual fue

sometida a columna cromatografica para la obtencién de 100 fracciones.

De las fracciones 26-29 (9:1 Hex-CH2Cl2) se obtuvieron 41 mg un solido de color
blanco, el cual en su espectro de RMN de 'H mostré en § 5.18 (J= 3.6 Hz) y 8 5.12 (J=
3.2 Hz), dos sefales triples, perteneciente a los protones vinilicos de H-12 y H-12
respectivamente; en & 4.50 se ubic6 una sefial doble de dobles (J= 8.4, 6.4 Hz)
perteneciente a un protébn base de éster H-3 y H-3; en 2.29 una sefial triple con
acoplamiento vecinal (J= 7.2 Hz) para los protones alifaticos de la posicién a al carbonilo
de éster H-2'; a campo alto se localiza en 6 1.25 la sefial simple intensa tipica de un acido
graso saturado asignados a los protones H-4’- 15’; en 6 1.13 se aprecia la sefal simple
de los protones del grupo metilo H-27 y H-27; entre 6 0.86 y 0.82 se observan las sefales

de los protones terciarios de los metilos de la H-28 y H-29 (Figura 6.3.35).
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Figura 6.3.35. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDCls de la mezcla de estearato
de a- y B-amirina (10, 9).

En su espectro de RMN de 3C se ubicé en § 173.7 una sefial tipica para carbonilo
de éster C-1’; en 6 145.2 y 6 121.6 las sefiales de los carbonos vinilicos de la posicion C-
13y C-12, respectivamente; asi mismo se aprecian en las sefiales de los carbonos sp?
en 6 139.6 asignada a C-13 y 6 124.3 para C-12; para el carbono base de éster se sitla
en 6 80.6; un grupo de siete sefiales se ubicaron entre 6 32.0 y 6 29.0 caracteristicas de
una cadena alifatica de acidos grasos saturados; el resto de las sefiales correspondientes
a los esqueletos triterpénicos se ubican en 6 59.1 a & 14.1. Las sefiales son
correspondientes a una mezcla de compuestos triterpénicos del tipo oleanano y ursano
esterificados (Figura 6.3.36 ay b; Tablas 6.3.3y 6.3.4).

Los datos obtenidos fueron comparados con lo descrito en la bibliografia y se
concluy6 que se trataba de una mezcla (2:1) constituida por estearato de B-amirina (9)

(ver Tabla 6.3.3) y estearato de a-amirina (10).
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Figura 6.3.36 a. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz en CDCIz de la mezcla de
estearato de a- y B-amirina (10, 9).
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Figura 6.3.36 b. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz en CDCls del estearato de a-y B-
amirina (10, 9).



Tabla 6.3.4. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de 3C del
estearato de a-amirina (10) con la literatura (Miranda et al., 2006).

Estearato de a-amirina (10)

a-amirina Cadena de acido graso
Carbonos @ Experimental = Referencia = Carbonos @ Experimental | Referencia
(6 en ppm) (6 en ppm) (6 en ppm) (6 en ppm)

1 38.4 38.5 1 173.7 173.68
2 23.7 23.6 2' 34.7 34.71
3 80.5 80.6 3 25.2 25.20
4 37.7 37.7 4' 29.2 29.20
5 55.2 55.3 5' 29.3 29.28
6 18.3 18.2 6' 29.4 29.38
7 32.8 32.9 7' 29.6 29.60
8 40.0 40.0 8' 29.7 29.68
9 47.6 47.6 9o 29.7 29.69
10 36.8 36.8 10 29.7 29.71
11 23.3 23.4 11 29.7 29.72
12 124.3 124.3 12 29.7 29.72
13 139.6 139.6 13 29.7 29.72
14 42.0 42.1 14 29.7 29.66
15 28.7 28.7 15' 29.4 29.49
16 26.6 26.6 16' 31.9 31.95
17 33.7 33.7 17 22.7 22.70
18 59.0 59.1 18 141 14.12
19 39.6 39.6

