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INTRODUCCION




Los procesos de transformacién a nivel industrial han
influido notablemente en la sociedad moderna, y por lo tanto, en
el nivel y calidad da vida del ser humano. Estos procesos
aprovechan principalmente materias primas tales como
hidrocarburoe y minerales, entre otros. Bl valor agregade de los
productos de transformacién es notablemente mayor con respecto al
de las materias primas; por lo gue la tecnoclogia empleada para
estos procesos, en su mayoria, procesos quimicos, es materia de
investigacién continua.

Los recursos naturales han sido aprovechados y explotados por
@l hombre desde su misma existencia, y pueden considerarse como
materias primas para ciertas transformaciones. Hace algunos
siglos, dicha explotacién fué casi imperceptible, pero con el paso
del tiempo, la utilizacién de tecnologfia cada dia mis avanzada,
aunada a la presién poblacional, se empez6 a consumir a mayor
escala la mayorfa de los recursos naturales. Actualmente, la
renovacién de tales recursos es extremadamente lenta comparada con
su consumo, y se ha tomado conciencia de la pérdida, en muchos
casos irreparable, de los mismos.

Un ejemplo evidente de lo anterior lo presenta la vegetacién,
que si bien puede considerarse como un recurso natural de gran
importancia, se desconocen muchos aspectos b&sicos, que coadyuven

al aprovechamiento racional de la misma.

De los vegetales pueden obtenerse diversos agentes



terapeiticos, aceites esenciales, grasas, ceras, pigmentos,
colorantes, entre otros muchos productos. Ademd&s, es una fuente
natural de substancias orgédnicas de notable potencial industrial.
Sin embargo, aproximadamente la mitad de los bosques y selvas
mundiales han sido destrufdos y cerca de 25 a 30 millones de

hectéreas se pierden cada afio. te2

Esto puede acarrear
consecuencias ecolégicas impredecibles y una pérdida irreparable
deade el punto de vista humano.

Las plantas silvestres son ricas en los llamados metabolitos
secundarios, entre los que pueden mencionarse por ejemplo a los
alcaloides, terpenoides, flavonoides, entre otros. Bl papel
ecolégico que desempefian este tipo de substt;ncias es materia de
investigacién, sin embargo, es generalmente aceptado que su
produccién est& modulada para la propia proteccién de las plantas.

Bl estudio de los productos naturales orgénicos ha
contribuido a que diversas disciplinas se relacionen entre si, en
particular, la biologia y la quimica, cuyo fin genérico, como al
de todas las ciencias, es el conocimiento de la naturaleza, y en
este caso particular, lograr su eventual aprovechamiento racional.

Los vegetales actualmente constituyen un medio importante y
econémico para obtener algunas substancias de suma importancia a
nivel industrial. Dentro de estas, podemos mencionar a la
industria farmacetitica, la alimenticia, la de cosméticos,

azucarera, papelera, de colorantes y pinturas, entre otras.

En la actualidad, una de las prioridades internacionales es



el revertir el proceso de destruccién de los bosques y selvas, lo
cual requiere de una cooperacién multinacional amplia en muchos
aspectos de interés, que en ciertos casos, pueden ser divergentes,
principalmente entre naciones desarrolladas y subdesarrolladas.!

En investigaciones -recientes realizadas por expertos de
ciertas compafifas de pafees desarrollados en bosques y selvas de
algunos paises de flora abundante, se ha comprobado que se pueden
extraer substancias de alto valor comercial de la flora y fauna de
estos lugares, y a su vez, evaluar el potencial econémico de
interés para las industrias farmacéuticas.?

Hace algunas décadas, las compafiias farmacéuticas de los
paises desarrollados tenfian la tendencia a alejarse de su
dependencia de las plantas para la obtencién de ciertas
substancias, subestimande sus propiedades curativas. En afios
recientes, se ha renovado el interés en las posibilidades
de desarrollar farmacos partiendo de 1las mismas fuentes
naturales.

Lo anterior deriva del hecho que cerca del 80% de los 4000
millones de habitantes del mundo todavia confian
principalmente en las medicinas tradicionales para sus
necesidades primarias en el cuidado de su salud.”

Para este fin, se ha avanzado en el conocimiento de las
técnicas de extraccién, purificacién y caracterizacién de

las substancias constitutivas de las plantas, Y se ha

logrado dinamizar 1la evaluacién terapéutica, tanto de los



extractos, como de las substancias puras,

El presente trabajo es un estudio quimico de una planta
endémica de nuestro pais, Chrysactinia mexicana (nombre comn:
falsa damiana), perteneciente a la familia de las compuestas, la
cual se emplea en la medicina tradicional. Dicho estudio comprende
el aislamiento y determinacién estructural de los metabolitos
secundarios minoritarios presentes en este vegetal, la
determinacién de la toxicidad de algunas substancias frente al
camarén de salmuera Artemia salina, y los resultados cobtenidos de
este estudio pretenden contribuir a la correlacién entre las
propiedades curativas atribuidas al vegetal y sus constituyentes

quimicos.



ANTECEDENTES



La familia Compositae (sinénimo: Asteraceae), a la que
pertenece Chrysactinia mexicana, se encuentra distribuida
practicamente en todo el mundo, y se considera una de las mis
importantes del reino vegetal, tanto por su abundancia como por su

45 pgta diversidad se hace mis evidente en A&reas

diversidad.
montafiosas y en los limites con regiones semidridas &
desérticas. Bstudios quimicos teali;ados a especies pertenecientes
a esta familia, han generado informacién acerca de los principales
metabolitos secundarios presentes en la misma, encontrandeo una
gran variedad de ellos, la cual puede ser atribuida en parte, a la
diveraidad anteriormente comentada para esta familia, la que
determina también un amplio espectro en cuanto a actividad
biol6gica y terapeditica se refiere.®

Algunas especies de la familia Compositae tienen una notable
importancia tanto por su uso medicinal como por el interés
econfémico; tal es el caso de la manzanilla (Natricaria chamomilla)
Yy del girasol (Helianthus annus), entre otras. ’

Las substancias mAs caracteristicas de esta familia son los
terpencides, entre los que destacan las lactonas eeaquiterpénicns°
y los diterpenos policiclicos,’ los poliacetilenos, los
flavonoides,’®'!' y en cierto grupo, los alcaloides derivados
de 1la pirrolizidina (en la tribu Senecioneae de la familia).

Muchas de las substancias elaboradas por la familia son
téxicas 6 muestran otra actividad fisiolbégica significativa, y
esto es posiblemente una de las razones por lo que las plantas

inclufdas en ella son poco usadas en dietas humanas o en la



alimentacién de animales.®

Chrysactinia mexicana pertenece a la tribu Tageteae, y
se encuentra ampliamente distribuida en nuestro pais, donde es
utilizada en 1la medicina tradicional para el tratamiento de
ciertas enfermedades respiratorias e infecciones de 1la piel,
entre otros usocs terapéuticos,'? aunque cabe sefialar que no
existen estudios etnoboténicos recientes sobre este vegetal.'®*

Bata especie ha sido objeto de varios estudios quimicos,
encontr&ndose una variacién notable en el contenido metabélico de

las diferentes poblaciones analiz adas.’®'"®

En particular, se
han publicado cuatro estudios sobre 1la composicién quimica de
Ch. mexicana, y en términos generales, se pueden mencionar a los
monoterpenos, a loas derivados del tiofeno, y a los glucésidos de

flavonoides como los constituyentes principales. (tabla 1).
Tabla 1. Constituyentes quimicos caracterizados de
Chrysactinia mexicana.

