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RESUMEN

Chenopodium murale, al igual que otros epazotes, se consume en México y en
diversas partes del mundo, en forma de verduras, o tés (infusiones o decocciones)
para tratar padecimientos gastrointestinales, generalmente causados por
parasitos, infecciones o simplemente por perturbaciones de los movimientos
peristalticos del tubo digestivo. Sin embargo, se han descrito diversos efectos
toxicos para algunas de esas plantas, llegandose a reportar casos de fallecimiento
por el consumo de epazotes. Para contribuir al conocimiento quimico de esta
especie vegetal, se llevd a cabo el presente trabajo, el cual consistié en el estudio
preliminar del perfil quimico de una fraccién polar del extracto de C. murale. El
analisis mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de la fraccion
demostrd la presencia de, al menos, quince compuestos. Algunos de los picos
fueron recolectados y sus espectros de RMN registrados para tener una idea
acerca de su naturaleza quimica. En la fraccién estudiada, no se encontraron
presentes los flavonoides ya descritos en la especie (kaempferol, herbacetina,
quercetina). Este analisis permitié concluir que los compuestos presentes en esta
fraccidn consisten en fenoles simples sustituidos con cadenas hidrocarbonadas
que tienen metilos, metilenos y posiciones oxigenadas, incluyendo un carbonilo.
Tales compuestos no han sido descritos en la especie con anterioridad, por lo que
se requerira la purificacion final de los mismos para su identificacion completa. De
esta forma, se enriquecera el conocimiento del perfil quimico de esta especie
ampliamente usada en la medicina tradicional de nuestro pais.



1. INTRODUCCION

Los medicamentos de origen organico disponibles se obtienen de dos
fuentes: aislamiento biodirigido a partir de los organismos vivos Yy la sintesis en
laboratorio. Una proporcion importante de todos los medicamentos vendidos son
directamente extraidos de las plantas medicinales. Otros de los productos
aislados de plantas se usan como materia prima en la semisintesis de
medicamentos o como modelos estructurales para la sintesis de farmacos con
mayor actividad biolégica y/o con menor toxicidad. Debido a la gran riqueza
floristica y la amplia cultura existente en el uso tradicional de plantas
medicinales en México, nuestro pais constituye una fuente potencial muy
importante de nuevos productos con potencial terapéutico para el tratamiento de
diversas enfermedades. La busqueda de los principios activos presentes en
esas plantas pasa necesariamente por el aislamiento y la caracterizacion
estructural de los mismos, combinando ese proceso con la determinacion de la

actividad farmacolégica de las sustancias.

Entre las enfermedades de mayor importancia en nuestro pais se encuentran
los padecimientos gastrointestinales y los cardiovasculares. Para tratar esas
enfermedades, la mayoria de los que las padecen recurren a los remedios
tradicionales, principalmente las plantas medicinales, las cuales se consumen
en forma de maceraciones, infusiones (tés) o decocciones. Esas plantas pueden
contener principios activos que contribuyen al control de los padecimientos,
gjerciendo su accion farmacoldgica directamente sobre el tejido liso o
produciendo un efecto tdxico sobre los posibles agentes patégenos causantes
de la enfermedad.

La presente investigacion se llevé a cabo en el marco de la busqueda de
nuevos principios activos sobre el sistema gastrointestinal a partir de la planta
medicinal mexicana Chenopodium murale (quelite de pollo). Esta especie se
consume en México como remedio tradicional para tratar diarreas, colicos y
parasitosis y quizds también como condimento por su semejanza con los

epazotes comerciales. La planta también se consume en Egipto como verdura y



como ensalada. También es una de las especies mas usadas en Yemen por los
médicos tradicionales para tratar enfermedades infecciosas. Estudios anteriores
a la presente propuesta han descrito la presencia en C. murale de compuestos
con actividad hipotensiva. Sin embargo, también existen estudios que

mencionan la existencia de metabolitos téxicos en diversas especies del género.

El aislamiento y la identificacion de mas metabolitos en esta especie
medicinal y alimenticia muy consumida en México permitirdan enriquecer el
conocimiento acerca de su potencial farmacoldgico y/o toxico. La presente tesis
se enfoco al estudio del perfil quimico de una fraccion polar (soluble en metanol)

del extracto original de la especie.



