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Resumen

El género Perymenium es un taxdn que incluye mayormente especies
endémicas de México, distribuidas desde el noroeste de México hasta Perl. Hasta
el afio 2011 se reconocieron 50 especies para este género concentrando en
México su principal centro de diversidad con 44 especies, de las cuales, la
mayoria aln no han sido analizadas quimica o biolégicamente.

La especie Perymenium buphthalmoides cuenta con un estudio quimico
preliminar del extracto de raiz realizado por nuestro grupo de trabajo, en el cual se
reporta la presencia de compuestos de interés bioldgico, por lo que resulta de
interés realizar un estudio quimico preliminar que contribuya con datos a la
quimiotaxonomia de este género y de esta especie.

En la siguiente investigacion se describe el aislamiento y caracterizacion
del acido beyerenoico (23), estigmasterol (29), B-sitosterol (10), a-amirina (30), 3-
amirina (31) y el lupeol (32) a partir del extracto hexanico de hojas de Perymenium
buphthalmoides.

’
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Los compuestos fueron caracterizados por sus datos fisicos y por RMN de H y
13C asi como en experimentos en 2D.

Palabras clave: Perymenium buphthalmoides, Heliantheae, terpeno, Asteraceae,
acido beyerenoico.
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Abstract

The genus Perymenium is a taxon that includes mostly endemic species
from Mexico, which are distributed from northwestern Mexico to Peru. Until 2011,
50 species were recognized for this genus, and its main center of diversity is
Mexico with 44 species, most of them have not been chemical or biologically
analyzed.

The roots of Perymenium buphthalmoides has a preliminary chemical
study made by our working group, in which the presence of biologically active
compounds was demonstrated. Due to this, is interesting to conduct a preliminary
chemical study of leaves from P. buphthalmoides that contributes to
chemotaxonomy data of this genus and species.

In this investigation the isolation, purification and characterization of
beyerenoic acid (23), stigmasterol (29), B-sitosterol (10), a-amyrin (30), B-amyrin
(31) and lupeol (32) from hexanic extract obtained of the leaves of Perymenium
buphthalmoides are described.

The isolated compounds were characterized by 1D and 2D NMR.

Keywords: Perymenium buphthalmoides, Heliantheae, terpene, Asteraceae,
beyerenoico acid.
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1. Introduccion

Todos los organismos vivos necesitan transformar e interconvertir un vasto
nimero de compuestos organicos para poder vivir, crecer y reproducirse. Las
especies vegetales son organismos altamente eficientes en la sintesis compuestos
organicos a partir de fuentes inorganicas mediante la via fotosintética, mientras
que otros organismos tales como los animales y microrganismos obtienen los
nutrientes a través de la dieta.

Las moléculas crucialmente importantes para la vida se dividen en hidratos
de carbono, proteinas, grasas y acidos nucleicos. A pesar de las muy variadas
caracteristicas de los organismos vivos, las vias para modificar y sintetizar estas
moléculas parecen ser esencialmente las mismas en todos los organismos. Estos
procesos demuestran la unidad fundamental de toda la materia viva, y se
describen colectivamente como metabolismo primario y los compuestos que
intervienen en €l se denominan metabolitos primarios.

En contraste con estas rutas metabdlicas primarias, también existe un area
que se refiere a compuestos que tienen una distribucion mucho mas limitada en la
naturaleza, los denominados metabolitos secundarios, que se encuentran en
organismos mas especificos.

Los bloques de construccion para estos metabolitos derivan del
metabolismo primario y de sus procesos metabodlicos fundamentales, los cuales
daran origen a los compuestos intermediarios biosintéticos como acetil-CoA, acido
shikimico, acido mevalénico y metil eritritol fosfato; con frecuencia se emplean
otros bloques de construccion a base de aminoacidos para la sintesis de péptidos,
proteinas y alcaloides. Los componentes de estos se indican brevemente en la
Figura 1.1 (Dewick 2009).
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Figura. 1.1. Blogues de construccion para la sintesis de metabolitos secundarios
(Dewick 2009).
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De especial importancia es mencionar que los metabolitos secundarios no
se encuentran en todos los grupos de plantas, se sintetizan en pequefias
cantidades y no de forma generalizada estando su produccion restringida a un
determinado género de plantas, a una familia o incluso a algunas especies (Avalos
& Pérez-Urria, 2009).

Para su estudio, los metabolitos secundarios se dividen en tres grandes
grupos:

+ Terpenos
+ Fenoles

+ Alcaloides

Las denominaciones genéricas de “sustancias terpenicas”, “terpenoides” o
simplemente “terpenos” son aplicadas a una extensa gama de productos naturales
gue esta formada por ciertos hidrocarburos y sus derivados oxigenados (Gonzalez
1991), y se clasifican en base a las unidades de isopreno (Cs) que contiene su
estructura, Tabla 1.1 (Marcano & Hasegawa, 2002).

Tabla 1.1. Clasificacién de terpenos.

