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1. Resumen

INTRODUCCION: C. graveolens es una especie tropical y perenne con abundante
presencia en México perteneciente a la familia Amaranthaceae con vastos registros en
la medicina tradicional, sin embargo, son pocos los estudios centrados en la
identificacion de los compuestos con accidn biolégica. Esta misma, es una especie floral
con un estigma cultural fuertemente arraigado a la tradicién mexicana desde tiempos
prehispanicos. Con la finalidad de ahondar en el conocimiento de especies
carentemente estudiadas, profundizar en la composicion quimica de plantas se
constituye como un requisito para la identificacién de metabolitos activos presentes, y
asi, verificar si existe una utilidad medicinal. Un analisis fitoquimico permite un primer
avistamiento acerca de los principales metabolitos con actividad bioldgica.
METODOLOGIA: Las partes aéreas (500 g) fueron macerados en serie con hexano,
acetato de etilo y metanol. De manera independiente, otra cantidad igual de material
vegetal se traté con una mezcla hidroetanélica (EtOH/H20 [7:3]) para obtener cuatro
extractos crudos, los cuales fueron separados en sus componentes mediante
cromatografia en columna. Mediante precipitacién de las fracciones obtenidas
mediante la cromatografia, se obtuvieron los sélidos estudiados en este trabajo. Los
experimentos de RMN permitieron la elucidaciéon estructural de los compuestos
obtenidos. RESULTADOS: Se logro6 la aislacion, la purificacién y la identificacién de tres
flavonoides: crisina, pinostrobina y pinocembrina, la chalcona de pinocembrina y dos
esteroles: estigmasterol y p[-sitoesterol. CONCLUSIONES: Se lograron aislar e
identificar cinco productos sé6lidos: pinostrobina, estigmasterol/S-sitoesterol, crisina,
pinocembrina y chalcona de pinocembrina. La presencia de metabolitos
biolégicamente activos en C. graveolens hace necesario un mayor estudio dirigido a
dicha especie vegetal y justifica el uso medicinal tradicional acuiiado por C. graveolens.

Palabras Clave: C. graveolens, susto, ansiedad, metabolito, flavonoide.
2. Introduccion

Las especies vegetales, ademas de poseer metabolitos primarios e
intermediarios metabdlicos de las vias anabdlicas y catabdlicas, también se encargan
de producir metabolitos secundarios los cuales no participan directamente en el
crecimiento o desarrollo, sino que aportan una ventaja en cuanto a la respuesta de
diversos estimulos del entorno. Debido a la especificidad de las especies al producir
moléculas determinadas, aunado al efecto metabdlico propio, se encuentra que
generalmente producen efectos biolégicos en otras especies, particularmente en
mamiferos, incluido el hombre [1].

El uso de las plantas con propoésitos medicinales se ha efectuado desde tiempos
prehistoricos y hasta el dia de hoy, son un papel clave en el tratamiento de la salud en
la mayor parte del mundo. La preparacion de decocciones e infusiones en zonas
rurales, el uso de productos fitoterapéuticos y la obtencion de principios activos en
paises desarrollados para la elaboracion de medicamentos son algunas de las técnicas
empleadas en el ambito de la salud.

Tanto la determinacién de la composicién quimica de las plantas medicinales
como el conocimiento de los constituyentes biol6gicamente activos en una especie



vegetal permiten hacer una discriminacion de las plantas a estudiar en términos de su
composicion quimica, con el fin de seleccionar unicamente aquellas mas interesantes
para posteriores estudios sistematicos. Dado que cada uno de estos grupos de
compuestos esta relacionado con actividades biolédgicas especificas, partiendo de los
resultados obtenidos en el estudio fitoquimico es posible orientar investigaciones
posteriores para determinar la actividad biolégica de Chenopodium graveolens y los
principios activos involucrados en la misma.

3. Antecedentes
3.1 Familia Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae Juss. corresponde al orden Caryophyllales
(angiospermas), fue descrita en 1789 por el médico y botanico francés Antoine-Laurent
de Jussieu, quien propuso su nombre. Esta se compone por cerca de 65 géneros y 900
especies [2], sin embargo, andlisis filogenéticos mas recientes proponen que la familia
Chenopodiaceae debe incluirse en Amarantaceas, con lo cual pasaria a estar compuesta
por 169 géneros y 2360 especies distribuidas en el todo el mundo. [3, 4, 5]. La
importancia econdmica de la familia radica principalmente en su valor ornamental con
hojas, tallos e inflorescencias vistosas, (Celosia, Iresine, Gomphrena, Alternanthera
ficoidea), sin embargo, algunas especies de Amaranthus se cultivan como hortalizas por
sus semillas ricas en almiddn, con un alto valor proteico comparable al de otros granos
como el trigo y el arroz. De igual manera, especies como Beta vulgaris L. (acelga),
Spinacia oleracea L. (espinaca) y Chenopodium quinoa Willd. han sido ampliamente
cultivadas con fines alimenticios a lo largo de los ultimos siglos. [6].