Lugar de coleccién Subatancias aisladas Referencias

Muevo Leé6n:

* 1,8 Cineol (1) (15)
* B-Sitosterol (2) (15)
* Derivados del tiofeno (3) (16)
) (4) (16)

(5) (16)

(6) (16)

* 3% ,6Z,8E dodecatrien-
~1-0l (7) (16)



Lugar de coleccién Substancias aisladas Referencias

* Quercetagetin

3-glucésido (8) {17,40)
7-glucéside (9) (17,40}

* 6-hidroxikaempferol
7-glucésido (10) (17, 40)
7-acetilglucésido (11) (17,40)

Hidalgos:

* Piperitona (12) . (18)

* 7-Acetoxi-piperitona (13) (18)

* 7-Hidroxi-piperitona (14) (18)

* 6a-Hidroxi-piperitona (15) (18}

* 6a-Hidroxi-piperitol (16) (18)

Cabe mencionar que este género comprende algunas especies
adicionales, que son: Ch, pinpata (Tula, Tamaulipas), Ch. truncata
{Saltillo, San Luis Potosi) y Ch. acerosa (Galeana, Nuevo Leén},
cuya localizacién es restringida al noreste de México, en las
orillas de las tierras altas xéricas,'® de acuerdo a la
revisién de los especimenes depositados en el Herbario Nacional
{Instituto de Biologia de 1la UNAM). El estudio quimico

de estas especies adicionales alin no ha sido efectuado.
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OBJETIVO

El objetivo general del presente trabajo es la generacién de
conocimientos nuevos acerca de los constituyentes quimicos de la
vegetacién de nuestro pafs, la cual es un importante recurso
natural, gue se ha explotado de manera relativamente irracional,
pero gque aiin sBe considera de enorme potencial.

El objetivo particular es el aislamiento, caracterizacién
estructural, y bioevaluacién preliminar de los metabolitos
secundarios de una planta empleada en la medicina tradicional
mexicana: Chrysactinia mexicana, la cual se conoce cominmente como
falsa damiana. El estudio quimico se dirigir4 principalmente a los
metabolitos secundarios minoritarios, los cuales fueron detectados
en un estudio previo de este vegetal, pero que no fueron
caracterizados. Por otroc lado, este estudio pretende coadyuvar al
establecimiento de las bases guimicas del empleo biolégico del
vegetal.

10



DISCUSION DE RESWLTADOS



2.127 Kg de las hojas secas de Ch. mexicana se sometieron a
maceracidén con n-hexano y posteriormente con metancl, obteniéndose
los extractos correaspondientes. La aplicacién de los métodos
cromatogréficos convencionales, descritos en la seccidén
experimental, permitieron la resolucién de los mismos en sus
componentes. El anllisis de las propiedades fisicas, quimicas,
espectroscépicas y espectrométricas, y la comparacién de éstas con
las informadas en la literatura para las mismas y/o compuestos
relacionados fueron los argumentos utilizados para su elucidacién
estructural.

A partir del extracto hex8nico fue posible aislar y
caracterizar tres substancias: dos monoterpenos, Y un
sesquiterpeno: piperitona (12), 7-acetoxi-piperitona (13), y el
xantorrizol (19), respectivamente.

El material vegetal desengrasado fue extraido con metanol y
el extracto metandlico (231g) see sometié a una particién
agua-acetato de etilo, lo que permitié obtener 121g del extracto
correspondiente.

A partir del extracto de acetato de etilo se aislaron y
caracterizaron ocho productos naturales; el esterol B-sitostercl
{2), los monoterpenos piperitona (12), 7-acetoxi-piperitona (13),
6a-hidroxi-piperitol (16), una mezcla de Sa-hidroxi-dihidrocarvona
(17) y S5B~-hidroxi-dihidrocarvona (18), 6a-hidroxi-piperitona (15)
¥ la 7-hidroxi-piperitona (14).

La discusién de la determinacién estructural se realizara

tomando en consideracidn el orden creciente de polaridad observado

11



por las substancias aisladas, clasificéndolaes en tres grupos, de

acuerdo a su estructura:
I) Esteroles.
II) Honoterpenos.
I1I) Sesquiterpencs.

I) RSTEROLES.

El B-sitosterol (2) se aisls del extracto de acetato de etilo

(MOEt}), y fue caracterizado por comparacién con una muestra

auténtica. Lae propisdades fisicas y espectroscSpicas obtenidas

para el mismo se encusntran descritas en la seccién experimental.

~ r

HO'

I1) MONOTERPENOS.

La Piperitona (12) se aislé a partir de las fracciones menos
polares de los extractos hexénico y de acetato de etilo. Bsta
substancia es de coneistencia aceitosa, muy vol&til y de
axoma  caracterfstico.?° Las propiedades fisicas ¥

aspectroscépicas obtenidas para la misma se encuentran descritas

12



en la seccién experimental.

Para el establecimiento de l_a estructura molecular de esta
-pbstancia, se tomarf en cuenta principalmente la informacién
obtenida de sus datos espectroscépicos.

Este compuesto es 6pticamente activo, {ax) ; s - +
11.6 (9.5mg/10ml metanol), y presenta un peso Bolecular de 152,
establecido por espectrometria de masas (EM). En el espectro de
infrarrojo (IR) presenta una sefial intensa en 1658 cm ', lo gue
determina la presencia de una cetona a,B-insaturada.

Por otro lado la integracién del &rea bajo la curva en el
espectro de Resonancia Magnética Nuclear de BHidrégeno (RMN'H)
(Bspectro 1) indica 1la presencia de 16 hidrégencs. BEsta
informacién, en conjunto con los datos de espectrometrfa
de masas, permite deducir la férmula molecular CiocH16O para este
compuesto, lo que indica gque existen tres insaturaciones en la
molécula, dos de las cuales estan justificadas por la presencia
del carbonilo a,8-insaturado ‘(evidenciado en IR). La texcera
insaturacién puede ser atribuida a la presencia de un ciclo.

El ciclo anteriormente mencionado debe corresponder a
una ciclohexenona conjugada, ya que esta estructura es la dnica

t como con la

consistente tanto con la absorcidén en 1658 cm”
intensidad de esta banda en el IR (un anillo de cinco
miembros absorveria a mayor frecuencia y un anillo de siete

miembros mostraria una banda de menor frecuencia).m

La naturaleza del doble enlace trisustituido es manifiesta

13



por la preeencia de sdlo un protén vinflico, el cual absorve en 3
5.79, Y que por ey desplazamiento quimico, se deduce es vecinal al
carbonilo ceténico.

La absorcién en el ultravioleta (UV) (Asex 235 nm, €=17760
(0.4 mg/ml etanol)) confirma la presencia de este grupo croméforo.

Por otro lado, una seiial singulete amplio a & 1.95 con W/2=4
Hz, que integra 'pzu:u tres protones, sugiere la presencia de un
metilo vinilico.