20 39.7 39.7

21 31.2 31.2

22 41.5 41.5

23 28.0 28.1

24 16.8 16.8

25 15.7 15.7

26 16.8 16.9

27 23.2 23.2

28 28.7 28.7

29 17.5 17.5

30 21.4 21.4
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En las fracciones de 76-84 (9:1 Hex-CH2Cl2) se consigui6é un solido blanco ceroso al
cual, tras varios lavados con hexanos, se obtuvieron 35 mg. En su espectro de RMN de
'H se observé en 4 4.66 una sefial doble ancha (J= 2.4 Hz) que se asigno al protén vinilico
H-29a; en 6 4.53 mostrd una sefial doble de dobles (J= 2.4 y 1.6 Hz) asignada a H-29b,
este acoplamiento evidencio una correlacion alilica con los protones del metilo terciario
H-30; en 6 4.44 se encontro una sefial doble de triples (J=12.0y 6.0 Hz) correspondiente
al proton base de éster H-3; en 6 2.35 se distinguid una sefial doble de triples (J=10.4y
5.0 Hz) asignada al proton en posicion alilica H-19; se identificd en é 2.25 una sefial triple
la cual mostré acoplamiento vecinal (J=7.4 Hz) y fue asignada al metileno alifatico H-2
en posicion alfa a carbonilo de éster, en & 1.65 se observo la sefial simple ancha del
metilo vinilico CH-30; la sefal simple en & 1.25 corresponde a los protones metilenicos
de la cadena de acido graso saturado; en 6 1.00 a 6 0.75 se observaron las sefiales

simples de los protones de los metilos de la molécula (Figura 6.3.37).
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Figura 6.3.37. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCIs del palmitato de
lupeilo (11).




En su espectro de RMN de 3C se observo la presencia de una sefal tipica de
carbonilo de éster en § 173.8; en 6 150.8 se localizo la sefal correspondiente al carbono
vinilico cuaternario C-20, ademas, en 6 109.6 la sefial que integra para el metileno vinilico
C-29, este conjunto de sefales son caracteristicas del esqueleto pentaciclico
denominado lupano; en & 80.5 se aprecio la sefial del carbono base de éster C-3; en &
29.0 y 6 30.0 se identificé un grupo de siete sefales asignadas a una cadena alifatica
tipica de 4cidos grasos saturados; de 6 28.5 a 6 14.0 se aprecian el resto de las sefiales
correspondientes al esqueleto. El patron de sefiales confirmé que se trataba de un

esqueleto triterpénico esterificado (Figura 6.3.38).

Estos datos fueron comparados con los descritos, coincidiendo para el triterpeno
denominado palmitato de lupeilo (11), (Tabla 6.3.5).
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Tabla 6.3.5. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de 3C del

palmitato de lupeilo (11) con la literatura (Kezetas et al., 2017.)

Palmitato de lupeilo (11)
Carbonos | Experimental (0 @ Referencia (&
en ppm) en ppm)
1 38.3 38.4
2 27.4 27.4
3 80.6 80.6
4 37.8 37.8
5 55.3 55.4
6 18.2 18.2
7 34.8 34.7
8 40.8 40.9
9 50.3 50.4
10 37.1 37.1
11 20.9 21.0
12 25.1 25.1
13 38.0 38.1
14 42.8 42.8
15 27.4 27.4
16 35.5 35.5
17 42.9 43.0
18 48.2 48.3
19 48.0 48.0
20 150.9 151.0
21 29.8 29.8
22 40.0 40.0
23 28.0 28.0
24 15.9 16.0
25 16.5 16.6
26 16.1 16.2
27 14.5 14.5
28 18.0 18.0
29 109.3 109.3
30 19.3 19.3
1 173.7 173.7
2' 31.9 31.9
4'-14' 29.1-29.7 29.2-29.8
15 22.7 22.7
16' 14.1 14.1
S S S = > E = . > S S



De la fraccion 6 (7:3 Hex-CH2Cl2) se sometié a columna cromatografica, para la
obtencion de 100 fracciones. De las fracciones 15-18 (1:1 Hex-CH2Cl2) se obtuvo un
sélido de color amarillo el cual fue sometido a continuos lavados con acetona fria

obteniéndose 26 mg de cristales incoloros.

En su espectro de RMN de 'H se observé una sefial triple en § 5.18 (J= 3.6 Hz)
perteneciente al proton vinilico H-12; asi mismo, en é 4.50 se identifico una sefal doble
de dobles (J= 8.0 Hz) correspondiente para el proton base de acetato H-3; de la misma
manera, se encontré en 6 2.05 una sefal simple caracteristica para los protones de
acetato; en la region de los protones alifaticos mostro las sefiales simples de los protones
de metilos en 6 1.13 a 6 0.83 se observaron las sefiales de los metilos de molécula
(Figura 6.3.39).
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Figura 6.3.39. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDCls del acetato de S-amirina
(12).



