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Claves y Abreviaturas

Ac Acetona

A.b. Aristolochia brevipes (8429)

Bz Benceno

ced Cromatografia en capa delgada

code Cromatografia en capa delgada comparativa
cedp Cromatografia en capa delgada preparativa
ccl Cromatografia en columna liquida

cm Centimetros

E Coeficiente de extension molecular
CoCly Cloruro de cobalio

CH,Cl3 Cloruro de metileno

13C RMN Resonancia magnética nuclear de carbono 13
(d) Adsorcién débil

d doblete

EM Espectro de masas

Ex Extracto

Ex Bz Extracto de Benceno

Ex Hex Extracto de Hexano

Ex MeOH Extracto Metandlico

Fig. Figura

C Grados centigrados

g Gramos

Hex Hexano

IH RMN Resonancia Magnética Nuclear Proténica
Hz Heriz, ciclos per segundo

IR Espectro infrarrojo

J Constante de acoplamiento

K.i. Krameria interior (8289)

L-B Liebermann-Burchard

log Logaritmo base 10

A Longitud de onda

max. Mixima

MeOH Metanol



(m)

pPpm
P.M.
P.1.
P.D.

Ref.
R.f.

[o]

Ren.

Sol. C.

U.V.
viv

Absorcién media
I6n molecular
Muldplete

Relacién masa-carga
Miligramos
Mililitros
Nandmetro

Partes por millén
Peso molecular
Punto de fusién
Punto de descomposicién
Raiz

Referencia

Razdén de 1a velocidad de flujo de la muestra con
respecto al eluente

Rotacion dptica

Resonancia Magnética Nuclear
Rendimiento

Singulete

Soluble en Cloruro de Metileno

Triplete

Tetranitrometano

Ultravioleta

Relacién volumen/volumen

Peso



1. INTRODUCCION

En una larga lucha contra las fuerzas de la naturaleza el ser humano ha encontrado
en las plantas un fiel aliado: ellas le han proporcionado alimento, techo, abrigo, armas,
remedio para los dolores ¢ incluso para el espiritu.

Muchas de las especies vegetales son estimadas por sus virtudes curativas entre los
antiguos egipcios, griegos y romanos, pasaron a fromar parte de la farmacopea medieval,
que mds tarde se vié enriquecida por un aporte de los conocimientos herborios del Lejano
Oriente y poco despues por la vastisima tradicién fitoterapéutica de los habitantes del
Nuevo Mundo.

Los mismos 4arboles, arbustos y hierbas que a través de los siglos sirvieron a
herbolarias y curanderos, para preparar infusiones, balsamos y emplastos curativos,
proporcionan hoy en dia materia prima a Ia fitoquimica.

La finalidad de un andlisis Fitoguimico, es el estudio de la composicién quimica de
todas las sustancias, que existen en un vegetal, ain contando con las técnicas méis
modernas, no seria posible Ilegar a la identificacién y cuanteo total de todos los
constituyentes de una planta por lo tanto se aislan los metabolitos secundarios,
subproductos del metabolismo de los vegetales, que usualmente presentan actividad
fisiologica, tanto en animales como en vegetales. Esto ha incrementado el interés en los
estudios quimicos ya que permiten evaluar los usos de las plantas, establecer criterios
quimiotaxondmicos y comprender mejor las relaciones entre ambiente y vegetal. Lo anterior
hace importante ¢l estudio quimico de las plantas. Por lo que buscando nuevas fuentes de
metabolitos secundarios se seleccionaron estas planias ya que son importantes desde varios
punios de vista.

Uno de ellos es que s6lo se han reportado en México siendo especies nativas del
pafs, por lo tanto el aislamiento e identificacién de los metabolitos secundarios contribuirdn
a la Quimiotaxonomia.

Ademds por sus usos medicinales en el medio popular.

K. interior se ha utilizado como ténico para reafirmar el pelo y los dientes, en
tratamiento de cdncer intestinal, estomacal y lengua. (12, 15).



En el caso de A. brevipes que se utiliza la raiz para cicatrizar y desinfectar heridas,
en mordeduras de serpientes, como antihelmintico y para aumentar la actividad fagocitica de
los leucocitos, como remedio sudorifico, externamente para aliviar dolores reuméticos y
aririticos. (13, 21).

1.1. Objetivo

De esta investigacidn es el aislarmento e identificacion de los metabolitos
secundarios de la raiz de Krameria interior y de Aristolochia brevipes en particular los
lignanos, neolignanos y norlignanos que son inmuno-estimulantes y los
fenantrenoalcaloides que son citotdxicos.

También derivados del Ac. aristoléquico y aristolactamas que tienen actividad
antitumoral, ayudan a la regulacién del crecimiento celular.

1.2. Antecedentes.
1.2.1, Krameria interior.

Las especies del género Krameria se consideraban dentro de la familia de las
leguminosas hasta los sesenta, posteriormente se les colocé en la familia Krameriaceae(2)
donde se conocen aproximadamente 25 especies pertenecientes a €ste inico género:
Krameria, los cuales son nativos de América, desde Chile hasta el Sur de Estados Unidos.

Algunas especies del género Krameria son: K. cuspidata, K. revoluta, K.
lanceolata, K. parvifolia, K. triandra, K. cytisoides, K. ramosissima, K. sonorae, K.
grayi, etc., se han estudiado las raices de estas plantas, ya que tienen propiedades
farmacéuticas, comercialmente se conocen como rajces de ratania y son usadas como
tonicos y astringentes (4,6,7,12).

En estudios realizados sobre las especies del género Krameria se menciona el
aislamiento de: 4cido3-acetoxidecanoico, dcido 3 acetoxioctadecanotco y dcido 3-
acetoxicosanoico de: K. cuspidata, K. cytisoides, K. revoluta y K. parvifolia (8).

De la K. triandra, Stah) et al (9) aislaron e identificaron 2 derivados benzofurdnicos:
Rataniafenol 1 y Rataniafenol I1.



Estudios hechos a K. cytisoides y K. ramosissima se reportan los siguientes

nuevos compuestos: Joserdoseno, olmecol y 2-(4-hidroxifenil)-7-metoxi-5-
propenilbenzofurano (10, 11 12).

Ademads se ha reportado la presencia de leucoantocianidinas, dcido tanico, dcido
kramérico y ratania de varias especies del género Krameria (13).

En resumen se han aislado los siguientes compuestos de tipo lignano y neolignano
de varias especies del género Krameria (Ver Tabla 1).

R1 R2
1.- H H Conocarpano
2. H OMe 2 3-dihidro-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-metil-5-propenil-
benzofurano
3.- OMe H

2,3-dihidro-2-(4-hidroxi)-7-metoxi-5 propenil benzofurano

Ry

R2 R3
Ry R2 R3 R4
- H OH OH H 2-(2,4-Dihidroxifenil)-5-[ propenilbenzofurano)
H OMe OH H (Rataniafenol I)
H OH OMe H (Ratanmafenol 111)
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CHO

2-(4-hidroxifenil)-5-propenilbenzofurano
2-(4-hidroxifenil)-7-metoxi-5-propenitbenzofurano
Eupomatenoide 6 (Rataniafenol I1)

Eupomatenoide 13 (Kachirachikol)
3-formil-2-(4-hidroxifenil)-7-metoxi-5-
propenilbenzofurano

Poa

Eritro-1-(4-hidroxifenii)-2-[4- (E)-propenilfenoxi)-propan-1-ol
Erito-1-(4-hidroxifenil)-2-[2-metoxi-(E)-propenilfenoxijpropan-1-ol
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Me Hermostllol

Me  Zapotecol

Me = Zapotecona
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M('O 4'

16.  4-[2-hidroxi-2-(2-metoxi-5-(E)propeniifenilpropitifenol

HO

i
17.- (R E CHz-(F- Me
OH
5-2-(4-Hidroxifenil)-5-(2-hidroxipropil)-3-metilbenzofurano.

18- R= -CHjp- C1\~Me
@)
2-(4-Hidroxifenil)-5-(2-oxopropil)-3-metilbenzofurano.
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20.-

22

23.-

24.-

Ry R» R3 R4 Rs
OMe OMe OMe OMe OMe

Joserdoseno
2-(2,3.4.5,6-Pentametoxifenil )-5-(€)-propenilbenzofurano

OMe OMe OMe H OMe

2-(2,3,4 6-tetrametoxifenil)-S-(g)-propenilbenzofuranc
OMe H OMe H OMe

2-(2,4.6-trimetoxifenil)-5-(g)-propenilbenzofurano
8] 51 H OMe H OMe

2-(4,6-Dimetoxi-2hidroxifenil)-5-(€) propeniibenzofurano
OH H OMe H OH

2-(2,6-Dihidroxi-4-metoxifenil)-5-(€)-propenilbenzofurang
OMe H OMe H H

2-(2,4-Dimetoxifenil-5-(g)-propenilbenzofurano

OH

OH H

2.3-Dihidro-2-{4-hidroxifenil}-5-(3-hidroxipropil)- 3-metilbenzofurano
OH OMe

2,3-Dihidro-2(4-hidroxi-3-metc)xifeni1)-5-(3-hidr0xipropil)-B-n\etilbanOfufﬁ“o-



OH

28 OH OH H
2,3-wans-3,4-cis-4,5-Cis,2,5-bis-(4-hidroxifenil)-4,3-dimetilterrahidrofurano

29- OH OH OMe
2,3-trans-3,4-cis-4.5-cis-5-(4-hidroxifenil)-2-(4-hidroxi- 3-metoxifenil )-3,4-

dimeultetrahidrofurano.
i ~‘©
R, R,
R;
R Ry R3

30- OH OH Me
2,3-(trans-3,4,cis-4,5-trans-5-(4-Hidroxifenil-2(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3 4-

dimetiltetrahidrofurano.



Tabla 1.2.1.Metabolitos secundarios aislados de varias especies del género Krameria
K. K. K. K. K. K.
* lanceolata sonarae ramosissima  grayi  cytisoides  triandra
1 + - + -
2 = + - -
3 - - 5 X

+ 4+ + + o+

_-
[}
I
L |

+ o+ 4 + o+ o+ o+

12B - -

&
+-
+
1
!

=)
+ + + o+ 4+
1
1
]
1

§ —

O

'

+ 4+ + 4+ o+ 4+

S
wr
1
1
1

(S0

~J

]

\
o+ o+ o+ o+ o+

)
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1.2.2. Aristolochia brevipes

En la raiz y tallo de Aristolochiaceae se encontraron sustancias amargosas, aman!las
v fluorescentes derivados del dcido aristoldquico, aristelactamas, taliscanina, bdses
cuaternarias como magnoflorina, nitrocompuestos fenantrenicos, en general contienen

aceites esenciales.

La taliscanina es un compuesto natural que fue aislado inicialmente de la raiz de la

Aristolochia taliveana por Maldonado y colaboradores (21).

La raiz de esta planta, Namada vulgarmente "hueyecpactli,” es utilizada en la

medicina popular para ¢l tratamiento de mordeduras de serpiente (22).

O NH
O OCH,

Taliscanina P.f. 273-273°C
La lactama es una de las veintena de aristoloctama conocida que tiene la estructura
general.