Il. ANTECEDENTES

I.1. Antecedentes quimicos y farmacolégicos de especies de Chenopodium
I.1.1 Propiedades farmacoldgicas de especies del género

Diversas especies del género Chenopodium se usan en el mundo para
diversos propositos. Por ejemplo, C. graveolens y C. ambrosioides son dos
plantas que se consumen en México de manera indiscriminada como epazote
para tratar parasitosis y como condimento. El estudio parcial del metabolismo
secundario de algunas especies del género permitié identificar en los aceites
esenciales de los extractos y en las preparaciones caseras, altas
concentraciones de ascaridol (Figura 1), al que se ha atribuido un potente efecto
antihelmintico, aunque por su toxicidad, también ha sido responsable de
fatalidades humanas. Se ha documentado al menos un caso de
envenenamiento fatal por el consumo de C. graveolens (Montoya-Cabrera y col.,
1996). Ese hecho ha conducido al desuso de esta especie medicinal en ciertos
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos de los metabolitos aislados de
Chenopodium murale.



En otros experimentos, se ha comprobado que cerca del 90% de la
actividad nematocida de las infusiones de la planta se debe a otro componente
hidrofilico diferente al ascaridol (MacDonald y col., 2004). Todavia se desconoce

la identidad de ese componente.

Un estudio efectuado en dos aldeas cerca de Tarapoto, San Martin, en
Pert, demostré que extractos de C. ambrosioides (nombre comun: paico)
ejercen efectos antiparasitarios en el 56% de los casos. La eficacia era del
100% para Ancilostoma 'y Trichuris y el 50% para ascariasis (Giove, 1996).

Se evalué el dafio genético inducido con decocciones e infusiones de C.
ambrosioides sobre linfocitos humanos cultivados, demostrandose (@) un
aumento de células con aberraciones cromosémicas e intercambios de
cromatina con las células vecinas cuando las mismas fueron expuestas a ambas
preparaciones de la planta, (b) una disminucién de los indices mitéticos. Estos
resultados sugieren un posible efecto genotéxico en el caso b) (Gandano y col.,
2002).

En México, la decoccién de C. ambrosioides tiene amplio uso en Chiapas
y quizas en otras regiones del pais para tratar la ascariasis. Un estudio
etnomeédico de campo realizado en aquella entidad puso de manifiesto que dosis
aun muy altas de la infusién carecen del presunto efecto antihelmintico sobre la
ascaride adulta (Kliks, 1985). No se justifica por lo tanto el amplio y sostenido
uso medicinal de la planta. En cambio, se determind el alto contenido de
ascaridol, metabolito asociado con diversos efectos toxicos, incluyendo una alta
citotoxicidad. Por esta dltima propiedad, se le han atribuido propiedades
antineoplasicas a este compuesto (Efferth y col., 2002). Al mismo tiempo, a esta
misma especie se le ha asociado una carcinogénesis, dado gue su consumo en
una region de Estados Unidos estuvo muy relacionado con una alta incidencia
de carcinoma del eséfago (Kapadia y col., 1978). La planta suele consumirse
también por la poblacién hispana de Nuevo México, Estados Unidos, como
abortiva y emenagoga (Conway y Slocumb, 1979). Finalmente, a la especie se



le atribuyen propiedades antiparasitarias en la Republica Dominicana (Quinlan y
col.,, 2002).

En China, se realiz6 un estudio de actividad biol6gica en ratones con el
extracto etandlico de las frutas de C. album, lograndose comprobar su efecto
antipruriginoso y las actividades antinociceptivas. Estos estudios apoyan la
evidencia para el uso clinico de las frutas de C. album para tratar el prurito
cutaneo (Dai y col., 2002). Mientras tanto, las partes aéreas jovenes se cosen y
comen como verdura. Se han reportado dos casos de reaccion fototéxica
despueés del consumo de esta especie y la exposicién de los consumidores al
sol. Se asume, sin evidencia, que la toxicidad se debid a la presencia de
furanocumarinas en las partes consumidas (Calka y col., 2005).

Esas observaciones, a veces contradictorias, demuestran la necesidad de
llevar a cabo evaluaciones cientificas serias de los remedios tradicionales no
solo para buscar principios activos Utiles, sino ademas y sobre todo, para poder
fundamentar su uso, recomendar su retiro de la herbolaria, o la moderacion de
su consumo. Dado que por lo general, ni los consumidores de esas hierbas, ni
los médicos tradicionales u ortodoxos asocian los padecimientos con la
ingestion de las mismas, es imposible en la actualidad determinar con certeza la

incidencia real de muertes por esa causa.

