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Simbolos, abreviaturas y acrénimos

2 Desplazamiento quimico

°C Grados Celsius

um Micrémetros

uL Microlitros

AEs Aceites esenciales

CCF Cromatografia en capa fina

cm Centimetro

CG-EM Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa

d Sefial doble

dd Serial doble de dobles

E Entgegen

EBUM Herbario de la facultad de Biologia de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo

EI-MS Espectrometria de masa por impacto electrénico

Eq Equivalente quimico

eV Electronvoltio

FPP Farnesil difosfato

g Gramos

h Horas

HETCOR Heteronuclear Correlation (por sus siglas en ingles)

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation (por sus siglas en ingles)

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy (por sus siglas en
ingles)

Hz Hertz

IK indice de retencion lineal o indice de Kovats

in Pulgadas

IR Infrarrojo

J Constante de acoplamiento

kg Kilogramo
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L Litro
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m Sefial multiple
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m/z Relacién masa carga

(M]* lon molecular

NIST MS National Institute of Standards and Technology Mass Spectral Database
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NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (por sus siglas en ingles)
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RMN de $3C  Resonancia magnética nuclear de Carbono 13
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S Sefial simple
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Resumen

Del estudio quimico del aceite esencial (AEs) de Trixis michuacana var. longifolia, se
logré determinar su naturaleza y composicion quimica; ademas; permitio establecer los
quimiotipos, de los cuales, posee tres: germacreno, muuroleno y cariofileno, siendo
principalmente sesquiterpenos. Este andlisis representa el primer reporte de los principales
componentes del AEs de la especie, lo cual es un aporte relevante a la quimica del género Trixis.
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El estudio quimico de los extractos apolares y polaridad intermedia de las partes areas de
la especie Trixis michuacana var. longifolia, permitio el aislamiento y caracterizacién de los
metabolitos secundarios: sitosterol (23), estigmasterol (24), heptacosano (46), palmitato de /-
amirina (68) y 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (69); siendo 23 y 24 los metabolitos
mayoritarios en el extracto hexanico de tallos. Por su parte 46 y 68, son los componentes
mayoritarios del extracto de diclorometano de hojas y el compuesto 69 del extracto de

diclorometano de tallos.
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(23)R=H
(24) R=H, 42223 (46) (68)
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Adicionalmente, se exploro la reactividad quimica de los fitosteroles 23 y 24 en una serie
de reacciones quimicas que llevo a la obtencion de los isomeros del 5a-sitostan-3-ol (70,70a), a
la 5a-sitostan-3-ona (72) y finalmente a la tiosemicarbazona de estigmastano (76), siendo esta

ultima una estructura novedosa.

(70) R=3B-0H (72) R=0
(70a) R=30-OH (76) R=NNHCSNH2

Palabras clave: Trixis michuacana var. longifolia, aceites esenciales (AES), estudio quimico,

fitosteroles, terpenos.
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Abstract

From the chemical study of essential oil (EO) of Trixis michuacana var. longifolia, its
nature and chemical composition were determined; what's more; allowed to establish the
chemotypes, of which it has three: germacrene, muurolene and caryophyllene, being mainly
sesquiterpenes. This analysis represents the first report of the main components of the EO of the
species, which is a relevant contribution to the chemistry of the genus Trixis.
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The chemical study of the apolar extracts and intermediate polarity of the aerial parts of
the species Trixis michuacana var. longifolia, allowed the isolation and characterization of the
secondary metabolites: sitosterol (23), stigmasterol (24), heptacosane (46), f-amyrin palmitate
(68) and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (69); being 23 and 24 the major metabolites in the
hexane extract of stems. On the other hand, 46 and 68 are the main components of the

dichloromethane extract of leaves and compound 69 of the dichloromethane extract of stems.

<
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(23)R=H
(24) R=H, 42223 (46) (68)

[0) H

OH
(69)

Additionally, the chemical reactivity of phytosterols 23 and 24 was explored in a series
of chemical reactions that led to obtaining the isomers of 5a-sitostan-3-ol (70,70a), 5a-sitostan-
3-one (72) and finally to stigmastane thiosemicarbazone (76), the latter being a novel structure.

(70) R=34-0H (72) R=0
(70a) R=30-OH (76) R=NNHCSNH2

Keywords: Trixis michuacana var. longifolia, essential oils (EO), chemical study, phytosterols,

terpenes.
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1. Introduccién

Actualmente, existe un interés creciente por estudiar a las plantas medicinales empleadas
en las practicas médicas de los principales grupos étnicos de nuestro pais, cada especie tiene un
valor etnofarmacol6gico 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 a través del tiempo. Las estrategias para elegir
qué plantas investigar en la busqueda para nuevos productos con propiedades quimicas y/o
bioldgicas incluyen la seleccidn aleatoria de plantas sobre la base de la afinidad taxondmica, o
la persecucion de las pistas sobre los conocimientos etnoboténicos (Magafa et al., 2010).

La etnomedicina refiere al estudio de las practicas médicas tradicionales, se enfoca a la
interpretacion cultural de la salud, enfermedad, malestares y a los procesos de sanacion y
cuidado de la salud. Aborda las creencias y practicas en relacién con la salud, valores culturales
y sociales, por lo que es un andlisis multidisciplinario (Chavez et al., 2017). El estudio de las
plantas medicinales utilizadas en las practicas médicas de los pueblos indigenas de nuestro pais
es uno de los recursos mas importantes de la quimica de productos naturales y de la industria
farmacéutica; generando una nueva relacion entre la etnomedicina y la ciencia del

descubrimiento de nuevos farmacos.

El analisis fitoquimico tiene como objeto determinar los metabolitos secundarios presentes
en las plantas incluyendo especies medicinales, aplicando para ello métodos de extraccion,
separacion, purificacion y determinacién estructural. Los metabolitos secundarios son los de
mayor relevancia para las investigaciones en quimica de productos naturales, puesto que son la
fuente de los compuestos biolégicamente activos que satisfacen las necesidades a nuevas
opciones terapéuticas (Yadav y Argarwala, 2011).

Como estrategia en la presente investigacion de quimica de productos naturales, se busco
combinar informacion etnofarmacologica de la flora medicinal con estudios fitoquimicos que
permitan validar su uso, lo cual permitiria difundir los conocimientos y practicas medicinales
tradicionales con un caracter cientifico, asi como sentar las bases cientificas para su uso de

manera racional.

~
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La busqueda de compuestos con aplicaciones bioldgicas y farmacoldgicas, asi como la
contribucion al rescate de las practicas medicinales del pueblo p“urhépecha encamind al estudio
quimico de la especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson, la cual
es usada en forma de decoccion de las partes aéreas para tratar la infertilidad ocasionada por la
“frialdad del vientre” de acuerdo con las prescripciones de personas que han adquirido estos
conocimientos de manera oral y a través de generaciones, como ha ocurrido con Ilda Gonzales
Buenaventura, originaria de la comunidad indigena de La Palma, Municipio de Los Reyes,

Michoacan, México.

Las investigaciones quimicas llevadas a cabo a especies del género Trixis han descrito
compuestos de importante interés quimico y bioldgico. Trixis michuacana var. longifolia,
cuenta con un estudio quimico preliminar del extracto hexanico de hojas donde se encontraron
compuestos de importante interés quimico (Herrera, 2019), por lo cual resulté interesante
ampliar el conocimiento de fitoquimico de esta especie y del género.

En el presente trabajo se describe el estudio quimico de los extractos apolares y de
polaridad intermedia de hojas y tallos de Trixis michuacana var. longifolia, con el propdsito de
aislar y caracterizar sus componentes mayoritarios. Asi mismo, se realizo el analisis quimico
del aceite esencial (AEs) de las hojas y flores de Trixis michuacana var. longifolia, logrando
identificar a sus componentes mayoritarios, siendo el primer reporte de la naturaleza quimica

de los componentes volatiles del género Trixis.

Derivado del estudio quimico de Trixis michuacana var. longifolia, se describen una
serie de reacciones quimicas a partir de los metabolitos mayoritarios del extracto hexanico de
tallos, permitiendo explorar la reactividad quimica en reacciones de hidrogenacion, oxidacién y
formacion de bases de Schiff, con la finalidad de obtener derivados con una potencial respuesta

bioactiva y otras aplicaciones quimicas.

|
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2. Antecedentes
2.1.Familia Asteraceae

La familia Asteraceae agrupa entre 23,000-30,000 especies y 1,500 géneros, y esta
ampliamente distribuida por el mundo. Las asteraceas se encuentran organizadas en tres
subfamilias y 17 tribus, basandose en andlisis cladisticos de datos morfologicos; se distinguen
por su estructura reproductiva, el capitulo donde las flores se disponen en forma de sésil sobre

un receptaculo ensanchado (Katinas et al., 2007; Ubiergo et al., 2009).

En México se albergan poco mas del 10% de la familia Asteraceae, con alrededor de 3,057
especies nativas, representando el 63% de la riqueza floristica de nuestro pais. El territorio
nacional es importante centro de diversificacion y endemismo para la familia de compuestas
con 417 géneros y 3,113 especies; ademas siguen describiendose nuevas especies de asteraceas
(Vargas et al., 2013; Redonda, 2018; Cilia et al., 2021).

2.2.Género Trixis

La tribu Mutisieae incluye cerca de 55 géneros, se compone alrededor de 500 especies a
nivel mundial, principalmente en Sudamérica, aunque algunos taxones también se encuentran
en Norteamérica, Centroamérica y Asia; dentro de esta tribu donde se encuentra al taxén Trixis
(Villareal y Estrada, 2014).

El género Trixis P. Browne (Asteraceae) comprende 60 especies descritas y de estas, solo
34 especies aceptadas, se distribuye principalmente dentro de la region Neotropical, desde el sur
de los Estados Unidos de Ameérica hasta regiones centrales de la Argentina y estad conformado
por especies arbustivas o herbaceas perennes (Figura 2.2.1). De este género solo 16 especies son
endémicas de México (Anderson,1972; Xavier y Machado, 2010).

©
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Figura 2.2.1. Distribucién geogréafica de especies del género Trixis.

2.2.1. Descripcion y clasificacion botanica

El género Trixis se compone principalmente de especies arbustivas y herbaceas
perennes; hojas alternadas, a menudo enteras, varias veces mas largas que anchas; cabezuelas
por lo general corimbosas o paniculadas, involucro cilindrico a campanulado o hemisférico, sus
bracteas interiores de largo subigual, las exteriores (0 accesorias) en nimero de 3 a 5, mas cortas
0 a veces mas largas y anchas que las anteriores; receptaculo plano, desnudo, pero pubescente;
flores todas hermafroditas, las exteriores a menudo mas grandes que las interiores, sus corolas
amarillas o anaranjadas (blancas con la edad), bilabiadas, el labio exterior tridentado, el interior
profundamente bipartido; anteras con las bases caudadas; ramas de estilo lineares, aplanadas y
peniciladas en el apice, aquenios fusiformes, con 5 costillas, vilano de numerosas cerdas
(Rzedowski, 2001). El género Trixis cuenta con las categorias taxonomicas enlistadas en la
Tabla 2.2.1.1.
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Tabla 2.2.1.1. Categorias taxonomicas para el género Trixis.