3.2 Género Chenopodium

Segun el sistema de Cronquist, Amaranthaceae es una familia separada de
Chenopodiaceae por los tépalos y bracteas suculentas y los estambres libres entre si.
Sin embargo, estudios filogenéticos moleculares soportan la uniéon de ambos bajo la
misma familia. Se sabe que no existe diferencia alguna en cuanto a caracteres polinicos.
Aunque existen diferencias entre los numerosos géneros de Amaranthaceae con
respecto a Chenopodiacae, Amaranthus y Chenopodiaceae son cominmente tratados
como un complejo por su similitud en los granos de polen multiporados [7, 8]. Asi
mismo, se han logrado aislar e identificar diferentes metabolitos: antocianinas,
isoflavonas [9], alcaloides, esteroides, flavonoides, fenoles, saponinas [10], C-
glicoflavonas, flavonoles, flavonas [11], y betalaina [12]. Algunos de los flavonoides
son: miricetina, quercetina o campferol; 5’-0O-metil flavonoles; sulfatos de flavonoles:
5’-0-metilflavonas; flavonoles C-glicosilados; isoflavonas y bencil /alil flavonoides [13].

3.3 Especie Graveolens

3.3.1 Botanica y ecologia

C. graveolens, originaria de México habitando en climas calido, semi-calido,
semi-seco, seco y templado (arvense y ruderal), entre los 20 y los 2900 msnm, cuenta
con distintos nombramientos (epazote del zorrillo, epazote de perro, hierba de perro,
epazote morado, entre otros) es una hierba perenne, erecta, a veces muy ramificada,
usualmente rojiza o verde y de caracteristica olorosa marcada. En sus ramas presenta



un gran numero de flores, con frutos pequefios y numeros y de semillas color café. Sus
hojas son mas largas que anchas, de color verde a purpura, presentan lébulos o
hendiduras y son pegajosas [14].

3.3.2 Descripcion técnica

Tabla 1. Descripcién de Chenopodium graveolens [14, 15, 16].

Habito y forma | Planta erguida, glandulosa

de vida

Tamafio De 20 a 80 cm de alto

Tallo Simple o ramificado, a veces rojizo y con rayas a todo lo largo

Hojas Ovadas u oblongas, de 2 a 6 cm de largo por 1 a 3 cm de ancho,
sinuado-pinatifidas, con los 16bulos oblongos o deltoides, sin pelos
0 con una cubierta pegajosa (viscidas) en el haz, cubierta de
glandulas amarillas en el envés; peciolo delgado

Inflorescencia | Flojamente dic6toma, de numerosas cimas axilares, dispuestas en
largas paniculas, con flores sésiles y pediceladas

Flores Estériles en la bifurcacion de las ramas laterales y una sola terminal
en el extremo de cada una de las ramas laterales, flores pediceladas
generalmente abortivas, caedizas, sus pedicelos espiciformes;
perianto de menos de 1 mm de largo, con una estructura en forma
de cuerno (corniculo) en el apice de los l6bulos, cubierto de
glandulas

Frutos y | El perianto envuelve incompletamente el fruto (un utriculo), el cual

semillas es pequefio con pared delgada, de alrededor de 0.10 cm de
didmetro; semilla horizontal de 0.5 mm de didmetro, de color café
oscuro o negro y con el pericarpio adherente

Plantulas Hipocétilo cilindrico, de hasta 22 mm; cotiledones de ldmina aovada
a eliptica de 2 a 4 mm de largo y 1.3 a 2 mm de ancho, sin pelos;
epicotilo de 1.5 a 9 mm de largo, cuadrangular; hojas opuestas

Caracteristicas | De olor intenso muy caracteristico

especiales

3.3.3 Etnomedicina

Uno de sus usos principales en estados como; Distrito Federal, Estado de
México, Puebla, Tlaxcala y Veracruz es para tratar malestares estomacales y diversos
trastornos digestivos (debido a la relajacion del musculo liso) no obstante, se
recomienda en enfermedades respiratorias como tos, pulmonia, resfrio, dolor de
pecho, de espalda y escalofrios. Otros usos mencionados son: acelerar el parto, limpiar
la matriz y para resolver algunos problemas de lactancia [14]. En la medicina
tradicional, C. graveolens posee diversas actividades sobre el TGI: anestésico (dolor de
estdbmago), antiparasitario, antidiarreico, antiemético y ayuda contra la indigestion, el
empacho y el insulto (disgusto después de comer). Se recomienda con frecuencia para
enfermedades respiratorias como la tos, gripa, pulmonia, “dolor del aire” (afeccion en
pecho, espalda y cintura como consecuencia de exponerse al frio). Incluso se menciona



para aliviar los “calambres”, el susto (sindrome de filiacion cultural), dolores
menstruales, problemas de lactancia y para acelerar el parto [17].

En el contexto tradicional y cultural, se ha empleado para tratar el “espanto”,
“susto” o “pérdida del alma”, expresién psicosomatica originada por una fuerte y
repentina impresion. Este padecimiento puede afectar la integridad psicolégica de una
persona sin distincion en el sexo o en la edad, mostrando una sintomatologia base como
cualquier otro tipo de afliccién [18]. Sin embargo, no se cuentan con registros
cientificos que validen las propiedades bioldgicas atribuidas a esta especie.