Monoterpenos 2 Cio
Sesquiterpenos 3 Cis
Diterpenos 4 C20
Sesterterpenos 5 Coxs
Triterpenos 6 Cso
Tetraterpenos 8 Cao
Politerpenos Mas de 8 Mas de Cyo

Algunos actividades importantes de los terpenos dentro de las especies
vegetales es como mensajeros, atrayentes, disuasivos, fitoalexinas, entre otros. La
labor biolégica de los terpenos ha destacado y se pueden utilizar en el tratamiento
contra enfermedades como el cancer, malaria, inflamacion y en diversas
infecciones ocasionadas por virus y bacterias. Algunos terpenoides importantes
clinicamente son el paclitaxel (1) y la artemisinina los cuales son usados para
combatir el cancer y la malaria, respectivamente (2) Figura 1.2 (Ding et al., 2012).
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Figura 1.2. Terpenoides de interés bioldgico.

Debido a las aplicaciones potenciales de los metabolitos secundarios, se
vuelve pertinente llevar a cabo estudios quimicos en especies vegetales.

2. Antecedentes

2.1. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae o Compositae, constituye el grupo vegetal mas
diverso de plantas vasculares sobre el planeta (Smith et al., 2004); su distribucién
es practicamente cosmopolita y es una de las familias mas comunes en la mayor
parte de los habitats (Rzedowski, 1972); representa un grupo natural con un
nimero elevado de especies y amplia variacion (Funk et al., 2005). Sus miembros
son facilmente reconocidos por sus inflorescencias dispuestas en capitulos, flores
gamopétalas y por lo general pentameras, caliz modificado en un vilano,
estambres singenesios y el ovario inferior bicarpelar que deriva en una cipsela
(Villasefior, 1993; Bremer, 1994).

En el mundo se estiman entre 1,500 y 1,700 géneros y entre 24,000 y
30,000 especies de la familia Asteraceae. México es uno de los principales centros
de diversidad (Katinas et al., 2007; Funk et al., 2009) donde se estiman unos 373
géneros y 3,080 especies nativas y mas de 29 géneros introducidos (Redonda &
Villasefior, 2011); representando entre el 12-15% de la flora vascular Mexicana,
donde los estados de Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Jalisco y Michoacan cuentan
con el 46% del total de la poblacion de especies de esta familia y el 72% de
especies endémicas (Villasefior, 2003).
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La familia Asteraceae es dividida por tribus, donde la Heliantheae es una de
las mas numerosas con aproximadamente 2,500 especies, agrupadas en 189
géneros (Novora & Gutiérrez, 2010). La distribucion de esta tribu se concentra en
el continente americano y la mayoria de sus géneros se distribuyen en México,
siendo este su principal centro de diversificacién (Villasefior & Hinojosa, 2011).

2.2. Género Perymenium

2.2.1. Clasificacion botanica

El género Perymeniun cuenta con las siguientes categorias taxonémicas:

Reino MERIEE

Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Perymenium

2.2.2. Localizaciéon geografica

El género Perymenium es un taxdn que incluye mayormente especies
endémicas de México, distribuidas desde el noroeste de México hasta Peru. Hasta
el afio 2011 se consideran 50 especies para este género concentrando en México
su principal centro de diversidad con 44 especies, de las cuales la mayoria aln no
han sido analizadas quimica o biol6gicamente Figura 2.2.2.1.
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Figura 2.2.2.1. Distribucion geogréfica del género Perymenium.

Es fundamental indicar que el dltimo trabajo de verificacién del género
Perymenium en México y Centroamérica fue elaborado por J. J. Fay en 1978,
quien reconocié la presencia de 31 especies, de las cuales 5 resultaron ser
nuevas, hasta el afio 2011 se dieron a saber 13 novedades adicionales y siguen
manifestandose otras de distribucion geografica muy restringida Tabla 2.2.2.1
(Rzedowski et al., 2010, Rzedowski et al., 2011, Robinson & Greenman, 1899,
Pyramus, 1836).
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Tabla 2.2.2.1. Especies aceptadas dentro del género Perymenium.

Especie

U U U U U U U U U U U U U U U U T

. arriagae

. asperifolium
. barclayanum
. beckeri

. berlandieri
. buphthalmoides

. cervantesii

. chalarolepis
. cornutum

. croceum

. discolor

. ecuadoricum
. featherstonei
. ghiesbreghti
. globosum

. gracile

. grande

Pais
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
Ecuador
Pert
México
México
México

Guatemala

Especie

P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.

gymnolomoides
hintonii
ibarrarum
jaliscense

klattianum
k lattii

mendezii
microcephalum
microphyllum.
moctezumae
Nelsonii
ovalifolium
parvifolium
pellitum
pringlei
reticulatum

rogmacvaughii

Pais
México
México
México
México
México
Colombi
a

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

México

Especie

W U U U U U U U U U U U U U U T

. rosei

. rude

. serratum

. sotoarenasii

. Subsquarrosum
. tamaulipense

. tenellum

. verbesinoides

. gymnolomoides

. hiesbrgeghtii

. matthewsii

. estrigillosum

. hintoniorum

. paneroi

. basaseachicanum

. oxycarphum

Pais
México
México
Pera
México
México
México
México
México
México
México
Per

El salvador
México
México
México

México
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2.2.3. Descripcion botanica

