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ABSTRACT

As a part of a systematic study on Mexican plants used in Traditional
Medicine, it was done the phytochemical investigation of the three diffe

rents species: Chenopodium graveolens Willd, Chenopodium ambrosioides L.,

and AmphjptefygiUm adstringens Schiede ex Schlecht.

From the chloroformic extract of the aereal parts of Ch. araveolens it
was isolated and characterized ten differents compounds: pinocembrine, pi-
nostrobine, chrysine, stigmasterol, stigmast-22-en-3-o01, 3* glucositoste-
rol, geranyl acetate, cryptomeridiol and two new natural products, namely
(+) 8 hydroxi-elemol and (+) 8 acetoxi-cryptomeridiol. The presence of
the flavanones pinocembrine: and pinostrobine might be related with the
biological activity of the plant.

From Chenopodium ambrosioides it was only possible to isolate' stigmast-

éZ-en-3-01.

From the hexane extracts of two differents collections of the stem bark

of A. adstringens, they were isolated and characterized by chemical and
spectral means the following compounds: Masticadienonic acid, 3-epi-hidroxy-
masticadienonic acid, 3 -hidroxy masticadienonic acid, oleanolic acid, 3-epi-
oleanolic acid, -sitosterol and a -mixture of two differents series of
anacardic acids. One of the series has 1a£era1 chain of 19 carbon atoms and
the other has lateral chain of 21 carbon atoms. The members of the latter are
new natural products. The presence of Anacardic acids in this plant is of
biological and industrial importance.

In addition the pharmacological evaluation of six triterpenic acids structu
rally related with masticadienonic acid, as hypocholesterolemic agents was

performed.



RESUMEN

Como parte de un estudio sistemdtico sobre plantas mexicanas usa-

das en medicina tradicional, se realizd el estudio fitoqufmico del

Chenopodium graveolens Willd, Chenopodium ambrosioides L. y Amphipte-

rygium adstringens Schiede ex Schelecht.

Del extracto cloroformico de las partes aereas del Chenopodium
graveolens Willd,se aislaron y caracterizaron la pinostrobina, la
pinocembrina, la chrysina, el estigmasterol, el estigmast-22-en-3-o0l,
el 3g-glucositosterol, el acetato de geranilo, el criptomeridiol y
dos nuevos metabolitos secundarios: (+)-8a-hidroxi-elemol y (+)-8a-
acetoxi-criptomeridiol. E1 constituyente mayoritario pinostrobina
puede estar relacionado con la actividad bioldgica de 1a planta.

Del extracto clorofdormico de Chenopodium ambrosioides, se aislo

el estigmast-22-en-3-ol.

A

Del extracto hexdnico de-dos lotes de corteza de Amphipterygium

adstringens, se aislaron y caracterizaron los acidos masticadiendnico,
isomasticadienénico, 3a-hidroximasticadiendnico, 3-epi-hidroximasti-
cadiendnico, olean6lico, 3-epi-oleandlico, el B-sitosterol y una mez-
cla de dos series de acidos anacdrdicos con cadenas laterales de 19 y
21 dtomos de carbono. Los miembros de la Gltima serie representan
nuevos productos naturales. La presencia de dcidos anacdrdicos en el
cuachalalate es de importancia industrial y bioldgica.
En forma adicional se realizd la evaluacidn farmacoldgica preli-
minar como agentes hipocolesterolemiantes de seis compuestos triter-

pénicos relacionados estructuralmente al 4cido masticadiendnico.
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INTRODUCCION

Los problemas de salud en México son los propios de los paises
en desarrollo, generados principalmente por enfermedades infecciosas
y/o parasitarias, la desnutricion, la deficiente higiene ambiental y
la Timitacion eén los servicios de salud-a un porcentaje minimo de la
poblacién (Lamy y Zolla, 1978). Si sumamos a esto el elevado costo
de los medicamentos, entre otras cosas, por la ausencia de una indus-
tria farmoquimica propia y el uso inadecuado de los recursos existen-
tes, en conjunto se forma un panorama critico de la salud en México
(Lamy y Zolla, 1978; Estrada, 1985).

Tomando en cuenta lo anterior, se hace evidente la necesidad de
encontrar alternativas, en varias direcciones, para mejorar los pro-
blemas de salud en México. En este sentido, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en su tratado de Alma-Ata de 1978 (OMS, 1978), pro-
pone:

1. Que los paises en desarrollo como el nuestro, hagan uso-de
sus recursos naturales y su medicina tradicional para resolver cier-
tos problemas de salud.

2. Impulsar la investigacion multidisciplinaria de la medicina
tradicional y de los recursos terapéuticos que utilizan, haciendo par-
ticipes a los practicantes de tal medicina (curanderos, yerberos, par-

teras, etc.), y establecer lineamientos para su investigacidn y estu-



dio (Bannerman, 1977; Bannerman, 1980; OMS, 1976; OMS, 1978; ONUDI,
1983; Penso, 1980). En Africa, China y-la India se 1levaron a cabo
algunos programas de este tipo, obteniéndose resultados favorables
(Farnsworth, 1980).

A 1a medicina tradicional, sin intentar darle una definicién se
la puede entender como un conjunto de conocimientés y practicas gene-
radas en el seno de la poblacién, transmitidos generacionalmente y que
basada en un saber empfirico, intenta ofrecer soluciones a las diversas
manifestaciones de la enfermedad, buscando propiciar la salud entre la
comunidad. Este acervo de conocimientos y prdcticas terapéuticas for-
ma parte de la cultura popular y por lo tanto esti sujeta a los cam-
bios y el desarrollo de la misma (Lozoya, 1978; Tempesta, i980; ONUDI,
1983). Se estima que aproximadamente un 75-80% de la poblacidn total
de los pafses en desarrollo hace usa de la medicina tradicional para
resolver sus problemas de salud (Tempesta, 1980).

Los practic&%@htes de esta medicina hacen uso de los recursos a
su alcance: plantas, animales y minerales de la regidn y con mucha
frecuencia su utilizacién va acompafiada de practicas magicas y ritua-
les (ONUDI, 1983).

Quizds la importancia de la medicina tradicional se pueda resu-
mir en los tres puntos siguientes:

1) Representa un modelo para procurar la salud en forma eficaz
para el hombre en su propio ambiente fisico.

2) Las plantas y animales medicinales usados en medicina tradi-



cional representan fuentes potenciales preciadas para el desarrollo
y descubrimiento de nuevos medicamentos.

3) Debido a la reserva natural de numerosas plantas y animales
ofrece, en términos econdmicos, una alternativa para curar numerosas
enfermedades a un costo menor.

En el caso particular de México la prdctica de la medicina tra-
dicional es bien conocida desde tiempos antiguos. La bibliografia
existente es extensa y plantea interesantes investigaciones .(Lozoya,
1984) -El registro esaito mis. antiguo’ sobre plantas medicinales,11a-
mado Codice Badiano, fue escrito en Nahuatl en 1552 por Martin de la
Cruz, del Colegio de Ta Santa Cruz de Tlatelolco, y traducido al la-
tin por otro indigena Xochimilca, Juan Badiano (Heyden, 1983; Ldpez,
1971). Este cddice contiene 185 ilustraciones en color de plantas
medicinales y menciona el uso medicinal de 270 especies en total
(Estrada, 1985b). Algunos afios después (1570-1577) Francisco Her-
nindez (Herndndez, 1959), Fray Bernardino de Sahagin (Sahagin, 1969),
Francisco Ximénez y otros autores dieron a conocer mds de 3500 plan-
tas medicinales. De 1850 a 1952 aparecieron las Farmacopeas, éstas,
actualizan los usos de las plantas medicinales mds importantes. Des-
tacan también la obra de Francisco-del Paso y Troncoso, escrita en
1886 y las investigaciones experimentales del Instituto Médico Na-
cional (1888-1915) sobre la herbolaria medicinal de México (Lamy y
Zolla, 1978). En la actualidad la obra mis importante 'sobre plantas

medicinales mexicanas es la del maestro Maximino Martinez (Martinez,
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_1969), que constituye un catdlogo con la clasificacidn botdnica, des-
cripcibn de las plantas, habitat y usos comines. Merece mencién como
fuentes de informacidn més cientificﬁs desde el punto de vista botd-

nico, quimico y farmacol6gico sobre plantas medicinales mexicanas,

la Revista Medicina Tradicional, las monogrdfias y folletos editados por

#ﬂentonces Instituto Mexicano para el Estudio de las Plantas Medicina-

les (Dfaz, 1974, 1976; Lozoya, 1976).

En los G1timos diez afios se han publicado varios trabajos sobre
plantas medicinales de México en articulos, tesis, 1ibros y resimenes
de congresos (Estrada, 1985b).

La medicina tradicional es, entonces una de las alternativas mis

importantes para resolver algunos de los problemas de salud en México.

Pero debe sefialarse que su adaptacidn requiere de grandes esfuerzos

de investigacion multidisciplinaria.

El1 estudio multidisciplinario de la'medicina tradicional compren-

de varios aspectos: (a) antropoldgico; (b) botdnico y/o etnoboténico;
(c) qufmico; (d) farmacoldgico; y (e) clinico.

E1 aspecto qufmico es importante debido a que permite conocer
los elementos constitutivos de 1a flora medicinal y permite ademds el
hallazgo de nuevos y/o conocidos agentes medicinales. Los métodos
para realizar estudios quimicos de plantas medicinales pueden ser:

a) Por medio de estudios fitoquimicos convencionales, mediante
los cuales se aislan y caracterizan los metabolitos de las plantas y

posteriormente se someten a ensayos bioldgicos. Este método tiene

[



la desventaja de que generalmente se aislan los metabolitos que se
encuentran en cantidades relativamente altas y no necesariamente son
los responsables de la actividad biolégica. )

b) Qiscriminacién farmacoldgica para una actividad dada de los
extractos vegetales en combinacidn con el estudio quimico de las
fracciones activas. El fraccionéﬁiento se hace en base a la activi-
dad bioldgica. Este método tiene 1a ventaja de que permite el aisla-
miento de substancias activas que se encuentran presentes en pequefias
cantidades y que de otra forma probablemente no hubiesen podido ser
detectadas, y ademds resulta mucho mds conveniente para el fitoquf-
mico ya que le ahorra el trabajo de aislar un mayor nimero de com-
puestos que probablemente no tengan actividad bioldgica.

Existen numerosas referencias en donde se sefiala 1a metodologia.
adecuada para realizar estudios quimicos de plantas medicinales
(Farkas, 1980; Farnsworth, 1980; Farnsworth y Bingel, 1977; Galeffi,
1980; Fairbairn, 1980; Salemink, 1980).

La investigacion quimica de plantas medicinales es necesaria,
ya que generalmente se usan.en la medicina tradicional preparados
formados por varias plantas, las cuales pueden contener substancias
activas que actdan en forma antagdnica o sinergista y es conveniente
caracterizarlas por los miltiples beneficios que se pueden obtener
de ellas (Farnsworth, 1980).

Los principales grupos de compuestos quimicos a los que pertene-

ce la mayorfa de los principios activos aislados de las plantas medi-



cinales, correspondén en primer lugar a los alcaloides, seguido por
Tos sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, esteroides, flavonoides,
cumarinas, quinonas y monoterpenos (Farnsworthy Bingel, 1977), aunque
también se han identificado como principios.activos otros tipos de
compuestos como: aminodcidos, naftalenos, Tignanos, dcidos fendli-
cos, isotiocianatos, compuestos alifaticos y carbociclicos, fenilpro-
panoides, cianoderivados, tiofenos y xantonas (Pesce, 1977; Farnsworth,
y Bingel, 1977; Salemink, 1980).

Los estudios qufmicos que se han realizado sobre plantas medici-
nales mexicanas son numerosos, muchos de los cuales no se han realiza-
do en México. Por otra parte, los estudios bioldgicos sobre las mis-
mas son mds escasos y se han realizado generalmente en forma indepen-
diente a Tos estudios quimicos. Los estudios que se realizan actual-
mente sobre plantas medicinales mexicanas en general son aislados,
sin continuidad, y las bondades medicinales que se 1legan a demostrar
en estos estudios son desconocidos por los, practicqmggies y usuarios
de este tipo de medicina.

Finalmente es de hacer notar que la gran riqueza y variedad de
la flora mexicana, la gran tradicidn sobre el uso de vegetales con
fines curativos, la carencia de una industria farmoquimica propia y
las condiciones de los servicios de salud,hacen necesarios los estu-
dios sistemdticos y multidisciplinarios sobre las plantas medicinales

mexicanas.



OBJETIVOS

1. OBJETIVOS..GENERALES

Considerando 1o antes expuesto y como parte de un estudio siste-
mitico de plantas mexicanas usadas en medicina tradicional -cuyos objeti-
vbs‘principé1€s son contribuir al conocimiento de la cdmposicitn
quimica y,en 1o posible de la accion bioldgica de 1a flora medicinal
mexicana, se considero conveniente el estudio fitoquimico de tres /
plantas émpliamente usadas en medicina popular. Las plantas esco-

gidas para el logro de 7os objetivos son: Chenopodium graveolens

Willd, Chenopddium ambrosioides L y Amphipterygium adstringens

Schiede ex Schlecht.

2. 0BJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Recopilar la informacion botanica, etnobotdnica, quimica y
farmacoldgica de las especies vegetales objeto de estudio.

2.2 Efectuar las operaciones preliminares propias a la preparacion
de extractos vegetales para cada una de las plantas a ser estudiadas.

2.3 Preparar los extractos vegetales de acuerdo a la metodologfia
convencional.

2.4 Fraccionar los extractos mediante los métodos adecuados.

2.5 Separar y purificar los constituyentes de las diferentes frac-

ciones.



2.6 Identificar mediante métodos quimicos y espectroscépicos las
substancias aisladas.
2.7 Correlacionar los resultados obtenidos con la informacién
previamente descrita en la literatura, en cuanto a: |
2.7.1 Composicion quimica de las especies estudiadas.
2.7.2 Actividad bioldgica de las substancias aisladas y su
posible relacion con las propiedades medicinales de la planta.

2.8 Proporcionar sugerencias en relacién a estudios futuros.

7ll



CAPITULO I

CONSTITUYENTES QUIMICOS DE Chenopodium graveolens Willd y Chenopodium

ambrosioides L.

1. GENERALIDADES ACERCA DEL GENERO Chenopodium.

1.1 TAXONOMIA Y DISTRIBUCION.

E1 género Chenopodium es ‘cosmopolita y estd constituido aproxi-
madamente por unas 200 especies agrupadas en 10 secciones y seis sub-
secciones. En la Tabla 1 se resumen las diferentes secciones, subsec-
ciones y especies tipo del género Chenopodium (Heywood, 1978).

Desde el punto de vista taxondmico.existen pocas monografias del
género y dos clasicas estdn representadas por 1a de Aellen y Just y
por la de Wahl. Ambas proporcionan en forma mds o menos detallada la
distribucion, descripcion y claves para la clasificacion de las dife-
rentes especies del género (Ae11en.y Just, 1943; Wahl, 1954).

E1 Chenopodium graveolens Will (Seccidn Botryoides, subseccion

* Botrys), se encuentra ampliamente distribuido en el continente ameri-
cano, desde el sur de los Estados Unidos hasta l1a Argentina. En Méxi-
co se encuentra en gran parte del territorio en medio de muchos tipos

de vegetacién (Rzedowski y Rzedowski, 1979).

’



TABLA 1.

Secciones, subsecciones y especies tipo del género

Chenopodium L.

SECCION Y SUBSECCION

ESPECIES TIPO

I1.
ITI.
IV.

VI.
VII.

VIII.
IX.

Roubieva

Orthosporum

Ambrina

Botryoides
1) Botrys

2) Theloxys

Degenia

Eublitum

Pseudobl1itum

Thellungia
Agathophyton

Chenopodia

1) Lejosperma

2) Cellulata

3) Undata

4) Grossefoveata

Ch. multifidum L; Ch. huamani Ulbrich

Ch. pumilio R. Br.

Ch. ambrosijoides L.

Ch. dissectum standley; Ch. botrys L.;

Ch. foetidum Schrad; Ch. graveolens Willd

Ch. aristatum L.

Ch. frigidum Phil; Ch. chenopodioides L.;
Ch. macrospermum Hook.

Ch. overi Aellen; Ch. foliosum Aschers;

Ch. capitatum L.

Ch. mexicanum Mog; Ch. glaucum L;

Ch. rubrum L.

Ch. antarcticum (Hook. f.)

Ch. bonus-henricus L; Ch. californicum
S. Wats

Ch. subglabrum S. Wats; Ch. album L.;
Ch. urbicum L.

Ch. watsoni A. Nelson; Ch. berlandieriMog|.

Ch. serotinum L; Ch. quinoa Aellen

Ch. murale L; Ch. polyspermum L.

Ch. hybridum L; Ch. gigantospermum Aellen
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\\ ly
Rzedowski, en su libro Flora fanerogimica del Valle de México hace la

siguiente descripcion del Ch. graveofens.

"Hierba anual, erguida, glandulosa, muy olorosa, de 20 a 80 cm.
de alto; tallo simple o ramificado, a veces rojizo; peciolo del-
gado, hojas ovadas u oblongas, de 2 .a 6 cm de largo por 1 a 3 cm
de ancho, sinuado-pinnatifidas, con los 16bulos oblongos o del-
toideos, glabras o algo viscidas en el haz, cubiertas de glandu-
Tas amarillas en el envés; inflorescencia de numerosas cimas
axilares, dispuestas en largas paniculas; flores sésiles en la
bifucacion de las ramas laterales y una sola termina en el extre
mo de cada una\de las ramas laterales, flores pediceladas gene-
ralmente abortivas, caedizas, sus pedicelos espiniformes; peri-
anto de menos de 1 mm de largo, corniculado en el dpice de los
16bulos, cubierto de glandulas, envolviendo incompletamente el
fruto; semilla por 1o general horizontal, de 0.5 mm de didmetro,

de color café oscuro y con el pericarpo adherente".

y para el Chenopdaium ambrosioides L. (Seccidn Ambrina) la siguiente:

"Hierba anual o perene, erguida o ascendente, fuertemente oloro-
sa, glandulosa, de 40 cm a 1 m de alto; tallo simple o ramifica-
do; hojas pecioladas, oblongas o lanceoladas, de 3 a 10 cm de
largo por 1 a 5 cm de ancho, gradualmente reducidas hacia la
parte superior, subenteras 0 sinuado-dentatas; influorescencia

en forma de espigas con numerosas flores, dispuestas en panicu-
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la piramidal, con 6 sin hojas interpuestas; perianto de 1 mm de
lago, glanduloso, envolviendo el fruto, pericarpo delgado- que
se desprende facilmente, glanduloso; semilla horizontal & ver-
tical, de unos 0.7 mm de didmetro con el margen obtuso, negra

brillante y 1isa". (Rzedowski y Rzedowski, 1979).

1.2 FITOQUIMICA.

Varias especies de este género han sido investigadas desde el
punto de vista fitoquimico. La mayorfa de estos trabajos déscriben:
'a) E1 estudio del aceite esencial haciendo particular énfasis en el

contenido de ascaridol (principio activo antiparasitario)
(Nicholaev, 1956; Nicholas, 1955; Takemoto y Nikjiama, 1957;
Rovesti, 1973; Rostembekova, Goryaev y Dembitskii, 1974, 1975,
inter alia).

b) E1 contenido de flavonoides (flavonoles) con propdsitos quimiota-
xondmicos (Crawford, 1975; Arasawa, Minabe, Saeki, Takakuwa y
Nakaoki, 1971; Crawford y Evans, 1978; Crawford y Mabry, 1978;
Mandich, Barros y Silva, 1982).