3.3.4 Origen y distribucion geografica

Aunque cuenta con un origen americano, C. graveolens se desarrolla
apropiadamente en ambientes tropicales, desde el sur de Estados Unidos hasta
Argentina y también se ha registrado en el continente africano. Su distribucién en
México es abundante; desde Baja California Norte, Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Aguascalientes, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledén, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
San Luis Potosi, Sonora, Tlaxcala, Veracruz, Zacatecas y Chiapas [16].

3.3.5 Taxonomia

Tabla 2. Taxonomia de Chenopodium graveolens [19].

Reino \ Plantae Clase Equisepsida Familia Amaranthaceae
Subreino | Traqueobionta  Subclase Magnoliidae Género Chenopodium
Division \ Magnoliofita Orden Caryophyllales Especie Graveolens
Subdivision \ Espermatofita Superorden Caryophyllanae

3.3.6 Estudios fitoquimicos previos

Se han reportado: betacianinas en C. botrys y C. urbicum, esteroides en C. album y C.
bonus-Henricus, glucésidos triterpénicos en C. antihelmiticum y C. ambrosioides, y
sesquiterpenos polioxigenados en C. botrys [16]. Otros metabolitos como; antocianinas,
isoflavonas, alcaloides, esteroides, flavonoides, flavonas y betalaina también se han
logrado identificar en miembros de la familia Chenopodiaceace [20, 21, 22]. En cuanto
a C. graveolens, se ha demostrado el efecto antihelmintico, carminativo, antipirético,
antialérgico, sedante y narcoléptico, ademas es efectivo contra fiebres, malestares
estomacales y dolores de cabeza [25, 26], a su vez, se han logrado identificar distintos
compuestos, entre ellos: tres esteroles y un derivado glicosilado; estigmasterol,
estigmas-22-ter-3-ol, daucoesterol y 3f-sitoesterol-glucésido, tres flavonoides;
pinostrobina, crisina y pinocembrina, tres sesquiterpenos; (+)-8a-hidroxielemol,
criptomeridiol y (+)-8a-acetoxicriptomeridiol, un terpeno; acetato de geranilo, [24,
25]. De igual manera se han reportado: flavonas, compuestos monohidroxilados en el
anillo B, un derivado 7-O-glicosilado y tres 3-0-glicosilados, flavonoles como
campferol, quercetina, isoramnetina y campferitrina (der. glicosilado), taninos, un
triterpeno hidrofobico y ascaridol [26].



Entre los metabolitos secundarios aislados de C. graveolens se han descrito:

Pinostrobina: Estudios centrados demuestran multiples actividades biolégicas
importantes [27]; antiviral [28], antimutagénica [29], actividad antipaludica [30],
antioxidante [31], efectos antifingicos para Cytospora persoonii [32], actividad
gastroprotectora (antidlcera) [33] que podria ser indirectamente un resultado de su
mecanismo antioxidante, actividad inhibitoria sobre las citoquinas inflamatorias TNF-
a e IL-1B enratas Sprague Dawley [34] y sobre la actividad de la aromatasa y disminuye
el crecimiento de las células de cancer de mama humano (MCF-7) inducidas por DHEAS
y el receptor de estrogeno (E2) del 173-estradiol [35]. Aunado a esto, se demostro la
citotoxicidad en lineas celulares HeLa y HepG2 [36].

Crisina: Los primeros resultados obtenidos mediante el estudio de la crisina -y en si en
anillo flavonénico- indican que posee propiedades ansioliticas en modelos murinos.
Posee carente actividad miorrelajante y sedante, aunque presenta alta y mediana
afinidad por el sitio de unién a las benzodiazepinas en estudios in vitro [37]. Se ha
reportado su actividad antimicrobiana [38] y sus efectos mioliticos sobre las
contracciones del ileon de rata aislado [39]. Siendo flavonoide, interactian de manera
directa y/o indirecta con los sistemas esenciales de neurotransmisién cerebral,
modulan la actividad de diversas enzimas en las cascadas de sefalizacion de procesos
como la memoria y el aprendizaje, promoviendo un mejor funcionamiento neuronal
[37].

Estigmasterol: Se han reportado propiedades inmuno-modulatorias en respuestas
alérgicas cutaneas [40] y respiratorias [41]. ya sea de manera individual o en mezclas
con otros esteroles: atentla tanto a la respuesta inmune innata como a la adaptativa,
posee efectos inhibitorios [41, 43] sobre el reclutamiento de células inflamatorias y
ante el estrés oxidativo. Ademas, estimula la expresion de IgE y de la molécula de
adhesion de células vasculares tipo 1 (VCAM-1). Suprime los cambios de la
permeabilidad vascular inducida por la anafilaxis cutdnea, reduce la picaz6n y reduce
los niveles de TNF-alfa. [40, 41]. Actia como agente anticancerigeno; suprimiendo la
angiogénesis tumoral e inhibiendo el reclutamiento de macrofagos en el
colangiocarcinoma, aumenta el contenido estromal y reduce la expresion de citocinas
tales como IL-6 y IL-12 [41]. Ante la induccién alérgica con ovoalbimina, el
estigmasterol adquiere importantes propiedades antiasmaticas; redujo la
proliferacién de eosinoéfilos, linfocitos y monocitos a la vez que disminuyé la
infiltracién peribroncolar, perivascular y alveolar de las células inflamatorias. Mantuvo
la arquitectura pulmonar y revirti6 la deposicion de colageno. La sobreexpresion de la
molécula de adhesion de células vasculares en suero-1 (VCAM-1) e IgE -especifica de
ovoalbumina- fue controlada mediante el tratamiento con estigmasterol.