En su espectro de RMN de 3C se observé una sefial en § 170.9 tipica de carbonilo
de acetato para el C-1"; en § 145.2 y 6 121.5 se observaron las sefiales pertenecientes a
los carbonos vinilicos C-13 y C-12, respectivamente; el C-3 base de acetato se aprecio
en 6 80.8 y el resto de las sefiales de la estructura triterpénica se identificaron entre &
55.0 a 6 13.0, estas sefiales corresponden a un compuesto triterpénico acetilado (Figura
6.3.40 y Tabla 6.3.6).
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Figura 6.3.40. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz en CDCIs del acetato de B-amirina
(12).

Los datos obtenidos fueron comparados con la literatura coincidiendo para el acetato
de B-amirina (12). En trabajos realizados por Watcho et al., en el 2012 sefiala que el
acetato de B-amirina (12) y su isdbmero el acetato de a-amirina tienen la propiedad de
mejorar la funcién eréctil en ratas macho. Sin embargo, sefialan que el acetato de a-
amirina ocasiona infertilidad en ratas hembra. Gislei et al., 2009 en su trabajo demostré
gue esta misma mezcla de triterpenos posee actividad neurofarmacolégica, ansiolitica,

anticonvulsiva y sedativa.




Tabla 6.3.6. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de 3C del

acetato de B-amirina (12) con la literatura (Shan et al., 2014).

Acetato de B-amirina (12)
Carbonos = Experimental (6 | Referencia (0
en ppm) en ppm)
1 38.2 38.3
2 23.5 23.5
3 80.9 81.0
4 39.8 39.8
5 55.2 55.2
6 18.2 18.2
7 32.6 32.6
8 37.7 37.7
9 47.5 47.6
10 36.8 36.8
11 23.5 23.6
12 121.6 121.6
13 145.2 145.2
14 41.7 41.7
15 26.1 26.1
16 26.9 26.9
17 32.5 325
18 47.2 47.2
19 46.7 46.8
20 31.1 31.1
21 34.7 34.7
22 37.1 37.1
23 28.0 28.0
24 155 15.6
25 16.7 16.7
26 16.8 16.8
27 26.0 26.0
28 28.4 28.4
29 33.3 33.4
30 23.7 23.7
1 171.0 171.1
2' 21.3 21.4
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6.4. Comparacion de extractos de la decoccion de las partes aéreas de Trixis

michuacana var. longifolia

Los remedios herbolarios son formas liquidas preparados a base de plantas
medicinales o sus partes individuales o combinadas, y sus derivados, presentado en
forma farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento tradicional que garantiza el
alivio parcial o total para algunos de los sintomas de una enfermedad. La principal forma
de administrar una planta medicinal es a partir de una infusion, decoccion, decocto, entre
otras. El procesamiento de las plantas medicinales utilizando medios fisicos como el
calentamiento puede alterar la actividad farmacoldgica de los constituyentes organicos,
que también pueden verse afectados en su concentracion dependiendo de factores
ambientales, caracteristicas del suelo, humedad, clima, altitud y de la parte vegetal
utilizada (Tres, 2006).

La forma de administracién de Trixis michuacana var. longifolia es por la via oral,
dentro de la medicina tradicional p’urhépecha la forma de vehiculizar sus principios
activos es por medio de la decoccién de las partes aéreas de la planta, lo cual permite
validar de una manera mas racional el efecto terapéutico reportado, preparando la
decoccion de las partes aéreas de ésta, tomando en cuenta las diferentes variables como
la temperatura, tiempo de ebullicién, cantidad de planta y partes utilizadas, asi como la

posologia.

El método de eleccién para la preparacion de la decoccion se realiz6 integrando los
diferentes métodos descritos que se encuentran explicitos en la Tabla 6.5.1, realizando
ciertos ajustes para lograr un mayor rendimiento de compuestos en la preparacion. La
decoccion se aplica a plantas cuyos principios activos no pueden ser extraidos
facilmente, en este tipo de dosificacién se puede afiadir un endulzante, la posologia es
2-3 tazas por dia lo cual asemeja a la forma de preparacion del Tepari, en este caso no
se le adicionara piloncillo ni chocolate; ya que se correlacionara los patrones de sefiales

obtenidas en los espectros de RMN de 'H de las partes aéreas de la planta.




Tabla 6.4.1. Métodos descritos para la preparacion de remedios herbolarios.

Formas Farmacéuticas

Infusion

Consiste en verter agua potable
hirviendo sobre la droga vegetal,
dejando asi de 5-15 min. Se utiliza en
drogas de consistencia delicada (flores,
hojas delgadas, etc.) (Secretaria de
Salud, 2013).

