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RESUMEN

El estudio quimico realizado a los extractos hexanicos de los tallos de Trixis
michuacana var. longifolia permitio el aislamiento, purificacion e identificacion de sus
dos principales metabolitos secundarios mayoritarios: estigmasterol (9) y sitosterol
(11).

Estos metabolitos se encuentran ampliamente distribuidos en la mayoria de las
especies vegetales, por tal motivo resultd interesante explorar su reactividad quimica
mediante una serie de reacciones (Esquema 1): el primer paso fue una reaccion de
hidrogenacion de 9 y 11, obteniendo los isdmeros 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-sitosta-
3B-ol (14b), los cuales fueron oxidados en presencia de PCC (clorocromato de
piridinio) para obtener la 5a-sitostanona (15), y finalmente una reaccién para la
obtencion de la tiosemicarbazona de sitostano (16), siendo ésta un compuesto

novedoso con posibles actividades bioldgicas.

Etapa I: Hidrogenacion catalitica

Catalizador metalico

iPrOH:H,0

(14, 14b)

(14, 14b)

Etapa Ill: Formacion de la Base de Schiff

MetOH
45h

50°C

(15) (16)

Palabras clave: Fitosteroles, reactividad quimica, hidrogenacion, oxidacion, base de
Schiff.



ABSTRACT

The chemical study of the hexanic extracts of the Trixis michuacana var.
longifolia stems allowed the isolation, purification, and identification of two of the main

secondary metabolites: stigmasterol (9) and sitosterol (11).

These metabolites are widely distributed in other plant species, therefore it was
interesting the chemical reactivity of phytosterols, that was explored through a series
of chemical reactions: the first step was a hydrogenation reaction of 9 and 11, the
isomers 5a-sitosta-3a-ol (14) and 5a-sitosta-33-ol (14b) were obtained, which were
oxidized in the presence of PCC (pyridinium chlorochromate) to obtain 5a-sitostanone
(15), and finally a reaction to obtain sitostan thiosemicarbazone (16), this being a

newfangled compound with possible biological activities.

Stage I: Catalytic hydrogenation

Metal catalyst

iPrOH:H,0

(14, 14b)

Stage II: Oxidation of secondary alcohols

(14, 14b)

Stage llI: Schiff Base Formation

Keywords: Phytosterols, chemical reactivity, hydrogenation, oxidation, Schiff base.



1- INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales como alternativa medicinal para diversos
padecimientos ha sido una practica tradicional que no ha caido en desuso. Se estima
gue 80% de la poblacion mundial depende de remedios herbolarios tradicionales y que
al menos 35, 000 especies vegetales presentan potencial para uso medicinal (Garcia de
Alba, et al., 2012).

Dentro de estas especies medicinales destaca el género Trixis, el cual ha sido
poco explorado quimicamente. Los resultados de las investigaciones quimicas de
algunas de sus especies han demostraron la presencia de compuestos de interés
guimico y bioldgico, teniendo algunos aplicaciones bioldgicas significativas. En el caso
particular de la especie medicinal Trixis michuacana var. longifolia, es usada dentro de
la medicina tradicional p’urhépecha para el tratamiento de la infertilidad ocasionada por
la “frialdad del vientre”, actualmente cuenta con un estudio quimico preliminar de su
extracto hexanico de sus hojas (Herrera, 2019), donde se identificaron sus componentes
mayoritarios, incluyendo la mezcla de estigmasterol (9) y sitosterol (11), los cuales estan
presentes en los tallos de casi todas las plantas y son precursores de hormonas, acidos
biliares y vitamina D. Se han encontrado mas de 200 tipos de esteroles vegetales, y
muchos de ellos han sido Utiles para llevar a cabo la exploracién de multiples reacciones

guimicas (Fieser y Fieser, 1959)

Entre las reacciones quimicas de interés en la sintesis organica se encuentra la
hidrogenacion, que es una reaccion en la que se requiere la presencia de un catalizador,
como Pt, Pd o Ni y una fuente de hidrégeno. Los enlaces C=C son mucho mas reactivos
hacia la hidrogenacién catalitica que la mayor parte de los otros grupos funcionales, por
lo que se considera una reaccion bastante selectiva, (McMurry, 2012). Por otro lado, la
oxidacion del grupo hidroxilo (-OH) es una reaccion organica muy comun, las condiciones
de oxidacidn que presentan un mayor rendimiento son aquellas donde se emplean
especies de cromo hexavalente (principalmente PCC y PDC) como el oxidante en medios
anhidros (Carey, 2014).



La diversidad de sustratos carbonilicos y los grupos sustituyentes de las aminas
primarias permiten obtener bases de Schiff, con diferentes funciones, donde el enlace
C=N, es esencial para la actividad bioldgica (Sirajuddin, et. al., 2013). Las bases de Schiff
0 iminas son compuestos organicos derivados de la reaccion de aminas primarias con
aldehidos o cetonas. En la Ultima década, las investigaciones sobre bases de Schiff han
resultado Utiles para sintetizar nuevos compuestos de buena estabilidad y versatilidad
estructural. Las iminas se coordinan facilmente hacia centros metalicos y los compuestos
que forman tienen aplicaciones en la industria, en quimica analitica, y algunos presentan
actividad bactericida, fungicida, antiviral, agroquimica, anticorrosiva y catalitica (T ulcan-
Mejia, et. al., 2021).

En el presente trabajo se describe la obtencién, identificacion y caracterizacion de
estigmasterol (9) y sitosterol (11), presentes en el extracto hexanico de los tallos de la
especie medicinal Trixis michuacana var. longifolia, asi como una serie de reacciones
quimicas realizadas para explorar su reactividad quimica que incluyo reacciones de
hidrogenacion, oxidacion y la formacion de bases de Schiff, con el fin de obtener
derivados con potenciales aplicaciones biolégicas. Los compuestos obtenidos se

identificaron mediante sus datos fisicos y espectroscopicos.