Se demostro su actividad quimiopreventiva, gracias a sus propiedades antigenotoxicas
y a su relacion con el estrés oxidativo [43]. Ademas, posee propiedades
gastroprotectoras; inhibe el acortamiento del colon, reduce el contenido de
hemoglobinas en las heces y reduce la severidad de la colitis. De igual manera, suprime
la activacion de NF-xf3, de la ciclo-oxigenasa 2 y del factor estimulante de colonias tipo
1 (CSF-1) [43]. Aunado, se han reportado diversas propiedades farmacoldgicas;
antiosteoartritico, hipoglucemiante, antimutagénico, antioxidante, antiinflamatorio y



reduce la actividad de enzimas como; aminotransferasa, alanina-aminotransferasa,
alcalin-fosfatasa y la bilirrubina. Aunado, inhibe los elevados niveles de la peroxidasa
lipidica y de dafio en el ADN [44].

Pinocembrina: Ha sido ampliamente estudiada y conocida por sus efectos anti-
inflamatorios y neuroprotectores: in vivo, inhibe la expresion de TLR-4, alivia defectos
cognitivos y decrece la activacién y polarizaciéon de la microglia, asi mismo, la
produccion de citocinas pro-inflamatorias es reducida [45, 46]. In vitro, inhibe la
produccion de citocinas pro-inflamatorias mediante induccién con LPS, de la microglia
primaria y reduce el dafio y la degeneraciéon neuronal [46, 47]. Ademas, posee la
habilidad de reducir las especies reactivas de oxigeno, protege la barrera
hematoencefalica, modula la funcién mitocondrial y regula la apoptosis neuronal [47].

De hecho, la metabolizacién de este compuesto es tan eficiente que puede atravesar la
barrera hematoencefdlica mediante transporte pasivo mediado en parte por la
glucoproteina P [46]. Todas estas propiedades lo convierten en candidato para el
tratamiento de alteraciones en el sistema nervioso central como en el dafio producido
por derrame cerebral y Alzheimer, asi como en enfermedades cardiovasculares,
arterioesclerosis y tratamientos para cancer. Reduce la hinchazén cerebral, mejora el
comportamiento, alivia el edema de pie y la deformacién de capilares y de células
endoteliales. Reduce los niveles de citocinas pro-inflamatorias; TNF-a e IL-1§,
quimiocinas; ICAM-1y VCAM-1, de NO y iNOS y de la acuaporina-4. Inhibe a la proteina
RAGE y a su sefializacion intracelular [47].



4. Objetivos

4.1 General

% Aislar, purificar e identificar los distintos metabolitos secundarios presentes en

los extractos organicos de las partes areas de la especie C. graveolens.

4.2 Especificos

v

Obtener cuatro extractos organicos; de hexano, acetato de etilo, metanol y un
extracto hidroetandlico (etanol/agua; 70:30).

Separar los componentes cada extracto mediante métodos cromatograficos
convencionales.

Aislar y purificar los metabolitos secundarios de los diferentes extractos.
Identificar estructuralmente los metabolitos obtenidos, mediante la
caracterizacion de sus propiedades fisicas (punto de fusién), espectroscopicas
(RMN) y espectrométricas (EM).

5. Parte Experimental

5.1 Material Vegetal: recoleccidn, clasificacién y pre-tratamiento

El Epazote del Zorrillo (Chenopodium graveolens) se recolecté en el pueblo de

San Pablo, en el municipio de Ecatepec del Edo. de México y se identificé en el Herbario
de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco por la botanica Beatriz
Gonzales Hidalgo, con nim. de voucher: 13057. La totalidad de las partes aéreas de la
planta se mantuvieron intactas y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 20
dias antes de su tratamiento.

5.2 Materiales v Métodos

5.2.1 Condiciones Generales

Las fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna que presentaron
mayor cantidad de producto, se precipitaron mediante la exposicién a
disolventes de polaridad contraria a la polaridad del disolvente con el que se
obtuvo el extracto correspondiente. Cada fraccién precipitada se filtré a través
de un embudo Biichner y las aguas madres correspondientes fueron
recolectadas. Tanto el sélido precipitado y las aguas madres fueron analizadas
mediante CCF. Los puntos de fusion de los sélidos determinados con un aparato
Fisher-Johns, no fueron corregidos.

La identidad de los productos obtenidos se determiné mediante la
interpretacién de sus caracteristicas fisicas como el punto de fusiéon y
espectroscopicas como RMN 1H y 13C. Esta caracterizacion se utilizé para los
siguientes productos solidos; Fraccidon 15.2 del epazote del zorrillo eluida con
hexano (EZH 15.2), fraccion 29-31 del epazote del zorrillo eluida con hexano
(EZH 29-31) y la fraccion 18 del epazote del zorrillo eluida con acetato de etilo
(EZA 18).