De acuerdo con los datos anteriores es posible proponer la

estructura parcial indicada en la figura 1.

Figura 1
Los datos espectroscSpicos indican ‘ademée la existencia de
protones unidos a carbonos secundarios distintos y vecinales, de

lo gue se puede deducir la siguiente estructura parcial (figura

|
»

La uniSn de los fragmentos estructurales anteriores permite

14



proponer la estructura parcial mostrada en la figura 3.

Pigura 2

El par de dobletes centrados en & 0.96 y & 0.89 (J= 7Hz) con
integracién para tres protones cada uno, indican la presencia de

un gem~dimetilo sobre carbono terciario (figura 4).

Ay

f
HyC—“ =0ty

Figura 4

Los fragmentos estructurales deducidos indican que esta

subst ia p el queleto de p-mentano, por lo que se

establece la estructura 12, la cual pertenece a la piperitona.
La propiedad dextrorotatoria del producto natural pezmitié
establecer la configuracién absoluta del mismo, de acuerdo a

estudios previamente informados en la literatura.??

15



12

Para el establecimiento de la estructura molecular de los

seis mc P restant obtenidos de Ch. mexicana, se tomaré

como referencia al anflisis de 1los datos espectroscépicos
descritos para este compuesto.

"~ El segundo compuesto aislado en orden creciente de polaridad
co-t:--pondo a un aceite color amarillo obscurc Yy de. olor
agradable, gue fué obtenido de ambos extractos (hex&nico y
AcOBt ). N

Este compuesto es OSpticamente activo ((a):‘- + 8.3

(12mg/10ml metancl)) y de peso molecular 210, establecido por

P tria de sas. Al igual que 12, p ta en su

P (-]

de IR la banda de ab ién caracterfstica para una cetona
a,f-insaturada en 1667 cm ', cuya presencia es confirmada por el
niximo de absorcién registrado en el espectro de UV (Assx 228 nm,
€= 12775).

En el espectro de RMN'H (EBspectros 2 y 3) para esta
substancia es ocbsexvable un par de dobletes centrados en 3 0.95 y
3 0.85, que integran para tres protonss cada uno, correspondientes

a metilos gem- unidos a carbono terxciario. También puede

16



observarse la sefial caracteristica del hidrégeno vinilico, el cual
resuena en & 5.94, lo que indica su vecindad al carbonilo
ceténico. Betos datos indican que esta substancia también posee el

esqueleto de p-mentano.

A diferencia de 12, esta substancia presenta en IR una banda
de absorciémn en 1743 cm™!, que determina la absorcién para un
sequndo grupo carbonilo, por lo gue la molécula posee al menos dos
&tomos de oxigeno. La existencia de un grupo acetato es manifiesta
por un singulete que resuena en & 2.15, el cual integra para tres
hidr6genos en RMR'H por lo que la absorcién en 1743 em™?
corresponde a esta funcionalidad, y se concluye que esta molécula
posee tres oxigenos. Por otro lado, al realizar la integracién
total del &rea bajo la curva en el espectro de RMN'H es posible
deducir la presencia de 18 hidrégenos.

La mefial centrada en & 4.62, que integra para dos hidrégenos,
revela la presencia de un metileno alflico que por su
desplazamiento quimico debe estar unido a un acetato.

La presencia de los fragmentos estructurales deducidos se
confirma con la informacién proporcionada por el espectro de
ne'’c (Bspectro 4), el cual muestra un total de doce sefiales que
pudieron ser asignadas .de acuerdo a la teorfia general del
desplazamiento quimico,?” y en datos informados en la literatura

para substancias anilogas, y que son mostradas en la figura 5.

17



C-1; 156.76

c-17; 170.13 1

c-2; 124.57 7 0\(?”3
C-2°; 20.44 1 o

c-3; 200.55 2 o

c-¢; 52.10

C-5; 22.34 S

C-63 25.64 o7 ;

C-7; 64.75
C-8; 25.52
c-9; 18.33 97 8 ™10
Cc-10; 18.33

Figura S

Por tanto, la estructura propuesta para este producto natural

corx de a la 7~ toxi-piperitona (13). La comparacién directa

con una muestra patrén'® confirmé la identidad de esta substancia.

~ 3

(]

13

De los datos obtenidos del espectro de RMN'H (espectro 5),
se pudo determinar 1la estructura de una tercera substancia
monoterpénica. En dicho espectro, esta substancia muestra sefiales
anflogas a las moatradas por la 7-acetoxi-piperitona (13), como

son el par de dobletes a campo alto debidos a la presencia

18



del grupo gem-dimetilo, el multiplete asignable a los metilenos
Yy la sefial para el hidrégeno vinflico. $in embaxrgo, existen
clertas diferencias, las cuales son las siguientes:

a)~ El desplazamiento a campo alto de las seflales

correspondientes al oximetileno alflico (A3 0.45).

b)- Bl desplazamiento a campo bajo del hidrégeno vinilico (A3

0.11).

c)=- La ausencia en el espectro de esta dltima substancia

de la sefial correspondiente al metilo del acetilo. .

Estas diferencias, aunadas a la observacién de una banda de
absorcién para grupo hidroxilo en el espactro de IR (3615 cm ),
indican la ausencia del grupo acetilo en esta Gltima molécula, y
1; presencia en su lugar de un grupo hidroxilo, por lo que la
estructura propuesta para la miema debe corresponder a la de la

7-hidroxi~piperitona (14).

[0): §

14
Dicha estructura, esté&’ de acuerxrdo con los datos obtenidos
del  espectro de masas .(H* - 168, CioH1602) Y con el miximo de
absorcién registrado en el espectro de UV (Asax 228 nm, c~10108).

La comparacién directa con una muestra patrén obtenida en nuestro

19



18.26  confirmé esta estructura.

laboratorio,

La cuarta substancia de naturaleza monoterpénica obtenida en
orden creciente de polaridad, se aislé como un aceite amarillo
palido y de olor agradable, cuyos datos fisicos Y
espectroscépicos se describen en 1la seccidn experimental.
Presenta un peso molecular de 168 de acuexdo con el andlisis
por espectrometria de masas, siendo por tanto un isémero de 14.

Este compuesto presenta en IR las bandas de. absorcién para
enocna conjugada (1667 cm™') y grupe hidroxilo (3602 em™'). En su
espectro de RMN'H (espectro 6) se observan las sefiales doblete del
residuo isopropilo. Realizando una comparacién entre los espectros
de este compuesto y el de 14, podemos detectar ciertas
diferencias, que son las siguientes:

a)- La aparicién en el espectro de la substancia en
anélisis de una sefial caracteristica de metilo wvinflico a
campo alto (5 2.05, 3H), el cual se encuentra ubicado por tanto en
la posicién C~1, y que no aparece en el espectro de 14.

b)~ El desplazamientoa campo alto de la sefial singulete
correspondiente al protén vinilico, el cual resuena en & 5.95 en
14, desplazéndose a § 5.75 en este compuesto.

c)- Presencia de una sefial doble de doble (dd), que por su
desplazamiento quimico (8 4.30) corresponde a un hidrégeno
carbinSlico, y por su multiplicidad, es vecinal a dos hidrégenos
magnéticamente diferentes (Espectro 6).