También se han reportado el aislamiento y caracterizacion de betacia-
ninas (Rustembekova, Gorgaev y Gladyshev, 1973; Piatelli e Imperato,
1971); écdiesteroides (Toth, Bathory, Szendrei, Minker y Blazso,
1981; Bathory, Thot, Szendrei y Reish, 1982); glicosidos triterpéni-
cos (Chirva, Chebar, Kintya y Bobeiko, 1971; Bogacheva, Kogan y

Libizov, 1972); endoperoxidos monoterpénicos y algunos sesguiterpé-
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nos polioxigenados (De Pascual, Bellido y Gonzdlez, 1978a, 1978b y
1980). En la Tabla 2 se resume el perfil fitoquimico del género
Chenopodium, indicdndose los diferentes tipos de metabolitos secunda-
rios, ejemplos de los mismos, sus fuentes naturales y las referencias
correspondientes. Es de hacer notar que en el caso de los monoterpe-
nos solo se hard referencia a los del tipo perdoxido por ser los mismos

especificos del género.

1.3 IMPORTANCIA BIOLOGICA Y ECONQOMICA.

Numerosas plantas del género Chenopodium L., son de gran interés
por los midltiples beneficios que pueden ser derivados de las mismas.
En este sentido, es bien conocido que muchas especies constituyen un
recurso alimenticio en-algunas regiones del mundo (Téth, Bathory,
Szender, Minker y Blazso, 1981; Martfnez, 1969), un ejemplo local es-

td dado por €l Chenopodium nuttalliae Safford, comunmente 1lamado

Huauzontle y que ha sido usado como un preciado alimento desde la
época de los Aztecas (Wilson y Heiser, 1979). Algunas otras gozan
de reputacion folklorica como agentes medicinales, en virtud de sus
efectos antihelminticos (Martinez, 1969; Bye, 1985; Bye,1§86; Van
Pooijen, 1979; Whid, 1960), anticonceptivos (Mandich, Barros y Silva,
1982; Quezada, 1975), analgésicos y/o antipiréticos (Bye, 1986).

En México el uso como vermifugo de las hojas y las partes aereas

de la "yerba del zorrillo" (Ch. graveolens) y del epazote (Ch. ambro-

sioides) es bien conocido desde &pocas precolombinas (Veldzquez, 1979;

Bye, 1986; INEA, 1982). Evidencias arqueoldgicas de coprolitos sugie-



TABLA 2.

Perfil fitoquimico del

género Chenopodium.

TIPO DE METABOLITOS
SECUNDARIO

COMPUESTO*

FUENTE NATURAL

REFERENCIAS

a) Flavonoides (Flavonoles)

b) Betacianinas

c) Esteroides (Ecdiesteroides)

d) Triterpenos (glicosidos)

e) Sesquiterpenos
- Guaiano

Kaenferol 1
Quercetina 2

Isorhamnetina 3

Quercetin-3-0-galactosido 4 Ch.

Ch.

fremontii, S.

Ch.

flabellifolium Standley

santae-clarae L.

Quercetin-di-glu-rhamnosa 5 Ch.

Betanina 6

Polipodina B 7
20-hidroxiecdisorta 8

Saponina

9
Saponina 10

-1ll-acetoxi-cis-guai-10"
(14)-en-140-01 11

-cis-guai-lo-en-4a, 11-
diol 12

ambrosioides L.

Ch. botrys L.

Ch.

urbicum L.

Ch.

bonus-henricus L.

Ch.

anthelminticum L.

Ch. botrys-L.

Crawford y Mabry, 1978
Crawford y Evans, 1978

Mandich, Barros y Silva
1982

Avasawa, Minabe, Saeki,
Takakuwa y Nakaoki,1971

'Rustem bekova, Goryaev
Yy Gladyshev, 1973

Piatelli e Imperato,
1971

Bathory, T6th, Szendrei
Y Reisch, 1982

Chirva, Cheban, Kintya
y Bobeiki, 1971

De Pascual, Bellido y
Gonzalez, 1978a; 1978b,
1980

el



TABLA 2.

Perfil fitoquimico del género Chenopodium (Continuacién).

TIPO DE METABOLITO EJEMPLOS TIPO* ' FUENTE NATURAL REFERENCIAS
SECUNDARIO '
-Eudesmano 6a-acetoxiselin-4(15)-en-11-01 '13
selin-4(15)-en-38,11-diol 14
selin-4(15)-en-3a,6a,11-triol 15
selin-4(15)-en-3B-6a,11-triol 16
ga-acetoxi-selin-3-en-11-01-2-ona 17
4a-acetoxi-selinan-6a,11-diol 18
selin-3,5-dien-11-01-2-0ona 19
selin-4-en-3a,6a,l1-triol 20
selinan-3a,4a,60,11-tetraol 21
Selinan-38,4a, 6a,11-tetraol 22
ll-acetoxiselin-4a-01 23
criptomeridiol 24
-Elemano Acetato de elemol 25 Ch. botrys L. De Pascual, Bellido

Elemol 26 y Gonzalez, 1978a.
+ botrydiol 27

f) Monoterpenos ** Endoperoxidos de a-felandreno Ch. multifidum L. De Pascual, Bellido,

28, 19 Torres, Sastre y Grande
1981

Ascaridol 30 Ch. ambrosioides L.

*Los nimeros corresponden a las estructuras de la Figura 1.
**S610 se consideran los de tipo endoperéxido.

bl



c) Esteroides (Ecdiesteroides).

a) Flavonoides (Flavonoles).

R1=0CH3, R2=H
R1=0H; R2=galactosa
R1=0H; Rpz=diglu-rhamnosa
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9. R=H 10s R= H °
' HO

6: R=glucosa
d) Triterpenos (glicosidos)

b) Betacianinas
Estructura de los metabolitos secundarios del género Chenopodium.

FIGURA 1.
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ren un uso similar en épocas prehistéricas (en Bye, 1986). Actualmen
“te la actividad antihe]mfnticaﬂg ambas especies es de conocimiento
general en toda la Repiblica; aun mas, estas plantas forman parte de
un cuadro basico de drogas vegetales de 1a 0.M.S. para el tratamien-
to de parasitosis en varios pafses en desarrollo. (Informe de la
ONUDI, 10}295). Ademds de su acvidad vermifuga, es bien conocido en
la medicina tradicional mexicana las propiedades abortivas del

Ch. ambrosioides (Quezada, 1975).

Finalmente cabe destacar que el epazote posee actividad nemati-
cida en diversos tipos de suelo, lo cual tiene importancia de indole
agronémica (Morishita, Tagoimi, Taketsugu, 1978).

Tomando en cuenta lo antes mencionado y dentro de los objetivos
generales y especificos previamente establecidos, se considero con-
veniente efectuar el andlisis quimico del epazote morado (Ch.

ambrosioides L.) y de l1a yerba del zorrillo (Ch. graveolens Willd).
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2. CONSTITUYENTES DE Chenopodijum graveolens Willd (yerba del zorrillo).

2.1 MATERIALES Y METODOS.

2.1.1 MATERIAL VEGETAL.

La planta (partes aereas) fué obtenida a través de una epazote-

ra del Mercado de Sonora, México, D.F. en abril de 1985, y fué identi-

ficada por el Dr. Robert Bye, del Jardin Botanico Exterior, Instituto

de Biologfa, UNAM. Una muestra de referencia se depositd en el Herba

rio Nacional (Voucher DGL 1158).
E1 material vegetal se dejo secar a temperatura ambiente y se

corto en trozos pequefios.

2.1.2 METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR.

E1 material vegetal (3.1 Kg) se extrajo segin el procedimien-
to sefialado en el Esquema 1.

E1 total del extracto clorofémico (103.5 g) se fracciono pre-
liminarmente mediante una cromatografia preparativa en columna, uti-
lizando como}adsorbente silica gel (3 Kg, silica gel G 60 Merck 70-
230 mallas); el proceso de elucidon se efectud con hexano, cloroformo
y acetona en diferentes proporciones. Se recogieron un total de
425 fracciones de 500 ml cada una; cada fraccion fué analizada por
cromatografia en capa fina, combindndose aquellas cromatograficamen-
te similares. En la Tabla 3 se resumen los sistemas de eluyentes

empleados, el nimero de fracciones eluidas con cada uno de ellos y
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las fracciones combinadas.

Los andlisis cromatograficos en capa fina, se efectuaron si-
guiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio re-
cubiertas de gel de silice (silica gel 60 GF254,Merck). Como agente
cromogénico se utilizd una solucidn reactivo de sulfato cérico en
dcido sulfirico concentrado, y para lograr el desarrollo de color
era necesario calentar por dos minutos a 110°C. Como fase movil se
utilizaron varios sistemas de disolventes: benceno, benceno-acetona
(en diversas proporciones), benceno-acetato de etilo (en diversas
proporciones), hexano-acetato de etilo (en diversas proporciones),

acetato de etilo, cloroformo y acetona.

"21.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS I-X.

a) De las fracciones 121-146 de la Tabla 3 se obtuvo un polvo cris-
talino de p.f. = 95°C. Recristalizaciones sucesivas de éter eti-
lico,elevaron el punto de fusidn a 100°C. E1 rendimiento total de
este producto fue de 3 g (0.15 de rendimiento) y se denoming com-

puesto I, 31.

b) Las fracciones 147-214 (6.1 g) de la columna original (Tabla 3);
se recromatografiaron en una columna empacada con 100 g de gel de
silice; 1a elucion se inicid con hexano y posteriormente con
hexano-acetato de etilo (90:10). Se recolectaron 150 fracciones
de 100 ml cada una.

De las fracciones 24-29, eluidas con hexano-acetato de etilo 90:10

se obtuvieron 100 mg (0.003% de rendimiento) de un comphesto homo-



TABLA 3. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del extracto cloroférmico
del Chenopodium graveolens.

Eluyente Proporcion No. de fracciones Fracciones Observaciones
combinadas

Hexano -100% 1- 32 1- 14 Descartadas
15 - 18 Descartadas
19 - 27. Descartadas

Hexano: Cloroformo 90 : 10 33 - 53 28 - 35 Descartadas
36.- 44 Descartadas

Hexano:Cloroformo 70 : 30 54 - 82 45 - 63 —_

Hexano:Cloroformo 60 : 40 83 - 98 64 - 96 —

Hexano:Cloroformo 50 : 50 99 - 187 *97 - 145 +* Combinadas

luego de sepa-
rar el compues-

to 1°
Hexano:Cloroformo 25 : 75 188 - 265 147 - 214 +
215 - 257 +
Cloroformo 100 266 - 310 258 - 271 Descartadas
272 - 275 Descartadas
276 - 309 Descartadas

"¢



TABLA 3. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del extracto cloroférmico

del Chenopodium graveolens. (Continuacién).
Eluyente Proporcion No. de fracciones Fracciones Observaciones
combinadas
Cloroformo:Acetona 90 : 10 311 - 352 310 - 312 +
313 - 315
316 - 350 +
Cloroformo:Acetona 80 : 20 353 - 383 351 - 373 +
Clo¥oformo:Acetona 70 : 30 384 - 411 374 - 405 +
Cloroformo:Acetona 60 : 40 412 - 429 406 - 413
Cloroformo:Acetona 50 : 50 430 - 445 414 - 448 +
Cloroformo:Acetona 25 : 75 - 446 - 464
Acetona 100 465_ - 487 449 - 485 —_

+ Fracciones estudiadas.

K14
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geneo cromatogrdficamente y de p.f. = 169° (Compuesto II, 32).

De las fracciones 31-39 de esta misma columna se separaron 75 mg
(0.0025% de rendimiento) de un polvo blanco de p.f. = 161°C.
(Compuesto III, 33).

Finalmente de las fracciones 90-100 se obtuvieron 300 mg (0.01% de

rendimiento) aceite incoloro de olor agradable (Compuesto IV, gﬁj.

De las fracciones 310-312 de 1a Tabla 3 precipitaron 500 mg de un
polvo verde-amarillento con p.f. = 90°. (Compuesto V, 35).

E1 remanente de esta fraccidn (4.75 g) se recromatografid en

200 g de gel de silice, utilizando como €luyentes hexano-cloroformo
1:1, cloroformo, cloroformo con cantidades crecientes de acetato
de etilo (95:5, 90:10, 80:20) y acetato de etilo. Se obtuvieron
155 fracciones, de 100 ml cada una.

Las fracciones 47-51 (2 g) elufdas con cloroformo-acetato de etilo
95:5 se acetilaron con anhidrido acético y piridina 1:1 a tempera-
tura ambiente. Después de procesar la mezcla de reaccidn se sepa-
raron 500 mg de un s6lido blanco de p.f. = 105°. (Compuesto V-A
acetilado, 36).

De las fracciones 313-315 de la Tabla 3 cristalizaron 1.5 g (0.05%
de rendimiento) de un compuesto amarillo de p.f. 275-280°. (Com-

puesto VI, 37).

Las fracciones 316-350 de la Tabla 3, fueron filtradas sobre car-
bén activado y tonsil (1:1, 100 g). La solucién filtrada se con-
centré in vacuo obteniéndose 4.34 g de un residuo, el cual fue

recromatografiado sobre 150 g de gel de silice. La elucion
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se inici6 con hexano-acetato de etilo 90:10 continuindose con can
tidades crecientes de acetato de etilo (80:20, 70:30, 60:40 y
50:50) y finalizando con acetato de etilo. Las fracciones 45-99
(2 g) eluidas con hexano-acetato de etilo 80:20, fueron a'su vez
cromatografiadas en 80 g de gel de silice impregnados con nitrato
de plata (é] 10%) utilizaqdose como eluyentes cloroformo y clorofor
mo-acetato de etilo 95:5; de las fracciones 48-64 de esta Gl1tima
columna se obtuvo una masa cristalina de color verde, la cual fue
purificada por tratamiento con carbon activado. Luego del proceso
de purificacion se obtuvo un polvo cristalino de p.f. = 110°C.
(Compuesto VII, 38). EI rendimiento del compuesto VII fué de

140 mg (0.00.45%).

Las fracciones 374-405 (5.51 g) de la columna original (Tabla 3),
fueron recromatografiadas en 200 g de gel de silice. La elucidn
se hizo con cloroformo y cantidades crecientes de acetato de etilo.
De las fracciones 134-153 elufidas con cloroformo-Acetato de etilo
97.5:2.5 se obtuvieron 110 mg (0.0036% de rendimiento) ‘de una sus
tancia con p.f. de 70°C.. (Compuesto VIII, 38); de las fraéciones
154-169 elufdas con la misma polaridad, se aislaron 90 mg (0.003%

del peso seco) de un s6lido con p.f. de 130°C. (Compuesto IX, 24).

Las fracciones 414-448 (2.84 g), de 1a Tabla 3, fueron recromato-
grafiadas en 120 g de gel de silice, 1a elucion se hizo con aceta-
to de etilo y captidades crecientes de acetona; se recogieron

fracciones de 50 ml1. De las fracciones 21-35 eluidas con acetato



25.

de etilo, se ais16 un polvo cristalino, que después de recristali-
zarlo varias veces de éter etilico originé 110 mg (0.0036% de ren-
dimiento) de una sustancia pura de p.f. = 280° (desc.). (Compuesto

X, 39)

2.1.4 CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS.

a) Determinacidn de las constantes fisicas y espectroscopicas.
Los puntos de fusidn fueron medidos en un aparato Fisher-Jones y
no estdn corregidos. Los espectros I.R. fueron registrados en un
instrumento Nicolet FT-IR 5X de un solo haz, en pastilla KBr o en
solucidn de cloroformo por el sefior Alejando Correa de la Compafiia

Dupont. Los espectros de RMN lH y de RMN 13

c se determinaron en
un espectrémetro FT-80 Varian utilizando como disolventes CDCI3
y/o DMSO-d6 y como referencia interna TMS. Los espectros UV se
obtuvieron en un espectrometro de doble haz Hitachi 220 S.

Los espectros de masa fueron obtejidos en un aparato Hitachi
Perkin-Elmer RMU 6D en el Instituto de Quimica de 1a UNAM. Las
rotaciones Opticas fueron determinadas en un polarimetro Perkin-
Elmer 241.

Los espectros de RMN 13C de los compuestos VII y VIII fueron rea-
1izados en el laboratorio de Resonancia Magnetica Nuclear del
Departamento de Quimica Farmacéutica de la Universidad de Purdue,

Indiana, USA.

Los andlisis elementales se realizaron en Galbraith Laboratories,



Inc., Knoxville, Tenn., USA.

b) Preparacidn de derivados.

26.

b1) Acetilaciones: Para formar los derivados acetilados de 16s

prbductos asilados se empleo 1 ml de anhidrido acético y 1 ml

de piridina por cada 100 mg de producto.

En todos. Tos casos

la mezcla -de reaccion se dejo por 12 horas a temperatura am-

biente.

Cuando en el medio de la reaccion se formaron produc

tos s61idos, éstos se separaron por filtracidn y posteriormen

te se lavaron con éter etilico; en los otros casos se proceso

la reaccion de manera habitual.

(Shriner, Fuson-Curtin, 1980).

A continuacidn se resumen los compuestos que fueron acetilados, asi co-

mo los rendimientos y punto de fusion de los compuestos obtenidos.

PUNTO DE FUSION

COMPUESTO CANTIDAD DEL  PRODUCTO CANTIDAD
COMPUESTO DE PRODUCTO
OBTENIDO.
VI (37) 100 mg 180 mg 198°C
111 (33) 0mg Il acetilado  15mg  178-180°C
I1 (32) 50 mg II acetilado 40 mg 127°C
X (39) 50 mg X acetilado 48-5mg  138-140°C
V (35) 200 mg V acetlado (36) 140 mg’ 105°C
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b2) Metilacién. Para obtener los derivados metilados de los pro-
ductos aislados se uti11z6 una solucion etérea de diazometano.
Por cada 100 mg de producto a metilar se utilizo 20 ml de una
solucion de diazometano preparada con 4 ﬁj de una squciéﬁ
acuosa de hidréxido de potasio al 50%, 20 ml de éter etilico
y 2 g de N-nitroso-N-metil-urea. En todos los casos el pro-
ducto a metilar se disolvié en 10 ml de etanol 6 en 10 ml de
éter, y 1a mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente

durante 12 horas.

A continuacidn se indican los compuestos sometidos a metilacidon, el

r
rendimiento de los productos obtenidos y sus puntos de fusion.”

COMPUESTO  CANTIDAD DEL  PRODUCTO CANTIDAD PUNTO DE FUSION
COMPUESTO DE PRODUCTO
OBTENIDO
VI (37) 100 mg (100 mg) 177-179°

v (35) 200 mg I (31)
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2.2 RESULTADOS Y DISCUSION.

Del extracto cloroférmico de las parteas aereas del Ch.
graveolens, luego de un fraccionamiento preliminar via una cromato-
graffa preparativa en columna sobre silica gel (Tabla 3) y posterio-
res cromatografias en columna de las fracciones originales sobre si-
lica gel impregnada o no con N03Ag, se obtuvieron 10 metabolitos se-
cundarfos: un monoterpenoide (Compuesto IV: ), tres flavonoides
(Compuesto I, V.y VI. ), tres sustancias esteroidales (Compuesto
II, II1 y X ) y tres metabolitos sesquiterpenoides (compuesto VII,
VIII y IX ), dos de Tos cuales resultaron ser nuevos productoé na-

turales.

2.2.1 IDENTIFICACION’DE LA PINOSTROBINA, 31 (Compuesto I).

E1 compuesto I se obtuvo de las fracciones menos polares de
1a columna preparativa original en un rendimiento del 0.1%. Las
constantes fisicas y los datos espectroscépicos utilizados en su
identificacion se resumen en la Tabla 4.

Su férmula molecular se establecid como C16H1404 por espec-
trometrfa de masas y permite un indice de insaturacidon de 10.

