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RESUMEN

La amibiasis es una de las enfermedades parasitarias de mayor importancia en paises
subdesarrollados con climas tropicales y subtropicales, siendo México un pais en el cual
los datos epidemiolégicos demuestran que el 20 % de la poblacidon se encuentra
infectada por el protozoario Entamoeba histolytica. La principal quimioterapia para esta
enfermedad se basa en el uso de imidazoles principalmente del Metronidazol el cual es
la causa de numerosos efectos secundarios producidos tras su administracién, por lo que
es necesario obtener nuevos compuestos antiprotozoarios que ayuden a lograr mejores
tratamientos. La medicina tradicional usada en el noreste de México menciona el empleo
de numerosas plantas las cuales pueden ser empleadas para el tratamientos de
desordenes intestinales provocados por pardsitos tanto protozoarios como helmintos. El
objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad amebicida de 15 plantas
medicinales empleadas en la medicina tradicional mexicana y aislar e identificar los
compuestos con la principal actividad amebicida del extracto de la planta que presente el
mayor porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento del parésito. Ruta chalepensis fue la
planta con el mayor porcentaje de inhibicién, se utilizaron 660 g de hojas de R.
chalepensis los cuales fueron sometidos a extraccion Soxhlet empleando metanol como
solvente de extraccion; después de eliminar el solvente, se evalud la actividad amebicida
del extracto metandlico y de sus particiones hexdnica y de acetato de etilo. El extracto
metandlico mostr6 una actividad amebicida de 90.50 % a 150 pg/ml, en tanto la
particién hexdnica fue de 93.47 % y la particién de acetato de etilo de 84.82 % las
cuales fueron evaluadas a la misma concentracion de 150 pg/ml, debido a que se
obtuvieron porcentajes de inhibicidon sobresaliente en las dos particiones se realizé la
separacion cromatogrifica de los componentes de ambas particiones. Del
fraccionamiento cromatografico se identificaron mediante diversas técnicas de RMN y
espectrometria de masas los siguientes compuestos, una mezcla de psoraleno vy
bergapteno (ICsy de 57.09 pg/ml), una mezcla de xantotoxina-isopimpinelina (ICsy de
26.22 pg/ml), chalepensina (ICsy de 38.71 pg/ml), graveolina, rutamarina (ICsy de 6.54
ug/ml) y chalepina (ICsy de 28.67 ug/ml). Como es posible observar el efecto amebicida
de R. chalepensis estd respaldado por la presencia de furanocumarinas.
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ABSTRACT

Amoebiasis disease is one of the most important parasitic diseases in third-world
countries with tropical and subtropical weather. Mexico has a prevalence percentage of
20 % of population infected by Entamoeba histolytica. The treatment is based on use of
imidazole substances, mainly metronidazole, a compound with a lot documented adverse
reactions. Therefore new compounds with antiprotozoal activity are needed. The
mexican traditional medicine recognizes several that are widely used for intestinal
disorders caused by protozoan and helminth. The objective of this research was to
evaluate the amebicide activity of 15 medicinal plants used in Mexican traditional
medicine, isolate compounds from the most active extract and evaluate individually their
amebicide activity. Ruta chalepensis was the most active plant against E. histolytica, 660
g of leaves were subjected to Soxhlet extraction with methanol, after removing the
solvent, the amebicide activity of crude extract and their hexane and ethyl acetate
partitions were tested. The methanolic extract showed a growth inhibition of 90.50 % at
150 pg/ml, hexane partition showed 93.0 % and ethyl acetate partition showed 84.82 %
at 150 pg/ml both, thus both partitions were subjected to chromatographic techniques to
isolate compounds with amebicide activity. From chromatographic partition and by
diverse RMN techniques and mass spectrometry were identified the next compounds: a
mix of psoralen-bergapten (ICsy of 57.09 ug/ml), a mix of xanthotoxin-isopimpinelline
(ICsp of 26.22 pg/ml), chalepensin (ICsy de 38.71 ug/ml), graveoline, rutamarin (ICso de
6.54 pg/ml), chalepin (ICsy de 28.67 ug/ml). These compounds could be responsibles for
the amebicide activity shown by R. chalepensis extracts.
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1. INTRODUCCION

La utilizacion de la llamada medicina tradicional en paises de América Latina y el
Caribe ha entrado en una nueva etapa debido a que representa una opcién importante
ante las necesidades urgentes de atencion a la salud y los altos costos de los
medicamentos suministrados por la industria farmacéutica (Nigenda et al., 2001). El
conocimiento para emplear las plantas como herramienta medicinal se remonta a miles
de afios atrds y ha llevado a diferentes civilizaciones a profundizar en el conocimiento de

las especies vegetales que poseen propiedades medicinales (Bandaranayake, 2006).

Las infecciones parasitarias constituyen uno de los problemas de salud mds
ampliamente distribuidos alrededor del mundo. La diseminacion de estas enfermedades
depende tanto del mal manejo de agua como de alimentos. El intestino humano es por lo
tanto el principal objetivo de numerosos agentes patdgenos que al ser ingeridos

producen grandes infecciones de las cuales la amibiasis es una de las mds importantes.

La amibiasis es una enfermedad causada por Entamoeba histolytica y es la tercer
causa de muerte por enfermedades producidas por protozoarios a nivel mundial. Este
protozoario se encuentra presente en regiones tanto de climas tropicales como

subtropicales.



Datos epidemioldgicos indican que cerca de 500 millones de personas alrededor del
mundo estdn infectadas por E. histolytica, de las cuales el 90 % se encuentran en un
estado asintomadtico y el otro 10 % expresan serios problemas intestinales tales como

colitis, disenteria y posteriormente abscesos hepaticos (Manna et al., 2010).

México es considerado una zona endémica para la amibiasis intestinal, demostrando
una seroprevalencia de hasta un 8.4% (Caballero-Salcedo et al., 1994), donde el 20 % de
la poblacién son portadores asintomadticos, 2 % de enfermos y entre 0.1 y 0.2 % de
muertes, lo que hace que la amibiasis se encuentre entre las primeras causas de
morbimortalidad en el pais (Conde-Bonfil y Mora-Zerpa et al., 1992). La incidencia de
amibiasis para la semana nimero 49 del afio 2013 fue de 318439 casos en todo el pais

(CENAVECE).

El metronidazol es el tratamiento comun para esta etiologia, sin embargo
recientemente se ha reportado el desarrollo de mecanismos de resistencia en E.
histolytica al uso de este farmaco. La resistencia en E. histolytica al tratamiento regular
dificulta el control de la enfermedad trayendo consigo un aumento en la dosis empleada
y en el tiempo de tratamiento lo que origina un acentuamiento en los efectos secundarios
que el metronidazol produce en el organismo como son cefaleas, nduseas, sequedad en la
boca, sabor metdlico, vomito, diarrea, mareo, vértigo, encefalopatia, convulsiones, ataxia
e incoordinacién. Todo lo anterior permite tener una panoramica de la importancia del

desarrollo de nuevos tratamientos para la amibiasis.



2. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de 15 plantas medicinales mexicanas presentan actividad

inhibitoria contra trofozoitos de Entamoeba histolytica.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar actividad contra E. histolytica de los extractos metandlicos de 15 plantas
medicinales mexicanas asi como aislar e identificar los compuestos bioactivos del

extracto que presente la mayor actividad.

3.2 Objetivos particulares

1. Obtener extractos metanodlicos de 15 plantas medicinales mexicanas.

2. Determinar los pardmetros de crecimiento de E. histolytica para medir tiempo
de duplicacién y tiempo de generacion.

3. Evaluar el efecto amebicida sobre el trofozoito de E. histolytica de los 15
extractos obtenidos anteriormente.

4. Fraccionamiento del extracto metandlico con mayor actividad contra E.
histolytica utilizando hexano y acetato de etilo como solventes de particion.

5. Realizar prueba amebicida contra E. histolytica de las fracciones obtenidas
para continuar con un fraccionamiento biodirigido.

6. Aislar, purificar y determinar la estructura quimica de los compuestos que

exhiban actividad amebicida, utilizando técnicas cromatogréaficas y técnicas
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espectroscopicas como son espectroscopia de IR, RMN ('H, BC-RMN,
DEPT, HMBC, HMQC) asi como espectrometria de masas.



4. ANTECEDENTES

4.1 Amibiasis

La infeccién con E. histolytica es un problema endémico en muchas regiones
tropicales y subtropicales en el mundo y junto a la amplia diversidad de culturas y
niveles socioecondmicos permite catalogar a la amibiasis como la tercera parasitosis
causante de muerte. Alrededor del 10 al 20 por ciento de la poblacién mundial se
considera infectada y el 10 por ciento de esta poblacién sufre de la enfermedad, con una
letalidad que oscila entre el 0.1 y 0.25 por ciento orillando al fallecimiento de 40000 a
110000 personas cada ano debido a complicaciones intestinales y extraintestinales
causadas por la amibiasis (Conde-Bonfil and Mora-Zerpa, 1992; Gonzélez et al., 1995).
Por otro lado, tanto en Latinoamérica como en México la amibiasis tiene una presencia
que va desde un 24 a un 39 % en la poblacién, con una distribucién de 22 % en recién
nacidos, 30 % en infantes en edad preescolar y 20 % en nifios en edad escolar (Davila-

Gutierrez et al., 2002; Romero-Caballero et al., 2005; Ramos et al., 2005).

La presencia de E. histolytica ha sido documentada desde la antigiiedad, donde la
disenteria fue descrita con el nombre de “flujo de vientre” por Celso e Hipdcrates, para

después seguir siendo descrita en textos de diferentes culturas e idiomas: hebreo, griego,



chino, sanscrito (Pinilla et al., 2008). Entamoeba. histolytica fue descubierta por Losch
en 1875 en las heces de un enfermo de disenteria en San Petersburgo (Beaver et al.,

2003).

El tratamiento farmacoldgico clasico contra la amibiasis se basa en el uso de
metronidazol, tratamiento que desde su introduccién como control de esta etiologia ha
sido modificado en repetidas ocasiones con el surgimiento de otros farmacos con
propiedades amebicidas, de los cuales se pueden mencionar el tinidazol, secnidazol y
ornidazol, los cuales al igual que el metronidazol son derivados del 5-nitroimidazol, el
mebendazol perteneciente al grupo de los benzimidazoles, asi como la quinfamida,
nitazoxanida, emetina, furoato de diloxanida, diyodohidroxiquina, paromomicina y
cloroquina (Adagu et al., 2002; Bansal et al., 2006; Mata-Cérdenas et al., 2008;
Gonzdlez-Salazar et al., 2009). Sin embargo aunque el abanico de farmacos disponibles
para el tratamiento de esta parasitosis es amplio no es del desconocimiento el hecho de
que poseen varios efectos adversos de diferente grado de severidad (Bendesky and
Méndez, 2001) por lo que existe la necesidad de nuevos fairmacos que presenten menos

efectos secundarios adversos.

4.2 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es un protozoario del orden Amoebida, familia Endamoebidae
(Zerpa et al., 2007) y presenta dos estadios en su ciclo bioldgico: trofozoito, el cual tiene

dimensiones fluctuantes que van de 20 a 40 um de didmetro segtin el grado de actividad



y otras condiciones, y quiste que va de 10 a 20 um de didmetro (Beaver et al., 2003,

Zerpa et al., 2007), ver figura 1.

E. histolytica es una causa comun de diarrea cronica y aguda particularmente en
paises en desarrollo que infecta alrededor de 500 millones de personas y anualmente
mueren 110 000 por complicaciones, por lo que la amibiasis es considerada la tercera
parasitosis causante de mortalidad mundial después de la malaria y la esquistosomiasis
(Pinilla et al, 2008). El aspecto clinico de la enfermedad puede ir de portador
asintomatico a enfermedad invasiva ocasionando la destruccién de los dérganos y la
invasion de los tejidos donde la disenteria y los abscesos hepdticos son las mds graves
manifestaciones clinicas (Mata-Céardenas et al., 2008). Su ciclo de vida es simple, la
amiba vive y se multiplica en el intestino y forma quistes que son expulsados en las
heces fecales para posteriormente infectar nuevos individuos cuando €stos consumen
alimento o agua contaminada (Cox, 2002, Beaver et al., 2003). El 90 % de las
infecciones son asintomaéticas en tanto que el 10% son sintomaticas (Pinilla et al., 2008),
en los casos donde hay una invasiéon de la pared del intestino, causando severas
ulceraciones. Si la infeccidon avanza causando dafio en los vasos sanguineos, ésta puede
ser acarreada a sitios extraintestinales, afectando principalmente al higado localizando
las lesiones comunmente en el 16bulo derecho, pero también toman importancia las
lesiones localizadas en el cerebro, piel y pulmones (Cox, 2002, Beaver et al., 2003,

Pinilla et al., 2008).



Fig. 1 E. histolytica en medio PEHPS. Vista con un aumento de “40 X”

4.3 Productos naturales con actividad amebicida

Actualmente la medicina tradicional representa una importante opcion ante las
necesidades de atencidn a la salud en los diversos paises de Latinoamérica y el Caribe,
por lo que anteriormente se ha evaluado la actividad amebicida de extractos crudos de
Chiranthodendron pentadactylon, Annona cherimola, Punica granatum, Allium sativum,
Artemisa ludoviciana, Bocconia frutescens, Cocos nucifera, Chenopodium murale,
Ocimum basilicum, Thymus vulgaris (Calzada et al., 2006a), Syzygium aromaticum
(Bader and Moslen, 2008), Pterocarpus angolensis, Lippia javanica (Samie et al., 2009)
y Phaseolus vulgaris (Lara-Diaz et al., 2009). Por otra parte se han aislado compuestos
naturales los cuales han presentado una actividad amebicida sobresaliente, de estos se
puede mencionar el lipido galacto-glicerol compuesto aislado de Oxalis carnuculata
(Lohia et al., 2008). Del mismo modo ha sido reportada la actividad amebicida del
compuesto  2-(prop-1-inil)-5-(5,6-dihidroxihexa-1,3-diinil)-tiofeno (1) obtenido de

Pluchea indica (Biswas et al., 2007), de la antraquinona crisofanol (2) aislada de los



extractos de raiz, corteza y hojas de Sena racemosa (Moo-Puc et al, 2007) del
simaroubolidano X aislado de Castela texana (Calzado-Flores et al., 1983), de la
conemorfina (3) aislada de Chonemorpha fragrans (Shah et al., 1987), de los geraninos
A, B, C y D (4-7) de Geranium niveum, de la isoquercitrina (8), el eritrodiol (9), el
quercetin-3-O-(6"-O-E-cafeoil)- -D-glucopiranosido (10) y narcisina (11) obtenidos de
Conyza filaginoides, de la (-)-epicatequina (12), (-)-epigalocatequina (13), camferol (14)
e incomptina A aislados de Decachaeta incompta (Calzada et al., 1999ab, 2001a,b,
2009), de las neuroleninas B, C y D (15-17) de Neurolaena oaxacana (Claus et al.,
1999) y la mezcla de los compuestos sulfoquinousildiacilglicerol (18, 19 y 20) aislados
de nombre de planta (Cantillo-Ciau et al., 2010). En la figura 2 se muestra la estructura

de algunos de estos compuestos.

El impacto de los productos naturales para el desarrollo de nuevos farmacos ha
tomado importancia, no so6lo para contrarrestar el céancer, sino también para
enfermedades microbianas e infecciones parasitarias (Butler, 2008). En la actualidad se
mantienen en el mercado dos fdrmacos antiparasitarios de origen natural de un total de
13 farmacos de diferente origen, la artemisina aislada del Artemisia annua y la
ivermectina obtenida de Streptomyces avermitilis (Klayman et al., 1984; Omura 2008;

Newman and Cragg, 2012).

Por miles de afios, la medicina y los productos naturales han estado estrechamente
relacionados a través de la medicina tradicional (Ventura and Solange, 2009), por lo
tanto en México, la Secretaria de Salud ha propuesto un proyecto para promover el
desarrollo, conocimiento y utilizacién segura en condiciones adecuadas de la medicina

tradicional y las medicinas complementarias promoviendo para ello la validacion de la
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actividad biolégica de 60 plantas medicinales mexicanas de amplio uso en nuestra
poblacién (Secretaria de Salud, 2007). Dentro de estas plantas se han seleccionado 15
que tiene gran uso en el noreste de México y que se describen a continuacion.

A
=

S/
A\
A\

4 R=H, Rj=H, R=H
S R=H, R;=0H, R=H
6 R=H, R,=H, R=OH
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10 R=OMe, R,= OH, Ry=H, Rs.*¢"""""0 13 R_OH( ), R,=Rs=R,=Rs=OH, R¢=H

11 R=R,=H, R;=OH Rs=Rha 13 R=OH( ), R=R;=R,=Rs= R=OH

14 15 R=0OAc, Ry=iVal

16 R=0iVal, R,=H
17 R=0OH, R,=iVal

HO S;0H L L
18 R;=Palmitoil, R,=Miristoil

HO 0o 19 R =Palmitoil, R,=Palmitoil

HO Oi 20 R,=Palmitoil, R,=Oleoil
OR,

Figura 2. Compuestos con actividad amebicida aislados de plantas con actividad
amebicida. 2-(prop-1-inil)-5-(5,6-dihidroxihexa-1,3-diinil)-tiofeno (1); crisofanol (2);
conemorfina (3); geranino A (4); geranino B (§); geranino C (6); geranino D (7);
isoquercitrina (8); eritrodiol (9); quercetin-3-O-(6"-O-E-cafeoil)- -D-glucopiranosido
(10); norcisina (11); (-)-epicatequina (12); (-)-epigalacatequina (13); camferol (14);
neurolenina B (15); neurolenina C (16); neurolenina D (17); sulfoquinousildiacilglicerol
1 (18); sulfoquinousildiacilglicerol 2 (19); sulfoquinousildiacilglicerol 3 (20).
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4.4 Plantas seleccionadas para este estudio

4.4.1 Artemisia mexicana (Estafiate)

Es originaria de Estados Unidos de América, México y Guatemala y se ubica en 17
estados del pais que incluyen Valle de México, Estado de México, Michoacén, San Luis
Potosi, Veracruz y Chihuahua, entre otros. Habita en climas cdlido, semicdlido,
semiseco y templado, crece a las orillas de los caminos, en terrenos de cultivos
abandonados y es cultivada en huertos familiares, es una hierba erguida de hasta de 1 m
de altura. Tiene sus ramas grisiceas o blanquecinas y sus hojas divididas en tres, con
forma de listones alargados, por el envés son peludas y blanquecinas y verdes en el
anverso. Las flores son amarillentas acomodadas en cabezuelas numerosas que al
estrujarse despiden un olor caracteristico (BDMTM, 2012). A. mexicana posee una
amplia y variada actividad biolégica donde se puede mencionar la actividad antidiarreica
en ratas wistar y cepa CD1 debido al nonaldehido aislado de la misma (Zavala-Sanchez
et al., 2002); actividad antitumoral debido a los arteminolidos A, B, C y D (Bork et al.,
1997; Lee et al.,2003), actividad fungicida contra Candida albicans, Colletotrichum
lindemuthianum, Mucor circinelloides, Saccharomyces cerevisiae, Sporothrix schenckii
(Damian-Badillo et al 2008), Trichophyton rubrum, Microsporum canis, M. gypseum
(Lopes-Lutz et al., 2008) y contra diversas especies del género Phytophtora (Damian et
al., 2010). Por otro lado ha sido reportada la actividad bactericida de A. mexicana ya que
inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus y S. epidermidis (Lopes-Lutz et al.,
2008), Vivrio cholerae (Sanchez et al., 2010) y ademds inhibe la adherencia y la

produccién de citotoxina en Campylobacter jejuni y C. coli (Castillo et al., 2011) por
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otra parte también ha sido reportada la actividad antioxidante debido a ndmeros
compuestos polifendlicos presentes en A. mexicana (Carvalho et al., 2011). Sin embargo
reportes sobre el género Artemisia demuestran que posee actividad antimaldrica
originada por la artemisina (Celeghini et al., 2009). Con respecto a la investigacion
fitoquimica realizada en A. mexicana hace evidente la presencia de sesquiterpenlactonas
y flavonoides (Liu and Mabry, 1982; Ruiz-Cancino et al., 1993; Stermitz et al., 2002)
asi como la presencia en el aceite esencial de monoterpenos como el alcanfor, -y -
belandrenos, limoneno, 1,8-cineol, el alcohol p- -dimetilbenzilo, sesquiterpenos
oxigenados con un grupo S-eteniltetrahidro-5-metil-2-furanil como sustituyente como la

davanona (Martinez, 1994; Lopes-Lutz et al., 2008).

4.4.2 Capsicum annuum (Chile)

El género Capsicum incluye varias especies cultivadas ampliamente alrededor del
mundo sin embargo Capsicum annuum es una de las especies mds representativas y que
ha acaparado una mayor atencién por su extensa distribucién desde Asia, Africa, el
mediterrdneo y América de donde es originaria. C. annuum es una planta cultivada
copiosamente debido a su gran utilidad como alimento, especia y como una herramienta
medicinal. C. annuum es una planta con numerosos reportes de actividad bioldgica,
resaltando la actividad antioxidante (Guil-Guerrero et al., 2006; De Marino et al., 2008,
Jang et al, 2008) de ciertos compuestos presentes como xanthina, capsorubina,
capsaicina, y demds capsinoides.(Maoka et al., 2001; Ochi et al., 2003). Del mismo modo
existen reportes de actividad anticancerigena (Aggarwal et al.,2008) y la presencia de

compuestos proapoptoticos como el icarisido Es (lorizzi et al, 2001); actividad
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antifingica contra Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium solani y F. graminearum (Kuku
et al, 2009) y actividad bacterostatica contra Listeria monocytogenes por
fenilpropanoides aislados de C. annuu (Acero-Ortega et al., 2005) y una notable actividad
analgésica, poseyendo compuestos que controlan el dolor post-herpético, de artritis
reumatoides, neuropatias diabéticas, osteoartritis y de la cefalea en racimos (Constant et
al., 1995). Por otra parte el estudio fitoquimico de esta planta ha permitido el aislamiento
de glucésidos, carotenoides, flavonoides en fruto y amidas dcidas del tipo vainillilamina
en frutos de variedades irritantes, en tanto en frutos de variedades dulces predominan
compuestos conocidos como CLS, sustancias tipo capsinoides, como lo son el capsiato,
dihidrocapsiato y nordihidrocapsiato los cuales son los mas representativos (Kobata et al.,
1999; lorizzi et al., 2001; Maoka et al., 2001; Materska et al., 2005) y de sesquiterpenos

aislados de tallos y hojas (Kawaguchi ez al., 2004).

4.4.3 Castela texana (Chaparro amargoso)

Castela texana es un arbusto lefioso distribuido ampliamente en las regiones dridas
del noreste de México y en el sureste de Texas. Esta planta ha sido empleada desde
principios del siglo XX para el control de la disenteria amibiana ademds de presentar
otras actividades antiprotozoarias como las reportadas ante Trichomonas vaginalis y
Plasmodium falciparum, actividad bioldgica que fue exhibida por el extracto metandlico
y la chaparrina de C. fexana (Calzado-Flores et al., 1998a,; "Calzado-Flores et al.,
1998); por otro lado los compuestos aislados de la misma como la chaparrinona,
glaucarubolona y holacantona poseen actividad citotoxica (Dou et al.,1996). Ademas a

esta planta también se le atribuye actividad antimutagenica, antioxidante, antigenotoxica
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y quimioprotectora (Reyes-Lopez et al., 2005). En cuanto a su estudio fitoquimico se ha
reportado el aislamiento de un tirucaleno tipo triterpenoide llamado 24-epi-piscidinol A
(Mcchesney et al., 1997), asi como la presencia de un nuevo cuasinoide, llamado 11-O-
trans-p-coumaroil-amarolido en la hojas y del simurobulidano X en raiz (Dou et al.,

1996; Calzado-Flores et al., 2000).

4.4.4 Cecropia obtusifolia (Guarumbo)

Es una planta que tiene una amplia 4rea de distribucion en México desde la vertiente
del Golfo en los estados de Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Quintana Roo y Yucatan
y en la vertiente del Pacifico en el sur de Sinaloa. C. obtusifolia se emplea en la
medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo II (Andrade-Cetto y
Wiedenfeld, 2001), usado como analgésico, antiinflamatorio, antihipertensivo, relajante
muscular aparte de tener un efecto represor en el sistema nervioso central (Pérez-
Guerrero et al., 2001; Revilla-Monsalve et al., 2007). Por otro lado tiene una notable
actividad inhibitoria sobre epimastigotes de 7. cruzi (Fumiko et al., 2002). En cuestion
de los productos naturales aislados de C. obtusifolia se ha obtenido los principales
componentes de extractos acuosos, el dcido clorogénico y el isoorientin (Andrade-Cetto
and Cérdenas., 2010) ademds se han identificado azucares como la ramnosa y xilosa, el
5-(etoxi)-metil-furfural, estigmasterol, 4-etil-5-(N-3-valeroil)-6-hexahidrocumarina y el

compuesto 1-(2-metil-1-nonen-O-il)-aziridina (BDMTM).
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4.4.5 Cyclolepis genistoides (Palo azul)

C. genistoides es una planta originaria de la regiéon de Argentina y se usa
tradicionalmente en el tratamiento para enfermedades renales y diabetes (Hasegawa,
2007) ademds de que se ha comprobado su actividad antiinflamatoria mediada por la
carragenina (Sosa et al., 2011). En estudios realizados para analizar los compuestos que
componen a C. genistoides se han aislado de la parte area triterpenos y sesquiterpenos, el
acido 12 ,13 -epoxiolenolico y las sesquiterpenlactonas deacilcinaropicrina,

dihidroeleganina e isolipidiol (Heluani et al., 1997).

4.4.6 Eryngium heterophyllium (Hierba del sapo)

Esta planta es originaria de México, presente en climas seco, semiseco y templado. Se
recomienda ingerir la infusién hecha con toda la planta para padecimientos urinarios,
afecciones del higado, para bajar los niveles de colesterol, contra la bilis, diarrea, dolor
de estomago, fiebre y padecimientos pulmonares (BDMTM, 2012), sin embargo la
actividad bioldgica que se atafie a este planta no ha sido confirmada ya que no existen
estudios previos ni con el fin de confirmar su actividad bioldgica ni estudios
fitoquimicos. Por otra lado el género Eryngium posee reportes del aislamiento de
diversos productos naturales de los que se puede mencionar el aislamiento de D-manitol
de E. coeruleum, hexa-acetato de D-manitol y el camferol-7-ramno-3-glucosido de E.
macrocalix; el flavonoide rutina y las saponinas betulina y Aj-barrigenol de E.
octophyllum y la gimnospermina y el Rj-barrigenol de E. biebersteinianum. Por otra

parte también ha sido analizado el aceite esencial de E. octophyllum identificando 29
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componentes de los cuales los mds abundantes son eugenol, timol, isoeugenol, sabineno,
limoneno, dI-piperitona, piperitona y -betulenol (Ikramov et al., 1969, 1971a,b, 1973).
Mis recientemente se analizd el aceite esencial de E. corniculatum de donde se
identificé sus componentes y se observd que los principales compenentes son el 2,4,6-
trimetilbenzaldehido con un 50.8%, 50.0% y 29.8 % tanto en tallo, hoja y raiz
respectivamente, ademds del -pineno, acetato de crisantenilo, 2,4,5-
trimetilbenzaldehido, filocladieno, (E)-nerolidol y el -eudesmol (Pald-Padl et al.,

2007).

4.4."7 Gnaphalium oxypyllum (Gordolobo)

El origen de G. oxypyllum es desconocido, habita en climas cdlido, semicdlido y
templado entre los 20 y los 1875 msnm, es una planta silvestre que crece en terrenos de
cultivo, de riego y temporal, y abandonados esta distribuida en diversos estados del
centro y norte de México, incluyendo los estados de Baja California, Durango, Hidalgo,
Michoacan, Morelos, Puebla, Sonora y Tlaxcala (BDMTM, 2012). G. oxypyllum es una
planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana, de donde las
infusiones de toda la planta con flores presentan una accion antiespasmoddica, emoliente,
antiinflamatoria, antitusigena, antiespasmoédica, diurética y sudorifica; por otra parte
también se ha demostrado que pose actividad bactericida contra las bacterias
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium y Escherichia coli
actividad bioldgica lograda por los compuestos dcido ent-kaur-16-on-19-oico, zoapatlin,
13-epi-esclareol, luteolina, 3-metoxiquercetina, -sitosterol y el estigmasterol los cuales

fueron aislados tanto de flor como de hoja (Villagémez-Ibarra et al., 2001).
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4.4.8 Gymnosperma glutinosum (Tata Lencho)

El empleo de G. glutinosum en la medicina tradicional en la zonas rurales es
principalmente para tratar diversos padecimientos como los son dolores reumaticos,
diarreas y heridas, debido a que se le atribuyen propiedades analgésicas, ademds de

permitir una rapida cicatrizacion (Martinez, 1959).

El primer compuesto que fue aislado de G. glutinosum fue la gimnospermina
(Miyakado et al., 1974), posteriormente en el mismo afio de 1974 se aislaron 2
flavonoides pentametoxilados (Dominguez and Torre, 1974). En el afio 1988 se logré el
aislamiento de 21 flavonoides (Yu ef al., 1988); asi mismo, Maldonado en el afio de
1994, continud con la identificacion de los diterpenos ent-labdano y neo-clerordano, con
formula molecular C,0H3603 y CyoH3403 respectivamente (Maldonado ef al., 1994).
Recientemente, Canales y colaboradores en el 2007, lograron la identificacion de dos
compuestos, del d4cido 17-hidroxi-neo-clerod-3-en-15-oico y de la 5,7-dihidroxi-
3,6,8,2,4,5-hexametoxiflavona, los cuales presentaron actividad antibacteriana y

antifingica (Canales et al., 2007).

4.4.9 Haematoxylum brasiletto (Palo de Brasil)

H. brasileto es conocido comunmente como “palo de Brasil”, siendo utilizado en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de infecciones en boca y rifiones,
hipertension, dolor estomacal, ulceras gastricas y diabetes, asi como por su actividad

bactericida inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli entero-hemorragica (Sanchez-
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Marroquin et al., 1958; Heredia et al., 2005; Rivero-Cruz, 2008). En el afio de 1996
fueron aislados dos flavonoides, 2,6-bis-O-digaloil-3-O-galoilglucosa y 2-O-trigaloil-

1,3.,4,6-tetrakis-O-galoilglucosa, asi como cuatro galotaninos (Kandil et al., 1996).

4.4.10 Heterotheca inuloides (Arnica)

El uso tradicional de esta planta se basa en sus propiedades anti-inflamatorias (Ogura
et al, 2002; Maldonado-Lépez et al, 2008) por los compuestos 7-hidrocadalina,
dicadalenal, cariolan-1,9 -diol y la quercetina (Segura et al., 2000; Delgado et al., 2001),
asi como su actividad analgésica (Ogura et al., 2002), cicatrizante y antioxidante
(Coballase-Urrutia et al., 2010). También se han hecho reportes de actividad bactericida
sobre diversas especies de Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus y Pseudomonas de 4
compuestos aislado de Heterotheca inuloides el -cariofileno, oxido-4-5 - -cariofileno,
7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina y el 7-hidroxicadalina (Kubo et al., 1994). H. inuloides
posee numerosos reportes de compuestos aislados, donde se puede mencionar el
islamiento de diversos sesquiterpenos (Maldonado-Lépez et al., 2008; Kubo et al., 1996)
como la 3-hidroxi- —calacorena (Stipanovic and Puckhaber, 2004), del mismo modo se
logr6 el aislamiento de 10 flavonoides glicosilados y de los dcidos cafeico, protocatecuico

y clorogénico (Jerga et al., 1990).