Analizando los argumentos anteriores es posible postular la
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presencia ‘del grupo hidroxilo en cualquiera de las posiciones, C-5

6 C-6, las que son mostradas en la figura 6.

o "“on °

ii
Figura 6

Estas posibilidades se pueden discriminar aplicando la teoria
de = desplazamiento quimico,za'" ya que en la estructura (i)
el hidrSganc carbinélico debe aparecer entre § 3 y 3 4, Y
su maltiplicidad debe ser doble de doble de doble {ddd), lo que
no corresponde con los datos espectroscSpicos de la substancia
en cuestidén. Por otro lado, si analizamos el desplazamiento
quimico gue presenta el hidrSgeno gem al hidroxilo de la
estructura 1i, y por consiguiente su multiplicidad, tenemos que
la seiial doble de doble (dd) debe resonar a campo mis bajo que
1a sefial ddd del hidrégeno de la estructura i, por su caréicter
slflico. La anterior discusién permite concluir que el producto
natural de Ch. mexricana es ii.

Ahora bien, sabiendo que la constante de acoplamiento (J)
de las sefales en RMN'H estid en funcién del Angule diedro
foxrmado entre protones vecinales,?® tenemos que para la
estructura con el hidroxilo en posicién a, los hidrSgenocs en

c-5 forman &ngulos diedros similares (45° cada uno,
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aproximadamente) con el hidrSgeno de C-6, de lo que se deduce una
safial doble de doble (dd) con constantes de acoplamiento
similares. Esta multiplicidad (doble de doble con la misma
constante de acoplamiento, (5 Hz) es la que se observa para el
hidrégeno carbinslico (espectro 6).

La di.-pa-.fcién de los hidrégenos en cuestién se muestra en
la figura 7.

H
HO' H
A H
A
Pigura 7

El anflisis de la disposicién de los protones en C-5 con
reaspecto al hidrégeno en C-6a (hidroxilo con orientacién g),
' permite observar .que existe una diferencia apreciable entre los
&ngulos diedros, los cuales son diferentes entre si. BEsta

disposicién se muestra a continuacién en la figura 8.

H
H oH
A H
A
Figura 8

Esta disposicién permite predecir la presencia de una sefial
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aproximadawente) con el hidrégenc de C-6, de lo que me deduce una
sefial doble de doble (dd) con conatantes de acoplamiento
similares. BEsta multiplicidad (doble de doble con la misma
constante de acoplamiento, (5 Hz) es la que se observa para el
hidrégeno carbinélico (espectro 6).

La di-po-ici6n de los hidrégenos en cuestién se muestra en
la fiqura 7.

H
HO H
A H
A
Pigqura 7

Bl anélieis de la disposicién de los protones en C-5 con
respecto al hidrégeno en C-6a (hidroxilo con orientacién B8),
' permite observar .que existe una diferencia apreciable entre los
&ngulos diedros, loa cuales son diferentes entre si. Esta

disposicién se muestra a continuacién en la figura 8.

H
H OH
A H
A
Figura 8

Esta disposicién permite predecir la presencia de una seflal
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doble de doble de doble (ddd) con distintas constantes de
acoplamiento (J), lo cual no se aprecia en el espectro de RMN'H de
referencia (espectro 6), para la sefial ubicada en & 4.30.

Por lo tanto, se concluye que el hidroxilo en la posicién 6
tiene una orientacién a respecto al plano, es decir, posee una
configuracién 6R. La comparacién directa con una muestra auténtica
pexmitié confirmar la estructura de esta substancia como
6a-hidroxi-piperitona (15).%* &

OH

R

15

Las siguientes dos substancias caracterizadas son también
-monoterpencs, sin embargo, fueron aisladas como constituyentes
minoritarios .y presentan un comportamiento cromatogr&fico
homogéneo en diferentes mezclas de eluyentes, por lo que no
lograron separarse. S5in embargo, el an&lisis comparativo de las
constantes espectroscédpicas de esta muestra, en particular, de los
datos de RMN ‘H (espectro 7), permiti6é establecer la estructura
molecular de esta mezcla binaria de compuestos, de acuerdoc a la
discusién que se describe a continuacién.

Bl espectro de RMN b (espectro 7) presenta sefiales en 3

1.81 y en & 1.78 en forma de singulete, integrando cada una de
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ellas para tres protones; eato implica la presencia de dos metilos
vinilicos, presumiblemente, uno para cada componente de la mezcla.
En el mismo espectro se observa otro par de sefiales centradas en &
6.79 y 3 6.66, muy parecidas entre sf, integrando cada una para un
protén, correspondientes a hidrégenos vinilicos, los cuales por su
desplazamiento a campo bajo col;l respecto a los identificados en
los compuestos anteriormente discutidos (los cuales resuenan en
ca.5.95) pueden ubicarse en la posicién g de un sistema de
carbonilo «,B-insaturado. La presencia de la banda en IR a 1668
cw! caracteristica de carbonilo conjugado, confirma la
asignacién.

A campo alto se observan cuatro sefiales dobles (la
superposicién de dos de lae sefiales centrales de cada una de las
sefiales del isopropilo hace que 86lo se vean seis lineas de las
ocho esperadas) las cuales deben corresponder a la presencia de
grupos isopropilo (uno en cada substancia, de la mezcla de dos
compuestos). Estas seflales se éncuentran centradas en & 0.97 y §
1.04, & 0.90 y & 0.97.

Finalmente se observa una banda amplia en el espectro de IR
con absorcién en 3400 cm™!, lo que indica la presencia de un
grupo hidroxilo. La discusién anterior permite concluir que estas
substancias poseen también el esqueleto de p-mentano, pero con

.diferente ubicacién (regioquimica) del carbenile (figura 9).

24



Plgux'a'S

La posicién del hidroxilo en la estructura anteriormente
descrita puede establecerse mediante los siguientes argumentos:

El desplazamiento a campo bajo de las seiialea atribufdas a
los hidrSgenos carbinélicos de la-mezcla, permite establecer su
naturaleza alilica. La sefial de estos hidrégenos se localiza entre
3 -4.30 Y 4.50. Un ex&men cuidadoso de esta zona permite discernir
dos seilales: una centrada en 3 4.35 (ddd, J = 10, 1, 1 Hz), y otra
centrada en & 4.42 (dd, J = 8, 4 Hz)., Este an&lisis permite
concluir que la relacién estructural entre los constituyentes de
la mezcla es de epimeros en C-5 (es decir, hidroxilo con
orientacién a e hidroxilo con orientacién g). Bstas estructuras se
sstablecen como Sa~hidroxi-dihidro~carvona (127) Y
S5g-hidroxi-dihidro-carvona (18). Los datcs de espectrometria de
masas y. ultravioleta, los cuales se informan en la parte
experimental, estéin de acuerdo con las estructuras propuestas.