Taxonomia del Género Trixis

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

2.2.2. Estudios quimicos de especies del género Trixis

El estudio del género Trixis comenzo a finales del siglo pasado, se han estudiado
guimicamente algunas especies de este género: T. antimenorrhoea, T. inula, T. vauthieri, T.
grisebachii, T. praestans, T. parodoxa, T. angustifolia, T. pallida y T. wrigth, los resultados de
estas investigaciones han demostrado la presencia de metabolitos de importante interés quimico

y bioldgico.

El grupo maés diverso de metabolitos secundarios encontrado en la mayoria de las
especies del género son los terpenos, siendo los sesquiterpenos y triterpenos los metabolitos
mayoritarios. A la fecha se han reportado al y-curcumeno (1), p-cariofileno (2), voleneol (3),
aislados del extracto etandlico de las partes aéreas de T. antimenorrhoea y del extracto de éter
de petroleo de raiz y partes aéreas de T. inula se identificaron al s-elemeno (4) y germacreno D
(5) (Figura 2.2.2.1) (Bohlmann et al., 1979; Maldonado et al., 2014).

OH

l/,H

1) 2 (©)] “) (O]

Figura 2.2.2.1. Sesquiterpenos aislados de T. inulay T. antimenorrhoea.
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Del analisis del extracto éter de petroleo de las raices de T. vauthieri se identificaron las
lactonas 6 y 7, el aldehido de cumarina (8), al 15-acetoxi-13-metoxirotendeno (9), asi como su
derivado de aldehido (10); los derivados del germacreno 11 y 12 y sus epdxidos
tetraesterificados (13-15), estos ultimos se han descrito también en las flores de T. grisebachii
(Bohlmann et al., 1981; De Riscala et al.,1989) (Figura 2.2.2.2).

o H -
OH H ’:
X NG <:’®\ OMe
0 0 S “,

OH R H

®) (9) R=CH,0Ac
(10) R= CHO

OH

(13) R;= OH, R,=MeBu
(14) R,= OH, R,=Sen
(15) Ry= OAc, R,= MeBu

(11) R= i-Bu

(12) R=McBu N
/

OAc

(0] [e) O
i-Bu= ())H/ MeBu= O)H/\ Sen= ()/U\)\

Figura 2.2.2.2. Metabolitos secundarios aislados de T. vauthieri y T. grisebachii.

De las flores de T. grisebachii se reportaron al acetato de lupeol (16), s-amirina (17), a-
amirina (18) y germanicol (19); mientras que de las hojas y flores de T. praestans se obtuvieron
a 17,19y lupeol (20). De las partes aéreas de T. antimenorrhoea se aislaron a 16, 17 y lupenona
(21); de T. parodoxa aislaron a 16, 18 y 20. Otros metabolitos del tipo terpenoide con una
presencia significativa en el género son los fitoesteroles, ya que se han aislado de las flores y
hojas de T. praestans al isofucosterol (22), sitosterol (23) y estigmasterol (24). De las flores de
T. grisebachii identificaron a 23 y 24, 3-O-Acetildammarenediol Il (25) y dipterocarpol (26)
(Figura 2.2.2.3) (De Riscala et al., 1989; Bermejo, 2000, Granato et al., 2013; Maldonado et al.,
2014).
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(16) R=OH 19) (20) (21)
(17) R=0Ac
(18)R=0

(22) R=H, 42428
(23) R=H
(24) R=H, 4?22

(25) (26)

Figura 2.2.2.3. Triterpenos aislados en especies del género Trixis.

Los terpenoides de mayor relevancia de las especies del género Trixis, son los
denominados trixandlidos, aislados por primera vez por Bohlmann y colaboradores en 1979 de
las especies: T. wrigth y T. inula. Este tipo de compuestos contienen un esqueleto de tipo
isocedreno (27), se pueden encontrar principalmente en su forma esterificada en las posiciones
C-3, C-9y C-14. Del extracto AcOEt de las partes aéreas de T. pallida, aislaron los trixanélidos
28 y 29, cuya estereoquimica fue establecida mediante el método de Mdésher (Katowicz et al.,
2001). Del extracto etandlico de las partes aéreas de T. vauthieri identificaron una mezcla
inseparable de los trixikingolidos 30 y 31, siendo potenciales candidatos a farmacos tripanocidas
(Sales et al., 2019). De las partes aéreas de T. grisebachii se describieron a los trixanélidos 32
y 33 (De Riscala et al., 1989). Del estudio del extracto etandlico de las partes aéreas de T.
antimenorrhoea reportaron al trixandlido 34 (Granato et al., 2013; Maldonado et al., 2014)
(Figura 2.2.2.4).
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(28)R,=H, Ry= MeBu-erythro-3-OAc, R;=0Ac

(29) R ;4= OH, Rgy=i-Val-3-OAc, R;=i-Val-3-OH
(30) R ;= MeBu, Ry=i-Val, R;=i-Val-3-OH
(31) R 4= Sen, Ry= i-Val, R;=i-Val-3-OH
(32) R|4=i-Val-3-OH,  Rgy=i-Val, R;= i-Val-3-OH
(33) R|4,= OH, Ry= i-Val-3-OH, R;=MeBu

(34) R 4= OH, Rg=i-Val, R;=i-Val-3-OAc

o
Oliry
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O OAc O
MeBu-erythro-3-OAc= OJKH\ i-Val-3-OAc= OM i-Val-3-OH= o
O
i-Val= M
O

Figura 2.2.2.4. Trixanolidos aislados de especies del género Trixis.

Otro de los grupos de productos naturales aislados de este género son los flavonoides,
principalmente descritos en los extractos polares de las partes aéreas. Del extracto etandlico de
T. parodoxa Cass reportaron al xantomicrol (35) (Bermejo, 2000). Del extracto hexanico y de
acetato de etilo de T. angustifolia, aislaron las flavonas 35, pebrellina (36), cirsimaritina (37)
(Sanchez et al., 2017). Del estudio del extracto etandlico de T. antimenorrhoea se describe el
aislamiento de la nevadesina (38), sudaquitina (39) (Maldonado et al., 2014). Del estudio de los
extractos polares de T. vauthieri, reportaron a las sakuranetina (40) y padmatina (41) (Figura
2.2.2.5) (Bohlmann et al., 1989; Ribeiro et al., 1999; Ribeiro y Pilo, 1997).
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(35)R,=H, R,=OH, R;=0Me, R,=OMe, Rs=0OMe, R,=H, Ry=O0H, R,~H
(36)R,=H, R,=OH, R;=0H, R,=OMe, Rs=OMe, R,=H, R;=OMe, R,=OMe
(37)R,=H, R,=0H, R;=OMe, R,=OMe, Rs=H, R,=H,  R;=OH, R,~H
(38)R,;=0OH, R,=OH, R;=0OMe, R,=OH, Ry=0H, R,=H, Ry;=OMe, R,=H
(39 R=H, R,=0H, R;=0OMe, R,=OH, Rs=OH, R,=0H, Ry=O0H, R,~H
(40)R,=H, R,=H, R,=H, R,=OMe, Rs=H, R,=H,  R;=OH, R,~H
(41)R,=0OH, R,=H, Ry=H, R,=OMe, Rs=H, Ry=H,  R;=OH, R,=OH

Figura 2.2.2.5. Flavonoides aislados de especies del género Trixis.
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2.3.Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C. E. Anderson

La especie Trixis michuacana var. longifolia (Asteraceae) es endémica de México, se
encuentra distribuida en el centro-occidente del Estado de Michoacan y estados colindantes.
Crece en matorrales xeréfilos, bosques de encino, pastizales y areas adyacentes. Es una planta
arbustiva perenne, florece de noviembre a enero, es una planta por lo general comdn y sin

problemas de extincion (Rzedowski, 2001).

2.3.1. Descripcion botanica

Arbusto hasta de 1.5 m de alto; tallos individuales poco ramificados, sericeos a lanosos
0 estrigosos y también con pubescencia glandular mas corta, glabros con la edad; hojas sobre
peciolos de 0 a5 mm de largo, lineares a ovadas o elipticas, de 2.5 a 10 cm de largo, de 0.5a 4
cm de ancho, agudas y apiculadas o acuminadas en el &pice, 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, pedunculos hasta de 2 cm de largo;
involucro campanulado, sus bracteas exteriores 4 6 5 (7), 8 a 25 (32) mm de largo y de 3 a 10
(12) mm de ancho, por lo comin 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 2.3.1.1)
(Rzedowski et al., 2001).
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0003640

Figura 2.3.1.1. Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson.

2.3.2. Usos etnobotanicos

Las plantas medicinales han sido aprovechadas a través de los afios por los pueblos
originarios de nuestro pais. Trixis michuacana var. longifolia es conocida como Tepéri dentro
de la medicina p ‘urhépecha; sus partes aéreas son usadas en forma de decoccion junto con una
pequena cantidad de chocolate y piloncillo para tratar la “frialdad del vientre” que puede
ocasionar infertilidad, asi como otros malestares relacionados con la naturaleza reproductiva de
las mujeres (Herrera, 2019). En la medicina tradicional es cominmente llamada arnica de cerro,
arnica falsa, se le atribuyen la buena digestion, cicatrizacion de heridas, llagas y Ulceras
(Gamboa, 1999).
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2.3.3. Estudios quimicos

El estudio quimico del extracto metanolico de flores de Trixis michuacana var.
longifolia, aislaron a la quercetina (42) como su metabolito mayoritario; ademas identificaron
al p-cumarato de metilo (43) (Lim et al., 1999). Adicionalmente, cuenta con un estudio quimico
preliminar del extracto hexanico de hojas por nuestro grupo de trabajo, donde se describe la
separacion, purificacion e identificacion de una serie homoéloga de n-alcanos C2s-Csy (44 - 50),
al octadecanoato de octadecilo (51) esta la primera vez que se describen este tipo de metabolitos
para el género Trixis; a los estearatos de a y S-amirina (52, 53), al acetato de S-amirina (54) y
al palmitato de lupeilo (55) (Figura 2.3.3.1). Donde los metabolitos secundarios mayoritarios en

el extracto hexanico 51y 52 (Herrera, 2019).

n

HO
@) n=15 48)n=19
@5)n=16  (49) n=20
@6)n=17  (50) n=21
(42) (43) (47) n=18

H;C(H,0);6COy H;C(H,C)4CO;

(53) R= 0,C( CH,),,CH,
(52) (54) R=0Ac (55)

Figura 2.3.3.1. Metabolitos secundarios aislados de hojas y flores de Trixis michuacana var.

longifolia.
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3. Justificacion

El género Trixis ha sido explorado quimicamente desde 1979, que comprenden el
estudio de nueve especies de las 60 conocidas. Los resultados de las investigaciones quimicas
de algunas especies demostraron la presencia de compuestos de importante interés quimico y
bioldgico, algunos de ellos poseen actividades como tripanocidas, antiinflamatorias, anti-

ulcerogénica, antimicrobiana e hipoglucémicas.