Los experimentos de RMN fueron realizados en un equipo de 600MHz marca
Agilent con una sonda OneProbe. Las muestras se disolvieron en CDClz 0 DMSO-



de¢ de acuerdo a la solubilidad de cada muestra. Se us6 TMS como estandar
interno.

5.2.2 Procedimientos de extraccidn, fraccionamiento y aislamiento

Las partes aéreas de C. graveolens (500 g) fueron extraidas con hexano, AcOEty
metanol sucesivamente. 500 g adicionales fueron macerados directamente con
H20/EtOH (7:3). Ambos tratamientos tuvieron una duracién de una semana. La
evaporacion de los solventes fue con temperatura y presién reducida proporcionando
los extractos semisdlidos (Diagrama 1a y 1b). Se obtuvieron 9.86 g del extracto
hexanico (EZH) (1.97 % p/p con respecto al material vegetal seco), 12.17 g del extracto
de AcOEt (EZA) (2.43 % p/p), 35.11 del extracto metanoélico (EZM) (2.43 % p/p) ¥
37.32 g del extracto hidroalcohdlico (EZHA) (7.46 % p/p).

Los cuatro extractos fueron separados en sus componentes (fracciones)
mediante cromatografia en columna (CC) usando una columna abierta empacada con
silica-gel 60 GF254 Merck. En todos los casos, la elucién inicio con la adicién gradual de
n-hexano para remover grasas, ceras e inclusive restos de clorofila [49]. La polaridad
fue aumentada mediante de adicién de AcOEt (0% - 100%), mezclas de AcOEt-MeOH y
finalmente con MeOH. Las columnas cromatograficas fueron monitoreadas mediante
cromatografia de capa fina (CCF) en placas (4x5 cm) de silica gel. Se recolectaron
fracciones de entre 50 a 200 mL. Un total de 113 fracciones fueron obtenidas con el
tratamiento de n-hexano, 67 con el tratamiento de AcOEt, 68 con el metandlico y 56
para el hidroalcohélico, dejandolas secar a temperatura ambiente. Las fracciones
fueron unidas de acurdo a los resultados obtenidos en la CCF. Cada placa fue revelada
inicialmente con luz UV a distintas longitudes; 254 y 366 nm, y a continuacién fueron
reveladas con revelador universal (H2S04/Ce2(S04)).

1a)

Polaridad
Creciente

n-Hexano

n-Hexano
EtOH/H20

AcOEt

MeOH

Residuo
Vegetal

Residuo
Vegetal

Diagrama 1a: Procedimiento para la obtencién Diagrama 1b: Procedimiento para la
de los extractos hexanico, de acetato de etilo y obtencién del extracto
metandlico de C. graveolens. hidroalcohélico de C. graveolens.



6. Resultados y Discusion

6.1 Extracto hexanico. Productos sélidos

Se obtuvieron 29 s6lidos mediante precipitacion con mezclas de MeOH-AcoEty
filtracion a presidn reducida. Las caracteristicas de los productos se describen en la
tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas de los sé6lidos precipitados de las fracciones del extracto
hexanico.

Sélidos | Cant. Apariencia Color P. de
EZH Recuperada (mg) Fusién
Q)

15.1 82.9 Brilloso cristalino Blanco ligeramente 68-71
amarillo

15.2 109.2 Opaco amorfo Blanco ligeramente 94 - 95
amarillo

17 89.9 Opaco amorfo Blanco-Café 63-75

18 76 Opaco amorfo Gris 128 - 132

20 61.2 Opaco amorfo Amarillo N. D.

21-24 242 Opaco amorfo Negro N.D.

25 12 Opaco amorfo Blanco ligeramente gris N.D.

26-27 24.4 Opaco amorfo Blanco 95-125

28 55.3 Opaco amorfo Blanco-Café-Amarillo N. D.

29-31 219 Opaco amorfo Blanco ligeramente gris 140 - 142

N. D.: No Determinado. |

6.1.1 Elucidacién estructural de la pinostrobina

De la fraccién EZH 15.2, obtenida mediante una elucién Hexano/AcOEt 8:2 en
CC, se logré precipitar mediante exposicion directa a MeOH un sélido amarillo
blanquecino, fino y levemente terroso. El polvo blanco cremoso EZH 15.2 fue analizada
mediante CCF usando distintas combinaciones de hexano-AcOEt y se mostré como un
compuesto homogéneo con un rango de p.f. = 94 - 95° C. Este rango, se aproxima
bastante a los estudios citados con anterioridad (100 - 101° C) [24, 35, 36, 48].