Los espectros de IR y UV indicaron el cardcter aromitico del
compuesto I, esta informacion fué confirmada por los espectros RMN 1H

N 13C (Figura 3), los cuales presentaban sefiales

(Figura 2) y de RM
tfpicas para protones (7.4 ppm, 6.1 ppm) y carbonos (168, 164.3, 162.9,

103.3, 92.2.y 94.3 ppm) aromiticos, respectivamente.
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TABLA 4. Constantes ffsicas y espectroscépicas de la pinostrobina

31, (Compuesto I).

P.f.
EMIQ m/z (%)

MeOH

UV a Max O (log €):
CHC1 -1

IR v Max 3 cm

RN 1

(80 MHz, cnc13' ppm)

(Figura 2)

v 3¢
(20 MHz, CDCI., ppm)

(Figura 3)

100°C
271 (M+1), 100

242 (0.8877), 294 (3.4231)

1634, 1570, 1295, 1155, 1085

11(s,1H,04), 7.4(s,5H,Hy0-Hg ), 6.1(s,2H,

He -Hg), 5.37 (dd, 1H, J=11, iz, y), 3.8
(s, 3, OME), 3.17 (dd, 14, J=11, 17Hz,H,),
2.77 (dd, 4, J=17, SHz, Hy).

—

195.7 (s, C-4), 168 (s, C-7), 164.3 (s,
c-5), 162.9 (s, C-9), 138.7 (s, C-1'),
128.9 (d, c-3', c-4', C-5'), 126.2 (d,
c-2', ;C-ﬁ'), 103.5 (s, C-10), 94.3 (d,
c-8), 92.2 (Q, C-6), 79.2 (d, C-2), 55.6
(c. MeO), 43.4 (t, C-3).
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1H de tres sefiales

Asimismo 1a presencia en el espectro de RMN.
doble de dobles, una entrada a 3.17 ppm (J = 11,17 Hz), otra a
2.77 ppm (J = 17,5 Hz) y la G1tima a 5.37 ppm (J = 11,5 Hz), permitid
inferira_prior{i que el compuesto I era una flavanona. Estas sefiales
representan el sistema ABX tfpico que conforman los protones H-2,
H-3 y H-3' del esqueleto fundamental, y en el cual el grupo fenilo
se encuentra a orientado. Por otra parte el singulete a 195.7 ppm
(C-4), las sefiales triple a 43.4 ppm (C-3) y doble a 79.2 ppm (C-2)

3C sustentaron aun mds esta proporsion.

en el espectro de RM 1
La ubicacion del grupo hidroxilo en C-5 se hizo considerando
el desplazamiento quimico del protdon a 11 ppm (desaparece luego de equi
librar con DZO) en el espectro de RMN 1H y el cual es caracteristico
para un proton fendlico quelatado con un grupo carbonilo. La ausencia
de absorcion para hidroxilos y la presencia de absorcion observada pa-
ra el carbonilo dela estructura tipo (1635 cm'l) en el espectro infrarro
Jjo eran consistentes con la anterior propuesta.
La disposicion del grupo hidroxilo en C-5, asi como el singulete
integrado para dos protones a 6.1 ppm (H-6, H-8) en el espectro de
RMN lH, permitieron colocar el Qrupo metoxilo (s a3.80 ppmyc¢ a.

1 13C respectivamente) en C-7.

55.6 ppm en los espectros de RMN "H y RMN
Si el metoxilo antes considerado hubiese estado en C-6 6 C-8 no se obser
varfa la equivalencia quimica de los protones que resuenan a 6.1 ppm
(Harbone y Mabry, 1982). Finalmente el singulete integrado paracinco pro-
tones en 7.40 ppm permitid inferir que el anillo aromidtico B de la fla-

vanona era monosustituido.
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Considerando lo antes expuesto se pudo establecer la estruc-
tura para el compuesto I como la 2-fenils 5-hidroxi-7-metoxi flavanona,

conocido comunmente como pinostrobina, y cuya estructura se indica en

la Figura 4. Las constantes fisicas y algunas espectroscopicas indica-
das en la Tabla 4 concuerdan con las previamente reportadas en la lite-
ratura (Asakawa, 1970; Wolenweber, y Egger, 1971).

Es de hacer notar que el espectro de RM 13

C para este compuesto
no se ha descrito previamente en la literatura. Las asignaciones se in
dican en la Tabla 4 y se hicieron de acuerdo a 1a teoria del desplaza-
miento quimico (Wehrli y Wirthlin, 1978), comparacidn con compuestos
modelos (Harbone y Mabry, 1982) y en base a la multiplicidad observada

en el espectro acoplado (Figura 3).

MeO

FIGURA 4. Estructura de la pinostrobina.
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2.2.2 IDENTIFICACION DEL ESTIGMASTEROL, 32, (Compuesto II)..

Al recromatografiar las fracciones 147-214 de la Tabla 3 se
obtuvieron 100 mg (0.003% del peso seco) del estigmasterol, el cual
fue identificado por comparaci6n con una muestra auténtica siguiendo
Tlos procedimientos convencionales (conportamiento cromatogrdfico,
punto de fusién, punto de fusion mixto, IR, RMN 1H, EM y obtencion

de derivados). En 1a Figura 5 se indica l1a estructura del estigmas

terol.

HO

32

FIGURA 5. Estructura del estigmasterol.
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2.2.3 IDENTIFICACION DEL estigmast-22-en-3-o0l, 33, (Compuesto III).

De las mismas fracciones de donde se obtuvo el compuesto II
se separaron 75 mg (0.0025% del peso seco) del compuesto III. Los
%\

espectros de IR y RMN 1H (Figuras 6 y 7 respectivamente) mostraron

el perfil caracteristico de una sustancia esteroidal.

La conparacion de las constantes fisicas, espectroscépicas,
y del comportamiento cromatografico en capa-fina del derivado ace-
tilado, con aquellas de una muestra auténtica permitieron caracteri-
zar inequivocamente el compuesto III como estigmast-22-en-3-ol, 33,

cuya estructura se indica en la Figura 8.

HO

33

FIGURA 8. Estructura del Estigmast-22-en-3-ol.
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2.2.4 IDENTIFICACION DEL ACETATO DE -GERANILO, 34 (Compuesto IV).

E1 compuesto IV, cuya estructura se indica en la Figura 9, se
obtuvo como un aceite incoloro de olor agradable y altamente soluble
en cloroformo. La cantidad total obtenida de este aceite fue de
300 mg (0.01% del peso seco). Los datos espectroscdpicos empleados

en su identificacion se resumen en la Tabla 5, y en la Figura 10 se

1

representa su espectro de RMN "H. La caracterizacion definitiva de

este comin monoterpeno se realizd por comparacion con una muestra

auténtica, siguiendo procedimientos bien establecidos.

| OAc

34

FIGURA 9. Estructura del acetato de geranilo.
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TABLA 5. Constantes fisicas y espectrdscopicas del Compuesto IV
(acetato de geranilo).

Propiedad

Resultados

P.f.

EMIE m/z (%)

IR CHC1 -1

Max 3 cm

RMN H
(80MHz, coc1,, ppm)
(Figura 10)

(Aceite)

196 (M', 5), 136 (M-60,20), 121 (M-60-15,
25), 93- (M-60-43, 20), 85 (33), 81 (33),
69 (CgHy, 72.2), 43 (100), 41 (30).

2960, 2920, 1725, 1240, 1020

5.3 (t, 1, H-2), 5.1 (m, 1H, H-6), 4.55
(d, J=6Hz, 2H. H-1), 2.01 (s, 3H, Ac),
1.67 (s, 6H, Me-8, Me-9), 1.6 (s, 3H,
Me10).
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2.2.5 IDENTIFICACION DE LA PINOCEMBRINA, 35, (Compuesto V).

Los miltiples intentos realizados para obtener el compuesto V
en forma pura no fueron exitosos y, considerando que en el espectro
IR del crudo de las fracciones 310-312 de la columna preparativa
original (Tabla 3), no se observaban sefiales para grupos acetato,
pero si para grupos hidroxilos fendlicos se decidié acetilar la
fraccidn en las condiciones descritas en la seccidn experimental.
Posteriormente una cromatografifa en columna del producto de la reac-
cidn permitié finalmente separar el compuesto V diacetilado, 36, en
forma pura.

Las contantes ffsicas y los datos espectroscépicos del com-
puesto V diacetilado se especifican en 1a Tabla 6.

E1 espectro masas obtenido por electrén impacto permitid es-
tablecer la formula molecular como C19H1606' Su espectro IR mostré
bandas para acetato fendlico (1795 cm'l), carbonilo de y pirona
(1710 cm'l) y ademds indicio el cardcter aromitico del compuesto

1 1505 an”ly.

b

(bandas a 1630 cm E1 espectro de RMN 1H (Figura 11)
resultd ser muy similar al del compuesto I y como caracteristicas
comunes entre ambos espectros se observo lo siguiente:

a) E1 sistema ABX tfpico de una flavanona (2.75 dd, J=17.5Hz, H-3;
3.10, dd, J=77, 11Hz, H-3'; 5.47 ppm, dd, J=11, 5Hz, H-2); b) un
singulete a 7.4 ppm (asignado a los protones del anillo B en el caso
del compuesto I).

Entonces, por analogfa con la pinostrobina, el derivado aceti-

lado V-A debfa ser una flavanona con el anillo B no sustituido.



TABLA 6. Constantes fisicas y espectroscopicas del derivado diace-

tilado del compuesto V (pinocembrina).

Propiedad

Resultados

P.f.
EMIE m/z (%)

KBr -1
IR V. Max cm

RN L
(80 MHz, coel 4, 8)
(Figura 11)

105°C
380 M, (5), 298 (100), 256 (53), 255 (51),
179 (53)

1795, 1710, 1630, 1595, 1450, 1200, 1140,
1040.

7.4 (s, 5H, Hyi-Hg)), 6.77 (d, TH, J=3Hz,
H-6), 6.51 (d, 1H, J=3 Hz, H-8), 5.47 (dd,
H, 3=17,5 Hz, H-2), 3.1 (dd, 1M, J=17,11Hz,
H-3), 2.75 (dd, TH, 9=17,5 Hz, H-3"), 2.27
(s, 3H, CHy-C-),2.25 (s, 3H, CHy-C-).
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Por otra parte, las diferencias entre los espectros de los com-
puestos I y V acetilado fueron las siguientes: a) ausencia de la se-
fial para un metoxilo a 3.80 ppm en el espectro de V. Ensu lugar se
observaban dos sefiales para acetatos aromaticos a 2.25 ppm y 2.30 ppm,
indicativo del cardcter diéené]ico del producto naturaly b) la ausen-
cia del singulete a 6.1 ppm y que correspondian a ‘H-6 y H-8 de la
pinostrobina. En su lugar se observaron dos dobletes (J=3Hz) a
6.51 ppm y 6.77 ppm. La diferencia de desplazamiento quimico y el
valor de la constante de acoplamiento de los dobletes, indicaban que
los dos acetoxilos debfan estar dispuestos en el anillo A en una re-
lacion meta.

Este G1timo requerimiento 1o podian satisfacer los dos isomeros

A y B indicados en la Figura 12"

Figura 12. Posibilidades estructurales para el Compuesto V acetilado.
(V-A).
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La comparacién con modelos adecuados (Harborne y Mabry, 1975)
y consideraciones de 1a teorfa del desplazamiento qufmico, permitie-
ron concluir que el isdmero A representaba 1a mejor opcién.

La comprobacion definitiva del isémero A como estructura
correcta se logro por medio de la correlacion quimica del compuesto
natural V con la pinostrobina 31, mediante una metilacion con diazo-
metano como se ilustra en la Figura 13,

Es de hacer notar que el derivado diacetilado originado al
tratar el producto V con ahhidr%do acético y piridina fué idéntico al
Compiesto ¥-A- (36} acetilado obtenido como se sefiala en 1a seccién ex-
perimental. Este hecho confiere validez a la correlacion quimica con
la pinostrobina antes mencionada.

La informacion anterior permitd identificar al compuesto V
como la 5,7-dihidrox1—f1avanondi también denominada pinocembrina
y cuya formula se iiustra en la Figura ié; Al igual que la pinocem-
brina esta flavanona habfa sido descrita previamente en dos especies
de plantas diferentes (Suga, Iwata y Asakawa, 1972; Nagarajan y
Parmar, 197]) .



FIGURA 13.
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Q

AcO 0
31

Caracterizacion de la pinocembrina, a través de su di-
acetato (a) y por correlacion quimica (b), con el com-
puesto T (pinostrobina).
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2.2.6. IDENTIFICACION DE LA CHRYSINA, 37, (COMPUESTO Vi),

E1 compuesto VI, C1504H10 (espectrometria de masas), se obtuvo

- como un polvo amarillo, en un rendimiento del 0.05%de la planta seca.
En 1a Tabla 7 se resumen las constantes fisicas y espectroscépicas

del compuesto VI y de sus derijvados diacetilado y monometilado. E1
comportamiento cromatogrdfico en capa fina y los espectros UV (Tabla 7)
y de masas indicaron en principio que el compuesto VI era una flavona.
Aun mas, el patrdon de fragmentacion observado en el dltimo, segiin se
ilustra en la Figura 14, permitié inferir que la flavona era dihidro--
xilada en el anillo A y sin sustituyentes en el anillo B.

E1 espectro de RMN 1y en piridina (Figura 18) fué poco informa-

tivo, observandose tan solo claramente las sefiales para dos hidroxilos
fendlicos, uno a 5 ppm y el otro a 11 ppm, esta Gltima absorcion, como
en el caso del compuesto I, es caracteristica del hidroxilo en C-5.
E1 espectro de RMN 1H (Figura 167 del derivado acetiladol(gg) confirméd
1a naturaleza difendlica del compuesto VI, ya que se observaban dos
singuletes, cada uno integrado para tres protones, a 2.35 y 2.34 ppm.
Por otra parte,- las dos sefiales dobles a 7.57 ppm (J=3Hz) y a 6.8 ppm
(J=3Hz) permitieron establecer que los hidroxilos se encontraban ubi-
cados en las posiciones 5 y 7 del anillo A. Finalmente, en este es-
pectro se observé claramente la sefial tfpica del protén H-3 de la fla-
vona a 6.6 ppm y un multiplete en 7.9 y 7.6 ppm que correspondfa a los
protones del anillo B.

Los datos antes sefialados permitieron identificar al compuesto VI

como la 5,7-dihidroxi-flavona, 37, -la chrysina- previamente obtenida



TABLA 7. Constantes ffsicas y espectroscépicas del compuesto VI (Chrysina) y sus derivados acetilado y
monoacetilado.
COMPUESTO VI (37) DERIVADO ACETILADO DERIVADO MONQNETILADO
- DEL COMPUESTOVI-.(38) DEL COMPUESTO VI (39)
P. f. 275°C 198°C 177-179°C

EMIE m/z (%)

IRy fOF cm™

MeOH

W a Max

nm

RMN 1H
(100 MHz, CDC1,, ©)

254 (M+, 100), 253 (90),
226 (20.6), 152 (21.5),
124 (21.9), 105 (5), 102
(7.5), 77 (12).

3445, 1617, 1571, 1453

246, 268, 313

?1gura 15

338 (M+, 100), 296 (37.3),
335 (37.3), 285 (15.2),
254 (100), 43 (11)

1760, 1645, 1615, 1590,
1358, 1170, 1130, 897

7.9-7.6 (m, 5H},7.57

(d, 1H, J=3Hz, H-6), 6.8
(d, 1H, J=3Hz, H-8), 6.6
(s, 1H, H-3), 2.43 (s, 3H,

Ac.), 2.35 (s, 3H, Ac.)
. (Figura 16)

268 (M+, 100), 239 (33.1),
225 (20), 138 (25), 95.11

(17.7).

1655, 1615, 1595, 1350,
1155, 1035, 843

7.5-8.1 (m, 5H), 6.63

(s, 1H, H-3), 6.4 (d, 1H,
J=3Hz, H-8), 6.3 (d, 1H,
J=3Hz, H-6), 3.87 (s, 3H,

OMe). . )
(Figura 17)

‘8Y
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l_co m/z 77 (12)

HO ol?

HO m/z 102(7.5) @
n/z 152(21.5) +

HO

m/z 124(21.9)
FIGURA 14. Fragmentacion propuesta para l1a Chrysina en espectrometrfia
de masas.
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de otras fuentes naturales (Subramaniau y Nair, 1972; Goyindachari,
Parthasarathy, Pai y Kalyanaraman', 1968; Harborne, 1967).

Una evidencia adicional en relacion a la identifidad del Com-
puesto VI se obtuvo a través de su derivado monometilado, i'la tecto-
.chrysina 39. Las constantes fisicas y espectroscépicas (Tabla 7.y F‘igl7)
de este compuesto resultaron idénticas a las descritas en 1a lite-
ratura. (Harborne 19763 Harborne y Mabry 1975 y referencias alli
citadas). -

En 1a Figura 18 se indican las estructuras de la chrysina y de

sus derivados acetilado y metilado.

FIGURA 18. Estructura de 1a Chrysina (37) y sus derivados acetilado
(38) yrﬁonomg}ﬂa,dg (39).
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2.2.7 IDENTIFICACION DEL (+)-8a-hidroxi-elemol, 40' (Compuesto VII).

E1 compuesto VII se obtuvo como un polvo cristalino, opticamen-
te activo, soluble en cloroformo y poco soluble en acetato de etilo y
acetona. La cantidad total obtenida fué de 140 mg (0.0046% del peso
seco de la planta). Las constantes fisicas y espectroscdpicas utili-
zadas para su caracterizacion se resumen en la Tabla 8.

Su formula molecular se establecid como CgH, 0, :(anélisis
elemental y EMIQ )°, que permite un indice de insaturacién de tres.

Su espectro IR presentd bandas de absorcion caracteristicas
para grupos hidroxilos -secundarios y terciarios- (3605, 3460, 1168,
1048 cm'l), y para insaturaciones olefinicas (3084, 1639 y 898 cm-l);
la banda de absorcidon a 898 cm'1 es caracteristica para una doble 1i-
gadura terminal.

Los espectros de masas obtenido por iQ y EI presentaron dos pér-
didas consecutivas de 18 unidades de masaj confirmando la presencia de
dos grupos hidroxilos en 1a molécula { m/z 221 (M+1-18), m/z 203 (M+1-
18-18) en el primero; m/z 220 (M-18), m/z 202 (M-18-18) en el segundoj..
Otros iones importantes en el espectro de masas de electrdn impacto se
encontraron a m/z 59 (pico base) y a m/z 43, correspondiendo a los
fragmentos | (CH3)2 C=0H |+ y CH3-CEO+, respectivamente. Ambos iones
resultan de un grupo 2 isopropanol por ruptura del enlace adyacente al
grupo hidroxilo (Budzikiewicz, Djerassi y Williams, 1964).

Los espectros de RMN 'H (Figura 19) y de RMN 13 (Figura éq),

este G1timo mostrando sefiales para 15 dtomos de carbono en concordan-
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TABLA 8. Constantes f{fsicas y espectroscOpicas del compuesto VII
{(+)-8a-hidroxi-elemol}.