Dentro del género Perymenium se concentran plantas herbaceas perennes
o con mas frecuencia arbustivas a veces arborescentes, algunas trepadoras; hojas
opuestas, a menudo rasposas al tacto en el haz, por lo general trinervadas o
triplinervadas; inflorecencias cimosas por lo comun umbeliformes, corimbiformes o
paniculiformes, en ocasiones las cabezuelas solitarias; estas heterogamas y
radiadas; flores liguladas 8-13 por lo comun fértiles (estériles en una especie),
amarillas, sus corolas pentdmeras, tubulosas amarillas anteras auriculadas en la
base y provistas de vistosos apéndices terminales de color palido, ramas de estilo
aplanadas, puntiagudas y puberales hacia el apice; aquenios de las flores
periféricas triquetos, los del disco comprimidos, tetragonos o biconvexos, en
algunas especies todos provistos de alas laterales, vilano de 8 a 30 aristas
delgadas, fragiles y caedizas de largo muy desigual, Figura 2.2.3.1 (Rzedowski et
al 2011).

Perymenium grande Perymenium featherstonei Perymeniun discolor

Figura 2.2.3.1. Especies del género Perymenium.
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2.3. Analisis quimicos reportados de especies del género Perymenium

La quimica del género Perymenium esta constituida principalmente por
terpenoides de tipo monoterpenos y sesquiterpenos (componentes de los aceites
esenciales), cuyo andlisis fue realizado por Ciccio y colaboradores evaluando a
Perymenium grande, (Ciccio & Chaverri, 2012), en esta especie ademas se
reporta la presencia de las lactonas sesquiterpénicas 3-5 (Murillo et al., 2006).
Adicionalmente, este tipo de compuestos se describen en el extracto cloroférmico
de las partes areas de Perymenium mendezii var. Verbesinioides 6-7 (Maldonado
et al., 1983) asi como en las partes areas Perymenium berlandieri 8-9 (Maldonado
et al., 1994) Figura. 2.3.1.

| R | R,
3 |coH |co,CH;
4 |CH,0H| CH,OH

AcO

8 o

Figura 2.3.1. Lactonas sesquitrpénicas aisladas de especies de
Perymenium.
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Por otro lado, de Perymenium hintonni reportaron la presencia de
cumarinas, flavonoides vy triterpenos (10-11) asi como dos nuevas lactonas
diterpénicas isoméricas (12-13) Figura 2.3.2 (Maldonado et al., 1997).

$
S
\J

Figura. 2.3.2. Diterpenos y triterpenos aislados de Perymenium hintonni.

Un grupo importante identificado lo constituyen los diterpenos con
esqueleto de kaurano encontrados en el andlisis quimico realizado a Perymenium
ecuadorium 14-21 (Bohlman & Zdero, 1976). De la misma forma se encuentran
presentes en el extracto de las partes areas de Perymenium featherstonei (15-17 y
22) Figura. 2.3.3 (Bohimann et al., 1984).

Figura 2.3.3. Diterpenos con esqueleto de kaureno de Perymenium ecuadorium y
Perymenium featherstonei.

10
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Finalmente, existe el reporte de compuestos con esqueleto de kaureno y
beyerano en Perymenium Kklattianum (23-27) Figura 2.3.4 (Bohlmann et al., 1985).

Figura. 2.3.4. Diterpenos de Perymenium Klattianum.

El género Perymenium no cuenta con reporte de su uso en la medicina
tradicional; sin embargo, estudios quimicos realizados indican la presencia de
compuestos con interés farmacolégico como el 4cido ent-kaurenoico (Zgoda et al.,
2002, Vieira et al., 2002, Jeong et al., 2013) y su analogo el acido ent-beyerenoico
(Zamilpa et al., 2002), asi como lactonas sesquiterpénicas a las cuales también se
les ha asociado como agentes terapéuticos contra la inflamacion y el cancer
(Arellano & Delgado, 2004, Siedle et al., 2010) y triterpenos como agentes
antimicrobianos y antiinflamatorios (Yinusa et al., 2014; Fonnegra & Jiménez,
2007).

11
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2.4. Perymeniun buphthalmoides D.C.

Es una especie endémica de México que se localiza en el Estado de
Michoacan y Estados aledafios (Figura 2.4.1) se desarrolla primordialmente en
matorrales xerofilos, pastizales, bosques de encino y de coniferas, particularmente
abundante en los claros de estos Ultimos. Florece de junio a septiembre, planta
por lo general comun y sin problemas de supervivencia.

DSTRELCRH GEOGRAC A COHODITH DE

Fy ?tmiﬂm arria

@ Frryoendun buphchalmod dea

Figura 2.4.1. Localizacion de Perymenium buphthalmoides.

12
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2.5. Descripcion botanica de Perymenium buphthamoides

Planta herbacea anual, erecta ascendente o decumbente, hasta de 60 cm
de largo, provista de raiz tuberosa a menudo muy engrosada y lefiosa.

Tallos: con frecuencia varios partiendo de la base, simples o a veces
ramificados, estriados por lo comun esparcidamente estrigosos, otras veces
parcial o totalmente hispidos.