Del espectro 'H se puede concluir la presencia de dos anillos aromaticos gracias
a las sefiales multiples apreciadas de § 7.37 a 7.41 y de § 7.42 a 7.49, correspondientes
a los anillos A y B (tipicos en flavonoides) respectivamente. Unicamente dos sefiales
fueron evidentes tanto en el espectro 'H y 13C, siendo un grupo metéxido y un grupo
hidroxilo. La sefial del grupo metéxido aparecea § 3.81 y correspondeal C-11 (6 55.71),
mientras que el proton del grupo hidroxilo en § 12.02 no presenta correlaciones HSQC.
Ambos estan unidos al anillo A en C-5 (6 164.19) -OH y en C-7 (8 168.03) -OMe. El
protdn del grupo -OH es capaz de formar un puente de hidrégeno intramolecular con
el carbonilo en la posicién C-4 del anillo C, lo cual explicala débil correlacion HMBC con
el carbono carbonilico en § 195.78. Ademas del grupo ceto (C-4), el anillo C esta unido
al anillo B en la posicion C-2 (§ 79.26).

Consistente con el andlisis espectral de 1H, el espectro 13C demostroé la presencia
de dos grupos, metileno (C-3) y metino (C-2) a 6 43.03 y 6 79.44 respectivamente, un



grupo metéxido (C-11) en 6 55.71 y una acetona conjugada (C-4) a 6 195.78. La
localizacion del grupo metdxido (C-7) fue asignada con base en su nula correlacién
HMBC. La posicion del proton del grupo -OH (& 12.02) se determind al observar sus
relaciones débiles con 6 168.03 (C-7), § 164.19 (C-5), § 103.18 (C-10) y § 95.12 (C-6).

Otra sefial determinante vine del carbono resonante a § 79.258 (C-2) y su
correspondiente protén en 6 5.43, el cual muestra correlaciones con los protones
adyacentes H-3ax. y H-3eq. a 6 2.08 y § 3.09 los cuales son protones unidos a C-3 (&
43.42). Dichos protones aparecen con una multiplicidad dd y a distinta § a pesar de
estar unidos al mismo carbono (C-3) y de solo tener un protén adyacente a ellos (H-2).
Esto se debe a la presencia del grupo -C=0 en C-4 y al oxigeno en la posiciéon 1
adyacentes a C-3 y a C-2, los cuales desprotegen a los protones H-3 de manera distinta
y especifica hacia cada uno de los protones. Esto origina un acoplamiento entre los
protones H-3 del mismo carbono (C-3), volviéndolos no-equivalentes y generando asi
dos senales dd proximas entre ellas: H-3ax. y H-3eq., que se acoplan entre ellos y de
manera individual con H-2. Debido al mismo fen6meno, H2 aparece como un dd.
Correlaciones débiles entre C-2 a § 79.26 y H2’-H6’ en el anillo bencilico confirman la
sustitucién del anillo C en la posicién C-2. La ausencia de correlaciones HSQC de los
carbonos C-4, C-5, C-7, C-9, C-10 y 1’ los exponen como carbonos cuaternarios. Las
correlaciones entre HSQC y HMBC observadas, corresponden con la estructura de 5-
hidroxi-7-metéxi-flavonona (pinostrobina). Ademas, C-2, como carbono quiral unido al
anillo B mediante un enlace simple, le brinda propiedades 6pticas a la pinostrobina.
Esto se confirmé mediante la evaluacién de la refraccion 6ptica casi nula (negativa) 6
= - 0.09. Este valor casi se debe a la proporcién de la mezcla azotrépica entre los
isobmeros Sy R. Los espectros 1H, 13C, HSQC y HMBC se muestran en Anexos 8.2.a, 8.2.b,
8.2.cy 8.2.d respectivamente.

128.9——=*: 126.2 CH
O o

‘.‘. \\ ‘\_“-‘

128.9%% >138.4 O 5.2 @)
4262+ £79.3 1628 168

)

43.4 103.2+ >94.3
N SN

195.8 164.2\0

\

O H Pinostrobina: G15H1404.

Figura 5: Correlaciones HMBC de la pinostrobina.
Figura 6: Numeracion de la pinostrobina.
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Tabla 6. Data espectral 1H y 13C del compuesto 15-2 aislado del extracto EZH. 600 MHz,
CDCI3.

EZH 15-2
Posiciéon O0H [ppm]Hz & 13C HSQC HMBC Naturaleza
(nH, m, ) [ppm] del C
C-2 5.43 (1H, dd, 79.26 5.39 C343.42,C2’ - C6’126.15, -CH
13.06, 3.01) 128.90 (c.d.)
C-3 2.83 (1H, dd, 43.42 2.72, -- -CHz
17.2,3.1) 3.01
3.09 (1H, dd,
17.2,3.1)
C-4 -- 195.78  -- C343.42,-0H (cd.) -C=0
C-5 -- 16419 - -OH (c.d.), C6 94.30 (c.d.), -C-OH
€895.12 (c.d.)
C-6* 6.08 (1H, d, 94.30 6.08 -OH (c.d.), C5164.19 (c.d.), -CH
2.3) C7 168.03 (c.d.), C8 95.12
(c.d.),C9162.82 (cd.),C10
103.18 (c.d.)
C-7 -- 168.03 -OH (c.d.), C6 94.30 (c.d.), -C-OCH3
C8 95.12 (c.d.), C11 55.71
(cm.d.)
C-8* 6.08 (1H, d, 95.12 6.07 C5 164.19 (c.d.), C6 94.30 -CH
2.3) (c.d.), C7 168.03 (c.d.), C9
162.82 (c.d.), C10 103.18
(cd)
C-9 -- 16282 - C6 94.30 (c.d.), C8 95.12 -C-C
(cd)
C-10 -- 103.18 - -OH (c.d.), C6 94.30 (cd.), -C-C
€895.12 (c.d.)
C-11 3.82 (3H,5s) 55.71 3.81 - -C- OCH3
C-1 -- 13841  -- C2 79.26, C2’ - C6’ 126.15 -C-C
(cd)
C-2,6 7.45 (2H, m) 126.15 7.45 C279.26,H1’ 13841 (cd.), -CH
C3’-(C5°128.90 (c.d.)
C-3,4,5" | 7.44 (3H, m) 12890 7.44 C2 79.26 (cd.), H1” - C6’ -CH
126.15 (c.d.)
HC-OH 12.02 (1H,s)  -- -- C4 195.78, C5 164.19, C6 --
94.30, C7 168.03, C10
103.18