PROPIEDAD

RESULTADOS

P.F. 110°C

o |2 +0.01 (0.78, MeOH)

ANALISIS Calculado para CcH,c0,, C, 75.68%; H,
11.1%9. Encontrado C, 75.40%; H, 10.9%

EMIQ 239 {M+1, (4.4)}, 221 (25), 203 (100),

n/z (%) 147 (60), 109 (32), 107 (30)

EMIE 223(8), 220 (5), 205(14), 202(151), 162

m/z (%) (10), 157(15), 107(50), 79(58.2), 59(100),
43(92)

IR v aggls 3605, 3460, 3084, 2973, 1639, 1377, 1168,
1048, 898

MeOH -
uv a Max (log ¢) 202 (1.7603)
RN H 5.77 (dd, 1H, J=10, 16Hz, H-1), 4.92 (m,

(80MHz, cocl,, ppm)
(Figura 19)

v L3¢

(50MHz, DMS0-d, ppm)
(Figura 20)

1H, H-2), 4.90 (m,1H, H-2), 4.80 (m, IH,
H-3), 4.65 (a, 1M, H-3'), 3.97 (ddd, IH,
J=6,10,10Hz., H-8), 3.15 (s,2H,20H); 1.75
(sa, 3, CHy-15), 1.31 (s, 3H, CHy-12),
1.26 (s, 3H, CHy-13), 1.03 (s,3H, CH-14)

149.3 (d, C-1), .146.5 (s, C-4), 112.3 (t,
c-2), 110.7 (t, C-3), 73.0 (s, C-11),
67.0 (d, C-8), 53.5 (d, C-5), 51.5 (d,
c-7), 48.5 (s, C-10), 40.7 (t, C-9),

29.2 (t, C-6), 28.5 (c, C-13), 24.75

(c, C-12), 24.5 (c, C-15), 17.5 (c, €-14)
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cia con la férmula molecular, permitieron inferir que el compuesto VII
era un sesquiterpeno-diol del tipo elemeno. Esta conclusidn se baso

fundamentalmente en las siguientes observaciones:
13

-

a) E1 espectro de RMN “°C de la Figura 20 presentd en la regidn
de carbonos olefinicos cuatro sefiales a 149.3(d), 146.5(s), 112.3(t)
y 110.7(t) ppm; estos valores de desplazamiento qdimico y multiplici-
dad en el espectro acoplado son caracteristicos para los carbonos 1,
4, 2 y 3 respectivamente de un elemeno. Por otra parte, en el espec-
tro de RMN 'H (Figura 18) se observo una sefial doble de doble a 5.77
ppm (J=10,16 Hz), caracterfsticos de una interaccidn cis y trans vini-
Tica y que correspondfa de modo consistente con el H-1 de un elemeno.
Ademds se observaron otras absorciones miltiples a 4.65, 4.80, 4.90.

y 4.92 ppm propias de los protones H-2 y H-3 de 1a estructura tipo.
Finalmente el singulete ancho integrando para tres protones a 1.75

ppm y atribuible al metilo vinilico en C-4 proporciono una evidencia
adicional.

b) Las resonancias a 73 ppm (s) y a 67 ppm (d) en el espectro
de RM 13C (Figura 20°), demostraron la presencia de dos carbonos_uni-
dos a oxfgeno, facilmente asignables a alcoholes terciario y secunda-
rio respectivamente y de acuerdo con los resultados de espectrometria
de masa (dos pérdidas consecutivas de 18 unidades de masa) y con la
existencia de un solo protén carbindlico en el espectro de RMN 'H
(Figura1g9)- a 3.97 ppm.

La disposicidn y la estereoquimica del grupo hidroxilo secunda-
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rio en la estructura sesquiterpénica se hizo en base al anidlisis del
patron de acoplamiento de la sefial a 3.97 ppm (ddd, J=6,10,10 Hz), el
cual es consistente con una relacidn trans diaxial (Jaa=10 Hz) de!
proton carbin6lico con dos protones veciﬁales, y con. una relacion
cis (J=.6 Hz) con un tercer protdn también vecinal. Estas interac-
ciones g%ﬁhég?g posibles si el hidroxilo se ubicaba en C-8 y con una
orientacién «. Por otra parte, la funcion carbinélica terciaria de-
bfa estar en la cadena isopropilica lateral de acuerdo a los resul-
tados del espectro de masas { pico base a m/z 59 indicativo del frag-
mento (Me,-C=0H)" }".

Finalmente los desplazamientos quimicos del metilo C-14 (17.5

13C'y de 1.03 ppm en el espectro de RMN 'H

ppm) en el espectro de RMN
estdn en concordancia con la qrientacién g-axial del mismo. Asimismo
la disposicion de 1a cadena insaturada en C-5 debfa ser g ecuatorial
de acuerdo a los desplazamientos quimicos observados por los carbonos
de dicha cadena. S1i la orientacion hubiese sido a el desplazamiento
del metilo C-15 hubiese aparecido a campo mis alto debido a las interac
ciones de tipo 1-3 trans diaxial (Wehaii,r 1978).

Sobre las bases de la discusion previa fué, entonces, posible
identificar al compuesto VII como (+)-8a-hidroxielemol, cuya estruc-
tura se indica en la Figura 21. Esta sustancia no ha sido previamen-
te aislada de fuente natural alguna y por consiguiente constituye un
nuevo producto natural.

3

Cabe hacer mencidn que el resto de las asignaciones de RMN 1 c
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y RMN 'H no mencionadas en la anterior discusion se especifican en la

Tabla 8. En el caso de las sefiales de }30 las asignaciones se efec-

tuaron de acuerdo a la teorfa del desplazamiento quimico y por compa-

racion con modelos adecuados.

FIGURA 21. Estructura del (+)-8a-hidroxielemol.
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2.2.8 IDENTIFICACION DEL (+)-8a-ACETOXI-CRIPTOMERIbIOL 41.
(Compuesto VIII).

E1 compuesto VIII se obtuvo también como un polvo cristalino en
un rendimiento de 0.0036% del peso seco de la planta. En la Tabla 9
se especifican las constantes fisicas y espectroscépicas de este com-
puesto.

Su formula molecular fué establecida como C17H3004 (por espec-
trometria de masas). Su espectro de IR mostré bandas caracteristicas
para uno o mds hidroxilos (3691, 3597 Cm’l) y para acetato (1731 cm'l).

E1 andlisis conjunto de los espectrosfde masas de IQ. y de los
espectros de RMN 13, (Figura 22:)‘iy RMN 'H (Figura 23‘) permitd estable-
cer a priori que el compuesto VIII era el acetato de un diol sesqui-
terpénico del tipo eudesmano. En el caso del primero se observaron
iones importantes a M+1-18 (281), M+1-18-18 (263), M+1-60-18 (221),
M+1-60-18-18 (203) y a M+1-18-58-60 (163); las pérdidas consecutivas
de dos moléculas de agua y de 60 unidades de masa sugirieron la pre-
sencia del diol y de un acetato respectivamente; por otra parte g]
fragmento a m/z 163 originado tal como se indica en la Figura §X'
era indicativo de un eudesmano (Irwin y Geissman, 1973). E1 espec-
tro de RMN 13¢ (Figura 22) y de RMN 'H (Figura éi) confirmaron los
grupos funcionales y 1la naturaleza del sesquiterpeno, indicando ade-
mas:

a) La presencia de dos carbonos carbindlicos terciarios

13

[ sefiales a 70.6(s) y 70.1(s) ppm en el espectro de RMN "“GC y ausen-

cia de protones base de alcohol en el espectro de RMN 'H ].
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TABLA 9. Constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto VIII
{(+)-8a-acetoxi-criptomeridiol}.

Propiedad Resultados
P.f. 70°C

25
| o |D + 0.1 (2, CHCI3)

EMIQ, m/z (%)

EMIE, m/z (%)

CHC1 -1
IR v Max 3 cm

M
W a Mgg“ nm (log €)
RMN 'H
(80 MHz, CDCl 4, ppm)
(Figura 23)

[

- 13¢
(50 MHz, DMSO-dG, ppm)

(Figura'éz)

299 {M+1, (5)}, 281(100), 263(10), 221
(48.9), 163(40).

95.3(12), 59.2(40), 43(100), 41.2(15)

3691.9, 3567, 3006, 2934, 1731, 1602
1387, 1166, 910

203 (1.74)

5.025 (ddd, 1H, J=6,10,10Hz, H-8), 2.0l
(s', 3H, CH;-C=0), 1.9 (2H, 20H), 1.21
(s. 6H, CHy-12,CH4-13), 1.10 (s, 3H,
CHy-15), 0.96 (s, 3H, CHy-14)

169.6 (s, C-16); 70.6 (s, C-4), 70.3
d, c-8), 701 (s, C-11), 52.9. (d,. C-5),

51.6 (d, C-7),.50.1 (s, C-10), 43.0
(t, €-9), 40.0:(t,-C-1), 35.1 (t, C-6),
29.6 (t, C-3); 27.9. (c, C-17),-22.2
(t, €-2), 21.51(e, €-12),:21 (e, C-15),

19.5 {cs C-13), 18.6 (c, C-14).
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b) Presencia de un ester secundario.[ resonancia a 70.3(d) ppm.
en el espectro de RMN 3% y sefial miltiple que integra para un protdn
a 5.025 ppm en el espectro de RMN 'H ].

c) La disposicién y orientacién del grupo acetoxi en la posi-
cion 8 y o orientado. En este caso al igual que para el compuesto VII,
el andlisis de priﬁér orden de la sefial a 5.025 ppm (ddd, J=6,10,10 Hz)
fué consistente con la estereoquimica y posicién antes sefialada. Es
de hacer notar que ja ubicacion del ester en la posicion 6 fué descar-
tada en un principio debido, por una parte a la equivalencia quimica
de los protones de los metilos C-12 y C-13, y por la otra a la ausen-
cia de bandas para acetatos asociados en IR (Irwin y Geissman, 1973;

_De Pascual, Bellido y Gonzdlez, 1978).

En base a la discusion anterior, 1a estructura dei‘compuesto
VIII fué determinada como (+)-8a-acetoxi-criptomeridiol (Figura 253,
el cual no ha sido aislado previamente de alguna }uente natural, por
consiguiente cons?ituye un nuevo metabolito seéundario:

41

FIGURA 24. Estructura del (+)-8a-acetoxi-criptomeridiol.



4

OH
m/z 281
/ (M+1-18) ~Me,Co
119(H20) -AcOH
)+
m/z 263 m/z163
M+1-18-18 M+1-18-58-60

/ /

FIGURA 24'.FRAGMENTACION. DE .(+)-8 e-acetoxi-criptomeridiol.

‘89



69.

2.2.9 [IDENTIFICACION DEL CRIPTOMERIDIOL,42. (Compuesto IX).

De las mismas fracciones de ;onde se ais1d el compuesto VIII,
se aislaron 90 mg del compuesto IX (0.003% del peso seco de la plan-
ta). Los resultados de sus constantes fisicas y espectroscdpicas
se dan en la Tabla 10.

E1 espectro de RMN 'H del compuesto IX (Figura 25) fué muy
similar al del compuesto ViII (Figura 23), difiriendo fundamental-
mente en la ausencia de 1a;seﬁal para el acetato, tanto de los pro-
tones del metilo como de 1ajseﬁa1 del protén base (sefial ddd). En
el espectro de masas presepté un i6n molecular con 58 unidades demasa
menos que el compuesto VIII (m/z 240), los iones M-15 (m/z 225),
N-15-18 (m/z 2070, M-18-60 (m/z 162) y las sefiales caracterfsticas
del grupo 2-propanol (m/'z 43’y m/z 59). Lo anterior indicé en prin-
cipio que la estructura dQl compuesto IX debfa ser similar a la del
compuesto VIII, pero sin él acetato de 1a posicion 8a.

Con la infbrmacién:anterior fué posible identificar al com-
puesto IX como criptomeridiol (Figura 27%), cuyas constantes fisicas
y espectroscépicas son concordantes con las descritas en la litera-

tura para este compuesto (Irwin y Geissman, 1973).
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TABLA 10. Constantes ffsicés y espectroscopicas del compuesto IX.

(Criptomeridiol).
Propiedad !
|
|
P.f. © 130°C

|

IR v UHCl3 ] " 3590, 2970, 2930, 2860, 2840, 1390,
Max ‘

EMIE m/z (%)

RMN 'H
(80 MHz, CDC13, 8)

i
|
|
|

1380, 905

240(0.6), 225(2), 207(10), 182(30),

'162(62), 59(100), 43(85)

1.6(s, OH), 1.19(s’, 6H, CHy-12,CH,-13),
1.09(s, 3H, CH;-15), 0.85(s, 3H, CHy-14)




9. 8. 7. 6 5 4
Fig 25. ESPECTRO DE RMNly de1 CRIPTOMERIDIOL(CDC1,80MHz)

‘L
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4z

FIGURA 56. Estructura del criptomeridiol.

2.2.10 IDENTIFICACION DEL 3g-glucositosterol 53_ (Compuesto X).

De las fracciones mds polares de la columna inicial.(Tabla 3)
se aislé el compuesto X con un rendimiento del 0.0036%. El1 cual fué
identificado como 38-g1ucositosteroll(Figura 28) por comparacion de
1a manera convencional, con una muestra auténtica de este compue§to

I
y de su derivado tetraacetilado.

OHO

43

HOI—T1F
"HO

FIGURA 27. Estructura de 3g-glucositosterol.
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3. CONSTITUYENTES DE Chenopodium ambrosioides L.

3.1 MATERIALES Y METODOS.

3.1.1 MATERIAL VEGETAL.

La planta fue recolectada por el Dr. Robert Bye y la Mestra
Edelmira Linares el 25 de julio de 1985, en Mamalhuazuca, Municipio
de Ozumba, Estado de México. Una muestra de herbario se encuentra
depositada en el Jardin Botdnico Exterior del Instituto de Biologfa
de 1a UNAM. (Boucher: Edelmira Linares y Robert Bye 15:300).

Las partes aereas de la planta se dejaron secar a la sombra
por un periodo de 3 semanas y posteriormente se fraccionaron meca-

nicamente en trozos pequefios.

3.1.2 METODO DE EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO Y SEPARACION.

3.1.2.1 EXTRACCION.

E1 material vegetal (2.0 Kg) se extrajo segin el procedi-

miento sefialado en el Esquema 2,



Material vegetal pulverizado 1/

Extraccion con CH013 2/

\4
Residuo vegetal Extracto cloroférmico

Filtracion y
concentracion in vacuo

\ 4
Extracto cloroformico concentrado 3/

1/ Cantidad de material vegetal, 2.0 Kg.

2/ Extraccion via maceracidn (3 veces por perfodos de 3 dfas cada
vez 30 1 de cloroformo).

3/ Cantidad total de extracto 36.0 g.

ESQUEMA 2. Extraccion de las partes aereas de Chenopodium
ambrosioides L.

74,
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3.1.2.2 FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR.

E1 total del extracto obtenido (36 g), se redisolvid en un
volumen pequefio de cloroformo y se adsorbid en 100 g de gel de silice
(S11ica gel Merck, 70-230 mallas). La masa formada por el extracto
y el gel de silice se extendi6 en un recipiente de 20 X 35 cm y se
dejé secar a temperatura ambiente (20°C), por un perfodo de 24 horas.
ET1 polvo seco resultante se adiciopé a una columna de vidrio (130 x
7.5 cm) previamente empacada por la via himeda con 1.0 Kg de gel de
silice. Como eluyentes se emplearon n-hexano, n-hexano-cloroformo,
cloroformo-acetato de etilo, acetato de etilo y acetona. Se recogie-
ron un total de 590 fracciones de 500 ml cada una. Cada fraccidn
fue seguida por cromatografia en capa fina, combinindose las frac-
ciones idénticas.. En la Tabla 11 se muestran los eluyentes emplea-
dos para la separacion y el.nimero de fracciones eluidas con cada

uno de ellos.



TABLA 11. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del extracto cloroférmico
del Chenopodium ambrosioides.

Eluyente Proporci6bn No. de fracciones Fracciones Observaciones
combinadas
Hexano 100% 1-35 1-36 Descartada
Hexano-cloroformo 90:10 35-74 37-58 Descartada
58-70 ¥
Hexano-cloroformo 80:20 75-101 71-80 Descartada
Hexano-cloroformo 70:30 102-144 8l1-144 Descartada
Hexano-cloroformo 60:40 145-221 145-159 ek
160-169 Bl
170-179 +k*
Hexano-cloroformo 50:50 222-357 180-255 Descartada
256-265 Descartada
266-269%* +*Combinada
270-273* luego de separar
274-279* E1 compuesto III (33)
280-284 Descartada
Hexano-cloroformo 40:60 358-366 285-374 +

94



TABLA 11. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del extracto cloroférmico

del Chenopodium gmbrosioides.

(Continuacidn).

Eluyente Pfoporcién No. de fracciones Fracciones Observaciones
combinadas

Cloroformo | 100% 367-396 375-421 +

Cloroformo-acetato de etilo 90:10 397-472 422-450 "

Cloroformo-acetato de etilo 80:20 473-486- 450-590 Descartada

Cloroformo-acetato de etilo 70:30 487-517 491-590 Descartada

Cloroformo-acetato de etilo 60:40 518-536

Cloroformo-acetato de etilo 50:50 537-559

Cloroformo-acetato de etilo 30:70 560-573

Acetato de etilo 100% 574-584

Acetona 100% 585-590

+ Fracciones estudiadas

** Reunidas y recromatografiadas después de pasarlas por carbén activado.

Ll
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3.2 RESULTADOS Y DISCUSION.

3.2.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL ESTIGMAST-22-EN-3-0L, 33 del

Chenopodium ambrosioides.

De las fracciones 270-273, se separd un producto cristalino
(180 mg) de p.f. 161-162°C. Posteriormente del anterior producto
se acetilaron 100 mg con 1 m1 de anhidrido acético y 0.5 ml de pi-
ridina. Al cabo de 12 horas se formo en la mezcla de reaccidn un
producto cristalino que se sepa}é por filtracion y se lavé con éter
sulfirico, obteniéndose 72 mg de un polvo de p.f. 175-176°C. Este
producto se identificé como el acetato del estigmast-22-en-3-ol,
por comparacion en cromatografia, I.R. y RMN 'H con una muestra
auténtica. De las fracciones previas (266-269) y posteriores (274-
279) se separd mis del mismo producto, aislandose un total de 400 mg
(0.025% de rendimiento) de Estigmast-22-en-3-01, en forma pura.

Las fracciones indicadas en la Tabla 11, se recromatografia-
ron pero no fue posible aislar ningln otro producto a pesar de que

se sigui6 la misma metodologfa utilizada para el estudio de Ch.

graveolens.
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4. . CONCLUSIONES.

Las conclusiones que se derivan del presente capitulo son las si-

guientes:

1. Se realiz6 el estudio fitoquimico de dos especies del género
Chenopodium de amplio uso en la medicina tradicional mexicana,

Chenopodium graveolens Willd y Chenopodium ambrosioides L.

2. Del extracto cloroformico de Chenopodium graveolens Willd

(Epazote de Zorrillo) se aislaron y caracterizaron tres flavonoides,
tres substancias esteroidales, tres sesquiterpenoides y un mono-

terpeno.

TABLA 12. Constituyentes del Chenopodium graveolens., , ,  , ca
0. K. PG,

Compuesto Categoria estructural Rendimierito. v  Nimero de

estructura

en el texto
Pinostrobina Flavonoide (Flavanona) 0.1% 31
Pinocembrina Flavonoide (flavanona) 0.017% 35
Chrysina Flavonoide (flavona) 0.05% 37
Estigmasterol Esteroide 0.003% 32
Estigmas-22-en-3-0l Esteroide 0.0025% 33
3gglucositosterol Esteroide 0.0036% 43

Criptomeridiol Sesquiterpenoide (Eudesmano)O0.003% 42
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TABLA 12. Constituyentes del Chenopodium graveolens. (Continuacidn).