Hojas: todas opuestas, casi sésiles o con peciolo hasta de 6 mm de largo,
lamina foliar ovada a eliptica, ampliamente lanceolada u oblanceolada, de 2 a 6
cm de largo y 1-3 cm de ancho, aguda a obtusa en el 4pice, cuneada a
subcordada en la base, margen serrado a subentero, triplinervada o trinervada de
textura membranacea, verde oscura y estrigosa a hirsuta o pilosa en el haz, mas
palida e hispidula en el envés; cabezuelas solitarias y terminales a veces
agrupadas por pocas en conjuntos cimosos, pedunculos hasta de 16 cm de largo;
involucro campanulado a hemisférico sus bracteas 8 a 15, dispuestas en 2 a 3
series, de tamafio subigual a veces las exteriores mas largas que las interiores,
lanceoladas a elipticas, de 4-7 mm de largo, agudas o romas en el apice,
estrigosas a hispidas a veces pilosas por fuera, receptaculo convexo, paleas
oblongas a elipticas, de 4-6 cm de largo, agudas a acuminadas y a menudo
ciliadas en el apice; flores liguladas 8 a 13, sus laminas elipticas a oblanceoladas,
de 0.8-2 cm de largo, amarillas, glabras o casi glabras.

Flores: del disco 25-50, sus corolas tubulosas, de 3.5-5.5 mm de largo,
amarillas con los I6bulos papiloso-puberulos por dentro, anteras negruzcas a
cafés, de 1.5 a 2.5 mm de largo, ramas del estilo aplanadas, agudas e hispidulas
en el apice.

Agquenios: obovados, de 2 a 3.5 mm de largo, los del radio triquetos, los del
disco biconvexos o tetrangulares, negruzcos, casi glabros a puberulos o
estrigosos, en el cual se inserta el vilano, este de 1 a 2 aristas delgadas hasta 4.5
mm de longitud y varias adicionales de menos de 1 mm de largo, en ocasiones
estas Ultimas o todas o casi todas ausentes (Figura 2.5.1) (Rzedowski et al.,
2011).

Figura 2.5.1. Perymenium
buphthalmoides.
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En el afio 2014, Villagomez realizd el estudio quimico preliminar del
extracto hexanico de raiz de Perymenium buphthalmoides, en el cual report6 la
separacion, purificacion e identificacion del acido ent-kaur-16-en-19-oico (16); asi
como el acido ent-beyer-15-en-19-oico (23) los cuales corresponden a los
componentes mayoritarios de dicho extracto y el 3p-friedelinol (28), Figura 2.5.2.

S
S
S

Figura 2.5.2. Terpenos aislados de Perymenium buphthalmoides.
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3. Justificacion

Perymenium buphthalmoides es una especie ubicada en México y su
delimitacion geogréafica se centraliza principalmente en el Estado de Michoacén, la
cual no cuenta con reporte de andlisis quimico de sus partes aéreas, por lo que
esta promueve interés en la busqueda de metabolitos secundarios.

Con este estudio se pretende continuar con el analisis fitoquimico de esta
especie, ya que existe un estudio quimico preliminar del extracto de raiz realizado
por nuestro grupo de trabajo, en el cual se reporta la presencia de compuestos
con interés biolégico por lo que resulta de beneficio ahondar en el estudio quimico
de las especies de este género.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Llevar acabo el estudio quimico preliminar del extracto hexanico de
hojas de Perymenium buphthalmoides, mediante métodos cromatograficos
para aislar e identificar los componentes mayoritarios.

4.2. Objetivos especificos

+ Obtener el extracto hexanico de hojas de la planta.

+ Separar y purificar mediante técnicas cromatografias los
componentes mayoritarios presentes en dicho extracto.

+ Caracterizar las sustancias quimicas mediante métodos fisicos,
quimicos, espectroscopicos y espectrométricos.

16
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5. Metodologia experimental

Esquema 5.1. Metodologia experimental para el desarrollo del proyecto.

Secado a la sombra

ar t t
especie vegetal ‘ l distintas partes ) l - Zrmngieerr?teu =

Colecta de la Separacion en sus

Separacion por Concentracién del
técnicas disolvente en
cromatograficas rotavapor

Extraccion mediante

reflujo durante 6 horas

| Purificacion Caracterizacion
mediante técnicas mediante métodos

iy fisicos y
cromatograficas eSPECctroscopicos
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6. Resultados y discusion

6.1. Colecta e identificacion de la especie vegetal

Perymenium buphthalmoides se colect6 en julio del 2011, junio del 2013 y
2014 en el km 3.5 de la carretera Tiripetio-Acuitzio a 19°30.916’ latitud y 101°
20.634’ longitud y una altitud de 2095 metros sobre el nivel del mar. La planta fue
identificada por el Dr. Jerzy Rzedowski, conservando un ejemplar en el herbario
del Instituto de Ecologia de Patzcuaro A.C.

6.2. Tratamiento vegetal

Para la obtencion de los extractos inicialmente se separé la especie en sus
distintas partes y posteriormente se dej6 secar a la sombra.

6.3. Analisis quimico del extracto hexanico de hoja

En el andlisis inicial, un lote de 147 g hojas de la especie vegetal, se
sacaron a la sombra y posteriormente se molieron, la extraccion se llevdé a cabo
con mezcla de hexanos mediante reflujo durante 6 horas.