2- ANTECEDENTES

2.1 Género Trixis

Este género forma parte de la familia Asteraceae, considerada la familia de
Angiospermas mas basta y diversa, abarcando mas de 1,600 géneros y 23,000 especies,
distribuidas ampliamente en el mundo (Villasefior, 2018). El género Trixis se compone
de plantas arbustivas o herbaceas perennes; hojas alternadas, involucro cilindrico a
campanulado o hemisférico; flores todas hermafroditas, sus carolas amarillas o
anaranjadas, tendiendo al blanco con la edad (Rzedowski et al., 2005). Se encuentra
distribuido en la regién neotropical, desde el sur de Estados Unidos de América hasta el
centro de Argentina (Figura 2.1.1), comprendiendo 37 especies, de las cuales 16 se
consideran endémicas de México, entre ellas Trixis michuacana var. longifolia, la especie

de nuestro interés (Katinas, 1996).
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Figura 2.1.1. Distribucion del género Trixis (modificado de Katinas, 1996).



2.2 Trixis michuacana var. longifolia

Es una especie endémica de México, se encuentra distribuida en el centro-
occidente del Estado de Michoacan y estados colindantes. Es una planta con tallos
estrigosos o esparcidamente sericeos y cortamente glanduloso-pubescentes; hojas por
lo comun lineares a lanceoladas, esparcidamente estrigosas y glanduloso-pubescentes
en el haz, esparcidamente pilosas en el envés (Figura 2.2.1). Se caracteriza por las hojas
generalmente mas anchas y la pubescencia sericea a lanosa. La especie se desarrolla
durante junio a abril, florece de noviembre a abril (Rzedowski et al., 2005).

Figura 2.2.1. Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson.



2.3 Estudios en Trixis michuacana var. longifolia

Se ha demostrado que el extracto metandlico de las flores secas de Trixis
michuacana var. longifolia posee una potente actividad inhibidora de la enzima tirosinasa,
siendo la quercetina (1) el metabolito mayoritario, ademas de identificarse al metil p-
cumarato (2) (Figura 2.3.1) (Kubo et al., 2004).

1) (2)

Figura 2.3.1. Metabolitos identificados en flores de Trixis michuacana var. longifolia.

Estudios realizados al extracto hexanico de sus hojas reportan el aislamiento y
purificacion de diversos compuestos como el octadecanoato de octadecilo (3), los
estearatos de a'y B-amirina (4, 5), el acetato de B-amirina (6) y el palmitato de lupeol (7),
destacando como metabolitos mayoritarios en el extracto hexanico 3 y 4 (Figura 2.3.2)
(Herrera, 2019).

HyC(H;C)160;C

(3)

HaC(H;C)140,C

(5) R= 0,C(CH;)16CH; 1Y)
(6) R= OAc

Figura 2.3.2. Metabolitos identificados en hojas de Trixis michuacana var. longifolia.



2.4 Fitoesteroles

Los esteroles son compuestos que forman parte de la estructura de las
membranas celulares y son precursores de hormonas, acidos biliares y vitamina D. Los
fitoesteroles son esteroles vegetales presentes en todos los érganos de las plantas de

casi todo el reino vegetal (Romero-Palacio y Vasquez-Trespalacios, 2012).

Los fitoesteroles son compuestos con 29 atomos de carbono que derivan del
esqueleto del ciclopentano perhidrofenantreno; de estructura similar al colesterol (8), el
cual posee una cadena lateral hidrocarbonada formada por ocho carbonos saturados. En
cambio, los fitoesteroles suelen presentar especificamente en el C-24 sustituyentes de
tipo metilo o etilo y una cadena hidrocarbonada lateral de nueve o diez carbonos y
pueden presentar doble enlace en los carbonos 22 y 23, como es el caso del
estigmasterol (9) (Mufioz, 2011).

En la naturaleza, se han encontrado mas de 200 tipos de esteroles vegetales en
diversas especies de plantas, los mas abundantes son el estigmasterol (9), campesterol
(10) y sitosterol (11) (Figura 2.4.1) (Lopez, 2005).

(10) (1)

Figura 2.4.1. Estructura quimica del colesterol y de los principales fitoesteroles.



Estudios realizados en higado de rata, han demostrado, que los fitoesteroles con
doble enlace en C-22, actian como inhibidores competitivos de la esterol reductasa en
los microsomas, siendo los fitoesteroles saturados inactivos (Mufioz, 2011). Ademas,
ejercen un marcado efecto hipocolesterémico, ya que con 2 g/dia de fitoesteroles se
produce una reduccion en el colesterol LDL (Low-Density Lipoprotein o lipoproteina de
baja densidad) en un 15%, si se combina su consumo con una dieta sana que contenga
pocas grasas saturadas (Romero-Palacio y Vasquez-Trespalacios, 2012). De igual
manera se ha observado el efecto Gtil que los fitoesteroles ejercen en el control de la
hiperplasia prostatica benigna, adicionalmente se les atribuyen propiedades

antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas y fungicidas (L6pez, 2005).

Muchas de las reacciones empleadas en sintesis organica han sido desarrolladas
con ayuda de esteroides y fitoesteroles, destacando con esto su importancia en las

ciencias quimicas.

2.5 Hidrogenacion

La hidrogenacién de un alqueno es formalmente una reduccion, con H:
adicionandose a través del enlace doble para formar un alcano. El proceso por lo general
requiere un catalizador que contenga Pt, Pd o Ni y, para la mayoria de los alquenos, la
hidrogenacion ocurre a temperatura ambiente, utilizando hidrégeno gaseoso a presion
atmosférica. Los alquenos son mucho mas reactivos hacia la hidrogenacion catalitica
gue la mayor parte de los grupos funcionales insaturados, y por tanto, la reaccién es
bastante selectiva. Otros grupos funcionales como los aldehidos, las cetonas, los ésteres
y los nitrilos sobreviven sin cambios en condiciones normales de hidrogenacion de
alquenos, aunque la reaccion con estos grupos ocurre bajo condiciones mas vigorosas
(McMurry, 2012).