Compuesto' Categorfa estructural Rendimienfo Nimero de
estructura
en el texto

(+) 8xacetoxicrip- Sesquiterpenoide -(Eudesmano) 0.0036% 41

tomeridiol

(+) 8a-hidroxielemol Sesquiterpenoide (Elemeno)  0.0046% 40

Acetato de geranilo Monoterpeno 0.01% 34

Los sesquiterpenoides 40 y 41 resultaron ser nuevos productos naturales

-3. Anteriormente, segin se indica en la Tabla 3, varios flavonoles han
sido detectados como metabolitos secundarios de varias especies de
Chenopodium (Tabla 3); sin embargo, es la primera vez que se des-
cribe 1a presencia de flavonas y flavanonas en este género. Es
importante sefialar que, todos los flavonoles de Chenopodium estan
oxigenados en el anillo aromitico B. (Crawford, 1975; Arasawa,
Minabe, Saeki, Takakuwa y Naka Oki, 1971; Crawford y Evans, 1978;
Crawford y Mabry, 1978; Mandich, Barrios y Silva, 1982); sin em-

bargo, los flavonoides encontrados en Chenopodium graveolens ca-

recen de sustituyentes oxigenados en tal anillo. Por otra parte,
es importante hacer notar que los nuevos sesquiierpenoides (an y
M), estdn sustituidos en la posicion 8, mientras que la especie
relacionada Ch. botrys posee varios sesquiterpenos con sustitu-

yentes situados en la posicidn 6 6 3 (De Pascual, Bellido y Gon-
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zilez 1980, 1978a, 1978b). Tanto, la ausencia de sustituyentes
en el anillo B de los flavonoides asi como el patrén de substitu-
cion en los esqueletos sesquiterpénicos pueden ser de importancia

quimiotaxondmica.

La presencia de la flavanona pinostrobina, a tan alta concentra-
cion puede ser de importancia farmacoldégica y estar relacionada
en parte, con el uso popular que tiene la planta como vermifugo.
Esta consideracion esta basada en el hecho de que algunas flava-

nonas poseen la propiedad de inhibir el crecimiento larvario.

Del extracto cloroférmico de Chenopodium ambrosioides L. (Eﬁazote
morado) s6lo fué posible ailsar y caracterizar el estigmast-22-en-

3-01 con un rendimiento del 0.025%.
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CAPITULO II

CONSTITUYENTES QUIMICOS DE Amphipterygium adstringens

SCHIEDE EX SCHELECHT

1..GENEX#ALIUADES ACERCA DEL Amphipterygium adstringens

1.1. ASPECTOS TAXONOMICOS DE Amphiterygium adstringens

El Amphiterygium adstringens Schiede ex Schlecht (Sin.

Juliania adstringens Schlecht), es una planta perteneciente a

la pequena familia Julianiaceae, cuyas especies se caracterizan
por poseer arboles resinosos. El género, en general es america-

no y se le consigue desde IMéxico hasta el verl (Heywood, 1978).

Esta planté conocida como cuachalalate, quetchalalatl
o cuachalala es autb6ctona de Mé&xico y se encuentra distribuida
en los estados de Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxa-
ca, Morelos y Puebla (Diaz, 1974; Estrada, 1985; Rzedowski,
1978; Martinez, 1969). Estrada en su libro Jardin Botdnico de
Plantas Medicinales Maximino Martinez, hace la siguiente des-

cripcibén de la especie:

"Arbol de aproximadamente 8 m de altura, tronco general-
mente torcido con pocas ramas, corteza lisa con grandes
* escamas engrosadas y suberificadas; hojas dispuestas en

espiral aglomeradas en las puntas de las ramas; de 6 a 13 cm
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incluyendo el peciolo, compuesto de 3 a 5 foliolos;
planta dioica: flores masculinas en paniculas aglome-
radas. hasta 15 cm de largo; flores femeninas solitarias
en las axilas de las hojas; florea de mayo a julio en
clima cidlido-seco; el fruto'es una samara seca, inde-
hiscente, fibrosa, sobre pedicelos aplanados y acrescen-
tes hasta formar una especie de ala de 3 a 4 cm de color

café-rojizos con una o dos semillas aplanadas de 5 mm

de largo" (Estrada, 1985b).

1.2. FITOQUIMICA del Amphyterygium adstringens

Los estudios fitoquimicos realizados sobre esta plan-
ta, son escasos y versan fundamentalmente sobre la corteza
del arbol. Gonzilez et al., détectaron- mediante cromatografia
en papel y espectroscopia IR la presencia de la sarsa sapoge-
nina, 44 (Gonzdlez y Delgado, 1962). Posteriormente se aisla-
ron y caracterizaron los &cidos masticadienénico,45,y 3o -
hidroximasticadiendnico ég_(Navarrete, 1982) Finalmente Do-
minguez EE Elf reportaron la presencia de un acido triterpé-
nico, el &cido instipolinacico 47. (Dominguez, Franco, Gar-
cia, Porras; Vazquez y Amezcua, 1983). En la Figura 29, se
muestra las estructuras de estos metabolitos. Es de hacer no-
tar que sobre otras especies del género no existen reportes

fitoquimicos previos.
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- 44

OOH

HOw
45

47

Fig. 28. Estructuras de los metabolitos secundarios identi
ficados previamente en A. adstringens
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1.3. Importancia biol6gica y econbmica del Amphiterygium

adstringens.

El cuachalalate es una planta‘medicinal de uso comfn
en la RepGiblica Mexicana; su corteza se expende en la mayoria
.de los mercados nacionales; y se le atribuyen varias propie-
dades curativas como son: cicatrizante; calmante; antibiotica;
para la disolucibn de cdlculos biliares; agente hipocolestero-
lemiante; antifebrifugo; antimaldrico; antiinflamatorio,
anticancerigeno y antiulceroso, siendo este Giltimo el uso mis
comiin entre la poblacidn (Martinez, 1969, Estrada, 1985b; Diaz,

1976; Navarrete, 1982).

Gonzdlez et al. demostraron la actividad antitumoral
de los extractos metandlicos de la corteza mediante ensayos in

vivo en ratones con adenocarcinona mamario (Gonzilez, Mckenna

y Delgado, 1962). En otro estudio se comprobd la actividad
hipocolesterolemiante de la corteza via bioensayos en ratas

wistar (Navarrete, 1982).

Considerando que el cuachalalate es una planta medici-
nal mexicana de amplio uso en la medicina tradicional y en ba-
se a los objetivos planteados en el Capitulo I, se procedib a

reinvestigar esta planta.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

La planta utilizada en este estudio fue recolectada
en el cerro "El Amarillo" situado a 6 km de Tianquistengo,
Oaxaca. La recoleccidn se hizo en dog periodos, uno en junio
de 1983 (Voucher, AN-1l) y otro en octubre de 1985. Una mues-
tra de referencia de la segunda recoleccibn se deposit6 en
el Herbario de Plantas Utiles "Efrain Hernidndez X" de la
Universidad Aut6noma Chapingo (Voucher No. 198628 "Xolo") 'y
fue identificada por el M. en C. Erick Estrada Lugo del De-

partamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo.

El material vegetal se secb6 a la sombra y posterior-
mente se pulverizd en un molino de cuchillos modelo KWiley4 El

material de cada recoleccidn se trabajbé por separado.

2.2. Métodos de extraccibn, fraccionamiento y separacién

de la primera recoleccibn

2.2.1. Extraccién

El extracto se prepard con 800 g de corteza seca y

pulverizada (recoleccén de junio de 1983) seglin el procedimien-

to sefialado en el Es:quema 3.
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Material vegetal pulverizado 1/

Extraccibn con hexano 2/

v
Extracto
Filtrar

Extracto hexanico Material vegetal

concentrar extraccién con

al vacio acetona 4/
Extracto hexanico %
concentrado é/ Extracto

(EHI) 1Filtrar

v v

Extracto acetonico Residuo
Vegetal

Concent:ar
al vacio

Extracto acetbnico
concentrado 5/

(EA-I )

1/ 800 g

2/ Via maceracibén por periodos de 72 horas utilizando 2.5 1.
~ de hexano

3/ Cantidad total de extracto hexanico (EH1l): 29.5g

/

4/ Via maceracibn por periodos de 72 horas utilizando 3.0 1.
de acetona

5/ Cantidad total del extracto acetonico (EA-II) :36.0g.

FIGURA 3. Primera extraccibn de A. adstringens, recolectado
en junio de 1983.
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2.2.2. Fraccionamiento preliminar del extracto hexanico (EH-I)

El total del extracto hex&nico EH-I (29.5 g) del es-

quema 3, se separ8 a grosso modo mediante una cromatografia pre

parativa en columna con 850 g de gel de silice (silica gel
Merck G 60, 70-230 mallas), utilizdndose como eluyentes hexano,
hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones, acetato de
etilo y acetona. Se recogieron un total de 160 fracciones de

250 ml cada una. Cada fraccién fue seguida por cromatografia

en capa fina, combinandose las fracciones idénticas. En la

tabla 13 se muestran los eluyentes empleados para la separacidn
el nfimero de fracciones eludidas y combinadas. Los andlisis cro-
matograficos en capa fina se efectuaron de la misma manera

que se indicd en la seccidn experimental del capitulo II.

2.2.3. Aislamiento y purificacibén de los compuestos XI-XV del

Extracto Hexanico (EH-I).

a.- De las fracciones 17-18 de la Tabla 13. Se ob-
tuvieron 42 mg (0.0053% del peso seco) de un polvo blanco amor-
fo de pf 62-63°C, que se separd por filtracién al vacio y se
lavé con metanol. A este compuesto se le denomind Compuesto

XI, 48.



TABLA: 13. Eluyentes empleados en la separacibén del extracto hexanigo EH-I, de la

corteza de A. adstringens

- PROPORCION DE - No. DE FRACCIONES

ELUYENTE DISOLVENTE FRACCIONES COMBINADAS OBSERVACIONES

Hexano 100% 1-13 1l-16 Descartada

Hexano

Hexano- 19-43 Descartada

acetato de etilo 50:10 36-46 44-48 +

hexano- 49-59 +

acetato de etilo 80:20 47-93 60-63 Descartada
64-87 +

Hexano-

acetato de etilo 70:30 94-116 80-11l6 Descartada

Hexano-

acetato de etilo 60:40 117-121 117-128 Descartada

Hexano-

acetato de etilo 50:50 122-126

Hexano-

acetato de etilo 25:75 127-144 129-143 Descartada

Acetato de etilo 100% 145-153 144-152 Descartada

Acetona 100% 154-160 153-160 Descartada

+Fracciones estudiadas

63
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:.é'“' B Y '.;-. -
b.- Las fracciones 44 - 48 (4.2 g) de la cd-

lumna original (tabla 13) eluidas con hexano - acetato

de etilo 8C:20, se recromatografiaron sobre 200 g de gel de

silice. La elucidn se inici6 con hexano y luego con hexano
cloroformo en’diferentes proporciones; se recogieron un total
de 280 fracciones de 125 ml cada una. De las fracciones 96-

134 eluidas con hexano-cloroformo 1:1, se separ6 un sb6lido que
luego de sucesivas lavadas con metanél originé 67 mg de un pol-
vo lustroso (0.0084% del peso seco), de p.f.=133-134°C (compues

to XII, 49).

c.- Las fracciones 49-59 (6.2 g), de la Tabla 13, eluidas
también con hexano acetato de etilo 80-20 se adsorbieron en
7.0 g de gel de silice y se recromatografiaron sobre 240.0 g
del mismo. El proceso de elucibn se realizd con cloroformo y
cloroformo-acetato de etilo en cantidades crecientes (95:5,
90:10, 70:30 y 50:50). Se recogieron un total de 275 fracciones
de 125 ml cada una. Las fracciones 18-111 mostraron las mis-
mas manchas en cromatografia en capa fina, se unieron y des-
pués de eliminar el disolvente's’e'.‘.'obtuvo un r.e:siduh de 4.09. Este
;esiduo se redisolvi6é en etanol-eter anhidro, se metilo con
un exceso de diazometano etereo y se recromatografio en una
columna con 200g de gel de silice, usdndose como eluyentes
cloroformo y cloroformo-acetato de etilo (90:10); se recogie-

ron un total de 97 fracciones de 125 ml cada una. De las frag
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ciones 13-16 eluidas con cloroformo se separaron 365.0 mg
(0.045% del peso seco), de un polvo blanco cristalino de pf

122-124°C (compuesto XIII, 50)

d.- De las fracciones 64-87 de la columna original
(Tabla 13) cristalizaron 830.4 mg de un s6lido; luego de suce-
sivas recristalizaciones en acetona originé un producto de
pf = 155°C. El producto anterior mostr6§ dos sustancias predo-

minantes en cromatografia en capa fina.

El producto cristalino anterior (243.5 mg) se este-
rificd con un exceso de diazometano y posteriormente se purificé
por cromatografia en placa fina. Para ello se emplearon dos
placas de 20x20 cm de gel de silice (silica gel Merck PF 254;
0.5 mm de espesor) y como fase m6vil cloroformo-acetona (90:10).
Se obtuvieron 223.3 mg de un compuesto puro en forma de aceite
(compuesto XIV, 57). La cantidad total obtenida de la planta

del compuesto XIV fueron 738 mg (0.092% del peso seco).

El examen cromatogridfico de las aguas madres de cris
talizaci6én del producto cristalino iﬁﬁﬁa] mostrd la presencia,
de manera netamente predominante, de una tercera substancia.
Al igual que en el caso anterior, después de haber evaporado
el disolvente, se metild con diazometano. El1 producto de la
esterificacidén (105 mg) se purificé por cromatografia en placa
fina eluida con cloroformo-acetona (90:10) obtenié&ndose de

esta manera 12.6 mg (0.0016% del peso seco) de un producto puro
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de pf = 195°C. (Compuesto XV, 54).

2.3. METODOS DE EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO Y SEPARACION

DE LA SEGUNDA RECOLECCION

2.3.1. Extraccibn

3.2. Kg de corteza de cuachalalate seca y pulveriza--
da (recolectada en octubre de 1985) fueron extraidos seglin el

procedimiento senalado en el ‘Esquema 4..

2.3.2. Fraccionamiento preliminar deél extracto hexanico (EH-II)

El total del extracto hexdnico EH-II (86.0g), disuel-
to en una mezcla de hexano y cloroformo se adsorbib en 120 g
de gel de silice y se adiciond a una columna empacada con 2.5
kg de gel de silice (Silica gel G60 Merck, 70-230 mallas,).
Para efectuar el proceso de elucibn se utilizaron los siguien-
tes disolventes: hexano, cloroformo y acetona en diferentes
proporciones. Sé recogieron un total de 275 fracciones de
500 ml cada una; cada fraccibn fue analizada por cromatogra
fia en capa fina, combinidndose aquellas cromatograficamente

similares. En la Tabla 14 se resumen los sistemas de eluyen-

tes y el nGmero de fracciones eluidas con cada uno de ellos.



Material vegetal pulverizado 1/

Extraccién con hexano 2/

Extracto

Filtrar

Extracto hexé&nico

concentrar
al vacio

Extracto hexanico

concentrado g/

EH-II

1/ 3.2 kg.

Material vegetal

Extraccibn con
acetona 4/

v

Extracto

Filtrar

Extracto acetonico Residuo
vegetal

Concentrar al
vacio

Extracto acet6nico
concentrado §/

(EA-II)

2/ Via maceracidn por periodos de 72 horas utilizando 9.0 1 de

hexano

3/ Cantidad total de extracto hexanico (EH2):86.0g.

4/ Via maceracibén por periodos de 72 horas utilizando 9.0 1 de

acetona

5/ Cantidad total de extracto acetdnico (EA2):36.0 g.

ESQUEMA.. 4. Segunda extraccibn de A. adstringens, recolectada

en octubre de 1985.
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TABLA. 14. Eluyentes empleados en la separacibn del extracto
Hexanico EH-II de la corteza de A. adstringens

Proporcidn No. de

ELUYENTE de disolvente Fraccién Observaciones
Hexano 100:00 1 -21
Hexano-Cloroformo 80:20 22 - 38
Hexano-cloroformo 60:40 37 - 54 Descartadas
Hexano-cloroformo 50:50 55 -139
Hexano-cloroformo 40:60 140-151
Hexano-cloroformo 20:80 52 -187

Cloroformo 100:00 188 - 213
Cloroformo-acetona 95:05 214 - 221 +
Cloroformo-acetona 90:10 222 - 267 Descartada
Acetona 100:00 268 - 275 ++

+ Fraccidn metilada y recromatografiada

++ Fraccibn estudiada
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En las fracciones 214-221, (fabla 14) sali6 el 80%
(68.5 g) del extracto EH-II. Para facilitar la posterior re-
solucibn de estas fracciones se procedi6 a metilarlasf’para
ello se disolvieron en 100 ml de eter etilico y se agrega-
ron 200 ml de solucibn eterea de diazometano con una concen-

tracién tebrica de 8.4 g

Posteriormente, estas fracciones se fraccionaron
mediante una cromatograffa en columna usindose como adsor-
bente 2.0 kg de gel de silice désactivada al 10%. Se recogie
ron un total de 227 fracciones de 500 mi cada una. En la Ta-
bla 15 se muestran los eluyentes empleados para la separaci6n,
el nlimero de fracciones eluidas con cada uno de ellos y las

fracciones combinadas.

2.3.3. Aislamiento 'y purificacién de los compuestos XVI-XXIII

del extracto hexanico EH-II.

a.- De las fracciones 3-6 de la segunda columna (Tabla 15).
eluidas con hexano-cloroformo 1:1, se obtuvo un aceite ligera-
mente amarillo’homogeneo cromatograficamente en 5 sistemas de
eluyentes difefentes:(hexano-cloroformo 80:20 y 50:50}-
hexano-eter 90:10; hexano-acetona 95:5 y hexano-.eter-acidoace-

tico 81:128:1; se aislaron 12.98 g (0.40% del peso seco de la

planta) y se denomind compuesto XVI, 59).



TABLA . 15. Eluyentes empleados en la separacidn de las fracciones 214-221 metiladas

del extracto hex&dnico : EH-II de A. adstringens

/A
PROPORCION DE No. DE FRACCIONES
ELUYENTE DISOLVENTE FRACCIONES COMBINADAS OBSERVACIONES
Hexano-cloroformo 50:50 1-132 l -2 Descartada
+
Hexano-cloroformo 25:75 133-147 3 -6
7 -9 Descartada
Cloroformo 100:00 1l48-167 10 - 11 +
Cloroformo-acetona 97.5:2.5 168-208 12 - 49 Descartada
50-60 +
Cloroformo-acetona 90:10" 209-213 61-133 Descartada
Cloroformo-acetona 75:25 212-221 134-148 +
149-164 Descartada
Acetona 100:00 222-227 165-206 +

+ Fracciones estudiadas
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b.- E1 combinado de las fracciones 10-11 (Tabla 15) eluidas
con ‘hexano-cloroformo 1:1, mostrd una substancia prioritaria en
cromatografia en capa delgada. Al agregarle hexano precipit6
un sb6lido que se separb por filtracibn y se lav6 con hexano.