Del extracto hexanico de hojas mediante RMN de 'H (Figura 6.3.1) se
distinguieron sefiales en la regién de los dobles enlaces entre 5.65-4.50 ppm asi
como sefiales en la region de los protones alifaticos destacando la sefal simple en
1.25 ppm asignada a metilenos pertenecientes a cadenas de acidos grasos.

El estudio quimico preliminar del extracto hexanico de hojas de P.
buphthalmoides se realiz6 empleando un lote de 7 g de extracto que fue sometido
a separacion por cromatografia en columna utilizando gel de silice malla 230-400 y
como eluente mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente. La
cromatografia en columna fue monitoreada mediante de cromatografia analitica
utiizando el mismo sistema de disolventes. Las fracciones eluidas se analizaron
por RMN de 'H.
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De la cromatografia del extracto hexanico de hojas, en la polaridad
hexanos-AcOEt (1:1) se obtuvo una mezcla de compuestos la cual se
recromatografi6 con mezclas de hexanos-AcOEt a polaridad 17:3, y en las
fracciones 15-19 se obtuvo un polvo cristalino incoloro, cuya rotacion especifica
fue de [a]*= +4.5, en su espectro de IR se aprecio en 1730 cm™ una banda
intensa perteneciente a un grupo carbonilo de acido y en el espectro de masa
(Figura 6.3.2) se mostré un ion molecular [M]* 302 m/z, correspondiente a un
compuesto con féormula molecular CaoH300-. En el espectro de RMN de *H (Figura
6.3.3) se observaron los protones del doble enlace en 574 y 5.46 ppm
pertenecientes a los H-15 (1H, d, J= 5.6 Hz) y H-16 (1H, d, J= 5.6 Hz); en 2.15
ppm (2H, da, J= 13.6 Hz) se ubico la sefal correspondiente al H-3; posteriormente,
en 1.24 ppm se localizd la sefial simple para el H-18, en 1.00 ppm el H-17 y en
0.67 ppm el H-20, todas ellas pertenecientes a grupos metilo. En el espectro de
RMN de ®C (Figura 6.3.4) se encontr6 en 183.2 ppm (C-19) una sefial
caracteristica de carbonilo de acido; adicionalmente, se observaron dos sefales
pertenecientes a carbonos de dobles enlaces en 136.5 ppm (C-16) y 134.8 ppm
(C-15); las diecisiete sefiales restantes se ubicaron entre 61.0 a 13.8 ppm.

La naturaleza de cada uno de los carbonos de la molécula se definié con el
experimento DEPT, donde se observaron tres carbonos de grupo metilo en 29.1
ppm (C-18), 24.9 ppm (C-17) y en 13.8 ppm (C-20); asimismo, se observaron ocho
carbonos metilénicos, los cuales se ubicaron en 61.0 ppm (C-14), 39.5 ppm (C-1),
37.9 ppm (C-3), 37.5 ppm (C-7), 33.0 ppm (C-12), 21.5 ppm (C-6), 20.4 ppm (C-
11) y en 19.2 ppm (C-2); se apreciaron en 56.9 ppm (C-5) y 52.2 ppm (C-9) los
carbonos metinicos; por consiguiente, los carbonos cuaternarios se asignaron en
49.1 ppm (C-8), 43.7 ppm (C-4), 43.6 ppm (C-13), y 37.5 ppm (C-10), los datos
espectroscopicos obtenidos experimentalmente coincidieron para el compuesto
denominado acido beyerenoico (23).

Se reportd que en estudios al compuesto (23) presentd un efecto
antiespasmaodico y antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, Enterococcus
feacalis y Candida albicans (Zamilpa et al., 2002)
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La asignacion inequivoca de los espectros de RMN de H y 13C fue posible
a traves del andlisis de espectros de RMN de 2D, asi como por comparacion con
datos de la literatura revelando que se trataba de acido ent-beyer-15-en-19-oico
(23) (Grande et al., 1990).

Se ha reportado que 23 muestra actividad antiespasmodica vy
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis y Candida
albicans (Zamilpa et al., 2002).

Continuando con la cromatografia en columna, en las fracciones 22-27 de
la recromatografia de la fraccién 7 obtenida en la polaridad hexanos-AcOEt (1:1)
se obtuvieron cristales incoloros los cuales fueron lavados en frio con hexanos
para su purificaciéon. El analisis por cromatografia de gases y el espectro de masa
permitio la presencia de dos componentes (Figura 6.3.5) mostrando un ion
molecular de 412 m/z, el cual sugiri6 la formula molecular CogHss0
correspondiente al fitoesterol denominado estigmasterol (29), observandose
también el ion molecular de 414 m/z, el cual sugirié la presencia del fitosterol
denominado B-sitosterol con férmula molecular C29Hs00 (10).