Esta mezcla de substancias se habia caracterizado
anteriormente como constituyentes de Chenopodium multifidum.”® La
comparacién de loe datos reportados en la literatura confirmé la

identificacisén de los constituyentes de Chrysactinia mexicana.
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17 is

Otra de las substancias aisladas de la falsa damiana se
obtuvo con una polaridad de 4:1 hexano-AcOBt. Dicha substancia se

aislé en su forma cristalina, y sus propiedades fieicas y

P x épicas (Espectros 10 y 11 ) se describen en la seccién
experimental.

. Esta substancia carece de la banda de absorcién en la zona de

- 1660-1750 cm ' en el espectro de IR, caracteristica de grupo

" y 3602 om™?,

carbonilo. Se observan absorciones en 3690 cm
propias de grupos hidroxilo, y otras sefiales en 1602 y 803 cm™},
atribufbles a dobles enlaces.

En el espectro de RMN'H (EBspectro 10) aparece una sefial
singulete amplio centrado en & 5.50, que integra para un
hidrSgeno, y establece la presencia de un hidrégeno vinf{lico. Una
segunda sefial simple aparece centrada en 3 1.78 y su integracién,
para tres protones, determina la presencia de un metilo vinflico

(W/a= 4 Hx).
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Al igual que las substancias descritas anteriormente, esta
substancia presenta un par de sefiales dobles a campo alto (& 0.96
Y & 0.83, J= 7 Hz) cuya integracién, para tres protones para cada
seflal, indican la presencia de un par de metilos unidos al misemo
&tomo de carbono, y una sefial m&s en & 3.96 que integra para dos
hidr6gencs, que de acuerdo con su desplazamiento quimico,
corresponden a hidrégenos gem- a funcién oxigenada.

La integracién de los datos descritos permiten establecer la
estructura de 6a-hidroxi-piperitol (16), aislado anteriormente de
las partes aéreas de Eupatorium macrocephalum?c' y de una
poblacién de Ch. mexicana.?® La comparacién directa con una

muestra auténtica confirmé su identidad.’'™®

OB

Y
"

w

BO

16

Substancias monoterpénicas adicionales fueron detectadas
como constituyentes del extracto de acetato de etilo, ain embargo,
estas fueron obtenidas en uha mezcla, cuya complejidad, la baja
proporcién de los compuestos en la miema, su alta volatilidad
y 1la carencia del instrumental necesario para su adecuada

manipulacién (cromatégrafos de gases y liquidos), dificultaron su
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caracterizacién (espectro 12).

IIX) SESQUITERPENOS.

Otra de las substancias aisladas, eluida con una polaridad
relativamente baja, resulté un aceite de cierta labilidad, por lo
que se mantuvo a la oscuridad, a temperatura baja, y en atmésfera
inerte. Tas propiedades fisicas y espectroscépicas de esta
substancia se informan en la seccién experimental.

La presente substancia muestra absorcién caracteristica de

grupo hidroxilo en 3602 cm™’

en el espectro de IR . Presenta una
sefial simple en § 2.20 en el espectro de RMN'H {espectro 13), la
cual integra para tres hidrégenos, lo que hace suponer 1la
presencia de metilo sobre anillo aromitico. Por otro lado, dos
sefiales simples centradas en & 1.67 y & 1.52, cuya integracién es
de tres hidrégenos para cada una, determina la presencia de dos
metilos vinilicos unidos al mismo &tomoc de carbono, el cual
presenta una tetrasustitucién. Una sefial doble en & 1.18 indica la
presencia de un metile sobre metino. La sefial en & 2.58, que
integra para un hidrégeno, corresponde, de acuerdo a su
multiplicidad (un cuarteto, (c)) al protén del metino antes
mencionado.

De acuerdo con estos datos se proponen los fragmentos

estructurales mostrados en la figura 10.
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Figura 10

Por otro lado, una sefial multiplete (m) en & 5.05
pertenece a un hidrégenc vinflico.

Las sefiales que aparecen en § 6.58 , § 6.62 y en § 6.98, son
propias de un anillo aromidtico, en particular, de un fenol, y
por su desplazamiento y multiplicidad (singulete, doblete y
doblete, respectivamente) se puede establecer la sustitucién
1,2,4~ del anillo aromético.

La unién de los fragmentos anteriormente propuestos

33

permite deducir la estructura del =xantorrizol (19). Esta

substancia ha sido aislada previamente de varias fuentes

3

naturales, y recientemente se aislé en nuestro laboratorio de

Je

Iostephane heterophylla, La comparacién directa con una muestra

patrén permiti6é confirmar la identidad de esta subsatancia.
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SECCION EXPERIMENTAL



Chrysactinia mexicana es un matorral de aproximadamente 25 cm
semilefioso; con ramas numerosas y apretadas; hojas alternas casi
lineales de unos 8 mm de 1largo; con dos hileras de
gléndulas negruzcas. Flores en capitulos amarillos. Florece de
abril a octubre.'?

Este vegetal fue recolectado en la barranca de Tolantongo
(estado de Hidalgo, México) e identificada por el Profesor Esteban
M. Martfnez del Centro de Ecologia de la UNAM. La muestra boténica
de 1la planta se encuentra depositada en el Eerbario Nacional
(Instituto de Biologfa de la UNAM) con el niimero de registro EM
22633.

Las partes aéreas de la planta s8se dejaron secar a
temperatura ambiente. 2.127 Kg. del material vegetal seco y
molido se extrajo por maceracién, primero con n-hexano en una
ocasién. El disolvente de las extracciones fué eliminado a presién
reducida, obteniéndose 5.86 g de residuo. El extracto metanélico
se preparé de manera similar a la antes mencionada, obteniéndose
231.25 g de residuo del mismo. A este residuo metanSlico se le
realizd una particién agua-acetato de etilo, para la obtencién de
los extractos correspondientes. Cabe sefialar que la metodologia
aplicada para ‘la preparacién de los extractos fué ensayada
inicialmente cén una muestra alicuota, tomando en consideracién
el procedimiento experimental previamente desarrollado en el
anilisis del veqetgl efectuado en nuestro laboratorio, y con el
objetivo de aislar las substancias minoritarias que no lograron

ser caracterizadas en dicho anédlisis.
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Los extractps obtenidos fueron resueltos en sus componentes
por métodos cromatogr&ficos convencionales tales como 1la
cromatografia en columna (CC) y la cromatograffia en capa fina
(CCF), tanto analitica como preparativa. A lo largo de todos los
procesos cromatogrdficos la composicién de las fracciones
obtenidas, y la homogeneidad y pureza de las substancias aisladas
se controlé por cromatografia unal;tica, en placas Merck 60-Fzsi,
usando sulfato cérico al 1% en Acido sulfdrico 2N como
revelador.

La determinacién estructural de los metabolitos secundarios
aislados a partir de esta especie se realizé mediante la
interpretacién de los datos obtenidos de las técnicas
espectroscépicas: resonancia magnética nuclear de hidrégeno y de
caxbono 13 (RMN'H, RMN'®C), infrarrojo (IR), ultravioleta (UV) y
rotacién 6ptica (RO); asfi como de la espectrometria de masas (EM)
como técnica espectrométrica. ILos datos obtenidos fueron
comparados analiticamente con los reportados en la literatura.