La hidrogenacion de fitoesteroles se ha investigado previamente empleando Pd/C
microporoso (Warna, et al., 2006), Pd soportado sobre fibra de polimero (Helminen,
Paatero & Hotanen, 2006) y Pd soportado en otros materiales (Maki-Arvela, et al., 2009).
Teniendo en comun la necesidad de llevar a cabo la reaccidén a temperaturas altas (60-

120 °C) con una presion de hidrégeno constante durante 1 a 2 h.



2.6 Oxidacion de alcoholes

Los alcoholes son compuestos organicos que se distinguen por la presencia de
grupos hidroxilo (-OH). Son de los compuestos mas comunes y Utiles en la naturaleza,
la industria y el hogar. La palabra alcohol es uno de los términos quimicos méas antiguos,
el cual se deriva del arabe al-kuhl, que en un principio significaba “el polvo” , y mas
adelante “la esencia”, ya que el alcohol etilico, destilado del vino se consideraba “la

esencia” del vino (Wade, 2011).

Los alcoholes tienen en su estructura dos importantes grupos: el grupo hidroxilo
(-OH) que tiene la caracteristica de ser hidrofilo, y el grupo hidrofébico que es la cadena
del hidrocarburo. El grupo hidroxilo es muy polar, lo que le permite a la molécula
establecer puentes de hidrégeno con otras moléculas. La solubilidad del alcohol en el
agua disminuye a medida que aumenta el grupo hidrofébico (Autino et. al., 2013). Los
alcoholes se pueden clasificar como primarios (A), secundarios (B), terciarios (C) y
fenoles (D), de acuerdo con el nUmero de grupos organicos unidos al carbono enlazado
al hidroxilo (Figura 2.6.1).

I I I
\\C \\C \\C
R H RV H RV R
H R' R' OH
(A) (B) (c) (D)

Figura 2.6.1. Clasificacion de los alcoholes.

La oxidacién de los alcoholes es una reaccién organica muy comuan, pues son los
compuestos organicos mas versatiles, debido a que gran parte de otros compuestos
organicos se pueden sintetizar a partir de un alcohol. Un alcohol primario (A) posee dos
hidrégenos enlazados al carbono que tiene el grupo (-OH), por lo que puede perder uno
de ellos y ser oxidado a aldehido (E) y, a continuacion, a acido carboxilico (F). Un alcohol

secundario (B) puede perder su unico hidrégeno y ser oxidado a cetona (G) (Figura



2.6.2), pero un alcohol terciario no puede ser oxidado con facilidad porque el carbono
gue tiene el grupo (-OH) no tiene enlaces con ningun atomo de hidrégeno, por lo cual la
oxidacion requiere de la ruptura de un enlace carbono-carbono, sin embargo, en medio

acido la reaccién ocurre, pero con ruptura del esqueleto (Autino et al, 2013).

OH o o)
) A |
\\C\ AN - /C\
RHI H R” H R” “oH
(A) (E) (F)
OH 0
| ol I
\C —_— C
RF‘? SH R R
(B) (G)
OH
| o]
\C —_— No
R\\I \R" Oxidacion
RI
(C)

Figura 2.6.2. Reacciones de oxidacion de los alcoholes primarios y secundarios (Modificado de
McMurry, 2012).

Las condiciones de oxidacion que permiten el aislamiento facil de los productos
oxidados con un buen rendimiento son aquellas donde se emplean varias especies Cr(V1)
como el oxidante en medios anhidros. Dos de estos reactivos son el clorocromato de
piridinio (PCC) (12), y dicromato de piridinio (PDC) o reactivo de Collins (13) (Figura
2.6.3) (Carey, 2014).

B Q\ e
ﬁ/ ﬁ / \N——C|:|r-—N y
77\
| OQCr— e O/\O \
H Il
o}

(12) (13)

Figura 2.6.3. Agentes oxidantes con especie Cromo(V).



2.7 Bases de Schiff

Estructuralmente, una base de Schiff (llamadas asi por Hugo Schiff) es un analogo
de nitrogeno de un aldehido o cetona en la que el grupo carbonilo (C=0) ha sido
sustituido por una imina (Esquema 2.7.1). Son compuestos organicos, utilizados como
pigmentos y colorantes, catalizadores, productos intermedios de sintesis inorganica, y
estabilizadores de polimeros; se han utilizado por exhibir una importante gama de
actividades bioldgicas, incluida la antifingica, antibacteriana, antipaltdicas, propiedades
antiproliferativas, antiinflamatorias, antivirales y antipiréticas (Perentena, et. al., 2015).

OH

0 R e N
)k N ,\|l adicio6n R R _eliminacion )J\ £ H,0
, PN
R R H H H/N\R" R R
Aldehido Amina o Imina
o cetona primaria Hemiaminal N sustituida Agua

Esquema 2.7.1. Reaccion general para la obtencion de Bases de Schiff.

Las semicarbazonas y tiosemicarbazonas son compuestos derivados de la
semicarbazida y tiosemicarbazida, respectivamente; presentan una amplia gama de
bioactividades, y sus aplicaciones quimicas y farmacoldgicas han sido ampliamente
investigadas (Pavan, et. al., 2010). Las rutas para obtener semicarbazonas y
tiosemicarbazonas (Esquema 2.7.2) son similares: para la obtenciéon de
tiosemicarbazonas a partir de compuestos carbonilicos se efectta utilizando en el medio
metanol y &cido acético al 1%, mientras para la obtencién de semicarbazonas existe la

posibilidad de utilizar acetato de sodio, agua y etanol (de Oliveira, et. al., 2008).

10



j\ + X»—Nm—» )\ - \[r

Rj X H,N—NH
Aldehido X=H Semicarbazida X'= O Semicarbazona X'= O
Cetona X=R, Tiosemicarbazida X'= S Tiosemicarbazona X'= S

Esquema 2.7.2. Condiciones de reaccion para la obtencion de semicarbazonas a) NaOAc,

H20, EtOH y tiosemicarbazonas b) MeOH, 1% HOAc.

Otro método muy utilizado para la obtencion de semicarbazonas es el expuesto
por Fatondji y colaboradores en 2012, para su obtencién se implementa el uso de etanol
como medio de reaccion y una cantidad minima de HCI 0.1 N (Esquema 2.7.3).