Esta mezcla no fue posible separarla, sin embargo, pudieron ser asignados
sus espectros de RMN de 1D. En el espectro de RMN de *H (Figura 6.3.7) se
observaron tres sefiales pertenecientes a protones de dobles enlaces; en 5.34
ppm se ubicd una sefial doble J= 5.2 Hz asignada para el proton H-6 y H-6"; en
5.14 y 5.01 ppm se observé la sefal doble de dobles con J= 15.2 y 8.4 Hz,
asignadas a los protones vinilicos H-22 y H-23 de 29; se aprecié una sefal
multiple en 3.53 ppm, perteneciente al protdn base del hidroxilo (H-3 y H-3); entre
1.05 ppm y 0.68 ppm se ubicaron las sefiales pertenecientes a los grupos metilo
de ambas moléculas. En el espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl), se
observaron cuatro sefales pertenecientes a carbonos de doble enlace en 140.7,
138.5, 129.3 y 121.7 ppm pertenecientes a los C-5/C-5", C-22, C-23 y C-6/C-6’,
respectivamente; en 71.9 ppm se observo la sefial del carbono base de oxigeno C-
3-C-3’y el resto de las sefales corresponden a un sistema alifatico observadas
entre 57.0 y 10.0 ppm, los datos espectroscopicos obtenidos experimentalmente,
fueron iguales a los de la literatura (Rowshanol et al., 2007).

Se ha reportado que la mezcla de los compuestos 10 y 29 presentd
actividad antimicrobiana (Yinusa et al., 2014), Analgésico y Antidiarreico (Saez et
al., 1998) e Hipoglucemiante (Luize & Cechinel-Filho, 2002).
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La recromatografia de la fraccién 7 obtenida en la polaridad hexanos-AcOEt
(1:1) se realizd utilizando gel de silice y un sistema de elucion hexanos-AcOEt
(17:3), las fracciones 15-19 se recromatografiaron con mezclas de hexanos-AcOEt
en orden creciente de polaridad como eluente, en la fraccion 7 (19:1) se obtuvo un
polvo blanco el cual se purificé por cromatografia analitica impregnada con
solucién de AgNOs al 20%. Este proceso permitié la separacién de un sélido
blanco. El andlisis de cromatografia de gases y espectro de masa permitié
confirmar la presencia de dos componentes mostrando un ion molecular de 426
m/z para cada uno de los compuestos sugiriendo la férmula molecular C3oHs00
(Figura 6.3.9 y Figura 6.3.10).

En su espectro de RMN de 'H destacaron en 5.14 y 5.19 ppm dos sefiales
triples (J= 4.0 Hz), pertenecientes a los protones viniicos H-12 y H-12"; en 3.24
ppm se ubico la sefial perteneciente a los protones base de alcohol H-3/H-3", a
campo alto se apreciaron sefiales de alta intensidad que correspondieron a las
sefiales de los protones de grupos metilos entre 1.15 y 0.81 ppm para ambos
compuestos. En el espectro de RMN de *C se observaron las sefiales para los
carbonos de doble enlace en 145.2 ppm (C-13), 121.7 ppm (C-12), 139.6 ppm (C-
13’) y 124.4 ppm (C-12’); por otra parte, el carbono base de hidroxilo se situé en
79.0 ppm y las sefales asignadas al esqueleto pentaciclico se ubicaron entre 59.1
y 15.8 ppm. Estos datos fueron iguales a los de la literatura (Mahato, 2009 y
1994).

Se ha reportado que la mezcla de los compuestos 30 y 31 presentd

actividad antiinflamatoria (Fonnegra & Jimenez, 2007), antinociceptiva (Santos et
al., 2011), antibacterial e inhibidores de la proteasa (Oliveira et al., 2004).
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De la cromatografia preparativa impregnada con solucién de AgNO3 al 20%
adicionalmente se obtuvo el compuesto 32. En su espectro de RMN de *H (Figura
6.3.15) se observaron las sefiales correspondientes al doble enlace en 4.69 ppm
con una constante de acoplamiento de 2.2 Hz correspondiente al proton olefinico
H-29a; de la misma forma, se observo en 4.56 ppm la sefial doble asignada al H-
29b; adicional a esto, se ubicé al proton base de hidroxilo en 3.20 ppm
perteneciente al H-3, y en 2.37 ppm aparecid la sefial multiple asignada la H-19;
por otro lado, se observaron siete sefiales simples pertenecientes a los grupos
metilo en 1.67 ppm (H-30), 1.02 ppm (H-28), 0.96 ppm (H-27), 0.93 ppm (H-26),
0.82 ppm (H-25), 0.78 ppm (H-24), 0.75 ppm (H-23). Con estos datos y por
igualdad a lo descrito se determiné que se trataba del triterpeno conocido como
lupeol (Ruiz, 2015; Gémez, 2011).

Se ha reportado que el lupeol (32) presenté actividad antibacterial (Osuna
et al., 2005) asi como capacidad Inhibidora de la proteasa (Negri etal., 2004).
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7. Conclusiones

El estudio quimico preliminar del extracto hexanico de hojas de Perymenium
buphthalmoides condujo al aislamiento e identificacién del 4cido ent-beyer-15-en-
19-oico (23), el cual ya habia sido descrito en el extracto hexanico de raiz, el
estigmasterol (10) y B-sitosterol (29); asi como los triterpenos a-amirina (30) y -
amirina (31) y el lupeol (32).