I.os‘ puntos de fusién fueron determinados en un aparato
Fisher-Johns. Los espectros de IR fueron obtenidos en solucién de
cloroformo (CHCla). Los espectros de RMN'H y RMN'?C  fueron
determinados a 75, 80, 200 o 300 MHz, segn se especifica en cada
espectro, en solucién de cloroformo deuterado (CDCls), utilizando
como referencia interna al tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de masas fueron obtenidos de un espectrémetro
Hitachi Perkin-Elmer RMU 6D de doble foco, utilizando la técnica

de impacto electrénico con un potencial de ionizacién de 70 eV.
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SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS CONSTITUYENTES DEL EXTRACTO

' HEXANICO.

5.86g del extracto hex&nico se adsorbieron en 6g de
silica-gel malla 70-230 ASTM, desarrollando al proceso
cromatogréfico a presién reducida.>®

La elucién de la columna se inicié con n-hexano 100%
aumenténdose gradualmente la polaridad. Se colectaron fracciones
de 250 ml cada una.

Se obtuvieron siete grupos de fracciones, en orden de
polaridad creciente {(x,11,111,1IV,V,VI y VIEI:), en los cuales,
de los primeros tres se obtuvieron compuesatos
cromatogrificamente homogéneos. La separaci6én de estos componentes
se describe a continuacién.

De las fracciones 8-23 (Grupo I) elufidas con n-hexanoc 100% se
cbtuvo un residuo (70 mg)} que mostraba en cromatografia en capa
fina un compuesto mayoritario homogéneoc, por lo que se aplicé a
una cromatoplaca preparativa (20 x 20 cm y 2mm de espesor), la
cual se eluyé con n-hexano-acetato de etilo (2:1) por una
ocasién. La silice de la cromatoplaca fué extraida con acetato de
etilo, en wvarias ocasiones. Este procedimiento permitié el
aislamiento de 25 mg de xantorrizol (19).

Las propiedades fisicas y espectroscépicas del xantorrizol
(19) est&n de acuerdo con las informadas en la literatura,™ y son
las siguientes:

a§‘=’ - 63.88 (0.72mg/ml de Metanol)

RMN'H a0 MHz {CHC1a) (desplazamiento quimico 3,
multiplicidad,constante de acoplamiento J, asignacién).
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& 1.18 (d, J=7, 3H); & 1.52 (sa,W/z=4Hz,3H); 3 1.67 (sa,
W/2=4Hz,3H); & 2.2 (sa, W/2=4Bz,3H); & 2.58 (c, J=8Hz,1H);
54.55 (m,1H); & 5.05 (m, 2H); 5 6.58 (sa, W/2=4Bz, 1H); &
6.62 (d, J=2, 2HB); & 6.98 (d, J=BHz, 1H).

IR (CHCls) 3602, 3426, 3043, 2963, 2924,_26859, 2732, 1716,
1621, 1580, 1454, 1176, 1116, 992 y 858 cm

De este mismo grupo de fracciones (Grupo I) eluidas con
n-hexano 1008 (fracciones 48-63) se aislé un aceite de color
anaranjado-rojizo (430 'ng), el cual fué identificado como
piperitona (12):

Rf 0.6 (Hexano-Acetato de etilo 65:35)
«2% + 11.6 (9.5 mg/ml Metanol)
UV (Amx 235 nm, €=17780 (0.4 mg/ml Etanol))

RMN'HE 80 MHz (CDCla): § 5.79 (¢, J=1Hz, 1H, H-2); & 1.95
(sa, W/a=4Hz, 3H, H-7); & 0.96 (d, J=7Hz, 3H, H-9); & 0.89
(d, J=78z, 3H, H-10)

EM: m/e (EBpecie)(intensidad relativa): 152(M*) (30); 137 (M*
~CH3) (30); 110 (M'-CaH?) (92); 95 (M'-CaHr-CH3) (25); 82

(M'-CsHi0) (100); 69 (M°-CsH70) (8); 54 (M'~CsHsO —CH3) (20)

La dltima de las substancias aisladas del extracto
hexfnico se obtuve a partir de las fracciones 170-178, cuyo
resfduo pertenece al grupe III de las fracciones iniciales,
las cuales fueron elufdas con n-hexano-acetato de etilo 95:5.
Esta substancia tiene color amarillo, y es un aceite, el cual

fué purificado al aplicar el residuoc a una cromatoplaca
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preparativa, la cual se eluyé con n-hexano-acetato de etilo
95:5 en una ocasién. La silice de la placa se extrajo con acetato
de etilo 100%, obteniéndose 40 mg de substancia pura, que fué
identificada como 7-acetoxi-piperitona (13). Esta substancia
presenta las sigquientes caracteristicas fisicas Y

espectroscépicas:

Rf: 0.5 (Hexano-AcOBt 6€5:35)
RO: o2+ 8.3 (12 mg/10 ml Metanol)

: (Amax 236 nm; €=12900 (0.3 mg/ml etanol))

{CDCl3) B2 B-7 H-9, H~10 CH3CO

RMN'H

80MHZ § 5.94dd &5 4.62 sa & 0.85 d,J=7 5 2.14 8
J=1.5,1.5 W/z=3 Hz & 0.95 d,J=7

200MHZ 3 5.98 g 5 4.66 sa 5 0.86 d,J=7 5 2.13 8
I=1.2 W/2=3 Bz & 0.95 d,J=7

300MB2 & 5.98 g 3 4.66 sa 3 0.86 d4,J=6.83 52.13s
J=1.4Hz W/2=3 Hz 3 0.9% 4,J=7.08

RMN’C (60 MHz, CDCla)(desplazamiento,asignacién)

5 200,546 (C-3, C=0 cetona); & 170.130 (C-1’, C=0 é&ster);
5§156.758 (C~1); & 124.570 (C-2); & 64.752 (C-7); 5 52.095
(C~4); & 25.640 (C-6); 8 25.516 (C-8); & 22,540 (C-5); &
20.435 (C~2’); 3 18.333 (C-9 y C-10).

IR (CHCla) 3008, 2962, 2932, 2872, 2833, 1743, 1667, 1603,
1460, 1427, 1371, 1237, 1131, 1098, 1035 y 889 cm '.
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SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS CONSTITUYENTES DEL EXTRACTO
DE ACETATO DE ETILO.

121 gramos del extracto de AcOEt se adsorbieron en 121 g B
de silica-gel malla 70-230 ASTM., y see aplic6 a una columna
cromatogrifica empacada con 355 g de la misma sfilica.

La elucién de la columna se inicié con n-hexano 100%
aumentdndose gradualmente la polaridad con acetato de etilo.

Se obtuvieron seis conjuntos de fracciones (A, B, C, D, E
Y F), en orden de pt;lat:ldad creciente, cuya separacién en
sus componentes se describe a continuacién.

De las fracciones 5-56 {(conjunto A) eluidas con n-hexano 100%
se logrSs aislar, por medio de la aplicacién de dichas fracciones
a una cromatoplaca  preparativa, un aceite de color
anaranjado-rojizo, que fué identificade como piperitona (12).
Obteniéndose 2103 mg. de este compuesto. )

De las fracciones 57-85 (conjunto B}, eluidas con mezcla de
disolventes n-hexano-AcOEt 95:5 se obtuvieron 8.78 g de residuo
que fueron adsorbidos en 8.8 g de silica-gel malla 70-230 ASTM., y
aplicados en una columna cromatogrifica empacada con 351.2 g de la
misma silice, para su recromatografia.