El total de sbélido obtenido fue 243 mg (0.0076 % del peso se-

co), pf 122-124°C y se denomind compuesto XVII, 50.

c.- De las fracciones 51-60 (Tabla 15) se separaron 412
mg (0.013% de peso seco) de un producto poco denso y lustrq-
so de pf = 133-134°C (compuesto XVIII, gg)

d-jFl residuo de las fracciones 134-148, de la segunda
columna (}abla 15) eluidas con hexano-cloroformo (25:75), se
disolvid en cloroformo y se filtr6 a través de una mezcla de
tonsil-carbb6n activado (1:1, 10g); el filtrado se concentrS y
el residuo (1.34 g) se recromatografib en 40.0 g de gel de
silice. La elucibn se hizo con hexano (fracciones 1-9), hexa-
no-acetato de etilo 90:10 (fracciones 10-21) y hexano-acetato
de etilo 75:25 (fracciones 22-45). En las fracciones 21-25
se observ6 la formaci6n de un sblido blanco que precipitd
con hexano-acetato de etilo 75:25. Este producto se separd por
filtracifén, se lavé con hexano originando 210 mg (0.0066% del
peso seco) de un s61lido blanco de pf = 280°C (Compuesto XIX,

55).
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e.- De las fracciones 165-206 (Tabla 15) se formd un
sb6lido cristalino al reducir el volumen del disolvente.,
Este s6lido se separd por filtracibén y se lavé primero con
metanol y después con eter. De-&sta manera se obtuvieron
7.36 g de un sblido cristalino con pf: 175-176°C. (Compues-
to XX, 32)‘ Las aguas madres de este compuesto (17.0 g) se
recromatografiaron en 350 g de gel de silice. Se utilizé co-
mo eluyente cloroformo. De las fracciones 25-32 de esta columna
precipitd un s6lido verde que se redisolvid con cloroformo y
se purificd por tratamiento con carbdn activado. El resi-
duo obtenido luego de eliminar el disolvente se disolvi6 en
hexano caliente, se concentr6 un poco, se dejd en reposo y
al cabo de 8 horas precipitd un polvo blanco cristalino (986
mg) de pf 140°C. 100 mg de este compuesto se metilaron con
un exceso de diazometano en eter; la mezcla de esta reac-
cibn se separb por cromatografia preparativa en capa fina
utilizando placas de vidrio de 20 x 20 cm cubiertas con gel
de silice. Como resultado del proceso de purificacidn se
obtuvieron 70.0 mg de un polvo cristalino blanco que se re-
cristalizé de metanol hasta punto de fusidén constante de 110-
112 °C. La cantidad total obtenida de este compuesto (compues
to XXI, 2;) fue 690.2 mg (0.023% del peso seco). De las frac-
ciones 33-58 de é&sta misma columna se aislaron 2.62 g mas
del compuesto XX, aislandose finalmente 9.98 g (01312% del peso

seco) de compuesto XX.

se
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f.-En la fraccibn 268 de la Tabla 14 precipitaron
1.068g de cristales voluminosos (0.033% del peso seco de la
planta) de P.f 143-145°C (compueséo XXII, 46).

g.- De las fracciones 270-273 (Tabla 14) precipitd un
s6lido cristalino (80mg) de p.f. 165°C:el anilisis cromato-
grifico en placa fina mostrd la pre§encia de impurezas. La
sustancia se disolvié en cloroformovy,se purificé por cro-
matografia prparativa en capa fina, utiliz&ndose 2 placas
de 20 x 20 cm de gel de silice y como eluyente. Se utiliz6
una mezcla de cloroformo-acetona (90:10) este proceso per-

miti6é separar 58 mg (0.0018% del peso seco) de un compuesto

en forma de aceite (Compuesto XXIII, 58).

2.4. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FISICAS Y ESPEC-

TROSCOPICAS DE LOS CONSTITUYENTES

Los aparatos para obtener las constantes fisicas y
espectroscBpicas de los compuestos aislados fueron los mis-
mos que se utilizaron en el estudio de Ch. groveolen y Ch.

ambrosioides y sus caracteristicas se dieron en el Capitulo

II en la seccibn 2.1.4.a.
2.5. PREPAPACION DE DERIVADOS

La metodologia empleada para preparar los derivados
metilados y acetilados se describib en el Capitulo II seccibn

2.1.4. b.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

De los extractos hexanicos EH-I y EH-II de la cor-
teza de cuachalalate, después de fraccionarlos preliminar-
mente por cromatografia preparativa en columna (Tabla 13 y
14) y posteriores cromatografias en columna y en placa fina
sobre silica gel de las fracciones metiladas o no, se obtu-
vieron cuatro &cidos triterpénicos tetraciclicos, dos &ci-
dos triterpenos pentaciclicos, un esterol y una mezcla de
acidos anacardicos constituida por dos series con cadenas

laterales de 19 y 21 &atomos de carbono.

Los compuestos anteriores se aislaron en su forma

libre y/o como su ester metilico. En la Tabla 16 se indica

los nombres y los niimeros de estos compuestos, asi como

también el extracto hex&nico de donde fueron aislados.

3.1. IDENTIFICACION DEL SITOSTEROL, 49 (COMPUESTO
XII y XViII

El compuesto XII del extracto EH-I y el compuesto
XVIII del extracto hexanico EH-II resultaron ser iguales y
fueron identificados como el conocido B-sitosterol (Fig. 29)
por comparacién con una muestra auté&ntica. Del extracto
EH-I se aislaron 67 mg que corresponde a un rendimiento del
0.0084%, y del extracto EH-II se aislaron 412 mg correspon-

dientes al 0.013% del peso seco de la planta.



TABLA16. Compuestos aislados y caracterizados de los extractos hexanicos EH-I y EH-II
de la corteza de A. adstringens

TIPO DE COMPUESTO

COMPUESTOS

No.
EXTRACTO EH-I

de compuesto
EXTRACTO EH-II

Triterpenos tetraciclicos

Triterpenos pentaciclicos

Esterol

Acidos fenolicos

ac. masticadienonico, 45

- metil ester, gg

ac. isomasticadienSnico 51
- metil ester, 52

ac. 3 &~ hidroximasticadienbnico 46
-metil ester, 57

ac. 3-epi-hidroximasticadienfnico58

ac. oleanolico,53
- metil ester, 54

ac. epioleandlico, 55
Sitosterol, 49

Acidos anacardicos, 48.
- metil ester-

XIII

XII

XI

XX
XVII

XXI
XXII

XXIII

XIX

XVIII

XVI

‘101
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HO
49

FIGURA. 29. Estructura del B -sitosterol.

3.2. IDENTIFICACION DEL ACIDO MASTICADIENONICO,
45, (Compuesto XX)

El ?ompuesto XX del extracto hexdnico EH-II se aisld
-E? un rendi%iento del 0.312% (9.98g), con respecto al peso
seco de la planta y fue identificado como el dcido masticadie-
ndnico (Fig. 30) por comparacidn de sus constantes fisicas y
espectroscbpicas con las descritas en la literatura. (Seoane,
1956; Kier, Lehn y Ourisson, 1963; Barton y Seoane, 1956;
Pozzo-Balbi, Nobile, Scapini y cini, 1976 y 1978; Campello y
Marsaioli, 1974; Dominguez, Soriano, Vera y Butrville, 1974;
Caputo, Mangoni, Monaco y Palumbo, 1979; Caputo y Mangoni,

1970; Moncaco, Caputo, Palumbo y Mangoni, 1974). El compuesto

XIII y compuesto XVII, que se aislaron después de metilar con
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B

FIGURA 30. Estructura del &cido masticadienbnico 45 y su ester

metilico, 50.
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diazometano las fracciones 49-59 del extracto hexdnico EH-I
y 10-11 del extracto hex&nico EH-II, fueron identificados

como el metil ester del &cido masticadienbnico (Fig. 30).

Las constantes fisicas y espectroscopicas para el
dcido masticadien6nico y su derivado metil ester se dan en

la Tabla 17.

Los espectros de RMNlH‘del dcido masticadiendnico
y de su ester metilico, se muestran en las figuras 31 y 32 res
pectivamente y en la Figura 33 se propone el patrdn de frag-

mentacidn de acuerdo a los resultados del espectro de masas.

13C del &acido masticadienonico

En el espectro de RMN
(Fig. 34) se observaron claramente las senales para el car-
bono carbonilico (216.58 ppm), el carbono carboxilico (173,
39 ppm), los carbonos de los dos dobles enlaces (146.87 (4),
146.01(s), 126.1(s), 117(d) y 23 senales mis abajo de 53 ppm,
que no fue posible asignar debido a la complejidad que pre-
sentd el espectfo acoplado con hidr6geno. En total este es-
pectro presentb 29 seﬁales, lo que indicd que dos de los &to-
mos de carbono presentan el mismo desplazamiento quimico, pro-
bablemente los gem dimetilos¢ Cabe senalar que el espectro de

13

RMN “C para el &cido masticadiendnico no ha sido descrito pre

viamente en la literatura.



TABLA- 17. Constantes fisicas y espectroscOpicas del compuesto XX (dcido masticadienbnico) y
de su éster metilico.

PROPIEDAD Compuesto XX Compuesto XIII y XVII
(Acido masticadienbnico) ‘(metil ester del acid masticadienSnico
p. f. 175-176°C 122-124°C
(@) 5 ~71° - 73°
IR oY 3500-2500, 1677, 1705, 1632,1383 2953,1714,1702,1644,1456,1384,1242,
ax 1150.
EMIE mz (%) 454 (30),439(100),421(52.2),139(5.5), 468(17.3),454 (25) 453(56.2),435
113(22.5),95(58.8) ,81 (35),55 (53.3) . 422(5.0), 421(17.5),127(58.2),95
(100), 81(56.2),67(67),55(91.7)
RMNTH 0.8(s,3H,CH;~13),0.86 (d,J=6Hz, 3H, 0.8(s,3H,CH,-13),0.85(d, J=6Hz, 3H
(GOC1 ;,80MHz. pp) CH;-20),0.99 (s,6H, 2CH;-4) 1.04 (s, CH,-20),1.0 (s, 6H,2CH,-4),1.05 (s,
3H,CH;-10) ,1.1 (s, 3H,CH,-14) ,1.9 (4, 3H,CH;-10)1.1(s, 3H,CH,~14) ,1.9(d,
J=2Hz,3H,CHy-25),5.3 (m, 1H,H-7) , J=2Hz,3H,CH,-25) 3.7(s,3H,COOCH,),
6.05 (m,1lH,H-24). 5.3 (m,1H,H=7)5.9 (m, 1H,H-24) .
(fig 31) (fig. 32)
rvnt3c

(CDC1,, "100MHz; - PPM)

216.58(s,C~-3),173.39 (s,COOH) ,146.87
(d,c-24) 146.01(s,c-25),126.10 (s,
c-8),117(d,c-7),52.95,52.47, 51.26,
48.61, 47.86, 43.64, 38.57, 36.13,
35.09, 34.87, 34.15,34.01, 33.79,

28.24, 27.45, 26.93, 24.65,24.45,21.98,

21.58,20.47,18.33, 12.82.
(fig. 34)

60T
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3.3. IDENTIFICACION DEL ACIDO ISOMASTICADIENONICOLE},
(Compuesto XXI, metil ester).

El compuegéo XXI se obtuvo de las mismas fraccio-
nes del acido masticadienonico y bajo la forma de ester me
tilico, en un rendimiento del 0.023% con respecto al peso
seco de la planta. Sus-constahtes fisicas y espectroscbpi-

cas se resumen en la Jabla 18.

Las caracteristicas espectroscbpicas del compuesto XXI
fueron muy parecidas a las del metilester del &cido mastica-
diendnico (Tabla 17). Su espectro IR presentl seflales para
ester o, 8 -insaturado (1714, 1243 cm-l), para carbonilo de
cetona en anillo de seis miembros (1702 cm-l) Yy para grupos
gem-dimetilos (1373 cm-l). En el espectro de masas obtenido
por impacto electrdnico, se observaron las mismas sefiales
que para el metil ester del &dcido masticadienbnico pero con
distinta abundancia. El ion molecular se observ6 a m/z 468
(C31H4803) y el pico base a m/z 453 (M-CH3)‘. El espectro de
RMNIH (Fig. 35) diferia de aquel del metil ester del &cido
masticadienbnico (Fig. 32), fundamentalmente en la regibén de
los protones vinilicos donde s6lo existia una sefial a 5.9 ppm,
lo cual hizo pensar preliminarmente que la molé&cula solo
poseia un doble enlace; sin embargo, la férmula molecular
requeria ocho ipsaturaciones, de las cualeé;cuatro corres-
pondian a la estructura tetraciclica, una al carbonilo de la
cetona, una al ester metilico, y otra al doble enlace evi-
denciado por la RMNIH, restando entonces un anillo o una
doble ligadura. Ante la falta de evidencias para un anillo

carbociclico adicional y la imposibilidad de un ep6xido en
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TABLA . 18. Constantes fisicas y espectroscdpicas del compuesto XXI
(ester metilico del &cido isomasticadienénico).

PROPIEDAD RESULTADOS

P.f. 110 - 112°C

468.4(26.4M+),454(33.1),453.4(100,M—CH3)435(10.5,

EMIE m/z (%)
Hzo), 422(10),421(27.5,M-CH3-CH3OH) 127

n-CH

.
(19.0), 95.2(41.1),81(23),67(30),55(36.1).
CHC1 -1
IR vmax 3 @ 2954, 1714, 1702, 1643,1457,1373,1242 y 1149.
RMN'H 0.76(s,3H,CH;-13), 0.90(S,3H,CH3—14), 1.07
(80MHZ,CDC1316) (S,6H,2CH3—4) 1.10(S,3H,CH3-10),l.90(d,J=2,
(?ig ) 3H,CH;-25), 3.73(S,3H,COOCH,), 5.9(p,1H,

H-24).
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la molécula, la otra insaturacién debfa corresponder a una
doble ligadura tetrasubstituida. Esta doble ligadura s6lo
podia estar ubicada en el enlace C-8, C-9 y el pico bage (m/z
1253)‘ que resulta de la pérdida de un metilo (M- CH, ) es
consistente con esta disposicibn (existen dos posibilidades

de perder el metilo, el de la posicién 10 y el de la posi-

cibén 14, dando origen a un ion alilico muy estable).

En base a la informacibén anterior fue posible
identificar al compuesto XXI como el ester metilico del
dcido isomasticadienbnico 52 (Fig. 3€) y las constantes
fisicas y espectroscbpicas son concordantes con las des-
critas en la literatura para este compuesto (Caputo y Mangoni,

1970; Pozzo-Balbi, Nobile, Scapini y Cini, 1976 y 1978).

OOH

FIGURA 3 ¢ Estructura del &cido isomasticadien6nico 51 y de
su.ester metilico 52.
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3.4. IDENTIFICACION DEL ACIDO OLEANOLICO 53 (Compuesto

XV, metil ester).

El éompuesto XV se obtuvo como un polvo cristalino
de pf= 195°C, en un rendimiento del 0.0016% y fue identifi-
cado a través de su ester metilico como el acido oleanolico
53 (Fig. 35 por comparacién con una muestra auténtica (Bud-
zikiewicz, Wilson y Djerassi, 1963; Ogunkoya, 198l; Adesina y

Reisch . 1985; Budzikiewicz, Djerassi y Williams, 1964).

En la figura 32 se muestra el espectro de RMNlH del oleano-

lato de metilo.

FIGURA37. Estructura del dcido oleanolico 53 y del oleanolato
de metilo 54. -
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3.5. IDENTIFICACION DEL ACIDO 3—ﬂﬁ£OLEANOLICO/§§

(Compuesto XIX)

Del extracto hexanico EH-II, se aislaron 210 mg del
compuesto XIX que corresponde al 0.0066% del peso seco de la
planta, En la T;bla 19, se dan las constantes fisicas y es-
pectroscopicas de este compuesto. La identificacibén del
compuesto XIX fue hecha a través de su ester metilico para
lo cual se metilaron 100 mg del compuesto XIX con un exceso
de diazometano etereo, obteniéndose 73 mg de un polvo blan-
co de punto de fusibén 185-187°C. En la Tabla 19 se dan las

constantes fisicas y espectroscdpicas para este derivado me

El espectro de masas del derivado metilado del com-
puesto XIX mostrd sefiales caracteristiqas para un triterpeno
pentaciclico con esqueleto de oleaneno insaturado en la po-
sicién 12. E1l ion abundante a m/z 262 (M-208), resulta del
rompimiento de la molecula por una fragmentacidn Retro-Diels-
Alder vy el pico base resulta de la eliminacién del fragmento-
COOCH3 dando origen al ion m/z 203 (M-208-59). (Budzikiewicz,
Wilson y Djerassi, 1963; Adesina y Reisch, 1985) En el es-

pectro de RMN'H (Fig. 3S) Se observd la presencia de 7 meti-
los a 0.72, 0.84, 0.89, 0.91 (dos) 0.95 y 1.13 ppm., dna .
sefial. para el. hidr6xilo:a--1.52 ppm- - que; desaparece des—: .

N -

pués _ de _equilibrarse - con DZO. La sefial en



Tabla 19. Constantes fisicas y espectroscbpicas del compuesto XIX (dcido 3-epi-oleandlico)
y su derivado metil ester (3-epi-oleanolato de metilo)

COMPUESTO XIX

Derivado metilado del compuesto XIX

PROPIEDAD (A&c.3-epi-oleanblico) 3-epi-oleanolato de metilo)
P. f. 280°C 185-187°C
KBr -1
IR max S 3600 - 250, 3621,. 1691, 3427, 1745, 1384, 1068
1462, 1384
EMIE m/z (%) 470 (M+, C31H5003,ll.7), 455 (M-15,1.35),
411 (M-59, 4.9) 410(M-60, 4.3), 262(M
208, RDA, 91.7) 207 (l16.2) 203 (M-208-
59,100), 189(26), 133(25)
RMN'H 0.72(s,3H), 0.80(s,3H), 0.72(s,3H), 0.84(s,3H),0.89

(80 MHz, CDCl 0.87 (s, 3H), 0.92 (s,

37 )
1.12 (s, 3H), 2.85(m,1

3.4 (Sa, 1H), 5.27(m,

6H) ,
H),

1H) .

(s, 3H), 0.91(s, 6H), 0.95(sS, 3H)
1.13(s,3H),1.52 (sa,lH, OH),
2.85(m, 1H), 3.4(t, 1H), 3.6(sS,

3H), 5.25(m, 1H).
(fig. 39)
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3.4. ppm como triplete indicd la orientacién o del hidroxilo.
La sefial en 3.6 ppm se deebe a los protones del metilo del
ester. La senal en 5.25 ppm corresponde al protdn vinilico de
la posicibén 12 y la sefial miltiple en 2.85 ppm al protén de
la posici6n 18. Con la informacién anterior el compuesto XIX

se identific6é como el acido 3-epibleanolico.(Fig. 40) .

55 56

FIGURA 4C. Estructura del acido 3-epioleanolico 55 y su
ester metilico 56.
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3.6. IDENTIFICACION DEL ACIDO 3 a-HIDROXIMASTI-

CADIENONICO 46 (Compuesto XXII)

Del extracto EH-II se aislaron 1.068 ¢y del compues-
to XXII, que corresponde al 0.033% del peso seco de la plan-
ta. Del extracto EH-I, se aisld el compuesto kXII en la for-
ma de su éster metilico (Compuesto XIV) con un rendimiento
del 0.092%. En 1a'Tab1a 20 se dan las constantes fisicas y
espectroscbpicas para los compuestos XXII.y su derivado me-

tilado.

El compuesto XXII present6 caracteristicas simila
res al acido masticadienonico 45 (Compuesto XX) previamente
aislado, y para confirmar su estructura se realizé una co-
rrelacién quimica, mediante su oxidacién con el complejo anhidrido
crdémico piridina (Cr05.2 CSHSN)‘ El producto de la reaccibn
fue el 4dcido masticadienbnico cuyas constantes fisicas y
espectroscOpicas fueron idénticas a las del acido masticadie-

ndnico aislado de la planta.

Con la informacibén anterior y por comparacién de
sus propiedadés fisicas y espectroscdpicas con las descri-
tas en la literatura (Campello y Marsaioli, 1974; Kier,

Lehn y Ourisson, 1963), fue posible identificar al compuesto

-

XXII como el &cido 3 a-hidroximasticadienonico 46 (Fig. 41).
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TABLA. 20. Constantes fisicas y espectroscbpicas para el compuesto XXII (d8c. 3 a -hidroximas
ticadienbnico) y su derivado metil ester (Compuesto XIV).