Trixis michuacana var. longifolia es una especie endémica de México, empleada en la
medicina p ‘urhépecha para tratar la infertilidad de las mujeres ocasionada por la “frialdad del
vientre”. Esta especie no cuenta con estudio biologico y solo con estudios quimicos preliminares
de hojas y flores, por lo cual resulta pertinente ampliar el estudio quimico lo que permitira
contribuir a la quimiotaxonomia de esta especie y del género. Adicionalmente permitira explorar
la reactividad quimica de algunos de sus metabolitos secundarios mayoritarios con potenciales

aplicaciones quimicas y/o bilogicas. .
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4. Objetivos

4.1.0Objetivo general

Llevar a cabo el estudio quimico de las partes aéreas de Trixis michuacana var. longifolia

para el aislamiento, identificacion y caracterizacion de sus metabolitos mayoritarios; asi como

explorar la reactividad quimica de los metabolitos, para la obtencion de derivados de interés

quimico y bioldgico

4.2.0bjetivos especificos

Colectar la especie vegetal.

Determinar la composicion quimica de los Aceites Esenciales (AES).

Obtener los extractos a diferente polaridad de las partes aéreas de la planta.

Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos mayoritarios

presentes en dichos extractos.
Evaluar la reactividad quimica de los metabolitos mayoritarios.

Caracterizar los compuestos por métodos espectroscopicos y espectrométricos.
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5. Metodologia Experimental

Para el estudio quimico de Trixis michuacana var. longifolia se desarrollo de la siguiente

manera.

1. Colecta de la especie vegetal.

2. Obtencidon de los AEs de las hojas y flores frescas.

3. Secado de la planta a la sombra, separacion y triturado de las hojas y tallos.

4. Obtencion de los extractos por maceracion a temperatura ambiente empleando
disolventes de polaridad ascendente.

5. Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios mayoritarios mediante
técnicas cromatograficas: cromatografia en columna y cromatografia en capa fina
(CCF).

6. Preparacion de derivados a partir de los componentes mayoritarios.

7. Elucidacion estructural mediante punto de fusion, espectroscopia de 1D (*Hy *C) y 2D
(HETCOR o0 HSQC, NOESY, HMBC), infrarrojo, espectrometria de masa.

La metodologia experimental se resume en el Esquema 5.1.
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Esquema 5.1. Metodologia experimental llevada a cabo para el estudio quimico de Trixis

michuacana var. longifolia.
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6. Resultadosy discusién
6.1.Colecta e identificacion de la especie vegetal

La especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C. E. Anderson, fue
colectada en la carretera Peribdn-Los Reyes, Michoacadn, México (19°55°63.9” N, -
103°39786.1"" O) a 1640 msnm; en el mes de noviembre; se trabajo con lotes del 2016 y 2017.

Un ejemplar botanico fue preparado y llevado al Herbario de la Facultad de Biologia de
la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (EBUM), donde establecieron la
determinacion y clasificacion taxonémica como: Trixis michuacana var. longifolia (D. Don)
C.E. Anderson por las profesoras Rosa Isabel Fuentes Chavez y Norma Patricia Reyes Martinez
del Herbario de la Facultad de Biologia de Universidad Michoacana (EBUM).

6.2.Estudio quimico de Trixis michuacana var. longifolia

El estudio quimico de esta especie consistié en primera instancia en el analisis de la
composicion y naturaleza quimica de los componentes volatiles; posteriormente, se continuo
con el estudio de los componentes no volatiles, los cuales se obtuvieron de los extractos

vegetales obtenidos a diferente polaridad.

6.2.1. Analisis quimico del aceite esencial (AEs) de hojas y flores

Los AEs son mezclas compuestas de entre 20-60 compuestos, de composicion variable y
abundancia (en ocasiones desde trazas hasta altas concentraciones), principalmente compuestos
por metabolitos del tipo terpeno y grupos fendlicos. La evaluacion de la composicién de los AEs
de una especie vegetal es crucial en la determinacion de aquellos compuestos con actividades
bioldgicas (Marrero et al., 2017). EI género Trixis no cuenta con estudios previos de la
composicion quimica de sus AEs, por lo cual se llevo a cabo la obtencion de los componentes

volatiles de las hojas y flores de la especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia.
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Del arrastre de vapor de las partes aéreas de Trixis michuacana var. longifolia, se consiguio
un rendimiento de 0.03 % de aceite de color ambar (45.5 mg); el cual fue analizado por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa (CG-EM). El cromatograma de gases
mostré picos con tiempos de retencion (Rt) que van desde 3.64-38.56 min. La zona mas
abundante del cromatograma corresponde a los Rt de 9.01-12.10 min, donde se distinguen 15
Rt de mayor abundancia (Figura 6.2.1.1).

RT: 9.01-12.10
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Figura 6.2.1.1. Cromatograma de gases del AEs de las hojas y flores de Trixis

michuacana var. longifolia.
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La comparacion con las bases de datos es un recurso importante en la identificacion de los
constituyentes de un AEs; sin embargo, estas no son eficientes debido la variabilidad de los
procesos en los que son procesados y analizados. El indice de retencion lineal o indice de Kovats
(IK) es una cantidad adimensional que se caracteriza por la velocidad de elucion del analito (Rt),
respecto a los n-alcanos méas cercanos que eluyen inmediatamente antes y después del analito.
En quimica analitica es un parametro importante debido a su utilidad para reducir el nimero de
posibilidades generadas en la identificacion de compuestos de una mezcla compleja, arrojados
por las bibliotecas de datos (Babushok et al., 2011; Qu et al., 2021).

Cada Rt fue comparado con la base de datos del National Institute of Standars and
Technology Mass Spectral Database (NIST 2.0 2011) lo que llevo a la identificacion de los 16
principales componentes del AEs, siendo sesquiterpenos los compuestos predominantes (Figura
6.2.1.2); por lo tanto, se requiere calcular el IK, el cual permite correlacionar el Rt de los
analitos, respecto a los Rt de un patron de referencia, en este caso se hizo la comparacion con
una serie homologa de n-alcanos (Cs-C20). Los IK se calcularon con base en la siguiente

expresion:

log Rt (analito) — log Rt(n)

IK =1 N —
001n +( n) log Rt(N) — log Rt(n)

Donde:

n: Ndmero de a&tomos de carbono del alcano méas pequefio.
N: NUmero de atomos de carbono del alcano mas grande.
Rt (n): Tiempo de retencion de alcano més pequefio.

Rt (N): Tiempo de retencion del alcano mas grande.

Rt (analito): Tiempo de retencion del analito.
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Figura 6.2.1.2. Componentes principales del AEs de las hojas y flores frescas de Trixis

michuacana var. longifolia.

Una vez calculados los IK estos se compararon con lo descrito por Babushok et al., en
2011, permitiendo confirmar los resultados obtenidos en la base de datos NIST 2.0 2011, estos
datos se describen en la Tabla 6.2.1.1. Las variaciones en la composicion quimica de los AEs
de las plantas de un mismo género o especie pueden ser ocasionadas por factores ambientales o
método de extraccion. Siendo estas las principales razones por las que se ha conducido a
designar quimiotipos, los cuales se determinan con base a sus componentes mayoritarios (Ruiz
et al., 2007).
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Tabla 6.2.1.1. Principales componentes del AEs de Trixis michuacana var. longifolia.

Rt IK Rango IK Compuesto Composicion

experimental = Reportado (%)

(Babushok

etal., 2011)
9.62 1311 1322-1381 o-elemeno (56) 1.21
9.90 1364 1360-1392 a-copaeno (57) 9.91
10.01 1386 1372-1403 S-elemeno (4) 10.02
10.21 1425 1384-1430 p-cariofileno (2) 8.97
10.27 1437 1408-1446 S-copaeno (58) 1.27
10.45 1432 1430-1436 a-humuleno (59) 1.28
10.50 1423 1413-1463 Aromandendreno (60) 2.66
10.62 1460 1458-1491 Germacreno D (5) 7.40
10.73 1456 1418-1499 y-elemeno (61) 6.89
10.78 1463 1438-1451 a-Himachaleno (62) 0.90
10.82 1468 1455-1494 y-muuroleno (63) 1.04
10.87 1513 1498-1531 o-cadieno (64) 3.31
10.97 1489 1454-1500 a-ylangeno (65) 0.54
11.04 1497 1518-1555 Elemol (66) 0.47
11.60 1628 1612-1642 Cadinol T (67) 3.19

Para la determinacidn de los quimiotipos presentes en el AEs de Trixis michuacana var.
longifolia, se tomé en cuenta el porcentaje de composicion el cual fue calculado por integracion
de los Rt presentes en el cromatograma de gases, siendo cinco los componentes mayoritarios:
4, 2, 5, 57 y 61 representan el 43.2% del &rea total del cromatograma, al ser compuestos
sesquiterpénicos los predominantes, en su biogénesis comparten a los intermediarios cationicos
E,E-germacradienilo (ciclacion 1,10) y trans-humulilo (ciclacién 1,11) derivados de las
ciclaciones del farnesil difosfato (FPP); asi como al catidn cis-humulilo (ciclacién 1,11), siendo
este producto de la isomerizacion del FPP a nerolidilo difosfato (NPP) (Dewick, 2009). Estas
rutas biogenéticas son las mas activas en la especie en estudio, lo cual permitio establecer tres
quimiotipos: germacreno, muuroleno y cariofileno a partir de los cuales se sintetizan los
principales componentes de la mezcla volatil (Mockute et al., 2003; Reza et al., 2018;
Kazemeini et al., 2020) (Esquema 6.2.1.1.).
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Esquema 6.2.1.1. Principales vias biosintéticas de los componentes principales del AEs de Trixis michuacana var. longifolia.
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Como se observa en el esquema 6.2.1, el quimiotipo germacreno se instauré a partir de
las relaciones biosintéticas del cation E,E-germacradienilo, el cual puede generar por
desprotonaciones alternas a los germacrenos A y B, de igual manera, puede sufrir un
desplazamiento 1,3 de hidruro seguido de una desprotonacion generando a los germacrenos C y
D. Los germacrenos con sistemas E,E-1,5-dienos son térmicamente labiles, por lo cual pueden
sufrir reordenamientos tipo Cope, generando esqueletos derivados del elemeno,
consecuentemente, estos no son detectados en condiciones de CG-MS, donde se emplean
temperaturas excesivas en los inyectores, lo cual es concordante con el andlisis por CG-MS
donde se empled un inyector con 250 °C, detectando al g-elemeno (4), al o-elemeno (56), y-
elemeno (61) y finalmente al elemol (66) (Pazouki et al., 2015; Quintana et al., 2003; Rinkel y
Dickschat, 2019; Setzer, 2008).