11.1.2 Compuestos aislados o identificados en especies de Chenopodium
I1.1.2.1 C. ambrosioides

Una muestra comercial de aceite esencial de C. ambrosioides en
Madagascar fue analizada por cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (CG-EM) y mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN-'3C). Los compuestos principales encontrados fueron
los siguientes: ascaridol (41,8%), isoascaridol (18.1%), p-cimeno (16.2%), a-
terpineno (9,7%) y limoneno (3,8%). Sin embargo, el ascaridol presenta
isomerizacién termal parcial a isoascaridol y por lo tanto, la cantidad de
ascaridol es subestimada por el analisis por CG. El contenido real de ascaridol e



isoascaridol (55.3% y 4.6 %, respectivamente) se obtuvo después del analisis
combinado de la muestra por CG y RMN-'3C (Cavalli y col., 2004),

Ademas de los metabolitos antes mencionados, cuatro hidroperéxidos
monoterpénicos con actividad antitripanosémica fueron aislados de las partes
aéreas de esta especie. Las estructuras de estos monoterpenos fueron
establecidas mediante métodos espectroscopicos y correlaciones quimicas
como los (-)—(2S,4S)~ y (-)—(2R,4S)-p-menta—1(7),8-dien—2-hidroperéxido y (-
—(1R,4S)- y (-)—(1S,4S)-p—-menta-2,8—dien—1-hidroperéxido. Las actividades
tripanocidas in vitro del ascaridol y de estos hidroperéxidos en contra de los
epimastigotes de Tripanosoma cruzi fueron 23, 1.2, 1.6, 3.1y 0.8 uM (Kiuchi y
col., 2002), respectivamente.

1.11.2.2 C. album

Se aislaron tres saponinas de las raices de C. album. Una de ellas es un
seco-glucosido (Lavaud y col., 2000). En otro estudio, siete amidas del acido
cinamico fueron descritas en C. album. Una de las amidas, la N-trans-4-O-
metilferuloil-4’-O-metildopamina (Figura 1) se reporté como compuesto nuevo
que tiene efectos sobre la germinacién y el crecimiento de los dicotiledones de
Lactuca sativa (lechuga) y Lycopersicon esculentum L. (tomate) y de la cepa
Allium monocotyledon (cebolla) (Cutillo y col., 2003). Mas recientemente, 16
nuevos apocarotenoides fueron aislados de C. album e identificados como:
(3R,6R,7E,9E,11E)-3-hidroxi-13-apo-a-caroten-13-ona y (6S,7E,9E,11E)-3-oxo-
13-apo-a-caroten-13-ona por andlisis espectroscopico de resonancia magnética
nuclear y espectrometria de masas. Cinco de los compuestos conocidos fueron
descritos anteriormente como solo sintéticos. Los mismos demostraron una
actividad fitotdxica sobre la germinacién y el crecimiento de la lechuga
(DellaGreca y col., 2004). Recientemente, los mismos autores han aislado un
nuevo xilosido de un monoterpeno, cuya estructura se reporta en la Figura 1
(DellaGreca y col., 2005).



11.11.2.3 C. ficifolium

De las raices de C. ficifolium, se aislaron las saponinas 3-O-B-D-
glucopiranésido, acido oleandlico 28-B3-D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-
glucopiranosidurénico, ademas de los compuestos conocidos: estigmasterol-3-
O-glucésido y acido 3-O-B-D-glucopiranosidurénico, acido aleandlico 28-B-D-
glucopiranésido. El ultimo compuesto, asi como el acido oleandlico, el B-
sitosterol y su glucésido fueron aislados de las partes aéreas de la planta (Gohar
y col., 2002).

I1.1.2.4 C. quinoa

Por lo menos 16 saponinas fueron detectadas en las semillas de C.
quinoa. Las cinco saponinas principales, previamente aisladas, fueron: 3-O-3-D-
glucuronopiranosil acido oleandlico 28-O-B-D-glucopiranosil éster, 3-O-a-L-
arabinopiranosil  hederagenina  28-O-B-D-glucopiranosil  éster, 3-O-B-D-
glucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil hederagenina 28-O-3-D-glucopiranosil
ester, 3-O-a-L-arabinopiranosil acido fitolacagénico 28-O-B-D-glucopiranosil
ester, 3-O-B-D-glucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil acido fitolacagénico
28-0-B-D-glucopiranosil éster. También se aislé una nueva saponina, el 3-O-3-
D-glucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil acido fitolacagénico. La actividad
antifingica en contra de Candida albicans y la actividad hemolitica de estos
compuestos y los monodesmésidos derivados fueron evaluadas en eritrocitos,
demostrando poca o nula actividad antifingica, aunque los monodesmésidos
tuvieron una mayor actividad hemolitica (Woldemichael y Wink, 2001).