PROPIEDAD COMPUESTO XXII COMPUESTO XIV (3 -hidroximasti
(8¢ 3 -hidroximasticadien6nico) cadienonato de metilo) -
P. f. 143 - l1l45°C (Aceite)
IR KBr cm-l 3500-2500, 1700, 3450,1065,
max 1645, 1380.
CHCl3 cm-l 3623, 1707, 1643, 1367,1240,
max 1149, 1074
EMIE m/z (%) 456 (19.3), 441(60.7), 424 (39),

423(100), 301(12),139(8), 95(43),
81(31.2), .55(36), 43.2(39)

RMN'H 0.75(s, 3H,CH;-13), 0.80(s, 3K,CH;- 0.75 (S,3H,CH;-13, 0.80(s,3H,
(80 MHZ, CDCly, ) 10) 0.90(s,6H,2CH,-4), 0.96(s,3H, CH3-10), 0.9(S,6H,2CH,-4) 0.96
CH3-14, 0.85 (d,J=6Hz,3H,CH3-20) (s,3H CH3-14, 1.75(sa, 1H,0H),
1.9(4,J=2Hz, 3H,CH,~-25),3.45(t, 1H, 1.88(d, J=2 (Hz,3H,CH,;-25), 3.45
H-3) 5.25(m,1H,H-7), 6.05(m,1H, (s,3H,CO0CH;), 5.25(m,1H, H-7),
H-24) . 5.8 (m,1H,H-24) .
(Figura 42) (Figura 43)
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Los espectros de RMN'H del &cido 3 ¥ -hidroximasti-

cadiendnico y su ester metilico se muestran en las figquras

42 y 43

HO

46 57

e

Fig. 41. Estructuras del acido 3 a-hidroximasticadiendnico 46
y su ester metilico 57.
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3.7. IDENTIFICACION DEL ACIDO 3-epi-HIDROXIMASTICADIE-

NONICO 58 (Compuesto XXIII)

De las fracciones méds polares del extracto hex&nico
EH-II se aislaron 58 mg del compuesto XXIII (0.0018% del pe
so seco). En la tabla 21 se dan las constantes fisicas y es

pectroscbpicas para este compuesto.

El compuesto XXIII presentd espectros de IR, EMIE
y RMNlH similares a aquellos del &cido 3 a-hidroximasticadie-
nbnico (Compuesto XXII). El espectro de RMNlH (Fig. 44) di-
feria esencialmente por lapresencia de una seflal doble de
dobles (J=10,5Hz) centrada en 3.97 ppm en lugar de la sefial
tr;ple del protbén carbinbélico del acido 3 g-hidroximastica-
dienbnico. Lo anterior indicd que la estructura del compues-
to XXIII debia ser el epimero de este filtimo. La disposicidn
axial del protdn en 3 permitia una interaccifn trans diaxial
(Jaa = 10 Hz) y otra cis axial-ecuatorial (Jae=5Hz) con;is-
tente con el patrén de acoplamiento observado para la sehnal

en 3.97 ppm.

La informacibn anterior permitié postular para el
compuesto XXIII la estructura del acido 3-epi-hidroximasti-

cadiendnico 58 (fig. 45), lo cual fue concordante con las
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Tab la 21. Constantes fisicas y espectroscopicas para el com-
puesto XXIII (&c 3-epi-hidroximasticadienonico).

Propiedad

RESULTADOS

P.f.

IR KBr cm-l
max

EMIE m/z (%)

RMN'H
(60MHz,DMSO-d /CDCl; )

(aceite)

3500-2500, 1700, 3450,1065,1640,1380

456 (M+,20), 441(61), 424(40), 423 (M-15-18,
100), 301(10),139(8),95(45),81(32),55(37)
43, (40) .

0.66(s,3H,CH3-13),0.72(s,3H,CH3-10).0.80(s,
6H,,CH;-4) 0.9(8,3H,CH3-14);1.8(s,3H,CH3-25);
3.97(d,d J=10,5 H,, 1H, H-3);4.1(5.a,1H

OH); 5.2(s.a,lH,H-7), 5.85(m,1H,H-24).

( Fig 44)
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propiedades espectroscdpicas descritas en la literatura pa-
ra este compuesto (Caputo y Mangoni, 1970; Kier, Lehn y

Ourisson, 1963).

58

Fig. 45. Estructura del &dcido 3-epi-hidroximasticadienonico.
58 .
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3.8 IDENTIFICACION DE LOS ACIDOS ANACARDICOS 48 (Compuesto XVI metil

ester). .

De las fracciones 3-6 (Tabla 15) del extracto hexdnico EH-I{
metiladas con dfazometano se obtuvo 12.98 (0.4% del peso seco de la
planta) de un aceite (Compuesto XVI) altamente soluble en cloroformo,
benceno, acetato de etilo e insoluble en agua. E1 andlisis cromato-
grdfico convencional en capa fina, en cinco sistemas diferentes reve-
16 que el compuesto se encontraba puro, ya que en todos los casos se
observé una mancha homogenea al revelar con el agente cromogénico.

En 1a Tabla 22 se resumen las constantes fisicas y espectroscopicas
para este compuesto.

En el espectro de masas de IE (Fig. 46), se observd el idn mole-
cular a m/z 444, que permitia una formula de C29H4803' También se ob-
servaron iones importantes a m/z 412 (M-CH30H), m/z 166, m/z 147 y
m/z 134.

Los espectros de UV (Fig. 47) y de IR (Fig. 48) indicaron el ca-
racter fendlico del compuesto.

E1 espectro de RMN 1H (Figura 49) confirmé el cardcter aromdtico
del compuesto ya que en la regién entre 6.6 y 7.4 ppm se observo un
sistema ABC caracterfstico de un anillo aromdtico trisustituido y la
presencia de un grupo fenélico quelatado a un carbonilo (11 ppm).

Otras caracterfsticas importantes del espectro fueron las siguien

tes:
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a) Un miltiplete en la regién olefinica (5.3 ppm); b) un singu-
-lete a 3.8 ppm caracterfstico de metoxilo de un éster aromdtico;

c) un triplete a 2.8 ppm tipico de un metileno a un anillo aromitico;
d) ‘una sefial multiple a 2.0 ppm; e) una sefial muy intensa.a 1.2 ppm
caracterfstico de un compuesto polimetilénico; f) un multiplete a

0.9 ppm.

La acetilacidn del aceite (Compuesto XVI) con anhidrido acético
y puridina en las condiciones usuales origind un derivado (Compuesto
XXIV) cuyas caracterfsticas fisicas y espectrosclpicas se resumen en
la Tabla 22.

En el espectro de IR del compuesto XXIV (Fig. 51) desaparecid
la absorcién del hidroxilo fenélico Qel aceite original (Compuesto
XVI) y como caracteristicas relevantes se observaron bandas a 1767 cm'1
(acetato fendlico) y a 1728 cm'1 (ester metilico aromitico). Los an-
terior indicé que el hidroxilo fendlico y el éster metilico del acei-
te original debfan estar en una relacion orto, ya que al acetilar,
la banda correspondiente al carbonilo del éster metilico se desplazé
a frecuencias mds a]tas_(ver Fig. 48 y Fig. 51).

E1 espectro de RMN 1y (Fig. 52) era muy similar al del compues-
to XVI (Fig. 49), difiriendo por una parte por la presencia a 2.25 ppm
del singulete tfpico del metilo del acetato, y por la otra por la au-
sencia de la sefial a 11 ppm y que correspondia al hidroxilo quelatado.

13

E1 espectro de RMN “°C (Fig. 53) mostré Nimero de sefiales distri-

bufdas de 1a siguiente forma:
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a) En 1a region de los carbonilos se observaron las sefiales corres
pondientes al éster metilico y-al éster fenglico (singuletes a 168
y 167 ppm respectivamente).

bf En 1a region de carbonos aromdticos y olefinicos se observaron
claramente ocho sefiales, seis de las cuales correspondfan a un anillo
aromdtico y las dos restantes a carbonos olefinicos. La multiplicidad
observada para las sefiales en el espectro desacoplado (Tabla 22) con-
firmaron claramente que el anillo aromdtico era trisubstituido y que
las olefinicas eran disubstituidas.

c) E1 metoxilo del éster aromdtico aparecid a 51 ppm y el metilo
del acetato a 20 ppm.

d) Se observaron ademds sefiales para metilenos y metilo corres-
pondiente a un compuesto alquilico de cadena larga.

E1 espectro de masas del derivado acetilado (Fig. 50), mostr6
un incremento de 42 unidades de masas en relacion al supuesto idn mo-
lecular del compuesto XVI.

Las evidencias antes sefialadas permitieron inferir que el com-
puesto XVI era derivado del acido salicilico y que posefa ademds una
cadena alquflica unida al anillo bencénico en base a los tripletes
a 2.8y 2.6 ppm observados en los espectros de RN LH (Figs. 49 y 50)
del producto y su derivado acetilado respectivamente.

Considerando 1a formula molecular establecida @ priori el largo

de l1a cadena alquilica debfa de ser de 21 atomos de carbono y ademds

monoinsaturada.



Tabla 22. Constantes fisicas y espectrosc6picas-del compuesto XI (&cidos anac8rdicos), y ‘sus
derivados metilado (compuesto XVI) y metilado-acetilado. (compuesto XXIV).

COMPUESTO XI

PROPIEDAD DERIVADO METILADO EL DERIVADO METILADO Y ACETILADO DEL COMPUESTO XI
COMPUESTO XI (COMPUESTOXVII) . (compuesto XXIV)
62 - 63°C (aceite) (aceite)
P. f. .

EMIE m/z (%)

CHCla

max

KBr -1
IRv max"“

Uv.a nm (10g E)

RNH

(60m=,cnc13,
prm)

3400~2600, 3200,2925,2850,1685

1645,1610,1570,1475,1455,1170
1500

0.90(m,cn3-) ,1.25(sa,-CH2)
1.7(m,CHz-c=c) 2.5(m,Cl-12Ar)
6.25(m CH=CH) 6.85 (m,Ar-H)
7.55 (m,Ar-H)11.2(s Ar-OH)

444 (M+,029H4803,9.6) ,412(M=-32) 486 (M+,C31H5°04,1. 3),454 (M-32,10), 412(M-32-42,5),166(40),

10),166(97.9),147(100),134
(86.9), 67.1(97.9).

(fig. 46
252(2.91);316(1.30).
(£ig.47) -

3500-2500,1665,1608,1448
1342,1314,1249,1211,1166

(fig.48 ’
0.9(m,CH;) 1.2(sa,CHy) 2.0
(m,cn"i-c-c) 2.8 (m,CHZAr) ’
3.9(s,3H,CH,0) 5.3 (m,CH=
CH)6.75(m,Ar-H),7.27 (m,

Ar-H), 1l (Ar-OH)
(Fig. 49 s

147(50.6), 134(39),55(73.1),43(100),41.1(51.1)

(fig. §():

3040,2930,2854,1767,1728,1607,1462,1433,1369,1280,11, 1069
1019,955.
(£ig. §] .

0.9(m,CH3)1.25(sa-CH2)2.0(CH2-C=C), 2.25(s, 3H, CHs-c)
Z.S(m,Cﬂz-Ar), 3.8(s 3H, CHBO) 5.3 (m,CH=CH) 6.85-7.45

{m,Ar-H) . .
(fig.52
1.68 (s, CHBO) 167 (s, c-2H3 148 (s,C-2) 142(s, C6)
131 (4, C€-4) 130(4,C-5) 129,9(4,C=C) 129.4(d,C=C) 127(s,C
C-1) l20(4,C-3) 51 (c,cnao) B3(t,CH2Ar) 31(d,CH2-C-C) 29
(t,CHz) 27 (t,CHz) ZO(G'CH3C) 14(C,CH3)
(fig. K3 IR
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Las caracterfsticas estructurales previamente descritas permi-
tieron establecer la hipotesis de que el compuesto XVI era un &cido
anacdrdico. Estos dcidos son poco frecuentes en la naturaleza y pre-
sentan las estructuras generales presentadas en la Figura 54. )

E1 anilisis detallado del espectro de masas del aceite original
y de su derivado acetilado, tal como se ilustra en las Figuras 55
y 56, confirmaron la hip6tesis anterior ya que presentaron el patrdn
de fragmentacion caracteristico para este tipo de metabolitos secun-
darios (Spencer, Tjerks y Kleiman, 1980). Es de hacer notar que el
fragmente M-32 (Figuras 55 y 56) es concluyente para ubicar la cade-
na alquilica lateral orto al grupo carboxilico.

As? mismo los resultados de RMN 1H eran consistentes con los
previamente descritos para este tipo de compuestos. Las caracterfs-
ticas de RMN 1y y de espectrometria de masas para tres acidos anacdr-
dicos se resumen en la Tabla 23 y se presentan tan solo con fines
comparativos (Spencer, Tjarks y Kleiman, 1980).

E1 conocimiento previo de que los acidos anacdrdicos generalmen-
te se presentan en la naturaleza bajo la forma de mezclas complejas,
no separables por procedimientos cromatograficos de baja resolucidn
y 1a incongruencia de 165 resultados de andlisis elemental con la
formula molecular establecida por EMIE, puso en duda que el compuesto
XVI fuese un dnico compuesto. (Boekenoogen, 1967; Gellerman y Schlenk,

1968).
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Fﬂ)\\c;;O

a:. -(CH,), -CH,

b: -(CH2)12-CH3

c: -(CH2)14—CH3

d: - (CH2) 7—CH=CH— (CH2) S-CH3

e: - (CHZ) 9-CH=CH— (CHZ) 3-CH3

£: -(CH,) o~CH=CH-(CH,) ;~CH,
g: -(CH,),,-CH=CH-(CH,) ;~CH,

h: —(CH2)7-CH=CH-CH —CH=CH—(CH2)4-CH

2 3
i: - (CHZ) 7—CH=CH—CH2—CH=CH—CH2—CH;CH2
J: - (CHZ) 7—CH=CH—CH2-—CH=CHZ-CHZ—CH=CH—CH2—CH3
1: (CHZ) 12

m: - (CHZ) 7—CH=CH- (CH2) 3—©

FIGURA. 54. Estructuras generales de los dcidos anacardicos.
l
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HoCH5
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C}mo

+
0 0 CH,CH3
+
Q@CHZ ‘{ M/Z 147
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fig. g . Fragmentacifn general propuesta para los esteres metilicos
de los &cidos anacérdicos. .
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CH3\C/O©/CH2- R i
)
oy
- CHp-C0
9 /~CHoH
¢ +
C%’O.OCH'CHTCHZR ,
n ’
0 0, _OCH L
M-32F T3

"
HO G M/z 166, H
I:j:TCH°CH2CH2R 2 -
M-74" o) ;CHz\ - CH30H
.\éﬁb
l M-74 H=CH-R
0 |-CHy=CH-R
] s? _7T
HO CH‘CH2 CHZ
H
M/2 142 H
M/Z 134

Fig.QB' . Fragmentacibn general propuesta para los esteres metilicos
acetilados de los &cidos anacdrdicos.



Tabla 23. Caracteristicas en espectrometria de masas y RMN

1

(como ésteres metilicos acetilados)

COOMe
R L _-OAc
: 2

5 3
4

H de tres &cidos anacardicos

A. ESPECTROMETRIA DE MASA

Posici6bn Peso
R del doble mole- INTENSIDAD
enlace cular - M+ M-32+ M-4 2+ M-74+ 166 147 134
c12H25 - 376 2 21 100 32 32 35 21
C15H29 9 402 6 37 11 22 41 34 25
C17H33 10 430 7 40 10 25 19 34 22
B. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PROTONI_CA_((;DC‘I3, ppm)
RN
R CH3 CH2 CHZ-CHZ-Ar CH2-CH= Aq— °- CHZ-Ar COOCH3 CH=CH PROTONES
’ AROMATICOS
6.83, 6.90,
7.25, 7.33
_ 6.83, 6.92,
C.,_ .H 0.88t 1.28m 1.57m 1.95m 2.2 s 2.72t 3.82s 5.28m "6.99, 7.10
15729 ’ ’
7.26, 7.33.
. 6.83, 6.90
C. - H 0.88t 1.30m 1.58m 2.00m 2.2 s 2.66m 3.38s5 5.28m +6.99, 7.08
17733 ’ ’
7.27, 7.34

K14
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Los andlisis de masas por IQ (Fig. 57) y cromato-
grafia de gases preliminar (Eig.58i'. definieron ciertamente
que el producto estaba constituido por dos series de 5ci%os
anacdrdicos. Los ;esultados dg I1Q, que se resumep en la Ta-
bla 24 indiéaron clafamente qﬁe el aceite estaba constituido
por dos series de 4cidos anacardicos con cadenas laterales
de 19 y 21 atomos de carbono y que cada serie estaba forma-
da por tres miembros: uno con la cadena lateral saturada,
otro con una insaturacién y el iltimo con dos insaturacio-
nes en la cadena lateral. Como se observa en la Tabla 24 y en

la figura 57,para cada una de las series se encontrd el ion

molecular M+l, el ion M+1-CH_OH y el ion M+1-CH,OH-C_H,O

3 3 27271
los cuales se observan normal y exclusivamente en los es-
pectros de IQ de &cidos anacardicos individuales o en mez-

clas de ellos (Spencer, Tjarks y Kleiman, 1980).

Una vez definida la presencia de dos series de a-
cidos anacardicos mediante cromatografia de gases y EMIQ,
fue posible discriminar los fragmentos caracteristicos pa-
ra cada uno de sus miembros en los eépectros’de IE obteni-
dos originalmente para el aceite y su derivado acetilado,
estos resultados se resumen también en la T.abla 24 ¥ en las

Figuras 55-y 56.
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Tabla 24. Iones principales en el espectro de masas para
las series de 3cidos anacardicos metil esteres
XVI y acetil metil esteres XXIV (figura)

MeO\C;O.,H

RN AO

COOMe

1
R 2OAC

XXIV

Metil ester XVI Acetil Metil ester XXIV
R EMIE EMI Q EMIE

M+ M-32 | m#1t Me1-32] M+ M-32 M-42 M-74

Cp Hyq | 446 ‘414 | 447 415 — 456 446 114
C, Hyy | 444 412 445 413 486 454 444 412
C,qHyy | 442 410 | 443 411 484 452 442 410
C1oM3 418 386 419 387 460 428 418 1386
Ci o3, | 416 384 | 417 385 458 426 416 384
C gf3s | 414 382 | 415 383 456 424 414 382
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Con la finalidad de resolver la mezcla en sus cons-
tituyentes individuales y asi poder determinar las posicio-
nes y estefeoquimica de las dobles ligaduras en los miem-
bros mono y diinsaturados, se prepararon derivados epoxida-
dos y dihidroxilados, mds sin embargo, la no disposici6n
de las columnas adecuada§ en el cromat6grafo de gases impi-
dié el logro de este objetivo.

En relacibn a la estereoquimica de las dobles 1li-
gaduras vale la pena comentar que las evidencias proporcio-
nadas por los espectros de RMNlH de las mezclas (fig. 49
y 52). indicaron que estas deben ser de naturaleza cisoide
y lo cual estd en concordancia con el hecho de que todos
los &cidos anacardicos conocidos poseen dobles ligaduras de

tipo cis (Gellermany Sclenk, 1968; Izzo y Dawson, 1949).

A pesar de los inconvenientes de findole técnico
para completar exitosamente este trabajo por el momento,
las evidencias de la presente discusibén son definitivamente
concluyentes para la presencia de dos series ternarias de
4cidos anacardicos con cadenas laterales de 19 y 21 &tomos

de carbono en la corteza del cuachalalate.
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La aseveracibn anterior fue confirmada definitivamente por

—

los resultados de la hidrogenacién del compuesto XVI, el cual
di6é como productouéﬁ ﬁe?cla'binaria de los ésteres metilicos
de los &cidos anacirdicos con cadenas laterales saturados de
19 y 21 itomos de carbono. En la tabla 25 se resumen los resul
tados de 1as. constantes fisicas y espectroscdpicas de esta mez

cla binaria (producto XXV). ‘

En el espectro de masas (Fig. 59) se observaron los dos iones
moleculares a 446 (029H5003'para el compuesto con cadena lateral
de 21 atomos de carbono y a 418 (C27H4603) para el compuesto con
cadena lateral de 19 itomos de carbono y sus correspondientes
iones caracteristicos M732, asi como tambié&n los iones a m/z

166, 147 y 134. (ver Tabla 24).