La determinacion del quimiotipo muuroleno se apoy0 en la biogénesis del germacreno
D (5), el cual tras sufrir una protonacion en C15 promueve la ciclacion de 1,6 generando el
cation cadinilo, el cual sufre desprotonaciones alternas generando al J-cadieno (64), vy-
muuroleno (63); la adicion de una molécula de agua genera al cadinol T (67). Su posterior
ciclacién en 2,7 a partir de las caras si o re de C2 genera al a-ylangeno (65) y a-copaeno (57),
respetivamente, o bien de su protonacién se genera al cation copaenilo, el cual por perdida de

un proton se obtiene al -copaeno (58) (Croteau et al., 2003).

El quimiotipo cariofileno se estableci6 teniendo en cuenta que a partir de la formacion
del cation trans-humulilo, de su desprotonacion conduce al a-humuleno (59), o bien su ciclacién
de 2,10 generando al cation cariofilo, tras la pérdida de un proton conduce al g-cariofileno (2).
Por otro lado, una de las vias presentes en el metabolismo es aquella que implica al catién cis-
humulilo, después de un reordenamiento WM 1,3-hiduro, seguido de la ciclacién 1,6 forma al

cation himmachanilo, tras su desprotonacion genera al a-himachaleno (62) (Dewick, 2009).

Esta es la primera ocasion en la que se reporta la composicion quimica del AE de Trixis
michuacana var. longifolia, lo cual es un aporte significativo a la quimiotaxonomia de la especie
y del género. Ademaés, al conocer las relaciones biogenéticas de sus componentes se
establecieron sus quimiotipos, lo que permitira establecer las bases para estudios posteriores a

especies del genero; asi como evaluar sus posibles actividades biologicas.
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6.2.2. Obtencidn de extractos vegetales

Para la obtencion de los extractos, inicialmente el material vegetal se dejé secar por 15
dias a la sombra a temperatura ambiente, separandola en hojas y tallos. Ambas partes se
sometieron individualmente a maceracion a temperatura ambiente por tres dias, obteniendo los
extractos con hexanos y CH.Cl,, haciendo esto por triplicado con cada disolvente. Los
rendimientos de los extractos se muestran en la Tabla 6.2.2.1. Cada extracto fue analizado por

CCF y RMN de *H para determinar la abundancia y naturaleza de sus componentes.

Tabla 6.2.2.1. Rendimientos de los extractos obtenidos a partir de las partes aéreas de

Trixis michuacana var. longifolia.

Colecta Parte (kg) Extractos Peso (9) Rendimiento
(%)
2016 Hojas (0.62) Hexanico 40.43 6.5
CH:ClI 23.11 3.7
Tallos (1.17) Hexanico 9.74 0.8
CH:ClI 4.92 0.4
2017 Hojas (1.22) Hexanico 130.5 10.6
CH2Cl; 82.53 6.8
Tallos (2.20) Hexanico 11.93 0.5
CH:Cl; 19.51 0.88

6.2.3. Analisis quimico de los extractos hexanicos de tallos

En el analisis por RMN de *H de los extractos de hexanicos de tallos de las colectas 2016
y 2017 se observan sefiales en la region de los protones vinilicos entre ¢ 5.65-0 4.50; se
distinguen las sefiales en ¢ 4.40-6 2.10 correspondientes a los protones base de heteroatomos y
en laregion de los protones alifaticos ¢ 1.90-6 0.60 destacan las sefiales tipicas correspondientes
a los metilos de compuestos terpénicos. El analisis de los extractos obtenidos de ambas colectas
permitio establecer que no hay variacion entre la composicion quimica, por lo cual se unieron

ambos extractos para su posterior estudio quimico (Figura 6.2.3.1).
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Figura 6.2.3.1. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de los extractos

hexanicos de tallos de Trixis michuacana var. longifolia.

El estudio quimico del extracto de tallos se secciond para la obtencién de 15 fracciones
enriquecidas, con polaridad ascendente de hexanos:AcOEt. De las fracciones 5 y 6 de
hexanos: AcOEt (3:2) del extracto crudo, después de varios procesos cromatograficos se obtuvo
un compuesto cristalino de color verde, el cual tras sucesivos lavados con acetona se obtuvieron

170 mg de cristales incoloros con p.f. 136-138 °C.

En su analisis por RMN de *H destaca en ¢ 5.35 una sefial doble (J= 5.2 Hz) asignada a
los protones vinilicos H-6 y H-6", asi mismo se apreciaen ¢ 5.14 'y ¢ 5.01 dos sefiales dobles de
dobles (J= 15.1, 8.5 Hz) correspondiente a los protones vinilicos H-22° y H-23,
respectivamente; una sefial multiple se observa en ¢ 3.53 correspondiente a los protones H-3 y
H-3" base de hidroxilo; ademas, se observan en ¢ 1.01 (s, H-19) y ¢ 0.68 (s, H-18). El resto de
las sefiales se encuentran entre 6 1.03-6 0.68 correspondientes al resto de los grupos metilos del
esqueleto, este perfil de sefiales permite establecer que se trata de una mezcla de esteroles
(Figura 6.2.3.2).
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Figura 6.2.3.2. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; del sitosterol (23) y
estigmasterol (24).

En su espectro de RMN de 3C se distinguen en § 140.5 y ¢ 121.4 las sefiales
correspondientes a los carbonos vinilicos C-5 y C-6 del anillo B, respectivamente, ademas en ¢
138.1y 0 129.0 se aprecian sefiales de los carbonos vinilicos C22’ y C-23’de la cadena lateral,
respectivamente; ademas, en ¢ 71.6 se aprecia la sefial correspondiente a los carbonos base de

hidroxilo de la posicién C-3. El resto de las sefiales de esqueleto se observan en 6 57.0 a § 10.0

(Figura 6.2.3.3).
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Figura 6.2.3.3. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDClIs del sitosterol (23) y
estigmasterol (24).

Del extracto hexanico de hojas de la fraccion 9 obtenida en 1:1 hexanos:AcOEt tras
varios procesos cromatograficos fue posible el aislamiento de 15 mg de esta misma mezcla 23
y 24. De acuerdo con la literatura, estos datos corresponden a la mezcla de sitosterol (23) y
estigmasterol (24), el analisis de sus integrales del espectro de RMN de H permitié establecer
que se encuentran en una proporcion 2:1, respectivamente (Tabla 6.2.3.1). Este tipo de
metabolitos por lo general, se encuentran en mezcla en la mayoria de las especies vegetales; en
el género han sido descritos en T. grisebachii y T. praestans (De Riscala et al., 1988; De Riscala
etal., 1989).
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Tabla 6.2.3.1. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de **C de sitosterol
(23) y estigmasterol (24) (Kipkemei, 2017; Ododo et al., 2016).

Carbono o 13C 0 13C 6 13C 0 13C
Experimental Reportado | Experimental = Reportado
(24) (24) (23) (23)
1 37.0 37.2 37.0 37.2
2 31.6 31.6 31.6 31.7
3 71.6 717 71.6 718
4 42.0 42.2 42.1 42.3
5 140.5 140.7 140.5 140.7
6 121.4 121.6 121.4 121.6
7 31.6 31.8 32.1 31.9
8 31.7 31.8 31.7 31.9
9 50.0 50.1 49.9 50.1
10 36.3 36.4 36.3 36.5
11 21.0 21.1 21.0 21.1
12 39.5 39.6 39.6 39.8
13 40.2 40.4 42.0 42.3
14 56.6 56.8 56.6 56.8
15 24.1 24.2 24.1 24.3
16 28.7 28.8 28.0 28.2
17 56.5 56.3 55.8 56.0
18 12.0 12.1 11.8 11.8
19 19.1 19.3 19.6 19.4
20 39.6 39.7 35.9 36.1
21 20.8 20.9 18.8 18.8
22 138.1 138.2 33.7 33.9
23 129.0 129.2 25.9 26.1
24 51.0 51.2 45.6 45.8
25 33.7 33.9 29.4 29.2
26 18.8 18.9 19.6 19.8
27 20.8 21.0 19.1 19.0
28 25.2 25.3 22.9 23.1
29 11.8 11.8 12.0 12.0
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Marin et al. en 2003 evaluaron la actividad de una mezcla de los esteroles de Lepidium
meyenii (maca) siendo el sitosterol (45%), campesterol (27%) y ergosterol (13.6%) los
principales, dicha planta es empleada en la medicina tradicional peruana como estimulante de
la reproduccion. Reportaron el incremento significativo de foliculos de ovarios del aparato
reproductor de ratas, a los 16 dias de tratamiento (100 mg/kg), este resultado es similar al efecto
causado por el citrato de clomifeno (inductor de la ovulacion). Es conocido el rol de los esteroles
en los procesos reproductivos, generalmente como precursores hormonales en la biosintesis de

estrogenos, explicando el efecto observado (Sifuentes et al., 2015).
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6.2.4. Andlisis quimico del extracto de diclorometano de hojas

Los extractos de CH,Cl. de las colectas 2016 y 2017 fueron analizados por RMN de *H,
donde se observan en ¢ 7.00 a ¢ 6.00 sefiales correspondientes a protones aromaticos; ademas
se aprecian entre ¢ 5.90 a 0 4.90 las sefiales caracteristicas de protones vinilicos; ademas se
observa entre 6 4.80 a ¢ 2.10 sefiales pertenecientes a protones base de heteroatomos, y, por
ultimo, en ¢ 2.00 a ¢ 0.60 aparecen las sefiales correspondientes a los protones alifaticos. La
comparacion de los espectros de ambas colectas no se observa diferencia en su composicion,
por lo cual se unieron como estrategia para la obtencién de sus componentes mayoritarios
(Figura 6.2.4.1).

a) Lote 2016

b) Lote 2017
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Figura 6.2.4.1. Espectros de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz de los extractos de CH2Cl, de

hojas de Trixis michuacana var. longifolia.
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El extracto preliminar CH.Cl>, se sometio a separacion en columna cromatogréfica para
la obtencion de 15 fracciones enriquecidas utilizando mezclas de polaridades ascendentes de
hexanos-AcOEt. De la fraccion 1 de Hexanos-AcOEt (9:1) tras precipitarlo con acetona se

obtuvieron 27 mg de un solido blanco ceroso.

En su espectro de RMN de H se observa una sefial simple ancha en § 1.25 asignada a
los protones metilénicos de una cadena hidrocarbonada (H-2 a H-26); en 6 0.88 se distingue una
sefial triple (J= 6.3 Hz) correspondiente para los metilos terminales (H-1 y H-27) (Figura
6.2.4.2).

13 11 9 7 5 3 1 2.26

16 18 20 22 24 26

Figura 6.2.4.2. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCls del heptacosano (46).
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En su espectro de RMN de 3C se aprecian 5 sefiales que confirman la presencia de un
compuesto hidrocarbonado saturado en ¢: 31.4 (C-3y C-25), 29.2 (C-5a C-23), 28.8 (C-4y C-
24),22.2 (C-2y C-26) y 13.6 (C-27 y C-1) (Figura 6.2.4.3.).
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Figura 6.2.4.3. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDClIs del heptacosano (46).