Son preparaciones liquidas obtenidas
por extraccion de los principios activos
vertiendo agua hirviendo o muy caliente
sobre la droga seca y pulverizada,
dejando reposar 10 min. Las drogas
utilizadas son partes tiernas de la
planta, normalmente hojas y flores, y la
cantidad de droga dependerd de la
parte de la planta que se utiliza para su
elaboracion (Castillo & Martinez, 2016).

Es una de las formas liquidas ideal para
obtener de forma casera los principios
activos de las partes delicadas de las
plantas. Se realiza vertiendo agua

hirviendo sobre una proporcién de
planta adecuada. Dejar reposar tapada
entre 5y 10 min para finalmente colar y
tomarla. Se utilizan 20 a 30 g de planta
se por litro de agua, resultado una
proporcion estandar al 2-3 % (Cruz,
2007).

Decoccion
Consiste en mantener las drogas
vegetales en contacto con agua potable
en ebullicion por un periodo de 15 a 30
min (Secretaria de Salud, 2013).

Son preparaciones farmacéuticas
obtenidas por la extraccion de los
principios activos obtenida por contacto
prolongado con agua hirviendo o muy
caliente, manteniendo la fuente de calor
después de haber afiadido la planta. El
cocimiento suele ser util cuando se
utilizan las partes duras de la planta
(corteza, tallo o raiz). Para su
preparacion se vierte agua fria sobre la
droga seca y pulverizada (5-30 g/L de
agua), se calienta hasta ebullicién y se
mantiene el tiempo necesario, se deja
reposar tapado durante 10 miny se filtra
(Castillo & Martinez, 2016).

Es una forma farmacéutica liquida de
las partes duras de las plantas. La
proporcion adecuada de planta se pone
cuando el agua comienza a hervir,
manteniendo la coccién durante 3 a 15
min con posterior reposo, siempre
tapada, durante 5 a 10 min. Se utilizan
de 30 a 50 g de planta seca por litro de
agua (3-5%) (Cruz, 2007).




El material vegetal (T. michuacana var. longifolia) previamente secado a la sombra y
molido (tallos, hojas, flores), se pesaron 20 g de droga vegetal los cuales fueron
sometidos a maceracion en agua fria (1:1) por 10 min, se colocaron 400 mL de agua
purificada a una fuente de calor hasta alcanzar la temperatura de ebullicion, se vertio el
macerado dejandola hervir a fuego lento 15 min, se retiré del fuego y se dejé macerar por
30 min. Para realizar la biparticion a diferente polaridad, se tomaron 100 mL de la
decoccion y 100 mL de solvente indicado (hexanos, CH2Cl2 y AcOEt) haciendo esto por
triplicado (Figura 6.4.1, Tabla 6.4.1).

Figura 6.4.1. a) Preparacion de la decoccién de las partes aéreas de T. michuacana
var. longifolia, b) Biparticion de la decoccién a diferente polaridad, c) Concentracion de
la fase orgénica recuperada en rotavapor a presion reducida y d) Obtencion del extracto

hexanico, cloruro de metileno y acetato de etilo.

Tabla 6.4.1. Extracciones de la decoccion de Trixis michuacana var. longifolia.

Solvente | Método de extraccion = Peso extracto (mg)
Hexanos | Decoccién/Biparticion 74

CH2Cl2 Decoccién/Biparticion 113

AcOEt Decoccién/Biparticion 206

En el espectro de RMN de 'H del extracto hexanico de la decoccion de las partes
aéreas de Trixis michuacana var. longifolia (trazo azul) versus extracto hexanico de hojas
por maceracion (trazo negro), al realizar la comparativa de sus espectros se observan
sefales que van desde 6 6.55-0.03; las sefiales con mayor similitud entre ambos

espectros son una sefial multiple en 6 5.43; sefial multiple en 6 2.70; en & 2.20 seiial



simple; 6 1.25 sefal simple ancha (Figura 6.4.2). La correlacion que existe entre ambos
espectros indica que se extraen compuestos de la misma naturaleza quimica en los dos

métodos.
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Figura 6.4.2. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del extracto hexanico de
hojas Trixis michuacana var. longifolia (trazo superior) y extracto hexanico de la

decoccidn de las partes aéreas (trazo inferior).