QO
H,CO

H,CO

O



donde X y Y son diversos substituyentes oxigenados como oxhidrilo, metoxilo o
metilendioxi, y R pueden ser hidrogeno o glucosa (23).

Las aristolactamas estdn relacionados biogenéticamente con los dcidos
aristoléquicos que poseen la estructura general.

COOH

NO,

Y

donde X y Y son, de nuevo, diversos substituyentes oxigenados come oxhidrilos,
metoxilo o metilendioxi.

Los édcidos aristoloquicos son algunos de los pacos compuestos de origen bioldgico
que contienen un grupo nitro en su estruciura.

Los dcidos aristoldquicos se han aislado vinicamente de plantas de la familia
Aristolochiaceae y de mariposas que se alimentan de estas plantas (23).

La distribucidn; si bien predominan ¢n la misma familia Aristolochiaceae, se les ha
aislado también de algunas plantas de la familia Annonaceae, Menispermaceae y

Manimiaceae (23).

Biogenéticamente, tanto los dcidos aristoloquicos como las aritolactamas derivan de
alcaloides de tipo aporfinico (23, 23, 34) que poseen el micleo basico



NR

10

Se ha postulado que las aristolactamas y los dcidos aristoldquicos resuitan de la
dioxigenacidn vecinal en las posiciones 4 y 5, en ¢l anillo nitrogenado, y descarboxilacién
con pérdida de carbono 5 (23, 24). Una evidencia a favor de esta hipétesis es ¢l
aislamiento de 4,5-diaxoaporfinas de plantas que también contienen dcidos aristol6quicos o
aristolactamas (24).

Por ¢l origen biogenético y por la significante actividad biodindmica de estos
compuestos (videinfra) se les clasifica como alcaloies (24). Pero ofras fuentes (23) no
concuerdan por considerar contundente el hecho que ni los dcidos arsitoléquicos ni los
aristolactamas se comporten como bases de medio acuoso.

Muchas plantas de la familia Aristolochiaceae han sido utilizadas en }a medicina
autoctona de diversas civilizaciones. Los nsos importentes han incluido 1a curacién de

heridas, el tratamiento de mordeduras de serpientes, el tratamiento de la fiebre (25).

El 4cido aristoléquico

. COOH
<1 NO,

OCH;



presente actividad antitumoral en bioensayos de adenocarcinoma 755. También se le ha
encontrado actividad carcinogénica (25, 54).

Se ha encontrado 4cido aristoléquico en Fang-chi, un medicamento chino, asf como
alantoina, utilizado para curar heridas ya que acelera la cicatrizacién, también se ha
reportado la presencia de agujas de Ac. aristoloquico B, Ac. Aristoléquico Cy
aristolactamas, todos ellos ayudan a la regeneracion celular (53).

A. argentina.
7

Aristolactamas 3 4 6 8
I OCHO OMe
1 OCHO
I OCH0O OMe
v OCH20 OMe OMe
Ia OCH0O OH
Ila OCH20O OH
All OH OMe
Alll OH OMe OMe
Ala OH OMe OH
Allla OH OMe OH
BI OMe OMe OMe
BII OMe OMe
BIN OMe OMe OMe

iz



Benzo[f]-1,3-benzodioxolo(6,5,4-cd]indol-5-(6H) 1,
Aristolactama II (Cefaranona A) p.f. =297-298°C PM =263

10-Metoxi-benzo[f]-1,3-benzodioxolo[6,5,4-cd]indol-5(6H)1.
Aristolactama [II.  p.f, = 297-304°C, PM =293

8-Hidroxi-benzo{f]-1,3-benzodiolo[6,5,4-cdJindol-5- (6H)-1.
Aristolactama Ia, p.f. > 350°C PM =279.

10-Hidroxi-benzoff]-1,3-benzodioxolo[6,5,4-cd]indol-5 (6H)-1.
Aristolactama IMTa. p.f. > 350°C, PM =279.

2,7-dihidroxi- 1-metoxi-dibenzjcd, f} indol-4(5H)-1
Aristolactama Ala, p.f. > 350°C PM =281,

2.9-Dihidroxi-1-metroxi-dibenz (cd, f] indol-4 (SH)-1
Aristolactama A Ila. p.f. 350°C, PM =281

1,2,7-Trimetoxi-dibenz [cd, {] indol-4 (5H}-1
Aristolactama B1 "Taliscanina”, P.f. 260°C PM = 309 (37, 38)

A. chilensis, se aislaron:

0
) 0
< NMe

4,5-dioxoaporfina cefaradiona- A



HO
MeQ ! NE
4,5-dioxadehidroasimilobina
0
HO
O NMe
MeO ‘
Aristolodiona (39)
o CO,H
( O NO
' 2

OH

6g

Ac. aristoléquico a



O C02H
<0 I NO,
i OCH,

Ac. aristoldquico 1 (40)

A. indica

Se aislaron 3 nuevos componentes de Ac. Aristoloquico.

NO,

Acido Aristoléquico D



~ -~
OCH;
7\
\o OCH;

0O
y 4
N CH,
Lactama del Acido Aristoléquico-D metil éter

OH g
HO

O, OH
N CH,0H

#ENN
/

0 0
P 4
Nch,

Aristolactama B-D-glucésido

Del 4cido Aristoloquico-D se hizo una metilacién y se produjo un derivado dimetilo
y una hidrogenacién y se produjo Lactama del 4cido Aristoléguico-D- metil éster (41, 54)

Ademds se encontrd en las raices de A. indica.

18



COOH

0
< @ NO,
H O OMe

Acido Aristoloquico
H
OH g
HO
0 OH
N CH,0H
H
H
9) 0O
P 4
N CH,

Aristolactama B-D-gluc6sido



A. reticulata

Se extrajo:

Alantoina
O,N

HO,0
2 OMe

O 0
P 4
\CH2

Ac. Aristoléquico

O,N

OMe

7/ N\

0 0
P 4
N,

1-metoxi-5:6 metilendioxi-9-nitrofenantreno

18



0 0
\Cﬁ:

Lactama 9-atnino- 1-metoxi-5:6-metilendioxi-8-fenantroico (43)

A. triangularis

Se aislé alantoina, nerolidol, B-sitosterol, dibenzilbutirolactona tipo lignano y ent-
kaureno, tipo diterpeno (44).

A. clematitis

Acido Aristoléquico I (R = OMe)
Acido Aristoléguico IT (R = H)

0/"0

CO,H

R 45)



De A. championii, A. debilis, A. manshuriensis, A. pallida, A. littoralis, A. tagata
y A. fimbriata, se aislaron cristales de:

CO,H

MeO

Ac. aristoloquico I (46, 47, 48, 49, 54)

A. bwangsiensis.

Sc' aislaron: Ac. Aristolochico, B-sitosterol, 3,4-metilendiol-X-Y-6,8-dimetoxi
fenantreno-1-metil eter y el dcido aristoléquico 6-metoxi-metil ester (50).

A. tuberosa

Se encontraron: 4,5-dioxoaporfing, alcaloides tubersinosona y tubersinona-N-B-D
glucosido (51).

A. versicolor

Se aislaron: estigmast-4-eno 3, 6-dione, estigmastano-3, 6-dione, B—sitostero),
Ac. Aristoléquico A, Ac. Aristoloquico Me ester, Ac. 6-metoxiaristoloquico Me ester, 3-
sitosterol-D-glucgsido. (52).

20



También se han aislado lignanos y neolignanos por ejemplo:

De A. birostris, se aislé:

rel-(8R)-A8-3,4-metilendioxi-5,3",5'- trimetoxi,

rel-(8R)-A8-3 4-metilendioxi-3',5'dimetoxi,
rel-(8R)-A8-3,3",4,5,5'pentametoxi,

rel-(7R,8R)-A8'-3 4-metilendoxi-3,5,5'-trimetoxi-7-hidroxi 8,0,4'-neolignano
rel-(8R,8'R)-3,4,3' 4'dimetilendioxi-9-oxo.
rel-(8R,8'R)-3,4',3',4'dimetilendioxi-9f hidroxi.

rel-(8R,8'R)-3,4,3' 4’ dimetillendioxi-9a hidroxi-8,8',9,0,9'lignano
rel-(7s, 8s, 7R, 8'R)-3,3',4'4',5,5' hexametoxi-7,0,7',8,8" lignano (55)
A. indica.

Se aislé el dibenzilbutirolactona

A. triangularis

Se aislé dibenzilbutirolactona.

A. chilensis, A. triangularis

Se aisl6 2,5-diaril-3,4-dimetilterahidrofuranoide lignano (55).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1, Material Vegetal
2.1.1. Clasificacién y descripcion botanica de Krameria interior
Clasificacién botinica

Reino Vegetal
Division  Embriophyta
Sub-divisibn  Angiosperma
Clase Dicotiledonea
Orden Polygalales
Familia Krameriaceae
Género Krameria

Especie K. interior (Rose & Painter)

Krameria interior.- Es un arbustio pequefio, erecto con delgada corteza, el follaje es
denso, las hojas alternas, estipuladas de 5 mm de par en par y trifoliadas, las flores son
llamativas, los peciolos son cortos o ausentes, tienen de 4 a 5 sépalos, 5 pétalos de color
piirpura, 4 estambres y el fruto es globoso, de 6 a 7 mm y cubierto con espinas, 1a raiz es
delgada, dspero y escamosa y tiene un color café rojizo brillante (7, 14). (Fig. 1)

Se localiza en los estados de Coahuila y Zacatecas (7) en zonas anidas. (Fig. 3)

El material vegetal utilizado en la presente investigacion fué recolectado en la
carretera de Saltillo a Piedras Negras en el Km 10, en los meses de enero y abril de 1988.

Una muestra se deposité con el mimero 8289 en el Herbario del ITESM. La

identificacién de la planta estuvo a cargo del BiSlogo H. Sdnchez, del Departamento de
Quimica del ITESM.



Fig. 2.1.1. 8289 Krameria interior (Rose and Painter)
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2.1.2.- Clasificacion y Descripcién Botanica de Aristolochia brevipes
Clasificacién botdnica:

Reino Vegetal
Divisiéon =~ Embryophyta
Sub-division  Angiosperma
Clase Dicotiledonea
Orden Aristolochiales

Familia Aristolochiaceae
Gé€nero Aristolochia
Especie A. brevipes (Benth).

Como sinonimia se tiene: Aristolochia subclausa (Watson). Esta planta es llamada
vulgarmente "tepocate” (Michoacén).

Aristolochia brevipes, es una hierba perenne en forma de enredadera; lo més
llamativo de esta planta son sin duda sus flores, tienen el aspecto de un embudo con el tubo
curvo de color crema y Ia base presenta colores entre €l violeta al morado, ¢l centrg tiene un
color amarillo, escolatada de un lado, y prolongada del otro, por una lengueta que termina
en un largo apéndice, esta forma da la apariencia de un ave de cuello largo (garza) é
también el aspecto de un saxofén, estas flores despiden un olor fétido, los estambres estan
soldados, al estilo y las hojas son alternas, peciolados grandes, enteros, acorazonados. El
fruto es globoso, a manera de faroles de 2 cm x 1.3 cm las semillas son de 4 mm de largo y
la misma de ancho son negros y aplanados con 1 mm de grosor (14, 7). (Fig. 2).