El espectro de RMNlH (fig. 61) fue concordante con lo ante-
rior, ya que no presentd senales para protones vinilicds ni para
protones de metilenos vecinos a dobles enlaces, lo que demostrd

que los compuestos presentes en la mezcla eran saturados.
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Tabla 25. Propiedades fisicas y espectroscbpicas del pro-

ducto XXV.
PROPIEDAD
P.f. 40°C
EMIE m/z (%) 446(MI,C29H5003, 26.7), 414 (M,~CH,OH,5),
(fig. 59) " +
418 (M3,C,,H, O,, 55.1), 386 (M)-CH,0H,10.3),

166(25),147(54.6),134(40), 43(100),-  42(50.0)

CHC1
3 -
IR v max“cm © 3600-2600, 1663, 1608, 1450, 1347, 1315,1250,1166,
(fig. 60)

1120
RMNTH 0.87(t,CH3),'1.25(m,-CH2-), 1.55 (m;CH,~CH,-Ar) ,
(80MH,_, 2.72 (t,CHZ-Ar), 2.82 (s, COOCH,) , 6.83-7.35
CDClB,ppm) (m, H-Ar).

(fig. 61)
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Con respecto a la serie de 21 dtomos de carbono es de hacer notar
que sus miembros representan nuevos productos naturales,ya que ante-
riormente solo se han reportado dcidos anacdrdicos con cadenas late-
rales de 11, 13, 15, 17 y 19 &tomos de carbono (Boekenoogen, 1967;
Adawadkar y Elsohly, 1981; Hamkes, Durrani y Tyman, 1980). La ausen-
cia de evidencias para ramificaciones en la cadena lateral en los

1

espectros de RMN “H y de masas, asf como las evidencias antes sefia-

ladas, permitien inequivocamente identificar al miembro -saturado de

-

la serie C,; (Fig. 62) como el 4cido 6-eicosil-salicflico.

HO-. 40....H

C .
H43 21 -

FIGURA 62. Estructura del acido 6-eicosil-salicilico.

Es de hacer notar que este raro grupo de productos naturales se
biosintetizan a partir de 1a acetil-CoA y de 1a molonil-CoA por la

ruta del acetato malonato (Boeknoogen, 1967).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden derivar del pre-

sente capitulo son las siguientes:

1. Se realizb el estudio fitoquimico de dos lotes

de cuachalalate (Amphipterygium adstringens Schiede ex

Schlecht) procedentes del mismo sitio pero de distinto pe-
riodo de recoleccién. En general se obtuvieron los mismos

compuestos en ambos lotes.

2. De los extractos hexanicos EH-I y EH-II de la
corteza de cuachalalate se aislaron y caracterizaron cuatro
dcidos triterpenicos tetraciclicos, dos &cidos triterpeni-
cos pentaciclicos, un esterol y dos series de &dcidos anacar
dicos con cadenas laterales de 19y 21 dtomos de carbono. Los
compuestos, sus rendimientos en cada extracto y la categoria

estructural a la que pertenecen se resumen en la Tabla 26.
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La serie de §cidos anacirdicos de 21 4tomos de car-
bono resultaron ser nuevos productos naturales. Esto filtimo
constituye el punto relevante del estudio de esta planta, ya
que los dcidos anacardicos industrialmente se utilizan en la
fabricaci6én de lacas, pegamentos y, en la elaboraci6n de los
colorantes y polimeros (Hankes, Durrani y Tyman, 1980;
Hagashi, Kato, Miyamoto y Yoshida, 1983; Boekenoogen, 1967).
Desde el punto de vista biolbSgico los &cidos anapérdicos
poseen diversas actividades tales como: antibibética, fungi-
cida y antiinflamatoria (Adawadkar y el Sohly, 1981) y mo-

lusquicida (Sullivan, Richards, Lloyd y Krishna, 1982).

3. Al igual que en un estudio previo los consti-
tuyentes mayoritarias fueron los &cidos masticadiendnico y
3‘:—hidroximasticadienénico. El dcido instipolinicico pre-
viamente reportado por Dominguez et al. no pudo ser aislado
en este estudio. En relacién a este iltimo dcido, vale 1la
pena hacer desfacar que las propiedades espectrosclpicas
descritas para el mismo y que se resumen en la Jabla 27 no
son concordantes con la estructura propuesta 47 (Fig. 28).

Por ejemplo, en el espectro de RMNlH se describen senales

para ocho metilos tres protones vinilicos y dos bases de



Tabla 26. Constituyentes del Amphipterygium adstringens

Compuesto Categoria estructural Rendimiento No. de estruc
EH-I EH-TII tura en el
texto

Acido Masticadienbnico Triterpeno tetraciclico 0.045% 0.312% 45
Acido Isomasticadiendnico Triterpeno tetraciclico - 0.023% 51
Acido 3 a -hidroximastica-

dienbnico Triterpeno tetraciclico 0.092% 0.033% 57
Acido 3-epi-hidroximasti-

cadienonico Triterpeno tetraciclico - 0.0018% 58
Acido oleandlico Triterpeno pentaciclico 0.0016% - 53
Acido epioleanolico Triferpene pentaciclico - 0.0066% 54
B-sitosterol Esterol 0.0084% 0.013% 49
Acidos anacardicos Acido alquilfenSlico 0.0053% 0.40% 48

651
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abla 27. Propiedades fisicas y espectrosc6picas del &cido instipo-
lindcico. (Dominguez, X.A. et al. Rev. Lat. Quim. 14(2),
99-100 (1983) ' o

ROPIEDAD RESULTADOS
. £ 166 - 167°C
y ETOH (€ =19060)
max
KBr -1
RV pax OO 3400. (OH), 2990-2880 (CH,CHleH3), 1690 (COOH),

1620 (c=c), 1380-1370 (gem (CH3)2C), 1290-1170
(c-0) 970, 900 (c=c)

MN'H (ppm 400MHZz) 0.94 (3H,s), 0.96 (3H,s), 1.06(3H,s), 1.08(3H,d,
J=6H2), 1.10 (3H,s), 1.21(3H,s), 1.26(3H,s),
1.86 (3H,s), 2.03 (2H,ml, 2.27 (H,ddd), 2.41
(H,m), 2.53 (H,m), 2.86 (H,t), 3.47 (H,d,d)
3.64 (H,dd), 5.27 (H, ancha), 5.68 (1H,m),
6.39 (1H,d).

senal para 8 metilos, protones vinilicos, dos
bases de hidroxilo

rUNT3C (ppm) 168.7 (s), 145.6(s), 141.5(@), 127.2(s), 117.6(d),

73.9(d), 52.2(d), 50.8 (s,t) 48.2, 43.8, 34.2,
33.5, 30.9, 27.9, 27.6, 27, 25.8, 25.3, 23.4,
21.6, 20.4, 18.0, 17.5(s), 12.8(d).

(sefial para 24 atomos de carbono)
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hidroxilos (Dominguez, Frando, Garcia, Porras, Vizquez y

Amezcua, 1983), a pesar de que en la estructura propuesta

hay solamente siete metilos, un protén vinilico y una base
de'hidréxilo; ademds se propone que el mencionado compuesto

es el isomero geométrico Z del acido dihidroisomasticadie-

nénico (Fig. 63), lo cual obviamente es incorrecto ya que
estudios de difraccién de rayos X demostraron que el &acido
dihidroisomasticadiendnico tiene una configuracidén Z (Pozzo-balbi,

Nobile, Scapini y Cini, 1976).

HOW

Fig. 63. Estructura del &cido dihidroisomasticadiendnico.
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Curiosamente las propiedades espectroscbpicas
del acido instipolinicico (Tabla 27) coincidieron con las
mismas de la mezcla cristalina de donde se obtuvo el écido
3 o ~hidroximasticadien6nico; tal como se menciona en la sec-
cidn experimental el anilisis cromatogrdfico en placa fina
(usando gel de silice impregnada con nitrato de plata) de
esa mezcla cristalina, revelS la presencia de tres substan-

cias diferentes. Estas observaciones en conjunto, por una

parte con la discrepancia entre las propiedades espectros-

cbpicas descritas para el &dcido instipolindcico y la estruc-
tura propuesta, y por la otra con el desconocimiento de la
configuracidn correcta de la doble ligadura de la cadena la-
teral del adcido dihidroisomasticadien8nico, permiten concluir
que la elucidacifn estructural descrita para el &cido instipo-
lindcico estd basado sobre evidencias poco claras y, que ade-
mds el nombre de &4cido Instipolinicico debe desaparecer de

la literatura, puesto que la estructura tal como la proponen
los autores corresponde realmente a la del &cido 3a -dihidro-

isomasticadienfnico (Pozzo-bulbi, Nobile, Scapini y Cini,

1976).

4, La existencia de &cidos anacardicos en la
corteza del cuachalalate es de importancia industrial y bio-
16gica, y muy posiblemente las actividades antibidtica,
antipirética y antiinflamatoria que se le atribuyen a esta

planta sean debidas a la presencia de este tipo de compuestos.
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\

5. La presencia de &cidos anacdrdicos en la

naturaleza estaba restringida a tres familias, las Anacar-

daceade, la Gingkoaceae y la Miristicaceae. Ahora el cuacha-

lalate, un miembro de la familia Julianiaceae constituye

una nueva fuente natural para estos productos. Resulta inte-
resante mencionar que tanto los &cidos anacardicos como los

triterpenos de tipo tirucalano son metabolitos comunes a las

familias de las Anacardaceae y de las Julianiaceae, las cua-

les se sabe estan relacionadas filogenéticamente (Heywood,

/
1978) .

“



164

PROPOSICIONES PARA CONTINUAR ESTE TRABAJO

) 1. Para el Chenopodium graveolens Wild (epézote

de zorrillo) se recomienda hacer el andlisis del aceite esen-
cial, para determinar, fundamentalmente, la presencia‘ o ausen

cia del ascaridol.

‘2, Hacer la investigaci6n fitoquimica de otras co-

lecciones de Ch. graveolens a fin de analizar las variaciones

ontogénicas y de estudiar en forma mds detallada el contenido
de metabolitos secundarios (los resultados de estos estudios

podrian ser de importancia quimiotaxonfmica).

3. Hacer la evaluacién biolbgica como agentes anti-

parasitarios de los favonoides encontrados en este estudio.

4, Realizar nuevamente el estudio fitoquimico de

Ch. ambrosioides L. (epazote morado), con la finalidad de ais-

lar mayor nfimero de metabolitos secundarios.

5. Hacer la separacifén mediante cromatografia de
gases de la mezcla de acidos anacdrdicos para determinar la
estructura de la cadena lateral de cada uno de estos. Este

estudio se inicio formando derivados dihidroxilados con OsO4



165

y epoxidados con &cido perbenz8ico. También se puede efectuar
esta separacifn por cromatograffa de liquidos a alta presién

(HPLC) .

6. - Actualmente estd en progreso la evaluacién
de la mezcla mediante la t§cnica de espectrometria de masas/
espectrometria de masas (MIKES) que permitird analizar y ca-
racterizar individualmente cada uno de los constituyentes de

la mezcla.

7. - Realizar la evaluacibén como antibibticcs de
cada uno de los acidos anacardicos de las series de 19 y 21
dtomos de carbono y establecer relacifn de estructura quimi-

ca actividad biolégica.

8. Efectuar el estudio en detalle de los extrac-
tos acetbnicos de la corteza de cuachalalate, sobre todo en
la parte de mayor polaridad, ya que los extractos acetfnicos
obtenidos (EA-I y EA-II) mostraron constituyentes comunes con

los extractos hexanicos estudiados y es precisamente en la

parte mis polar en donde se diferencian.
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EVALUACION BIOLOGICA DE TRITERPENOS RELACIONADOS ESTRUCTURAL
MENTE CON EL ACIDO MASTICADIENONICO COMO AGENTE HIPOCOLESTE-

ROLEMIANTE

En un estudio previo (Navarrete, 1982) se de-
mostrd el efecto hipocolesterolemiante del dcido masticadie-
n6nigo en ratas, por lo que muy posibiemente esté compuesto
sea el principio activo de la actividad hipocolesterolemiante

de la corteza de cuachalalate.

Con el propbsito de evaluar la actividad bio-
l6gica de moléculas similares al &cido masticadienfnico, se
procedibd a evaluar seis compuestos triterpenicos adicionales,
el 4dcido 3-epi-isomasticadienbdlico (I), acido isomasticadiend-
lico (II), &cido 3 B-elembnico (III), metil ester del &cido
isomasticadienfnilico (IV), metil ester del acido isomastica
dienblico (V) y metil ester del &cido 3-epi-isomasticadieno-
lico (VI), cuyos estructuras se muestran en las figuras Al y

A2. y todos fueron aislados del Schinusrmolle L. (Ballesteros

y Alpide, 1984).

Para realizar la evaluacién farmacoldgica de
los triterpenos (I-IV) como agentes hipocolesterolemiantes se

formaron grupos de 6 animales cada uno (rata cepa CZZV) si-
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guiendo un disefio completamente al azar. Se corrieron dos
experimentos (A y B) usando como testigo positivo valeriato
de estradiol y, como blanco aceite de maiz (inyectable)t La
administracibén se hizo por via subcutd@nea. La variable de
respuesta fue la concentracién de colesterol total sérico
dada en mg/100 ml. La cuantificaci6én de colesterol total
sérico se determind a las 24 horas de la administracifén me-
diante el método descrito por Pearson y Mc Gavack (1953). El
valerato de estradiol (testigo positive) se administré a una
dosis de 13 mg/kg de peso y los compuestos probados se admi-

nistraron a una dosis equimolecular con respecto al valera-

to del estradiol disueltos en aceite de maiz.

En el experimento A se evaluaron los compues-
tos I ai IV, y los resultados se presentan en la tabla Al.
El an3dlisis de varianza y la separacibén de medias se da en
la tabla A2. Los resultados anteriores muestran que s6lo
el compuesto IV (metil &ster del &c. isomasticadiendndlico)
muestra un ligero efecto hipocolesterolemiante al bajar los
niveles de colesterol en un 10% con respecto al lote control.

(Lote Al).

En el experimento B se evaluaron los compues-

tos1v, V v v[ y los resultados se muestran en la tabla A3. El
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anilisis de varianza y la separacidn de medias se muestra en
la tabla A4. En este experimento nuevamente el compuesto IV

-

baja un 10% los niveles de colesterol.

Los experimentos anteriores muestran que cam-
bios en la estructura del &cido masticadien6nico si modifi-
can su accibén hipocolesterolemiante pues s6lo el compuesto IV
(metil ester del Ac. isomasticadienénilico), muestra un lige-
ro efecto hipocolesterolemiante, y el resto de los compues-
tos probados tienen un comportamiento similar al efecto que
causa el aceite de maiz (vehiculo). Los resultados anterio-
res no son suficientes para establecer una relacién estructura-
actividad, pero si mostraron que los cambios estructurales mo-
difican la accibén biolbgica hipocolesterolemiante del &cido

masticadiendnico.



I. &c 3-epi-isomasticadienflico

II. Acido isomasticadienblico

III. Ac. B elemonico

Fig. Al. Estructura de los triterpenos I,
lemiantes.

II y ITII evaluados como hipocolestero-

418



Metil ester del &cido isomas-

V.
ticadiendlico

IV. Metil ester del &cido isomasticadienona-

lico.

HO™

VI. Metil ester del &acido 3-epi-isomasticadienol&dlico

-

Fig. A2. Estructura de los tritérpenos IV, V y VI evaluados como agentes hipoco-

‘€81

lesterolemiantes.



EXPERIMENTO A

Tabla Al. Niveles de Colesterol total serico (mg/100 ml).

TRATAMIENTOS: A2 A7 A6 | <Al A3 A5 A4
Testigo ' Blanco Ref .
COMPUESTO* (V.E.) IV III (a. maiz) (s.t.) II I
78.8 101.05 108.03 120.13 110.05  87.87 114.08
106.01 102.94 119.12 125.17 114.08 119.12 130.21
85.85 106.01 98.96 110.97 108.03 125.17 137.26
88.88 .104.00 126.17 114.08 116.09 139.28 120.13
82.83 100.05 125.17 ‘96.94 120.13 108.03 116.09
98.96 96.94 ..119.12 114.08 121.13
Conc. media de 88.47 102.17 112.39 113.44 114.58 115.59 All3.45
Colesterol (C.V.)** (10.6) (2.3) (11.8) (8.4) (3.8) (13.6) (8.4)
* Compuesto l: ac. 3-epi-isomasticadiendlico

II: &c. isomasticadienblico
V// III: ac. E—elemdnico
IV: metil ester del &cido isomasticadienondlico
V.E.: Valerato de estradiol

** (C.V.) = Coeficiente de variaci6én = (DE/media) (100)

81
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Tabla A2. ANALISIS DE VARIANZA DEL EXPERIMENTd A

Modelo: yij = ui + =Ti + Ej (i)

Hipotesis: Ho = u; ='u2 =u; =u, =Uug =Uu, =u; ¥y

Ha = al menos una es diferente
Fuente de variacidn g.1l s.c. c.m. Fobs. Freq. (0.05)
Tratamientos (Ti) 6 3815.78 635.96 5.29 2.39 -
Error (Ej (i)) 33 3965.13 120.55
Como Fobs Freqg: no se acepta Ho.

Separacibn de medias*

A, A_ A

A, A 1 A3 Ag By

2 By A

Be

* Por la mfinima diferencia significativa, contrastes ortogonales y la prueba de Tuckey

* A, = Comp IV metil ester del &c. isomasticadienondlico disminuye 10% los niveles de

colesterol.
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EXPERIMENTO B

Tabla A3. Niveles de Colesterol Total Serico (mg/100 ml).

TRATAMIENTO B, B, B, B, Bg
Compuesto* v v | VI T?é?;?? .?i?n;Ziz)
84.86 97.89 107.91 63.82 81.86
80.87 99.89 87.87 67.83 86.87
78.85 71.84 95.89 61.82 86.87
80.37 112.92 94.88 56.81 91.88
80.87 104.90 83.86 61.82 97.89
Conc. media de " 81.16 ' 97.48 ~ sa.08 62.42 89.07
colesterol (C.V.)** (2.4) (14.19) (8.7) (5.7 (6.0)
< ' ;
* Compuesto: IV: metil &ster del ac. isomasticadienon&dlico
V: metil &éster del &c. isomasticadien6lico
VI: metil éster del &c. 3-epi-iso-masticadienol&dlico
** (C.V.), = Coeficiente de variacién = (DE/media) (100)

By
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Tabla A4. Anilisis de varianza del experimento B.

Modelo: Yij = ui + Ti + Ej (i)

Ho = ul = u2 = u3 = u4 = u5

Ha = al menos una es diferente

Fuente de variacién_‘ g:il. s.c. c.m. Fobs Freg:. {0.05)
Tratamientos (Ti) 4 3812.7 §53.175 21.83 2.27
Error (Ej (i)) 20 1615.13 80.756
Como Fobs Freq.: <. no se acepta Ho.
Separacibn de medias¥*
* % '

By B{* Bg By By
* Por la MDS, contrastes ortogonales y la prueba de Tuckey
*x B,: comp IV, baja nuevamente 1l0% los niveles de colesterol.

BRSNS
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