4.4.11 Marrubium vulgare (Marrubio)

M. vulgare tiene su origen entre el mar Mediterrdneo y Asia central sin embargo esta

ampliamente distribuida alrededor del mundo, esta planta tiene un amplio historial en su
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uso en la medicina debido a que presenta una amplia gama de actividades bioldgicas
como la actividad antiprotozaoaria del aceite esencial contra Schistosoma mansoni y S.
haematobium (Saleh and Glombitza, 1989), actividad hipoglucémica (Bardai et al.,
2001; Jae y Park, 2006), actividad antioxidante (Weel et al., 1999, Alali et al., 2007),
antiespasmodico en células de musculo liso, analgésico e hipotensivo producido por los
compuestos marrubina y el marrubenol aislados de la misma (Rodrigues et al., 1998;
Knoss and Zapp et al., 1998; Bardai et al., 2003). Del mismo modo existen reportes de
actividad antibacterial contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Micrococcus
luteus, Enterobacter cloacae y Bacillus subtilis ademas de presentar actividad inhibitoria
contra el hongo Botrytis cinerea (Rigano et al., 2007; Gonzalez and Marioli, 2010; Zarai
et al.,, 2011). Con lo que respecta al estudio fitoquimico de M. vulgare existen reportes
del aislamiento de tricicleno, -pineno, bisabolol, -elemoneno, isomenton-8-tiol, 2-
hidroxi- -ciclohomogeranion, apoverberon y cis-guai-9-en-11-ol (Saleh and Glombitza,
1989) giceraldehido, fosfolipidos y derivados del tocoferol en el aceite esencial (Amer,
1993) ademds de que el aceite esencial como principales componentes -citronelo,
formeato de citronelilo, germacrano-D, -eudesmol (Zarai et al., 2011) y compuestos

fenilpropanoides (Martin-Nizard et al., 2004).

4.4.12 Melissa officinalis (Toronjil)

Melissa officinalis es una hierba perenne de la familia de las lamiaceae, nativa del sur
de Europa y de la region mediterrdnea. De esta planta se ha reportado ampliamente su
actividad antioxidante la cual posiblemente es originada por la gran cantidad de

21



compuestos fendlicos en sus aceites esenciales y de flavonoides como 2-(3’,4’-
dihirofenil)-1,3-benzodioxole-5-aldehido, 4cido cafeico, 4cido rosmarinico (Tagashira
and Ohtake, 1998; Yukizaki, 2008; Dastmalchi, 2008; Atanassova et al., 2011). Sin
embargo también han sido reportadas la actividad bactericida (Canadanovi-Brunet,
2008;), analgésica, contra el nerviosismo, reumatismo, actividad carminativa, digestiva,
diaforética, antiviral y antiprotozoaria contra Acanthamoeba castellanii, Trypanosoma
brusei y Leishmania major (Gbolade and Lockwood, 1989; Mikus et al., 2000;
Atanassova et al., 2011; Malatyali et al, 2011). Su contenido quimico son
principalmente terpenos como el citronelal, citronelol, citral y geraniol, -cariofileno, -
cubebeno, -cadinal los cuales ademds constituyen los principales componentes del

aceite esencial de M. officinalis (Sarer and Kokdil, 1991; Izabela, 2007).

4.4.13 Persea americana (Aguacate)

El aguacate (Persea americana) es un arbol originario de Guatemala y México
perteneciente a la familia de las laurdceas. El uso de la semilla presenta actividad
antifungica debido al compuesto E-Z-Z-1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-heneicosa-5,12,15-
trieno (Domergue et al., 2000). Lo que respecta a reportes de estudios fitoquimicos esta
el aislamiento de seis compuestos oxigenados, olefinicos y acetilénicos, de 17 carbonos
(Kashman er al., 1969) ademas del aislamiento de los trioles 1,2,4-trihidroxinonadecano
y 1,2,4 trihidroxiheptadecano (Fumiko et al., 2002), asi como del acetato de (2R)-(12Z,
15Z)-2-hidroxi-4-oxoheneicosa-12-15-dien-1-ilo, el cual posee actividad antioxidante y

de los compuestos persenona A y B (Kim et al., 2000).
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4.4.14 Ruta chalepensis (Ruda)

Es una planta perenne con base lefiosa, desnuda y aromatica, llegando a medir de 2-6
dm de altura. Se extiende por todo el Mediterrdneo, islas Canarias, Cabo Verde, Azores
y Madeira en el oeste de la peninsula ardbiga ademads de estar ampliamente distribuida
en el continente americano. R. chalepensis es una planta que presenta actividad
antimicrobiana contra Clostridium. perfringens y Escherichia coli debido a la presencia
de compuestos derivados de quinolinas (Jang-Hee er al., 2005); también exhibe
actividad larvicida proporcionada por furanocumarinas y alcaloides quinolinicos (Emam
et al., 2009) también se ha demostrado que plantas de la familia Rutaceae presentan
actividad tripanocida (Atta-ur-Rahman et al., 1998; Lopez and Wagner, 1997; Biavatti

et al., 2002).

4.2.15 Schinus molle (Pirul)

Esta planta se encuentra de forma espontdnea desde el sur de México hasta el norte de
Chile y centro de Argentina, especialmente en el Pert. S. molle es una planta de la cual
se ha reportado numerosos estudios sobre su actividad bioldgica resaltando su actividad
anticancerigena (Diaz et al., 2008) y antibacterial, destacando la actividad inhibitoria
contra Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus Cereus,
B. subtilis, Listeria monocytogenes, Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae
(Padin er al., 2007), actividad antifungica (Dikshit et al., 1986), anti-inflamatoria
(Yueqin et al., 2003), asi como presentar una actividad de repelencia contra Blatella

germanica y Triatoma infestans (Ferrero et al., 2006, 2007). En el desarrollo de estudios
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fitoquimicos se ha logrado el aislamiento e identificacion del éster metilico del acido
(13 , 14 , 17 , 208, 247)-3-oxolanosta-8,24-dien-26-oico (Manotti et al., 1975), en
extracciones hechas al fruto de S. molle ha sido posible aislar sesquiterpenos, terpenos y

flavonoides (Ono et al., 2008) asi como también biflavononas (Yueqin et al., 2003).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Colecta y extraccion de las plantas en estudio.

5.1.1 Colecta de material vegetal

La adquisicién del material vegetal se logré por dos medios, en forma comercial y
colectada en los municipios de Aramberri, General Escobedo y Salinas Victoria en el
estado de Nuevo Leodn (ver tabla 16 en la seccién 6.1). Posterior a la colecta del material
vegetal, se prepar6 una muestra para herbario, tomando en cuenta que la muestra tuviera
flor, hoja y tallo y en el caso de C. annuum el fruto. Las muestras fueron identificadas y
depositadas en el herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Auténoma de Nuevo Leon.
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La clasificacion taxondmica las plantas bajo estudio es la siguiente.

Reino Plantae
Division = Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales

Familia Asteraceae
Género Artemisia
Especie  mexicana

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de
Artemisia mexicana

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Division = Magnoliophyta
Clase Magnolopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia  Simaroubaceae
Género Castela
Especie  texana

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de
Castela texana

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Gochnatioideae
Tribu Gochnaticae
Género Cyclolepis
Especie genistoides

Tabla 5. Clasificacién taxondmica de
Cyclolepis genistoides

Reino Plantae
Division = Magnoliophyta
Clase Magnoliosida

Subclase Asteridae

Orden

Solanales

Familia  Solanaceae
Género Capsicum
Especie  annuum

Tabla 2. CI

asificacion taxondmica de

Capsicum annum

Reino Plantae
Division = Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Urticales
Familia  Cecropiaceae

Género Cecropia

Especi

e  obtusifolia

Tabla 4. Clasificacion taxonémica de

Cecropia obtusifolia

Reino

Plantae

Division Magnoliophyta

Clase

Magnoliopsida

Orden  Apiales

Familia Apiaceae

Género Eryngium

Especies heterophyllum

Tabla 6. Clasificacion taxondmica de

Eryngium heterophyllum
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Reino Plantae

Reino Plantae L :
Division ~ Magnoliophyta Division  Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida Clase Magnoliopsida
Orden Asterales Subclase Asteridae

Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género  Gymnosperma

Familia  Asteraceae
Género Gnaphalium
Especie  oxyphyllum

Especie  glutinosum

Tabla 7. Clasificacién taxondmica de Tabla 8. Clasificacion taxonémica de

Gnaphalium oxyphyllum Gymnosperma glutinosum

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta

Reino Plantae Division  Magnoliophyta
Division  Agiospermae Clase Magnoliopsida
Clase Eudicotyledoneae Subclase  Asteridae
Orden Fabales Orden Asterales
Familia  Leguminosae Familia Asteraceae
Género  Haematoxylon Género Heterotheca
Especie  brasiletto Especie inuloides
Tabla 9. Clasificacion taxondmica de Tabla 10. Clasificacion taxondmica de

Haematoxylon brasiletto Heterotheca inuloides

Reino Plantae
Reino Plantae Division Magnoliophyta
Division Magnoliophyta Clase llidagp(illop31da
Clase Magnoliopsida Ord(?q LT o)
Oden T Familia Lamiaceae
Familia Lamiaceae Subfamilia Nepetoideae
Género Marrubium Tlllbu Al\jlle?theae
Especie vulgare Gener.o e. z;sa _
Especie officinalis

Tabla 11. Clasificacion taxondmica de Tabla 12. Clasificacion taxondmica de

Marrubium vulgare Melissa officinalis



Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden  Laurales
Familia Lauraceae
Género Persea

Especie americana

Tabla 13. Clasificacion taxondmica de
Persea americana

Reino Plantae

Divison Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Schinus

Especie molle

Tabla 15. Clasificacién taxondmica de
Schinus molle

5.1.2 Preparacion del material vegetal

Reino Plantae
Division =~ Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Género Ruta

Especie chalepensis

Tabla 14. Clasificacion taxondmica de
Ruta chalepensis

Para el desarrollo de esta investigacion se utiliz6 la parte aérea (compuesta por hojas,

tallo y yemas germinales) de C. obtusifolia, E. heterophyllum, y H. inuloides; de las

plantas A. mexicana, C. texana, C. genistoides, G. oxyphyllum, G. glutinosum, M.
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vulgare, M. officinalis, P, americana, R. chalepensis y S. molle se empled solamente la

hoja. Para H. brasiletto y C. annuum se uso la corteza y el fruto respectivamente.

Una vez que se realizo la colecta y la identificacion del material vegetal se procedi6 a
secar las plantas. Se separé el material en hojas y tallos y se extendi sobre mesas para
un secado mas homogéneo, aplicando calor producido por focos de hal6geno de 90 watts
para obtener una temperatura constante de 30°C. A lo largo del proceso de secado se fue
desechando el material que estaba contaminado con hongos. Al terminar el secado del
material vegetal se procedié a realizar el molido de las partes aéreas, hojas, corteza y
fruto correspondiente a las especificaciones para cada una de las plantas bajo estudio,

para la realizacién de esta etapa se empled un molino manual.

5.1.3 Extraccion Soxhlet

La extraccion Soxhlet es un método de extraccion liquido-sélido ampliamente
utilizado en la extraccion de metabolitos de plantas. Este sistema consta de un matraz
colector, una camara de extraccion y un condensador (figura 3). Su principal ventaja es
que se trata de un proceso continuo, dado que el solvente deja continuamente el matraz
como vapor y es condensado en la cdmara de extraccion para extraer el material vegetal
en forma constante, antes de volver al matraz colector mediante el sistema de sifon. El
método es préctico sin embargo presenta la desventaja de que, como requiere calentar el
solvente a su punto de ebullicién puede causar dafio a compuestos termolédbiles ademas
de formaciéon de artefactos (Seidel, 2006). Se utilizaron 600 mL (por extractor) de

metanol como solvente de extraccion, durante 40 h respectivamente. Al finalizar la
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extraccion se filtr6 la solucion utilizando filtros “Whatman” y mediante el uso de un

Rotavapor “Biichi” R-3000 se llevaron a sequedad.

Figura 3. Extractor Soxhlet

5.2 Aislamiento de compuestos con actividad amebicida de la planta con mayor
actividad antiparasitaria.

5.2.1 Cromatografia en columna con silica gel

La cromatografia en columna con silica gel es una técnica que permite la separacion
de mezclas complejas por medio de la cromatografia por adsorcién. Para el desarrollo
del proceso cromatografico es necesario tomar en cuenta la relacion que hay entre la fase
estacionaria (silica gel) y la fase mévil para lograr una separacion exitosa debido a que
esta metodologia de separacion se lleva a cabo en base al grado de retencién que existe
entre el analito con la fase estacionaria por medio de puentes de hidrégeno los cuales son
formados por los grupos funcionales de las moléculas a separar con los grupos
hidroxilos de las particulas de la silica. Ademads de la influencia de la fase estacionaria
sOlida, el grado de afinidad de los compuestos a la fase mdvil también juega un rol

importante en el fraccionamiento del extracto organico, de esta forma es posible obtener
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primeramente los compuestos con poca afinidad a la fase estacionaria los cuales
generalmente son compuesto de baja polaridad y finalmente obtener los compuesto de

una polaridad mayor (Canell, 1998; Colegate and Molyneus, 2008).

Para el desarrollo de esta investigacion se emplearon dos tamafios distintos de
columnas de vidrio: una de 160 cm de largo por 2.5 cm de didmetro empleada para
cantidades de muestra que oscilan entre 3 y 10 g y una segunda de 40 cm de largo por 2
cm de didmetro para muestras menores a 2 g. Como fase estacionaria se utiliz6 Silica gel
“J. T. Baker” de 60-200 mallas usando hasta 200 g para la columna de mayor longitud y
22 g para la segunda. Como fase movil se emplearon los siguientes solventes organicos:
hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol, con los gradientes de elucion que se

indican en la seccion de resultados.

Depésito de eluente

Arena de mar “Aldrich” 50 — 70 mallas

Silica gel “J. T. Baker” 60 — 200 mallas

Matraz redondo para recoleccion de fracciones.

Figua 4. Componentes de columna cromatografica de 160 cm de longitud (Silica, fase
normal).
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En algunos procesos de cromatografia en columna no fue necesario utilizar metanol

como eluente, los cambios se especificardn en cada seccidn.

5.2.2 Cromatografia en columna con silica gel fase reversa

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas en base a su polaridad, al
igual que con la silica de fase normal. El principio de la cromatografia en fase reversa es
por lo tanto semejante al de la cromatografia en fase normal, sin embargo, aqui la fase
estacionaria es de particulas de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos
saturados, insaturados o aromadticos de diferentes tipos. Esto convierte a la fase
estacionaria en una matriz apolar y la retencién de los compuestos en la fase estacionaria
se dard en forma inversa al caso de la silica de fase normal, es decir los compuestos con
grupos funcionales polares serdn eluidos primero y compuestos poco polares como los
hidrocarburos serdn retenidos mas fuerte por la afinidad con la fase estacionaria. Para
este tipo de cromatografia se emplean eluentes polares como el metanol (Reid y Sarker,
2006). Se colocaron 20 g de silica gel en fase reversa C-18 “Waters Associates Inc.”
suspendidos en 40 mL de metanol en una columna de 40 cm de largo y 2 cm de didmetro

y se eluy6 con metanol. Las fracciones colectadas fueron de 2 o 2.5 mL, ver figura 5.

e B

4.— Silica Fase Reversa C-18
. 4+————— Arenade Mar
5 ‘_— Fibra de vidrio

Figura 5. Componentes de la cromatografia en columna en
fase reversa Cg
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5.2.3 Cromatografia por exclusién molecular con Sephadex LH-20

La cromatografia de filtracion molecular es un método de cromatografia en columna
por el cual las moléculas se separan en solucidn segin su peso o tamafio molecular. En
esta cromatografia, la fase estacionaria consiste en largos polimeros entrecruzados que
forman una red tridimensional porosa. A los fines précticos, las columnas se empaquetan
con pequefias particulas esferoidales formadas por polimeros entrecruzados. En
consecuencia, estas particulas son porosas, y el tamafio de los poros es tal que algunas
moléculas (las demasiado grandes) no podrdn ingresar a esos poros, en tanto que otras
(las suficientemente pequefas) podran pasar libremente. Los poros quedan conectados
formando una malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser recorridos por

las moléculas que acceden al interior de esta (Reid y Sarker, 2006).

El polimero utilizado en ésta investigacion fue Sephadex LH-20 25-100 pum, el cual
fue preparado mediante la hidroxipropilacion de Sephadex G-25. Fue fabricado
especialmente para la separacion de productos naturales como esteroides, terpenoides y

lipidos en solventes orgénicos (Ellingboe et al., 1970).

Para la realizacion de esta técnica cromatografica se empled una columna de 160 cm
de largo por 1.5 cm de didmetro y un aproximado de 50 g de Sephadex LH-20 como
matriz cromatogréfica, la cual se suspendié en 150 ml de metanol. Para la su elucion se
empled metanol y se colectaron fracciones de un volumen aproximado de 5 ml hasta

completar la elucion total de la muestra, ver figura 6.
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.  <«—— Deposito de eluente

<+— Sephadex LH-20

A

‘af - «——— Fibrade vidrio

_ﬁ_ﬂi Frasco de recoleccién
I

Figura 6. Cromatografia en columna de exclusién molecular Sephadex LH-20

5.2.4 Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina es una técnica cualitativa que permite constatar la
pureza de los componentes del extracto separados mediante la cromatografia en
columna. Esta consiste de una placa de vidrio con una fase estacionaria de silica gel, la
cual estd mezclada con sulfato de calcio como fraguante. La mezcla a separar, disuelta
en una pequefia cantidad de solvente, se coloca mediante un capilar en uno de los
extremos de la cromatoplaca. Esta se introduce a continuacién en una cdmara
cromatogréfica la cual contiene una cierta cantidad de la fase moévil (eluente). El eluente
sube por capilaridad a través de la cromatoplaca lograndose la separacion de los
componentes de la mezcla en base al equilibrio (Dzido y Tuzimski, 2008) entre la
adsorcién de los componentes sobre la silica y la solucién de los mismos en el eluente

(Figura 7).
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Figura 7. Desarrollo de una CCF dentro de una camara cromatografica

Una vez terminado el proceso de separacion, la cromatoplaca se revela mediante una
lampara de luz ultravioleta (254 nm) o utilizando una cdmara de yodo, con ambos
métodos se observan como manchas los diferentes compuestos distribuidos a lo largo de

la cromatoplaca (Figura 8).

Para nuestra investigaciones se utilizaron cromatoplacas “Merck” (Silica gel 60 Fjsa,
5x10cm y 4 x 8 cm, 250 um de grosor de capa) y los extractos y fracciones analizadas
se colocaron utilizando un capilar de vidrio. El eluente en la cdmara cromatografica (10

mL) fue diferente para cada anélisis (se especifica en cada imagen).

Figura 8. Cromatografia en Capa
Delgada bajo luz UV (254 nm).

35



5.2.5 Cristalizacion

La cristalizacion es en esencia un proceso de colision en el cual un coloide molecular
tiende a formar agregados moleculares llamado nicleos, los cuales posteriormente se
desarrollan en cristales con una estructura interna y una superficie externa muy
caracteristicas para cada uno de los productos naturales. Por el hecho de ser un proceso
de colision, influyen factores como la concentracién de los compuestos y la agitacion lo

cual determina el grado de colisiones moleculares en solucion (Cannell, 1998).

Para la realizacion de la técnica de cristalizacion se empled metanol para solubilizar
la mezcla de compuestos. Una vez que se solubiliz6 la muestra ésta se filtré y el filtrado
se concentrd hasta el grado de saturacion médxima del metanol permitiendo que se
evaporara el solvente a temperatura ambiente y posteriormente esta solucion saturada se

mantuvo en refrigeracioén a 4 °C.

5.3 Evaluacion de la actividad amebicida

5.3.1 Preparacion del medio PEHPS

Para la preparacion del medio PEHPS se mezclan los componentes (ver tabla 16) en 1
L de agua desionizada y se ajusta el pH del medio a 7.0 con NaOH 10 N. Una vez
preparado el medio se deposita en tubos de ensaye de 13 x 100 mm con tapdén de rosca
(borosilicato, Corning Co., Alemania). Finalmente el medio se esteriliza por calor,
empleando una autoclave por espacio de 15 minutos a 121 °C a 15 Ib de presion (Said-

Fernandez et al., 1988).
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Componentes Cantidad (g) Componentes Cantidad (g)

Extracto de levadura 10 Cloruro de sodio 33
Peptona de caseina 20 Glucosa 10
Acido ascérbico 1 K;HPO, 1

Cisteina 1 KH,PO, 0.6

Tabla 16. Componentes del medio PEHPS

5.3.2 Obtencion de cinética de crecimiento de E. histolytica

El procedimiento para determinar la curva de crecimiento se llevd a cabo por 120 h
en tubos de ensaye con tapon de rosca de 13 x 100 mm, inoculando 20,000 trofozoitos
de E. histolytica en 5 mL de medio PEHPS, al cual se le adicion6 10% de suero bovino.
Posteriormente se incubaron a 36.5° C durante 120 h y cada 24 h se determiné el nimero
de trofozoitos y se evaluaron los pardmetros de crecimiento en el medio. El proceso se

realizé en tres experimentos independientes por triplicado.

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento se determind el tiempo de

generacion haciendo uso de la siguiente ecuacion:

b
G = —10g§

en la cual G es el tiempo de generacion, ¢ significa el intervalo de tiempo de la fase

exponencial, B es el nimero de organismos al comienzo del intervalo de tiempo y b es el

numero de organismos al final del intervalo de tiempo.
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Del mismo modo, para realizar los calculos del tiempo de duplicacién se emple6 la

siguiente ecuacion:

Td=0.693 G

5.3.3 Preparacién de los tratamientos

De cada uno de los extractos bajo estudio se prepard una solucién “‘stock” tomando
15 mg de cada uno de éstos y depositandolos en un vial de 1.5 ml para ser disueltos en
250 1de dimetilsulféxido (DMSO) para ayudar a la disolucién se hizo uso de un vortex.
Una vez disuelto totalmente el extracto se dejo en refrigeraciéon a 4 °C por un espacio

minimo de 4 horas previo a realizar el estudio amebicida.

5.3.4 Tamizaje biol6gico de plantas con potencial actividad amebicida (Hernandez,
2006, Mata-Cardenas et al., 2008)

Para hacer el tamizaje de las plantas en estudio con respecto a su actividad
antipardsita contra E. histolytica se evalué cada uno de los extractos de la siguiente

manera.

Se tomaron 50 ul de cada solucién (extractos, fracciones o compuestos puros a una
concentracion de 150 pug/ml) y se depositaron en viales cilindricos de 1 mililitro de
capacidad (Vial micro storage Cat. No. 2070-00001, Bellco Biotechnology, Bellco Glass
Inc., Vineland, NJ, USA). A cada vial se anadieron 950 pl de una suspensién de
trofozoitos de E. histolytica a una concentracién de 2 x 10 trofozoitos/ml en medio

PEHPS adicionado con 10 % de suero bovino y a continuacién se incubaron a 36 °C por
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un espacio de 72 horas. Pasado el tiempo de incubacién los viales se enfriaron en agua
hielo por 20 minutos para finalmente determinar la cantidad de trofozitos con ayuda de
un hemocitémetro. El porcentaje de inhibicién se determiné en relacién al crecimiento
observado en el control negativo, el cual consté s6lo de medio mas el protozoario. Cada

extracto se ensayo por triplicado en tres experimentos independientes.

5.3.5 Determinacién de la concentracion inhibitoria media 50 % (ICsp) (Hernandez,
2006, Mata-Cardenas et al., 2008)

La determinacién de la ICsy se realizé sélo en aquellos extractos, fracciones o
compuestos que presentaron un porcentaje de inhibicién superior a un 50 % a la

concentracion de 150 g/ml.

La realizacién del ensayo para determinar la ICsy se realiz6 tomando 50 ul de cada
solucién (150, 75, 37.5 y 18.75 ug/ml) y se depositaron en viales cilindricos de 1
mililitro de capacidad (Vial micro storage Cat. No. 2070-00001, Bellco Biotechnology,
Bellco Glass Inc., Vineland, NJ, USA). A cada vial se afiadieron 950 pl de una
suspension de trofozoitos de E. histolytica a una concentracion de 2 x 10* trofozoitos/ml
en medio PEHPS adicionado con 10 % de suero bovino y a continuacién se incubaron a
36 °C por un espacio de 72 horas. Pasado el tiempo de incubacién los viales se enfriaron
en agua hielo por 20 minutos para finalmente determinar la cantidad de trofozitos con
ayuda de un un hemocitémetro. Como control negativo se emple6 el medio medio mas
el protozoario. Una vez recopilados los resultados se analizaron por medio del método

estadistico Probit con un intervalo de confianza de 95 %.
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5.4 Andlisis espectroscopico

5.4.1 Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ha sido el mdas importante
método fisico para la determinacién de estructuras moleculares por més de 40 afos. Los
alcances de esta técnica no s6lo permiten conocer el tipo de 4tomos en la molécula, sino
que también describe el ambiente quimico de cada uno de estos y lo mds importante, la
forma en que estdn interconectados. Bdsicamente, se trata de otra forma de
espectroscopia de absorcién, debido a que cuando una muestra es mantenida en un
campo magnético los nimeros del spin que son diferentes a cero son capaces de
absorber energia del espectro electromagnético del rango de las radiofrecuencias (60-
600 MHz). En el estudio de los productos naturales los dtomos que realmente toman
importancia para esta técnica son 'H y C. Los espectros de RMN se obtienen
normalmente en soluciones del 2 al 30 %, en un disolvente aprdtico (normalmente
cloroformo deuterado, tetracloruro de carbono o sulféxido de dimetilo) y un pequefio
porcentaje del estandar de referencia tetrametilsilano (Silverstein et al., 2005; Colegate
et al., 2008) ver figura 9. Para nuestras investigaciones los espectros de RMN fueron

obtenidos con un instrumento Bruker DPX (IH, 300 o0 400 MHz; 13 C, 100 o 125 MHz).

= Figura 9. Espectro de "H-RMN.
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5.4.2 Espectrometria de masas

El principio de la Espectrometria de Masas es generar iones de compuestos organicos
por diferentes métodos y separar sus iones en base a su relacién de masa/carga ("/,).
Comunmente se utilizan el método de ionizacion de electro impacto (EI), donde se
bombardea las moléculas en fase de vapor con electrones de alta energia y
posteriormente registrando los resultados en un espectro de iones positivos, los cuales
han sido separados en base a "/, (Silverstein et al., 2005). El uso de esta técnica se ha
extendido ampliamente en la determinacién estructural de los productos naturales debido
a su gran sensibilidad permitiéndonos conocer datos cualitativos y cuantitativos de los

compuestos que conforman un extracto organico.

Un estudio detallado de los espectros mediante el andlisis del espectro puede
obtenerse la féormula molecular del compuesto, sin embargo la interpretacion es mds
compleja comparada con RMN vy la informacién de conectividad (importante para la
determinacion de la estructura) s6lo puede obtenerse indirectamente a través de revision
cuidadosa de los fragmentos graficados en el espectro (Gross, 2004). Para nuestras
investigaciones se utiliz6 un instrumento Bruker FTICR 4.7 T para espectros por

electrospray y de alta resolucion (ESI-HR).
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5.5 Determinacion de punto de fusion

El punto de fusién de un sélido, se define como la temperatura a la cual, a una
temperatura dada, las fases sélidas y liquidas estdn en equilibrio. Esta caracteristica
fisica se reporta como un intervalo de tiempo, es decir la temperatura a la cual se
empieza a observar el primer indicio de fusién y la temperatura a la cual desaparece el
ultimo cristal. Por lo que la temperatura, como el intervalo de temperaturas de un punto
de fusién observado son datos importantes que reflejan la pureza de una muestra, ya que
el intervalo del punto de fusion debe disminuir y el punto de fusién debe aumentar, en
tanto se van eliminando las impurezas en las sucesivas etapas de purificacion (Pasto and

Johnson, 1974)

Para la lectura del punto de fusién se empled un equipo Electrothermal 9100
(Electrothermal Engineering Ltd., Southend on Sea, Essex, UK) y se usaron capilares
sellados en los cuales se depositd la muestra para ser evaluada. Cada una de las lecturas

se realizo por triplicado.
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6. RESULTADOS

6.1 Colecta e identificacion de las plantas bajo estudio

La colecta de las plantas C. texana, G. oxyphyllum, G. glutinosum, H. inuloides, M.
vulgare, P. americana, R. chalepensis y S. molle se realiz6 en los municipios de
Aramberri, General Mariano Escobedo y Salinas Victoria (Estado de Nuevo Le6n,
México). Artemisia mexicana, C. annuum, C. obtusifolia, C. genistoides, E.
heterophyllum, H. brasiletto y M. officinalis se obtuvieron en forma comercial con un
proveedor en la zona metropolitana de la Cd. de Monterrey (Pacalli®). La identificacién
de los especimenes vegetales se llevd a cabo por personal del departamento de Botanica
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leo6n y
fueron depositadas las muestras correspondientes en el herbario de la misma (ver tabla

17).
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No. de

Parte

Lugar de

&
Planta Vaucher colectada colecta
Coordenadas
Artemisia mexicana 025533 Hoja AC
Capsicum annuum 025536 Fruto AC
. SV:26°3°6.97”
Castela texana 025538 Hojas 100°16°54.86”
Cecropia obtusifolia 025539 Parte aérea AC
Cyclolepis genistoides 025541 Hoja AC
Eryngium heterophyllum 025544 Parte aérea AC
. . AR: 24°17°26.62”
Gnaphalium oxyphyllum 025572 Hoja 99°56°39 76"
. . ES: 25°48°11.43”
Gymnosperma glutinosum 025547 Hoja 100°19° 17.80”
Haematoxylon brasiletto 025548 Corteza AC
. . . AR: 24°17°26.62”
Heterotheca inuloides 025549 Parte aérea 99°56°39.76”

. . AR: 24°19°51.54”
Marrubium vulgare 025555 Hoja 99°55°37 517
Melissa officinalis 025557 Hoja AC

. . AR: 24°5°52.36”

Persea americana 025563 Hoja 99°48°38 15"
. . AR: 29°19°12.10”

Ruta chalepensis 025579 Hoja 99°54° 54 40"
. . AR:29°19°12.10”

Sschinus molle 025567 Hoja 99°54°54. 49"

Tabla 17. Caracteristicas del material vegetal. *.AC, adquirido comercialmente; SV,
Sabinas Victoria; ES, Escobedo; AR, Aramberri,

6.2 Parametros de crecimiento de E. histolytica

Una vez recopilados los datos de los experimentos de las cinéticas de crecimiento de
E. histolytica se calcul6é que el tiempo de generacion es de 14.76 horas y el tiempo de

duplicacién es de 21.30 horas.