Esta planta se localiza en el Centro de México, Aguascalientes, Puebla y Michoacédn
(7), (Fig. 3) bosques bajos, matorrales y orilla de corrientes de agua en regiones cdlidas y
himedas.

E! material vegetal utilizado en la presente investigacién se colectd en la carretera de
Sahuayo a Jiquilpan (Michoacén), en los meses de Septiembre de 1988, en marzo y agosto
de 1989. Una muestra se deposité con el nimero 8429 en el herbario del ITESM. La
identificacién de la planta estuvo a cargo del Bidlogoe H. Sdnchez del Departamento de
Quimica del ITESM.
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Fig. 2.1.2. 8429 Aristolockia brevipes (Benth)
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2.2. Extraccion del Material Vegetal.

Una vez recolectado y clasificado el material s¢ secd y se triturd en un molino tipo
"Wiley" extrayéndose posteriormente por 3 técnicas, arrasire con vapor (2.2.1.), la
lixiviacién a temperatura ambiente (2.2.2.) y la extraccién continua en Soxhlet (2.2.3.).

2.2.1. Extraccion por arrastre de vapor .

Es el método més antiguo y sencillo para obtener aceites esenciales, es una
destilacién por arrastre con vapor, a partir del material vegetal lo mds fresco posible. el
vapor arrastra todos los componentes volatiles, los que al condensarse se separan del agua,
formando capa aceitosa, conocida como aceite esencial. (18).

2.2.2. Extracciéon por lixiviacion.

En ésta técnica, el material vegetal seco y molido se introduce a un recipiente sellado
con aproximadamente 5 L de solvente por cada kilogramo de planta seca. Los solventes
usados fueron primero benceno y posteriormente MeOH. El recipiente se deja a
temperatura ambiente (25-30°C) durante 48 horas y luego se drena el solvente, afadiendo
después mas solvente nuevo y repitiendo la extraccion 2 veces mas. El exiracto se
concentra en el rotaevaporador a presion reducida y en "baiio maria". (60 y 70°C).

2.2.3. Extraccion continua en "Soxhlet".

En ésta técnica el material seco y molido se extrajo durante una semana con
disolvente polaridad creciente: hexano y metanol, utilizando extractores de tipo "Soxhiet”.
La solucién obtenida se evapora a sequedad en un evaporador rotatorio tipo "flash”
(Burchler Instruments) a baja temperatura y presion reducida.

2.3. Cromatografia Planar.

2.3.1. Preparacion de placas.

Las placas cromatogrificas utilizadas en la presente investigacion fueron preparadas
por el personal del Departamento de Quimica del ITESM, sobre placas de vidrio usando
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“gel de silice-60 g para cromatografia en placa fina" de E. Merck A. G. Para elaborar las
placas se suspendio gel de silice en agua en relacién 1 a 2 (2 de agua) y se aplico sobre el
vidrio con un aplicador para preparar placas cromatogrificas de grosor variable. Para
cromatografia analilica en capa delgada se utiliz6 un grosor d¢ 0.25 mm para placas
preparadas sobre portaobjetos de 7.5 x 2.5 cm y de 1 mm para placas de 10 x 10 cm. Para
cromatografia preparativa en capa delgada en placas de 20 x 20 cm el grosor fue de 2 mm.
Se usan 20 g de gel de silice para 40 placas de 7.5 x 2.5 cm y la cantidad proporcional para
los restantes. Las placas preparadas se dejan curar 30 minutos, a temperatura ambiense y
luego se activan 1 hora en una camara parcialmente cerrada con lampara incandescentes
aproximadamente a 70°C.

Para calcular el R.f. se midi6 la distancia del punto de aplicacién al centro de la
mancha estudiada y se dividio este valor entre la distancia entre €l punto de aplicacion y el
frente del solvente (16). La medicién se hizo con una regla de acrilico graduada en mm.

2.3.2. Agentes cromeogénicos.

Las manchas separadas en las placas se detectaron utilizando una variedad de
agentes cromogeénicos.

- Luz ultravioleta.- Tras examinacion de¢ las placas con luz de dia, se les examind
bajo luz ultrvioleta de onda larga y corta ("luz negra"), proveniente de ldmparas
ultravioleta.

- Vapor de yodo.- La placa, libre de solventes y activada, calentindola a unos
80°C, se coloca en un vaso de precipitado de 250 mL conteniendo unos cristales de yodo y
tapado con un vidrio de reloj. Después de unos 20 minutos se observan las manchas que
aparecieron. El yodo se adsorbe reversiblemente en la mayoria de los casos (16).

- Cloruro de cobalto. El reactivo de cloruro de cobalto en 4cido sulfirico se prepard
como se describe en (18).

Las placas se rocian con el revelador y se calientan a unos 150°C en una parrilla
eléctrica para revelar la manchas.



- Reactive de Dragendorff. Se preparé como se describe en (18). Las placas se
rocian con el reactivo. Las aminas revelan manchas anaranjadas estables por varias horas
(16,18).

- Reactivo de Ehrlich. Para sistemas de tipo furano pirrol y tiofeno, se prepara
como se indica en (18).

Las placas se rocfan con el reactivo y se dejan emr una cémara saturada de HCI, por
24 hrs. Mancha de color rosa, azul o violeta, indican presencia de los tipos de anillos
mencionados (16, 18).

- Reactivo de 2,4-dinitrofenilhidracina. Se prepara como se describe en (18, 20).
El reactivo se rocia sobre las placas y la aparicion de manchas anaranjadas o rojas, indica la
presencia de aldehidos o cetonas insaturadas.

- Reactivo de Sales de Diazonio. Se prepard como se describe en (18). Las placas
se rocian con el reactivo. La aparicién de manchas amarillas, naranjas o rojas indican la
presencia de compuestos con grupos fendlicos.

2.4.- Cromatografia Preparativa en Columna.
2.4.1. Preparacion de la columna.

Se utilizaron columnas cilindricas de vidrio (Pyrex) equipadas con llave de paso de
teflén en la parte inferior. Las columnas se tapan con algodén previamente a la adicién del
soporte cromatografico. Siguiendo una metodologia similar a la descrita en (26). Se utiliza
un "aplicador” consistente en una varilla de aluminio de 5 mm de didmetro y 1.5 m de largo
para colocar el tapén de algoddn en la parte inferior de la columna que quede compactado
en el inicio de la consiriccion Se retira el aplicador y la columna queda lista para ser
montada con gel de silice o con Polyclar AT.

2.4.1.1. Gel de silice.
En esta tesis la gel de silice utilizada fu€ "Silicagel-60" 230-400 mallas ASTM

(Merck) y se aplica un Montaje en seco.- Esta técnica consiste en agregar a la columna, en
una sdla porcidn, la gel de silice seca, esperar que se asiente, ayudado con golpes dados
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estrategicamente a la columna y proceder a agregar la muestra a la parte superior de la
columna. Después se afiade el solvente de elucién a la columna seca y se procede a correr
la columna,

2.4.1.2.- Polyclar AT.

El polyclar AT, es una polivinilpolipirrolidona, se recomiendo usar en una
proporci6n 40 a 1 respecto al peso de la muestra (27). El polvo blanco se deja hinchar en el
solvente de elucién inicial durante una noche.

Después de esto se agita con el solvente y se le deja reposar unos 10 minutos,
decantando el sobrenadante turbio por las particulas mds finas. S¢ ainlade mds solvente y s¢
repite la agitacion y decantacién dos veces mds para eliminar las particulas finas que
disminuyen considerablemente el flujo de eluente. La suspensidn se agrega a la columna
previamente tapada con algodén y arena del mar, la llave de paso abierta y el Polyclar se
deja sedimentar. Se cierra la llave de paso cuando el solvente llega a unos § mm arriba del
borde superior del adosrbente. La columna estd lista para recibir la muestra.

2.4.2. Aplicacién de la muestra.

Por adsorcién previa. Esta técnica, utilizada para mezclas complejas cuyos
componentes tienen un amplio rango de polaridades, consiste en afiadir una solucidén
concentrada de la mezcla a un pico igual al de la mezcla seca de adsorbente, dejar evaporar
¢l solvente al aire y moler finamente el sélido resultante. Esto da como resultado un polvo
que consiste en Ja mezcla adsorbida en el soporte. El polvo se aplica sobre la parte superior
de la columna, preparada segin 2.4.1.1., cuidando no daiiar la parte superior del empaque
de la columna, pues de la homogeneidad de esta parte depende la resolucién que es posible.

2.4.3. Elucién en gradiente.
En este tipo de elucion la polaridad del sistema de solvente utilizada para correr la
columna, se modifica conforme avanza la separacién. Para gel de silice (2.3.1.1.) y

Polyclar AT (2.4.1.2.) la polaridad se va aumentando, 1a elucién en gradiente implicard
que la funcidn.

<1



AF = dx
dt
(donde A es el operador gradiente, F es una cantidad proporcional a la polaridad del
solvente de elucién, x es la fraccién molar de uno de los componentes de la mezclz, y tes el
tiempo) fuese continua y diferente de cero, pero en el caso de cromatografia preparativa (a
diferencia de la analitica) se prefiere usar un cambio de polaridad escalonada, por su mayor
simplicidad manipulativa. La elucién en gradiente consiste en un aumento escalonado de
polaridad, donde la altura (AF) de los "escalones” depende de la complejidad de la mezcla
(a mayor complejidad, menor AF).

Los solventes de elucion se escogen de manera que sucesivamente las manchas en
TLC de los compuestos que se quiere eluir de la columna tengan un Rf de 0.2 2 0.3.

2.4.4. Solventes.

El metanol, el benceno, el hexano, la acetona y el diclorometano son de Quimivan,
S.A. de C.V. (AP M-25 Monterrey, N.L.). el benceno y la acetona se destilaron con
equipo de vidrio antes de usarse. El hexano, diclorometano y el metanol se utilizaron como
se recibicron. El acetato de etilo, el butanol, el dcido ac€tico glacial y ¢l etanol fueron de
Productos Quimicos Monterrey (AP 195, Monterrey, N. L.).

2.5. Cristalizacion.

La cristalizacién y recoleccién de los compuestos aislados por cromatografia se hizo
siguiendo la metodologia convencional (17).

2.6. Pruebas para Grupos Funcionales.
Liebermann-Burchard.- El reactivo para esta prueba para triterpenos y compuestos
esteroidales se preparé como se indica en (18) y la prueba se considera positiva cuando una

muestra en capilar tratada con el reactivo provoca la aparicion de colores diversos, que
cambiaron con el iempo.
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Shingda.- La prueba s¢ hizo como se indica ¢n (18). Se considera positiva cuando
al agregar magnesio y 4cido clorhidrico a una disoluci6n etandlica de la muestra aparecen
colores anaranjados, rosados, rojos o violdceos por la presencia de flavonoides.

Tricloruro Férrico. Esta prueba se realiza como se indica en (20). El cambio de
color del reactivo indica la presencia de oxhidrilos fen6licos en la muestra.