C-n* = Sefales intercambiables. c.d. = Correlacién Débil. c.m.d. = Correlacién Muy Débil. |

6.1.2 Elucidacion estructural del estigmasterol/f-sitoesterol

De la fraccién EZH 29-31, obtenida mediante una elucion hexano/AcOEt 6:4 en
CC, se logro precipitar mediante exposicidon directa a MeOH un sélido blanquecino
grisaceo, fino y con apariencia terrosa-cristalina. Los espectros 1H, 13C, HSQC y HMBC
obtenidos se muestran en Anexos 8.3.a, 8.3.b, 8.3.c y 8.3.d respectivamente.
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Tabla 7. Data espectral tHy 13Cde

los

extracto EZH. 600 MHz, CDCls.

El espectro 'H varia de 6 0.54 - 5.18 ppm (region de protones sp3) y una sefial
simple caracteristica para el protéon del -OH en § = 7.26 ppm sobre el C-3 (6 71.06
ppm). Asi mismo, muestra la presencia de 6 sefiales intensas indicando la presencia de
seis grupos metilo en: 6 0.54, 0.80, 0.83, 0.85, 1.03 y 1.25 ppm. Desplazamientos de 6
5.03 ppm (C-22, § 138.18), 5.16 ppm (C-10, 6 43.31) y 5.35 ppm (C-23, § 129.47 ppm)
sugieren la presencia de tres de protones sp?. El espectro 13C arroja dos sefiales, una a
6 19.011 y 12.257 ppm, las cuales corresponden a los grupos metilos de C18 (6 0.93,
0.82) y C19 (6 0.54). El protén correspondiente al C-3 (a a -OH) se muestra como un
dta § 3.594 ppm.

De acuerdo con la literatura [49, 50, 51], el estigmasterol casi siempre se encuentran
en una mezcla con otros esteroles. En el caso del estigmasterol y el f-sitoesterol, la
Unica diferencia entre ambas moléculas radica en la presencia del doble enlace C=C
entre los carbones C-22 y C-23 en el estigmasterol, caracteristica que el (3-sitoesterol
no posee. Sin embargo, los datos obtenidos de los espectros no son diferentes de los
reportados en la literatura [49, 52]. Por lo tanto, el compuesto aislado EZH 15.2 es una
mezcla de estigmasterol y -sitoesterol. El estigmasterol y el 3-sitoesterol poseen p.f.
de 174 - 176° C [53] y 147 - 149° C [49] respectivamente. El s6lido EZH 15.2 posee un
p.f.de 140 - 142° C.

compuestos aislados del

Estigmasterol
C29H4s0
EZH 29-31
Posicié | 6 H [ppm] ) 13C Naturaleza Posicion 6 'H [ppm] 6  13C Naturaleza
n (nH, m) [ppm] del C (nH, m) [ppm] del C
C-1 1.72 (H, m) 37.98 -CH; C-16 1.77 (H, m) 29.68 -CH:
1.27 (H, m) 1.27 (H, m)
C-2 1.80 (H, m) 37.13 -CH; Cc-17 1.81 (H, m) 55.11 -CH
1.08 (H, m)
C-3 3.60 (H,sep.) 71.05 ato C-18 0.81 (3H, m) 12.22 -CH3
HC-OH
C-4 1.03 (H, m) 34.21 -CH; C-19 1.09 (3H, m) 21.35 -CH3
C-5 -- 139.55 -C=CH C-20 2.01 (H, m) 40.80 -CH
C-6 5.16 (H, dd) 117.44 -C=CH C-21 1.58 (3H, s) 21.53 -CH3
C-7 1.81 (H, m) 31.47 -CH; C-22 5.16 (H, dd) 138.13 HC=CH
C-8 1.39 (H, m) 40.25 -CH C-23 5.03 (H, dd) 129.43 HC=CH
C-9 1.64 (H, m) 49.44 -CH C-24 1.53 (H, m) 51.23 -CH
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C-10
C-11
C-12

C-13

C-14
C-15

28.48 R4-C C-25 153(H,m) 3186  -CH

085(H,m)  21.06 -CH; C-26 093 (3H,m) 1897  -CHs

201(H,m) 3945 -CH; c-27 085(3H,m) 13.02  -CHs

1.27 (H, m)

- 43.27 R4-C Cc-28 117 (H,m) 2537  -CH;
1.43 (H, m)

127 (H,m)  55.89 -CH C-29 054 (3H,d)  12.03  -CHs

139 (H,m)  23.00 -CH; HC-OH  3.52(H,) - -

1.53 (H, m)

6.2 Extracto de AcOEt. Productos sdélidos

Mediante exposicion con n-hexano, se lograron precipitar tres solidos
correspondientes al extracto con AcOEt. Las caracteristicas de los productos se
describen en la tabla 8.