30 31 32

Los compuestos fueron caracterizados por RMN de H y **C, asi como con
experimentos de 2D.

Es importante mencionar que los compuestos 29-32 no han sido reportados
dentro de los estudios quimicos realizados a las especies de este género.
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8. Metodologia experimental

8.1. Material vegetal

La especie vegetal de Perymenium buphthalmides, se colectd el 24 de julio
del 2011 en el km 3.5 de la carretera Tiripitio-Acuitzio a 19° 30.916" latitud y 101°
20.634" longitud y una altitud de 2095 metros sobre el nivel del mar. La planta fue
identificada por el Dr. J. Rzedowski, conservando un ejemplar en el herbario del
instituto de Ecologia de Péatzcuaro A.C.

Las especies destinadas para el analisis quimico se secaron a la sombra a
temperatura ambiente y posteriormente se separaron en sus distintas partes.

8.2. Obtencién de extractos

Las hojas (512 g) de la especie vegetal, se sacaron a la sombra y
posteriormente se molieron, la extraccion se llevd a cabo con mezcla de hexanos
mediante reflujo obteniendo 7 g de extracto crudo. El estudio quimico preliminar
del extracto hexanico de hojas de P. buphthalmoides se realiz6 en cromatografia
en columna utilizando gel de silice malla 230-400 y como eluente mezclas de
hexanos-AcOEt en polaridad ascendente.

8.3. Resonancia magnética nuclear (RMN), Espectrometria de Masa

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de H y *C se midieron
en un equipo Varian Mercury Plus 400, a 400 MHz y 100 MHz, respectivamente,
usando deuterocloroformo (CDCI3) como disolvente y como referencia interna
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masa fueron obtenidos en un equipo
Hewlett-Packard 5890 series Il plus a 70 eV.

La rotacion Optica se determind0 en un polarimetro Perkin-Elmer 341
utilizando como disolvente CHCls.

8.4. Analisis quimico

La separacion de los compuestos se realizd en columna cromatografica
(hcolumna = 15 ¢m, Scouma = 3 ¢m) empleando gel de silice (SiO;) malla 230-400 de
como fase estacionaria, y mezclas de hexanos-AcOEt en orden ascendente de
polaridad como eluente. La cromatografia fue monitoreada por medio de
cromatografia en capa fina.

8.5. Cromatografia en capa fina impregnada con solucién de AgNO3

Esta cromatografia se realiz6 en cromatofolios base de aluminio de gel de
silice 60, impregnados con solucion de nitrato de plata (850 mg AgNO3 en 6 mL de
acetonitrilo) con polaridad CH,Cl,-AcOEt (17:3).
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Acido ent-beyer-15-en-19-oico (23)

Sdlido de color blanco, [a]¥= +4.5 (c 0.31,CHCl3), IR (CHCl3) Vmax:3513, 2946, 2925,

2850, 1730, 1693, 1468, 1454, 1367, 1273, 1255, 1117, 976 cm™; RMN de *H (400
MHz, CDCls), & 5.74 (1H, d, J= 5.6 Hz, H-15), 5.46 (1H, d, J= 5.6 Hz, H-16), 2.15
(2H, da, J=13.6 Hz, H-3), 1.82 (1H, m, H-6, 1.69 (1H, da, J= 12.6 Hz, H-6"), 1.66
(2H, dt, J= 13.8,3.1 Hz, H-1), 1.54 (2H, m, H-11), 1.46 (1H, dd, J= 10.0,1.9 Hz, H-
14), 1.26 (2H, m, H-12), 1.24 (3H, s, H-18), 1.11 (1H, m, H-5), 1.33 (2H, m, H-7),
1.01 (1H, da, J= 10.0 Hz, H-14°), 1.00 (3H, s, H-17), 0.98 (2H, m, H-2), 0.89 (1H,
dda, J=12.6,4.4 Hz, H-9), 0.67 (3H, s, H-20), RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &
183.2 (C, C-19), 136.5 (CH, C-16), 134.8 (CH, C-15),61.0 (CH,, C-14), 56.9 (CH,
C-5), 52.2 (CH, C-9), 49.1 (C, C-8), 43.7 (C, C-4), 43.6 (C, C-13), 39.5 (CH,, C-1),
37.9 (CHp, C-3), 37.5 (C, C-10), 37.5 (CHa, C-7), 33.0 (CH,, C-12), 29.1 (CHs, C-
18), 24.9 (CHs, C-17), 21.5 (CH,, C-6), 20.4 (CH,, C-11), 19.2 (CH,, C-2), 13.8
(CH3, C-ZO); EMIE, 302 m/z (CongoOz).
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estigmasterol (29) y B-sitosterol (10).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 5.34 (d, J= 5.2 Hz, 1H, H-6 y H-6"), 5.15 (dd, J=
15.2, 8.4 Hz, 1H, H-22), 5.02 (dd, J= 15.2, 8.4 Hz, 1H, H-23), 3.53 (m, 1H, H-3 y H-
37), 1.03 (d, J= 8, 3H, H-29 y H-29"), 1.01 (s, 3H, H-19 y H-19"), 0.93 (d, J= 6.4 Hz,
H-21 y H-21"), 0.91 (d, J= 7.2, H-26 y H-26"), 0.81 (t, J= 6.8, H-27 y H-27"), 0.68
(s, 3H, H-18 y H-18"), RMN de !*C (100 MHz, CDCls) 5 140.8 (C, C-5 y C-5),
138.3 (CHy, C-22), 129.3 (CHj,, C-23), 121.7 (CH, C-6 y C-6"), 71.8 (CH, C-3y C-
3), 56.8 (CH, C-14), 56.7 (CH, C-14"), 56.1 (CH, C-17), 56.0 (CH, C-17"), 51.2
(CH, C-9), 51.1(CH, C-9"), 42.5(CH,, C-4°), 42.3 (CH,, C-4), 42.3 (C, C-13 y C-
137), 40.5 (CH, C-20), 40.5 (CH, C-24), 39.7 (CHy, C-12 y C-12°), 39.5 (C, C-10),
37.2 (CH,, C-1 y C-17),36.5 (C, C-10"), 36.1(CH, C-20),36.1(CH, C-24"), 33.9
(CHa, C-227), 31.9 (CHy, C-7), 31.9 (CHs, C-25), 31.9 (CH, C-8 y C-8"), 31.8 (CHy,
C-7'), 31.6 (CH,, C-2 y C-27), 29.1(CHs, C-25), 28.4 (CH,, C-16), 28.2 (CH,, C-
167),26.0 ( CHjy, 23"), 25.4 (CH, C-28), 25.4 (CH, C-28), 24.4 (CH,, C-15), 24.3 (C,
C-157), 23.0 (CH, C-28"), 23.0 (CH, C-28"), 21.2 (CHs, C-19), 21.2 (CHs, C-21),
21.2 (CHs, C-26), 21.1 (CH,, C-11 y C-11"), 19.8 (CHs, C-26"), 19.4 (CH, C-19"),
19.1 (CHs, C-27°), 19.0 (CHs, C-27), 18.8 (CHs, C-217), 12.1 (CHs, C-29), 12.1
(CH3, C-29’). EMIE, 412 m/z (C29H480) Yy EMIE, 414 m/z (C29H500).
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a-amirina (30) y B-amirina (31)