La columna fué eluida con cloroformo (CHC1s3)
100%, aumentdndose gradualmente la polaridad con acetona. Este
proceso permitié la obtencién de un grupo adicional de fracciones,
al que se le denominé conjunto B’, que incluyé a las fracciones

18-47, obtenidas con CHCla 100%. Este conjunto de fracciones
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fué un residuo de 1.2768 g, el cual fue adsorbido en una rxrelacién
1:1 en peso con silica-gel malla 70-230 ASTM., y aplicado a
una columna cromatogré&fica previamente empacada con 63.84 g de
la misma silica para esu recromatograffia, lo que permitisd
obtener cuatro subconjuntos de £fracciones (a, b, ¢ y d) en
orden de polaridad creciente.

Del subconjunto (a) ase aislé una mezcla de substancias de
naturaleza monoterpénica cuyos componentes individuales no se
pudieron caracterizar debido a la alta volatilidad de los mismos,
asi como su baja proporcién en la mezcla, (espectro 12).

Del subconjunto {b), eluido con una mezcla de
n-hexano-AcOEt 98:2, 8e obtuvieron 1laes fracciones 102~127.
De estas fracciones se logré aislar, por cristalizaciones
sucesivas, 15 mg de g-sitosterol (2).

Del subconjunto {c), eluido con una mezcla de
n~hexano~AcOEt 95:5, se obtuvieron las fracciones 128-146, de
donde se aislé una substancia aceitosa de color naranja claro.
Mediante la aplicacién de dichas fracciones a una cromatoplaca
preparativa, elufda con np-hexano~AcOEt 95:5 en una ocasién, y
extraccién de la sflice de dicha placa con AcOEt 100%,
se obtuvieron 40 mg de 7-acetoxi-piperitona (13).

Del subconjunto {d), eluido con una mezcla de
n-hexano-AcOEt 9:1, se obtuvieron las fracciones 147-206, de donde
se aislaron 52 mg de una substancia aceitosa de color rosa claro,
apareciendo en las fracciones 161-172. Esta substancia fué

identificada como 7-hidroxi-piperitona (14).
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Las propiedades fisicas y espectroscépicas de 14 son las

siguientes:
Rf: 0.4 (Hex : AcOEt 55:45)

UV: {Amox =228 nm; €= 10108 (0.26 mg/ml Etanol)).

(CcDCla) H~2 B-7 H-9 H~10
RMN'H 80 MHz 3 6.06 t S 4.42 sa 3 0.96 d & 0.87d
J= 1HZ W/2= 4Bz J=7Hz J=7Hz
RMN'H 200 & 6.00 sa S 4.22 sa s 0.96 d 3 0.87 d
MHZ W/am3Hz. W/2=3Hz J=7Hz J=7Hz

IR (CDCls) 3615, 3005, 2960, 2932, 2875, 1665, 1468, 1370,
1030 y 890 cm .

EM: 168 (M')(25); 153 (M'-CH2) (24); 140 (M'-CO) (13); 126
(M*-CaHs) (100) ;111 (M*~CaHe~CH3) (17);109 {M'-CaBs-Hz0)

(23); 107 (M'-CaB7-H20) (23); 98 (M°=-CaHwo) (97); 97

(M*~CsHio~H) (83); 95 (56); 69 (M'-CsH10~CHO) (38): 67 (30);
55 (M*-CsHio-CH3) (41); 43 (M'-C7Hs02) (45); 41 (50).

Del conjunto € de fracciones (96-111), eluidas con una mezcla
de n-~hexano-AcOEt 9:1 se obtuvo 4.9 g de residuo, los cuales se
adsorvieron en el mismo peso de silica~gel malla 70-230 ASTM.,
para su recromatografia.

La columna fué eluida con n-hexano 100%, Y acetato de

etilo aiiadido gradualmente, para aumentar la polaridad en la

misma forma.
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Este procedimiento permitidé la obtencién de tres substancias
en un s6lo grupo de fracciones, elufdas é&stas con una mezcla
de n-hexano-AcOBt 9:1.

La primera de las tres substancias aparecié en las fracciones
95-107, y fué identificada como 7-acetoxi-piperitona (13),
aislada como un aceite de color naranja-rojizo de olor agradable,
cuyos datos fisicos y espectroscépicos fueron descritos
anteriormente.

La segunda y tercera substancias se aislaron como una
mezcla, apareciendo en. las fracciones 158-164, siendo
identificadas como S5a-hidroxi~dihidro-carvona {17) Yy
58~hidroxi~dihidro~carvona (18). Se obtuvieron 26.5 m‘g de 1la
mezcla, la cual tuvo un comportamiento cromatografico homogéneo en
eluyentes de diversa composicién. Esta mezcla fué purificada
adicionalmente al recromatografiarla en una cromatoplaca
preparativa, eluyendo con n-hexano-AcOBt 9:1, y posterior
extraccién de la silice de dicha placa con AcOEt 100%. Se
obtuvieron 15 mg de un aceite muy vol4til-de olor agradable y
color amarillo claro.

Las propiedades fisicas y espectroscSpicas de ésta mezcla de

compuestos son las siguientes:

Datos de RMN'H de 200 MHZ {CDC13) de la
Sa=-hidroxi-dihidro-carvona (17):
B-6 H-5 ): v H-9 H-10
5 6.66 Ba 8 4.34 ddd § 1.78 sa & 0.97 d § 0.90 d
W/a=3Hz J=(10,1,1) W/2m4Hz J=6.6Hz J=7Hz
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Datos de RMN'H de 200 MHz (cbcla) de la
58-hidroxi-dihidro-carvona (18):

B~6 H~5 H=~7 H~9 B~10
& 6.79 dd 5 4.42 dd 1.81 sa 5 1.04 d 5 0.97 d
J=6,1.5Hz J=8,4Hz W/2=4Hz J=6.4Hz J=6.6Hz

IR (CBCl:) 3400, 3050, 2955, 2920, 1668, 1462, 1370, 1210
Yy 924 cm .

UV: (Etanol Asmax 230nm ; £=9340)

EM (70 ev) 168 M*(5), 126 (9), 111 (14), 99 (38), 83 (15), 71
(10), 70 (45), 55 (60), 43 (100), 41 (92), 39 (76).

De las fracciones 112-123 (conjunto D) eluidas con una mezcla
de n-hexano~AcOEt 9:1 se obtuvieron 2.3 g de residuo, el cual
fué adsorbido en el mismo peso de silica-gel malla 70-230 ASTM., y
aplicado posterioxmente a una columna cromatogrifica empacada con
69.11 g de la misma silice, para su recromatografia.

La columna fué elufda inicialmente con n-hexano 100%, y se
aumenté gradualmente la polaridad con AcOEt.

De esta columna se obtuvieron cuatro substancias, dos de
ellas, la 7-acetoxi-piperitona (13) y la piperitona (12) fueron
aisladas de 1las fracciones 151~-161 de esta recromatografia,
con una polaridad de 98:2 n-hexano-AcOEt, 1los datos
fisicos y espectroscépicos de estas substancias se han
descrito anteriormente.