Como parte de su caracterizacion, el compuesto fue analizado por CG-EM, donde se
observa un [M]* 380.4 m/z calculado para C27Hse, Su espectro de masa fue comparado en las
bases de datos del NIST 2.0 2011, coincidiendo con el heptacosano (46) (Figura 6.2.4.4).
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Figura 6.2.4.4. Espectro de masa del Heptacosano (46).

El compuesto 46 fue descrito en mezcla con otros n-alcanos de cadena larga como
compuesto minoritario en el extracto hexanico de hojas (Herrera, 2019). En este caso, al ser uno
de los metabolitos mayoritarios presentes en el extracto de CH2Cl> de hojas de Trixis

michuacana var. longifolia fue posible su aislamiento, purificacion y cuantificacion.

Es importante destacar que la presencia de n-alcanos con un nimero impar de carbonos
se encuentra ligado a la presencia de ceras cuticulares en las hojas de la especie estudiada. Las
ceras cuticulares se componen principalmente de compuestos alifaticos saturados de cadena
larga (>C20), los mas comunes son series homdlogas de acidos grasos pares, alcoholes primarios,
alquil ésteres y aldehidos, asi como alcanos impares, alcoholes secundarios y cetonas (Racovita
y Jetter, 2016). La composicion quimica de las ceras cuticulares es especifica de la ontogenia
de cada especie de plantas, 6rganos, etapas de desarrollo y condiciones ambientales, por lo cual
en algunos casos se desempefian como marcadores genéticos (Bakker et al., 2006; Zhang et al.,
2019), lo cual podria considerarse en un futuro para el género Trixis, cuando un numero

significativo de especies sean estudiadas.
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Continuando con el analisis de extracto de CH>Cl> de hojas de la fraccion 2 de hexanos-
AcOEt (9:1) del extracto crudo, se sometié a una cromatografia en columna de las fracciones
14-16, tras varios lavados con acetona fria llevo a la obtencién de 16 mg de un so6lido blanco
ceroso con p.f. 114-116 °C.

En su espectro de RMN de *H se aprecia en ¢ 5.18 una sefial triple ancha (J= 3.7 Hz)
que corresponde al proton vinilico de la posicion H-12; en ¢ 4.50 se ubica una sefial doble de
dobles (J=8.4, 7.5 Hz) asignada a un proton base de éster H-3; asi mismo, se observa en ¢ 2.29
una sefial triple con acoplamiento vecinal (J=7.5 Hz) que integra para los protones « al carbonilo
del éster H-2"; en ¢ 1.25 se encontr6 una sefial simple ancha tipica de una cadena de &cido graso
H-3" a H-13"; entre 6 0.75 a ¢ 1.80 se encuentran el resto de las sefiales correspondientes al
esqueleto triterpénico (Figura 6.2.4.5).

23, 24, 29,
3-13" 30, 16
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Figura 6.2.4.5. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; del palmitato de g-amirina
(68).
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En su espectro de RMN de **C se observa en § 173.5 la sefial tipica de carbonilo del éster
(C-1"); en ¢ 145.0 y ¢ 121.5 se encuentran las sefiales correspondientes para los carbonos
olefinicos C-13 y C-12, respectivamente; ademas, en ¢ 80.4 se aprecia la sefial del C-3 base de
éster; entre 0 30.0 y ¢ 28.0 se distingue un grupo de seis sefiales asignadas a la cadena alifatica
tipica de acidos grasos saturados C-4’a C-13’; las sefiales pertenecientes al resto de los carbonos
del esqueleto se encuentran entre 6 28.0-0 13.0 (Tabla 6.2.4.1); este patron de sefiales son

caracteristicas del esqueleto de oleanano que se encuentra esterificado (Figura 6.2.4.6).
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Figura 6.2.4.6. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz en CDCl; del palmitato de j-
amirina (68).
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Tabla 6.2.4.1. Comparacion de los desplazamientos de RMN de 3C del palmitato de f-

amirina (68) (Nurhamidah et al., 2016).

Carbono oC oC
Experimental Reportado
(68) (68)

1 38.2 38.2
2 23.7 23.7
3 80.6 80.6
4 37.8 37.8
5 55.2 55.3
6 18.3 18.3
7 32.6 32.6
8 39.8 39.8
9 47.5 47.6
10 37.0 37.0
11 23.5 23.5
12 121.6 121.7
13 145.2 145.2
14 41.7 41.7
15 27.9 27.9
16 26.1 26.1
17 32.5 32.5
18 47.2 47.2
19 46.7 46.8
20 31.1 31.1
21 34.6 34.7
22 37.1 37.1
23 28.1 28.1
24 16.8 16.8
25 15.5 15.6
26 16.8 16.8
27 26.1 26.0
28 26.9 26.9
29 33.3 33.3
30 23.6 23.7
1 173.7 173.7
2 31.9 31.9
3 23.5 23.5
4-13 29.1-29.7 29.1-29.6
14 31.9 31.9
15 22.6 22.6
16 141 14.0
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En su andlisis por CG-EM se identifico un [M]" 662.7 m/z correspondiente para

CasHg00O2-2H (Figura 6.2.4.7). Los datos obtenidos fueron comparados con la literatura

coincidiendo para el compuesto denominado palmitato de g-amirina (68) (Nurhamidah et al.,
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Figura 6.2.4.7. Espectro de masa del palmitato de g-amirina (68).

Esta es la primera ocasion en la cual se reporta a 68 en el género, en el analisis quimico

preliminar de describio al estearato de p-amirina (52), en otras especies como T.

antimenorrhoea, T. grisebachii y T. praestans se aislo a la f-amirina (19). Se ha demostrado

gue 68 posee actividad anti-hiperglucémica, asi como su actividad antidepresiva del sistema

nervioso central en ratones (Aragao et al., 2018; Ajikumaran et al., 2014; Subarnas et al., 1992).
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6.2.5. Andlisis quimico del extracto de diclorometano de tallos

El andlisis de los extractos de CHCl. de tallo por RMN de *H se observan entre § 7.0-6
6.0 las sefiales correspondientes a protones aromaticos; ademas, entre 6 6.0 y 6 4.9 se ubican las
sefiales caracteristicas de protones vinilicos; también se distinguen entre ¢ 4.8-6 1.9 las sefiales
tipicas de protones base de heterodtomos; de la misma manera, entre ¢ 1.8-0 0.6 se aprecian
sefiales correspondientes a grupos metilo. Ambas colectas poseen la misma composicién

quimica por lo cual se unieron para su posterior estudio quimico (Figura 6.2.5.1).

a) Lote 2016

b) Lote 2017

T T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
ppm

Figura 6.2.5.1. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de los extractos de

diclorometano de tallos de Trixis michuacana var. longifolia.
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El extracto crudo de tallos se sometié a una cromatografia en columna para la obtencion
de 15 fracciones enriquecidas empleando como eluente mezclas de hexanos: AcOEt. La fraccion
1 (Hexanos:AcOEt) se sometid a una segunda cromatografia para la obtencién de 20 fracciones
(10 mL) usando como fase movil mezclas de hexanos:acetona, de las fracciones 17-19 tras
varios procesos cromatograficos llevd a la obtencion de 35 mg de cristales amarillos, con aroma

caracteristico con un p.f. 86-88 °C.

En su anlisis por RMN de *H se distingue en § 9.83 una sefial simple caracteristica de un
grupo aldehido H-7, asi mismo se aprecian en ¢ 7.43 una sefial doble de dobles con J=4.4y 3.0
Hz asignada a los protones aromaticos H-5 y H-2; se observa en ¢ 7.04 una sefial doble (J= 8.4
Hz) correspondiente a H-6 del anillo aromatico; ademas en ¢ 3.97 se encuentra una sefial simple

intensa asignada al OMe (Figura 6.2.5.2).

OMe

5,2

e
=

7.5 7.4 7. 7.2 7.1 7.0

ppm

| L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
98 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.
ppm

Figura 6.2.5.2. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (69).
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En su espectro de RNM de °C se aprecia en § 191.0 la sefial caracteristica del grupo
carbonilo de aldehido C-7, en ¢ 56.1 se distingue la sefial del del metoxilo; ademéas en ¢ 151.8
se aprecia la sefial del C-4 aromatico base de hidroxilo; el resto de las sefiales del esqueleto se
observan de ¢ 147.2 a 6 127.6 (Figura 6.2.5.3).

OMe

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55
ppm

Figura 6.2.5.3. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDCl5 de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (69).

Los datos obtenidos fueron comparados coincidiendo para el compuesto denominado 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido (69) también conocido como vainillina, siendo esta es la primera

ocasion en la cual se reporta este metabolito para el género Trixis (Tabla 6.2.5.1).
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Tabla 6.2.5.1. Comparacion de los datos de RMN de 13C del 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido
(69) (Ching-Kuo et al., 2004).

Carbono o 13C 6 13C
Experimental | Reportado
(69) (69)
1 127.6 127.6
2 108.9 108.8
3 147.2 147.2
4 151.8 151.8
5 114.4 114.4
6 129.9 129.8
7 191.0 191.1
8 56.1 56.1

Es bien conocido el uso de 69 como especia dentro de la gastronomia por su aroma y
sabor, se puede encontrar en las vainas de vainilla y también se sintetiza artificialmente.
Ademas, la vainillina posee una gamma importante de actividades bioldgicas, entre las que
destacan su actividad antimicrobiana, antioxidante, antifingica, antiinflamatoria, antitumoral,

antimutageénica y antiviral (Wang et al., 2019).
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6.3. Exploracion de la reactividad quimica de los metabolitos mayoritarios de Trixis

michuacana var. longifolia.

Los esteroides, obtenidos de plantas y animales, han exhibido una asombrosa variedad de
actividades farmacoldgicas y contintan siendo una de las clases de compuestos méas estudiados
por una variedad de razones, incluida su desafiante complejidad estructural y, ademas, son
materia de partida en un sinfin de derivados con esqueletos bioldgicamente activos (Kontiza et
al., 2006). Estas son las principales razones por las cuales se siguen sintetizando moléculas

derivadas de este grupo de compuestos.

La mezcla de 23 y 24 se obtuvo como metabolitos secundarios mayoritarios del extracto
hexanico de tallos y como componentes minoritarios del extracto hexanico de hojas de Trixis
michuacana var. longifolia. Si bien este tipo de metabolitos se describen en la mayoria de las
especies vegetales, resulta interesante explorar su reactividad quimica para la obtencion de

derivados de interés quimico y biolégico.
6.3.1. Hidrogenacion de la mezcla de sitosterol (23) y estigmasterol (24)

Actualmente los procesos de hidrogenacién tienen una gran importancia dentro de la
industria alimentaria y farmacéutica, ya que es un proceso empleado en la sintesis quimica para
la modificacion de moléculas que poseen insaturaciones (Crespo et al., 2020). En el caso de los
fitosteroles, sabemos que estos se pueden encontrar en su forma libre principalmente, o bien
como mezclas de isomeros, como es el caso de 23 y 24. Kyselka et al., en 2019 describen la
hidrogenacion de sitosterol (23) obtenido de manera comercial. Para la hidrogenacién se
emplearon Pd/C (5%) en presencia de heptano/iPrOH (2:1) y en atmdsfera de H2 a 70 °C por un
lapso de 24 h obteniendo rendimientos del 89.5% de 5a-sitostan-34-ol (70) (Esquema 6.3.1.1).