En su espectro de RMN de *H del extracto CH2Cl2 de la decoccién de las partes
aéreas (trazo en azul) versus extracto CH2Clz> de las hojas por maceracion (trazo en
negro), al realizar la comparativa de sus espectros, se obtuvieron sefales en el rango de
0 6.6-0.6, donde no se observaron sefiales de similitud siendo indicativo que la naturaleza
de los compuestos pudo variar por la accién del calor en el momento de realizar la
extraccion, solo se aprecia una sefal simple ancha en & 1.25 indicativo de protones de

cadenas alifaticas (Figura 6.4.3).
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Figura 6.4.3. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl, del extracto cloruro de

metileno de hojas Trixis michuacana var. longifolia (trazo superior) y extracto cloruro de

metileno de la decoccidn de las partes aéreas (trazo inferior).

En la comparativa de sus espectros de RMN de 'H del extracto de AcOEt de la
decoccion de las partes aéreas (trazo azul) versus extracto de ACOEt por maceracion
(trazo negro), se observé una mayor correlacion en sus patrones de sefiales entre 6 5.4-
0.4, donde destaca una sefial multiple en 6 5.36; en 6 2.35 se observo un conjunto de 3
sefales simples; en & 1.70 destaca una sefial simple ancha; en 6 1.63 se aprecié una
sefal simple; ademas en é 1.25 una sefial simple ancha (6.4.4). La similitud entre sus
espectros ha permitido establecer que en ambos extractos se extraen compuestos de la

misma naturaleza quimica.
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Figura 6.4.4. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl, del extracto de AcOEt de

hojas Trixis michuacana var. longifolia (trazo superior) y extracto de AcOEt de la

decoccion de las partes aéreas (trazo inferior).



7. CONCLUSIONES

Esta investigacion constituye el primer estudio quimico para Trixis michuacana var.
longifolia, se aislaron e identificaron los metabolitos secundarios mayoritarios del extracto

hexanico de hojas.

Se identificaron siete hidrocarburos saturados lineales en mezcla de pentacosano
(1), hexacosano (2), heptacosano (3), octacosano (4), nhonacosano (5), triacontano (6),
hentriacontano (7) y un compuesto de tipo éster denominado &cido octadecanoico
octadecil éster (8); se analizaron por RMN de *H y de *C y por cromatografia de gases
a acoplada EM; sus identidades se verificaron por comparacion de sus espectros de

masas en la biblioteca NIST Search 2.0.

1 R=15 4 R=18 7R=21 8
2 R=16 5R=19
3 R=17 6 R=20

La naturaleza de estos compuestos radica en la formacion de las ceras cuticulares
de la planta; los cuales desempefian un papel fundamental que permitir4 establecer su
guimiotaxonomia. Este tipo de compuestos no han sido reportados dentro de los estudios

realizados a las especies de este género.

Asi mismo, se aislaron los terpenoides funcionalizados, estearato de B-amirina (9),
una mezcla de estearatos de a 'y B-amirina (10, 9), palmitato de lupeilo (11) y acetato de
B-amirina (12). Los compuestos fueron caracterizados por RMN de H y 13C y los datos

obtenidos fueron comparados con la literatura.




Adicionalmente, se prepardé la decoccion de las partes aéreas de Trixis michuacana
var. longifolia, se realizaron extracciones por biparticibn con hexanos, cloruro de metileno
y AcOEt. Los extractos obtenidos se analizaron por RMN de 'H y fueron comparados con
los espectros de RMN de 'H de los extractos de las hojas obtenidos por maceraciéon en
los mismos solventes. Durante la comparacion de los extractos de hexanos y AcOEt se
aprecia una mayor correlacion, lo que establece que se extraen metabolitos secundarios
de la misma naturaleza quimica en ambos procesos de extraccion. Respecto a los

extractos CH2Cl2 no se apreci6 correlacion significativa.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. Material vegetal

La especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C. E. Anderson, se
colectd en octubre y diciembre de 2016 en la carretera Periban-Los Reyes a longitud: -
102° 39.861’ y una latitud: 19° 55.638’, se encuentra a una altura media de 1620 metros

sobre el nivel del mar.

Un ejemplar botanico fue llevado al EBUM donde establecieron la determinacion y
clasificacion taxonomica del Tepéri, donde fue revisado coincidiendo para Trixis
michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson, donde forma parte de la Coleccién de

Plantas Vasculares del EBUM con nimero de folio 3640.

8.2. Obtencion de extractos

La planta se sec0 a la asombra a temperatura ambiente, lotes | y Il de hojas fueron
sometidos a maceracion en hexanos a temperatura ambiente durante tres dias.
Transcurrido este tiempo, se filtrd y evaporo el disolvente en rotavapor a presion reducida.
Este proceso se realiz0 tres veces para extraer la mayor cantidad posible de compuestos
no polares de la especie vegetal. Los extractos obtenidos presentaron una coloracién

verde-amarillenta (ver Tabla 6.3.1).