Seis saponinas de triterpenoides fueron aisladas de las semilias de la
‘kancolla’, una variedad dulce de C. quinoa. Estas fueron el acido
fitolaccagénico 3-O-[{a-L-arabinopiranosil-(1"—3')-B-D-glucuronopiranosil]-28-0-
B-D-glucopiranésido, el acido oleandlico 3-O-[B-D-glucopiranosil-(1"—3')-a-L-
arabinopiranosil}-28-O-3-D-glucopiranésido, hederagenina 3-O-[B-D-
glucopiranosil-(1"—3')-a-L-arabinopiranosil]-28-O-B-D-glucopiranésido, acido

fitolacagénico  3-O-[B-D-glucopiranosil-(1"—3')-a-L-arabinopiranosil]-28-O-B-D-



glucopiranésido, 4acido oleanélico 3-O-[B-D-glucuronopiranosil]-28-O-B-D-
glucopiranésido, &cido  oleandlico 3-0-[a-L-arabinopiranosil-(1"—>3')—B-D-
gIucuronopiranosil]—28-O-B-D-glucopiranésido, Yy un nuevo compuesto: el acido
3-O-[B-D-glucopiranosil—(1"—>3')-a-L-arabinopiranosil]—28-O-B-D-gIucopiranésido
(Dini y col., 2001, 2002).

I1.2. Antecedentes quimicos y farmacolégicos de C. murale

Estudios quimicos previos a la presente propuesta condujeron al
aislamiento y a la identificacién de algunos flavonoides, los cuales incluyen el
kaempferol y glicésidos del kaempferol, la herbacetina, la quercetina y una
cumarina (escopoletina) (Figura 1) (El-Sayed y col., 1999: Gohar y col., 2000).
Los flavonoides aislados mostraron una actividad hipotensiva, lo que convierte a
esos metabolitos en potenciales agentes antihipertensivos (Gohar y Elmazar,
1997; Gohar y col., 2000). Por otra parte, en nuestro laboratorio y en Ilo que
constituyé una evaluacion farmacoldgica preliminar, se encontro que el extracto
cloroformo-metandlico (1:1) obtenido a partir de la especie producia una
inhibicién de las contracciones espontaneas del ileon aislado de rata, mostrando
un valor para la concentracién inhibitoria minima (Clso) de 10.59 ug/ml (Rojas y
col., 1999, 2003). Eso no sélo confirma los resultados publicados con
anterioridad, sino que constituye ademas un antecedente para la blasqueda de

mas candidatos con potencial farmacolégico a partir de la especie.



. HIPOTESIS

La fraccién metandlica del extracto de C. murale contiene fenoles simples

con cadenas laterales alifaticas que pudieran contribuir a las actividades
farmacoldgicas de la especie.



IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Llevar a cabo el estudio quimico preliminar de una fraccién metandlica de
C. murale para el aislamiento y la posible caracterizacién estructural de los
metabolitos secundarios presentes en ella.

IV.2 Especificos

e Llevar a cabo el fraccionamiento del extracto metandlico mediante columna
abierta sobre gel de silice.

* Implementar condiciones analiticas en cromatografia de liquidos de alta
resolucién para la separacion de los constituyentes individuales de una de
las fracciones secundarias.

» Llevar a cabo un escalamiento a nivel preparativo para la purificacion de los
constituyentes individuales de la fraccion seleccionada.

e Obtener los datos espectroscopicos de los principios aislados y establecer
en lo posible su estructura quimica.

BISL:OT=CA CENTRAL
UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE QUERETARO
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V. METODOLOGIA
V.1 Materiales
V.1.1 Para andlisis cromatograficos

* Cromatofolios recubiertos de gel de silice (silica gel 60 F2s4, Merck).

* Tubos capilares, camaras para cromatografia en capa fina de diversos
tamarios y rociadores de vidrio.

e Membranas de nylon y polipropileno hidrofilico para filtracién de disolventes
(47 mm de diametro y 0.45 pm de tamario de poro).

o Acrodiscos para la filtracion de muestras (13 mm de didmetro y 0.2 um de
tamarfio de poro).

* Jeringas micrométricas de vidrio y desechables de 100 y 150 i para
inyeccion de muestras.

* Jeringa de purga con capacidad de 10 ml.

* Loops (lineas de inyeccion) de diversas capacidades (5,10, 20, 50, 100, 200
y 500 pl).

¢ Columnas de vidrio de diferentes tamarios para CC.

e Columnas analiticas PrepNova-Pak HR C; (3.9 x 300 mm y 19 x 300 mm,
HBondapak) y aminopropilo (NH,) (3.9 x 300 mm y 19 x 250 mm).