Tabla 8: Caracteristicas de los sélidos precipitados de las fracciones del extracto
de AcOEt.

Sélidos | Cant. Apariencia Color P. de
EZA Recuperada Fusion (°C)
(mg)
18 29 Opaco amorfo Ligeramente dorado 142 - 144°
19-25 | 2.5 Opaco amorfo Negro =
35-41 | 6335 Brilloso amorfo Negro ligeramente -
verde aceituna

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt: 8:2 se obtuvieron 29 mg de chalcona de
pinostrobina (EZA 18), en forma de agujas incoloras con un punto de fusiéon de 142 -
144° C (lit.: 145° C). Los datos espectroscépicos obtenidos se muestran a continuacién:
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 8.1 (1H, d,J=15.5 Hz), 7.9 (1H, d, ]=15.5Hz, H-3), 7.7
(d,J=15.5Hz, H-a), 7.62 (1H, d, ]=8 Hz, H-2), 7.3-7.4 (3H, m, H-2), 7.3-7.4 (6.0 (1H, d, ]=
2.4 Hz; H-3),5.9 (1H, d, ]=2.4 Hz, H-5"), 3.68 (3H, s, CH30-). 3C-NMR (150 MHz, CDCl3)
§ (ppm), 13C-NMR (150MHz, CDCI3) & (ppm), 192.1 (C=0), 165.8 (C-4"), 164.1 (C-2’, C-
67),141.8 141.8 (C-7), 134 (C-1), 139 (C-3, C-4, C-5), 128.2 (C-6), 127.3 (C-8), 93.3 (C-
3’,C-5%), 55.3 (CH30).

Chalcona de

pinostrobina:
C16H1404
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6.3 Extracto hidroetandlico. Productos sélidos

Mezclas de n-hexano/AcOEt/MeOH fueron utiles en la precipitaciéon de las
fracciones hidroalcoholicas. Un total de siete sélidos fueron recolectados. Las
caracteristicas de los productos sélidos se describen en la tabla 10.

Tabla 10: Caracteristicas de los sélidos precipitados de las fracciones del extracto de
Hidroalcohdlico.

Sélidos | Cant. Apariencia Color P. de Fusién
EZHA Recuperada (°Q)
(mg)
2.1 95.3 Brilloso amorfo Durazno 205-210
2.2 1.8 Opaco amorfo Blanco
2.3 337 Brilloso amorfo Verde crema 174 - 180
3 18.4 Brilloso amorfo Gris ligeramente N.D.
color café
11 259.2 Polvo fino, opaco y Gris Oxford 45-58
ligeramente brilloso
21-24.1 | 83.6 Terrones opacos Gris ligeramente N.D.
color café y blanco
21-24.2 | 10.5 Terrones opacos con Gris N.D.
aspecto humedecido

N. D.: No Determinado. |

14



7. Conclusiones

El estudio fitoquimico realizado a la especie Chenopodium graveolens (Epazote
del Zorrillo) brindé6 la oportunidad de aislar e identificar: los esteroles; estigmasterol y
B-sitoesterol, las flavanonas pinostrobina y pinocembrina, la chalcona de
pinocembrina y la flavona crisina.

La estructura de dichos compuestos fue determinada con base en métodos
espectroscopicos y comparando sus propiedades fisicas reportadas previamente. Los
ensayos espectroscopicos de RMN H 13C de los sélidos aislados se basaron en la
informacion de experimentos bidimensionales de HSQC y HMBC. Por otro lado, el
método utilizado para el aislamiento de estos productos, con la cantidad utilizada de
material crudo (500 g), superpone un rendimiento aceptable tratdndose de técnicas y
procedimientos fitoquimicos.

Verificar la presencia de metabolitos farmacolégicamente activos supone una
presuncidn de las posibles propiedades medicinales que se podrian obtener mediante
el uso de C. graveolens. Los estudios farmacolégicos de dichos metabolitos son
necesarios para lograr visualizar el campo de estudio donde se podria aplicar el uso de
C. graveolens. Asi mismo, la presencia de dichos metabolitos justifica el uso tradicional
que se le ha atribuido a C. graveolens desde tiempos prehispanicos.

Este trabajo abre las puertas a estudios posteriores enfocados a mejorar las
técnicas utilizadas para el aislamiento de metabolitos fitoquimicos y a probar los
posibles efectos farmacolégicos que posee C. graveolens debido a su composicion
quimica.
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8. Anexos
8.1) Espectros 1H y 13C. Pinostrobina.
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8.2) Espectros 1H 13C. Estigmasterol.
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