Formaldehido con A. Sulfirico. La prueba se hizo como se indica en (18). La

presencia de un anillo colorido en la interfase o en 1a parte superior, por 1a presencia de un
grupo aromatico.

Antrona. Se realiza esta prueba como se indica en (18). La formacién de un anillo
verde en la interfase de la solucién da la prueba positiva, por la presencia de aziicares.

Acetilacién. Se efectud comno se indica en (18).

Hidrélisis de glicdsidgs. Se efectué como se indica en (18).

2.7.- Constantes Fisicas; Espectroscopia.

2.7.1. Constantes Fisicas. Los puntos de fusién se dcterminaron en
capilares cerrados en un extremo utilizando un aparato modelo "Meltemp II" (1.aboratory
Devices, Box 68, Cambridge, MA 02139) usando el termémetro de 400°C. Todos los
puntos de fusidn se reportan en grados centigrados.

Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 141
(Perkin-Elmer Corp. Norwalk, CT 06858, U.S.A.), con celdas de 10 cm.

2.7.2. Determinaciones Espectroscdpicas.
Los espectros uliravioleta, visible se determinaron en celdas de cuarzo de 1 cm de
seccion en un instrumento de doble haz Pekin-Elmer modelo Lambda-3B (Perkin-Elmer

Corp. Norwalk, CT 06859, U.S.A.), usando como referencia el solvente puro (como
metanol, etanol y cloroformo). Las longitudes de onda estin dados en nanémetros.
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Los espectros infrarrojo.- Se determinaron, ya sea en €l instrumento dispersivo
Perkin-Elmer 137 (Perkin-Elmer Corp. Norwalk, CT 06859, U.S.A.), o en el
instrumento de¢ Transformada de Fourier Perkin-Elmer 1710 (Perkin-Elmer Corp.
Norwalk, CT 06859, U.S.A.), en pastillas de KBr (E. Merck, Darmstadt, Alemania
Occidental). Las posiciones de las senales se indican en nimeros de onda expresados en
cm-1.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protdnica, fueron determinados en
un instrumento Yarian EM-360 (Varian Assoaciates, Palo Alto, CA, U.S.A.), a 60 MHz
utilizando tetrametilsilano como referencia interna. lLas muestras se disolvieron en

solventes deuterados. Los desplazamientos quimicos se expresan en partes por millén en la
escala 3.

Las operadoras de los instrumentos fueron la Lic. Elda G. Gémez y la Quim. Ma.
del Rosario Gonzdlez del Departamento de Quimica, ITESM.

Los espectros de masas fueron determinados en un instrumento DAI 80 AC con

ionizacion electrénica a 70 eV en el Departamento de Farmacia de la Universidad de
Erlangen, en Erlangem Alemania, por cortesia del Dr. Hans Achenbach.



3.- PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Estudio quimico de Krameria interior (8289 K.i.)
3.1.1. Preparacion de los extractos de Krameria interior.

Aproximadamente 2.5 Kg de raiz se secaron en un horno de gas, durante 7 horas.
El material vegetal ya seco pesé 1.8 Kg, s¢ lievo a extraccién en un "Soxhlet” con 500 mL
de hexano por 7 dias, al término de los cuales se evapord €l hexano en un rotaevaporador a
presidn reducida y en "bafio maria" obteniéndose un extracto de color café rojizo al que se
le llamé 8289 K.i. R-Ex Hex que pesd 850 g (Fig. 3.1.1.a).

La parte no soluble en hexano (marco) se extrajo con S00 mlL. del metanol durante 7
dias en un extractor Soxhlet, en seguida se evapor el metanol en un rotaevaporador a
presion reducida y en "bafio marifa”, obteniéndose un extracto café rojizo ak que se le lamé
8289 K.i. ExMeOH-D que pesé 800 g. Una parte de este extracto se sometié a una
particion con cloruro de metileno:agua (1:1) separdndose las capas, orgdnica, acuosa ¢
intermedia, de los cuales s6lo la orgdnica se trabajé y se le llamé 8289 K.i. ExMeOH fase
de CHzClp-T (Fig. 3.1.1.b).

Posteriormente del extracto MeOH se tomaron 250 g que fueron diluidas con HyO
y extraidas primero con eter de petréleo y después con CH2Cly, se obtuvieron 8 g de
extracto, al que se le llamé 8289 K.i. ExMeOH con CHyCl» II. (Fig. 3.1.1.b).

Del extracto I se tomaron 27 g que se mezclaron con 10 g de gel de silice 60 230-
400 mallas ASTM (Merck), se procedio a la separacion de un componente por CCL.

Del extracto II se obtyvieron 8 g, los cuales se mezclaron con 8 g de gel de silice
60 (230-400 mallas ASTM (Merck)), que se montaron €n una columna para separar sus
compuestos por CCL.

Para todas las CCL se utilizaron columnas de vidrio Pyrex de 40 cm de alturay 2.5
cm de didmetro o de 60 cm de altura por 4.5 cm de didmetro y los eluentes que se utilizaron
fueron hexano, cloruro de metileno, acetona, metanol o bien mezclas en diferentes
proporciones.
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La CCL se siguié por CCD, recogiéndose fracciones, de 125 mL o de 250 mL y
procediento a incrementar Ia polaridad del eluente al no observarse cambios, en 1a CCD.

De las fracciones obtenidas se evapors cada fraccién en un rotaevaporador a presion
reducida y en “bafio marfa”.

El residuo de cada fraccion se colocé en vasos de 10 mL prosiguiéndose a
cristalizar cada fraccion, con los diferentes tipos de solvente de acuerdo a su polaridad,

A continuacién se describen los compuestos aislados en la Fig. 3.1.1.a y en la Fig.
3.1.1.b.



3.1.2. Cromatografia de adsorcion en columna de gel de silice de Ia
parte soluble en metanol del extracto hexanico de Krameria interior (8289
K.i. R-Ex Hexdnico soluble en MeOH).

El extracto hexdnico de la raiz se reflujé por 1 h con MeOH donde s¢ obtuvo una
parte soluble en MeOH y una insoluble.

La parte soluble se llevd a rotaevaporador para evaporar el MeOH obteniendo 6 g
del extracto, s¢ antadieron 8 g de gel de silice-60 230-400 mallas (Merck) y se mezclaron
bien, hasta ehminiar por evaporacion ef solvente.

Se monté una columna con silica gel-60 230-400 mallas (Merck) de 15 x 4.5 cm,
utilizando una columna de vidrio previamente tapada con algodén. Se afiadié el extracto
adosrbido a la parte superior, y se comenzd la elucion con hexano, calentando fracciones de
250 mL cada una. Los sistemas de solventes utilizados con sus respectivos volumenes
totales, en el orden en el que se utilizaron, aparecen en la Tabla 3.1.1. A las fracciones se
les eliminé el solvente en un evaporador rotatorio a presion reducida (T. bafio 60-65°C).

Tabla 3.1.1.1. Sistema de solventes y volumenes utilizados para eluir la columna
de gel de silice de 8289 Ki R Ex Hexanico).

Sistema de solventes Volumen total mL
Hexano

Hexano-Acetona 9.5:0.5 2250
Hexano-Acetona 9:1 1500
Hexano-Acetona 8:5:1.5 2750
Hexano-Acetona 8:2 2 500
Hexano-Acetona 7.5:2.5 1500
Hexano-Acetona 7:3 2 000
Hexano-Acetona 6:4 2000
Hexano-Acetona 1:1 2 000
Acetona 2 000
Acetona-MeOH 1:1 1 000
MeOH 2000
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8289 K.i. R Ex Hex 1.

De las fracciones eluidas con hexano;acetona {8:2) se obtuvieron 70 mg de cristales
incoloros cuye punto de fusién fué de 148-150°C, en CCD corrida con cloruro de metileno
di6 un R.f. = 0.33 una mancha gris-azulosa al revelarla con anisaldehido, di6 positiva la
prueba de Ehslich.

Espectros:

IR : en cml: 3320 (OH), 1595 (C=C), 1500 (Ar), 1480 (C=0), 1120, 1070, 1040
(C-0-C).

UV A max (loge) (Fig. 1), 226 (3.96), 256 (4.21), 294 (4.11), 320 (4.02); +
NaOH: 238 (4.12), 261 (4.08), 332 (4.20).

13C RMN. Ver Tabla 3,1.1.2.

Espectro de Masas: m/e (rel. int.) (Fig. 2); 264 (100) [M*], 263 (17), 247 (2), 237
(5), 235 (2), 221 (4), 202 (2), 189 (2), 178 (2), 165 (3), 143 (1), 141 (2), 132 (6), 121
(5), 107 (2).

8289 K.i. R Ex Hex 2.

En forma de cristal¢s incoloros se aislé este compuesto con un p.f. 208-211°C, se
obtuvieron 10 mg. Se corrid una ced en cloruro de metileno y al revelarlo con anisaldehido
d4 yna mancha gris, con un R.f. = 0.20. Dié positiva la prueba de Ehrlich, (morado).

Espectros:
IR - En cral; 3420 (OH), 1610 (C=C), 1595 (C=C), 1510 (Ar), 900 (furano).

UV: L max (log €), 225 (4.23), 254 (4.31), 290 (4.30), 305 (4.31), 319 (4.27),
332 (4.19); + NaOH; 235 (4.31), 260 (4.17), 335 (4.39).
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1H RMN: 3: 1.85 (3H, J = 5.1 Hz), 6-6.37 (1H, m), 6.5 (1H, d, J = 16 Hz),
6.89-6.98 (3H, m), 7.2-7.4 (2H, m), 7.53 (1H, s), 7.77 (2H, d, m, J = 9Hz), 8.7 (1H,
s), OH.

13C RMN. Ver Tabla 3.1.1.2.

8289 K.i. R ExHex-3.

De las fracciones obtenidas en la columna con hexano-acetona (7:3), se obtuvo un
precipitado blanco; al agregar éter isopropilico, se recristalizé varias veces y se obtuvieron
50 mg de cristales cristalinos con P.f. = 133-135°C.

En la CCD con cloruro de metileno, dié una mancha gris, con un R.f. = (.10,
presents rotacion dptica a 589 nm, a una temperatura de 21°C, + 122°.

Espectros:
IR: en cmb: (Fig. 3): 3389 (OH), 1610 (C=C), 1603 (Ar), 1170 (C-O-C).

UV A max (log. €), 227 (4.29), 264 (4.33), 303 (3.65),; + NaOH: 262 (4.40Q), 305
(3.90).

1H RMN En 8: 1.28 (3H, d, J = 6.8 Hz), CHs, 1.78 (3H, d, J = 5 Hz), CH3,
3.30 (1H, m), 5.00 (1H, 4, ] = 8.8 Hz), 5.8-6.20 (1H, m), 6.30 (1H, d, J = 16 Hz), 6.67
(1H, d, I = 7.8 Hz), 6.78 (2H, d, m, J = 9Hz), 6.90-7.14 2H, m), 7.27 2H,d m, ] =
8.5 Hz), 8.45 (1H, s), OH.

13C RMN: Ver Tabla 3.1.1.2.