V.1.2 Disolventes y reactivos para los analisis cromatograficos

* Acetona, hexano, diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, acetonitrilo,
metanol y agua grado reactivo (J. T. Baker y/o Mallincrodt).

o Agua destilada Grado HPLC de la marca J. T. Baker y/o Mallincrodt.

* Acetonitrilo grado HPLC de Ia marca Caledon o Mallinkrodt.

* Metanol grado HPLC de la marca J. T. Baker y/o Mallincrodt.

* Reactivos para la preparacion de la solucién reveladora de sulfato cérico.

11



V.1.3 Equipos

¢ Parrilla eléctrica.

» Balanza analitica marca Ohaus (0.00001-250.0 g).

¢ Lampara ultravioleta con longitudes de onda de 254 y 366 nm.

* Aparato para punto de fusién Fisher-Johns provisto de un termémetro de
300 °C de alcance.

¢ Bombas de vacio.

» Sistema Cromatografico de Ia marca Waters equipado con una bomba
Cuaternaria de entrega de disolventes modelo 600, un detector de UV-visible
programable 486, un detector de arreglo de diodos Waters modelo 996, un
inyector manual Rheodyne 7725i y un degasificador electrénico (Metachem
Technologies Inc.). El control del equipo, la adquisicion de datos, el
procesamiento y manipulacion de la informacién se realizaron utilizando el
programa Millenium®? (Waters).

V.2 Métodos

V.2.1 Fraccionamiento mediante cromatografia en columna
V.2.1.1 Columna abierta

La muestra que constituyé el objeto del presente trabajo fue obtenida
como fraccién IX metandélica durante un estudio quimico preliminar del extracto
original llevado a cabo antes del inicio de la presente tesis; ésta fraccidn se
seleccion6 debido a que la mayoria de los compuestos con actividad bioldgica
Se encuentran en las fracciones mas polares. La metodologia seguida para los
estudios quimicos de esta fraccion se resume en la Figura 2. Se pesaron 1.6828
g de la muestra y se adsorbieron en 1.8 g de gel de silice. Posteriormente, se
aplico a la columna previamente rellenada con la suspensién de gel de silice
hasta las dos terceras partes de su volumen. A continuacion, se agregé sulfato
de sodio anhidro sobre la muestra con la finalidad de protegerla contra el
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rompimiento y controlar la humedad del ambiente. La elucién de la columna se
llevé a cabo agregando diferentes disolventes de menor a mayor polaridad
(diclorometano, acetona, metanol y agua), con el objeto de poder arrastrar los
compuestos correspondientes a |a polaridad utilizada. Se recolectaron en total
135 fracciones de 250 ml. Cada fraccién se concentré en el rotaevaporador a
presion reducida. De los residuos obtenidos, se realizaron las cromatografias en
capa fina, utilizando las fases méviles apropiadas a la polaridad de cada
fraccion:  diclorometano-hexano (9:1) para las fracciones 1-9, acetona-
diclorometano (6:4) para las fracciones 10-26, acetona-metanol (98:2) para las
fracciones 27-31, (70:30) para las fracciones 32-37, (60:40) para las fracciones
38-61, (1:1) para las fracciones 62-80, metanol-agua (2.5 ml:10 gotas) para las
fracciones 82-135. Se juntaron las que presentaron un perfil similar. De esta
forma, se obtuvieron VI fracciones combinadas (ver Cuadro 1 en Resultados).

Fraccién metandlica primaria (IX) de Chenopodium murale

Cromatografia en columna abierta

lra] [F8] [Fc F-D FE FF F-G

HPLC Desechado

T T

CmLu-1 CmlLu-2 CmLu-3 CmLu-4 Cmlu-5 CmLu-6

Figura 2. Marcha seguida durante los estudios quimicos de la fraccién
metandlica primaria (1X).
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V.2.2 Cromatografia en capa fina

Los andlisis por cromatografia en capa fina se realizaron utilizando
cromatofolios recubiertos de gel silice (silica gel 60 F2s4, Merck) de 20 X 20 cm,
con espesor de la fase estacionaria de 2 mm, esto con el fin de realizar los
analisis de cada una de las fracciones obtenidas en |a columna abierta para la
Separacion y purificacion de Jos compuestos a nivel preparativo. Para evaluar la
presencia de compuestos en |Ia placa cromatografica, se dej6 evaporar el
eluyente de la placa. Después, la placa se €xpuso a una lampara con emisién
de luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y de onda larga (366 nm). Se
marcaron las zonas que presentaron fluorescencia. Finalmente, las placas se
impregnaron con el agente cromégeno (sulfato cérico) mediante aspersién y se
revelaron por calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de 80 °C.