H,, Pd/C
_—
C,H,(/iPrOH
72°C,24h

HO :
23) H (70)

Esquema 6.3.1.1. Hidrogenacion de sitosterol (23) comercial bajo condiciones descritas por
Kyselka et al., 20109.

48



“Estudio Quimico de Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C.E. Anderson”

La mayoria de los procesos convencionales de hidrogenacion se realizan bajo atmdsfera
de H. en presencia de un catalizador metalico obteniendo los productos saturados
correspondientes; como productos de adicion. Si bien estos procesos son relativamente
sencillos, requieren de equipos e instrumentos especiales, ademas de medidas de seguridad
estrictas por lo cual surge la necesidad de buscar nuevas alternativas con condiciones mas

sencillas y seguras a las convencionales.

Para la hidrogenacion de 23 y 24, se emplearon las condiciones descubiertas recientemente
por nuestro grupo de trabajo para obtener el producto hidrogenado (70) (Esquema 6.3.1.2). Este
proceso resulta de importancia en la quimica sintética, ofreciendo una alternativa econémica y

variable para la modificacidn y sintesis de compuestos organicos.

catalizador metalico

iPrOH:H,0
A, 10h

(23)R=H
(24) R=H, #7223 (70) R=34-0H
(70a) R=3¢-OH

Esquema 6.3.1.2. Reaccion de hidrogenacion catalitica a partir de 23 y 24.

Como producto de esta reaccién se obtuvieron 94.1 mg de un sélido blanco con un p.f.
de 136-138 °C, con un rendimiento del 94%, adicionalmente se detecté [M]* m/z 416.4

calculado para C29Hs20.

En su espectro de RMN de 'H en la region de los protones base de heteroatomos, se
observan en ¢ 4.04 (sa, H-3p) y ¢ 3.60 (m H-3a) bases de hidroxilo, este perfil de sefales
corresponde a una mezcla isomeros; ademas en la region de los protones alifaticos se observan
las sefiales tipicas del esqueleto esteroidal, lo cual indica la reduccion de 23 y 24 (Figura
6.3.1.1).
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ppm

Figura 6.3.1.1. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDCls del 5a-sitostan-34-ol (70) y 5a-

sitostanol-3a-ol (70a).

En su espectro de RMN de *3C se observan dos juegos de sefiales correspondientes a los
productos 70 y 70a. Se aprecia el desplazamiento de las sefiales a frecuencias menores
destacando en ¢ 39.1 (C-5) y ¢ 28.6 (C-6) de ambos nucleos esteroidales; ademas, se distingue
las sefiales en ¢ 33.9 (C-22°) y 6 26.0 (C-23’). Las sefiales base de hidroxilo se ubican en ¢ 73.8
(C-3) y 66.4 (C-3°). El resto de las sefiales se observan entre ¢ 56.4 a 6 11.9, que corresponden

al esqueleto esteroidal (Figura 6.3.1.2).
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Figura 6.3.1.2. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz en CDClI3 5a-sitostan-34-ol (70) y 5a-
sitostan-3a-ol (70a).

Los datos obtenidos en RMN de H fueron comparados con los descritos por Ives &
O’Nell, 1958 y Ritter en 1984, coincidiendo para los isomeros 5a-sitostan-3p-ol (70) y 5a-
sitostan-3a-ol (70a), los cuales se encuentra en una proporcion 68:32, respectivamente. Los
datos de RMN de 3C fueron cotejados con lo descrito por Luo et al., 2009 para 70a (Tabla
6.3.1.1). Se ha demostrado que los productos hidrogenados 70 y 70a, poseen una actividad

hipocolesterolémica superior a la presentada por 23 (Méki et al., 2009).
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Tabla 6.3.1.1. Comparacion de los datos de RMN de 3C del 5a-sitostan-3a-ol (70a) (Luo et

al., 2009).
Carbono o 13C o 13C
Reportado experimental

(70a) (70a)

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 28.6
7 32.0 32.0
8 35.5 35.5
9 54.3 54.3
10 36.0 36.0
11 20.7 20.7
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 56.6
18 12.1 12.1
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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6.3.2. Preparacion de la 5a-sitostan-3-ona (72) a partir de 5a-sitostan-3-ol (70, 70a)

Los grupos hidroxilo (-OH) son grupos funcionales versatiles, ya que son materia de
partida para la preparacion de otros grupos funcionales, por ejemplo: éteres, ésteres, aldehidos,
cetonas y &cidos carboxilicos, entre otros. Guerra de Miranda et al., en 2013 describe la
oxidacion del colesterol (71) empelando al clorocromato de piridinio (PCC) como agente
oxidante en presencia de CHCl, para la obtencion de colestan-5-en-3-ona (71a) en 90% de
rendimiento, posteriormente realizan la hidrogenacion de usando Hz a 70 psi en AcOEt con un

rendimiento del 100% obteniendo la 5a-colestan-3-ona (71b) (Esquema 6.3.2.1).

PCC; CH,Cl,
_ >
ta. 15h le)

H,; 70 psi
—_—
AcOEt [e)

(71) (71a) (71b)

Esquema 6.3.2.1. Sintesis de la 5a-colestan-3-ona (71b).

Nakajima et al., en 1997, describen a partir del sitostanol (70), la formacién de 5a-sitostan-
3-ona (73), empleando como agente oxidante al CrOz (oxidacion de Jones), obteniendo un
rendimiento del 26% (Esquema 6.3.2.2.).

CrO5; CO(CH5),
—_—

0°C, 30 min

(70) H (72)

Esquema 6.3.2.2. Sintesis de 5a-sitostan-3-ona (72) descrita por Nakajima et al., 1997.
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Con base en lo anterior se oxid6 el hidroxilo de la posicion C-3 de 70 y 70a, empleando

como agente de oxidacion al PCC (Esquema 6.3.2.3).

PCC; CH,Cl,

i (70, 70a)

ta,3h

HO

Esquema 6.3.2.3. Reaccion de oxidacion del 5a-sitostan-3-ol (70, 70a) para formacion de la

5a-sitostan-3-ona (72).

El producto de reaccion se obtuvo como un sélido ligeramente amarillo 74.8 mg de p.f.
126-128 °C con 74.4% de rendimiento. El analisis por EI-MS identificé un [M]" 415 m/z,
calculado para la formula molecular C2gHs:0. En su analisis de IR se observa en 1715 cm™ la

sefial correspondiente a la vibracion del C=0.

En su espectro de RMN de *H se observan entre 6 2.41-6 0.5 las sefiales tipicas
correspondientes a los protones alifaticos del esqueleto esteroidal, este perfil de sefiales es

indicativo de la formacion del producto oxidado 72 (Figura 6.3.2.1).
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Figura 6.3.2.1. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; de la 5a-sitostan-3-ona (72).

En su espectro de RMN de *C se observa un patron de sefiales esperado para el producto
72; se distingue en ¢ 212.0 desplazada hacia frecuencias mayores la sefial del C-3 caracteristico
del carbonilo de cetona; ademas se aprecia entre ¢ 56.1-0 11.5 el resto de las sefiales de los

carbonos correspondientes al esqueleto esteroidal (Figura 6.3.2.2).
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Figura 6.3.2.2. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDClI; de la 5a-sitostan-3-ona
(72).

Los datos obtenidos experimentalmente se compararon con lo descrito para el compuesto
denominado 5a-sitostan-3-ona (72) (Tabla 6.4.2.1). La formacion de cetonas en los esqueletos
esteroidales los hace susceptibles a un nimero importante de reacciones de adicion al grupo
carbonilo, por ejemplo, la adicion nucleofilica de aminas primarias para la formacion de bases
de Schiff.
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Tabla 6.4.2.1.Comparacion de los desplazamiento de RMN de 3C de la 5a-sitostan-3-
ona (72) (Kyselka et al., 2019).

Carbono | ¢ *C Reportado | ¢ '3C experimental

(72) (72)
1 38.6 38.5
2 38.2 38.2
3 212.1 212.0
4 44.8 44.8
5 46.7 46.7
6 29.0 29.0
7 31.7 31.7
8 35.4 354
9 53.8 53.8
10 35.6 35.6
11 21.5 21.5
12 39.9 39.9
13 42.7 42.6
14 56.1 56.1
15 24.2 24.2
16 28.3 28.3
17 56.3 56.3
18 12.0 12.0
19 11.5 11.5
20 36.2 36.2
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 11.9 11.9
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6.3.3. Obtencion de la tiosemicarbazona de estigmastano (76) a partir de la 5a-
sitostan-3-ona (72)

Las bases de Schiff son compuestos que contienen un grupo azometino (R2C=N-R), que
se forman por la condensacion de una amina primaria con un compuesto carbonilo. Las bases
de Schiff pueden usarse para identificar grupos carbonilo o amino, como grupos protectores o
bien para la formacion de ligantes en la quimica de coordinacion. La presencia del grupo
azometino es responsable de la estabilidad, reactividad y actividad bioldgica de las bases de
Schiff (Arulmurugan et al., 2010; Kumar et al., 2015; Perentena et al., 2015).

La formacidon de bases de Schiff a partir de los esteroles ha sido abordado por el grupo
de trabajo de Cui et al., en 2009, donde describen la formacién de las oximas a partir de
colestanol (73), oxidando con PCC al hidroxilo para la formacion de colestan-4-en-3,6-diona
(73a) con rendimiento del 84%, como paso posterior empleando clorhidrato de hidroxilamina
para la formacion de las oximas (73b) y (73c), obteniendo rendimientos de 87% y 3%

respectivamente (Esquema 6.3.3.1).

NH,OH; EtOH

AcONa >

PCC; CH,Cl,

0
TA. 26h 55°C, 1.5h

(73) (73a) (73b) Ry= NOH, R=0
(73¢) Ry;=0, R@=NOH

Esquema 6.3.3.1. Sintesis de oximas a partir de colestanol (73).

Gan et al., en 2014 describen la formacion una base de Schiff sulfurada a partir del
colestan-3,6-diona (73a), donde emplean a la tiosemicarbazida en presencia de EtOH a 80 °C,
obteniendo selectivamente la tiosemicarbazona (73d). Asi mismo describen la formacion de los
derivados a partir de 73a, 74 y 75, donde se hicieron reaccionar con feniltiosemicarbazona para
la obtencidon de nuevos derivados 73e, 74a y 75a (Esquema 6.3.3.2), los cuales mostraron

actividad antiproliferativa in vitro contra carcinoma gastrico y de higado.
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NH,CSNHNH, 6

PhNHCSNHNH,
EtOH
80°C
(73a) R=H (73d) R=H, R=H
(74) R= C,H; (73e) R=H, R'=Ph
(75) R= C,H;, 4222 (74a) R= C,Hy, R'=Ph
(75a) R= C,Hs, 4*>%%, R'= Ph

Esquema 6.3.3.2. Sintesis de bases de Schiff sulfuradas a partir de nucleos esteroidales.