El tiempo de crecimiento ideal de E. histolytica para evaluar la actividad amebicida

de los extractos, fracciones y compuestos puros se fijo en 72 horas, debido a que el
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protozoario auin se encuentra en etapa de crecimiento exponencial y sostenido,

disminuyendo de ésta manera falsos positivos, ver figura 11.

14

10

Trofozoitos/ml

0 24 48 72 96 120

Horas

Figura 11. Grifica de cinética de crecimiento de E. histolytica con 120 horas de duracidn.

6.3 Obtencion de los extractos metandlicos y evaluacion de actividad amebicida de
los extractos crudos

Se realiz6 extraccion Soxhlet durante 40 horas de cada una de las plantas bajo
estudio, usando metanol como solvente de extraccion. En la tabla 18 se especifica la

cantidad usada de cada una de las plantas.

Una vez terminada la extraccion Soxhlet se dej6 enfriar hasta alcanzar la temperatura

ambiente para después hacer una filtracién simple y eliminar el solvente por medio de
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un rotavapor “Biichi” R-3000. Se determiné el porcentaje extracciéon (Peso/Peso) para

cada una de las plantas (tabla 18).

Material vegetal Peso seco del Peso del extracto Rendimiento
material vegetal (g) crudo (g) (% P/P)
A. mexicana 24 3.83 15.95
C. annuum 28 10.6 37.85
C. texana 50 7.00 14.00
C. obtusifolia 32 4.04 12.62
C. genistoides 30 4.95 16.50
E. heterophyllum 26 3.99 15.34
G. oxyphyllum 13 1.46 11.23
G. glutinosum 42 16.77 39.93
H. brasiletto 30 5.64 18.80
H. inuloides 14 2.28 16.28
M. vulgare 32 5.01 15.65
M. officinalis 26 4.67 17.96
P. americana 40 8.41 21.02
R. chalepensis 32 4.07 12.72
S. molle 45 7.19 15.97

Tabla 18. Peso seco y porcentaje de rendimiento del material vegetal

Posterior a la obtencion de los extractos metandlicos se procedié a evaluar la

actividad amebicida empleando la metodologia antes descrita en la secciéon 5.3.4, los

resultados se presentan a continuacion en la tabla 19.
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Porcentaje de ICs,

Planta inhibicion

(150 g/ml) ( g/mb)
A. mexicana NA* ND?**
C. annuum 87.87 98.75
C. texana 73.82 ND
C. obtusifolia 29.00 ND
C. genistoides 73.82 ND
E. heterophyllum NA ND
G. oxyphyllum 42.15 ND
G. glutinosum 63.80 ND
H. brasiletto 84.84 96.38
H. inuloides NA ND
M. vulgare NA ND
M. officinalis 76.95 ND
P. americana 24.65 ND
R. chalepensis 90.50 60.07
S. molle 81.79 32.45

Tabla 19. Porcentaje de actividad amebicida de extractos crudos ante E.histolytica e
ICso de los extractos crudos. * NA, sin actividad amebicida. ** ND, no
determinada.

Solamente los extractos de C. annuum, C. texana, C. genistoides, G. glutinosum, H.
brasiletto, M. officinalis, R. chalepensis y S. molle poseen una actividad antiprotozoaria
superior a 50 % a la concentracién de 150 /ml. De esta cinco plantas se seleccioné a
Ruta chalepensis, al presentar el mayor porcentaje de inhibicién con un 90.50 %, para
realizar extracciones de mayor cantidad de material vegetal e iniciar un fraccionamiento
biodirigido con miras a lograr el aislamiento de los compuestos responsables de la

actividad amebicida.
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6.4 Extraccion [ de 60 g de R. chalepensis y evaluacion de la actividad amebicida

Se realizé una primera extracciéon de R. chalepensis empleando 60 g de material
vegetal y 600 ml de metanol como solvente de extraccion. La extraccion se llevé a cabo
empleando un aparato Soxhlet y tuvo una duracién de 40 horas. Al término del proceso
de extraccién y una vez que el solvente alcanzd la temperatura ambiente precipitd un
solido (S1) el cual fue filtrado antes de proceder a la eliminacién del metanol por medio

de un rotavapor.

Posterior a la obtencion del extracto crudo metandlico de R. chalepensis y haber
determinado los rendimientos totales del extracto (ver tabla 18) se realiz6 una particion

con hexano y con acetato de etilo como se describe a continuacion.

6.4.1 Particion del extracto metandlico I de R. chalepensis (Pérez-Castorena et al.,
2006)

La totalidad del extracto metandlico de 14.97 g se disolvié en un volumen de 200 ml
de metanol para posteriormente vértelo a un embudo de separacion de 500 ml. A la
solucién anterior se le anadieron 200 ml de hexano y se agité vigorosamente,
observdndose la formacion de un sélido insoluble en las paredes del embudo. Una vez
que se formaron las dos fases correspondientes se procedié a separar la fase hexdnica
(fase superior) de la fase metandlica y por raspado se recuperd el sélido unido a las

paredes del embudo (S2). Este proceso se realizé por triplicado.

Ya separadas las fases hexdnica y metandlica se procedié a eliminar el solvente de la

fase hexdnica por medio de una destilacién al vacio empleando un rotavapor para asi
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obtener el rendimiento. De la fase metandlica solamente se evapor6 el solvente hasta
obtener un volumen aproximado de 50 ml, los cuales fueron vertidos gota a gota en un
vaso de precipitado de 250 ml conteniendo 150 ml de agua destilada, bajo constante
agitacion. La solucién metandlica-acuosa se transfirié a un embudo de separacion de 500
ml y se le afadieron 200 ml de acetato de etilo, se agité vigorosamente y se espero a que
se formaran las fases de acetato de etilo (fase inferior) y la fase metandlica-acuosa para

posteriormente separarlas. Esto proceso se realiz6 por triplicado.

Posterior a la separaciéon de la fase de acetato de etilo y la metandlica-acuosa se
evaporo el solvente de la fase de acetato de etilo empleando un rotavapor y se calculd el

rendimiento (ver tabla 20). La fase metanol-agua se desecho.

Extracto I de R.

chalepensis Rendimiento (g)
Extracto metanolico 14.97
Hexanica 1.28
Acetato de etilo 2.58
S1 2.54
S2 3.64

Tabla 20. Rendimientos de la particién con hexano y acetato de etilo del extracto metandlico I
de R. chalepensis.
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6.4.2 Evaluacion de actividad amebicida del extracto metandlico I de R. chalepensis 'y
sus particiones

Se evalud la actividad antiprotozoaria contra E. histolytica del extracto metandlico,
de la particion hexdnica y la de acetato de etilo asi como también de los sélidos S1 y S2.
Se siguié la metodologia que se describié con anterioridad en la seccién 5.3.4 y los

resultados se presentan a continuacion, ver tabla 21.

Extracto I de R. Porcentaje de inhibicion a
chalepensis 150 g/ml (%)
Extracto metandlico 90.50
Hexanica 93.47
Acetato de etilo 84.82
S1 31.00
S2 33.46

Tabla 21. Porcentaje de inhibicién a 150 g/ml del extracto metandlico y de las particiones
hexénica y de acetato de etilo de extraccion I de R. chalepensis.

Los resultados confirman de nuevo la actividad antiprotozoaria del extracto
metandlico de R. chalepensis. La actividad antiprotozoaria de ambas particiones es
superior al 80 % lo que significa que los compuestos con la actividad amebicida se
encuentran repartidos tanto en la fase hexdnica como en la de acetato de etilo. Los
solidos que fueron recuperados en el momento de la extraccién y en el proceso de
particion presentan una actividad amebicida menor al 50 %. Estos resultados permiten
que se continde con el fraccionamiento biodirigido de las particiones y se descarten los

sOlidos ya que su actividad bioldgica no es relevante.
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6.5 Fraccionamiento cromatogréfico biodirigido de la extraccion I

6.5.1 Fraccionamiento cromatografico de la particion hexédnica

6.5.1.1 Columna 1

Para el fraccionamiento de la particion hexdnica se empled una cromatografia en
columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en hexano para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.4. 1
g de de la particién hexdnica se disolvié en una pequeia cantidad de hexano para ser
aplicada en la columna y la elucién de la columna se realiz6 empleando el siguiente
gradiente de elucion: n-hexano-cloroformo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50,
40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml), cloroformo-acetato de etilo
(90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de
50 ml). Finalmente se eluyé la columna con 50 ml de metanol para arrastrar los
compuestos mds polares unidos a la silica. Se colectaron 110 fracciones de
aproximadamente 10 ml cada una las cuales se analizaron por medio de CCF
permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Rx Por lo tanto se formaron 8
fracciones las cuales se denominaran fracciones colectivas (FC) y se evalué su

rendimiento, ver tabla 22.
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Fracciones Rendimiento
FC

mezcladas (mg)
1 1-30 106.7
2 31-43 56.3
3 44-49 46.0
4 50-64 284.7
5 65-67 328.8
6 68-73 199.6
7 74-77 14.7
8 78-110 96.3

Tabla 22. Rendimiento de FC de la columna 1

Figura 12. CCF de FC de Columna 1. Eluente:
CHCI;:EtOAc  (9.5:0.5; 10 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 12).

En las FC 2, 4 y 5 se detectaron compuestos con un Ry de 0.78, 0.63 y 0.56

respectivamente, los cuales se encuentran con una pureza parcial y en una concentracion

adecuada para continuar la purificacion de los mismos.
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6.5.1.2 Columna 2. Fraccionamiento cromatografico de FC2 de la columna 1 y

aislamiento de C1

La FC2 perteneciente a la columna 1 contiene un compuesto con un Ry de 0.78

(CHCI3:EtOAc 9.5:0.5) el cual se encuentra con un grado parcial de pureza, ademds de

encontrarse en una concentracion adecuada para purificar esta fraccion.

Para el desarrollo de esta columna se empled como fase estacionaria Sephadex LH-20

y como fase movil 100 ml de metanol. Se aplicé la totalidad de la muestra de la FC2 de

56.3 mg. Al final del proceso cromatografico se recuperaron 20 fracciones, de 5 ml

aproximadamente. Una vez que se recuperaron las fracciones, estas fueron evaluadas por

medio de CCF (figura 13) y se decidi6 agrupar las fracciones de acuerdo a su similitud

con su Rren 3 FC para posteriormente evaluar sus rendimientos, ver tabla 23.

Fracciones Rendimiento
FC
mezcladas (mg)
1 1-5 4.3
2 6 5.8
3 7-20 24.6

Tabla 23. Rendimientos de FC de la columna 2.

-

-

Figura 13. CCF de fracciones correspondientes a
Columna 2. Eluente: CHCI; (10 ml).

Revelador: luz UV a 254 nm.
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De las fracciones FC2 y FC3 de la columna 2 se obtuvo un compuesto con un Ry de
0.52 (CHCI3) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A este

compuesto (polvo blanco amorfo, con punto de fusiéon de 74.82 °C) se le denomina C1.

6.5.1.3 Columna 3. Fraccionamiento cromatografico de la FC4 de la columna 1 y
aislamiento de C2

Para el fraccionamiento de la FC4 de la columna 1 se empled una cromatografia en
columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.4.
284.7 mg de de la FC4 se disolvieron en una pequeia cantidad de cloroformo para ser
aplicada en la columna y la elucion de la columna se realiz6 empleando el siguiente
gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40,
50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml). Se colectaron 55
fracciones de aproximadamente 10 ml cada una, las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron

5 FC y se evalué su rendimiento, ver tabla 24.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 14).
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Fracciones Rendimiento

FC mezcladas (mg)
1 1-9 2.5
2 10 21.5
3 11-12 8.5
4 13-15 9.1
5 16-55 41.3

Tabla 24. Rendimientos de FC de la columna 3

Figura 14. CCF de FC de Columna 3. Eluente:
CHCI;:EtOAc  (9.5:0.5; 10 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

De la fraccion FC3 de la columna 3 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.78
(CHCI3/EtOAc; 9.5:0.5) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (polvo blanco amorfo, con punto de fusién de 115.73 °C) se le denomina

C2.

6.5.1.4 Columna 4. Fraccionamiento cromatografico de la FC5 de la columna 1

La FC5 perteneciente a la columna 1 contiene un compuesto con un Ry de 0.63
(CHCl3:EtOAc; 9.5:0.5) el cual se encuentra con un grado parcial de pureza, ademds de

encontrarse en una concentracion adecuada para purificar esta fraccion.

Para el desarrollo de esta columna se empled una cromatografia en columna de 160

cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito
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en la seccion 5.1.6. Se aplicé la totalidad de la fraccién la cual estd compuesta por 328.8
mg disueltos en metanol y se emplearon como eluente 450 ml de metanol. Al terminar el
proceso cromatogréafico se recuperaron 52 fracciones, las primeras 2 fracciones se
recuperaron de 100 ml aproximadamente y las restantes 5 ml aproximadamente. Cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 5 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

25.

FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-14 160.2
2 15-17 106.0
3 18-22 6.0
4 23-25 4.7
5 26-52 4.8

Tabla 25. Rendimientos de FC de columna 4.

Figura 15. CCF de FC de Columna 4.
Eluente: CHCIl;5:EtOAc
(9.5:0.5; 10 ml). Revelador:
luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 15).
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Debido a que la fracciéon FC2 posee un compuesto principal con un Ry de 0.74 a una
concentracion y una pureza parcial adecuada, se decidié someter dicha fraccién a una

columna cromatogréfica adicional.

6.5.1.5 Columna 5. Fraccionamiento cromatografico de la FC2 de la columna 4 y
aislamiento de C3

Para el desarrollo de esta columna se empled una cromatografia en columna de 160
cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccidn 5.1.6. Se aplico la totalidad de la fraccion la cual estd compuesta por 106.0
mg disueltos en metanol y se empleé como eluente 350 ml de metanol. Al terminar el
proceso cromatografico se recuperaron 41 fracciones, la primer fraccion se recuperd de
150 ml aproximadamente y las restantes de 5 ml aproximadamente, las cuales se
analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Rx.

Por lo tanto se formaron 3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 26.

FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-14 20.0
2 15-17 75.3
3 18-41 4.0
Tabla 26. Rendimientos de FC de
columna 5

Figura 16. CCF de FC de columna 5.
Eluente: CHCIl5:EtOAc
(9.5:0.5; 10 ml). Revelador:
luz UV a 254 nm
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Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 16).

De la fraccion FC2 de la columna 5 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.90
(CHCI3/EtOAc 9.5:0.5) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (resina, con punto de fusion de 101.98 °C y una ICsg de 67.71 pg/ml) se

le denomina C3.

6.5.2 Fraccionamiento cromatografico de la particién de acetato de etilo 1.

6.5.2.1 Columna 6y 7

Para el fraccionamiento de la particién de acetato de etilo primeramente la muestra se
dividi6 en 2 porciones, la primera de 1 g (Columna 6) y la segunda de 1.5 g (Columna 7)
para asi lograr una mejor separacion cromatografica. Ambas columnas se realizaron bajo
las mismas condiciones. Se empled una cromatografia en columna con 20 g de silica gel,
los cuales se suspendieron en cloroformo para ser empaquetados en la columna de
acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.4. La particién de acetato de etilo se
disolvié en una pequeiia cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la
elucion de la columna se realiz6 empleando el siguiente gradiente de elucion:
cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,
20:80,10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml), acetato de etilo-metanol (90:10, 80:20,
70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml). Se
colectaron 105 fracciones de aproximadamente 10 ml cada una las cuales se analizaron
por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto

se formaron 10 FC para cada columna, ver tabla 27 y 28.
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FC Rendimiento (mg) FC Rendimiento (mg)
1 15.6 1 28.3

2 29.3 2 35.6

3 121.2 3 181.9

4 67.3 4 141.9

5 164.3 5 84.2

6 31.2 6 47.3

7 26.6 7 43.3

8 41.5 8 67.7

9 39.3 9 52.0

10 333.8 10 546.3

Tabla 27. Rendimientos de FC de Tabla 28. Rendimientos de FC de
columna 6. columna 7.

Posterior a obtener los rendimientos en ambas columnas se realizé una CCF de las
FC, para evaluar el desplazamiento de los compuestos observando una distribucién de

menor a mayor polaridad (figura 17 y 18).

L1 R:0.92 -
(cmT T i
ool REO.2 -
Figura 17. CCF de FC de la columna 6. Figura 18. CCF de FC de la columna 7.
Eluente: CHCI5:EtOAc (8:2; Eluente: CHCI3:EtOAc (8:2;
10 ml). Revelador: luz UV a 10 ml). Revelador: luz UV a
254 nm. 254 nm.
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Al evaluar los resultados de las CCF realizadas tanto a la columna 6 como a la
columna 7 se decidié mezclar las 2 FC2 ya que poseen un compuesto de Ry de 0.92 el
cual se encuentra en una concentracién y pureza aceptable para una posterior
purificacion. Ademas se decidié juntar las fracciones FC7 y FC8 de ambas columnas en
una sola fraccion ya que en las 4 fracciones estd presente un compuesto con Ryde 0.12,
el cual como en el caso anterior se encuentra en una concentracion y pureza adecuada
para un posterior fraccionamiento cromatografico con la finalidad de purificar los

compuestos mayoritarios de estas fracciones.

6.5.2.2 Columna 8. Fraccionamiento cromatografico de la fracciéon FC2 de las
columnas 6 y 7. Obtencién de C4

La mezcla de las FC2 de las columnas 6 y 7 se sometié a un proceso cromatografico
debido a que el compuesto mayoritario presente en la misma se encuentra con un grado
de pureza aceptable. Para el desarrollo de esta columna se empled una cromatografia en
columna de 160 cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccién 5.1.6. Se aplicaron 64.9 mg disueltos en metanol y
se emple6 como eluente 100 ml de metanol. Al terminar el proceso cromatografico se
recuperaron 20 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron
por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto

se formaron 3 FC y se evalué su rendimiento, ver tabla 29.
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FC Fracciones Rendimiento
mezcladas (mg)

1 1-5 1.6
2 6-9 54.1
3 10-20 9.2
Tabla 29. Rendimiento de FC de la
columna 8.

Figura 19. CCF donde se muestra las regiones
que comprenden cada una de las FC
de la columna 8. Eluente: CHCI; (10
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

En este caso no se realizé un CCF de las FC, sin embargo en la figura 19 es posible
observar la distribuciéon de los compuestos en varias de las fracciones individuales

obtenidas y el Ry del compuesto principal.

De la fraccion FC2 de la columna 8 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.68
(CHCl3) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscOpico. A este

compuesto (polvo amorfo blanco, con punto de fusién de 87.37 °C) se le denomina C4.

En andlisis posteriores se determind que el compuesto aislado de la fracciéon FC2 de
la columna 8 identificado como C4 es el mismo compuesto identificado anteriormente
como C1; esta conclusién surgié al compara los espectros de 'H y ?C-RMN de ambos
compuestos, observando que presentan sefiales similares con el mismo desplazamiento

quimico.
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6.5.2.3 Columna 9. Fraccionamiento cromatografico de las fracciones 7 y 8 de las
columnas 6 y 7. Obtencion de C5.

La mezcla conformada por las fracciones FC7 y FC8 tanto de la columna 6 como de
la columna 7, se sometieron a un fraccionamiento cromatografico con el fin de purificar
el compuesto principal con Ry de 0.12 (CHCI3:EtOAc; 8:2) presente en las 4 fracciones.
Para el fraccionamiento de esta fraccion se empled una cromatografia en columna con
20 g de silica gel fase reversa, los cuales se suspendieron en metanol para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.5.
Se aplic6 la totalidad de la fraccion la cual estd compuesta por 179.1 mg los cuales se
disolvieron en metanol para ser aplicados en la columna y se empleé como eluente 100
ml de metanol. Al terminar el proceso cromatografico se recuperaron 50 fracciones de 2
ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo
agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 5 FC y se evalu6

su rendimiento, ver tabla 30.

Fracciones Rendimiento

FC mezcladas (mg)
1 1-6 5.7
2 7-13 126.5
3 14-19 15.9
4 20-30 3.7
5 31-50 2.8

Tabla 30. Rendimientos de FC de la columna 9.

Figura 20. CCF de FC de la
columna 9. Eluente:
CHCI;:EtOAc (1:1; 10
ml). Revelador: luz
UV a 254 nm.
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Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribuciéon de menor a mayor polaridad (figura 20).

De la fraccion FC2 de la columna 9 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.29
(CHCI3/EtOAc 1:1) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A este
compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusiéon de 167.82 °C) se le

denomina CS5.

6.6 Extraccion II de 600 g de R. chalepensis y evaluacion de la actividad amebicida

Se realiz6 una segunda extraccion de R. chalepensis empleando 600 g de material
vegetal y 12 L de metanol como solvente de extraccion. La extraccion se llevo a cabo
depositando el material vegetal en porciones de 30 g en un extractor Soxhlet con 600 ml
de metanol y tuvo una duracién de 40 horas este procedimiento se repiti6 en cada una de
las 20 extracciones realizadas. Al término del proceso de extraccién y una vez que el
solvente alcanzé la temperatura ambiente precipité un sélido (S1) el cual fue filtrado

antes de proceder a la eliminacién del metanol por medio de un rotavapor.

Posterior a la obtencion del extracto crudo metandlico de R. chalepensis y haber
determinado los rendimientos totales del extracto se realizé una particiéon con hexano y

con acetato de etilo como se describe a continuacion.
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6.6.1 Particion del extracto metandlico Il de R. chalepensis (Pérez-Castorena et al.,
2006)

La totalidad del extracto metandlico de 124.0 g se dividié en 5 porciones para ser
trabajado con mayor facilidad. Cada porcion de 24.8 g se disolvié en un volumen de 200
ml de metanol para posteriormente vértelo a un embudo de separacién de 500 ml. A la
solucién anterior se le afadieron 200 ml de hexano y se agité vigorosamente,
observandose la formacién de un sélido insoluble en las paredes del embudo. Una vez
que se formaron las dos fases correspondientes se procedié a separar la fase hexdnica

(fase superior) de la fase metandlica. Este proceso se realiz6 por triplicado.

Ya separadas las fases hexdnica y metandlica se procedié a eliminar el solvente de la
fase hexdnica por medio de una destilacion al vacio empleando un rotavapor para asi
obtener el rendimiento. De la fase metandlica solamente se evaporé el solvente hasta
obtener un volumen aproximado de 50 ml, los cuales fueron vertidos gota a gota en un
vaso de precipitado de 250 ml conteniendo 150 ml de agua destilada, bajo constante
agitacion. La solucién metandlica-acuosa se transfirié a un embudo de separacion de 500
ml y se le afiadieron 200 ml de acetato de etilo, se agité vigorosamente y se esperd a que
se formaran las fases de acetato de etilo (fase inferior) y la fase metandlica-acuosa para

posteriormente separarlas. Esto proceso de realizé por triplicado.

Posterior a la separacion de la fase de acetato de etilo y la metandlica-acuosa se
evaporo el solvente de la fase de acetato de etilo empleando un rotavapor y se calculé el

rendimiento. La fase metanol-agua se desecho.
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Una vez que se realizo la particion a la totalidad del extracto metandlico se procedid a
juntar las particiones obtenidas con sus similares asi como sus subproductos. Finalmente

se calcul6 el rendimiento total , ver taba 31.

Extracto II de R.

chalepensis Rendimiento (g)
Metanolica 124.00
Hexanica 8.20
Acetato de etilo 20.00
Sélido 24.00

Tabla 31. Rendimiento del extracto metandlico y las particiones hexdnica y de acetato de
etilo de la extraccion Il de R. chalepensis

Posteriormente se evalué la actividad antiprotozoaria exhibida contra trofozoitos de

E. histolytica por parte del extracto crudo y de sus particiones, ver tabla 32.

Extracto II de R. Porcentaje de inhibicion a
chalepensis 150 g/ml (%)
Metanolica 42.33
Hexanica 84.66
Acetato de etilo 83.93
Sélido NA"

Tabla 32. Porcentaje de inhibicién a 150 g/ml del extracto metandlico y de las particiones
hexénica y de acetato de etilo de la extraccion Il de R. chalepensis
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6.7 Fraccionamiento cromatogréfico biodirigido de la extraccion II

6.7.1 Fraccionamiento cromatografico de la particion hexdnica del extracto II y
evaluacion de actividad amebicida de las fracciones obtenidas.

6.7.1.1 Columnas 10 a 16

Debido a que anteriormente ya se han aislado compuestos como C1, C2, C3 de la
particion hexdnica de R. chalepensis, el objetivo de este nuevo fraccionamiento es aislar
nuevamente los compuestos ya antes mencionados para confirmar su actividad
amebicida y continuar con la bisqueda de mas compuestos que presenten actividad

inhibitoria contra E. histolytica.

Los 8.20 g de la particiéon hexanica se repartieron en 7 columnas cromatogréficas las

cuales se realizaron de manera similar, siguiendo las siguientes especificaciones.

Se empled una cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se
suspendieron en hexano para ser empaquetados en la columna de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccidon 5.1.4. La muestra que se aplic6 varié en cada una
de las columnas de la siguiente forma: columna 10 (1.250 g), columna 11 (1.210 g),
columnal2 (1.150 g), columna 13 (1.150 g), columna 14 (1.220 g), columna 15 (1.300
g) y la columnal6 (0.800 g). Para aplicar la muestra en la columna se disolvié en una
pequena cantidad de hexano y la elucion se realizé empleando el siguiente gradiente de
elucién: n-hexano-cloroformo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,
20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml), cloroformo-acetato de etilo (90:10, 80:20,

70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml).
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Finalmente se eluy6 la columna con 50 ml de metanol para arrastrar los compuestos mds
polares unidos a la silica. Se colectaron 110 fracciones de aproximadamente 10 ml cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
similitud en su Rx Por lo tanto se formaron 8 FC para cada columna y se evalu6 su
rendimiento. Posteriormente, en base a las CCF de las FC de cada columna se agruparon
dichas fracciones con sus similares en el R de lo cual se obtuvieron los siguientes
rendimientos totales, ver tabla 33. Cabe mencionar que las 7 columnas se corrieron en

condiciones similares, por lo tanto el patrén de elucién fue el mismo.

FC FC mezcladas Rendimiento

(mg)
1 1-22 327.6
2 23-30 1197.1
3 31-34 209.0
4 35-43 1184.4
5 44-49 700.7
6 50-55 648.9
7 56-61 493.5
8 62-110 1134.0

Tabla 33. Rendimientos de FC de las columnas
10-16 y de la particion hexanica de la
extraccion II.

Figura 21. CCF de FC de particiéon hexénica IL
Eluente: CHCI5:EtOAc (9.5:0.5; 10 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucién de menor a mayor polaridad (figura 21).
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Se evalud la actividad amebicida de cada una de las FC que se obtuvieron de la
particion hexdnica. La evaluacién de la actividad bioldgica de las FC se realiz6 de
acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.2.4. A continuacién se muestran los

resultados obtenidos del tamizaje bioldgico, ver tabla 34.

Porcentaje de inhibicion
al50 g/ml
12.13
93.50
88.26
89.87
88.47
92.05
91.69
91.07

Tabla 34. Porcentaje de inhibicién de FC de particién hexdnica II en trofozoitos
de E. histolytica a 150 g/ml.

FC

0O\ AW

Para continuar con el aislamiento de compuestos bioactivos se selecciond las FC2,
FC4, FC6 y FC7 las cuales poseen un porcentaje de inhibicién alto (ver tabla 33) y

presentan un compuesto principal en CCF (ver figura 21).

6.7.1.2 Columna 17. Fraccionamiento cromatografico FC2 de la particion hexanica II

Se decidi6 purificar la fraccion FC2 de la particiéon hexdnica ya que es una de las
fracciones con mayor actividad inhibitoria de la misma y contiene un compuesto
principal en una concentracion satisfactoria con un Rrde 0.85 (CHCI3/EtOAc 9.5:0.5)
posiblemente responsable de la actividad antiprotozoaria de esta fraccion. Para el
fraccionamiento de la FC2 de la particién hexdnica II se empleé una cromatografia en

columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser
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empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.4.
1.197 g de la FC2 se disolvieron en una pequefia cantidad de cloroformo para ser
aplicados en la columna y la elucién de la columna se realizé6 empleando el siguiente
gradiente de elucién: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30 v/v; cada
uno de 50 ml). Finalmente se eluy6 la columna con 50 ml de metanol. Se colectaron 50
fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron

5 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 35.

FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-10 14.7
2 11-19 456.0
3 20-29 465.9
4 30-40 67.2
5 41-50 42.2

Tabla 35. Rendimientos de FC de la columna 17.

Figura 22. CCF de FC de la columna 17. Eluente:
hexano:cloroformo (3:7; 10  ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucién de menor a mayor polaridad (figura 22).
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En la FC2 de la columna 17 estd presente un compuesto principal con un Ry =0.57, el
cual tentativamente se considera como responsable de la actividad amebicida. Por lo
tanto se realizé una purificacién adicional a dicha fraccién y asi evaluar su actividad

amebicida.

6.7.1.3 Columna 18. Fraccionamiento cromatografico de FC2 de la columna 17 y
aislamiento de C6

Se decidi6 purificar la fraccion FC2 de la columna 17 ya que esta fraccion contiene
un compuesto principal con un Ry de 0.57 (hexano/cloroformo 3:7) responsable de la
actividad amebicida debido a que es el compuesto mds abundante. Para el
fraccionamiento de la FC2 de la columna 17 se empled una cromatografia en columna
con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser empaquetados
en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.4. La muestra de
456 mg se disolvié en una pequefia cantidad de cloroformo para ser aplicada en la
columna y la elucién de la columna se realiz6 empleando el siguiente gradiente de
elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10, v/v; la primera elucién fue de un
volumen de 200 ml y la segunda de 50 ml). Se colectaron 50 fracciones de
aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo
agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalué

su rendimiento, ver tabla 36.
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Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-11 17.0
2 12-17 243.2
3 18-44 92.3
4 45-50 17.8

Tabla 36. Rendimientos de FC de la columna 18.

Figura 23 CCF de FC de la columna 18.
Eluente: hexano:cloroformo (3:7; 10
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 23).

De la fracciéon FC2 de la columna 18 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.48
(hexano/CHCI3 3:7) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién de 74.82 °C y una

ICso de 45.95 pg/ml) se le denomina C6.

Mediante el andlisis posterior de los espectros de 'H y BC-RMN se dedujo que
compuesto C6 es similar al compuesto previamente aislado en la seccién 6.5.1.1

identificado como C1.

71



La fracciéon FC3 de la presente columna, posee una cantidad considerable del
compuesto C6 por lo que se fracciond para recuperar una mayor cantidad de dicho

compuesto.

6.7.1.4 Columna 19. Fraccionamiento cromatogrifico de FC3 de la columna 18

Se fracciond la FC3 con el fin de enriquecer la cantidad del compuesto C6 el cual es
abundante en esta fraccion. Para el fraccionamiento de la FC3 de la columna 18 se
empled una cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron
en cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento
descrito en la seccidon 5.1.4. La muestra de 92.3 mg se disolvié en una pequefia cantidad
de cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se realizé
empleando el siguiente gradiente de elucién: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10,
v/v; la primera eluciéon fue de un volumen de 150 ml y la segunda de 100 ml).
Finalmente se eluy6 la columna con 50 ml de metanol para arrastrar los compuestos mas
polares unidos a la silica. Se colectaron 60 fracciones de aproximadamente 5 ml cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

37.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 24).
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Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-27 36.9
2 28-47 24.3
3 48-60 7.6

Tabla 37. Rendimientos de FC de la columna 19.