Espectro de Masas: m/e (rel. int.) (Fig. 4)
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8289 K.i. R Ex Hex 4.

Mezclado con el compuesto anterior, se logré separar un aceite (90 mg) que en la
CCD revelada con anisaldehido d4 una mancha violeta con un R.f. = 0.28

Pruebas quimicas. Dieron positivas las pruebas de tetranitrometano y la de bromo
en tetracloruro de carbono, 1a prueba de Ehrlich di6 negativa.

IR Encmrl: 359G (OH), 2930 (C-H), 2840.

UV A max (log €): 226 (4.51), 262 (4.49), 270 (4.47), 289 (4.09), 297 (3.94); +
NaOH: 220-262 (4.52), 272 (4.47), 295 (4.3).

TH RMN &: 1.83 (3H, d, J = 5Hz) CH3, 3.69 (2H, s), 3.82 (3H, s)OCH3, 4.70
(1H, s)OH, 5.01 (1H, m), 5.09 (1H, m}, 6.06 (1H, de_J1=16 J, = 5Hz), 6.31 (1H, d,
J = 16Hz), 6.71 (2H, AA', BB', J = 8.5 Hz), 6.78 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.03 (ZH, AA,
BB', J = 8.5 Hz), 7.05 (1H, s), 7.18 (1H, dd).

Espectro de masas: m/e (rel, int.) (Fig. 5).

Acetilacion de 8289 K.i. R Ex Hex-4

Se acetilaron 30 mg del compugesto, reflujando con anhidrido acético y piridina
durante 1 Hr. se dej6 reposar por 12 Hr. luego se filtrd y se lavd con agua acidnlada y por
ultimo con agua destilada y se obtuvo el acetato de apariencia aceitosa, y en la CCD corrida
en cloruro de metileno y revelada con anisaldehido d4 una mancha violeta con un
Rf =0.39.

Espectros
IR en cmrl; 2960, 2940, 2920, 2860, 2840, 1750, 1630.
'H RMN : 2.29 (3H, s).

13C RMN: Ver Tabla3.1.1.3.
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8289 K.i. R Ex Hex-5

De las ultimas fracciones con hexano:acetona (7:3) se obtuvieron unos cristales
incoloros 50 mg cuyo P.f. = 193-196°C y la CCD corrida en cloruro de metileno y revelada
con anisaldehido da una mancha gris, con.un Rf. =0.18.

Espectros
IR en cmyl: 3400 (OH), 1610 (C=C), 1590 (C=C, Ar), 1170, 1060 (C-O).

UV % max (log. £), 228 (4.16), 266 (4.73), 295 (4.32); + NaOH: 237 (4.25), 272
(4.28), 320 (4.37).

1H RMN: ea 8, (Fig. 6): 185 (3H, d, 1 = 5.1 Hz)CHa, 2.38 (3H, s)CHj, 3.99
(3H), OCH3, 6.09-6.40 (1H, m), 6.45 (1H, d, J = 16Hz), 6.92-7.09 (45, m), 7.68 (2H,
d m J = 88 Hz), 8.65 (1H, s), OH.

13C RMN: Vertabla 3.1.1.2.

Espectro de masas: m/z (rel. int.): (Fig. 7): 294 (100) [M*], 293 (10), 267 (4), 251
(3), 165 (2), 147 (6), 121 (4), 107 (2).

Acetilacion de 8289 K.i. R Ex Hex. 5.

Se disolvieron 20 mg del compuesio en 1 mL de Ac. O y 1 mL de piridina, se
reflujé durante 1 h, se dejé reposar por 12 h. luego se filtré y se lavé con agua acidulada y
por tltimo con agua destilada, quedando 18 mg de derivado acetilado, p.f. = 131-134°Cy
la CCD se corrié con cloruro de metileno y se reveld con anisaldehido dando una mancha
gris con un R.f. = 0.80.

Espectros;

IR = 1745 cm'} (C=0)

TH RMN : 2.2 (CH3Ac)
Espectro de Masas= 336 [M*]
13¢CRMN : Ver tabla 3.1.1.2.
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Tabla. 3.1.1.2. Espectro de 13C RMN y asignacién de carbones de compuestos
8289 Ki.eExHex 1,2,3,5,y5 Acde K. interior en CDCl3.

C 1 2 3 5 5-Ac
;) 152,42 157.76 93.12 152.26 151.67
3 110.02 100.18 45.53 110.28 112.57
3a 132.31 130.90 133.13 134.66 134.99
4 117.00 118.58 121.45 109.89 110.15
5 133.72 134.28 131.63 133.95 13372
6 122.95 122.85 126.73 105.84 106.37
7 111.16 111.43 109.40 145.89 146.09
Ta 153.76 154.83 159.02 142.96 143.31
8 132.48 132.20 131.63 132.54 132.48
9 124.48 124,73 122.72 124.51 124.84
10 18.51 18.47 18.34 18.41 18.44
1" 123.80 123.03 132.35 123.77 129.60
2! 129.02 127.35 128.21 128.95 128.34
% 116.55 116.69 115.93 116.49 122.98
4" 158.43 159.13 157.80 158.36 151.08
5 116.55 116.69 115.93 116.49 122.98
6" 129.02 12735 128.21 128.95 128.34
R-3 9.40 17.92 9.50 9.56
CH30 56.46 56.50
00 169.46
CHs-Ac 20.95
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Tabla. 3.1.1.3. Espectro d¢ 13C RMN y asignacién de carbonos del compuesto
8289 K.i. R Ex Hex 4 y 8289 K.i. R Ex Hex - 4 Ac. de K. interior.

C 4 Ac
1 132.05 137.51
2 130.26 130.04
3 115.01 121.04
4 153.60 149.02
5 115.01 121.04
6 130.26 130.04
7 41.82 42.11
8 148.56 148.05
9 115.46 115.98
1 130.65 130.77
2° 130.32 130.36
3! 125.70 125.89
4 155.59 155.72
5 111.04 111.02
3 127.66 127.68
i 131.98 131.85
8’ 123.56 123.64
9! 18.21 18.22
CH30 55.61 55.60
c=0 169.23
CHj 21.01

8289 K.i. R Ex. Hex.- Insoluble - 1a

De la parte insoluble en metanol se obtuvo un precipitado verde que al ser lavada
con CHCly y metanol se decolord. Su p.f. > 360°C. Fué insoluble en los solventes
orgdnicos, en la prueba de ignicidn, dejé cenizas. A la flama, a través de un vidrio de
cobalto, se observé flama violeta para K. La prueba de cloruros, con solucién AgNQOs, dié
positiva para Cl.
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3.1.3. Cromatografia de adsorcion en columna de gel de silice con el
extracto MeOH soluble en CH,Clj-1

El marco resultante se someti§ a extraccion metandlica en un extractor tipo Soxhlet
durante una semana obteniéndose 800 g de extracto metandlico, el cudl se trat6 de dos
formas.

Primero se tomaron 273 g de Ex MeOH al cudl se le agregé 400 mL de HzO + 400
mL de CH2Cly, se agité y se dejé en reposo por 4 h, se separé la fase intermedia por
filtraci6n al vacio y las otras dos capas (la acuosa y la orgdnica) se separaron mediante un
embudo de separacién. La fase orgdnica se llevo al rotaevaporador para evaporar el
CH3Cl3, obteniéndose 27 g del Ex soluble en CH;Cly-1 el que se le agregaron 10 g de gel
de silice-60 230-400 mallas (Merck); se mezclaron perfectamente y por agitacién continua
hasta eliminar el solvente,

Se monté una columna con gel de silice-60 230-400 mallas (Merck) de 15 x 4.5
cm, previamente tapada con algodén y una vez empacada se agregé el extracto se comenzé
la elucién con cloruro de metileno, mezcla de cloruro de metileno y MeOH y por ltimo
sélo con metanol, colectando fracciones de 250 mL cada una.

En la Fig. 3.1.Lb, se muestra la marcha de separacién de los compuestos del
extracto metandlico de la Raiz de 8289 soluble en CHoClz-L

8289 K.i. R Ex MeOH Sol. en C-I-6.
De las fracciones de cloruro de metileno:MeOH (1:1), se aisld un aceite (30 mg), €l
cual d4 en la CCD en cloruro de metileno, y revelada con anisaidehido da una mancha

violeta con un R.f. = 0.13.

Pruebas Quimicas: dieron resultados negativos tanto la prueba de FeCla/piridina, asi
como la de Ehrlich.

Espectros:
Rotacién optica: [¢] ~ 6.4°C (MeOH)

IR : encml: 3590 (OH), 1615, 1595.
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U.V. A max (log. €): 218 (4.25), 227 (4.06), 260 (4.38), 269 (4.30), 285 (3.67),
297 (3.47), 309 (3.27); + NaOH: 259 (4.41), 269 (4.30), 295 (3.67), 309 (3.27).

1H RMN: &: (Fig. 8): 1.22 (3H, 4, ] = 6.4 Hz), 1.81 (3H, d, J = 4.9 Hz), 4.29
(IH,d,J=4.0 Hz), 449 (1H, d,¢,J1 =64 Hz, J2 =40 Hz), 478 (1H,dd, I1 = I =
4.0 Hz), 5.85-6.20 (1H, m), 6.31 (IH, d, J = 16 Hz), 6.69-6.93 (4H, m), 7.18-7.38
(4H, m), 8.16 (1H, s) OH.

I3CRMN : Ver Tabla 3.1.1.4.

8289 K.i. R Ex MeOH Sol. CI.7.

De este compuesto s¢ obtuvieron 130 mg en forma de cristales incoloros con un
P.f. = 181-184°C, 1a muestra fué corrida con cloruro de metileno y con anisaldehido, da
una mancha café amarillenta.

Pruebas Quimicas- Se observaron resultados positivos, en la prueba Ehrlich,
tricloruro férrico en piridina, asi como en la de bromo en tetracloruro de carbono.

Espectros.
IR: en cml: (Fig. 9) 3350 (OH), 1630 (C=C), 1600 (Ar).

UV A max (log. £), 233 (4.47), 256 (4.46), 275 (4.39), 288 (4.37),, 314 (4.44),
320 (4.48), 328 (3.98), 335 (4.48); + NaOH: 240 (4.52), 256 (4.44), 280 (4.29), 295
(4.27), 345 (4.53).

IH RMN: end: 1.83 (3H, d, J = 5.1 Hz)CH3, 5.99-6.50 (2H, m), 6.52-6.64
(24, m), 7.11 -7.51 (4H, m), 7.81 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.63 (1H, s)OH, 9.17 (IH,
s)OH.

13C RMN: Ver Tabla No. 3.1.1.5.

Espectro de Masas m/e (int. rel.), (Fig. 10): 266 (100) [M*], 265 (5), 251 (1),
237 (10), 223 (2), 197 (2), 181 (1), 165 (6), 152 (3), 137 (7), 128 (3), 123 (1), 115 (4).
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8289 K.i. R Ex MeOH sol, CI-8

Se obtuvieron 40 mg de cristales incolores con un P.f. = 158-162°¢, 1a CCD da una
mancha vioieta con anisaldehido y corriéndose con cloruro de metileno.