(0]
+ )J\ _HCI0AN R1 \)J\/R3+HO
R3\ / \( 2

R R, B |
2

Esquema 2.7.3. Condiciones empleadas por Fatondji et al., 2012 para obtencién de

tiosemicarbazonas.

En ambos casos, el medio acido propicia que el atague nucleofilico, conduciendo
a un intermediario tetraédrico dipolar, en el cual se transfiere un protén del nitrégeno al
oxigeno, produciendo una carbinolamina neutra. El catalizador 4cido protona al oxigeno
del hidroxilo, de tal forma que los electrones del par no enlazado del nitrdgeno expulsan
agua, dando un ion imino, donde finalmente la pérdida del H* del nitrégeno da la imina

neutra como producto (Esquema 2.7.4) (Pavan, et. al., 2010).

Transferencia

. ) R
¥ del protén  :OH C OH, R4 N7

) —— ] Jeterl . N .

EI - .. C - | :OH, =—= + H30
SR U NHR T PONHR W] NHR HaO ‘\\l NHR Ho o O PER

Carbinolamina lon imino Imina

Esquema 2.7.4. Mecanismo de reaccion para la obtencion de una imina a partir de una
cetona (McMurry, 2012).
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3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Preparar derivados a partir de los fitosteroles: estigmasterol (9) y sitosterol (11),
aislados del extracto hexanico de los tallos de Trixis michuacana var. longifolia mediante
una secuencia estratégica de reacciones quimicas, con la finalidad de obtener
compuestos con potenciales aplicaciones biolégicas.

3.2 Objetivos especificos

e Colectar la especie vegetal.

e Obtener extractos hexanicos de los tallos la planta.

e Aislary purificar mediante técnicas cromatograficas la mezcla de estigmasterol (9)
y sitosterol (11).

e Obtener el derivado hidrogenado (14) a partir de la mezcla de estigmasterol (9) y
sitosterol (11).

e Obtener su respectiva cetona (15).

e Preparar la base de Schiff (16).

e Caracterizar los productos de reaccién por métodos fisicos, espectroscopicos y

espectrométricos.
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4- JUSTIFICACION

El estudio quimico de la especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia usada
dentro de la medicina tradicional p"urhépecha ha permitido el aislamiento, purificacion y
caracterizacion de metabolitos secundarios, permitiendo explorar su reactividad quimica

frente a diferentes condiciones de reaccion.

Los terpenos son el grupo de metabolitos secundarios con mayor abundancia en
el reino vegetal, siendo uno de los grupos mas importantes los fitosteroles compuestos
gue poseen una amplia diversidad estructural, por tal motivo, actualmente han atraido la
atencion en la quimica sintética; debido a que son biolégicamente activos y por presentar
una alta complejidad estructural, lo que permitirda obtener nuevos derivados con

propiedades biologicas interesantes.

13



5- METODOLOGIA

La metodologia en el presente trabajo se llevada a cabo se resume en el diagrama 5.1.

Maceracion en hexanos a temperatura ambiente por 3 dias.

¢

[ Obtencion de los extractos hexanicos de tallos l

¢

Aislamiento y purificacién de sus metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en dicho extracto.

¢

[ Hidrogenacion de los metabolitos. W

¢

[ Oxidacion del productos hidrogenado. W

¢

Preparacion de Base de Schiff a partir del
producto oxidado.

¢

fisicos, espectroscépicos y espectromeétricos.

Elucidacién estructural mediante métodos }

Diagrama 5.1. Metodologia experimental para el desarrollo del proyecto.



6- DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Colecta de la especie vegetal

La especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia fue colectada en la carretera
Periban-Los Reyes, en los limites de la comunidad de San Francisco, Periban en

noviembre de 2018.

6.2. Obtencion de extractos

Para la obtencién de los extractos, el material vegetal se dej6 secar por 15 dias a
la sombra a temperatura ambiente, posteriormente se separ6 en sus distintas partes y
fue triturada. Los tallos (4.4 kg) se sometieron a maceraciéon en hexanos por 3 dias a
temperatura ambiente, filtrando y concentrando a presion reducida, realizando este

proceso por triplicado.

Los extractos obtenidos fueron analizados por RMN de *H (Figura 6.2.1) para
conocer la abundancia y naturaleza quimica de sus componentes: observando sefiales
en 6 5.65-4.50 que caracteristicas de protones vinilicos, asi como en 6 4.00-3.20 sefiales
gue indican la presencia de protones base de heteroatomos. También se observan en
02.44-0.60 con mayor intensidad sefiales caracteristicas de protones alifaticos,

indicativas de metilos de compuestos terpénicos.

15



Protones
alifaticos

Protones
vinilicos Protones base de
| heteroatomos

58 54 50 46 42 38 34 3.0 26 22 18 14 1.0 0.6
ppm

Figura 6.2.1. Espectro de RMN de H (CDCls, 400 MHz) del extracto hexanico de tallos

de Trixis michuacana var. longifolia.
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6.3. Obtencion y purificacion de estigmasterol (9) y sitosterol (11).

El extracto crudo (21.67 g) se separd por CC para la obtencion de 18 fracciones
enriquecidas de 100 mL empleando como fase movil mezclas de hexanos:AcOEt en
polaridad ascendente. De las fracciones 5 y 6 (obtenidas con polaridades 3:2 y 1:1,
respectivamente) de manera consecutiva se separaron empleando hexanos:AcOEt (9:1),
lo que llevo a la obtencion de 170 mg de un sdlido blanco cristalino con p.f. 136-138 °C.
En su analisis por espectroscopia de infrarrojo (IR) (Figura 6.3.1) se observan bandas de
estiramiento en 3435.45 cm™ caracteristica del grupo funcional —OH y entre1600-1650
cm® aproximadamente la banda de adsorcién correspondiente a los carbonos con

hibridacion sp?.

100+
95!
90!
85!
80!

75

%T

70
65

60!