8.3. Métodos instrumentales

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y de '3C a 100 MHz, se midieron en un
aparato Varian Mercury Plus-400. En todas las determinaciones se utiliz6 como
disolvente dueterocloroformo (CDCI3) y como referencia interna tetrametil silano (TMS).

Los espectros se procesaron en el software MestReNova.

Los espectros de masa se llevaron a cabo en un Cromatografo de gases Thermo
Scientific Trace 1310, acoplado a un espectrometro de masas I1SQ LT. Los espectros
fueron procesados en el software Thermo Xcalibur y comparados con la base de datos
NIST Mass Spectral Search Program for NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 2011.




8.4. Estudio Quimico preliminar de Trixis michuacana var. longifolia

La separacion en columna cromatogréafica de 7 cm de diametro y 34 cm empleando
gel de silice malla de 230-400 como fase estacionaria y mezclas de Hex-AcOEt en
polaridad ascendente como eluente, fraccionando el extracto crudo de hojas de Trixis
michuacana var. longifolia (38 g); para la obtencion de 20 fracciones enriquecidas de 100

mL.

De la fraccion 3 del extracto hexanico de hoja (4:1 Hex-AcOEt), tras varios lavados
con hexanos se obtuvieron 43 mg de un sélido blanco ceroso que corresponde a una
mezcla de compuestos del tipo hidrocarburos saturados, de la cual se lograron identificar
por medio de espectrometria de masas los siguientes compuestos:

Datos generales de RMN de *H (400 MHz, CDClz) &: 1.25 (n H, sa), 0.88 (6H, t, J=
6.3, H-1 y H-25). RMN de *3C (100 MHz, CDCI3) 6: 31.9 (CHz2), 29.7 (CH2), 29.3 (CH>),
22.7 (CH2), 14.1 (CHs). De los hidrocarburos saturados pentacosano (1), hexacosano (2),

heptacosano (3), octacosano (4), nonacosano (5), triacontano (6) y hentriacontano (7).

" 0 ¢ 6 . ) Pentacosano (1): Identificado en Rt

. Py s " | 19.84 min. EM (70 eV): [M]* 352.36 (2.20),
1 ~ - - 3 % 25 295.29 (1.06) [CaiHa3]*, 267.26 (1.35)
1 [Ci9H39]*, 239.25 (1.76) [Ci7Has3]*, 211.22

(2.75) [CisHaz1]*, 183.20 (4.66) [CuisH27]*,

155.15 (7.99) [Ci11H23]*, 127.13 (15.04) para [CoH19]* , 113.12 (19.66) [CsH17]*, 99.11
(30.01) [C7H1s]", 85.10 (70.75) [CeHa3]*, 71.08 (85.31) [CsHu1]*, 57.07 (100) [Ca He]*.

Hexacosano (2): Identificado en Rt
" 7% ; 3 3 ! 19.84 min. EM (70 eV): ver tabla 6.3.2.




20 22 24 26

Heptacosano (3): Identificado en Rt
19.84 min. EM (70 eV): ver tabla 6.3.2.

13

12 10

28

20 22 24 26

Octacosano (4): Identificado en Rt
19.84 min. EM (70 eV): ver tabla 6.3.2.

29

21 23 25 27

Nonacosano (5): Identificado en Rt
19.84 min. EM (70 eV): ver tabla 6.3.2.

14 12

21 25 27 29

Triacontano (6): Identificado en
Rt 19.84 min. EM (70 eV): ver tabla
6.3.2.

14 12

21 25 27 29

Hentriacontano (7):
Identificado en Rt 19.84 min. EM (70

eV): ver Tabla 6.3.2.
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De la fraccion 4 del extracto hexanico de hoja (4:1 Hex-AcOEt) se obtuvieron 38 mg

de un soélido blanco ceroso, tras varios lavados con mezcla de 1:1 Hex-Acetona fria se



obtuvieron como resultado mg de un sélido blanco ceroso, el cual fue identificado por

cromatografia de gases acoplada a EM.

Datos generales de RMN de ' H (400 MHz, CDClz) &: 1.25 (48H, sa), 0.88 (6H, t, J=
6.0). RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) &: 31.9 (CH2), 29.7 (CH2), 29.3 (CH), 22.7 (CH2),

14.1 (CHs). Para los alcanos saturados hexacosano (2) y heptacosano (3).