Las otras dos substancias se identificaron como una mezcla de

Sa= (17) y 5@-hidroxi-dihidrocarvona (18), apareciendo en las
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fracciones 205-213, con una polaridad 9:1 n-hexano-AcOEt, cuyas
propiedades fisicas y espectroscépicas se describen arriba.

De las fracciones 124-160 (conjunto E) elufdas con una mezcla
de n-hexanc—-AcOEt que abarca desde 9:1 hasta 4:1, se
obtuvieron 3.6 g de residuo, el cual fué adsorbido en el mismo
peso de silica-gel malla 70-230 ASTM., y aplicado a una columna
empacada con 190 g de la misma silica-gel, para su
recromatograffa.

La columna fue eluida con n-hexano 100% aumenténdose la
polaridad gradualmente adicionando AcOEt.

De esta columna se aislaron dos substancias,la primera de
ellas aparecié en las fracciones 70-86 con una polaridad 85:15
n-hexano-AcOEt de la cual se obtuvieron 35 mg de un aceite
amarillo obscuro, el cual fué identificado como
6a~hidroxi-piperitona (15).

Rf: 0.5 (n-hexano—- AcOEt 55:45)

UV: (Etanol: Asax= 227 nm; £=6360, 0.3 mg/ml)

(CDC1a) H-2 H-6 -7 H-9 H-10

RMN'H

80 MHz & 5,78 sa 5 4.33 dd 5 2.03 sa 3 0.97d 3 0.89 d
W/2=4Bz J=5,5H2 W/2=4Hz J=7Hz J=7Hz

IR (CHCla) 3602, 3464, 2930, 2873, 1710, 1667, 1509, 1464,
1440, 1376, 1033, 1009, 906 y883 cm

EM : 168 (15), 153 (5), 126.2 (58.2), 125 (24), 124.2 (43),
111 (30), 110 (15), 109 (25), 108 (8), 107 (9), 99 (10), 98.1
(100), 97 (24), 83 (18), 71 (30), 70 (42), 69.1 (47.4), 55
(23), 43 (42), 42 (16), 41 (36), 39 (23).
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La segunda substancia aislada apareci6 en las fracciones
218-272 con una polaridad de 4:1 n-hexano-AcOEt., Esta
substancia se aislé en su forma cristalina con un punto de fusién
160-165°C. Se obtuvieron 40 mg de 6a-hidroxi-piperitol (16). Esta
substancia fué evaluada como agente téxico sobre el camardn de
salmuera (Artemia salina). Los resultados gue a continuacién se

presentan indican una toxicidad media de 6a-hidroxi-piperitol

(16).7%%
PpPm vivos/30 No.muertes
500 14 16
300 30 0o
100 30 0
50 30 [+]
5 30 0

De lo que se obtiene ILCsom= 478.63 ug/ml

Las propiedades fisicas y espectroscépicas de este compuesto
son las siguientes:

Rf: 0.2 (CEBCla~AcOEt 7:3)

pf:160~165°C

RO: + 28.4 (46 mg/10 ml de metanol)

RMN'H (200 MHz):

H-2 H-3 H-6 H-7 #-9,H~10
3 5.45 sa 5§3.81dd & 3.868a & 1.76 8 & 0.80 d,I=7
W/2=7.2Hz J=6HzZ W/2=88z W/zm4HZ 8 0.95 d,I=7

RMN'°C (200 MBz): & 135.126 (C-1); & 128.891 (C-2); & 67.37
(C-3); & 65.892 (C-6); &540.660 (C-4);
& 28.976{(C-5); & 24.887 (C-8); & 20.027
(C~9); 5 19.523 (C~10); & 15.981 (C-7).
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IR (CHCla) 3690, 3602, 3005, 2961, 2929, 2874, 1602, 1466,
1447, 1371, 1188, 1066, 981, 959, 919 y 863 cm

EM : 170 M® (1.5); 155 M'-CH3 (4); 152 M°-Hz0 (1); 137 M'
~CH3~H20 (7); 127 (20); 111 (70); 109 (25); 100 (78);
95 (18); 85 (25); 81 (17); 79 (13); 77 (13); 71 (100);

69 (45); 55 (24); 43 (37).

De las fraccionee 161-188 (conjunto F) eluidas con una mezcla
de n-hexano-AcOEt que va desde 4:1 hasta 7:3, se obtuvieron
2.2 g de residuo, recromatografiado de la manera usual.

Se aislaron dos substancias, la primera de ellas
aparecié en las fracciones 44-58 y se identificé como
7~hidroxi-piperitona (14).

La segunda substancia aparecié en las fracciones 72-92 con
una polaridad 85:15 n-hexano-AcOEt, Se aislé por
recristalizaciones sucesivas, obteniéndose 40 mg de cristales
de punto de fusidn 160-165°C, identificada como el

6a-hidroxi-piperitol (16) e
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RESUMEN Y CONCLUSIONES



El estudio quimico de los diferentes extractos orghnicos de
Chrysactinia mexicana (la cual es utilizada en la medicina
tradicional de nuestro pais), tendiente a la caracterizacién de
los metabolitos secundarios que no lograron identificarse en un
estudio previc de este vegetal, permitié el aislamiento de nueve
metabolitos secundarios: siete monoterpenos, un sesquiterpeno, y
un esterocl. Las substancias fueron aisladas por métodos
cromatogréficos convencicnales, y las estructuras fueron deducidas

mediante el anflisis comparativo y la integracién de los datos

P roscSpicos y pectrométricos.

Las substancias aisladas de Ch, mexicana son las siguientes:
g-sitosterol (2), piperitona (12), 7-acetoxi-piperitona (13),
7-hidroxi-piperitona (14}, 6a-hidroxi-piperitona (15),
6a-hidroxi-piperitol (16), Sa-hidroxi-dihidro-carvona (17),
5g-hidroxi-dihidro-carvona (18) y el xantorrizol (19).

Se aislaron seis metabolitos secundarios previamente
aislados de este vegetal y tres terpenoides adicionales conocidos.

Estos resultados permiten correlacionar preliminarmente la
composicién quimica de este vegetal con el uso popular del mismo,
ya que la actividad terapéutica de 1los monoterpenocs esté
estrechamente relacicnada con la actividad antiséptica de los
aceites esenciales,® por lo que el empleo del vegetal como
desinfectante y expectorante puede relacionarse con la presencia
de los monoterpenos y el sesquiterpeno aislados en el presente
trabajo. Por otro lado, cabe mencionar que el xantorrizol 19,

presente en Ch. mexicana, ha mostrado actividad antitumoral.®®
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Eétos resultados son congruentes con la toxicidad de 12, 13, 16 y
19 (LCso < 1000 ppm) hacia Artemia salina.”

Aungue esta planta puede considerarse como fuente de
substancias bioactivas, es conveniente mencionar la dificultad
extrema que presenta el aislamiento de los monoterpenos de Ch.
mexicana por métodos clésicos de separacién cromatogréfica, debido
a la labilidad y volatilidad de los mismos, por lo que es deseable
la aplicacién de metodologia instrumental para su aislamiento en
cantidades adecuadas que permitan efectuar su bioevaluacién

apropiada.
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