Pruebas Quimicas.- La prueba de FeCl3 en piridina, da positiva.
Espectros

Rotacién optica: [a] + 78° (MeOH).

IR: emrl: 3360 (OH), 1620, 1600.

U.V. A max (log €): 228 (4.29), 277 (3.56), 283 (3.47); + NaOH: 247 (4.37),
292 (3.64), 340 (3.20).

IH RMN: en 6: 0.57 (3H, d, J = 7.0 Hz)CH3z, 0.96 (3H, d, J = 6, 6Hz)CH3,
2.20-2.83 (2H, m), 4.60 ({H, d, J = 9.3 Hz), 540 (1H, 4, J = 4.1 Hz), 6.75-6.68 (4H,
m), 7.13-7.32 (4H, m), 8.12 (1H, s)OH, 8.19 (1H, s)OH.

13C RMN: Ver Tabla 3.1.1.6.

Espectro de Masas: m/e (int. rel.), 285 (5) [M*], 163 (11), 162 (100), 148 (7),
147 (71), 134 (7), 133 (9), 121 (9), 114 (3), 107 (10).

8289 K.i. R Ex MeOH Sol. CI-9

Se obtuvieron 26 mg de vn aceite transparente incoloro, con un R.f. = 0.12, al
revelar la CCD con anisaldehido da una mancha violeta.

Pruebas quimicas: Da positiva la prueba de tricloruro férrico en piridina.
Espectros:

IR encml: 3598 (OH), 1615, 1600.
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UV. = A max nm (log. €): 227 (4.31), 276 (3.55), 284 (sh, 3.46); + NaOH: 246
(4.43), 290 (3.70).

IH RMN: 8: 0.99 (6H, m Me-6, Me-7), 2.20 (2H, m H-3, H-4, Me,CO), 4.38
(2H, d, J = 6.5 Hz, H-2, H-5), 6.83 (4H, AA’", BB'-sistema, H-3, H-5', H-3", H-5"),
7*30 (4H’ AA" BB'- SiStema'J H"z.a H'6‘: H‘Z‘) H“sn)s 8.17 (ZH’ bl’ S; OH'4', OH‘4")'

I3C RMN: 13.09 (C-6, C-7), 4.570 (C-3, C-4), 88.25 (C-2, C-5), 116.07 (C-3,
c-5, C-3", C-5"), 128.80 (C-2', C-6', C-2', C-6"), 134.74 (C-1', C-1").

Espectro de Masas: m/z (rel. int.): 284 (§), {M*], 163 (11), 162 (100), 161 (6),
148 (9), 147 (85), 133 (10), 121 (11), 107 (12).



Tabla 3.1.1.5. Espectros de 13C RMN y asignacién de carbonos del compuesto
8289 K.i. R Ex-MeOH Soi. CI-7 de K. interior.

& R Ex-MeOH Sol. CI-7
2 131.52
3 128.72
4 115.72
5 157.43
6 115.62
7 128.72
8 1921
g 75.66
1 14.76
2 134.62
3! 127.72
4’ 117:12
X 158.18
6' 117.12
7' 158.18
8’ 117.12
9’ 127.72
OCH3 131.78

Tabla 3.1.1.6. Espectro de 13C RMN vy asignacién de carbonos del compuesto
8289 K.i. R-Ex MecOH Sol. CI-8 de K. interior.

C R - Ex MeOH Sol. CI-8
2 86.16
3 44.06
4 48.38
5 85.19
1’ 13542
o 128.24
3 115.88
4 157.60
5’ 115.88
6' 128.24
" 132.85
" 127.97
3" 115.55
4" 157.01
5" 115.55
6" 127.97
CH3z3-3 12.06
CHs 9.76
1020091450
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Tabla 3.1.1.4. Espectro de 13C RMN vy asignacién de carbonos del compuesto
8289 K.i. R Ex-MeOH Sol. C-1-6 de K. interior.

C R Ex-MeOH Sol. CI-6
2 154,80
3 104.11
3a 131.23
4 118.48
133.89
6 122.45
7 111.04
Ta 153.73
8 132.24
9 124.37
10 18.47
i 110.68
2 156,75
3 104.01
4' 159.68
5 108.53
6' 128.56
CH30
00
CHiAc
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3.1.4. Cromatografia de Adsorcion en columna de gel de silice con
el extracto MeOH con CH2Cl»-I1.

Posteriormente se tomaron 250 g de extracto metandlico, este se suspendid en agua,
y se¢ extrajo primeramente con éter de petrdleo (60-70} y después con cloruro de metilo, el
exircto se concentré en el rotaevaporador, obteniéndose 8 g del Ex MeOH con CHyClp-1I al
que se le agregaron 6 g de gel de silice-60 230-400 mallas (Merck), se mezcla por agitacion
continua para eliminar el solvente.

En una columna ya empacada con gel de silice de 10 x 4.5 cm se agregd el extracto
y se comenzé la elucion con mezclas de MeOH-CHCl3 en diferentes concentraciones,
colectando fracciones de 250 ml. cada uno.

En la Fig. 3.1.1.b se muestra la marcha se separacion de los compuestos de
EMeOH de 1a R de 8289 con CH2Clip-11.

8289 K.i. R Ex MeOH con CH,CLII-C10

Se obtuvieron 20 mg de una muestra amorfa con P f. = 137-140°C, que en la CCD
corrida con cloruro de metileno y con anisaldehido, da una sola mancha color naranja.

Espectros.
IR cm-1: 3367 (OH), 1640, 613

UV A max nm (log £): 236 (4.49), 247 (sh, 4.46), 261 (sh, 4.36), 275 (sh, 4.23),
297 (sh, 4.24), 304 (4.24), 317 (4.22), 332 (sh, 4.13); + NaOH: 236 (4.51), 256 (4.50),
330 (4.19).

IH RMN: &: 1.87 (3H, dd, I} = 6.5, J» = 1.5 Hz, Me-10), 6.11 (2H, brs, H-3,
H-5%, 6.25 (1H, dq, J; = 16, J = 6.5 Hz), H-9), 6.52 (1H, dm, Iy = 16 Hz, H-8), 7.06
(1H, brs, H-3), 7.31 (1H, dd, J; = 8, I = 1.5 H, H-6), 7.46 (1H, brd, J = 8 Hz, H-7),
7.56 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-4), 8.55 (1H, s, OH-4), 8.65 (2H, brs, OH-2', OH-6).
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13C RMN : (100 MHz): & 18.53 (C-10), 96.14 (C-1"), 96.30 (C-3', C-5", 106.23
(C-3), 111.47 (C-7), 118.36 (C-4), 122.37 (C-6), 124.57 (C-9), 130.29 (C-3a), 132-19
(C-8), 134.03 (C-5), 153.26 (C-7a o C-2), 153.53 (C-2 o C-7a), 158.15 (C-2', C-6)
160.45 (C-4").

Espectro de Masas. myz (rel. int.): 282 (100, M™), 253 (5).

8289 K.i. R Ex MeOH con CH»Cl;-II, Cli1

Se colectaron 20 mg de una muestra amorfa que en la CCD ¢n cloruro de metileno
presentd una sola mancha gris al revelarla con anisaldehido la cual tenfa un R.f. = 0.18, por
lo tanto se considera como un compuesto pura, en los espectos se observaron las siguientes
sefiales:

IR cm-!: 3595 (OH), 1620, 1602.

UV A max (log €): 233 (4.38), 258 (4.37), 266 (sh, 4.34), 275 (sh, 4.30), 288.8
(4.26), 313 (sh, 4.36), 320 (4.40), 327 (sh, 4.36), 335 (4.37); + NaOH: 239 (4.45), 258
(sh, 4.29), 281 (sh, 4.22}, 298 (sh, 4.23), 339 (4.55), 358 (sh, 4.53).

1H RMN en 3: 3.83 (1H, brs, -CHz- OH), 4.00 (3H, s, OMe), 4.25 (2H, brd, J =
5 Hz, -CH; - OH), 6.38 (1H, dt , J;= 16, J» = SHz, =CH - CHy), 6.61 (1H, dd, J; = §,
Jo = 2Hg, H-5"), 6.65 (IH, d, J = 2Hy, H3"), 6.70 (1H,d 1, J; =16, Jp = 1Hz, Ar -
CH=CH-), 7.18 (1H, 4, J = 1 Hz, H-3), 7.36 (I1H, dd, J1 = 8, J2 = 1.5 Hz, H-6), 7.44
(1H, br d, J = 8Hz, H-7), 7.62 (1H, d, ] = 1.5 Hz, H-4), 7.84 (1H, d, J = 8Hz, H-6),
8.80 (1H, br s, aril-OH).

Espectro de Masas m/z (rel. int.): 296 (100, IM*]), 267 (5), 253 (10}, 240 (6), 239
(5), 151 (9), 134 (5).
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Fig. 1. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 1 (8289 K.i. R Ex Hex - 1) de Krameria interior

106.04 |% -

Fig. 2. Espectro de Masas del compuesto No. 1 (8289 K.i. R Ex Hex - 1) de Krameria interior
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Fig. 3. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 3 (8289 K.i. R Ex Hex - 3) de Krameria interior
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Fig. 4. Espectro de Masas del compuesto No. 3 (8289 K.i. R Ex Hex - 3) de Krameria interior
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Fig. 6. Espectro 'H RMN del compuesto No. 5 (8289 K.i. R Ex Hex - 5) de Krameria interior
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fig. 7. Espectro de Masas del compuesto No. 5 (8289 K.i. R Ex Hex - 5) de Krarneria interior
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Fig. 9. Espectro IR (KBr) del compuesto Sol. CI-7 (8289 K.1. R Ex MeOH SCI-7) de
Krameria interior
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Fig. 10. Espectro de Masas del compuesto Sol. CI-7 (8289 K.i. R Ex MeOH SCI-7) de
Krameria interior



3.2. Estudio quimico de Aristolochia brevipes (8429 A.b.)

3.2.1. Obtencion de los extractos de Aristolochia brevipes (8482
A.b.)

La raiz picada (2360 g) de A. brevipes se arrastré con vapor de agua, obtediéndose
13.65 mL np = 1.4881 d, rendimiento = 0.57%,, de aceite esencial. Posteriormente la raiz
se secé y pulverizé (1600 g), luego se macerd con benceno durante una semana,
cambidndose 2 veces el solvente, las soluciones se llevaron a sequedad en el
rotaevaporador a presidn reducida, el residuo, de aspecto resinoso y color café amarillento
(42.2 g ) se le asignoé la clave 8429 A.b.R Ex Bz. Este se percold por una columna de gel
de sflice. (Fig. 3.2.1.a.)

El marco resultante se exirajo con metanol, en un Soxhlet durante 1 semana, Al
destilar en el rotaevaporador ei disolvente, quedaron 40.64 g de un extracto de aspecto
resinoso café rojizo, con la clave 8429A.b. R. Ex MeOH. A este extracto se le sometié a
una particién cort cloruro de metileno y agua (1:1) viv.