V.2.3 Preparacion de Ia solucién reveladora de sulfato cérico para
cromatografia en capa fina (CCF)

Se adicionaron lentamente 12 g de sulfato cérico amoniacal y 22.5 ml de
acido sulfdrico concentrado a 350 g de hielo picado y se agito lentamente hasta
formar una solucién homogénea.

V.2.4 Purificacién de los principios

V.2.4.1 Implementacién de condiciones en cromatografia de
liquidos

Para poder purificar los compuestos obtenidos de cada una de las fracciones

secundarias i, IVy V, se requirio investigar las condiciones optimas para el analisis

en HPLC. Los parametros a definir fueron las fases estacionarias, carga maxima,

fases méviles, modo de elucién (isocréatico o gradiente), detector y el tiempo de

elucion. En un inicio, se probaron varias columnas, dando finalmente mejores
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resultados la analitica de aminopropilmetilsilicio (uBondapak, 3.9 x 300 mm). La
fase mévil estuvo formada por H0-CH3CN-MeOH (15:70:15) y el flujo fue de 5
ml/min.

V.2.4.2 Purificacion de los constituyentes de la fraccion C

La fraccion secundaria seleccionada para la busqueda de compuestos,
(fraccién C, Cuadro 1) se sometié previamente a lavados con cloroformo.
Posteriormente, se inyecté en el cromatdgrafo de liquidos (HPLC) (Bah y
Pereda-Miranda, 1996; 1997), utilizando Ia columna semipreparativa de
aminopropilmetilsilicio (19 x 250 mm). Se colectaron los picos presentes
denominados como CmLuy-1 a CmLu-6, llevando a cabo numerosas inyecciones.
Finalmente, se registraron los datos espectroscopicos de RMN de los picos
obtenidos. Este registro se llevé a cabo en Ia Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion de la UNAM (USAI).
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VI. RESULTADOS

La elucién de la columna para la separacién de los constituyentes de la
fraccion IX objeto del presente trabajo se llevé a acabo utilizando un gradiente de
polaridad y recogiendo fracciones de aproximadamente 250 ml. Los sistemas de
elucién de la CC de la fraccion IX estudiada, las fracciones recogidas, las fracciones
combinadas y sus respectivos pesos se reportan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta sobre ge!
de silice de la fraccion metandlica primaria 1X de C. murale.

SISTEMA PROPOR- FRACCIONES DENOMINACION PESQOS
ELUYENTE CION RECOLECTADAS DE LAS (mg)
FRACCIONES
CH,Cl> 100 1
CHCl>- 9:1 2-9 A 21.8
Acetona 1:1 10-22
Acetona 100 23-28 B 13.31
29-38 C 106.42
9:1 39-60
Acetona- 7:3 61-70 D 151.91
MeOH 1:1 71-80
MeOH 100 81-115 E 82.60
116-122
MeOH-H,0 8:2 122-129 F 1.12
130-132 G 2.034
6:4 133-135

Las fracciones recolectadas se juntaron en nuevas fracciones (A, B, C, D, E,
F, vy G), de acuerdo a la similitud de los perfiles obtenidos en la cromatografia en
capa fina (CCF).

Para buscar la presencia de algunos grupos funcionales en estas diferentes
fracciones, se trat6é de registrar los espectros infrarrojo de las fracciones Ay B.

Por razones de abundancia de la fracciéon secundaria C, ésta se selecciond

para la busqueda de compuestos. El analisis de esta fraccion mediante HPLC
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genero el cromatograma de la Figura 3. Se colectaron los picos con los tiempos de

retencion y los pesos indicados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Picos recolectados de la fraccion secundaria C.

[‘ Pico (tg, min) Peso (mg)
5.57 2.24
14.49 5.1
15.54 15.41
16.85 3.49
20.23 1.8

L 22.17 4.98

A los picos con los tiempos de retencion (tr) de 5.57, 14.49 y 20.23 min, se
les asignaron las claves de CmLu-1, CmLu-2 y CmLu-3 Yy se registraron sus
espectros de RMN "H y/o "*C unidimensionales (Figuras 4-20).
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Cmlu-1 / CD30D

1H 28%.7 WHZ

Raf. CD30D 3.3 ppm

300-2

rém

Pulse Seguence: prasat
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?.626
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'7.58  7.62 ppm

— . — e
—————————— T T T T T T T T T T [T
8 7 [ 5 4 3 2 1 ppa
Lyt — gt e L i e s e
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Figura 4. Espectro de RMN 'H del pico CmLu-1.
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CmlLu-1 / CD30D

1H 299.7 MHz

Ref. CD30OD 3.3 ppm
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rdm

Pulse Sequence: presat
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Figura 5. Ampliacién de una porcion del espectro de la Figura 3.
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13C 75.5 MHz