- " . . . 5 Hexacosano (2): identificado en Rt 0.60
B i 5 7 ; ; : min. EM (70 eV): m/z (Int. Rel.) [M]* 367.2
16 18 20 22 24 26
14 (C26Hs4), 141.2 (4.5) [CioH21]*, 127.2 (6.3)
15 17 19 21 23 25
2 [CoH19]*,113.1 (9.1) [CsHi7]*, 70.1 (11.6)
[CsHio]*, 85.1 (47.2) [Ce Hia]*, 83.1 (15.2)

[CeH1a]*, 71.1 (70.6) [CsH11]*, 69.1 (16.7) [CsHo]*, 57.1 (100) [CaHo]*.

" . 0 ; s 3 . Heptacosano (3): identificado en Rt
1 AR 5 5 7 7 1.0 min. EM (70 eV): m/z (Int. Rel.) 380.4
25 27
s AR CAA [CorHse]*, 127.1 (5.8) [CoHag]*, 113.1(8.8)
16 18 20 22 24 26
3 [CsH17]*, 99.1 (19.5) [C7H15]*, 85.1 (48.2)
[CeH13]*, 71.1 (67.1) [CsH11]*, 57.08 (100)
[CaHo]™.

Se sometieron a fraccionamiento 1.78 g de la fraccion 6 (7:3 Hex-AcOEt) del extracto
hexénico, empleando una columna de 2.5 cm de diametro, como fase estacionaria gel de
silice malla de 230-400 (6 pulg) y una mezcla de Hex-AcOEt (9:1) como eluente,
obteniendo 53 fracciones de 9 mL. De las fracciones 16-53 tras varios lavados con 1:1
Hex: Acetona fria, lo que condujo a la separacién de 493 mg de un sélido ceroso de color
blanco:

Acido octadecanoico, octadecil
éster (6): RMN de 'H (400 MHz,
CDCIs) 6: 4.05 (2H, dt, J= 6.4 Hz, H-1),
2.28 (2H, dt, J= 7.6 Hz, H-2") , 1.25
(62H, sa, H-2 a H-17, H-3’ a H-17’),
0.87 (6H, t, J= 6.0 Hz, H-18, H-18’). RMN de!*C (100 MHz, CDClz) 5: 173.8 (C, C-1°), 65.2




(CH2,C-1), 34.1 (CH2,C-2’), 31.6 (CHz, C-16, C-16’), 29.4 (CH2,C-5 a C-14, C-6’ a C-14’),
29.2 (CHz, C-4, C-15, C-5, C-15’) 28.9 (CH2, C-4’, C-2), 25.7 (CH, C-3), 24.8 (CH, C-3),
22.4 (CH, C-17, C-17’), 13.8 (CH, C-18, C-18’). EM (70 eV): m/z (Int. Rel.) 536.12 [Cs3s
H7202]", 285.30 (2.5) [C18H3602]", 257.2 (14.6) [CisH3s+ 3H]", 125.2 (12.2) [CoH17]*, 111.1
(23.8) [CsHas]*, 97.1 (46.7) [C7H13]*, 85.1 (36.7) [CeH13]*, 71.1 (58.2) [CsH11]*, 57.1 (100.0)
[CaHo]".

Las fracciones 7 y 8 (3:2 Hex-AcOEt) del extracto hexanico de hoja, se unieron
obteniendo un peso de 15.16 g, se sometieron a cromatografia de columna de 4.5 cm de
diametro usando como fase estacionaria gel de silice malla 230-400 (6 pulg) empleando
mezclas de Hex-AcOEt en orden ascendente para la obtencion de 10 subfracciones
enriquecidas (100 mL).

Estearato de B-amirina (9): En
la fraccibn 4 (4:1 Hex-AcOEt) se
observé un precipitado al cual se le
realizaron  varios lavados con
acetona, como resultado se
obtuvieron 688 mg de un sdélido
blanco ceroso. RMN de H (400 MHz,
CDCls) 6: 5.18 (1H, t, J= 3.6 Hz, H-
12), 4.50 (1H, dd, J= 8.4, 6.4 Hz, H-3), 2.29 (2H, t, J= 7.6 Hz, H-2"), 1.25 (22H, sa, H-4" a
H-13") 1.13 (3H, s, H-27), 0.97 (3H, s, H-26), 0.96 (3H, s, H-25), 0.88 (18H, s, H-23, H-
24, H-29, H-30, H-18’), 0.83 (3H, s, H-28). RMN de *3C (100 MHz, CDClIz) ver Tabla 6.3.3.
EM (70 eV): m/z (Int. Rel.) 693 (1) [M]*, 678 (0.9) [M-CH3s]*, 408 (9.9) [C1sH3002], 218
(67.9) [Ci6H26]", 203 (48.4) [C16H26-CHgs]*, 189 (46.0) [C16H26- C2Hs]*.