De acuerdo con lo anterior y al no encontrar reportes de la formacion de bases de Schiff a
partir de 72, y teniendo en cuenta los antecedentes generados por nuestro grupo de trabajo en la
preparacion de este tipo de compuestos, se emplearon las siguientes condiciones de reaccion

para la formacion de la tiosemicarbazona (76) (Esquema 6.3.3.3).

S

JJ\ _NH,

H,N N
2 H

CH;COOH; MeOH

50°C,6h

Esquema 6.3.3.3. Reaccion para la derivatizacion de la tiosemicarbazona de estigmastano

(76) a partir de Sa-sitostan-3-ona (72).
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El producto de reaccién se obtuvo 34.6 mg con 67.8 % de rendimiento en forma de un
solido ligeramente amarillo con p.f. 196-198 °C. En su analisis por espectroscopia de IR mostro:
en 3409 cm™ la banda de tension para N-H, en 2055 cm™ se ubica el modo vibracional
correspondiente al C=S; se observa la banda de estiramiento en 1558 cm™ caracteristica de C=N,
correspondientes al grupo tiosemicarbazona y adicionalmente se aprecia entre 1928-1865 cm™
los modos de vibracion de los C-H del esqueleto esteroidal.

En el analisis por RMN de *H se aprecia el mismo perfil de sefiales tipico de los esteroles,
adicionalmente se distinguen tres nuevas sefiales, en ¢ 8.74 una sefial simple ancha que integra
para el protdn del NH; se observan en ¢ 7.23 y ¢ 6.33 las sefiales simples anchas correspondiente

al NH: de la tiosemicarbazona (Figura 6.3.3.1).
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Figura 6.3.3.1. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; de la tiosemicarbazona de

estigmastano (76).
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En su espectro de RMN de °C se aprecia en 6 178.4 el desplazamiento a frecuencias
menores de la sefial caracteristica al C-3 ahora carbono iminico; adicionalmente se observa en
0 156.8 la sefial correspondiente al tiocarbonilo (C=S), entre ¢ 57.0-¢ 11.0 se distinguen el resto

de las sefiales pertenecientes al esqueleto del estigmastano (Figura 6.3.3.2).

S

3 s H,N
WWMWMMMW >
1‘90 1‘85 1‘80 1‘75 1‘70 1‘65 1‘60 1‘55 1‘50
pem 20
28
26, 29
24 ”
25 18
22
14 <IN
8 16
17 . , .
5 13 12 1 6 11 19
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ppm

Figura 6.3.3.2. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDClI3 de la tiosemicarbazona de
estigmastano (76).

Los datos obtenidos fueron comparados con los datos experimentales obtenidos para 72

respecto a los datos experimentales obtenidos una vez obtenida 76, los cuales se enlistan en la

Tabla 6.3.3.1.
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Tabla 6.3.3.1 Desplazamientos de RMN de **C de la tiosemicarbazona de estigmastano (76).

Carbono 0 13C Experimental 0 BC Experimental

(72) (76)

1 38.6 38.5
2 38.2 37.7
3 212.1 178.4
4 44.8 45.7
5 46.7 46.7
6 29.0 29.0
7 31.7 31.7
8 35.4 35.4
9 53.8 53.9
10 35.6 35.6
11 215 214
12 39.9 39.9
13 42.7 42.6
14 56.1 56.1
15 24.2 24.2
16 28.3 28.3
17 56.3 56.3
18 12.0 12.0
19 11.5 11.5
20 36.2 36.2
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 11.9 11.9
C=S --—- 156.8
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La semisintesis de 76 se obtuvo en un total de tres etapas, obteniendo un rendimiento
global de 47.4% (Esquema 6.3.3.4).

Catalizador metalico;

PCC; CH,Cl,
iPrOH:H,0

ta.,3h
A, 10h

(23)R=H (70) R=34-0H
(24) R=H, 42223 (70a) R=3-OH

)J\ _NH,

N
H
CH;COOH; MeOH

50°C,6h

(72) (76)

Esquema 6.4.3.4. Semisintesis de tiosemicarbazona de estigmastano (76).

La formacion de la tiosemicarbazona de estigmastano (76), permitird evaluar su afinidad
hacia ciertos centros metalicos, desde el punto de vista de la quimica de coordinacion, estos
compuestos pueden actuar como ligantes en la formacidn de complejos organometalicos. Desde
el punto de vista bioldgico, es bien conocido que estos compuestos nitrogenados poseen
propiedades  bioactivas como antimicrobianos, antitumorales, anticonvulsivantes,
antituberculosos, antivirales; aunado a la presencia de un nudcleo esteroidal puede potenciar

algunas de estas actividades.
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7. Conclusiones

El presente trabajo representa un avance importante en el estudio del género Trixis, asi
como de Trixis michuacana var. longifolia logrando explorar sus extractos apolares
provenientes de las partes aéreas.

El andlisis quimico de los AEs de las partes aéreas de Trixis michuacana var. longifolia,
constituye el primer reporte de la composicion y naturaleza quimica de los AEs del género
Trixis, identificando a los 15 principales componentes. Se determinaron tres quimiotipos
presentes: germacreno, muuroleno y cariofileno, que estan en funcion de los componentes

mayoritarios; siendo predominantes los compuestos sesquiterpénicos.

(58) (61)

\

.

OH

(66) (67)
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En el estudio de los extractos hexanicos de tallos y hojas se consiguio la purificacion y
caracterizacion de los esteroles: sitosterol (23) y estigmasterol (24) en proporcién 2:1,
respetivamente; siendo los metabolitos secundarios mayoritarios en el extracto de tallos y como
componentes minoritarios en el extracto de hojas de Trixis michuacana var. longifolia. Estos
metabolitos seran considerados como posibles candidatos de la accidén etnofarmacoldgica
reportada para Trixis michuacana var. longifolia, ya que estos fitosteroles tienen una presencia

notoria en sus extractos apolares.

(3)R=H
(24) R=H, 42223

Del estudio quimico del extracto de CH:Cl> de hojas de Trixis michuacana var.
longifolia, se lograron purificar y caracterizar al heptacosano (46) alcano impar de cadena y al
triterpeno esterificado palmitato de -amirina (68). El estudio quimico del extracto de CH2Cl;
de tallos de Trixis michuacana var. longifolia permitio el aislamiento y caracterizacién del 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido (69). Cabe destacar que esta la primera ocasion que se describen
estos metabolitos para esta especie y genero, lo cual constituye un resultado relevante a su

guimiotaxonomia.
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(6) OH

(69)

(68)

El estudio quimico de los extractos apolares de la especie vegetal Trixis michuacana var.
longifolia, permitio aislar y caracterizar a los esteroles 23 y 24, como metabolitos mayoritarios
de sus partes aéreas. Si bien estos metabolitos se aislan en la mayoria de las especies vegetales,
resulté interesante explorar su reactividad quimica para la obtencion de los derivados 70, 70a,
72y 76.

(70) R=34-0H (12) R=0
(70a) R=3a-OH (76) R=NNHCSNH2

Las condiciones de hidrogenacion catalitica descritas por nuestro grupo de trabajo,
permitié probar la reactividad de 4°°y 42222 presentes en los esqueletos esteroidales 23 y 24,
obteniendo a los productos hidrogenados 70 y 70a, los cuales fueron reactivos frente a PCC
formando la respectiva cetona 72, producto clave en la obtencién con tiosemicarbazida para la

obtencion de 76 siendo una estructura novedosa, donde el rendimiento global fue de 47.4%.
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8. Parte experimental
8.1.Procedimientos generales

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.
Los espectros de RMN de *H a 400 MHz y de 3C a 100 MHz, se midieron en un espectrometro
Varian Mercury Plus-400. Se empleé como disolvente al deuterocloroformo (CDCIs) y como
referencia interna al tetrametilsilano (TMS). Los desplazamientos quimicos se reportan en
partes por millon (o) y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. Los espectros se procesaron el

software MestReNova.

Los espectros de masa se obtuvieron en un aparato Thermo Scientific GC TRACE 1310
EM 1SQ LT, operado en modo (70 eV), equipado con un inyector split/splitless (250 °C),
utilizando una columna capilar TG-SQC Thermo Scientific [15 m x 0.25 mm (i. d.), espesor de
pelicula: 0.25 um]. La temperatura de la columna TG-SQC fue de 50 °C (5 min) a 250 °C a una

velocidad de 20 °C/min. Se empleo Helio como gas de elucion a un caudal de 1 mL/min.

Los espectros de IR fueron colectados en un espectrofotémetro Thermo Scientific
modelo Nicolet iS10 empleando la técnica de ATR. Los datos se expresan en nimeros de onda

(v cm™®) para los maximos principales de absorcion.

Para los procesos cromatograficos se emple6 gel de silice de malla 240-400 (Merck); asi
como columnas de vidrio de 1-5 cm de didmetro. Para dar seguimiento de la purificacion de los
metabolitos y reacciones se hicieron CCF empelando cromatofolios silica gel 60 F254 (Merck)

se usaron UV y/o H2SO4 acuoso (30 %) como reveladores.

8.2.Material vegetal

La especie vegetal Trixis michuacana var. longifolia (D. Don) C. E. Anderson, fue
colectada en la carretera Periban-Los Reyes, Michoacan, México (19°55°63.9” N, -
103°39°86.1" O) a 1640 msnm en el mes de noviembre; se trabajo con lotes del 2016 y 2017.
Fue identificado por las profesoras Rosa Isabel Fuentes Chavez y Norma Patricia Reyes
Martinez del EBUM, donde un ejemplar forma parte de la coleccién de plantas vasculares con

numero de folio 3640.
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8.3.Analisis quimico de Trixis michuacana var. longifolia

8.3.1. Analisis quimico del AEs de hojasy flores de Trixis michuacana var. longifolia

Para la obtencion de los AEs se sometieron 150 g de las partes aéreas frescas de Trixis
michuacana var. longifolia a una extraccion por arrastre de vapor, se agregé 1 L de agua
destilada, esta extraccion se llevo a cabo durante 2 h en un sistema Clevenger. Los AEs que son
arrastrados por el vapor de agua, que al condensarse forma una mezcla de aceite esencial mas
agua. Para eliminar el excedente de agua se emplea una extraccion liquido-liquido empleando
CHCI> (10 mL) en dos ocasiones, donde, debido a la diferencia de densidades, permite obtener
la fase oleosa; con un rendimiento de 0.03%, los componentes principales de los AEs se
describen en la Tabla 6.2.2.1

8.3.2. Obtencidén de extractos

Para la obtencidn de los extractos, se sometieron a maceracion las partes aéreas de Trixis
michuacana var. longifolia, ambas partes hojas (2.84 kg) y tallos (3.37 kg) se sometieron a
maceracion a temperatura ambiente por tres dias, obteniendo los extractos con hexanos (5 L) y
CHCI> (7 L) haciéndolo en tres ocasiones. Los rendimientos de los extractos se muestran en la
Tabla 6.2.2.1.