Ref. CD3DD 4% ppm
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Pulse Seguence: s2pul
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Figura 7. Espectro de RMN °C del pico CmLu-1. .
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7.728

E E ST——" P ] |

© @@
L4 m N
@ ©©
~ M~
~
Ead
-
~
K
~ e
o ©
~ d
* ~
~
w
g & 3
. L4 n
~
~ ] ]

H
N

V4
J‘ W, )
— ——r— ————rT
LS S S A SR L R T —— T T v v Y L S S S ER B B S T T
11 19. 9 8 7 [ S 4 3 2 1 ppm
e — bt
. 15.09
AT 2032 oy 3.97 38.27

Figura 8. Espectro de RMN '"H de CmLu-2.
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Figura 10. Espectro de RMN "*C de CmLu-2.
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Pulse Sequence: s2pul
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Figura 11. Regi6n de campo alto del espectro de RMN '3C de CmLu-2.
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~F. Rogelio Pereda/Mabel Fragoso
Calu-2,/C030D

13C 75.5 MHz

Ref. cD3oD 48.15 ppm

300-1

VHAS

Pulse Sequance: $2pul

132,541
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Figura 12. Ampliacion de una region del espectro de RMN
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Figura 13. Espectro de RMN 'H de CmLu-3.



goso

18 /FEBRERD /2005
Dr. Rogeljo Pereda ;/ Mabal Fra.

&
-
| &
+
9
n
)
3 © n.‘_u
s 3
® L
I £
TR L
s08° m% | @)
¥19°s L ()
129°¢ ” ©
625°¢ L
¥09°E I
omu”.n \s
195°¢ . -
- s
@
L [}
| ©
il @]
Lo o
o
I ©
(O]
(o}
[72)
[ = o
L Amw
©
c
[ - 0
L= o
<
o
©
C
.lz S
[ < ©
L ©
k C
R
- ()
- ©
Fsy
E
o <
L < <
L hwnd
. [ o
- m » wu
s = K e
s a 8 -
Bee 2
/"M o Ins-
ER <
- -0 8 -
8523¢ 2 3




4 Rabel rragoso

S et ¥ Ol GUa

CeLu-3"/ CD30D
1N 400 MHz

<3 ppm

Ref. Co3op 3

400
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Pulse Sequence: presat
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Figura 15. Ampliacién de una region del espectro de RMN 'H de CmLu-3.
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Figura 16. Ampliacion de la regién de campo alito del espectro de RMN 'H de CmLu-3.
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Figura 17. Espectro de RMN "*C de CmLu-3.
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Figura 18. Ampliacién de una region del espectro de RMN "*C de CmLu-3.
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Figura 19. Ampliacién de una region del espectro de RMN °C de CmLu-3.
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Figura 20. Ampliacion del espectro de RMN °C de CmLy-3.




Vil. DISCUSION

Los flavonoides con las actividades espasmoliticas sobre el sistema
digestivo y cardiovascular que han sido descritos previamente al presente
trabajo fueron aislados de las porciones polares del extracto de C. murale.
Teniendo en cuenta €s0s antecedentes quimicos de la especie, en el presente
trabajo se €scogié una de las fracciones mas polares obtenidas de I
cromatografia en columna del extracto original, para la busqueda de flavonoides.
Durante Ia implementacion de condiciones analiticas en cromatografia de
liquidos de alta resolucién para una buena separaciéon de los constituyentes
individuales de Ia fraccion, se utilizaron diversas fases méviles y estacionarias.
La columna que mayor resolucién proporcioné fue Ia de aminopropilmetilsilicio
(nBondapak, 19 x 250 mm, 125 A 10 mm), con un sistema eluyente formado por
una mezcla ternaria de acetonitrilo-agua-metanol, en la proporcién de 70:15:15 y
al flujo de 5 ml/min. La deteccion se llevé a cabo a la longitud de onda de 254
nm. Sin embargo, a pesar de Ia aparente intensidad de los picos observados, los
rendimientos de las fracciones colectadas durante el analisis de esta fraccion
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién No proporcionaron
cantidades satisfactorias que permitieran una purificacion ulterior Optima y, por
lo tanto, una elucidacion estructural de los metabolitos aislados. No obstante, se
decidié registrar algunos espectros de RMN de los compuestos semipurificados
para tener una idea acerca de Ia naturaleza de los constituyentes de Ia fraccion
analizada. Esto permitiria reorientar una futura investigacién de las fracciones
adyacentes a la estudiada con mayor abundancia para la busqueda de mejores

rendimientos.