La capa orgénica se separd, se destild el disolvente quedando 13.7 g (33.7%) de
resina café con la clave 8429 A.b. R Ex. MeOH fase CH2Cl, de la capa acuosa se
obtuvieron en forma similar 21.8 g (53.6%) de 8429 Ab. R Ex. MeOH-acuoso, de la
porcién insoluble se obtuvieron 5.14 g (12.6%) con la siguiente clave 8429 Ab. R. Ex
MeOH-intermedia. (Fig. 3.2.1.b.)
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Fig. 3.2.1.a. Diagrama de flujo de la separacién de los compuestos de Aristolochia brevipes
(8429 A.b.R. Ex. Bz))
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Ex. MeOH (8429 A.b. R Ex MeOH)




3.2.2. Cromatografia sobre gel de silice del extracto 8429 A.b. R
Ex. Bz de Aristolochia brevipes.

El extracto bencenice en la cromatografia de capa delgada mostrd las siguientes
manchas.

En Benceno: Acetona (9.5:0.5) con un R.f. .74 mancha amarilla al visible al U. V.
y con CoClp, R f. = 0.62 mancha morada al visible, celeste fluorescente al U.V. y gris con
CoClj, Rf. = 0.55, solo revela una mancha roja con CoClz, R.f. = 0.50 mancha
fluorescente al U.V., R.f. 0.41 mancha amarilla al UV visible y con CoClp, R.f. = 0.35
mancha amarilla al visible y con CoCly y celeste fluorescente con luz U.V.

Este extracto se mezclé con 10 g de gel de silice-60 230-400 mallas (Merck) que se
aplicaron sobre una columna de 65 cm de largo por 6 cm de ancho, empacada con 146 g de
gel de silice-60 230-400 mallas (Merck) en hexano, se inicié la elucién con hexano,
colectando fracciones de 250 mL cada una, en la Tabla 3.2.2.1. aparecen los sistemas de
elucién utilizadas y sus respectivos volumengs, segin se usaron, a las fracciones se les
eliming el solvente en un evaporador rotatorio a presion reducida.

Tabla 3.2.2.-1. Sistema de solventes y vohimenes utilizados para eluir la columna
primania de gel de silice de 8429A.b. R Ex. Bz.

Sistema de solventes Volimen total (mL)
Hexano 5000
Hexano:Benceno (9.5:0.5) 1000
Hexano:Benceno (9:1) 500
Hexano:Benceno (8:2) 7750
Hexano:Benceno (7:3) 21 750
Hexano:Benceno (6:4) 1000
Hexano:Benceno (1:1) 4250
Benceno 3000
Benceno:Aceteona (9.5:0.5) 11 250
Benceno:Acetona (9:1) 3 000
Benceno:Acetona (8.5:1.5) 4 500
Benceno:Acetona (8:2) 2 500
Benceno:Acetona (7:3) 2 500
Benceno:Acetona (6:4) 1 250
Benceno:Acetona (1:1) 2250
Acetona 1 500
Acetona:Metanol (1:1) 2 000
Metanol 2 000
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8429 Ab. R Ex Bz 1 (162°C)

De las pnimeras fracciones eluidas con hexano:benceno (8:2) se formé un
precipitado blanco al agregar MeOH del cual se obtuvieron 17 mg con un p.f. de 162°C, la
ccd en Bz:Ac (9:1) mostrd una mancha celeste fluorescente al observarlo con luz

ultravioleta, con un R.F. de 0.50, con cloruro de cobalto y al visible no reveld.

Pruebas quimicas: La prueba de FeCls/piridina di6é positiva asi como la de
Shinoda, 1a de Ehrlich dié negativa.

IR cm! (Fig. 11) = 3332 (OH), 2898 (C-H tipo Ar), 1650 (C=0), 1600 (C=C),
1493 (CHz, CH3), 1226, 1113 (OCHz3).

IH RMN & (200 MHz). (Fig. 12 ) = 3.68 (3H, 1s YOCH3, 3.88 (3H, s YOCHg,
4.2-4.45 base ancha (CHz), 5.9 (2H, s (OCHa,-QO , 6.5-6.8 (2H, s)C=C, 7.1-7.4 (1H,
s)Ar, 7.9 (1H, s ) Ar.

8429 A.b. R Ex Bz - 2 (135°C).

De la fraccién eluida con hexano:benceno (7:3) se precipité un polvo color crema-
amarillento, al recristalizarlo con metanol y hexano, se obtuvieron 90 mg de unas hojuelas
transparentes con un P.f. = 135°C, 1a ccd en Bz:Ac (9:1) muestra una mancha rosa-morada,
con R.f. = 0.45 con cloruro de cobalto, al visible y U.V. no revela.

Di6 positiva la prueba de Liebermann-Burchard y la de tetranitrometano.

Se efectud una ced comparativa y un punto mixto de fusién con f-sitosterol.

La ccd comparativa mostré manchas idénticas en color, forma y R.f.

En el punto mixto de fusién no hubo diferencia alguna.



8429 A.b. R Ex Bz (Mezcla)

De las fracciones eluidas en hexano:benceno (7:3), (6:4), (1:1) y s6lo con benceno,
(Tabla 3.2.2.-T), se obtuvieron 3.8 g que en ccd Bz:Ac (9.5:0.5), mosirdé ademds de
impurezas menores, 2 manchas amarillas al visible con luz U.V. y con CoCly, una con
mayor intensidad la cual tenfa un R.f. de 0.80 y la otra de menor intensidad con un R.£.
de 0.78.

La purificacién de ¢sta mezcla de compuestos fué por cromatografia en columna
sobre Polyclar AT (polivinilpolipirrolidona), se prepard una columna de 6 x 60 cm con 40
g de Polyclar como se describe 2.4.1.2. con un solvente modificado de Egger (18, 27),
compuesto de diclorometano-metanol-acetato de etilo-acetona (20:10:5:1) por volumen se
aplicaron los 3.8 g de la mezcla, disueltos en el solvente de Egger en la parte superior de la
columna, la elucién continuo con el solvente utilizado para montar Ja columna, se utilizaron
un total 10 000 mlL. del solvente modificado de Egger.

Con un volumen de ¢lucién entre 700 mL a § 700 mL comenzé a separarse las 2
bandas amarillas, perfectamente bien definidas.

Primeramente se obtuvieron 425 mg de microcristales amarillos con un P.f.
228.1°C y en la ced en Bz:Ac (9.5:0.5) se observé una mancha amarilla al visible con luz
U.V. y con CoCl3 que presentaba un R.f. de 0.80.

Pruebas quimicas.- La prueba de tricloruro férrico en piridina di6é negativa, asi
como también la de Shinoda.

Espectro IR. en em-l: (Fig. 13 ). 3200 (N-H), 2993 (CH2CH3), 17390 (C=0),
1605 (C=0), 1492 (Ar), 1432 (CHy, CH3), 1282 (Ar-OCH3), 1234 (C=0), 1119
(OCH3), 1014 (ArOCH3).

Espectro de 1H RMN 8 (200 MHz) (Fig. 14)
4.1-4.2 (6H, s), OCH3s, 6.6-6.85 (8H, d)C=C, 7.8-7.98 (4H s)Ar, 8.5-8.62 (2H,
5), 8.64-8.7 (1H, s), 8.8-8.9 (1H, s).

Especiro U.V. A max (log £) (Fig. 15)
220, 260, 306; + NaOH no hay efecto batocrémico.
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3.2.3. Cromatografia sobre gel de silice del extracto 8429 A.b. R Ex
MeOH fase en CH2ClI;

De la fase orgdnica se obtuvieron 13.7 g que se montaron en una columna mezclada
con 20 g de gel de silice 60 (merck) y se colocaron en una columna de 60 cm de almra por
4.5 cm de didmetro utilizando la técnica en suspension.

El gel de sflice, fué suspendido en hexano y en esta forma se agregé a la columna
de vidrio, el extracto se afiadié de la misma forma. La columna se eluyé con hexano,
hexano-acetona, acetona y metanol. Ver diagrama de flujo en la Fig. 3.2.1.b.

Se comenzé a correr con hexano, colectando fracciones de 250 mL cada una. En la
Tabla 3.2.3.1, aparecen los sistemas de elucidn utilizados y sus respectivos volumenes
segun se usaron, a las fracciones se les elimind €l solvente en un evaporador rotatorio, a
presion reducida.

Tabla 3.2.3.1. Sistema de solventes y volimenes utilizados para eluir 1a columna
de gel de silice de 8429 A.b. R Ex MeOH sol. en CH2Cly.

Sistema de solventes Volumen total (ml.)
Hexano 500
Hexano:Acetona (9.5:0.5) 3000
Hexano:Acetona (9:1) 750
Hexano:Acetona (8.5:1.5) 4 500
Hexano:Acetona (8:2) 14 750
Hexano:Acetona (7:3) 11 250
Hexano:Acetona (6:4) 4 000
Hexano:Acetona (1:1) 3000
Acetona 2250
Acetona:Metanol (1:1) 1500
Metanol 750




8429 Ab. R Ex MeOH sol. en CH2Cl,-4

De las fracciones eluidas en hexano:acetona (8.5:1.5) se obtuvieron 120 mg de
cristales amarillos fluorescentes con un P.f. de 270°C, y 300°C de descomposicién, en la
ced que se corrid en Bz:Ac (9.5:0.5) se observd una mancha fluorescente al observarlo con
luz U.V. con un R.f. = 0.27, con cloruro de cobalto y el visible sélo se ve una mancha
amarilla.

Pruebas quimicas; La prueba de tricloruro férrico en piridina dié negativa, asi como
la de Shinoda.

Espectro TR: en cm-l: (Fig. 16): 3200 (N-H), 1700 (C=0), 1605 (C=0), 1492
(A1), 1453 (CH,-CHy), 1295 (Ar-OCHs), 1250 (C=0), 1041 (OCH3), 1014 (Ar-OCH3).

Espectro de 1H NMR & (200 MHz ) (Fig. 17). - 4.2 (SH s tres CH30), 7.5 2H
m), 7.9 (1H s), 8.8 (1 Hd), 10.5 (1H s).

8429 A.b. R Ex MeOH sol. en CH2Cl3 -5

De las fracciones eluidas con hexano:acetona (8.5:1.5) al agregar CH,Cly se formd
un precipitado amarillo fluorescente, obteniéndose 240 mg de microcristales con P.. =
310°C y en la CCD en Bz:Ac (9:1) se observé una mancha fluorescente con luz U.V. y
amarilla al visible y con cloruro de cobalto con un Rf. = 0.4.

Pruebas Quimicas: Las pruebas de tricloruro férrico en piridina y la de Shinoda
fueron negativas.
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Espectro de IR, cml: (Fig.18), 3125 (NH), 2923 (CHy, CH3), 1700 (C=0),
/CH3
1600 (C=0), 1538 (Ar), 1470 (Ar), 1418 (Ar), 1355 C 1265 (C-O de C=0),
N CH;
1204 (CH30), 1005 (Ar-OCH3), 975 (C=C).

Espectro de 'H RMN d (200 MHz) (Fig. 19): 3.97-4.18 (5H, s) Metil dioxi, 2.4-
6.52 (2H, s) C=C-), 7.3-7.7 (3H, m), Ar, 8.02-8.22 (H, d).