Figura 24. CCF de FC de la columna 19.
Eluente: hexano:cloroformo (3:7; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

La fraccién FC1 contiene el compuesto C6 con un alto porcentaje de pureza.

6.7.1.5 Columna 20. Fraccionamiento cromatogrifico de la FC4 de la particién
hexdnica II

La fraccién FC4 de la particién hexdnica es la segunda fracciéon que contiene dos
compuestos principales (Rxz= 0.68 y 0.62 en CHCl3:EtOAc 9.5:05) responsables de la
actividad amebicida de esta fraccion. Por esta razén se continud con el fraccionamiento
cromatogrifico de dicha fraccion. Para el fraccionamiento de la FC4 de la particion
hexdnica II se empled una cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se
suspendieron en cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccién 5.1.4. La muestra de 1184.4 mg se disolvié en una

pequefia cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la
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columna se realizé6 empleando el siguiente gradiente de elucion: cloroformo-acetato de
etilo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 0:100 v/v; cada uno de 50
ml). Se colectaron 90 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se
analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry

Por lo tanto se formaron 3 FC y se evalué su rendimiento, ver tabla 38.

Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-17 719
2 18-40 171.1
3 41-90 102.1

Tabla 38. Rendimientos de FC de la columna 20.

Figura 25. CCF de FC de la columna 20.
Eluente: CHCI;:EtOAc (9:1; 8
ml). Revelado: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 25).

Como se puede observar en la figura 25, la fraccién FC1 de la columna 20 contiene 2
compuestos en buena concentraciéon y por lo tanto responsables de la actividad

amebicida de la fraccion FC4 de la particion hexanica II.
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6.7.1.6 Columna 21. Fraccionamiento cromatografico de la fracciéon FC1 de la
columna 20 y aislamiento de C7.

La fraccion FC1 de la columna 20 es la fracciébn que contiene dos compuestos
principales (R,=0.81 y 0.70 en CHCl;3:EtOAc) responsables de la actividad amebicida
de esta fraccion. Por esta razon se continud con el fraccionamiento cromatografico de
dicha fraccion. Para el fraccionamiento de la FC1 de la columna 20 se empleé una
cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en
cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccion 5.1.4. La muestra de 719 mg se disolvié en una pequefia cantidad de
cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se realizé
empleando el siguiente gradiente de elucidn: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10,
0:100 v/v; la primer elucién fue de un volumen de 120 ml, la segunda elucién fue de 100
ml y la ultima elucién se realiz6 de 50 ml). Finalmente se emplearon 50 ml de metanol
para eluir los compuestos méas polares retenidos por la silica. Se colectaron 64 fracciones
de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de CCF
permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC

y se evalud su rendimiento, ver tabla 39.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 26).
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FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-19 6.9
2 20-26 73.8
3 27-32 438.1
4 33-64 123.6

Tabla 39. Rendimientos de FC de la columna 21.

Figura 26. CCF de FC de la columna 21.
Eluente: CHCI5:EtOAc (9.5:0.5; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

De la fracciéon FC2 de la columna 21 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.70
(CHCI3:EtOAc 9.5:0.5) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién de 115.73 °C) se le

denomina C7.

Mediante el andlisis posterior de los espectros de 'H y BC-RMN se dedujo que el
compuesto C7 es similar al compuesto previamente aislado en la seccién 6.5.1.2

identificado como C2.

La fracciéon FC3 de la presente columna, posee una cantidad considerable del
compuesto C7 por lo que se fracciond para recuperar una mayor cantidad de dicho

compuesto.
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6.7.1.7 Columna 22. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién FC3 de la
columna 20

Con el afan de enriquecer la cantidad de C7 se decidi6 someter a un fraccionamiento
cromatografico a la fraccion FC3 de la columna 21 la cual contiene una abundante
concentraciéon del mismo C7 junto con otros compuestos que son considerados

impurezas.

Para el fraccionamiento de la FC3 de la columna 21 se empled una cromatografia en
columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.4.
La muestra de 438.1 mg se disolvié en una pequeia cantidad de cloroformo para ser
aplicada en la columna y la elucién de la columna se realiz6 empleando el siguiente
gradiente de elucién: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 0:100 v/v; la primer elucién fue
de un volumen de 250 ml y la segunda elucién fue de 30 ml). Finalmente se emplearon
50 ml de metanol para eluir los compuestos mds polares retenidos por la silica. Se
colectaron 66 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por
medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su R;. Por lo tanto se

formaron 3 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla 40.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribuciéon de menor a mayor polaridad (figura 27).
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FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-17 4.0
2 18-34 204.9
3 35-66 192.1

Tabla 40. Rendimientos de FC de la columna 22.

Figura 27. CCF de FC de la columna 22. Eluente:
CHCI;:EtOAc  (9.5:0.5; 8  ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

En la FC1 de la presente columna se confirma el aislamiento del compuesto C7 junto
a un cierto grupo de impurezas. Sin embargo en la fraccion FC2 aun se encuentra con
una presencia importante del compuesto C7 (Ry = 0.70, CHCIl3:EtOAc 9.5:0.5) por lo
que se consideré realizar nuevamente una cromatografia en columna para intentar

enriquecer aun mds el compuesto C7 y su compuesto acompafiante con un Ry = 0.81.

6.7.1.8 Columna 23. Fraccionamiento cromatografico de la FC2 de la columna 22

Con el afdn de enriquecer la cantidad de C7 se decidié someter a un fraccionamiento
cromatografico a la fracciéon FC2 de la columna 22 la cual contiene aun una abundante
concentracion del compuesto C7. Para el fraccionamiento de la FC2 de la columna 22 se
empled una cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron

en cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento
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descrito en la seccién 5.1.4. La muestra de 204.9 mg se disolvi6 en una pequeiia
cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se
realiz6 empleando el siguiente gradiente de elucidn: cloroformo-acetato de etilo (100:0,
99:01, 95:05, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40 v/v; con un volumen de elusion de 50
ml). Finalmente se emplearon 50 ml de metanol para eluir los compuestos més polares
retenidos por la silica. Se colectaron 90 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una
las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la

similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla

41.
Fracciones Rendimientos
FC
mezcladas (mg)
1 1-26 19.0
2 27-31 23.4
3 32-39 143.8
4 40-90 114

Tabla 41. Rendimientos de FC de la columna 23.

Figura 28. CCF de FC de la columna 23.
Eluente: CHCI5:EtOAc (9.5:0.5; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realizé una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribuciéon de menor a mayor polaridad (figura 28).
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En la fraccién FC2 se logr6 obtener el compuesto C7 con un mayor grado de pureza
solamente que con la presencia de algunos compuestos mas polares pero en una cantidad

inferior al compuesto principal.

6.7.1.9 Columna 24. Fraccionamiento cromatogréfico de la fracciéon FC6 de la
particion hexdnica I y de las fracciones FC6 y FC7 de la particion hexanica-II

Debido a que las fracciones FC6 y FC7 de la particion de hexano-1I y la fraccion FC6
de la particién de hexano mostraron en CCF la presencia de dos compuestos principales
con un Ry de 0.31 y 0.27 (CHCI3:EtOAc; 9.5:0.5) asi como también similitud en el
porcentaje de inhibicién ante los trofozoitos de E. histolytica se decididé juntar las 3
fracciones para intentar una separacion cromatogréfica de estos compuestos. La unién de

las tres fracciones antes descritas suma un peso de 1.342 g.

Para el fraccionamiento de la mezcla formada anteriormente se emple6 una
cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en
cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccion 5.1.4. La muestra de 1342 mg se disolvidé en una pequena cantidad de
cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se realizd
empleando el siguiente gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; con un volumen de
elusiéon de 50 ml). Finalmente se emplearon 50 ml de metanol para eluir los compuestos
mds polares retenidos por la silica. Se colectaron 120 fracciones de aproximadamente 5

ml cada una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de
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acuerdo a la similitud en su Rr Por lo tanto se formaron 3 FC y se evalud su

rendimiento, ver tabla 42.

Fracciones Rendimientos

FC mezcladas (mg)
1 1-15 387.6
2 16-27 3359
3 28-120 509.9

Tabla 42. Rendimientos de FC de la columna 24.

Figura 29. CCF de FC de la columna 24.
Eluente: CHCl3:EtOAc (9.5:0.5 10
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realizé una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribuciéon de menor a mayor polaridad (figura 29).

Se observa que la fraccion FC2 de la presente columna contiene los compuestos de
interés, por lo tanto se decidié someter a un fraccionamiento cromatografico adicional a

dicha fraccidn.

6.7.1.10. Columna 25. Fraccionamiento cromatografico de la fracciéon FC2 de la
columna 24.

Para el fraccionamiento de la fraccion FC2 de la columna 24 se empled una

cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en
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cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccién 5.1.4. La muestra de 335.9 mg se disolvi6 en una pequefa cantidad de
cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se realizd
empleando el siguiente gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50 v/v; cada uno de 50 ml). Finalmente se emplearon 50 ml de
metanol para eluir los compuestos mds polares retenidos por la silica. Se colectaron 70
fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su R, Por lo tanto se formaron

3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 43.

Fracciones Rendimientos

FC mezcladas (mg)
1 1-13 13.0
2 14-22 179.0
3 23-70 77.9

Tabla 43. Rendimientos de FC de la columna 25.

Figura 30. CCF de FC de la columna 25.
Eluente: CHCI5:EtOAc (9.5:0.5; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 30).
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Debido a que los rendimientos de las FC de la columna 25 son limitados se decidio
desistir en un fraccionamiento cromatografico adicional debido a que las fracciones atin

son mezclas muy complejas.

6:7.2 Fraccionamiento cromatografico de la particién de acetato de etilo del extracto
II y evaluacion de la actividad amebicida.

6.7.2.1 Columnas 26-35

El total del peso de la particién de acetato de etilo la cual consistia de un peso de 20
g, se repartid en 10 columnas cromatograficas (estas 10 columnas cromatograficas
corresponden de la columna 26 a la columna 35) con un peso que varié de columna en
columna como se muestra a continuacién: columna 26 (1.25 g), columna 27 (1.15 g),
columna 28 (1.20 g), columna 29 (1.30 g), columna 30 (1.30 g), columna 31 (1.25 g),
columna 32 (1.23 g), columna 33 (1.35 g), columna 34 (1.31 g) y la columna 35 (7.50
g). El procedimiento para el fraccionamiento cromatografico de la columna 26 a la
columna 34 se realizé de manera similar, se empled una cromatografia en columna con
20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser empaquetados en la
columna de acuerdo al procedimiento descrito previamente en la seccién 5.1.4. La
muestra empleada para cada procedimiento cromatografico se disolvié en una pequefia
cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se
realiz6 empleando el siguiente gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0,
90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50

ml), acetato de etilo-metanol (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50 v/v, cada uno de 50 ml).
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Finalmente se eluy6 la columna con 50 ml de metanol para arrastrar los compuestos mas
polares unidos a la silica. Se colectaron 85 fracciones de aproximadamente 10 ml cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
similitud en su Re Por lo tanto se formaron 8 fracciones las cuales se denominaran

fracciones colectivas (FC) y se evalu6 su rendimiento.

Solamente en el caso de la columna nimero 35 se modific6 la metodologia para
emplear una columna cromatogrifica que soportara una cantidad mayor de muestra y
que al mismo tiempo permitiera una buena separacion de los compuestos, a continuacién

se describe el procedimiento que se siguid para la realizacion de la columna ndmero 35.

Para la columna 35 se empled una cromatografia en columna de 160 cm de largo con
200 g de silica gel, los cuales se suspendieron en la minima cantidad de cloroformo para
ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccidén
5.1.4. La muestra de 7 g se disolvié en una pequefia cantidad de cloroformo para ser
aplicada en la columna y la elucién de la columna se realizé6 empleando el siguiente
gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40,
50:50 v/v; cada gradiente de 450 ml). Finalmente se emplearon 450 ml de metanol para
eluir los compuestos mas polares retenidos por la silica. Se colectaron 315 fracciones de
aproximadamente 10 ml cada una. Una vez que se analizé cada columna por separado se
procedio a juntar las FC con sus homologas o con aquellas FC que posean compuestos
con Ry similar para asi conformar las FC de la particion de acetato de etilo de la
extraccion II. A continuacion se muestran los rendimientos de las FC de la particién de

acetato de etilo II, ver tabla 44.
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Rendimiento

FC FC mezcladas
(mg)
1 C27FC1+ ngFCI + C29FC1 ar C3()FC1 + C31FC1 24.0
) Co7FC, + CgFC, + CxoFC, + C50FC, + C31FC, + C3,FCy + 460.0
Cs3FC, C34FC, + C35FC,y )
3 C26FC1,2 + C27FC3 aF C28FC3 + C29FC3 + C30FC3 aF C31FC3 aF 1251.5
C32FC2 C33FC2 + C34FC3, + C35FC2 :
4 Cy7FC4 + CgFCy + Cx9FCy4 + C50FCy4 + C31FC4 C33FC5 + 266.7
C34FCy + C35FCs ’
5 Cy6FC5 + Co7FCs + CogFCs + CooFCs + C3oFCs + C5,FCs + 23791
C32FC3 C33FC4,5 + C34FC5, + C35FC4 ’
6 C27FC6 + ngFC6 + C29FC6 + C30FC6 + C31FC6 + C32FC4 + 707.3
Cs3FCq + C34FC6, + C35FCs5 ’
7 Cy6FCy + Co7FCo+ CogFC7 + CooFCq + C3oFC; + C5FC, 146.8
8 Cy6FCs + Co7FCg + CogFCg + CooFCg + C3oFCg + C5,FCq + 648.2
C32FC5 C33FC7 + C34FC7 + C35FC6 )
9 C26FC6 + C27FC9 + ngFCg + C29FC9 + C30FC9 + C31FC9 + 9350.9

C3FCe 7 C33FCg 9 + C34FCg 9 + C35FC7 5

Tabla 44. Rendimientos de FC de la particién de acetato de etilo de la extraccién I1.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 31).

Figura 31. CCF de FC de la particion de

acetato de etilo II. Eluente:
CHCIL;:EtOAc  (9:1; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.
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Después de obtener los rendimientos de las FC de la particién de acetato de etilo se
procedié a tomar las muestras necesarias para avaluar la actividad amebicida de estas
fracciones. La actividad amebicida se determiné siguiendo la metodologia previamente
descrita en la seccion 5.2.4, a continuacién se muestran los porcentajes de inhibicién de

cada una de las FC de la particion de acetato de etilo II (tabla 45).

Porcentaje de inhibicion

FC a150 g/ml

1 NA

2 93.50

3 95.84

4 94.16

5 82.65 Tabla 45. Porcentaje de inhibicién de FC de
6 38.88 la particion de acetato de etilo de
7 91.07 la extraccion II en trofozoitos de
3 92 62 E. histolytica. NA, sin actividad
9 N'D amebicida. ND, no determinada la

actividad amebicida.

Como es posible observar en la tabla 44, la mayoria de las fracciones de la particion
de acetato de etilo poseen una actividad antiprotozoaria sobresaliente, superior al 80 %.
Por lo tanto se tomaron en cuenta como candidatas para fraccionamientos posteriores

con el fin de aislar los compuestos que les confieren dicha actividad bioldgica.

6.7.2.2 Columna 36. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién FC2 de la
particion de acetato de etilo de la extraccion II.

Para la columna 36 se emplearon 22 g de silica gel, los cuales se suspendieron en la
minima cantidad de cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccién 5.1.4. La muestra de 460 mg se disolvié en una

pequena cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la
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columna se realizé empleando el siguiente gradiente de elucidon: cloroformo-acetato de
etilo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 v/v; cada uno de 50 ml).
Finalmente se emplearon 50 ml de metanol para eluir los compuestos mds polares
retenidos por la silica. Se colectaron 80 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una
las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la

similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

46.
Fracciones Rendimiento
mezcladas (mg)
1 1-22 390.3
2 23-26 59.4
3 27-50 3.7
4 51-80 0.3

Tabla 46. Rendimientos de FC de la columna 36

Figura 32. CCF de FC de C36. Eluente:
hexano:CHCI; (3:7; 10 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 32).
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Después de obtener los rendimientos de las FC se realizé una evaluacion de la
actividad amebicida exhibida por las fracciones obtenidas, a continuacién se muestran

los porcentajes de inhibicidn, ver tabla 47.

Porcentaje de inhibicion

FC 2150 g/ml (%)
1 96.77
2 92.12
3 ND
4 ND

Tabla 47. Porcentaje de inhibicién de FC de la
columna 36 en trofozoitos de E.
histolytica. ND, no determinada la

En la fraccién FC1 se puede observar que hay un compuesto mayoritario con un Ryde
0.56 el cual es responsable de la actividad amebicida de esta fraccion. Por estas razones

se decidié someter a un subsiguiente fraccionamiento cromatografico a FC1.

6.7.2.3 Columna 37. Fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC1 de la
columna 36 y aislamiento de C8

Debido a que en la FC1 se encuentra el compuesto con la mayor actividad amebicida
se decidio realizar un fraccionamiento cromatografico de esta fraccion para aislar dicho
compuesto. Para el fraccionamiento se empled una cromatografia en columna con 20 g
de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser empaquetados en la
columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.4. La muestra de 390.3
mg se disolvidé en una pequena cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y
la elucién de la columna se realiz6 empleando el siguiente gradiente de elucion:

cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10 v/v; la primer elucién fue de 200 ml y la
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segunda de 50 ml). Se colectaron 50 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las
cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud

en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 48.

FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-10 7.8
2 11-17 269.5
3 18-38 53.2
4 39-50 7.1

Tabla 48. Rendimientos de FC de la columna 37.

Figura 33. CCF de FC de columna 37.
Eluente: hexano:CHCl; (3:7;
10 ml). Revelador: luz UV a
254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 33).

De la fracciéon FC2 de la columna 37 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.56
(hexano/CHCIl3; 3:7) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién de 87.37 °C y una

ICsp de 38.71 pg/ml) se le denomina C8.
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El compuesto C8 es el mismo compuesto identificado anteriormente como C1 debido
a que en la comparacién de espectros de 'H y ">C-RMN presentan sefiales similares con

el mismo desplazamiento quimico.

6.7.2.4 Columna 38. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién FC3 de la
particion de acetato de etilo II.

La fraccién FC3 de la particion de acetato de etilo II posee una actividad amebicida
de relevancia con un 95.84 % de inhibicién ante E. histolytica, por lo que justifica el
fraccionamiento cromatogrifico de la misma, con el fin de lograr aislar los compuestos
responsables de dicha actividad. Esta fraccion se mezclo con la FC3 de la particion de
acetato de etilo de la extraccion I la cual posee compuestos similares en concentracion
adecuada a un Ry de 0.82 y otro de 0.91. Para el fraccionamiento se empled una
cromatografia en columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en
cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccidon 5.1.4. La muestra de 1554.6 mg se disolvid en una pequefia cantidad de
cloroformo para ser aplicada en la columna y la eluciéon de la columna se realizé
empleando el siguiente gradiente de elucidn: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10.
80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40.60 v/v; cada uno de 50 ml). Finalmente se emplearon 50
ml de metanol para eluir los compuestos mds polares que fueron retenidos por la silica.
Se colectaron 80 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron
por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto

se formaron 5 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla 49.
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FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-7 56.8
2 8-15 716.2
3 16-19 233.2
4 20-26 28.6
5 27-60 48.2

Tabla 49. Rendimientos de FC de la columna 38.

Figura 34. CCF de FC de la columna 38.
Eluente: CHCI5:EtOAc (9.5:0.5;
10 ml). Revelador: luz UV 254
nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 34).

Posteriormente se analiz6 la actividad antiprotozoaria contra E. histolytica de las FC

por medio de la metodologia establecida en la seccion 5.3.4, ver tabla 50.

Porcentaje de inhibicion

FC 2150 g/ml (%)
T 85.92
2 81.75
3 88.40
4 ND
5 ND

Tabla 50. Porcentaje de inhibicién de FC de la columna 38 fraccién 11
en trofozoitos de E. histolytica. ND, no determinada la
actividad amebicida.
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En las fracciones FC1, FC2 y FC3 se encuentran los compuestos principales que a su
vez son responsables de la actividad amebicida de la fraccién de la que proceden.
Aunado a que se encuentran en una concentraciéon adecuada y con un cierto grado de
pureza justifica el que se continde con el fraccionamiento biodirigido de estas tres

fracciones.

6.7.2.5 Columna 39. Fraccionamiento cromatografico de la FC1 de la columna 38 y
aislamiento de C9

El objetivo del fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC1 de la columna 38
es aislar el compuesto con Ry de 0.87 (CHCI3:EtOAc; 9.5:0.5). Para el desarrollo de esta
columna se empled como fase estacionaria Sephadex LH-20 y como fase mévil 300 ml
de metanol. Se aplicé la totalidad de la muestra restante de FC1 (45 mg). Al final del
proceso cromatogréfico se recuperaron 60 fracciones, de 5 ml aproximadamente. Una
vez que se recuperaron las fracciones, estas fueron evaluadas por medio de CCF y se
decidi6 agrupar las fracciones de acuerdo a su similitud con su Ry en 4 FC para

posteriormente evaluar sus rendimientos, ver tabla 51

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 35).

De la fracciéon FC4 de la columna 39 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.90
(CHCIS/EtOAC 9:1) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién de 83.10 °C y una

ICsg superior a 150 pg/ml) se le denomina C9.
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FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-11 3.425
2 12-14 4.600
3 15-17 4.535
4 18-60 32.430

Tabla 51. Rendimientos de FC de la columna 39.

Figura 35. CCF de FC de la columna 39.
Eluente: CHCI;:EtOAc (9:1; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

C9 es el mismo compuesto identificado anteriormente como C1; debido a que en la
comparacién de sus espectros de 'H y ?C-RMN presentan sefiales similaresel mismo

desplazamiento quimico.

6.7.2.6 Columna 40. Fraccionamiento cromatogréifico de la fracciéon FC2 de la
columna 38 y aislamiento de C9 y C10.

El objetivo del fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC2 de la columna 38
es aislar los compuestos con Ry de 0.81 y 0.71 (CHCl;:EtOAc; 9.5:0.5), los cuales son
responsables de la actividad amebicida de la misma. Para el fraccionamiento se empled
una cromatografia en columna con 22 g de silica gel, los cuales se suspendieron en
cloroformo para ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito

en la seccién 5.1.4. La muestra de 716.2 mg se disolvié en una pequeiia cantidad de
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cloroformo para ser aplicada en la columna y la elucién de la columna se realizé
empleando el siguiente gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10.
80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40.60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada elusidén se
realiz6 de 50 ml). Se colectaron 110 fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las
cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud

en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla 52.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucién de menor a mayor polaridad (figura 36).

El fraccionamiento por cromatografia en columna de la fracciéon FC2 de la columna
38 nos permiti6 obtener 2.1 mg adicionales del compuesto C9 (R;de 0.81), presentes en
la FC1 de esta columna. Por otro lado de la fracciéon FC3 de la columna 40 se obtuvo un
compuesto puro con un Ry de 0.62 (CHCls/acetato de etilo 9.5:0.5) con la pureza

adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A este compuesto (polvo amorfo color

Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-10 2.1
2 11-13 539.9
3 14-20 99.3
4 21-110 11.4

Tabla 52. Rendimientos de FC de la columna 40.

Figura 36. CCF de FC de la columna 40.
Eluente: CHCI;:EtOAc (9.5:0.5; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.
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amarillo, con un punto de fusién de 144.73 °C y una ICsy 57.09 pg/ml) se le denomina

C10.

C10 es el mismo compuesto identificado anteriormente como C2 debido a que en la
comparacién de sus espectros de 'H y BC-RMN presentan sefiales similares con el
mismo desplazamiento quimico. Un andlisis mds detallado de los datos espectroscépicos
indican que C2 y C10 representan una mezcla de 2 compuestos con estructura muy
similar, pero en C2 encontramos adicionalmente un tercer componente que posee un

grupo carbonilo.

Posterior a la obtencién de los compuestos aislados se vio la posibilidad de obtener
una mayor cantidad del compuesto C10 y a la vez obtener otro compuesto que posee un
Ry muy similar al de C10, ambos presentes en las FC2 de esta columna, por lo que se

decidi6 continuar con el fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC2.

6.7.2.7 Columna 41. Fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC2 de la
columna 40.

La fraccion FC2 de la columna 40 contiene dos componentes principales con Ry de
0.66 y 0.62 de los cuales el compuesto de Ry 0.62 corresponde a C10, por lo que en esta
columna se tiene el objetivo de obtener una mayor cantidad del compuesto C10 y aislar
el compuesto con Ry de 0.66. Para el fraccionamiento se empleé una cromatografia en
columna con 22 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.4.

La muestra de 539.9 mg se disolvié en una pequeia cantidad de cloroformo para ser
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aplicada en la columna y la elucién de la columna se realiz6 empleando el siguiente
gradiente de elucion: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 99:01. 95:05, 90:10, 85:15,
80:20, 70.30, 60:40 v/v; cada uno de 50 ml). Finalmente se agregaron 50 ml de metanol
para eluir los compuestos de mayor polaridad retenidos por la silica. Se colectaron 90
fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su R Por lo tanto se formaron

3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 53.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 37).

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-21 28.8
2 22-38 498.6
3 39-90 11.3

Tabla 53. Rendimientos de FC de la columna 41.

Figura 37. CCF de FC de la columna 41.
Eluente: CHCI;:EtOAc (9.5:0.5; 8
ml). Revelador: luz UV a 240 nm.
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Los resultados de la CCF indican que no fue posible separar los compuestos que
conforman la fraccién FC2 de la columna 40 debido a que poseen una polaridad similar.
Por lo tanto se decidi6 realizar una cristalizacién del sélido obtenido en la FC2 de esta
columna como un paso previo a una purificacién mayor empleando Sephadex LH-20 el

cual nos permite separar en base al tamafio y no a la polaridad de los compuestos.

El proceso de cristalizacion se realiz6 como se describié en la seccién 5.1.8. Se
emplearon los 498.6 mg de la FC2 de esta columna. Pasadas 24 horas de refrigeracion se
formaron dos sélidos en la base del matraz pudiendo diferenciarlos por el color, uno
como un s6lido amorfo de color blanco (SB) y el otro un sélido amorfo de color verde

(SV), ver figura 38.

Figura 38. Sdlidos obtenidos por la técnica de cristalizacién de la fracciéon FC2 de la
columna 41.

El solvente fue decantado y los dos sélidos fueron recuperados de forma mecénica,
recuperando asi la fraccion original en tres partes, el SB, el SV y el sobrenadante. A

continuacion se muestran los rendimientos de los sélidos, ver tabla 54.

97



Obtenidos los rendimientos de los sélidos que se recuperaron se decidié realizar una
CCF para ver la forma en cdmo quedaron distribuidos los compuestos de interés tanto en

los s6lidos como en el sobrenadante, ver figura 39.

Solido Rendimiento (mg)
SB 85.2
SV 30.4

Tabla 54. Rendimiento de los sdélidos
recuperados de la cristalizacién de la
fracciéon FC2 de la columna 41.

Figura 39. CCF de sdlidos obtenidos por la técnica de
cristalizacion de la fraccion FC2 de la columna
41. Eluente: CHCI;:EtOAc (9.5:0.5 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm. *S, sobrenadante.

En CCF se observa que los compuestos con Ry de 0.66 y 0.62 atin se encuentran
formando una mezcla, tanto en los sélidos como en el sobrenadante, pero con una
diferente relacién en la concentracién aparente de cada uno de estos compuestos.
Primeramente se puede observar que en el sélido En el sélido verde se puede observar
que la concentracion del compuesto de Ry 0.66 estd en una mayor proporcion, en tanto
en el sélido blanco la concentracion del compuesto de Ry 0.66 es similar a la del
compuesto C10. Por otra parte en el sobrenadante el compuesto con Ry de 0.66 estd

presente en una mayor proporcion. Por tal razén se decidié continuar con el
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fraccionamiento tanto del sélido blanco y del sobrenadante por medio de cromatografia

en columna con Sephadex LH-20.

6.7.2.7.1 Columna 42. Fraccionamiento cromatografico del sobrenadante y
aislamiento de C10 y C11.

Para el desarrollo de esta columna se empled una cromatografia en columna de 160
cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccidn 5.1.6. Se aplicé la totalidad de la fraccién la cual estd compuesta por 365
mg disuelta en metanol y se emple6 como eluente 350 ml de metanol. Al terminar el
proceso cromatogrifico se recuperaron 70 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 5 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla

55.

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-44 185.2
2 45-50 6.7
3 51-52 2.8
4 53-63 37.9
5 64-70 5.1

Tabla 55. Rendimientos de FC de la columna 42.

Figura 40. CCF de FC de la columna 42.
Eluente: CHCIl;:EtOAc (9.5:05).
Revelador: luz UV a 240 nm.
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Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 40).

Como se puede observar en la figura 64 en las fracciones FC1 y FC4 se encuentran en
forma pura los dos compuestos de interés. En la fraccion FC1 de la columna 42 se
obtuvo un compuesto con un Ry de 0.66 (CHCI;/EtOAC 9.5:0.5) con la pureza adecuada
para realizar andlisis espectroscopico. A este compuesto (polvo amorfo color blanco, con

un punto de fusién de 104.13 °C y una ICsy 6.54 ug/ml) se le denomina C11.

C11 es el mismo compuesto identificado anteriormente como C3 debido a que en la
comparacién de sus espectros de '"H y 'C-RMN presentan sefiales similares con el

mismo desplazamiento quimico.
De la FC4 de esta columna se recuperaron 37.9 mg adicionales de C10.

Se continu6 con el fraccionamiento del sélido blanco para obtener mayores

cantidades de los compuestos C10 y C11.

6.7.2.7.2 Columna 43. Fraccionamiento cromatografico del sélido blanco

Para el desarrollo de esta columna se empled una cromatografia en columna de 160
cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccion 5.1.6. Se aplicé la totalidad del solido blanco recuperado (85.2 mg)
disuelto en metanol y se empleé como eluente 400 ml de metanol. Al terminar el
proceso cromatogrifico se recuperaron 80 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada

una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
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similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

56.
F  Fracciones Rendimiento
C mezcladas s (mg)
1 1-49 1.8
2 50-62 67.5
3 63-72 6.3
4 73-80 1.0

Tabla 56. Rendimientos de FC de la columna 43.

Figura 41. CCF de FC de C43. Eluente:
CHCI5:EtOAC (9.5:0.5; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 41).

El fraccionamiento cromatografico del sdlido blanco permitié6 obtener cantidades

adicionales de los compuestos C10 en FC3 y C11 en FC2.

6.7.2.8 Columna 44. Fraccionamiento cromatografico de la fraccion FC3 de la
columna 38.

El fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC3 de la columna 38 se realizé

con la finalidad de obtener una mayor cantidad del compuesto C10, €l cual se encuentra
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presente en esta fraccion. Para el fraccionamiento se empled una cromatografia en
columna con 22 g de silica gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.4.
La muestra de 233.2 mg se disolvié en una pequefia cantidad de cloroformo para ser
aplicada en la columna y la elucién de la columna se realiz6 empleando el siguiente
gradiente de elucién: cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10. 80:20, 70:30, 60:40,
50:50, 40.60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml). Se colectaron 110
fracciones de aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron

3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 57.