55

50

4000 2000
Wavenumbers (cm-1)

Figura 6.3.1. Espectro IR del estigmasterol (9) y sitosterol (11).
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En el espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.2), se observa una sefial doble ancha
en 0 5.35 (J= 5.2 Hz) que corresponde a los protones vinilicos H-6 y H-6’, en 6 5.14 y
5.01 (J= 15.1 y 8.5 MHz) se encuentran dos sefiales dobles de dobles distintivas de los
protones vinilicos H-22’ y H-23’, respectivamente, ademas en 6 3.53 se aprecia una sefial
multiple asignada al proton base de hidroxilo H-3 y H-3'. Finalmente, entre 6 1.01 y 0.68
se ubican las sefales correspondientes a los hidrégenos de los metilos. Al realizar el
analisis de sus integrales se determind que se trataba de una mezcla de estigmasterol

(9) y sitosterol (11) en una proporcién 2:1, respectivamente.

19
19’

29, 27
29,27

26
21

22 :
23 18
18

54 53 52 5.1 5.0 2t
ppm

3
3

3.5 33 3.1 29 2.7 25 23 2.1 19 1.7 15 1.3 1.1 09 0.7 0.5
ppm
Figura 6.3.2. Espectro RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; de estigmasterol (9) y sitosterol (11).
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En cuanto al espectro de RMN de 3C (Figura 6.3.3), se observaron 2 juegos de
sefales, de las cuales, destacan las sefiales en 6 140.7 que corresponden a los carbonos
vinilicos C-5y C-5’y 0 121.6 para C-6 y C-6’. Las sefales en 6 138.3 y 129.2 se asignan
a C-22’ y C-23’, respectivamente, correspondientes al doble enlace de la cadena lateral
del estigmasterol (9), mientras que para el sitosterol (11) C-22 y C-23 se asignan a las
sefiales en 6 36.1 y 6 28.2. Por dltimo, en 6 71.7 y 71.8 se ubican las sefiales de C-3y
C-3’ bases de hidroxilo.

22’

5 23’
140 136 132 128 124 120 22
ppm 26’

3
3 4
& 10 25

17 , 21
: 9 15 21" 29
14 59
12 15’
17 e 16
14 9 , 28
20 18
20 18
13

13 25 1

1 28

p
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
PpmM

Figura 6.3.3. Espectro RMN de 2C a 100 MHz en CDCls de estigmasterol (9) y 8-
sitosterol (11).

Los datos de espectroscopia de RMN de 3C fueron iguales a los reportados
(Tabla 6.3.1). Estos fitoesteroles se describen por primera vez en la especie Trixis

michuacana var. longifolia.
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Tabla 6.3.1. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN de 3C de

estigmasterol (9) y sitosterol (11) (Kipkemei, 2017; Ododo, 2016).

Estigmasterol (9)

3B- sitosterol (11)

Carbono oc p OC rer Carbono oc p OC rer
1 37.2 37.2 1 37.2 37.2
2 31.6 31.6 2’ 31.6 31.6
3 71.7 71.7 3 71.7 71.8
4 42.2 42.2 4 42.2 42.3
5 140.7 140.7 5’ 140.7 140.7
6 121.6 121.6 6’ 121.6 121.7
7 31.8 31.8 7 31.8 31.9
8 31.8 31.8 8’ 31.8 31.9
9 50.1 50.1 9’ 50.1 50.1
10 36.5 36.4 10’ 36.5 36.5
11 21.0 21.1 11’ 21.0 21.1
12 39.7 39.6 12’ 39.7 39.8
13 40.4 40.4 13’ 42.2 42.3
14 56.9 56.8 14’ 56.9 56.8
15 24.2 24.2 15’ 24.2 24.3
16 28.9 28.8 16’ 28.2 28.3
17 56.0 56.0 17’ 56.0 56.0
18 12.2 12.1 18’ 11.9 11.9
19 19.3 19.3 19’ 19.3 19.4

20 39.7 39.7 20’ 36.1 36.1
21 21.0 20.9 21’ 18.7 18.8
22 138.3 138.2 22’ 33.9 33.9
23 129.2 129.2 23’ 26.0 26.1
24 51.2 51.2 24’ 45.8 45.8
25 33.9 33.9 25’ 29.1 29.2
26 18.9 18.9 26’ 19.8 19.8
27 21.0 21.0 27 19.0 19.1
28 25.3 25.3 28’ 23.0 23.1
29 11.8 11.8 29’ 12.0 12.0
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6.4 Preparacion de sitostanol (14 y 14b) a partir de estigmasterol (9) y sitosterol (11)

Aunque actualmente los procesos de hidrogenacion son ampliamente usados en
diversos sectores industriales, la gran mayoria de métodos requieren condiciones de alto
peligro, por lo cual se opté por una hidrogenacion catalitica, cuyo método fue
desarrollado recientemente por nuestro equipo de trabajo (Herrera, 2021) (Esquema
6.4.1).

Catalizador metélico

iPrOH:H,0
Rto. 94%

9) (11) (14, 14b)

Esquema 6.4.1. Hidrogenacion de estigmasterol (9) y sitosterol (11).

Como producto de estas condiciones se obtuvieron 94 mg de un sélido blanco con
p.f. 136-138 °C, el cual fue analizado por IR (Figura 6.4.1) observando bandas de 3350
a 3100 cm del grupo hidroxilo (-OH), de 3000 a 2800 cm™ correspondientes a las
vibraciones de los enlaces CH2 y CHz del esqueleto triterpénico, asi como una banda en
1100 cm* del enlace C-O.
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Figura 6.4.1. Espectro IR de 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-sitosta-33-ol (14b).

En su espectro de RMN de 'H (Figura 6.4.2) se aprecian sefiales en la regién
alifatica, adicionalmente se observan en ¢ 4.03 una sefial simple ancha que corresponde
al H-3B y en 6 3.59 un multiplete para H-3a, indicando la hidrogenacion de la mezcla
esteroidal 9 y 11, asi como la isomerizacion del producto hidrogenado en la posicién C-
3, este fendmeno es poco comun en nlcleos esteroidales; sin embargo, se sabe que en
presencia de un catalizador metalico puede propiciarlo (Pamies, 2001). Para determinar
la proporcion de estos isomeros se integraron ambas sefiales, obteniendo una proporcion
32:68 de 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-sitosta-36-ol (14b).
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19’
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27
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2.00 1.90 1.80 1.70 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10 1.00 0.90 0.80 0.70 0.¢
ppm
Figura 6.4.2. Espectro RMN de *H a 400 MHz en CDCIz de 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-

sitosta-36-ol (14b).