Los lavados de la fraccién 4 se obtuvieron en forma de miel 0.72 g, fue sometida a
columna cromatografica de 1.5 cm de diametro usando como fase estacionaria gel de
silice malla 230-400 como fase estacionaria y mezcla de Hex-CH2Clz (9:1) como fase

movil obteniendo un total de 100 fracciones de 2 mL.




En las fracciones 26-29 (9:1 Hex-CH2Cl2) se obtuvieron 41 mg de un solido de color

blanco correspondiente a una mezcla de estearato de a- y B-amirina (10, 9).

N
©

30

Estearato de a-amirina (10):
RMN de'H (400 MHz, CDCls) &: 5.12
(1H, t, J= 3.2, H-12), 4.50 (1H, dd, J=
8.4,6.4 Hz), 2.29 (2H, t, J=7.2 Hz, H-
2’), 1.25 (22H, sa, H-4" a H-13’) 1.13
(3H, s, H-27), 0.97 (3H, s, H-26), 0.96
(3H, s, H-25), 0.88 (18H, s, H-23, H-
24, H-29, H-30, H-18’), 0.83 (3H, s, H-

ver Tabla 6.3.4.

B

0

11

28). RMN de 13C (100 MHz, CDCla):

Palmitato de lupeilo (11): En las

fracciones 76-84 (9:1 Hex-CH2Cl2) se
obtuvieron 35 mg de un sélido blanco
ceroso. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &:
4.66 (1H, da, J= 2.4 Hz, H-29a,), 4.53 (1H,
dd, J= 2.4, 1.6 Hz, H-29b), 4.44 (1H, dt, J=
12.0, 6.0 Hz, H-3), 2.35 (1H, dt, J=10.4, 5.0
Hz, H-19), 2.25 (2H, t, J= 7.4 Hz, H-2’), 1.65
(3H, sa, H-30),1.25 (30H, s, H-3"-16"), 1.00

(3H, s, H-28), 0.91 (3H, s, H-27), 0.82 (6H, s, H-24, H-25), 0.75 (3H, s, H-23). RMN de

13C (100 MHz, CDCl3): ver Tabla

6.3.5.

La fraccion 6 obtenida a 7:3 Hex-CHzCl. del fraccionamiento de las fracciones 7 y 8,

se colocaron 1.70 g a columna cromatografica de 1.5 cm de didmetro empleando gel de

silice malla 230-400 como fase estacionaria (6 pulgadas) y mezcla de Hex-CH2Cl2 (1:1)

como eluente, se colectaron 100 fracciones de 2 mL.




Acetato de B-amirina (12): las
fracciones 15-18 (1:1 Hex-CH2Cl2) se
obtuvo un soélido de color amarillo el cual fue
sometido a lavados con acetona fria
obteniéndose 23 mg de cristales incoloros.
RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) &: 5.18 (1H, t,
J=3.6 Hz, H-12), 4.50 (1H, t, J=8.0 Hz, H-3),
2.05 (3H, s, H-2’), 1.13 (3H, s, H-27), 0.97
(6H, s, H-24, H-26), 0.88 (12H, s, H-23, H-25, H-29, H-30), 0.83 (3H, s, H-28). RMN de
13C (100 MHz, CDCI3): ver Tabla 6.3.6.

8.5. Comparacion de extractos de la decoccion de las partes aéreas de

Trixis michuacana var. longifolia

Se pesaron 20 g de planta seca (hojas, tallos y flores) se colocaron a maceracion en
agua fria (1:1) a temperatura ambiente por 10 min, posteriormente en un recipiente
adecuado se colocaron 400 mL de agua purificada (proporcion del 4%), se sometieron a
una fuente de calor hasta alcanzar la temperatura de ebullicion, se vertié el macerado
dejandola hervir a fuego lento por 15 min, posteriormente se retiré del fuego y se dejé
macerar por 30 min. Para realizar la biparticién se tomaron 100 mL de la decocciéony 100
mL hexanos, CH2Cl2 y AcOEt haciendo esto por triplicado para cada uno de los solventes,

se recupero la fase organica en rotavapor a presion reducida (ver Tabla 6.4.2).
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