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-12 109.1
2 13-34 88.7
3 35-110 13.9

Tabla 57. Rendimientos de FC de la columna 44.

Figura 42. CCF de FC de la columna 44.

Eluente: CHCI;:EtOACc
(9.5:0.5; 8 ml). Revelador:
luz UV a 254 nm.
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Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 42).

De la fraccion FC1 de la presente columna se logré recuperar mayor cantidad del

compuesto C10.

6.7.2.9 Columna 45. Fraccionamiento cromatogrifico de la fraccién compuesta por
las fracciones FC4 de la particion de acetato de etilo I y /FC4 de la particién
de acetato de etilo II. Estas fraccciones provienen de las columnas 6 y 7 asi
como de las columnas 26 a 35, respectivamente.

Para la realizacion de esta cromatografia en columna se decidi6 juntar la fraccion FC4
de la particién de acetato de etilo I y la fraccion FC4 de la particion de acetato de etilo II
la cual mostro un porcentaje de inhibicién de 94.16 %. Esta unién de fracciones se
realiz6 debido a la similitud en el Ryde los compuestos que conforman dichas fracciones.
Para el fraccionamiento se empled una cromatografia en columna con 22 g de silica gel,
los cuales se suspendieron en cloroformo para ser empaquetados en la columna de
acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.4. La muestra de 475.9 mg se
disolvié en una pequeia cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la
elucion de la columna se realiz6 empleando el siguiente gradiente de elucion:
cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10. 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40.60 v/v; cada
uno de 50 ml). Finalmente se agregaron 50 ml de metanol para eluir los compuestos més
polares retenidos por la silica. Se colectaron 80 fracciones de aproximadamente 5 ml
cada una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a
la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 6 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

38.
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FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-15 4.4
2 16-17 33.1
3 18-19 55.0
4 20-26 192.8
5 27-30 53.3
6 31-80 41.8

Tabla 58. Rendimientos de FC de la columna 45

Figura 43. CCF de FC de la columna 45.
Eluente: CHCI5;:EtOAc; (9:1; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucién de menor a mayor polaridad (figura 43).

Como es posible observar en la figura 44 las FC2, FC3, FC4, FC5 contienen los
compuestos principales y posibles responsables de la actividad amebicida exhibida por

la fraccién de la que proceden. Por lo tanto se continuara con el fraccionamiento de estas

FC.

6.7.2.10 Columna 46. Fraccionamiento cromatografico de la fraccion FC2 de la
columna 45 y aislamiento de C12

La fracciéon FC2 de la columna 45 contiene dos compuestos principales con Ry de

0.77 y 0.68 los cuales se buscard aislar por medio de un proceso cromatografico. Para el
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desarrollo de esta columna se empled una cromatografia en columna de 160 cm de
longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito en la
seccion 5.1.6. Se aplicaron 33.1 mg de la fraccién disuelta en metanol y se emple6 como
eluente 450 ml de metanol. Al terminar el proceso cromatogréfico se recuperaron 90
fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron

3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla 59.

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-40 2.1
2 41-48 2.6
3 49-90 22.8

Tabla 59. Rendimientos de FC de la columna 46.

Figura 44. CCF de FC de la columna 46.
Eluente: CHCIl3:EtOAc (9:1; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 44).
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De la fracciéon FC1 de la columna 46 se recuperé un compuesto con un Ry de 0.92
(CHCI3/EtoAc 9:1) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A este

compuesto (polvo amorfo color blanco) se le denomina C12.

C12 es le mismo compuesto identificado anteriormente como C3 debido a que en la
comparacién de sus espectros de 'H y BC-RMN presentan sefiales similares con el

mismo desplazamiento quimico.

6.7.2.11 Columna 47. Fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion FC3 de la
columna 45 y aislamiento del compuesto C13

La FC3 de la columna 45 contiene un compuesto principal con un Ry de 0.68, por lo
cual esta fraccién se someti6 a un fraccionamiento cromatografico para aislar este
compuesto. Para el desarrollo de esta columna se emple6 una cromatografia en columna
de 160 cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento
descrito en la seccién 5.1.6. Se aplico la totalidad de la fraccidn la cual estd compuesta
por 55 mg disuelta en metanol y se empled como eluente 300 ml de metanol. Al terminar
el proceso cromatografico se recuperaron 60 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la

similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 3 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

60.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 45).
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Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-39 6.9
2 40-46 26.8
3 47-60 5.6

Tabla 60. Rendimientos de FC de la columna 47.

Figura 45. CCF de FC de la columna 47.
Eluente: CHCIl;:EtOAc (9:1).
Revelador: luz UV a 254 nm.

De la fraccion FC2 de la columna 47 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.68
(CHCI3/EtOAc 9:1) con la pureza adecuada para realizar anélisis espectroscopico. A este
compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién de 118.85 °C y una ICsy

26.22 ng/ml) se le denomina C13.

6.7.2.12 Columna 48. Fraccionamiento cromatografico de FC4 de la columna 45.

El objetivo de este fraccionamiento cromatografico a la fracciéon FC4 de la columna
45 es aislar los compuestos principales con Ry de 0.49 y 0.38. Para el desarrollo de esta
cromatografia en columna se emple6 una columna de 160 cm de longitud empaquetado
con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.6. Se aplicé

la totalidad de la fraccion la cual estd compuesta por 157.7 mg disuelta en metanol y se
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emple6 como eluente 450 ml de metanol. Al terminar el proceso cromatogréfico se
recuperaron 90 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron
por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto

se formaron 4 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla 61.

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-41 7.5
2 42-49 80.9
3 50-64 58.1
4 65-90 6.4

Tabla 61. Rendimiento de FC de la columna 48

Figura 46. CCF de FC de la columna 48.
Eluente: CHCI;:EtOAc  (9:1).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Una vez que se formaron las FC y que se registrd su rendimiento se realiz6 una CCF
para evaluar la distribucién de los compuestos principales, observando una distribucién

en base a la polaridad de los compuestos, ver figura 46.

En la fraccion FC2 se logr6 obtener un compuesto parcialmente puro con un Ry de
0.38, por lo tanto se decidi6 purificar esta fracciéon por medio de una cromatografia en

columna adicional.
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6.7.2.13 Columna 49. Fraccionamiento cromatografico de FC2 de la columna 48 y
aislamiento de C14

El aislamiento del compuesto con Ry de 0.38 contenido en la fraccion FC2 de la
columna 48 se realizdé empleando una columna de 160 cm de longitud empaquetada con
Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.6. Se aplicé la
totalidad de la fraccion la cual estd compuesta por 80.9 mg disuelta en metanol y se
empled como eluente 350 ml de metanol. Al terminar el proceso cromatogrifico se
recuperaron 70 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron
por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto

se formaron 3 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla 62

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-46 3.5
2 47-52 65.6
3 53-70 4.2

Tabla 62. Rendimientos de FC de la columna 49.

Figura 47. CCF de FC de la columna 49.
Eluente: CHCI;:EtOAc (9:1; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.
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Una vez que se formaron las FC y que se registr6é su rendimiento se realiz6 una CCF
de las FC para evaluar la distribucion de los compuestos principales, observando una

distribucién en base a la polaridad de los compuestos, ver figura 47.

En la fraccion FC2 de la columna 49 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.38
(CHCI/EtOAC 9:1) con la pureza adecuada para realizar andlisis espectroscopico. A
este compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién de 125.26 °C y una

ICs0 28.67 ug/ml) se le denomina C14.

En la fraccién FC5 de la columna 45 se encuentra este mismo compuesto C14 por tal
razon se sometid esta fraccion a un fraccionamiento cromatografico con la finalidad de

obtener un cantidad adicional de C14.

6.7.2.14 Columna 50. Fraccionamiento cromatogrifico de FC5 de la columna 45

El fraccionamiento que se realizé a esta fraccion tuvo la finalidad de purificar el
compuesto con Ry de 0.38 identificado anteriormente como C14 para asi obtener
cantidades adicionales del mismo. Para el desarrollo de esta cromatografia en columna
se empled una columna de 160 cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de
acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.1.6. Se aplicé la totalidad de la
fraccion la cual estd compuesta por 53.3 mg disuelta en metanol y se empleé como
eluente 350 ml de metanol. Al terminar el proceso cromatografico se recuperaron 70
fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron por medio de
CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su R Por lo tanto se formaron

4 FC y se evalué su rendimiento, ver tabla 63.
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FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-38 6.1
2 39-43 9.2
3 44-48 2.7
4 49-70 6.1

Tabla 63. Rendimientos de FC de la columna 50

Figura 48. CCF de FC de la columna 50.
Eluente: CHCI;:EtOAc (9:1; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Una vez que se formaron las FC y que se registré su rendimiento se realizé una CCF
de las FC para evaluar la distribucién de los compuestos principales, observando una

distribucion en base a la polaridad de los compuestos, ver figura 48.

De la fraccién FC2 se logré nuevamente aislar el compuesto C14.

6.7.2.15 Columna 51. Fraccionamiento cromatogréfico de la mezcla conformada por
las fracciones FC6, FC7 y FC8 de la particiéon de acetato de etilo II,
provenientes de las columnas 26 a 35.

Debido a que las fracciones FC6, FC7 y FC8 de la particién de acetato de etilo II (de

columnas 26 a 35) contienen el mismo compuesto con un Ryde 0.1 (CHCl3:EtOAc; 9:1)
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se decidi6 juntarlas y someterlas a un fraccionamiento cromatografico con el fin de

aislar el compuesto antes mencionado.

Para el fraccionamiento se emple6 una cromatografia en columna con 22 g de silica
gel, los cuales se suspendieron en cloroformo para ser empaquetados en la columna de
acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.4. La muestra de 1502.3 mg se
disolvi6 en una pequena cantidad de cloroformo para ser aplicada en la columna y la
elucion de la columna se realiz6 empleando el siguiente gradiente de elucion:
cloroformo-acetato de etilo (100:0, 90:10. 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40.60, 30:70,
80:20, 90:10, 0:100 v/v; las primeras 6 eluciones se realizaron de 50 ml, las 5 restantes
se realizaron de 80 ml). Finalmente se agregaron 50 ml de metanol para eluir los
compuestos mds polares retenidos por la silica. Se colectaron 150 fracciones de
aproximadamente 5 ml cada una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo
agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 6 FC y se evalu6

su rendimiento, ver tabla 64.

Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-27 107.3
2 28-35 387.9
3 36-41 182.1
4 42-48 123.5
5 49-76 377.5
6 77-150 101.6

Tabla 64. Rendimientos de FC de la columna 51

Figura 49. CCF de FC de la columna 51.
Eluente: CHCI;:EtOAc  (9:1).
Revelador: luz UV a 254 nm.
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Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 49).

En la fraccion FCS se logra observar el compuesto con Ryde 0.10 (CHCl3:EtOAc 9:1)
pero con una gran cantidad de impurezas polares por lo que se decidi6 continuar con la

purificacién de esta fraccion.

6.7.2.16 Columna 52. Fraccionamiento cromatografico de la fracciéon FCS5 de la

columna 51

Debido a que la fraccién FC5 de la columna 51 contiene principalmente el compuesto
con Ry de 0.10 el cual se encuentra contaminado con una considerable cantidad de
compuestos polares se decidié someter esta fraccion a una purificacién adicional. Para el
fraccionamiento cromatografico de esta fraccion se empleé una cromatografia en
columna con 20 g de silica gel fase reversa, los cuales se suspendieron en metanol para
ser empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién
5.1.5. Se aplicé la totalidad de la fraccion la cual estd compuesta por 335.9 mg los cuales
se disolvieron en metanol para ser aplicada a la columna y se empleé como eluente 140
ml de metanol. Al terminar el proceso cromatografico se recuperaron 56 fracciones de
2.5 ml aproximadamente. Cada una las cuales se analizaron por medio de CCF
permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 3 FC

y se evalud su rendimiento, ver tabla 65.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion de menor a mayor polaridad (figura 50).
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FC Fracciones Rendimiento

mezcladas (mg)
1 1-24 10.9
2 25-29 232.0
3 30-56 41.6

Tabla 65. Rendimientos de FC de la columna 52.

Figura 50. CCF de FC de la columna 52.
Eluente: CHCl;:EtOAc (1:1; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Al igual que en la columna 51, el compuesto de Rf = 0.23 (CHCI3:EtOAc 1:1) se
observa en una buena concentracion, pero con una gran cantidad de impurezas polares,
por esta razén se decidié6 someter nuevamente la FC2 a un fraccionamiento

cromatografico por exclusién molecular.

6.7.2.17 Columna 53. Fraccionamiento cromatogrifico de la fraccion FC2 de la

columna 52

Para el desarrollo de esta cromatografia en columna se empleé una columna de 160
cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccion 5.1.6. Se aplicé la totalidad de la fraccidn la cual estd compuesta por 232.0
mg disuelta en metanol y se empleé como eluente 450 ml de metanol. Al terminar el

proceso cromatografico se recuperaron 90 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada
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una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la

similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 4 FC y se evalu6 su rendimiento, ver tabla

66.

Fracciones Rendimientos
F
mezcladas (mg)
1 1-42 12.0
2 43-47- 35.3
3 48-60 141.6
4 61-90 25.6

Tabla 66. Rendimientos de FC de la columna 53

Figura 51. CCF de FC de la columna 53.
Eluente: CHCI;:EtOAc (1:1; 8 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 51).

En la fraccién FC3 se observa de nuevo el compuesto con Ry = 0.23 (CHCl3:EtOAc
1:1) sin embargo sigue estando contaminado con compuestos de mayor polaridad, por lo
que se decidi6 realizar nuevamente una purificaciéon ahora a la fraccion FC3 de la

columna 53.
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6.7.2.18 Columna 54. Fraccionamiento cromatogréfico de la fraccién FC3 de la
columna 53 y aislamiento de C15

Para el desarrollo de esta cromatografia en columna se emple6 una columna de 160
cm de longitud empaquetado con Sephadex LH-20 de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccidn 5.1.6. Se aplico la totalidad de la fraccidn la cual estd compuesta por 141.6
mg disuelta en metanol y se emple6 como eluente 300 ml de metanol. Al terminar el
proceso cromatogrifico se recuperaron 60 fracciones de 5 ml aproximadamente. Cada
una las cuales se analizaron por medio de CCF permitiendo agruparlas de acuerdo a la
similitud en su Ry Por lo tanto se formaron 2 FC y se evalud su rendimiento, ver tabla

67.

FC Fracciones Rendimientos

mezcladas (mg)
1 1-45 35.2
2 46-60 17.3

Tabla 67. Rendimientos de FC de la columna 54.

Figura 52. CCF de FC de la columna 54.
Eluente: CHCI;:EtOAc (1:1; 8
ml). Revelador: luz UV a 254 nm.
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Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucion en base a su polaridad (figura 52).

En la fraccion FC2 de la columna 54 se obtuvo un compuesto con un Ry de 0.23
(CHCls/acetato de etilo 1:1) con la pureza adecuada para realizar andlisis
espectroscopico. A este compuesto (polvo amorfo color blanco, con un punto de fusién

de 167.82 °C) se le denomina C15.

C15 es el mismo compuesto identificado anteriormente como CS, debido a que en la
comparacién de sus espectros de 'H, "?C-RMN presentan sefiales similares con el mismo

desplazamiento quimico.
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6.8 Resultados espectroscopicos

6.8.1 Andlisis espectrométrico y espectroscépico del compuesto C1

6.8.1.1 Andlisis de espectrometria de masas

En la figura 53 se muestra un espectro de espectrometria de masas por el método de
ionizacién por electrospray en su modo positivo, en el cual se puede observar el aducto
del ion molecular con un protén [M+H]" a "/, = 255.1. También se observa el aducto del
ion molecular con el ion sodio [M+Na]* a "/, = 277.1. Estos aductos permiten identificar
el peso del compuesto al restar el peso del protén y del ion sodio respectivamente,
quedando la masa del compuesto en 254.1 uma. Del mismo modo y de una forma
confirmatoria de la masa del compuesto C1 se ubicé la sefial producida por el ion

[2M+Na]" a "/, = 531.2.

El espectro de alta resolucion de (+)-HR-ESI-MS de la figura 54 muestra de nuevo
varios aductos simples del compuesto C1, primero se ubica el aducto [M+H]" a "/, =
255.1014, y a continuacién el aducto [M+Na]" con una masa de 277.0835. Los valores
de peso molecular calculados para CicH;50; y para C;¢H;4NaOs; son 255.1016 y
277.0835, respectivamente, lo cual concuerda con el peso molecular de los dos primeros
aductos indicados arriba. Se propone por lo tanto la férmula molecular CcH;40O5 para el

compuesto C1, después de substraer un dtomo de H o de Na, respectivamente.
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6.8.1.2 Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear
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Figura 55. Espectro general de '"H-RMN del compuesto C1 en CDCl,,.

En el espectro de 'H-RMN de la figura 55 se procedié primero a identificar la sefial
correspondiente al solvente sin deuterar (CHCl3) a 7.25 ppm. Una vez identificada esta
sefial es posible observar claramente 8 sefiales correspondientes al compuesto C1, las
sefales A, B, C y D estdn representadas por cuatro singuletes (s) con desplazamientos de
7.64,7.63, 7.61 y 7.37 ppm respectivamente, las cuales integran para cuatro metinos de
protones aromdticos. La sefal E con un desplazamiento de 6.78 ppm y una multiplicidad
de doblete (d) asi como la sefial F con desplazamiento a 6.18 ppm y una multiplicidad de
doble doblete (dd) integra cada una para 1 protén. La sefial E tiene acoplamiento con un
metino en la regién de aromaticos (sefal B) y la sefial F posee un acoplamiento con la
sefal de un protén de la regién de aromaticos (sefial G) (COSY, figura 56). Por otra

parte la sefial G con un desplazamiento a 5.08 ppm tiene multiplicidad de multiplete (m)
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e integra para dos protones y finalmente a 1.48 ppm se ubica la sefial H la cual esta
representada como un singulete que integra para 6 protones en el drea de grupos metilo.

Los datos obtenidos de este espectro se resumen en la tabla 68.

Senal Multiplicidad J (Hz) Integracion
A 7.64 S 1H
B 7.63 S 1H
C 7.61 S 1H
D 7.37 S 1H
E 6.78 d 1.20 1H
F 6.18 dd 10.86, 17.30 1H
G 5.08 m 2H
H 1.48 S 6H

Tabla 68. Resumen de sefiales del espectro de 'H-RMN de C1.

También ser realizé un anélisis bidimensional de RMN para poder observar las
correlaciones que hay entre las sefiales de los protones del compuesto a través de 3 o
mas enlaces. En la figura 56 se presenta un espectro de COSY (Correlation

Spectroscopy).

El andlisis de este espectro permite ubicar dos correlaciones a largo alcance entre las
senales G (5.08 ppm) y la sefial H (1.48 ppm) ademds de la correlacion de la sefial A
(7.64 ppm) con la sefial H. Esto permite identificar la cercania que existe entre los

grupos metilo de la sefial H con el anillo aromatico donde se encuentra la sefial A.
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Figura 56. Espectro general de COSY del compuesto C1 en CDCl;.

En una ampliaciéon del espectro de COSY (figura 57) se pueden observar mads
claramente las correlaciones que existen entre los protones aromaticos asi como el
acoplamiento de un protén vinilico. Primeramente se observa la correlacién entre la
sefal B (7.63 ppm) y la sefal E (6.78 ppm) a 3 enlaces identificando a estos protones
como vecinos. El acoplamiento del protén F (6.18 ppm) con los protones G (5.08 ppm)
parecen indicar la presencia de un doble enlace terminal. Ademds de estos
acoplamientos entre protones vecinos se puede ubicar la sefial de un acoplamiento a

largo alcance entre la sefial D (7.37 ppm) y E (6.78 ppm).
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Figura 57. Ampliacion del espectro COSY del compuesto C1 en CDCl;.

En Ia tabla 69 se resumen los acoplamientos registrados en el espectro COSY del

compuesto C1.

Senal Acoplamiento

A H

B E

C

D E

E B,D

F G

G F,H

H A,G

Tabla 69. Resumen de correlaciones en espectro COSY del compuesto C1.

Por otra parte en el espectro de ?*C-RMN, de la misma forma que en el espectro de
protones se identificé la sefial correspondiente al solvente sin deuterar (CHCI3) con un
desplazamiento que va de 77.25 a 76.74 ppm. Después de descartar la sefial del solvente

se pueden identificar 15 sefiales correspondientes al compuesto bajo estudio, ver figura

38.

123



—
o]
N
&
—F=

Figura 58. Espectro de "C-RMN del compuesto C1 en CDCl;.

Las senales de los carbonos 1, 2 y 3 presentan un desplazamiento superior a 150 ppm
lo que permite ubicar a estos carbonos unidos a dtomos mds electronegativos que el
carbono, en este caso unidos a dtomos de oxigeno. El desplazamiento del carbono 1
(159.81 ppm) pertenece a un grupo carbonilo de lactona. La influencia del oxigeno con
hibridacién sp® del grupo lactona disminuye el desplazamiento comdn de un grupo
carbonilo de cetona, el cual fluctia entre 185 y 210 ppm. Con respecto al resto de las
sefales, se pueden clasificar como sefiales de carbonos arométicos u olefinicos
(hibridacién sp?) de la sefial 2 a la sefial 13, en tanto las sefiales 14 y 15 corresponden a
carbonos alifaticos; aunque el espectro presenta solo 15 sefiales, la sefial nimero 15
corresponde a dos carbonos los cuales son simétricos y presentan el mismo entorno
quimico. Para la completa clasificacion de estas sefiales se hizo uso de otra técnica
bidimensional de RMN, HSQC (Heternuclear Single Quantum Coherence). El emple6

de esta técnica nos permite conocer el acoplamiento carbono-hidrégeno ('*C-'H) a un
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enlace, de esta forma se logré adjudicar determinada sefial de un protén a una

determinada sefial de carbono y al mismo tiempo confirmar la correcta clasificacién de

las sefiales del espectro de BC-RMN en metilos, metilenos, metinos y carbonos

cuaternarios, tabla 70.

Seial Clasificacion
1 159.81 Cq
2 155.77 Cq
3 151.21 Cq
4 146.51 CH
5 145.38 CH
6 138.25 CH
7 133.03 Cq
8 124.51 Cq
9 119.46 CH
10 115.84 Cq
11 112.25 CH,
12 106.27 CH
13 98.84 CH
14 40.44 Cq
15 26.08 CH;
16 26.08 CH;

Tabla 70. Resumen de sefiales del espectro de *C-RMN del compuesto C1.

En la figura 59 se muestra el espectro de HSQC en el cual se pueden observar los

acoplamientos C-H a un enlace del compuesto C1 y en la tabla 71 se resumen los

acoplamientos C-H que muestra este espectro.
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Figura 59. Espectro de HSQC del compuesto C1. A, espectro general de HSQC. B,
ampliacion del espectro de HSQC. 'H: 4.5-8.5 ppm "°C: 80-165 ppm.

Una vez establecidos los acoplamientos C-H a un enlace que se produjeron se puede
confirmar que los carbonos 1, 2, 3, 7, 8, 10 y 14 son carbonos cuaternarios de los cuales
solamente el carbono 14 pertenece a una cadena alifitica del compuesto, los otros
carbonos pertenecen a la region de aromaéticos y olefinicos. Con los que respecta a las
sefales de los carbonos 4, 5, 6,9, 12 y 13 son metinos, en tanto la sefial 11 corresponde

a un metileno olefinico. La sefal del carbono 15 corresponde a dos grupos metilo de la
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region alifética, a esta conclusion se llega basandonos en la integracion de 6 protones
para la sefial H en el espectro de "H-RMN, esta situacién se presenta debido a que ambos
grupos metilos son simétricos y presentan el mismo entorno quimico. Cada uno de los
acoplamientos antes mencionados se representa mostrando solamente el desplazamiento

quimico de las sefiales de protones ( 'H) en la fila del carbono correspondiente.

Sefial Bc HMBC H
1 159.81
2 155.77
3 151.21
4 146.51 9,8,3,2,1 7.63
5 145.38 16, 15, 14 6.18
6 13825 | 14,13,10,3, 1 7.64
7 133.03
8 124.51
9 119.46 | 13,12,6,3,2 7.61
10 115.84
11 112.25 14,5 5.08
12 106.27 8,4,2 6.78
13 98.84 10,8, 3,2 7.37
14 40.44
15 26.08 16, (12’ 14,7, 1.48
16 2608 | (16) 12’ 14,7, 1.48

Tabla 71. Resumen de correlaciones del espectro de HSQC y HMBC del compuesto C1

Ademds de los andlisis que se realizaron al compuesto para identificar los
acoplamientos de C-H a un enlace y conocer la naturaleza de cada una de las sefiales
tanto del espectro de 'H-RMN y de BC-RMN, se realizé6 un andlisis de HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) con el cual podemos observar los
acoplamientos C-H a 2 o 3 enlaces y en sistemas conjugados hasta 4 enlaces, este tipo de

informacién nos permite deducir la conectividad que hay entre los carbonos e
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hidrégenos de determinadas regiones de la molécula y de esta forma confirmar la
correcta asignacioén de los carbonos e hidrégenos en la molécula. En la tabla 71 se
muestra un resumen de las sefales obtenidas del espectro de HMBC (columna HMBC)
en el cual se muestran solamente el nimero de carbono con el cual se estd produciendo

un acoplamiento C-H.

El tipo de informacién recopilada de cada una de las técnicas antes descritas permite
deducir que la estructura posee un esqueleto carbonado semejante a la estructura base de
furanocumarinas compuestos muy abundantes en esta planta. Posee una cadena
hidrocarbonada, 2-metilbut-3-en-2-ilo como sustituyente en la posicion 2 de la
estructura. Finalmente reuniendo esta informacién se identifica al compuesto C1 como
6-(2-metilbut-3-en-2-ilo)furo[3,2-gcromen-7-ona, el cual tiene como nombre comun
chalepensina, ya que el punto de fusién (Tian-Shung et al., 2003) (ver seccién 6.5.1.2) y
los datos espectroscopicos aqui reportados coinciden con los datos disponibles en la

literatura cientifica (El-Belh et al., 1981; Tian-Shung et al., 2003).

PM: 254.28
Ci6H 1405

Figura 60. Estructura del compuesto C1, chalepensina.
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6.8.2 Andlisis espectrométrico y espectroscopico del compuesto C2

6.8.2.1 Andlisis de espectrometria de masas

El andlisis de espectrometria de masas del compuesto C2 se llevé a cabo con el

método de ionizacion de electrospray en el modo positivo, ver figura 97.

En primera instancia se pueden reconocer las sefiales de dos aductos con diferente
relacién "/,. El primer aducto ser4 identificado como [M;+Na]* a ™/, = de 209.0, en tanto
el segundo se identificé como [M»+Na]* con un peso de "/, = 239.1. Ademds es posible
observar el aducto [2M;+Na]" con un peso de ™/, = 395.1 confirmando el peso del
compuesto M1 en 186.0 uma (C2-A), una vez que se resta el peso del ion sodio. Por otra
parte también es posible identificar el aducto [2M»+Na]* a m/z = 395.1 y restando el

peso del ion sodio fue posible confirmar el peso de M2 como 216.0 uma (C2-B).

El espectro de alta resoluciéon de (4)-HR-ESI-MS de la figura 62 muestran los
aductos simples de la mezcla identificada como C2, primero se ubica el aducto [M;+H]"
a"/, = 187.0391, y a continuacién el aducto [M;+Na]" con una masa de 209.0211. El
valor del peso molecular calculado para C;;HgNaO3 es 209.020915 lo cual concuerda
con el peso molecular del segundo aducto indicado anteriormente. Se propone por lo
tanto la féormula molecular C;;H¢O3 para el compuesto C2-A, después de substraer un
dtomo de Na, respectivamente. Por otra parte, también se ubicé el aducto [M,+H]" a "/,
= 217.0497 ademds del aducto [M,+Na]" a "/ = 239.0318. Los valores de peso
molecular calculados para Ci,Hy9Os y para C;,HgNaO4 son 217.04953 y 239.0314,

respectivamente, lo cual concuerda con el peso molecular de los dos primeros aductos
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indicados arriba. Se propone por lo tanto la férmula molecular C;,HgO, para el

compuesto C2-B, después de substraer un dtomo de H o de Na, respectivamente.

Aparte de la informacidn antes descrita es importante mencionar que la mezcla que

conforma C2 no sdlo estd formada por dos compuestos sino que también estdn presentes

otros compuestos en una menor cantidad a los cuales no fue posible determinar su peso.
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Figura 61. Espectro de masas ((+)-ESI-MS) de C2.
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Figura 62. Espectro de masas ((+)-HR-ESI-MS) de C2.
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6.8.2.2 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear

Para el andlisis estructural de los compuestos que conforman C2 se hizo uso de

andlisis de RMN de una dimensién y de dos dimensiones.

En la figura 99 se observa el espectro se 'H-RMN en el cual en primera instancia se
identificé la seial del solvente sin deuterar (CHCls) 7.27 ppm. Después de descartar la
sefial del solvente, se observan 17 sefiales (de la sefial A a la sefial P), distribuidas tanto
en el drea de hidrégenos aromaticos como en el drea de aliféticos. Al realizar el cdlculo
de integracion de cada una de las sefiales se observan dos conjuntos de sefiales en donde
para cada conjunto se observa un factor de integracion similar, indicando la presencia de
mas de un compuesto, informacion ya proporcionada por el andlisis de espectrometria de
masas, sin embargo en el espectro de 'H-RMN se observan sefiales para un tercer
compuesto; para los dos primeros sus sefales de protones se encuentran situadas
principalmente en el &drea de aromadticos en tanto para el tercero sus sefales
mayoritariamente pertenecen al area de alifaticos. Una vez identificadas las sefiales
pertenecientes a cada uno de los tres compuestos que conforman esta mezcla se procede

a describirlos por separado.

Las senales A, E, G, H, K, L pertenecen al conjunto cuyo factor de integracioén indica
que se encuentra en menor proporcion en la mezcla y corresponden al compuesto de
peso molecular de 216.0 uma (C2-B). La sefial del proton A representada con un doblete
A =8.15yJ=9.82 Hz se encuentra acoplada con la sefial del proton K a = 6.28, la
cual tiene el mismo valor de la constante de acoplamiento y similar multiplicidad, por lo

que se deduce que la sefial A y la sefial K son protones vecinos.
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Figura 63. Espectro de 'H-RMN de C2 en CDCl;.

Del mismo modo las sefales Ey Ha = 7.59 y 7.02 representadas por dobletes se
deduce que son protones vecinos debido a que presenta acoplamiento en el espectro de
COSY, ver figura 64. La sefial Ga =7.13 se encuentra representada como un singulete
debido a que el proton perteneciente a esta sefial se encuentra aislado, en tanto el
singulete de la sefial L a = 4.27 representa un grupo metoxilo (O-CH3), ver tabla 72 en

la cual se resume la informacién obtenida del espectro 'H-RMN.