En cuanto al espectro RMN de 3C (Figura 6.4.3) se identifican 2 juegos de
sefiales, corroborando lo observado anteriormente en RMN de 'H. Se aprecia en 6 39.1
y 28.7 las sefiales de C-5y C-6, respectivamente; ademas se observan en 6 33.9y 26.0
las sefiales de C-22’ y C-23’ del estigmasterol (9), asi como las sefiales en § 73.8 'y 66.4
son caracteristicas de los C-3 y C-3’ bases al hidroxilo. El resto de las sefales se ubican
entre 6 54.5-11.0 (Tabla 6.4.1.).

Los datos de RMN de 3C obtenidos experimentalmente concuerdan con los
reportados para 5a-sitosta-3a-ol (14), debido a que no hay evidencia de los

desplazamientos para el isomero 5a-sitosta-33-ol (14b) (Tabla 6.4.1).
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Figura 6.4.3. Espectro RMN de 3C a 100 MHz en CDCIs de 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-

sitosta-33-ol (14b).
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Tabla 6.4.1. Desplazamientos quimicos de RMN de *3C del 5a-sitosta-3a-ol (14) con la
literatura (Luo, 2009).

Carbono OC RrerF OC exp
1 32.2 32.2
2 29.0 29.0
3 66.6 66.6
4 35.9 35.9
5 39.1 39.1
6 28.6 28.7
7 32.0 32.1
8 35.5 35.5
9 54.3 54.3
10 36.0 36.0
11 20.7 20.8
12 40.0 40.0
13 42.6 42.6
14 56.5 56.5
15 24.2 24.2
16 28.2 28.2
17 56.6 56.5
18 12.1 12.3
19 11.2 11.2
20 36.1 36.1
21 18.7 18.7
22 33.9 33.9
23 26.0 26.0
24 45.8 45.8
25 29.1 29.1
26 19.8 19.8
27 19.0 19.0
28 23.0 23.0
29 12.0 12.0
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6.5 Preparacion de sitostanona (15) a partir del sitostanol (14 y 14b)

Ya que el 5a-sitostanol (14 y 14b) es una mezcla isomérica del alcohol de la
posicion 3, se optd por oxidarlo empleando como agente oxidante PCC en CH2Clz, con
el fin de obtener su respectiva cetona (15) y de esta manera generar un solo producto

de reaccion (Esquema 6.5.1).

CH,Cl,
T. Amb.
3hr

Rto. 74.4%
(14, 14b) (15)

Esquema 6.5.1. Oxidacién de 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-sitosta-36-ol (14b).

Se obtuvo como producto de esta reaccion un sélido blanco cristalino en forma de
pequefas agujas de p.f. 126-128 °C, el cual fue analizado por espectroscopia de IR, en
cuyo espectro (Figura 6.5.1), se observa una banda de adsorciéon en 1719.53 cm
correspondiente al grupo carbonilo de la cetona, sugiriendo la oxidacién de los grupos

hidroxilo de la posicion C-3.
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Figura 6.5.1. Espectro IR de 5a-sitostan-3-ona (15).

En el espectro de RMN de 'H (Figura 6.5.2) se observan entre 6 2.41 y 0.50
Unicamente las sefiales correspondientes a los protones alifaticos del esqueleto
esteroidal, mientras en el espectro de RMN de *3C (Figura 6.5.3) destaca en & 212.3 el
desplazamiento de la sefial del C-3 hacia frecuencias altas correspondiente ahora a
carbonilo de cetona (Tabla 6.5.1). Cabe resaltar que los juegos de sefiales observados
en el espectro de RMN de *3C (Figura 6.4.3) de los dos isémeros anteriores (14, 14b) se
resuelven a uno al momento de oxidarlos. Los datos experimentales fueron comparados

con Luo, 2009 coincidiendo para la 5a-sitostanona (15).
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Figura 6.5.2. Espectro RMN de *H a 400 MHz en CDCIs de la 5a-sitostan-3-ona (15).
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Figura 6.5.3. Espectro RMN de 3C a 100 MHz en CDCIs de la 5a-sitostan-3-ona (15).
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Tabla 6.5.1. Desplazamientos quimicos de RMN de 3C de la 5a-sitostan-3-ona (15)

con la literatura (Luo, 2009)

Carbono OC Rer OC gxp
1 38.5 38.6
2 38.2 38.2
3 212.3 212.1
4 44.7 44.7
5 46.7 46.7
6 29.0 29.1
7 31.7 31.7
8 35.4 35.4
9 53.8 53.8

10 35.6 35.6
11 21.4 21.4
12 39.9 39.9
13 42.6 42.6
14 56.1 56.2
15 24.2 24.2
16 28.2 28.2
17 56.3 56.3
18 12.0 12.1
19 11.4 115
20 36.1 36.1
21 18.7 18.7
22 33.9 33.9
23 26.0 26.1
24 45.8 45.8
25 29.1 29.1
26 19.8 19.8
27 19.0 19.0
28 23.0 23.1
29 11.9 11.9
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6.6 Preparacion de latiosemicarbazona de sitostano (16)

Se prepard la tiosemicarbazona de sitostano (16) haciendo reaccionar la 5a-

sitostanona (15) con tiosemicarbazida, conforme al Esquema 6.6.1.

)J\ NH;

HNT N
2 H

MetOH, CH2CI2

H

4-5hr HoN N\N/ >

50°C \n/ H
s

(1 5) Rto. 67.8 % (1 6)

Esquema 6.6.1. Preparacion de la tiosemicarbazona de la sitostano (16).