Ninguno de los espectros de RMN muestra sefiales caracteristicas para
flavonoides. Aunque con los datos preliminares que se obtienen es imposible
establecer una estructura quimica para los compuestos impuros que se tienen,
los espectros RMN 'H de tres de los constituyentes (CmLu-1, CmLu-2 y CmLu-
3) mostraron sefiales a campo bajo, caracteristicas de protones aromaticos
situados en posiciones con vecindades desactivadas en el anillo. Estas
multiplicidades situadas en el rango de 3 7.6 a 7.8 ppm, representan protones
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Con un patrén de acoplamiento 0-m (J = Hz) que sugiere un anillo bencénico o-
sustituido de manera pseudosimétrica. Se confirma la presencia del anillo
aromatico en el pico CmLu-1 mediante las 4 sefales en el espectro RMN 3C en
6 128-144 ppm, 'los cuales corresponden-a 2 pares de carbonos equivalentes.
Para CmLu-2, esas senales se encuentran en 8 129.97 (2C), 132.54 (20),
133.67 (1C) y 143.31 (1C) ppm. Para ¢ constituyente CmLu-3, |as senales se
sitian en 5 128.3 (1C), 129.9 (2C), 1324 (2C) y 133.54 (1C). Asimismo, se
observa en los espectros de RMN BC de tres de las Mmuestras analizadas, la
Presencia de un grupo carbonilo (C=0) propio de una funcién éster asd=1695
PPm para CmLu-2, 169.36 Y 170.4 para CmLu-3 y 177.20 ppm para CmLu-4. Se
requiere obtener los espectros infrarrojo de esas muestras para confirmar la
funcién éster de estos Compuestos. A pesar de numerosas horas de adquisicion,
ninguna sefal para grupo carbonilo se registré en el caso de CmLu-1, debido
quizas a la muy baja cantidad de muestra. Los sustituyentes de naturaleza
alifatica en todos los compuestos incluyen grupos metilos endentre 0.8y 14
ppm en el espectro RMN 'H, grupos metilenos entre 1.2 Y 2.4 ppm y sefiales

propias de protones en carbonos bases de oxigeno en la regién de 3 — 4.7 ppm.

Evidentemente, estos no son mas que resultados preliminares. Para la
caracterizacion estructural completa, se requerir4 Ia purificacion mediante la
técnica de reciclaje de los picos que tengan una abundancia que lo permita,
hasta alcanzar una homogeneidad adecuada. Posteriormente, sera necesario
obtener los espectros infrarrojo, a través de los cuales seé podra determinar en
particular la funcionalidad exacta de los grupos C=0. Se deberan de registrar los
espectros RMN en varias de sus modalidades, incluyendo la correlacion
homonuclear "H~"H COSY y/o el TOCSY (correlacién homonuclear total H-"H,
€n caso necesario) para determinar los diferentes sistemas de espines, Ia
correlacion heteronuclear a un enlace 'H-'3C (HECTOR o HSQC), el DEPT
(técnica de exaltacion nuclear por transferencia de polarizacién) o una técnica
equivalente (APT, INEPT) y la correlacién heteronuclear '"H-'3C a larga distancia
(tres y cuatro enlaces) (HMBC). Para comprobar la presencia de un anillo
aromatico en los compuestos, un experimento adecuado seria el registro de los
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espectros de masas, mediante Ia técnica de impacto electrénico. La misma
técnica en la modalidad de ionizacion suave, ya sea utilizando el bombardeo
rapido de &atomos (conocido como FAB) o la jonizacion quimica, permitira
obtener las masas moleculares de los compuestos purificados.
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Vill. CONCLUSIONES

Los compuestos que integran la fraccion estudiada parecen ser fenoles
simples con cadenas laterales alifaticas. No han sido descritos ese tipo de
Compuestos entre las especies de Chenopodium estudiadas desde el punto de vista
quimico, con excepcion de siete amidas del acido cinamico en C. album, especie en
la cual también se ha descrito una fototoxicidad, atribuida en este caso a la
presencia de furanocumarinas, a pesar de que esos fenoles no han sido aislados en
la planta.

La purificacién de los compuestos detectados en el presente trabajo y su
caracterizacion estructural constituirdn una aportaciéon que enriquecera el
conocimiento del perfil metabélico de C. murale, especie ampliamente usada en Ia
medicina tradicional de México y al mismo tiempo permitira explorar su potencial
farmacolégico.

A pesar de que los metabolitos detectados no son flavonoides, la presencia
de tales compuestos en la especie mexicana no se descarta en las otras fracciones

del extracto original que no han sido analizadas.
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