Para el segundo compuesto presente en la mezcla C2 con PM de 186 uma (C2-A) se
identificaron las sefiales B, C, D, F, 1, J. En primera instancia fue posible notar un patrén
similar de acoplamientos al del compuesto con PM 216 uma, ya que también estdn
presentes dos acoplamientos vicinales; uno entre los dobletes de las sefiales By Ja =

7.81'y 6.39 con J =9.57 Hz y un segundo acoplamiento entre los dobletes de las sefiales
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Cela =7.70y 6.84 el cual es posible confirmar con el acoplamiento que de observa
en el espectro de COSY, ver figura 64. También estin presentes dos singuletes
representados en las sefiales Dy Fa =7.69 y 7.48, las cuales representan dos protones
aislados dentro del sistema de resonancia ademds es importante notar la ausencia de

sefnal para O-CHj3, ver tabla 72.

Las sefiales pertenecientes al tercer compuesto son M, N, N, O y P, las cuales
representan solamente protones alifaticos. Las sefiales M, NyNa =2.35,2.02y 1.63
representan grupos metilenos desapantallados por lo que se encuentran unidos o cerca a
grupos electronegativos, la sefial M a un grupo carbonilo y la sefial N a un doble enlace.
La sefial P a = (0.86 representa a un grupo metilo y la sefial O a = 1.28 representa

grupos metilenos pertenecientes a una larga cadena de 4&tomos de carbono.

Seiial | (ppm) | Multiplicidad | J(Hz) Seiial | (ppm) | Multiplicidad | J(Hz)
A 8.15 d 9.82 J 6.39 d 9.57
B 7.81 d 9.57 K 6.28 d 9.82
C 7.70 d 2.27 L 4.27 S
D 7.69 m M 2.35 t 7.43

7.43
E 7.59 d 2.01 N 2.02 m
F 4.48 s N 1.63 m
G 7.13 S (0] 1.28 m
H 7.02 d 1.26 P 0.86 m
| 6.84 d 1.01

Tabla 72. Resumen de sefiales de '"H-RMN de C2.

A la mezcla de compuestos identificados como C2 se les realizé un andlisis con la
técnica bidimensional de COSY. De este andlisis se obtuvo la confirmacién de los
acoplamientos ya descritos entre las sefiales A-K y E-H para el compuesto de formula

molecular C1,HgO4 (PM = 216.0 uma) asi como entre las sefiales B-J, C-I para el
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compuesto de férmula molecular C;1HgO3 (PM = 186 uma). También es posible

observar los acoplamientos que se dan en el tercer compuesto presente en C2 (los cuales

no era posible apreciar en el espectro de protones) entre las sefiales M-N, N-O y O-P,

ver figura 64. A continuacion se muestra una tabla con el resumen de la informacién

obtenida del espectro COSY.
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Tabla 73. Resumen de sefiales de COSY deC2.

Figura 64. Espectro general de COSY de C2 en CDCl;. =
Seial | Acoplamiento | Sefial | Acoplamiento
A K J B
B J K A
C I L
D M N
E H N 0
F N M
G 0) N, P
H E P
I C
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En el andlisis de ?C-RMN se pueden identificar 36 sefiales pertenecientes a los tres
compuestos mayoritarios, ver figuralO1. Para su andlisis en primera instancia se descarta
la sefial del solvente que aparece entre 76.70 y 77.33 ppm, correspondiente al

cloroformo.
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Figura 65. Espectro de "C-RMN de C2 en CHCl;.

Basdndonos en la informacion que proporcionan andlisis adicionales como el DEPT-
135 y HSQC (ver figura 66 y 67) se pudo clasificar las sefales de acuerdo al tipo de

carbono o al grupo al cual pertenece.

Las primeras 6 sefiales a campo bajo corresponden a carbonos cuaternarios
probablemente unidos a &tomos de oxigeno. El carbono 1 pertenece a un grupo carbonilo
de cetona, el cual recibe influencia de un doble enlace en posicién al carbonilo lo que

provoca un desplazamiento quimico a campos altos de 1o normal.
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Figura 66. Espectro de DEPT-135 de C2 en CDCls.

El carbono 2 representa un grupo carbonilo pero de una lactona por lo que su

desplazamiento quimico es menor al del carbono 1. Los carbonos 3, 4 y 5 son carbonos

que se encuentran unidos a los dtomos de oxigeno con hibridacién sp3 del grupo

lacténico en tanto el carbono 6 se encuentra formando un enlace éter con el oxigeno

unido al grupo carboxilo de la lactona. También las sedales 11, 12, 13, 15 y 17

corresponden a carbonos cuaternarios. Los grupos metinos de anillos arométicos estdn

representados por las sefiales 7-10, 14, 16, 18, 19, 20, 21 y 22, mientras que las sefiales

24 a 34 corresponden a grupos metilentos de naturaleza alifatica. La sefial del carbono

23 corresponde a un grupo metoxilo y la sefal de los carbonos 35 y 36 pertenecen al

compuesto alifatico de la mezcla, ver tabla74.
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También se realiz6 un andlisis de HMBC para el correcto andlisis del espectro de Be-
RMN con el cual se logré determinar cudles sefiales corresponden a determinado
compuesto, por lo que se pudo determinar que las sefales 2, 4, 5,7, 9, 13, 14, 15, 16, 19

y 21 pertenecen al compuesto de menor peso molecular mencionado en el apartado
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6.8.2.1. Por otra parte las senales 2, 3, 5, 6, 8, 10, 17, 18, 19, 20, 22 y 23 pertenecen al
compuesto de mayor peso molecular mencionado en el apartado antes descrito.
Finalmente también se identificaron las sefiales pertenecientes al compuesto alifdtico
evidenciado en el espectro de protones, este estd compuesto por las sefales 1, 11, 24, 25,

26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 y 36, ver figura 68 y tabla 74.
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Figura 68. Espectro de HMBC de C2 en CDCl;.

En base a la informacion recopilada del anélisis de espectrometria de masas y de
resonancia magnética nuclear se llegé a la conclusién que los tres compuestos de la
mezcla identificada como C2 son el compuesto 7H-Furo[3,2-g]cromen-7-ona, nombre
comin psoraleno con una peso molecular de 186.0313 (C2-A) y el compuesto 5-metoxi-
2H-furo[3,2-g]cromen-2-ona, nombre comun bergapteno con un peso molecular de
216.0417 (C2-B) (Tian-shung et al., 2003; Chunyen et al, 2009;Intekhab and Aslam,

2009). Con respecto al compuesto de naturaleza alifitica no fue posible determinar
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completamente su estructura, sin embargo se pudo concluir que probablemente se trata

de una cetona , -insaturada de 15 atomos de carbono.

Sefial | (ppm) | C(tipo) | HMBC | 'H| | Sefial | (ppm) | C(tipo) | HMBC |'H
1 | 17951 | Cq 19 | 10637 | CH | 13.7.4 | 1
2 | 16107 | Cq 20 | 10503 | CH | 17.8.3 | H
3| 15839 | Cq 21 | 98 | cu | 23’ > | F
4 | 15644 | Cq 22 | 9386 | CH | 19.17.3 | G
5 | 15205 | Cq 23 | 6009 | CH, 6 L
6 | 14958 | Cq 24 | 3397 | cn, 3363% M
7 | 14691 | CH |13.9.5.4| C 25 | 3192 | CH, | 3226 | O
§ | 14479 | CH 7.3 | B 26 | 2069 | CH, | 3226 | O
9 | 14408 | CH | 1452 | B 27 | 2058 | CH, | 3226 | O
10 | 13928 | CH 6.5.2 | A 28 | 2943 | CH, | 3226 | O
1 | 13135 | Cq 29 | 2935 | CH, | 3226 | O
12 | 13002 | Cq 30 | 2923 | CH, | 3226 | O
13 | 12489 | Cq 31 | 2013 | CH, | 3226 | O
4 | 11983 | cg | 2b 513’ %1 p 32 | 2006 | CH, | 3226 | O
15 | 11543 | Cq 33 | 2468 | CH, | 3226 | N
16 | 11467 | CH 5.1 | 1 34 | 268 | CH, | 3226 | O
17 | 11270 | Cq 35 | 1922 | CH, | 3226 | O
18 | 11256 | CH 9.1 | K 36 | 1410 | CH, | 34.25 | P

Tabla 74. Resumen de sefiales del espectro de 3C-RMN, DEPT-135, HSQC y HMBC de C2

en CHCl;
Q
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Figura 69. Estructura de los componentes mayoritarios de C2.
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6.8.3 Andlisis espectroscopico del compuesto C3
6.8.3.1 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear

Para el andlisis de la estructura del compuesto C3 se empledé la técnica

espectroscopica de RMN tanto mono- como bi-dimensional.

En el espectro de 'H-RMN fue posible ubicar 11 sefiales identificadas con las letras A
hasta K, después de descartar la sefial del solvente sin deuterar a 7.26 ppm, ver figura

70. La integracion del area bajo las curvas indica un total de 24 hidrégenos para este

Compuesto.
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Figura 70. Espectro de '"H-RMN del compuesto C3 en CDCls

Las senales A, By C ( =7.47,7.18 y 6.70) corresponden a protones de grupos metinos
de anillos arométicos presentes en la estructura, protones que a su vez se encuentran
aislados por lo que producen singuletes. La sefial D ( = 6.16), la cual presenta una
multiplicidad de doble doblete (dd) forma parte de un sistema ABX donde este proton se
acopla con un grupo metileno de forma diferente con cada uno de los hidrégenos que
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conforman este grupo. El grupo AB corresponde a un grupo metileno identificado con la
sefal E ( = 5.08), la cual de manera reciproca se acopla con la sefial D formando un
multiplete debido a que no se alcanz6 a separar bien la sefal E de la sefial F. El grupo
ABX corresponde a un grupo vinilo terminal mostrando un acoplamiento frans y un

acoplamiento cis.

La sefial F ( = 5.04) con una multiplicidad que sélo fue identificada como multiplete
debido a que no alcanzé a separarse de la seial E, representa un grupo metino que esta
acoplado a un grupo metileno con hibridacién sp” que corresponde a la sefial G ( =
3.19), el cual del mismo modo tiene una multiplicidad de multiplete. Es importante
mencionar que este segundo acoplamiento forma parte de un anillo de dihidrofurano el
cual se encuentra unido a un anillo aromatico. Finalmente las sefales H, I, J y K ( =
1.98, 1.55, 1.50 y 1.46) pertenecen a grupos metilos los cuales se diferencian por el
entorno quimico diferente que los rodean. La sefial H pertenece a un metilo de un grupo
acetato (CH3-COO-), siendo esta la razén por la cual se encuentra desplazado hacia
campos bajos. Las sefiales I y J son grupos metilos que se encuentran unidos al carbono

al grupo acetato conformando de esta manera el radical etanoato de iso-prop-2-ilo. La
sefal K representa a dos grupos metilos que estdn dispuestos simétricamente y bajo un

mismo entorno quimico, ver tabla 75.
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Tabla 75. Resumen de sefiales del espectro de 'H-RMN de C3.

Se realizé un andlisis de COSY con el cual se pudo confirmar el acoplamiento de las

sefiales D-E y F-G, ver figura 71.
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Figura 71. Espectro de COSY de C3 en CDCl;.

En la tabla 76 se muestra una lista de los acoplamientos observados en el espectro

COSY.
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Seial | Acoplamiento | Sefial | Acoplamiento
A G F
B H
C I
D E J
E D K
F G

Tabla76R esum en de sefiales delespectro C O SY de C3

Continuando con la elucidacién estructural del compuesto C3 se procedid a realizar
un analisis de 13C—RMN, ver figura 72, en el cual hace evidente la presencia de
impurezas, sin embargo con el empleo de otras técnicas bidimensionales se logré
identificar 20 sefales pertenecientes al compuesto, ademds de descartar las sefales de
impurezas y del solvente sin deuterar con un desplazamiento que va de 77.35 a 76.72

ppm (CDCls).
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Figura 72. Espectro de '>*C-RMN de C3 en CDCls.
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Las sefiales 1 y 2 son evidencia de la presencia de grupos carbonilo. La sefial 1
corresponde a un carbonilo de un grupo acetato y la sefial 2 pertenece al carbonilo que
forma parte de un grupo lactona dentro de un sistema aromadtico. Las sefales 3, 4, 13 y
14, aunque estin en diferentes regiones del espectro y por ende diferente entorno
quimico, se encuentran enlazadas a dtomos de oxigeno; la sefial 3 al oxigeno del grupo
lactona, las sefiales 4 y 13 unidas al &tomo de oxigeno de un anillo de furano y la sefal

14 unida al oxigeno del grupo acetato.

Basdndonos en la informacion de andlisis adicionales como el DEPT-135 y HSQC
(figura 73 y 74) se clasifico el tipo de carbono al cual pertenece determinada sefial, de
esta manera se dedujo que las sefiales 1, 2 3, 4, 7, 8, 10, 14 y 15 corresponden a
carbonos cuaternario (las sefales 1 y 2 de carbonilos, las sefales 3, 4, 7, 8, y 10

pertenecen a anillos aromaéticos y las sefiales 14 y 15 son carbonos alifaticos).
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Figura 73. Espectro de DEPT-135 de C3 en CDCl;.
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Las sefiales 5, 6, 9 y 12corresponden a grupos metino los cuales forman parte de los
anillos aromdticos y del doble enlace terminal evidenciado en el andlisis de '"H-RMN.
También se identific6 que la sefiales 11 y 16 corresponde a grupos metileno
perteneciendo el primero al doble enlace terminal y el segundo al anillo de dihidro-
furano; finalmente las sefiales 17, 18, 19 y 20 corresponden a grupos metilo
observandose diferencias entre éstos debido a que la sefial 18 pertenece al grupo acetato
y su desplazamiento a campos bajos se debe a la influencia del grupo carbonilo. Las
seflales 19 y 20 forman parte del radical etanoato de iso-prop-2-ilo sin embargo no se
encuentran dentro del mismo entorno quimico al estar en posicion a un carbono quiral.
La sefal 17 representa a 2 grupos metilo, los cuales estan situados dentro del mismo

entorno quimico en forma simétrica en un segundo radical, ver tabla 77.

I -
I
gk bk
R 8
= & ) r R._n:m
i = ah
L= b =
o —
i . : o o 2 3
N L i T
= = i
t » = b 0
A ] B 1 1
[ [ INEET L2
[ =
= o Eslh l
i T ' ! f wi— =T
= 1
— i' =
= [
= i LI I T £
)
= == PR ) W
(3 ] 1
t ] -
5 A-f ; i uw
' ' — B
13 ] T
74 0 G4 RA 43 K5 48 0t 3% 10 g a0 4 1] 2634 3F- *H 1: %6t

Figura 74. Espectro de HSQC de C3 en CDCl; A, espectro general de HSQC. B, ampliacién
del 4rea alifatica del espectro de HSQC 'H: 1.4-3.2 ppm "C: 15-45 ppm.

Con la informacién que proporciona la técnica de HMBC se pueden confirmar

acoplamientos C-H a dos o tres enlaces (ver figura 75) y permite las siguientes
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interpretaciones: las sefiales de carbono 2, 3, 6, 7 y 8 conforman un anillo heterociclico,
el cual contiene el grupo lactona. Las sefales 3, 4, 8, 9, 10 y 12 conforman un anillo
aromadtico el cual estd unido por los carbonos 3 y 8 al heterociclo; ademds de estos
anillos también estd presente un anillo de dihidro-furano conformado por los carbonos 4,
10, 13 y 16 unido al anillo aromético por los carbonos 4 y 10. Al unir los ciclos antes
mencionados es posible formar un nicleo se psoraleno. Los acoplamientos observados
en la técnica de HMBC entre las sefiales de los protones F, H, I y J con las sefiales de los
carbonos 1, 13, 14, 18,19, y 20 permite describir la presencia de un radical acetato de
propan-2-ilo el cual estd enlazado al anillo de furano por el carbono 13. De igual forma
las sefales D, E y K se acoplan con los carbonos 5, 11, 15 y los dos grupos metilo de la
sefial 17 conformando el radical que posee al doble enlace terminal, este radical se
identific6 como 2-metilbut-3-en-2-ilo, el cual se encuentra enlazado al heterociclo de 6

atomos en el carbono al carbonilo, ver tabla 77.
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Figura 75. Espectro de HMBC de C3 en CDCl;, A, ampliacion del espectro de HMBC en la

regién de aromdticos, 'H: 7.8-6.0 ppm "C: 20-50 ppm. B, ampliacién del espectro
de HMBC en la regién de aromiticos, 'H: 7.8-6.0 ppm "“C: 80-175 ppm. C,
ampliacion de la regién de alifaticos, 'H: 2.6-4.0 ppm "“C: 80-175 ppm. D,
ampliacién de la regién de alifiticos, 'H: 0.5-2.6 ppm "°C: 20-50 ppm. E, ampliacién
de la regi6n de alifaticos, 'H: 1.0-2.5 ppm "’C: 80-175 ppm.

3 C 3 C
Sefial | (ppm) (tipo) HMBC | H Sefial | (ppm) (tipo) HMBC H
1 | 17026 | Cq 11 | 11207 | CH, 5 | E
2 | 16241 | Cq 12 | 97212 | cu | %% |c
3 | 160.16 | Cq 13 | 8827 | CH F

4 | 15472 | Cq 14 | 8219 | Cq

5 | 14560 | CH 17.15 | D 15 | 4029 | Cq
6 | 13802 cH |"'12%% A 16 | 2968 | CH, 1;" ;3 G
7 | 13086 | Cq 17 | 2610 | 2cHy | TP |k
12388 | Cq 18 | 2228 | CH; 1 H
9 | 12307 | CH |16.6.4.2 B| | 19 | 2193 | CH; 1301’3 I
10 | 11307 | Cq 20 | 2101 | CH; 14119f3 ]

Tabla 77. Resumen de sefiales de los espectro BC-RMN, DEPT-135, HSQC y HMBC de C3.
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Tomando en cuenta toda la informaciéon proporcionada por las diversas técnicas de
RMN se confirmé la estructura del compuesto como Acetato de propan-2-il(2-[6-(2-
metilbut-3-en-2-il)-7-0x0-2,3-dihidrofurano[3,2-g]cromen-2-il]) 1llamado cominmente
rutamarina, con una formula molecular de C,;H»4Os (Tian-Shung et al., 2003) ver figura

76.

[0)

5
/ PM: 356.41
1 \\O 2 T2 C,1H»405

Figura 76. Rutamarina.

6.8.4 Anilisis espectroscépico del compuesto C4.

6.8.4.1 Anadlisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de 'H-RMN del compuesto C4 (ver figura 77) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C1 (ver figura 55), tanto en el ndmero de
sefales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C4 por lo tanto

es identificado también como chalepensina, descrita en la seccion 6.8.1.2, figura 60.
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Figura 77. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C4 en CDCl,.

6.8.5 Andlisis espectroscopico del compuesto C5

6.8.5.1 Espectrometria de Masas

El estudio de espectrometria de masas de CS por el método de ionizacién por

electrospray permitié ubicar los aductos [M+H]" a ™/, = 280.1, [M+Na]* a "/, = 302.1,

[2M+H]" a ™/, = 559.2, [2M+Na]" a 581.2 "/, y [3M+Na]* a 860.3 "/,. La presencia de

estos iones en el espectro de masas permite deducir el peso molecular del compuesto C5

en 279 uma, al substraer el peso atémico de un dtomo de hidrégeno o de sodio,

respectivamente, ver figura 78. La masa impar de este compuesto indica la presencia de

nitrégeno en su estructura.
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Figura 78. Espectro de masas (+)-ESI-MS de CS.

Aparte de este andlisis se realizdé un estudio de (+)-ESIHR-MS observando para los
aductos [M+Na]*y [3M+Na]" un peso de 302.0786 y 860.2604 uma respectivamente.
También se observan los aductos [M+H]" y [2M+H]" con pesos de 280.0975 y 559.1879
uma. Los valores de peso molecular calculados para C;7H;4NO; y para C17H;3NaNOs
son 280.0968 y 302.0788, respectivamente, lo cual concuerda con el peso molecular de
los aductos [M+H]* y [M+Na]" indicados arriba. Se propone por lo tanto la férmula
molecular C7H3NOj3 para el compuesto CS, después de substraer un dtomo de H o de

Na, respectivamente.

Con esta informacién del espectro de (+)-ESIHR-MS se concluye que el peso del
compuesto es de 279.089 calculado para la férmula molecular de C;7H;3NOs3, ver figura

79.
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Figura 79 Espectro de masas (+)-HRESI-MS de CS.

6.8.5.2 Resonancia Magnética Nuclear

En el espectro de "H-RMN de CS5 se identificaron 10 sefales, 9 en el drea de protones
arométicos y una en el drea de protones alifaticos, identificdndolas con las letras A a la
letra J, ver figura 80. A continuacién se muestra la descripcion de cada seial. En primera
instancia se identificaron las sefiales que integran para 1 hidrogeno las cuales
representan grupos metino, estas sefiales fueron A, B, C, D, E, F, G y H teniendo cada
una de estas las siguientes caracteristicas. La sefial A la cual tiene una multiplicidad de
doblete y representa un proton el cual se acopla con la sefial D, la cual a su vez se acopla
con la sefal B razon la cual la sefial D tiene una multiplicidad de triplete. Del mismo

modo existe un acoplamiento entre el multiplete de la sefial B y el doblete de la sefial C.
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Figura 80. Espectro de 'H-RMN de C5 en CDCl;

Los muiltiples acoplamientos entre las sefiales A, B, C y D evidencia que los protones
estdn posicionados sobre el mismo anillo aromdtico y que no se encuentran aislados. Por
otra parte las sefales E, F y G se encuentran representadas por una multiplicidad de
multiplete debid a que su sefiales no se alcanzaron a desdoblar, no asf la sefial H la cual
claramente se identifica como singulete demostrando un protén aromadtico aislado.
También se identific6 un grupo metileno representado por la sefial 1, sin embargo
aunque el desplazamiento quimico de esta sefial se encuentra en el drea de aromaticos, se
trata de un carbono con hibridacién sp3, el cual se encuentra entre dos atomos de

oxigeno formando un grupo dioximetileno, ver tabla 78.
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Seiial | (ppm) | Multiplicidad | J (Hz) | Integracion
A 8.44 d 7.80 1H
B 7.68 m 1H
C 7.52 d 8.42 1H

7.49
D 7.38 t 749 1H
E 6.88 m 1H
F 6.86 m 1H
G 6.81 S 1H
H 6.32 S 1H
I 6.02 S 2H
J 3.62 S 3H

2512 75. Resumen de sefiales de '"H-RMN de < - .

Para realizar un mejor andlisis de los protones con que cuenta la estructura en estudio

se obtuvo un espectro por la técnica de COSY (figura 81), logrando identificar los

protones que son vecinos a 2 o 3 enlaces al poder observar los acoplamientos entre

éstos. Se confirmaron los acoplamientos antes mencionados en el espectro de '"H-RMN

entre las sefiales A, B, C y D y se logran ver acoplamientos a largo alcance entre los

protones A con el protén B. Se observa un acoplamiento a 3 enlaces entre las sefiales G

y F y un acoplamiento a largo alcance entre los protones E y F, ver tabla 79.

=

— 8.5

T T T
8.0 7.5 7.0

T T
6.5 6.0

PPmM

s igura s1. Bspectro de COSY de ¢ s en CDCl;
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Senal | Acoplamiento
A B,D
B A,D,C
C B
D A, B
E F
F E,G
G F
H
I
J

Tabla 79. Resumen de senales de COSY de C5

En el espectro de “C-RMN de C5 se observan 17 sefiales pertenecientes al

compuesto mayoritario, ya que tanto en este espectro como en el de 'H-RMN es

evidente la presencia de otros compuestos en pequeias cantidades, los cuales se tomaron

como contaminacion, ver figura 82.
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Figura 82. Espectro de BC-RMN de C5 en CDCls.
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Es posible observar que la mayoria de las sefiales tienen un desplazamiento quimico
dentro del area de carbonos aromadticos, solamente la sefal 17 tiene un desplazamiento
quimico dentro del 4rea de alifaticos. Empleando las técnicas de APT y HSQC (figuras
83 y 84) se clasificaron las sefiales de la siguiente manera. Las sefiales 1, 2,3,4,5,7y9
corresponden a carbonos cuaternarios, los cuales a su vez difieren de acuerdo a su
naturaleza quimica. El carbono de la sefial 1 forma parte de un grupo carbonilo de
cetona, sin embargo su desplazamiento quimico es menor a lo esperado para un
carbonilo de esa naturaleza, ya que al estar dentro de un sistema en resonancia
disminuye 10 ppm aproximadamente. Los carbonos 2 y 5 se encuentran enlazados a un
atomo de nitrégeno, en tanto los carbonos 3 y 4 estdn enlazados cada uno a un dtomo de
oxigeno. Los carbonos 7 y 2 se encuentran enlazados formando un enlace entre anillos

que conforman la estructura.
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Figura 83. Espectro de APT de C5 en CDCls.
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Figura 84. Espectro de HSQC de CS en CDCl;.

Las seiales 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 corresponden a carbonos de grupos metino.
También se identificé la sefial de un grupo metileno con hibridacién sp” a 101.65 el cual
forma parte de un grupo dioximetileno, y finalmente de identificé un grupo metilo

representado por la sefial 17 el cual se encuentra unido a un atomo de nitrégeno, ver

tabla 80.
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Figura 85. Espectro de HMBC de C5 en CDCl;. A, espectro general de HMBC.
B, ampliacién del espectro de HMBC 'H: 5.0-8.8 ppm "C: 90-185 ppm.

Al emplear la técnica de HMBC (ver figura 85) se pudo ubicar la posiciéon de cada sefial
dentro de la estructura de la siguiente manera. Los carbonos de las sefiales 1, 2, 5, 6, 8, 9, 10, 12
y 13 conforman el nicleo quinolin-4-ona, siendo los carbonos de las sefiales 1, 2, 5, 9 y 13 los
que forman el anillo donde esta insertado el carbonilo y al 4tomo de nitrégeno, por otro lado las
carbonos de las seiiales 5, 6, 8, 9, 10 y 12 forman el anillo de benceno uniéndose al heterociclo
antes mencionado a través de los carbonos 5y 9. A este nucleo de quinolin-4-ona estd enlazado
un radical dioximetilbenceno, el cual estd conformado por los carbonos 3, 4, 7, 11, 14, 15 y 16,
estando formado el anillo de benceno por los carbonos 3, 4, 7, 11, 14, 15 y unido al grupo
dioximetileno por los carbonos 3 y 4 por medio de enlaces éter. Se identificé a la sefial 16 como
de un grupo metileno. Este grupo dioxometilbenceno se encuentra unido al nicleo quinolin-4-

ona a través de los carbonos 7 y 2. En la tabla 80 se muestra un resumen de las sefiales
obtenidas del espectro de HMBC (columna HMBC) en el cual se muestran las sefiales de
carbono que producen un acoplamiento C-H con la respectiva sefial de protones

(columna 1H).
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Tomando en cuenta toda la informaciéon proporcionada por las diversas técnicas de

RMN se confirmé la estructura del compuesto como

2-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-

metilquinolin-4-ona) llamado cominmente graveolina, con una formula molecular de

C17H3NOs3 (Tian-Shung et al., 2003) ver figura 86.

Seiial | (ppm) | C (tipo) | HMBC | 'H
1 177.58 Cq

2 | 154.78 Cq

3 148.76 Cq

4 | 147.87 Cq D
5 141.76 Cq A
6 13250 | CH 5,8

7 129.07 Cq

8 12658 | CH | 6,51 | B
9 126.38 Cq

10 | 123.85 CH 8,12 | E
11 | 12272 | CH 3,15 | C
12 | 116.03 CH 8,10 | F
13 | 112.25 CH | 8,7,2

14 | 10890 | CH |11,3,2

15 | 108.56 | CH 4 | G
16 | 10165 | CH, | 13,3 | I
17 | 37.38 CH; [5212] 7

Tabla 80. Resumen de sefiales del espectro de BC-RMN, APT, HSQC y HMBC de CS.

Figura 86. Graveolina

Ci7Hi3NO3

(PM: 279.29)
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6.8.6 Andlisis espectroscopico del compuesto C6

6.8.6.1 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de 'H-RMN del compuesto C6 (ver figura 87) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C1 (ver figura 55), tanto en el nimero de
seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C6é por lo tanto

es identificado también como chalepensina, descrita en la seccion 6.8.1.2, figura 60.
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Figura 87. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C6 en CDCls.
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6.8.7 Andlisis espectroscopico del compuesto C7

6.8.7.1 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de 'H-RMN del compuesto C7 (ver figura 88) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C2 (ver figura 63), tanto en el nimero de
seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C7 por lo tanto
es identificado también como una mezcla de bergapteno y psoraleno, descrita en la

seccion 6.8.2.2, figura 69.
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Figura 88. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C7 en CDCls.
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6.8.8 Andlisis espectroscopico del compuesto C8

6.8.8.1 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de 'H-RMN del compuesto C8 (ver figura 89) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C1 (ver figura 55), tanto en el nimero de
seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C8 por lo tanto

es identificado también como chalepensina, descrita en la seccion 6.8.1.2, figura 60.

Vol Y N N

Figura 89. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C8 en CDCls.
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6.8.9 Andlisis espectroscdopico del compuesto C9

6.8.9.1 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de 'H-RMN del compuesto C9 (ver figura 90) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C1 (ver figura 55), tanto en el nimero de
seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C9 por lo tanto

es identificado también como chalepensina, descrita en la seccion 6.8.1.2, figura 60.

=] 1l|
==,

1 . el ST RS )
T T T T T T T T ] i T T
BD 735 7O BS &0 55 350 45 40 IS5 30 25 20 15 10 OS5

181 )3, | 1 U
= = il il |=E |=EE =
Figura 90. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C9 en CDCl.
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6.8.10 Analisis espectroscopicos del compuesto C10.

6.8.10.1 Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de "H-RMN del compuesto C10 (ver figura 91) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C2 (ver figura 63), tanto en el nimero de
seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C10 por lo tanto
es identificado también como una mezcla de bergapteno y psoraleno, descrita en la

seccion 6.8.2.2, figura 69.
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Figura 91. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C10 en CDCl;.
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6.8.11 Analisis espectroscopico del compuesto C11

6.8.11.1 Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de "H-RMN del compuesto C11 (ver figura 92) concuerda completamente

con el espectro de 'H-RMN del compuesto C3 (ver figura 70), tanto en el nimero de

seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C11 por lo tanto

es identificado también como una mezcla de bergapteno y psoraleno, descrita en la

seccion 6.8.3.1, figura 76.
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Flgura 92. Espectro general de 1H RMN del compuesto C11 en CDC13
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6.8.12 Analisis espectroscopicos del compuesto C12.

6.8.12.1 Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de "H-RMN del compuesto C12 (ver figura 93) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C3 (ver figura 70), tanto en el nimero de
seflales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C12 por lo tanto
es identificado también como una mezcla de bergapteno y psoraleno, descrita en la

seccion 6.8.3.1, figura 76.
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Figura 93. Espectro general de 'H-RMN del compuesto C12 en CDCls.
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6.8.13 Andlisis espectroscépicos del compuesto C13

6.8.13.1 Resonancia Magnética Nuclear

En el espectro de 'H-RMN de C13 se identificaron las sefiales presentes en el

espectro usando la letra A a la letra K, después de descartar la sefial del solvente sin

deuterar (CDCls) a 7.26 ppm, ver figura 94.
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Figura 94. Espectro de "H-RMN de C13 en CDCl.