Se obtuvieron 36.9 mg de un sélido amorfo amarillento de p.f. 195-197 °C, el cual
fue analizado por espectroscopia de IR, en su espectro (Figura 6.6.1) se observan en
1743.23 cm™ el modo vibracional correspondiente al enlace iminico (C=N), una banda
de estiramiento en 2055.11 cm™ asignada al enlace tiocarbonilo (C=S); la banda de
tension en 3229.16 cm™? de la amina secundaria (N-H), y en 3409.37 cm™ la banda

correspondiente al grupo amino (-NHz2).
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Figura 6.6.1. Espectro IR de la tiosemicarbazona de sitostano (16).

En el espectro de RMN de 'H (Figura 6.6.2) se observa el patron de sefiales tipico
del esqueleto de sitostano, adicionalmente se observan en é 8.74 la sefial simple ancha
correspondiente al proton del NH y dos sefiales simples anchas en 6 7.23 y 6.36 para los

protones del NH2 correspondientes a la tiosemicarbazona.
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Figura 6.6.2. Espectro RMN de H a 400 MHz en CDClIz de la tiosemicarbazona de

sitostano (16).

En el espectro de RMN de 3C (Figura 6.6.3) se tiene el mismo juego de sefales
gue la 5o-sitostan-3-ona (15), adicionalmente se aprecian dos sefiales en & 178.7

asignada al carbono iminico C-3, y en 6 156.7 correspondiente al tiocarbonilo (C=S).
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Figura 6.6.3. Espectro RMN de '3C a 100 MHz en CDCIs de la tiosemicarbazona de

sitostano (16).

En la preparacion de las bases de Schiff existe la posibilidad de obtener los
productos E y Z, donde el producto E el mas estable termodindmicamente, por lo cual se
sugiere que el producto de reaccion mayoritario corresponde al isobmero E de la
tiosemicarbazona de sitostano (16), resultando un compuesto nuevo. Los valores
obtenidos en RMN de 3C fueron comparados con los obtenidos para la sitostanona (15)
observando que los valores para el esqueleto del sitostano no variaron significativamente
a excepciéon de C-3, ahora carbono iminico (C=N), ademés de la aparicion del carbono

del tiocarbonilo (C=S) de la tiosemicarbazona (Tabla 6.6.1).
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Tabla 6.6.1. Desplazamientos quimicos de RMN de 3C de la tiosemicarbazona de

sitostano (15) (6¢ en ppm).

Carbono| &¢C gxp 5 OC exp (16)
1 38.6 38.5
2 38.2 37.7
3 212.1 178.4
4 44.7 45.7
5 46.7 46.7
6 29.1 29.0
7 31.7 31.7
8 35.4 35.4
9 53.8 53.9

10 35.6 35.6
11 21.4 21.4
12 39.9 39.9
13 42.6 42.6
14 56.2 56.1
15 24.2 24.2
16 28.2 28.3
17 56.3 56.3
18 12.1 12.0
19 115 115
20 36.1 36.2
21 18.7 18.7
22 33.9 33.9
23 26.1 26.0
24 45.8 45.8
25 29.1 29.1
26 19.8 19.8
27 19.0 19.0
28 23.1 23.0
29 11.9 11.9
C=S - 156.8
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7- CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento y purificacion de una mezcla 2:1 del sitosterol (11) y
estigmasterol (9) del extracto hexénico de tallos de Trixis michuacana var. longifolia,
siendo estos los metabolitos mayoritarios. Al estar éstos presentes en todo el reino
vegetal se optd por evaluar su reactividad quimica frente a una serie de reacciones lo
gue condujo a la obtencion de una nueva base de Schiff, con un rendimiento global de
47.4%.

La ruta de semisintesis para la obtencién de la tiosemicarbazona de sitostano (16)
consta de tres etapas que involucran la hidrogenacién logrando obtener como producto
hidrogenado una mezcla 32:68 de 5a-sitosta-3a-ol (14) y 5a-sitosta-36-ol (14b), los
cuales fueron se pudieron oxidar a 5a-sitostan-3-ona (15) utilizando PCC vy finalmente la

formacion de 16, un producto nuevo con posibles aplicaciones biolégicas.

Etapa I: Hidrogenacion catalitica

Catalizador metalico

iPrOH:H,0

(14, 14b)

Etapa II: Oxidacion de alcoholes secundarios

(14, 14b)

Etapa lll: Formacion de la Base de Schiff
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8- PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Material vegetal

La especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson, se
colecté en 2018, en la carretera Periban-Los Reyes a la longitud: 102° 39.861’ y una
latitud 19° 55.638’, la cual se encuentra a una altura media de 1620 m sobre el nivel del

mar.

Un ejemplar botanico fue llevado al Herbario de la Facultad de Biologia de la
Universidad Michoacana donde fue revisado por las profesoras Rosa Isabel Fuentes
Chavez y Norma Patricia Reyes Martinez, coincidiendo para Trixis michuacana var.
Longifolia (D. Don) C.E. Anderson (No. Folio 3640).

8.2 Obtencidén de extractos

La planta se sec6 a la sombra a temperatura ambiente, los tallos (4.4 kg) se
llevaron a macerar en 5 L de hexanos a temperatura ambiente durante 3 dias.
Transcurrido el tiempo, se filtré y se evapord el solvente en rotavapor con presion
reducida. Se repitio el proceso en 3 ocasiones con la finalidad de extraer la mayor
cantidad de compuestos apolares de la especie vegetal. Lo que permitid obtener

obteniendo 21.67 g de extracto crudo total teniendo un rendimiento del 1.41 %.

8.3 Métodos instrumentales

Los puntos de fusidén se determinaron en un aparato Fischer-Scientific y no estan

corregidos.

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y de 13C a 100 MHz, se midieron en un
aparato Varian Mercury Plus-400. En todas las determinaciones se utilizé como
disolvente cloroformo deuterado (CDCls) y como referencia interna tetrametil silano

(TMS). Los espectros se procesaron en el software MestReNova.
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Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotdmetro Thermo Scientific
modelo Nicolet iIS10 empleando la técnica de ATR. Los datos se expresan cmpara los
maximos principales de absorcion. Los espectros fueron procesados en el software
OMNIC. Los espectros de masa fueron obtenidos en un cromatégrafo de gases Thermo
Scientific Trace 1310, acoplado a un espectrometro de masas I1SQ LT. Los espectros

fueron procesados en el software Thermo Xcalibur.