N
«

RMN de 'H (400 MHz, CDCly), & 5.19 (t, J= 3.6 Hz, 1H, H-12°), 5.14 (t, J= 4 Hz,
1H, H-12), 3.24 (m, 1H, H-3 y H-3"), 1.27 (s, 3H, H-24 y H 27°), 1.15 (s, 3H, H-27),
1.01 (s, 3H, H-25 y H-257), 0.98 (d, J= 7.0, 3H, H-30),0.96 (s, 3H, H-26"), 0.88 (s,
6H, H-29'),0.84 (s, 3H, H-28"), 0.80 (d, J= 7.0, 3H, H-29). RMN de 3C (100 MHz,
CDCly) 6 145.3 (C, C-13), 139.7 (C, C-13), 124.4 (CH, C-12), 121.7 (CH, C-12),
80.6 (CH, C-3 y C-3"), 59.1 (CH, C-18), 55.3 (CH, C-5 y C-5"), 47.7 (CH, C-9 y C-
9'), 46.9 (CH, C-19"), 42.2 (C, C-14),41.8 (C, C-14"), 41.6 (CH,, C-22), 40.1 (C, C-
8), 39.7 (CH, C-19, C-20), 38.8 ( C, C-4, C-8"), 37.8 (CH,, C-19 y C-1'), 36.9 (C, C-
10 y C-10), 34.8 (CH,, C-21°), 33.8 (C, C-17), 33.4 (CHs, C-29"), 32.6 (CHy, C-7" y
C-17), 325 (CHp, C-7), 31.3 (CH,, C-21), 31.2 (CH, C-20°), 28.8 (CH,, C-15),
28.5 (CHs, C-28"), 28.1 (CHs, C-28), 27.0 (CHy, C-2 y C-2°), 26.7 (CHa, C-16), 26.2
(CH,, C-15"), 26.0 (CH3, C-27"), 23.8 (CHs, C-30), 23.6 (CHy, C-11"), 23.4 (CH,, C-
119, 23.3 (CHs, C-27), 22.8 (CH3, C-23 y C-23"), 21.5 (CHs, C-30"), 18.3 (CH,, C-6
y C-6"), 17.6 (CHs, C-29), 16.9 (CHs, C-26 y 267), 15.8 (CHa, C-25), 15.6 (CH3, C-
24y C24°, C-25"). EMIE, 426 m/z (C3oHs00).
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Lupeol (32)

RMN de 'H (400 MHz, CDCly), & 4.69 (da, J= 2.4 Hz, 1H, H-29), 4.58 (dd, J=2.4,
1.6 Hz, 1H, H-29"), 4.47 (dt, J= 12.4, 6.0 Hz, 1H, H-3), 2.20 (m, 1H, H-19), 1.65
(sa, 3H, H-30), 0.93 (s, 3H, H-28), 0.88 (s, 3H, H-27), 0.84 (s, 6H, H-24, H-25),
0.79 (s, 3H, H-23).
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