Como es posible ver en la figura 94, al momento de calcular la integracion para cada

una de las sefales se observd que se formaban dos conjuntos de sefiales cada uno con un

patrén similar de integracion y basandonos de manera similar al andlisis de C2, C7 y

C10 se concluye que estdn presentes dos compuestos en una relacion de 1:3
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conformando una mezcla identificada como C13. Posterior a concluir que C13 estd
conformado por 2 compuestos se procedié a clasificar las sefiales en base a su
integracion y acoplamientos de protones vecinos obteniendo los siguientes resultados.
Las sefiales A, D, F, I, K corresponden compuesto en menor proporciéon (C13-A) y las
sefales B, C, E, G, H y J corresponden al compuesto presente en mayor proporcion

(C13-B). Cada compuesto se describird por separado.

Sefial | ppm | Multi | J (Hz) | Integracién Seiial | ppm | Multi | J (Hz) | Integraciéon
A 811 d 9.80 1 B 7.76 d 9.59 1
D |7.62 d 2.03 C 17.68 d 1.84 1
F 6.99 d 2.04 1 E |734 s 2.03 1
I 6.27 d 9.79 1 G |6.81 d 1.88 1
H ]6.36 d 9.58 1
K |4.16 d 6 i 429 S 3

a b
Tabla 81. Resumen de sefiales de 'H-RMN de C13. a, tabla de desplazamientos quimicos de
C13-A. b, tabla de desplazamientos quimicos de C13-B.

Con respecto a las sefiales de C13-A, las primeras 4 forman grupos metinos las cuales
tienen un desplazamiento quimico dentro del drea de protones arométicos y solamente la
sefial K a = 4.16 es la que se encuentra en el drea de alifaticos e integra para 6
hidrégenos. Las sefales A, D, F e I a = 8.11, 7.62, 6.99 y 6.27 tienen como
multiplicidad un doblete por lo que se puede inferir el hecho de se encuentran acopladas
entre si por pares, observando que la sefal del proton A = 8.11 y J = 9.80 Hz se
encuentra acoplada con la sefal del proton I =6.27 y J =9.79 Hz. Del mismo modo las
seflales D y F = 7.62 y 6.99 se acoplan entre si con una J de 2.03 y 2.04 Hz,
respectivamente. La sefial K = 4.16 identificada por una sefial de doblete la cual
integra para 6 hidrégenos conformando dos grupos metoxilo (OCH3), ver tabla 81. Los

acoplamientos se confirmaron con el andlisis de COSY (figura 95) observandose los
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acoplamientos de las sefiales A-I y D-F. En el espectro no se observan acoplamientos
para la sefal K, por lo que se podria concluir que la sefial K realmente este conformada

por dos singuletes, ver tabla 81.
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F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 95. Espectro de COSY de C13 en CDCl,;

Con respecto al compuesto C13-B, las sefiales B, C, E, G y H representan a 5 grupos
metino con un desplazamiento quimico dentro del area de aromdticos, también es
importante resaltar los acoplamientos que se dan entre estas sefiales. El doblete de la
sefial B = 7.76 se acopla con la sefial H = 6.36, la cual tiene también una
multiplicidad de doblete, presentando ambas una constante de acoplamiento de J= 9.59
y 9.58 Hz, respectivamente; del mismo modo se observé un segundo acoplamiento entre
las sefiales Cy G =7.68 y 6.81 con una J de 1.84, 1.88 Hz, respectivamente. Ademds
de estas sefiales se observd la presencia de 2 singuletes uno en el drea de aromaticos
integrando para un hidrégeno identificado por la sefial E = 7.34 y el segundo sefialado

con la sefial ] =4.29 en el drea de alifdticos con una integracioén de 3 hidrégenos lo que
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permite concluir que la sefial J representa un grupo metoxilo, ver tabla 81. Los
acoplamientos mencionados para este segundo compuesto se confirmaron con el andlisis
COSY (figura 95) concluyendo que los protones B y H son protones vecinos del mismo

modo los protones C y G, ver tabla 82.

Senal | Acoplamientos
A I
B H
C G
D F
E
F D
G C
H B
I A
J
K

Tabla 82. Resumen de sefiales de COSY de C13

En el espectro de *C-RMN del cual se pudo identificar 23 sefiales, 20 en el drea de
aromaticos y 3 en el drea de alifaticos. Las sefales del solvente no deuterado empleado
para solubilizar la muestra (CDCls) entre 77.36 y 76.72 ppm serdn descartadas, ver

figura 96.

Con la ayuda de otras técnicas de RMN como DEPT-135, HSQC y HMBC se pudo
diferenciar las sefiales que corresponden a cada compuesto. Para el compuesto C13-A se
identificaron las sefiales 1, 2, 5,6, 7,9, 11, 14, 17, 18, 20, 21 y 23. La sefial 1 es de un
carbono cuaternario, el cual corresponde a un carbonilo de -lactona. Las sefales 2, 6, 7
y 11 representan a carbonos cuaternarios enlazados a atomos de oxigeno, la sefial 2 al

oxigeno de un anillo de furano, la sefial 6 al oxigeno de la -lactona y las sefiales 7 y 11
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corresponde a los carbonos que soportan a los grupos metoxilo descritos en el andlisis de

protones. Las sefiales de los carbonos 14 y 18 son también cuaternarios sin embargo

estos no se encuentran enlazados a 4tomos con electronegatividad relevante.

0.

0.

7.

6.

45

44

42

39
—132.79
128.20
—126.13

6.

4

4

2

2

7.

05,

25

Normalized Intensity

I ENEEE EEETE FEEEE EEEEE FEEEE RS ETEE R EEE EREEE W
~
o
o
©

| | " l )

\

1.70
1.32
0.82

fr

A AL L o L L e L aa s L e A Ly L e ALY L sy L sy AL L
160 152 144 136 128 120 112 104 96 88
Chemical Shift (ppm)

T
80

Figura 96. Espectro de "C-RMN de C13 en CDCls.

Empleando las técnicas de DEPT-135 y HSQC (ver figuras 97 y 98) se pudo

identificar las sefiales de carbono que estdn enlazados a atomos de hidrégeno formando

grupos metino, metileno y metilo. Las sefales 17 y 9 son metinos que forman parte de la

-lactona y las sefales de los carbonos 5 y 20 forman los grupo metinos de un anillo de

furano Las sefales 21 y 23 son identificadas como grupos metilo y por su

desplazamiento quimico se pudo identificarlas como grupos metoxilo.
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Figura 98. Espectro de HSQC de C13 en CDCls.

Una vez que se identificé la naturaleza de las sefiales de los espectros de protones y
de carbono 13, se procedi6 a conocer su arreglo y posicién dentro de la estructura por lo

que se empled la informacion obtenida del espectro de HMBC, ver figura 99. Tomando
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en cuenta esta informacién se determind que la -lactona estd conformada por los
carbonos 1, 6,9, 17 y 18, la cual a su vez estd unida a un anillo de benceno por medio de
los carbonos 6 y 18; el anillo de benceno estd conformado por los carbonos 2, 6, 7, 11,
14 y 18, de estos carbonos la sefial 7 y 11 son carbonos que se encuentran enlazados a
los grupos metoxilo que corresponden a las sefiales 21 y 23. Los grupos metoxilos se
encuentran en posicion para. La diferencia surgida entre las sefales 7 y 11 es que la
sefal 7 se encuentra mds desapantallada por la influencia de los oxigenos del anillo de
furano y de la -lactona. A su vez el anillo de benceno estd enlazado a un anillo de
furano por medio de los carbonos 2 y 14 y este anillo de furano queda conformado por
los carbonos 2, 5, 14 y 20, ver tabla 83. Reuniendo toda la informacién se obtiene la
identidad del compuesto como 4,9-dimetoxi-furo[3,2-g]cromen-7-ona, conocido

cominmente como isopimpinelina y con una férmula molecular de C;3H;¢Os , ver figura

100.
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Figura 99. Espectro de HMBC de C13 en CDCls.
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Para el compuesto C13-B se identificaron las sefiales 1, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 13, 15, 16,
19 y 22 como pertenecientes a este. Empleando andlisis adicionales con las técnicas de
DEPT-135 y HMBC se logré determinar la naturaleza de cada una de estas sefiales. La
sefal 1 corresponde a un carbono cuaternario de un grupo carbonilo de -lactona. Las
sefales de los carbonos 3, 8 y 10 corresponden a carbonos cuaternarios y estdn unidos a
atomos de oxigeno, el carbono 8 estd unido al oxigeno de la -lactona, el carbono 3
unido al oxigeno de un anillo de furano y el carbono 10 estd unido a un grupo metoxilo,
el cual fue evidenciado en el andlisis anterior de protones. Los carbones 12 y 13 también
estan clasificados como carbonos cuaternarios sin embargo estos no estin unidos a
atomos electronegativos. Por otra parte, las sefales 4, 6, 15, 16 y 19 corresponden a
grupos metino. Es importante mencionar que para C13-A, la sefial 6 también se tomoé en
cuenta, solamente que para el primer compuesto la sefial 6 es de un carbono cuaternario
a diferencia que en este segundo compuesto es un grupo metino; y la sefial 22
corresponde a un grupo metilo el cual conforma el grupo metoxilo antes mencionado,

ver tabla 83.

Tomando la informacion que proporciona la técnica de HMBC, ver figura 99, se
logré ubicar cada una de las senales en el correcto acomodo dentro de la estructura. Las
sefales 1, 6, 8, 13 y 15 conforman el anillo de -lactona, el cual se encuentra enlazado a
un anillo de benceno penta-sustituido unido por lo carbonos 8 y 13. El anillo de benceno
estd conformado por los carbonos 3, 8, 10, 12, 13 y 16 y a su vez estd unido a un anillo
de furano por medio de los carbonos 3 y 12. El anillo de furano estd conformado por los
carbonos 3, 4, 12 y 19. Integrando la informacion recopilada de las diversas técnicas de

RMN se llegé a la elucidacion estructural del compuesto, identificindolo como 9-
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metoxi-7H-furo[3,2-g[cromen-7-ona,

xantotoxina con una férmula molecular de C,HgO4, ver figura 100.

conocido comunmente con el

Seiial | (ppm) | C (tipo) | HMBC | 'H
1 160.45 Cq
2 150.01 Cq
3 147.68 Cq
4 146.64 CH 12,3 | C
5 145.12 CH 2 D
6 144.34 CH 10,8,1 | B
7 143.65 Cq
8 142.99 Cq
9 139.40 | CH 1 A
10 | 132.79 Cq
11 | 128.19 Cq
12 | 126.13 Cq
13 | 116.49 Cq
14 | 114.79 Cq
15 | 114.73 CH 13,1 | H
16 | 11291 CH |19,8,6,3| E
17 | 112.82 CH 18, 1 I
18 | 107.91 Cq
19 | 106-73 | CH 12,3 | G
20 | 105.10 | CH 2 F
21 61.69 CH; 11,6 | K
22 | 6132 CH; 8 J
23 60.82 CH; 11,6 | K

nombre de

Tabla 83. Resumen de sefiales de "C-RMN, DEPT-135, HSQC y HMBC de C13

C13-A, Isopimpinelina

Ci3H100s

(PM: 246.21)

Ci2H304
(PM: 216.19)

C13-B, Xantotoxina

Figura 100. Compuestos mayoritarios de la mezcla C13
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6.8.14 Andlisis espectroscépico de C14

6.8.14.1 Anélisis de Resonancia Magnética Nuclear

En el espectro de 'H-RMN de C14 se pueden observar claramente 11 sefales
marcadas de la letra A a la K, ver figura 101. Las senales A, B, C, D y F integran para 1
hidrégeno cada una por lo que se clasific6 a éstas como grupos metinos donde los
singuletes de las sefiales A, By C =7.47,7.18 y 6.68 forman parte de un sistema en
resonancia ademas de estar aislados entre si. La sefial D = 6.15 con una multiplicidad
de doble doblete forma parte de un grupo vinilico terminal, ademéas se acopla con el
protén de la sefial E = 5.07 el cual tiene una integracion para 2 hidrégenos. De manera
similar la sefial del protéon F con una multiplicidad de multiplete se encuentra acoplada
con la sefial G = 3.44 con una multiplicidad de multiplete, la cual integra para 2
hidrégenos, sin embargo a diferencia del acoplamiento de los protones D y E el
acoplamiento F-G se da en entre dtomos con hibridacién sp’ en un anillo de
dihidrofurano. La sefial H = 1.94 es un singulete ancho que integra para un hidrégeno
y al observar que en el andlisis de HSQC que no presenta acoplamiento con ningun
carbono se dedujo que esta sefial representa un grupo —OH. Las sefales I, J y K
representan grupos metilo, en el caso de la sefial I = 1.45, la cual tiene una
multiplicidad de singulete y una integracion para 6 hidrégenos representa a dos grupos
metilo los cuales estdn ubicados de manera simétrica y dentro del mismo entorno
quimico; por otro lado las sefales J y K = 1.35 y 1.22, las cuales integran para 3

hidrégenos cada una, representan grupos metilo los cuales se encuentran bajo diferente
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entorno quimico y por lo tanto exhiben un desplazamiento quimico diferente, ver tabla
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Figura 101. Espectro de 'H-RMN de C14 en CDCls.

Seial | (ppm) | Multiplicidad | J (HZ) | Integracion
A 7.47 S 1H
B 7.18 S 1H
C 6.68 S 1H

10.88
D 6.15 Dd 10.86 IH
17.20
E 5.07 M 2H
F 4.70 T 1H
G 3.44 M 2H
H 1.94 S 1H
I 1.45 S 6H
J 1.35 S 3H
K 1.22 S 3H

Tabla 84. Resumen de sefales de '"H-RMN de C14.

El espectro COSY se confirma los acoplamientos que existen entre protones vecinos,

como es el caso de D y E asi como F y G. Ademds también fue posible observar
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acoplamientos a largo alcance, fenémeno que sélo se produce dentro de sistemas
aromaéticos. Los acoplamientos a largo alcance se dieron entre los protones A, B 'y C
confirmando que estos se encuentran aislados y que forman parte de un sistema en
resonancia. Este tipo de acoplamiento se identifica por la baja intensidad de las sefales

producidas en el acoplamiento, ver figura 102.
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Figura 102. Espectro de COSY de C14 en CDCl;. A, espectro general de COSY.
B, ampliacion del espectro (5.6-8.0 ppm)
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Senal | Acoplamiento
A B, C*
B A, C*
C A, B*
D E
E D
F G
G F
H
I
J
k

Tabla 85. Resumen de sefiales de COSY de C14. *, acoplamiento a largo alcance

El espectro de *C-RMN de C14 muestra 18 sefiales de las cuales 11 pertenecen a
protones aromdticos, en tanto las otras 7 sefiales se encuentran localizadas en el drea de

alifaticos, ver figura 103.

Empleando las técnicas de DEPT-135 y HSQC (figuras 104 y 105) se evalud y
clasifico de acuerdo a su naturaleza quimica cada una de las sefiales del espectro de '*C-
RMN, por lo que se identific6 a las senales 1, 2, 3, 6, 7, 9, 13, y 14 como carbonos
cuaternarios. Las sefiales 1, 2, 3 y 13 representan carbonos que se encuentran enlazados
a atomos de oxigeno de la siguiente manera: la sefial 1 forma parte de un grupo
carbonilo de -lactona, el carbono de la sefial 2 estd enlazado al oxigeno del grupo
lactona antes mencionado, la sefial 3 representa un carbono que estd unido al oxigeno de
un anillo de dihidrofurano y finalmente el carbono de la sefal 13 estd unido al grupo OH

descrito en la técnica "H-RMN. Por otra parte se clasifico las sefales 4, 5, 8, 11y 12
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Figura 103. Espectro de "C-RMN de C14 en CHCl.
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como grupos metino, perteneciendo las sefiales 4, 5 y 8 al sistema aromatico, la sefal 11

al grupo vinilico terminal y la sefial 12 representa al grupo metino del anillo de

dihidrofurano descrito anteriormente. Ademas de los grupos metino también se observa

la presencia de dos carbonos de grupos metileno, la sefal 10 y la sefial 15, la diferencia

entre estos se da porque el carbono 10 pertenece al grupo vinilo terminal y la sefial 15 al

grupo metileno presente en el anillo de dihidrofurano, con un desplazamiento quimico

menor debido a que es un carbono con hibridacién sp’. Finalmente las sefiales 16, 17 y

18 representan grupos metilo, de éstos s6lo hay que resaltar que la sefial 16 corresponde

a dos grupos metilo los cuales son magnéticamente equivalentes, ver tabla 86.
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Figura 105. Espectro de HSQC de C14 en CDCl;. A, ampliacién del espectro de HSQC en
el drea de alifiticos 'H: 1-2 ppm "*C:10-45 ppm. B, Ampliacién del espectro
de HSQC 'H: 5.3-6.7 ppm "*C: 112-160 ppm. C, espectro general de HSQC.

Empleando la técnica de resonancia magnética nuclear HMBC (ver figura 137) se
determiné el correcto acomodo de los carbonos en la estructura de la siguiente manera.
El anillo de -lactona estd conformado por los carbonos 1, 2, 5, 6, 7 y unida a un anillo
de benceno a través los carbonos 7 y 2. El anillo de benceno estd conformado por los
carbonos 2, 3,7, 8,9 y 11. Los carbonos 3, 9, 12, y 15 forman un anillo de dihidrofurano
unidos al anillo de benceno a través de los carbonos 3 y 9. Los ciclos antes mencionados
conforman el nicleo de psoraleno, sin embargo esta estructura posee los siguientes
substituyentes: el radical 2-hidroxi-isopropan-2-ilo integrado por los carbonos 13, 16 y
17, con el grupo OH enlazado al carbono 13 y unido al nicleo de psoraleno a través del
carbono 12 del anillo de dihidrofurano. El segundo radical llamado 2-metilbut-3-en-2-ilo
estd conformado por los carbonos 4, 10, 14 y 17 y unido al nicleo de psoraleno por el

carbono 6 del anillo de la -lactona, ver tabla 102. Reuniendo toda esta informacion se
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llegé a la determinacién estructural del compuesto C14 identificindolo como 6(1,1-
dimetilalil)-2-(1-hidroxi-1-dimetiletil)-2,3-dihidro-7H-furo[3,2-G]cromen-7-ona,

conocido comtinmente como chalepina, con una férmula molecular de C;9H»,04.

A B C
20
14— - 40
— 60
— = €
i g
80
— ]
= - 100 8
10_ | - =
9 mp S
;] = 120 2
6 —1
5 = = 0
s | = - A
— L B B T
76 75 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6
F2 Chemical Shift (ppm)
M I ,J,\'u
17 R 20
6 —
14— 40
60 |
€
13 — g
80 =
=
— @
L 100 8
5
10 — =
— 120 ©
7T o
3 — B 0
- L e e e e r
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25
F2 Chemical Shift (ppm)
NN
17 ] = : l 20
16— i‘ = =
14 —— ] 9 3 r 40
=Y
= - 60
18— = = =
12 — - -— =
= = S
x T '3 100 £
10 — o - - 2
= [}
[ J— - - = = 120 2
6 — i T 0
] § = = C
— -
T T T T T T T T
2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 106. Espectro de HMBC de C14 en CDCl;. A, ampliacién del espectro de HMBC 'H:
7.8-6.4 ppm "°C: 20-160 ppm. B, ampliacién del espectro de HMBC 'H: 6.0-2.5
ppm "C: 20-160 ppm. C, ampliacién del espectro de HMBC 'H: 2.0-0.8 ppm "C:
20-160 ppm.
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Sefial | (ppm) | C (tipo) HMBC 'H
1 162.25 Cq
2 160.19 Cq
3 154.61 Cq
4 145.60 CH 11,8 D
5 138.07 CH 6,5, 1 A
6 130.82 Cq
7 124.58 Cq
8 123.24 CH 8,5 B
9 113.11 Cq
10 | 112.06 | CH, 7,4 E
11 97.09 CH 9,8,6 C
12 | 90.90 CH 7,3,2 F
13 | 71.67 Cq
14 | 40.28 Cq
15 | 29.59 CH, |(13),10,4,3,2| G
16 | 26.10 CH; 14,7, 4 I
17 | 26.03 CH; 14,7,5,2 J
18 | 24.24 CH; K

Tabla 86. Resumen de sefales del espectro de "C-RMN, DEPT-135, HSQC y HMBC de C14.

CioH2,04
(PM: 314.37)

Figura 107. Chalepina

6.8.15 Andlisis y espectroscopico de C15

6.8.15.1 Anélisis de Resonancia Magnética Nuclear

El espectro de "H-RMN del compuesto C15 (ver figura 93) concuerda completamente
con el espectro de 'H-RMN del compuesto C5 (ver figura 86), tanto en el nimero de
sefales como desplazamientos quimicos y multiplicidad. El compuesto C15 por lo tanto

es identificado como graveolina, descrita en la seccion 6.8.5.2, figura 86.
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7.0 DISCUSION

Ciertas infecciones parasitarias son consideradas como unos de los padecimientos de
mayor prevalencia en el mundo, manteniendo en riesgo y matando a millones de vidas
humanas. Esta notable prevalencia es debida a las diferentes condiciones sociales,
econdmicas, alimenticias y climaticas en las que habitan las diferentes poblaciones
humanas. Aunque el control de las enfermedades parasitarias se lleva por medio de
medidas ecoldgicas como lo son el control del vector que esté relacionado con el
parasito para determinada enfermedad y la sanitizacion, también es de vital importancia

el control de las parasitosis por medio de formacos antiparasitarios (Frayha et al., 1997).

La amibiasis es una de las enfermedades parasitarias de mayor importancia en paises
y regiones en vias de de desarrollo. Las zonas con mayor endemia de esta enfermedad
son los paises con regiones tropicales y subtropicales de América latina, Asia y Africa,
afectando a 500 millones de personas y causando 100 000 muertes anualmente. La
amibiasis es actualmente una de las causas de mayor morbilidad y mortalidad a nivel
mundial y es considerada la tercera parasitosis de mayor importancia después de la
malaria y la esquistosomiasis (Bansal et al., 2006; Pinilla et al., 2008; Ali et al., 2008).

En México la amibiasis también es un problema sanitario de salud publica importante ya
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que se reportd en un andlisis seroepidemioldgico que el 8.41 % de la poblacion tiene
anticuerpos antiamibianos, mostrando asi la alta frecuencia de infecciones causadas por

E. histolitica (Ximénez et al., 2007).

En la actualidad la falta de eficacia de los fairmacos de eleccién para combatir la
amibiasis y el aumento en la gravedad de los efectos secundarios del farmaco empleado
ha vuelto de vital importancia la bisqueda de nuevas sustancias con actividad
antiamibiana. La bisqueda de compuestos antiparasitarios en la Herbolaria Tradicional
Mexicana ha tomado gran importancia ya que existe una bibliografia etnoboténica local
muy abundante en el uso de plantas a la forma de extractos crudos, infusiones o

ungiientos para tratar infecciones gastrointestinales (Navarro et al., 1996).

En esta investigacién los resultados obtenidos en la evaluaciéon de la actividad
amebicida de las plantas en estudio se clasificaron de acuerdo al porcentaje de inhibicion
obtenido a 150 pg/ml, clasificando como activo los porcentajes mayores a 80 %,
moderadamente activos los porcentajes entre 70 y 80 % de inhibicién y con actividad
amebicida no relevante los extractos con porcentajes de inhibicién inferiores a 70 %
(Siilsen et al., 2006, 2008). De esta manera la planta con mayor porcentaje de inhibicién
fue R. chalepensis, seguida por C. annuum, H. brasiletto y S. molle. Las plantas M.
officinalis, C. genistoides y C. texana se clasificaron como dentro del grupo de
moderada actividad amebicida y finalmente las 8 plantas restantes presentaron una

actividad que va de baja a nula.

Sin embargo es importante mencionar que para algunas de las plantas que mostraron

actividad no relevante, se ha reportado actividad amebicida sobresaliente. Tal es el caso
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de Persea americana, para la cual en una investigacién realizada anteriormente se
evalué la actividad amebicida de un extracto etandlico y de un extracto cloroférmico
obteniendo una ICsy de 0.386 y 0.417 pug/ml, respectivamente (Jiménez-Arellanes et al.,
2013) y por otro lado se evaludé un extracto acuoso para determinar su actividad
antiamibiana obteniendo una ICsy de 15.96 pg/ml (Vera-ku et al., 2010). En este caso la
actividad amebicida altamente significativa contra E. histolytica difiere con el resultado
obtenido en nuestra investigacion (ICsp mayor a 150 pug/ml) debido a que los datos
mencionados anteriormente se refieren a extractos de la semilla y no de la hoja como en
nuestro caso. Aunque en estos reportes no se intenté aislar los compuestos responsables
de dicha actividad es posible que alguno de estos compuestos presentes en la semilla del
P. americana se encuentren presentes en concentraciones muy bajas en las hojas, razén
por la cual obtuvimos un porcentaje de inhibicién muy bajo. También para A. mexicana,
existen reportes previos de la evaluaciéon de su actividad amebicida, sin embargo es
posible observar una gran variacién en los resultados que se han obtenido ya que en una
evaluacion realizada en el afio 2005 de un extracto hexdnico y un extracto aceténico de
las partes aéreas se obtuvieron ICsp de 122.0 y 117.2 pg/ml, respectivamente (Said et al.,
2005), mientras que en otro estudio empleando solamente las hojas de A. ludiviciana
(sinbnimo de A. mexicana) se reporta una ICsy de 82.2 ug/ml para un extracto
metanodlico (Calzada et al., 2006), con lo cual se confirma que la actividad amebicida de
esta planta no es relevante y ademds se observa que influye de manera significativa en

la actividad bioldgica la region de recolecta de la planta.

En torno al grupo de plantas que presentaron una actividad amebicida moderada

existen reportes que respaldan el nivel de actividad mostrada en nuestras
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investigaciones. Reportes previos sobre la evaluacion de la actividad antiparasitaria ante
trofozitos de E. histolytica de compuestos aislados de C. fexana muestran una actividad
moderada por parte del terpeno chaparrina a una concentracién de 10 uM (Calzado-
Flores et al., 1998). También se ha identificado al compuesto 11-O-trans-p-coumaroil-
amarolido aislado de esta misma planta al cual se le atribuye actividad antiprotozoaria
(Dou et al, 1996). Estos dos compuestos antes mencionados podrian ser los
responsables de la actividad moderada de 73 % de inhibicién a 150 pg/ml que
obtuvimos en la evaluacién que nosotros realizamos. También para M. officinalis existen
reportes previos de actividad amebicida sobre el pardsito oportunista Acanthamoeba
castellanii mostrando una actividad moderada tanto en quistes como en trofozoitos
(Malatyali et al., 2011). Sin embargo es importante resaltar que M. officinalis no ha sido
evaluada previamente para determinar su actividad amebicida sobre trofozoitos de E.
histolytica por lo que los resultados mostrados en esta investigacion representen nueva

informacién acerca de la actividad biolégica de esta planta.

Con lo que respecta al primer grupo de plantas, las cuales mostraron actividad
amebicida relevante, solamente H. brasiletto y C. annuum carecen de reportes previos
acerca de la actividad amebicida, sin embargo se ha reportado actividad antiprotozoaria
de baja relevancia sobre trofozoitos de Giardia duodenalis por parte de C. annuum
(Ponce-Macotela et al., 1994). Aunque no se han realizado trabajos evaluando la
actividad amebicida de compuestos aislados de S. molle o de R. chalepensis, si se ha
reportado actividad amebicida en extractos metandlicos ante trofozoitos de E.
Histolytica, reportando una ICsy de 82.4 pg/ml para S. molle y una ICsy de 61.9 pg/ml

para R. chalepensis (Calzada et al.,2006), en donde podemos observar que la actividad
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amebicida reportada por estos autores es inferior a la obtenida por nosotros en el
extracto de S. molle (ICsy de 32.45 ug/ml) y similar a la actividad obtenida del extracto

de R. Chalepensis (ICsp de 68.17 pg/ml).

El siguiente paso para el desarrollo de nuevos agentes antiprotozoarios es el
aislamiento del compuesto activo y el andlisis de su mecanismo de accidén ya que
enfocarse s6lo a la investigacion de los extractos crudos limitaria su uso potencial para
la industria farmacéutica (Spainhour, 2005; Harvey and Cree, 2010). Por eso se
selecciond el extracto de R. Chalepensis, al ser el extracto con mayor porcentaje de
inhibicién sobre trofozoitos de E. Histolytica, para realizar un fraccionamiento

biodirigido con el cual fue posible aislar 15 compuestos puros.

En base a los andlisis de 'H- y ’C-RMN se determiné que los compuestos C1, C4,
C6, C8 y C9 poseen la misma estructura, y por comparacién con datos espectroscopicos
ya reportados en la literatura cientifica (El-Belh et al., 1981; Tian-Shung et al., 2003;
Yang et al., 2007) se pudo identificar como chalepensina (ver figura 109), compuesto ya
aislado de esta planta (Ezmirly and Milson, 1980), sin embargo no existen a la fecha
reportes acerca de su actividad amebicida, por lo que el resultados que obtenido en

nuestro investigacion (ICsp 38.71 pug/ml) es el primero.

Los compuestos C2 y C7, como se menciono anteriormente son similares y se
determiné que realmente resultaron ser una mezcla de tres componentes, de los cuales en
el espectro de BC-RMN fue posible distinguir las sefiales pertenecientes a cada uno de
ellos. Al clasificar las sefiales de 'H y BC-RMN para cada uno de los compuestos y

posteriormente relacionarlos mediante andlisis bidimensionales de RMN (HSQC vy
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HMBC) se logr6 determinar que esta mezcla estd compuesta por 2 furanocumarinas,
psoraleno y bergapteno, los cuales ya han sido aislados previamente de sta planta (Tian-
Shung et al., 2003; Chunyan et al., 2009; Intekhab and Aslam, 2009) (ver figura 109) asi
como por un tercer compuesto con naturaleza de cetona alifadtica - insaturada, él cual
no fue posible identificar completamente. Por otra parte, como se menciond en la
seccion 6.8.10.1 lo que se aislé como compuesto C10 realmente corresponde a una
mezcla también compuesta por psoraleno y bergapteno, solamente que el compuesto de
naturaleza alifatica ahora no estd presente debido a su insolubilidad en el solvente
acetato de etilo. De esta manera se confirma lo dificil que resulta separar estos
compuestos furanocumarinicos (Chunyan et al, 2009). La actividad amebicida aqui
reportada para C10 se clasificé como moderada (ICsy de 57.09 pg/ml), siendo imposible
determinar la actividad para C2 y C7, ya que influye de manera importante la presencia
de la cetona alifética al convertir estas mezclas en insolubles en el medio de cultivo y en
DMSO por lo que resulté imposible evaluar su actividad. La actividad amebicida tanto
del psoraleno como del bergapteno no ha sido reportada con anterioridad, solamente al
bergapteno se le ha evaluado su actividad antiprotozoaria, teniendo una actividad

moderada sobre T. brucei rhodesiense (Tasdemir et al., 2006).