8.4 Obtencidn y purificacién de sitosterol (11) y estigmasterol (9).

Los extractos hexanicos (21.67 g) se
separaron en una columna de 4 cm de
diametro, empleando 15.5 cm de gel de silice
como fase estacionaria y una mezcla de
hexanos:AcOEt en polaridad ascendente
como eluente. Se obtuvieron 18 fracciones
enriquecidas de 100 mL cada una. Las
fracciones 5y 6 (5.4 g) se cromatografiaron en
una columna de 2 cm de diametro, empleando
15.5 cm de gel de silice como fase estacionaria
y usando mezclas de hexanos:AcOEt (9:1),

para la obtencion de 101 fracciones de las

(11)

cuales de la fraccion 23 a la 38 llevo a la
obtencién de 170 mg de cristales blancos, p.f.: 116 °C, RMN de *H (400 MHz, CDCl3): &
5.35 (2H, d, J= 5.08 Hz, H-6 y H-6"),  5.14 (1H, dd, J= 15.1 y 8.5 Hz, H-22"), 5 5.01 (1H,
dd, J= 15.1 y 8.5 Hz, H-23’), 6 3.52 (2H, m, H-3 y H-3"), 5 1.01 (3H, s, H-19 y H19), &
0.92 (6H, J= 6.48 Hz, H-21 y H-21"), 5 0.84 (6H, t, J= 7.48 Hz, H-29 y H29"), 5 0.82 (6H,
d, J= 7.52 Hz, H-26 y H-26"), § 0.80 (6H, d, J= 6.92 Hz, H-27 y H-27’), & 0.68 (6H, s, H-
18 y H-18’). RMN de 3C: Ver Tabla 6.3.1. EM: [M]* de 412.69 m/z (calculado para
C20H480) y [M]* de 414.69 m/z (calculado para C29Hs00), (9) y (11), respectivamente. IR:
Vor= 3435.45 cm't, Vc=c=1716.65 cm™.
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8.5 Preparacion de sitostanol (14 y 14 b) a partir de sitosterol (11) y estigmasterol (9).

Se pesaron 25 mg de catalizador
metalico y se disolvieron 100 mg de la mezcla 9
y 11 con iPrOH:H20, dejando en reflujo durante
10 h. Se dej6 atemperar y se afiadieron 15 mL
de hexanos, dejando en agitacion 15 min.; se
extrajo la fase organica, repitiendo el proceso

por 3 ocasiones.

Se obtuvieron 94.1 mg de un sdlido
blanco (Rto 94%), p.f: 136-138 °C. RMN de H
(400 MHz, CDCls): & 4.03 (1H, s, H-3a), 6 3.59
(1H, m, H-3B), 5 0.91 (6H, d, J= 6.5 Hz, H-19 y
H-19’), 5 0.86 (6H, s, H-21 y H-21), 5 0.84 (6H,
t, J= 7.2 Hz, H-29), 5 0.82 (6H, d, J= 7.2 Hz, H-
26 y H-26’). 6 0.80 (6H, s, H-27 y H-27"), 6 0.65

(6H, s, H-18 y H-18’). RMN de 3C: Ver Tabla 6.4.1. EM: [M]* de 416.45 m/z (calculado
para C29H520). IR: Vor= 3279.71 cm, Vc.o= 1100 cm'L,

8.6 Preparacion de sitostanona (15) a partir del sitostanol (14 y 14b)

Se disolvieron 100 mg de sitostanol (14 y
14b) en 2 mL CH2Clz en agitacion moderada. Se
afiadieron 130 mg (1.5 Eq) de clorocromato de
piridinio (PCC), dejando en agitacién durante 3
h. El producto se filtr6 en 15.5 cm de gel de silice
y se concentrd en rotavapor con calentamiento

suave, hasta conseguir un peso constante.
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Se obtuvieron 74.4 mg de un solido blanco cristalino (74.4% Rto.), p.f.: 126-128
°C, RMN de 'H (400 MHz, CDCIls): 6 1.01 (3H, s, H-19), 6 0.92 (3H, d, J= 6.52 Hz, H-21),
0 0.84 (3H, t, J=7.64 Hz, H-29), 6 0.83 (3H, d, J= 7.24 Hz, H-26), 6 0.81 (3H, d, J=6.92
Hz, H-27), 6 0.68 (3H, s, H-18). RMN de 3C: Ver Tabla 6.5.1. EM: [M]* de 414.37 m/z
(calculado para C2gHs10-1H). IR: Vc=0= 1719.53.cm™..

8.7 Preparacion de latiosemicarbazona de sitostano (16)

Se disolvieron 16.8 mg de
tiosemicarbazida en 6 mL de MeOH; se
afiadieron 51 mg (1.5 Eq) de la sitostanona

(15). Se llevé a reflujo con una agitacion

moderada, dejando reaccionar durante 4.5 h.

(18)

Se obtuvieron 34.6 mg de un sélido amorfo
amarillento (Rto 67.8%), p.f.: 196-198 °C. RMN de 'H (400 MHz, CDClz): 6 8.74 (1H, s,
NH), 6 7.23 (1H, s, NH2), 6 6.36 (1H, s, NH2), 6 0.91 (3H, s, H-19), 6 0.90 (3H, s, H-21),
6 0.86 (3H, t, J= 7.6 Hz, H-29), 6 0.84 (3H, d, J= 7.6 Hz, H-26), 6 0.82 (3H, d, J= 7.6 Hz,
H-27), 5 0.66 (3H, s, H-18). RMN de 13C: Ver Tabla 6.6.1. IR: Vc=s= 2055.11 cm'%, Vnu=
3229.16 cm't, Vnrz= 3409.37 cm't, Ve=n= 1743.23 cm™™,
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