8.3.3. Estudio quimico de los extractos hexanicos de hojas y tallos Trixis michuacana

var. longifolia

El extracto hexanico de tallos (21.7 g), se sometid a un proceso cromatografico
empleando una columna de @= 4 cm empleando 6 in de gel silice para obtener 15 fracciones de
100 mL en polaridad ascendente usando como eluente mezclas de hexanos:AcOEt. De las
fracciones 5 y 6 (6.7 g) obtenidas en hexanos:AcOEt (6:4) del extracto crudo se
recromatografiaron en una columna de @= 3 cm empelando como fase estacionaria 6 in de gel

silice usando como fase movil mezcla de hexanos:AcOEt (9:1) para la obtencion de 120
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fracciones de 2 mL. De las fracciones de 23-79 se obtuvo un compuesto cristalino de color
verde, el cual tras sucesivos lavados con acetona se obtuvieron 170 mg de cristales incoloros
con p.f. 136-138 °C.

Sitosterol (23) y estigmasterol (24): RMN de 'H (400

MHz, CDCls): 65.35 (2H, d, J=5.2. Hz, H-6), § 5.14 (1H,

dd, J= 15.1y 8.5 Hz, H-22"), 6 5.01 (1H, dd, J= 15.1 y

8.5 Hz, H-23"), 6 3.53 (2H, m, H-3), 6 1.01 (3H, s, H-19),

gi; : E e 0092 (6H, d, J= 6.8 Hz, H-21), 6 0.84 (6H, t, J= 7.4 Hz,

H-29), 6 0.82 (6H. d, J= 7.2 Hz, H-26), ¢ 0.80 (6H, d, J=

7.2 Hz, H-26), 5 0.68 (6H, s, H-18). Datos de RMN de *C (100 MHz, CDCls): consulte la Tabla
6.2.3.1.

8.3.4. Estudio quimico del extracto de CH2Cl2 de hojas de Trixis michuacana var.

longifolia

El extracto de CH2Cl> (28 g) se sometié a columna cromatografica de @=5 cm con 6 in
de gel de silice para la obtencion de 15 fracciones de 100 mL, empleando como fase mdvil
mezclas de hexanos:AcOEt en polaridad ascendente. De la fraccién 1 (481 mg) obtenida en
hexanos: AcOEt (9:1) del extracto crudo, se precipito con acetona, lo cual llevo a la purificacion
de 27 mg de un sélido blanco.

C/\\/\/Z/\i/\/\\// Heptacosano (46): RMN de 'H (400 MHz, CDCls): ¢
1.25 (50 H, sa, H-2 a H-26), ¢ 0.88 (6H, t, J= 6.3 Hz, H-
) 1y H-27). RMN de 3C (100 MHz, CDCls): ¢ 31.4 (C-3,

C-25), 6 29.2 (C-5 a C-23), 28.8 (C-4, C-24), 6 22.2 (C-2, C-26), 913.6 (C-1y C-27). EMIE:
m/z 380.4 [M]" (calculado para Cz7Hss).
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Continuando con el analisis del extracto de CH2Cl. de hojas de la fraccion 2 (2.8 g)
obtenida en hexanos:AcOEt (9:1), fue sometido a cromatografia en columna de @=2 cm con 6
in de gel de silice; usando mezclas de hexanos:AcOEt (95:5) como fase movil obteniendo 84
fracciones de 2 mL, de las fracciones 14-16 (226 mg), tras varios lavados con acetona llevé a la

obtencion de 16 mg de un sélido blanco ceroso con p.f. 114-116 °C.

Palmitato de g-amirina (68): RMN de 'H (400 MHz,
CDCls): 6: 5.18 (1H, t, J= 3.7, H-12), 4.50 (1H, dd, J= 8.4,
7.5 Hz, H-3), 2.29 (2H, t, J= 7.5 Hz, H-2"), 1.25 (20H, sa,
H-3'-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-
16%), 0.83 (3H, s, H-28). RMN de °C (100 MHz, CDCls):

(68)

Consulte la Tabla 6.2.4.1. EMIE: m/z 662.7 [M]" (calculado para CssH7505).

8.3.5. Estudio quimico extracto de CH2Cl> de tallo de Trixis michuacana var.

longifolia

El extracto de CH2Cl, (24.5 g) previamente desengrasado con MeOH, se someti0 a una
cromatografia en columna de @=5 cm usando 6 in de gel silice como soporte para la obtencion
de 15 fracciones de 100 mL empleando como eluente mezclas de hexanos:AcOEt en orden
ascendente de polaridad. La fraccién 1 (1.2 g) obtenida en hexanos del extracto crudo se
recromatografio para la obtencion de 20 fracciones de 10 mL usando como fase movil mezclas
de hexanos:CH2Cl> (9:1), de las fracciones 17-19 (170 mg) se sometié a un proceso
cromatografico empleando una columna de @=1 cm con 6 in de gel silice usando una polaridad
hexanos:acetona (85:15) para la obtencidn de 90 fracciones de 0.5 mL, de la fraccion 56-85

Ilevd obtencion de 35 mg de cristales amarillos con aroma caracteristico con p.f. 86-88 °C.
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O 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (70). RMN de H (400 MHz, CDCls): 6 9.83
(AH, s, H-7), 6 7.43 (1H, da, J= 8.4 Hz, H-5), ¢ 7.40 (1H, sa, H-2), 6 7.04 (1H, d,
.~ J=8.4Hz,H-6),63.97 (3H, s, CHs-8) . RMN de 13C (100 MHz, CDCls): Consulte

OH la Tabla. 6.2.5.1.

(69)

8.4.Estudio de la reactividad quimica de los metabolitos mayoritarios de Trixis
michuacana var. longifolia.

8.4.1. Hidrogenacion de la mezcla de sitosterol (23) y estigmasterol (24)

Para la obtencion del derivado hidrogenado se colocan 25 mg del catalizador metélico
con 100 mg de la mezcla de 23 y 24, en iPrOH:H20 (3:1 v/v). Se extrajo empleando 10 mL de
hexanos (3 veces), lo que llevé a la obtencion de 94.1 mg de un sélido blanco el cual presentd
un p.f. 136-138 °C, el rendimiento fue el 94%.

Sa-sitostan-3-ol (70, 70a): RMN de H (400 MHz,

CDClIs): 6 4.04 (1H, sa, H-3a), 6 3.60 (1H, m, H-38), 6 0.90

5 (6H, d, J= 6.4 Hz, H-19 y H-19°) 6 0.64 (6H, s, H-18 y H-

‘e ! 18°), 50.86 (6H, s, H-21y H-21°), 5 0.84 (6H, t, J= 7.2 Hz,

70,700 H-29 y H29°), 6 0.82 (6H, d, J= 7.2 Hz, H-26 y H-26"), §

0.80 (6H, s, H-27 y H-27). RMN de 3C (100 MHz, CDClIs): Consulte la Tabla 6.3.1.1. EMIE:
m/z 416 [M]" (Calculado para C29Hs20) (Ver Anexos).

HO H
H

8.4.2. Preparacion de la 5a-sitostan-3-ona (72) a partir de Sa-sitostan-3-ol (70, 70a)

Para la obtencion de 72 se hicieron reaccionar 94.1 mg (1 Eq) de sitostanol (70, 70a) con
122 mg (2.5 Eq) de PCC, en 4 mL de CH2Cl, como disolvente, en agitacion por 4 h a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion se extrajo filtrando el crudo de reaccion por
columna cromatogréafica de 2 cm con 3.5 in de gel silice, lo que condujo a la obtencién de 74.8

mg un sélido ligeramente amarillo de p.f. 126-128 °C con 74.4% de rendimiento.
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5a-sitostan-3-ona (72): RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6
1.01 (3H, s, H-19), 6 0.92 (3H, d, J= 6.5 Hz, H-21), 6 0.86
(3H, t, J= 7.6 Hz, H-29), 9 0.85 (3H, d, J= 7.2 Hz, H-26), §
0.83 (3H, d, J= 6.8 Hz, H-27), 6 0.68 (3H, s, H-18). RMN
de 3C (100 MHz, CDCls): consulte la Tabla 6.4.2.1. EMIE:
m/z 415 [M]*(calculado para C2gHs10). IRvmax 1715 cm™ (C3=0) (Ver Anexos).

8.4.3. Obtencion de la tiosemicarbazona de estigmastano (76) a partir de la 5a-

sitostan-3-ona (72)

Se hicieron reaccionar 51 mg (1 Eq) de 72 con 16.8 mg (1.5 Eq) de tiosemicarbazida,
empleando 6 mL de MeOH como solvente y 0.01 mL de CH3COOH como catalizador. La
reaccion se dejo en agitacion y reflujo constante por 6 h. Una vez trascurrido este tiempo se
enfrio, posteriormente se evaporo el disolvente a presion reducida obteniéndose 34.6 mg de un
precipitado ligeramente amarillo con p.f. 196-198 °C en 67.8% de rendimiento.

Tiosemicarbazona de estigmastano (76): RMN
de *H (400 MHz, CDCls): 6 8.73 (1H, sa, NH), 6
7.22 (1H, sa, NHy), J 6.34 (1H, sa, NH2), 5 0.92
(3H, s, H-19), 6 0.92 (3H, s, H-21), § 0.86 (3H, t,
s J= 7.6 Hz, H-29), 5 0.85 (3H, d, J= 7.2 Hz, H-26),

5 0.83 (3H, d, J= 6.8 Hz, H-27), 6 0.68 (3H, s, H-18). RMN de 13C (100 MHz, CDCl5):

Consulte la Tabla 6.4.3.1. IRvmax 3409 cm™ (N-H), 2055 cm™ (C=S), 1558 cm™ (C=N)

(Ver Anexos).
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10. Anexos
10.1. Espectros de Infrarrojo (IR) de los derivados preparados a partir de 23 y
24.
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Figura 10.1.2. Espectro de IR del 5a-sitostan-34-ol (70) y 5a-sitostanol-3a-ol (70a).
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Figura. 10.1.3. Espectro de IR de la 5a-sitostan-3-ona (72).
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Figura 10.1.4. Espectro de IR de la tiosemicarbazona de estigmastano (76).
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10.2. Andlisis EM de los derivados a partir de 23y 24.
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Figura 10.2.1. Espectro de masa del 5a-sitostan-34-ol (70) y 5a-sitostanol-3a-ol (70a).
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Figura 10.2.1. Espectro de masa de la 5a-sitostan-3-ona (72).