Mediante el andlisis de Resonancia Magnética Nuclear se determiné que los
compuestos C3, C11 y C12 tienen la misma estructura, variando tinicamente en el tipo
de impureza que posee cada uno. Esta diferencia permitié que el compuesto fuese
aislado en diferentes etapas del aislamiento biodirigido influyendo de esta manera en su
solubilidad y el grado de actividad bioldgica. Al comparar con datos espectroscopicos de

la literatura se determind que este compuesto ya ha sido aislado anteriormente de R.
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graveolens e identificado como rutamarina (Tian-Shung et al., 2003) (ver figura 109),
pero hasta ahora no ha sido aislado de R. chalepensis. De igual manera la actividad
amebicida no ha sido determinada con anterioridad por lo que el resultado reportado en
nuestra investigacion, obteniendo una actividad relevante con una ICsy de 6.54 pug/ml es

el primero reportado contra algin tipo de protozoario.

La determinacién estructural de los compuestos C5 y de C15 mediante el anélisis de
'H- y PC-RMN indic6 que se tratan del mismo compuesto. Al comparar los
desplazamientos quimicos de las sefiales determinadas en el espectro de 'H-RMN con
los reportados en la literatura corrobor6 la identidad del compuesto de naturaleza
alcaloidea como graveolina (Koyama et al., 1999; Tiang-Shung et al., 2003) (ver figura
109), el cual al igual que los demds compuestos antes descritos también ha sido en R.
chalepensis (Ulubelen et al., 1986). Aunque no fue posible determinar la actividad
amebicida de este compuesto debido al alto grado de insolubilidad en el medio de
cultivo y en el DMSO, es importante mencionar que no existen reportes del uso de este

compuesto como antiptotozoario.

Después de analizar el compuesto C13 por medio de las técnicas de 'H- y >C-RMN
(1D y 2D) se identificé a C13 como una mezcla de dos componentes identificados como
xantotoxina e isopimpinelina (ver figura 109), los cuales ya han sido aislados
previamente de R. chalepensis (Ulubelen et al., 1986) y por lo tanto los desplazamientos
quimicos, tanto de las sefiales del espectro de "H-RMN como del espectro de BC-RMN
coinciden con los reportados en la literatura (Bogucka-Kocka, 1999; Tian-Sung et al.,

2003; Lehr et al., 2003; Wang et al.,2008). Dentro de los tipos de actividad bioldgica
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reportada para este compuesto no figura la actividad antiprotozoaria, por lo que los
resultados de actividad amebicida con una ICs, sobresaliente a 26.22 pg/ml obtenidos en

nuestra investigacion son los primeros en este rubro.

La identificacién del compuesto C14 se llevd a cabo empleando la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear, empleando anélisis de 'H y de ¢, confirmando que
este compuesto ya ha sido aislado con anterioridad de R. chalepensis (Ulubelen et al.,
1986). Al comparar los desplazamientos quimicos tanto del espectro de 'H- y BC-RMN
con los reportados en la literatura se confirmé la identidad del compuesto como
chalepina (Ezmirly and Wilson, 1980, Oliveira et al., 1996) (ver figura 109). Por otra
parte la actividad amebicida no ha sido reportada aun para este compuesto, sin embargo
ha sido evaluada su actividad ante otros protozoarios de importancia médica (Pavao et

al., 2002).

Como es posible observar, 7 de los compuestos con actividad amebicida aislados de
R. chalpensis en nuestra investigaciones forman parte de un grupo de productos
naturales identificados como furanocumarinas, en este caso la totalidad de los
compuestos son furanocumarianas lineales. Este grupo de compuestos naturales
representan una fuente de oportunidades para ser empleados como agentes
antiprotozoarios, ya que su principal actividad sobre pardsitos tiene como objetivo
alteraciones en el ADN, uniéndose de manera covalente a las bases que conforman la
hélice del ADN causando mutaciones puntuales, supresiones y mutaciones por
desplazamiento lo que origina la muerte del parasito (Wink, 2012). Ademds de la

capacidad que poseen estos compuestos para unirse covalentemente al ADN se ha
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reportada una importante actividad antiparasitaria y por lo tanto actividad citotoxica por
la reactividad quimica que posee el grupo funcional de las -lactonas - insaturadas
para fungir como aceptor de Michael para nucleéfilos como son los residuos
aminoacidicos (cisteina, lisina, serina, treonina) presentes en los receptores de ciertas
biomoléculas del pardsito, las cuales interactian con el compuesto (Cardona and Saez,

2011).

De acuerdo a los diferentes métodos de accién de los compuestos que logramos
identificar, se puede observar que la actividad antiprotozoaria que mostraron cada uno
de ellos, se debe a las caracteristicas estructurales de cada molécula. Por lo tanto es de
esperarse que compuestos que posean anillos arométicos unidos al anillo de la -lactona

- insaturada aumente su actividad, razén por la cual los compuestos chalepensina,
psoraleno, bergapteno, rutamarina, xantotoxina, isopimpinellina y la chalepina
resultaron los compuestos con mayor actividad amebicida. De los compuestos antes
mencionados la mayor actividad antiparasitaria se obtuvo en la rutamarina, este
resultado contradice a lo reportado en la literatura ya que se menciona que la actividad
bioldgica del compuesto disminuird al modificar los grupos —OH produciendo
acetilaciones. Este fendmeno se hace mdas evidente al comparar la actividad
antiparasitaria de la chalepina con la rutamarina, obteniendo una menor actividad
antiprasitaria en la chalepina aunque este compuesto sea el que posee un grupo OH libre
el cual en la rutamarina se encuentra acetilado. Lo anterior demuestra que el mecanismo
de accion de estos dos compuestos sobre E. histolytica es diferente a lo reportado sobre

otros protozoarios (Cardona and Saez, 2011).
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Isopimpinelina ﬁ

Chalepina Graveolina

Figura 109. Compuestos aislado de R. chalepensis.
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8. CONCLUSIONES

Al finalizar la presente investigacion de llegaron a las siguientes conclusiones:

1.

Se obtuvieron los extractos metandlicos de las 15 plantas medicinales bajo
estudio, obteniendo los mayores rendimientos en las plantas G. glutinosum,
C. annuum 'y P. americana.

Como parametros de crecimiento de E. histolytica se obtuvo un tiempo de
generacion de 6.29 horas y un tiempo de duplicaciéon de 4.32 horas.
Ademds se determiné que el tiempo ideal para evaluar la actividad
amebicida de los diferentes extractos, fracciones y compuestos es de 72
horas.

Se determiné que los extractos de R. chalepensis, C. annuum. H. brasiletto
y S. molle presentan el mayor porcentaje de inhibicion sobre trofozoitos de
E. histolytica, siendo el extracto de R. chalepensis el que present6 el mayor
porcentaje de inhibicién (90.50 %).

Se realiz6 la particion del extracto metandlico de R. chalepensis con los
solventes hexano y acetato de etilo y se evalud su actividad amebicida
observando que ambas particiones poseen una actividad amebicida

relevante.
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5.  Del fraccionamiento biodirigido realizado a las dos particiones (particion

de hexano y particidn de acetato de etilo) se obtuvo lo siguiente:

a.

b.

De la particién hexdnica se aislaron los compuestos denominados
como C1, C2, C3, Cé6 y C7.
De la particioén de acetato de etilo se aislaron los compuestos C4, CS,

C8, (9, C10, C11, C12, C13, C14 y C15.

6. Se elucid6 la estructura de los compuestos aislados mediante técnicas de

resonancia magnética nuclear (IH—RMN, 13C—RMN, APT, DEPT 135,

HSQC, HMBC y HMQC) y espectrometria de masas. Ademads se determin6

su actividad amebicida calculando su ICsg

a.

Se determiné que los compuestos C1, C4, C6, C8 y C9 (C6H,403)
son idénticos y su estructura corresponde a la furanocumarina
identificada como chalepensina con una ICsy de 38.71 pg/ml.

Se determiné que los dos componentes principales de las mezclas
denominadas como C2, C7 y C10 corresponden al psoraleno
(C11HeO3) y al bergapteno (C;,HgO4) en proporciones de 1:3. La
mezcla presenta una ICsy de 57.09 pg/ml.

Se determin6 que los compuestos C3, C11 y C12 (C;,;H,405) poseen
la misma estructura quimica y se identificaron como como
rutamarina, la cual posee una ICsy de 6.54 pg/ml.

Se determiné que los compuestos C5 y C15 (C7H;3NOs3) poseen la
misma estructura quimica, identificindolos como el alcaloide

graveolina. A este compuesto no fue posible determinar su actividad
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antiparasitaria debido a la insolubilidad que present6 tanto en el
medio de cultivo como en el DMSO.

e. Se determiné que C13 es una mezcla formada por los compuestos
xantotoxina (Ci,HgOy4) e isopimpinelina (C3H0Os), la cual presenta
una ICsp de 26.22 pg/ml.

f.  El compuesto C14 (C;9H,,04) se identificé como la furanocumarina

chalepina, la cual present6 una ICs;28.67 pg/ml.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron formar una brecha para
nuevas investigaciones enfocadas en evidenciar el mecanismo de accién de
furanocumarinas al ser aplicadas sobre trofozoitos de E. histolytica. Ademds es
importante resaltar la notoria actividad antiparasitaria del compuesto rutamarina con una
ICsp de 6.54 pug/ml siendo el principal candidato para posteriores anélisis y ser tomado

en cuenta como un posible agente antiamibiano.
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A-2.
Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.

Espectro de masas [(-)-ESI-MS] del compuesto C1. Obtenido mediante un instrumento
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A-3. Espectro de masas de alta resolucién [(+)-HRESI-MS] del compuesto C1. Obtenido

mediante un instrumento Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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A-4. Espectro 'H-RMN general del compuesto C1. Obtenido mediante un Espectrémetro
Mercury—VX300. Frecuencia de Operacién 300 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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A-5. Espectro "C-RMN general del compuesto C1. Obtenido mediante un Espectrémetro

de disolucién CDCls.
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A-6. Espectro COSY general del compuesto C1. Obtenido mediante un Espectrémetro Mercury—

VX300. Frecuencia de Operacién 300 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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A-7. Ampliacién del espectro COSY (‘H: 5.0-8.0 ppm; 'H: 5.0-8.0 ppm) del compuesto C1.
Obtenido mediante un Espectrémetro Mercury—VX300. Frecuencia de Operacién 300

MHz. Solvente de disolucion CDCla.
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A-8. Espectro HSQC general del compuesto C1. Obtenido mediante un Espectrémetro
Espectrometro  Mercury—VX300. Frecuencia de Operacion 300 MHz. Solvente de

disolucion CDCla.
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A-8. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 5.0-8.0 ppm; "*C: 100-150 ppm) del compuesto C1.
Obtenido mediante un Espectréometro Espectréometro Mercury—VX300. Frecuencia de

Operacién 300 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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A-9. Espectro HMBC general del compuesto C1l. Obtenido mediante un Espectrémetro
Espectrémetro  Mercury—VX300. Frecuencia de Operacion 300 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.
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B-1. Espectro de masas [(+)-ESI-MS] del compuesto C2. Obtenido mediante un instrumento
Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.

ek Mon Pasmaber

puoe Type EE b FoarE P et e EEH]
- ol e S |y HEE rensc
Fan Begii SHme e Capitan AR W “nr Twy (58 ENa
i Fid A el Frrl Parie Clfged 00 Snk Lt Veke Sinien

e | =, =M% T 20 Foin #1014 h-ﬁ;mmml

FTh |
Lol
|
0
101

Tid 331

B-2. Espectro de masas [(-)-ESI-MS] del compuesto C2. Obtenido mediante un instrumento
Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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mediante un instrumento Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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B-4.

Espectro 'H-RMN general del compuesto C2. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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B-5. Ampliacién de la zona 6.1-8.3 ppm del espectro 'H-RMN del Compuesto C2. Obtenido

mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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B-6. Ampliacién de la zona 0.5-2.7 ppm del espectro IH-RMN del Compuesto C2. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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B-7. Espectro COSY general del compuesto C2. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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B-8.Ampliacién del espectro COSY (‘H: 6.0-8.5 ppm; 'H: 6.0-8.5 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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B-9.Ampliacién del espectro COSY (‘H: 0.6-3.0 ppm; 'H: 0.6-3.0 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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B-10. Espectro *C-RMN general del compuesto C2. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 100 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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12028-01, 13CNMR
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B-11. Ampliacién de la zona 10-65 ppm del. espectro "C—-RMN del compuesto C2. Obtenido

mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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B-12. Espectro DEPT135 del espectro "C-RMN del compuesto C2. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCl;.




12028-01, DEPT135
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B-13. Espectro DEPT135 del espectro "C-RMN del compuesto C2. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCl;.
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B-14. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 6.0-8.2 ppm; C: 90-153 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028-01, HSQC
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B-15 Ampliacién del espectro HSQC (1H: 0.5-4.5 ppm; 13C: 9-70 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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B-16. Ampliacién del espectro HMBC (1H: 3.8-8.5 ppm; 13C: 10-55 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028- 01, HVBC
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B-17 Ampliacién del espectro HMBC (1H: 2.0-8.3 ppm; 13C: 140-182 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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B-18 Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 0.6-2.7 ppm; "“C: 10-40 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028-01, HMBC
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B-19. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.8-4.3 ppm; C: 70-185 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028-01, HMBC
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B-20. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 6.0-8.3 ppm; “C: 90-130 ppm) del compuesto C2.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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APENDICE C

12028-02, CDC1l3, Proton
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C-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C3. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de

disolucién CDCls.
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12028-02, CDC13, Proton
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C-2. Ampliacién de la zona 1.2-3.4 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C3. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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12028-02, CDC1l3, Proton
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C-3. Ampliacién de la zona 4.8-7.6 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C3. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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C-4. Espectro COSY general del compuesto C3. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de

disolucién CDCls.

214



12028-02, 13CNMR
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C-5. Espectro "C-RMN general del compuesto C3. Obtenido mediante un Espectrémetro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 100 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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C-6. Ampliacién de la zona 80-175 ppm del espectro "C—RMN del compuesto C3. Obtenido

mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 100 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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12028-02, 13CNMR
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C-7. Ampliacién de la zona 0.5-60 ppm del espectro “C-RMN del compuesto C3. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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C-8. Espectro DEPT135 del espectro 3C RMN del compuesto C3. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCls.
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12028- 02, HSQC
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C-9. Espectro HSQC general del compuesto C3. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.

12028-02, HSQC

@ 20
|

25

T T T T T T T T
3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 ppm

C-10. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 1.3-3.4 ppm; "C: 15-45 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.

217



12028-02, HSQC
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C-11. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 4.6-8.0 ppm; "*C: 80-150 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-12. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 4.6-8.0 ppm; "*C: 80-150 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-13. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.8-2.6 ppm; "°C: 15-50 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-14. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.4-3.5 ppm; "C: 80-106 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-15. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.4-3.4 ppm; “C: 110-190 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-16. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.4-3.4 ppm; “C: 110-190 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-17. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 1.0-8.0 ppm; "*C: 70-105 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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C-18. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 2.5-8.0 ppm; C: 110-175 ppm) del compuesto C3.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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D-1. Espectro de masas [(+)-ESI-MS] del compuesto C4. Obtenido mediante un instrumento

Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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D-2. Espectro 'H-RMN general del compuesto C4. Obtenido mediante un Espectrémetro
Mercury—VX300. Frecuencia de Operacién 300 MHz. Solvente de disolucion CDCl;.
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APENDICE E
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E-1. Espectro de masas [(+)-ESI-MS] del compuesto C5. Obtenido mediante un instrumento
Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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E-2. Espectro de masas [(-)-ESI-MS] del compuesto CS5. Obtenido mediante un instrumento
Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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E-3. Espectro de masas de alta resolucién [(+)-HRESI-MS] del compuesto C5. Obtenido
mediante un instrumento Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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E-4. Espectro 'H-RMN general del compuesto C5. Obtenido mediante un Espectrémetro

Mercury—VX300. Frecuencia de Operaciéon 300 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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E-5. Espectro COSY general del compuesto C5. Obtenido mediante un Espectrémetro Mercury—
VX300. Frecuencia de Operacién 300 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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E-6. Espectro "C-RMN general del compuesto C5. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 125 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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E-7. Espectro APT del espectro de ?C—RMN del compuesto C5. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 125 MHz. Solvente de disoluciéon CDCl;.
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E-8. Espectro HSQC general del compuesto CS. Obtenido mediante un Espectrémetro
Espectrometro Mercury—VX300. Frecuencia de Operacion 300 MHz. Solvente de

disolucion CDCla.
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E-9. Espectro HMBC general del compuesto CS. Obtenido mediante un Espectrémetro
Espectrémetro  Mercury—VX300. Frecuencia de Operacion 300 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.
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APENDICE F

12016-03, RQL-2012-03, 1HNMR
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F-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C6. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucién CDCls.
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F-2. Ampliacién de la zona 4.8-7.8 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C6. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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12016-03, 13CNMR
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F-3. Espectro "C-RMN general del compuesto C6. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100 MHz. Solvente

de disolucién CDCls.
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APENDICE G

Anplvas nfy Ao isnn Dale DT 3011 SA 203
Ay e B A 1 IT A T (A0 1 e, 2T 0 _BOPEE
Mamad Fermsnine_poa_irelos m Oparain BORLGOE
Emwrin Nama R0 1 o Irmrurnand § Sad [l jmpge [ e g
Commed
ml‘u—lﬂn o
= B o Py Fofren it Pastoiowe EiBar
[ M b [ [
Sea Bepr Sl Cailiry A5 Bl By Lk W Sy
Ermn [ne H M i Bt Pilin Ot Y Bid Dot Viom Sowrce
ll"_;ﬂl [ R S T M e pre— |
w
58 o
18 &%
1
[
o)
[ =)
1.8 L L
T
1 =
i THE e
{ 473 - reug |
7Y I T miy o L bl 4. 4 Emr U h L
E 30 AT 20¢ it e s i

G-1. Espectro de masas [(+)-ESI-MS] del compuesto C7. Obtenido mediante un instrumento

Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer.
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G-2. Espectro 'H-RMN general del compuesto C7. Obtenido mediante un Espectrémetro
Mercury—VX300. Frecuencia de Operaciéon 300 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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G-3. Espectro "C-RMN general del compuesto C7. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 125 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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G-4. Espectro de APT general del compuesto C7. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 125 MHz.
Solvente de disolucion CDCl;
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G-5.

Espectro COSY general del compuesto C7. Obtenido mediante un Espectrometro
Mercury—VX300. Frecuencia de Operacién 300 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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APENDICE H

12016-04, RQL-2012-03, 1HNMR
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H-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C8. Obtenido mediante un Espectrémetro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.

12016-04, RQL-2012-03, 1HNMR
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H-2. Ampliacién de la zona 4.8-7.8 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C8. Obtenido

mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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12016-04, 13CNMR
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H-3. Espectro

“C-RMN general del compuesto C8. Obtenido mediante un Espectrometro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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H-4. Espectro DEPT135 del espectro "C-RMN del compuesto C8. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCl;.



12016- 04, COSY
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H-5. Ampliacién del espectro COSY ('H:4.5-8.0 ppm; 'H: 4.5-8.0 ppm) del compuesto C8.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.

12016-04, HSQC
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H-6. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 5.5-8.0 ppm; "*C: 90-155 ppm) del compuesto C8.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12016-04, HSQC
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H-7. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 5.5-8.0 ppm; "*C: 90-155 ppm) del compuesto C8.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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H-8. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 0.1-2.2 ppm; °C: 12-38 ppm) del compuesto
C8. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4
Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12016—-04, HMBC
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H-9. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 1.0-8.5 ppm, °C: 15-60 ppm) del compuesto
C8. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4

Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCls.
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H-10. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.5-8-0 ppm; “C: 15-60 ppm) del
compuesto C8. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solven
CDCls.

te de disolucion
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12016—-04, HMBC
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H-11. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 1.20-1.75 ppm; “C: 90-160 ppm) del
compuesto C8. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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12016- 04, HVBC
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H-12. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 4.5-8.5 ppm; Bc: 90-170 ppm) del
compuesto C8. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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APENDICE I

12028-03, CDC1l3, Proton
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I-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C9. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de
disolucién CDCls.
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I-2. Ampliacién de la zona 4.8-7.8 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C9. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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12028-03, 13CNMR
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I-3. Espectro "C—RMN general del compuesto C9. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 100 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.
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APENDICE J

12028-04, CDC13, Proton
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J-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C110. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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J-2. Ampliacién de la zona 6.1-8.3 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C10. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de

Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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12028- 04, COSY
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J-3. Espectro COSY general del compuesto C10. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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J-4. Espectro "C-RMN general del compuesto C10. Obtenido mediante un Espectrometro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100 MHz. Solvente

de disolucién CDCls.
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12028-04, 13CNMR
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J-5. Ampliacién de la zona 80-180 ppm del espectro "C—RMN del compuesto C10. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de

Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.

12028- 04, DEPT135
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J-6. Espectro DEPT135 del espectro "C-RMN del compuesto C10. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCl;.



12028- 04,
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J-7 Espectro HSQC general del compuesto C10. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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F-8. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 3.6-4.8 ppm; “C: 63-78 ppm) del compuesto C10.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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F-9. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 6.0-8.4 ppm; "C: 90-135 ppm) del compuesto C10.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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J-10. Ampliacién del espectro HSQC (‘H: 6.0-8.4 ppm; "*C: 130-185 ppm) del compuesto C10.
Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028- 04, HVBC
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F-11. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 3.4-6.2 ppm; "°C: 65-78 ppm) del compuesto C10.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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F-12. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 3.6-4.8 ppm; °C: 90-130 ppm) del compuesto C10.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028-04, HMBC
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J-13. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 3.4-4.9 ppm; "°C: 135-185 ppm) del compuesto C10.

Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.

Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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J-14. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 6.0-8.2 ppm; "*C: 80-130 ppm) del compuesto
C10. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028-04, HMBC
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J-15. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 6.0-8.4 ppm; "°C: 135-165 ppm) del compuesto C10.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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APENDICE K

13019-05, 1HNMR
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K-1. Espectro 'H— RMN general del compuesto C11. Obtenido mediante un Espectrémetro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.

13019-05, 1HNMR
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K-2. Ampliacién de la zona 5.8-8.0 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C11. Obtenido

mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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13019-05, 1HNMR
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K-3. Ampliacién de la zona 0.8-4.0 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C11. Obtenido

mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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13019- 05, COSY
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K-4. Espectro COSY general del compuesto C11. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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13019-05, 13CNMR
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K-5. Espectro "C-RMN general del compuesto C11. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100 MHz. Solvente

de disolucién CDCls.

13019-05, 13CNMR

I T B T o BT
i

T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90

K-6. Ampliacién de la zona 80-180 ppm del espectro *C-RMN del compuesto C11. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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13019-05, 13CNMR
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K-7. Ampliacién de la zona 80-180 ppm del espectro *C-RMN del compuesto C11. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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K-8. Espectro DEPT135 del espectro “C-RMN del compuesto C11. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucién CDCl;.




13019-05, DEPT135

T T T T T T
45 40 35 30 25 20 15

K-9. Ampliacién de la zona 10-47 ppm del espectro DEPT135 del compuesto C11. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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K-10 Espectro HSQC general del compuesto C11. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucién CDCls.
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K-11 Ampliacién del espectro HSQC ('H: 3.0-8.0 ppm; "*C: 20-170 ppm) del compuesto C11.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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K-12 Ampliacién del espectro HSQC (‘H: 1.2-2.3 ppm; “C: 10-50 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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APENDICE L

12028-05, CDC1l3, Proton
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L-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C12. Obtenido mediante un Espectrometro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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L-2. Ampliacién de la zona 3.5-7.5 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C12. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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L-3. Ampliacién de la zona 0.5-3.5 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C12. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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L-4. Espectro COSY general del compuesto C12. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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L-5. Ampliacién de la zona ('H: 4.5-8.0 ppm, 'H: 4.5-8.0 ppm) del espectro COSY del
compuesto C12. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400,
9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-6. Espectro "C-RMN general del compuesto C12. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 100 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.

257



12028-05, 13CNMR

T NN | | %manﬁﬁe@
i

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100

L-7. Ampliacién de la zona 80-175 ppm del espectro *C—-RMN del compuesto C12. Obtenido

mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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L-8.Espectro DEPT135 del espectro “C-RMN del compuesto C12. Obtenido mediante un

Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCl;.
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12028-05, DEPT135
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L-9. Ampliacién de la zona 5-45 ppm del espectro DEPT135 del compuesto C12. Obtenido

mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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L-10 Ampliacién del espectro HSQC ('H: 0.0-4.0 ppm; “C: 0-85 ppm) del compuesto C12.

Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-11 Ampliacién del espectro HSQC ('H: 0.8-2.2 ppm; "C: 10-45 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-12 Ampliacién del espectro HSQC ('H: 4.5-9.0 ppm; "°C: 80-130 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-13 Ampliacién del espectro HSQC ('H: 5.8-7.8 ppm; "*C: 130-164 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-14 Espectro HMBC general del compuesto C12. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de
disolucién CDCls.
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L-15 Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.5-4.0 ppm; “C: 20-60 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-16 Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.5-4.0 ppm; °C: 75-130 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028-05, HMBC
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L-17 Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 0.7-3.8 ppm; "*C: 120-170 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-18 Ampliacién del espectro HMBC ('H: 6.0-7.8 ppm; “C: 10-45 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-19 Ampliacién del espectro HMBC ('H: 4.6-7.8 ppm; "*C: 80-126 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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L-20 Ampliacién del espectro HMBC ('H: 6.0-7.8 ppm; "°C: 120-170 ppm) del compuesto C12.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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APENDICE M
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M-1. Espectro '"H-RMN general del compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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M-2. Ampliacién de la zona 4.0-8.5 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C13. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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12028-06, CDC1l3, Proton
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M-3. Ampliacién de la zona 6.2-8.2 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C13. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.

12028- 06, COSY

b L L ppm %ma@mﬁ;

£S5 Axpstlm ers
h o - Rocssrg %

£8

g o o g
@ ' - Prooessi ng par:
F9
T T T T T T T T T T 0 H
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

ppm

M-4. Espectro COSY general del compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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M-5. Ampliacién de la zona (‘H: 4.0-8.0 ppm, 'H: 4.0-8.0 ppm) del espectro COSY del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400,
9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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M-6. Espectro

BC-RMN general del compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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12028-06, 13CNMR
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M-7. Ampliacién de la zona 97-165 ppm del espectro *C—RMN del compuesto C13. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de

Operacién 100 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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M-8. Espectro DEPT135 del espectro "C-RMN del compuesto C13. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucién CDCl;.

268
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M-9. Espectro HSQC general del compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de
disolucion CDCls.
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M-10. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 3.8-4.8 ppm; C: 54-74 ppm) del compuesto C13.
Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas.
Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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12028- 06, HSQC
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M-11. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 5.8-8.0 ppm; "“C: 100-111 ppm) del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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M-12. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 6.0-8.0 ppm; "“C: 110-136 ppm) del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400,
9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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M-13. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 6.6-8.4 ppm; "“C: 135-165 ppm) del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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M-14. Espectro HMBC general del compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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M-15. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 3.96-4.40 ppm; “C: 62-68 ppm) del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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M-16. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 3.8-4.5 ppm; "*C: 100-160 ppm) del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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M-17. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 6.0-8.82 ppm; "°C: 100-165 ppm) del
compuesto C13. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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APENDICE N

12028-07, CDC1l3, Proton
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N-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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N-2. Ampliacién de la zona 2.5-8.0 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C14. Obtenido
mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCls.
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N-3. Espectro COSY general del compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.
BRUKER
JL >0
IS ppm % Bia “’im‘*ﬁz

—7.4

7.6

7.8

— 8.0

T T T T T T T T T T T T T
80 78 76 74 72 70 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 5.6 ppm

N-4. Ampliacién de la zona ('H: 5.6-8.0 ppm, 'H: 5.6-8.0 ppm) del espectro COSY del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400,
9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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N-5. Espectro "C-RMN general del compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 100 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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N-6.Espectro DEPT135 del espectro “C-RMN del compuesto C14. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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N-7. Espectro HSQC general del compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.
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N-8. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 1.0-3.4 ppm; C: 15-50 ppm) del compuesto

C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4

Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCl;.
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N-9. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 1.0-3.4 ppm; C: 15-50 ppm) del compuesto
C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4
Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de disolucion CDCl;.
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N-10. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 4.0-7.5 ppm; “C: 85-120 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCls.
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N-11. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 3.6-6.0 ppm; “C: 95-120 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance

DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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N-12. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 6.8-8.0 ppm; *C: 130-170 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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N-13. Ampliacién del espectro HSQC ('H: 5.6-8.2 ppm; C: 130-170 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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N-14. Espectro HMBC general del compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente

de disolucién CDCls.
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N-15. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.9-1.9 ppm; “C: 2

0-45 ppm) del

compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCls.
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N-16. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 1.0-3.4 ppm; C: 70-130 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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N-17. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 1.0-3.4 ppm; C: 70-130 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCls.
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N-18. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 0.9-1.8 ppm; “C: 120-165 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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N-19. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 4.6-7.6 ppm; “C: 20-50 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCls.
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N-20. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 4.6-8.5 ppm; °C: 70-128 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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N-21. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 4.6-7.6 ppm; “C: 120-165 ppm) del
compuesto C14. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién
CDCls.
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M-1. Espectro 'H-RMN general del compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrémetro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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M-2. Ampliacién de la zona 5.8-8.6 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C15. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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M-3. Espectro COSY general del compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker
Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de

disolucion CDCls.
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M-4. Ampliacién de la zona ('H: 6.0-8.0 ppm, 'H: 5.6-8.0 ppm) del espectro COSY del
compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400,
9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién CDCl;.
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M-5. Espectro "C-RMN general del compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrometro
Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operaciéon 100 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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M-6. Ampliacién de la zona 95-180 ppm del espectro 'H-RMN del compuesto C15. Obtenido
mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de
Operacion 100 MHz. Solvente de disolucién CDCls.
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12028- 08, DEPT135
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M-7.Espectro DEPT135 del espectro *C-RMN del compuesto C15. Obtenido mediante un
Espectrometro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 100
MHz. Solvente de disolucion CDCl;.
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M-8. Ampliacién del espectro HSQC (‘H: 2.9-4.6 ppm; "°C: 30-52 ppm) del compuesto
C15. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4
Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCl;.
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12028- 08, HSQC
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M-9. Ampliacién del espectro HSQC (‘H: 5.3-8.5 ppm; *C: 95-160 ppm) del compuesto

C15. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4
Teslas. Frecuencia de Operaciéon 400 MHz. Solvente de disoluciéon CDCl;.
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M-10. Espectro HMBC general del compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrometro

Bruker Modelo Avance DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente
de disolucién CDCls.
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M-11. Ampliacién del espectro HMBC ('H: 3.0-6.5 ppm; “C: 30-115 ppm) del
compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrémetro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacién 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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M-12. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 3.0-6.5 ppm; 13C 110-180 ppm) del
compuesto C15. Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCl.
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M-13. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 6.6-7.5 ppm; ~C: 102-110 ppm) del
compuesto C15. Obtenido mediante un Espectréometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDCls.
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M-14. Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 5.8-9.4 ppm; "*C: 110-135 ppm) del
compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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M-15 Ampliacién del espectro HMBC (‘H: 5.0-9.1ppm; "“C: 125-180 ppm) del
compuesto C15. Obtenido mediante un Espectrometro Bruker Modelo Avance
DPX400, 9.4 Teslas. Frecuencia de Operacion 400 MHz. Solvente de disolucién

CDClL.
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