Espectro U.V. A max (log £) (Fig. 20 ): 246, 266, 280, 294, 316, 322, 358, 392;
+ NaOH efecto hipercrémico.

Espectro de masas: (Fig. 21) (M™) m/z 393%: 278, 263, 258, 234, 194, 164,
147. Tabla 3.2.3.11.

8429 A.b. R Ex MeOH sol. en CH2CI, -6

Este compuesto se obtuvo en las fracciones de hexano:acetona (7:3), donde con
metanol a las 24 hrs. se form6 un precipitado de agujas blancas, de las cuales se obtuvieron
120 mg con P.f. =228-230°C y en la ccd se utilizé como eluente Bz:Ac (9:1), se observé
una mancha violeta fluorescente al observarla con lnz U.V. con un R.f. = 0.34, al visible y
con CoClI2 no se observé nada.

Pruebas Qufmicas: Las pruecbas de Shinoda y Tricloruro férrico, fueron negativas,
la prueba de sales de Diazonio fué positiva.

Espectro IR cm™! (Fig. 22): 3125 (N-H), 2875 (CH2-CHz), 1644 (C=0), 1562 (C-
C), 1470 (Ar), 1234 (C-0-C), 1449 (Ar), 1408 (Ar), 1104 (C-0), 1028 (Ar-OCH3), 891
(C=C), 877 (C=C).

Espectro 'H RMN & (200 MHz) (Fig. 23): 2.6-2.7 (2 H m), 3.8 (6H, s dos
CH3-0), 3.9 (6H, s dos CH3-0), 6.7 (1H, d), 7.3 (1H s), 7.9 (1H, s), 8.5 (1H, d).
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Espectro UV A max (log £) (Fig. 25)
220, 264, 300, 308; +NaOH debil cfecto batocrémico.

Espectro de masas (Fig. 24)
(M) 295% : mfz = 281, 261, 251, 222, 194, 178, 165, 152. Tabla 3.2.3.1TL

3.2.4. Cromatografia sobre gel de silice del extracto 8429 A.b. R Ex
MeOH fase intermedia.

De la fase intermedia se obtuvieron 5.1 g, que se mezclaron con 10 g de gel de
silice (60), se levaron a sequedad por agitacidn continua se monté una columna con 50 g
de gel de silice (60) y posteriormente se agregd ¢l extracto y se ¢luyd con cloruro de
metileno y metanol colectando fracciones de 250 mL cada una, en la Tabla 3.2.4.1,
aparecen los sistemas de elucién utilizada y sus respectivos volimenes, segin se usaron, a
las fracciones se les elimind ¢] solvente en un evaporador rotatorio, a presion reducida,

Tabla 3.2.4.1. Sistema de solventes y volumenes utilizados para elufr 1a columna
de gel de silice de 8429 A.b. R Ex MeOH - fas-int.

Sistema de solventes Volumen Total (ml.)
Cloruro de metileno 3 500
Cloruro de metileno:metanol (9.5:0.5) 22 250
Cloruro de metileno:metanol (9:1) 5750
Cloruro de metileno:metanol (8.5:1.5) 4750
Cloruro de metileno:metanol (8:2) 2 000
Cloruro de metileno:metanacl (7:3) 2750
Cloruro de metileno:metanol (6:4) 2750
Cloruro de metileno:metanol (1:1) 1000
Metanol 500
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8429 A.b. R Ex MeOH fase-intermedia-6

(Es el mismo compuesto ya descrito en la capa orgénica C-6, pag. 70)

3.2.5. - Cromatografia sobre gel de silice del extracto 8429 A.b. R
Ex MeOH fase acuosa.

Se mandé el extracto de la fase acuosa a liofilizar (360 mL) donde se recuperaron
21.8 g, se tomaron 20.8 g que s¢ reflujaron en MeOH por 3 h, donde se obtuvieron dos
partes, una soluble en MeOH 19.7 g y una insoluble en MeOH = 1.0246 g (Ver diagrama
de flujo en la Fig. 3.2.1.b.)

3.2.5.1. La parte insoluble se lavé con CH2Cly y se filtrd varias veces hasta
obtener cristales blancos 820 mg a los cuales se les hizo la prueba de antrona que dié
negativa, se hizo la prueba de la flama con un vidrio de cobalto donde se observé la flama
de color azul, la prueba de nitrato de potasio resulté positiva ya que se formo un precipitado
blanco.

8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa (insoluble en MeOH)
"sales de cloruro de potasio” (KCI)

3.2.5.2. La parte soluble en MeOH se ilevé al rotagvaporador para evaporar el
MeOH donde se obtuvieron 19.7 g a la que se Ie agregaron 20 g de gel de silice 60 (Merck)
mezcldndelos por agitacidn continua, se montaron en una columna con 150 g de gel de
silice 60 (Merck), la cual se corrid con benceno, acetona y metanol, colectando fracciones
de 250 mL cada una en ta Tabla 3.2.5.2.-I aparecen los sistemas de elucién utilizadas y sus
respectivos volumenes, segiin se usaron, a las fracciones se les elimina el solvente, en un
evaporador rotatorio, a presion reducida,
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Tabla 3.2.5.2.-1. Sistema de solventes y volumenes utilizados para eluir la
columna de 8429-A b. R Ex. MeOH fase acuosa (soluble en metanol)

Sistema de solventes Volumen total (mL)
Benceno 2250
Benceno:acetona (9.5:0.5) 3750
Benceno:acetona (9:1) 3000
Benceno:acetona (8.5:1.5) 1250
Benceno:acetona (8:2) 1250
Benceno:acetona (7:3) 1750
Benceno:acetona (6:4) 1500
Benceno:acetona (1:1) 1750
Acetona 4750
Acetona:metanol (1:1) 5750
Metanol 3250

8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa {soluble en MeOH) C-1

De las fracciones eluidas en beaceno:acetona (8:2), se obtuvieron 224 mg de
cristales blancos con un P.f. = 110°C.

Pruebas quimicas: En este caso la prueba de antrona fué positiva, ya que se formé
un anillo azul-verdoso; 1a prueba de ninhidrina fué negativa.
8429 A.b. r Ex MeOH fase acuosa (soluble en MeOH) C-2

De las fracciones eluidas en benceno:acetona (7:3) se obtuvieron 200 mg de
cristales blanco-amarillentos con un P.f, de 130°C.

Pruebas quimicas: la prueba de antrona sali6 positiva y la prueba de ninhidrina fué
negativa.
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8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa {soluble en MeOH) C-3

De 1as fracciones eluidas en acetona se obtuvieron 51 mg de microcristales blancos
con un P.f. de 270°C.

Pruebas quimicas: la prueba de la antrona did negativa, en cambio 1a prueba de
ninhidrina dié (+) se forma un color azul.
8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa (soluble en MeOH) C-4

De estas mismas fracciones obtuvimos 45 mg de agujas blancas con un P.f. de
250°C.

Pruebas quimicas: la prueba de antrona di6 negativa y la de ninhidrina (+).

8429 Ab. R Ex MeOH fase acuosa (soluble en MeQH) (C-5)

De las fracciones cluidas con acetona:metanol (1:1) obtuvimos 242 mg de cristales
blanco-amarillentos con P.f. = 176°C.

Pruebas quimicas: la prueba de antrona fué (+) y la prueba de ninhidrina (-).

Se juntaron todas las fracciones, después de haber cristalizado y separado los
compuestos, todas las fracciones se mezclaron con 5 g de gel de silice para montar otra
columna que se corri6 con cloruro de metileno y metanol colectando fracciones de 250 mL,
en la Tabla 3.2.5.2-11 encontramos los sistemas de elucidn utilizada y sus respectivos
volumenes.
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Tabla 3.2.5.2-11. sistema de solventes y volumen utilizado para eluir la columna de
gel de silice de 8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa soluble en MeOH

Sistema de solventes Volumen total (mL)
Cloruro de Metileno 1 000
Cloruro de metileno:metanol (9.5:0.5) 1250
Cloruro de metileno:metanol (9:1) 4 000
Cloruro de metileno:metanoi (8.5:1.5) 750
Cloruro de metileno:metanol (8:2) 5 500
Cloruro de metileno:metanol (7:3) 4 500
Cloruro de metileno:metanol (6:4) 1000
Cloruro de metileno:metanol (1:1) 1 500
Metanol 500

8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa (sol. en MeOH) C-6.

De las fracciones elvidas en CHpCly:MeCOH se obtuvieron 180 mg de cristales
blancos con P.f. = 150°C.

Pruebas quimicas: Di6 (+) 1a prueba de antrona y (-) la prueba de ninhidrina.

8429 Ab. R Ex MeOH fase acuosa (Sol. en MeOH) C-7.

De las fracciones eluidas en CH2Cl3:MeOH se obtuvieron 143 mg de polvos
blancos con P.f. = 290°C.

Pruebas quimicas: La prueba de antrona salié negativa y la prueba de ninhidrina fué
(+)-
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8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa (sol. en MeOH) - C-8..

De las fracciones eluidas en CHyCly:MeOH se obruvieron 164 mg de microcristales
blancos con P.f. = 168-170°C.

Pruebas quimicas: Di6 (+) la prueba de 1a antrona y (-) la prueba de ninhidrina.

8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa {sol. en MeOH) C-9

De las fracciones 7:3 (CHaCly:MeOH) se obtuvieron 91 mg de cristales blancos con
un P.f. =254°C.

Pruebas quimicas: Di6 (+) la prueba de ninhidrina y (-) 1a prueba de antrona.

8429 A.b. R Ex MeOH fase acuosa (sol. en MeOH) C-10
De las fracciones 1:1 s¢ obtuvieron 86 mg de cristales blancos con P£. =350°C.

Pruebas quimicas: Dié (+) la prueba de ninhidrina y (-) la prueba de antrona.
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Fig. 11. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 1 (8429 A.b. R Ex Bz-1) de Aristolochia brevipes
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Fig. 12. Espectro de '"H RMN del compuesto No. 1 (8429 A.b. R Ex Bz -1) Aristolochia brevipes
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Fig. 13. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 3 (8429 A.b. R Ex Bz-3) de Aristolochia brevipes
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Fig. 14. Espectro de 'H RMN del compuesto No. 3 (8429 A.b. R Ex Bz -3) Arisfolochia brevipes
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Fig. 16. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 4 (8429 A.b. R Ex S en CH,Cl, - 4)
de Aristolochia brevipes
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Fig. 17. Espectro de '"H RMN (DMSO-d,) del compuesto No. 4 (8429 A.b. R Ex § en CH,CI, - 4)
de Aristolochia brevipes
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Fig. 18. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 5 (8429 Ab. REx Sen CHZCI2 -5)
de Aristolochia brevipes
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Fig. 19. Espectro de ‘H RMN (DMSO-d,) del compuesto No. 5 (8429 A.b. R Ex § en CH,Cl, - 5)
de Aristolochia brevipes
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Fig. 21. Espectro de ultravioleta del compuesto No. 5 (8429 A.b. R Ex S en CH,CL,-5)
de Aristolochia brevipes
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Fig. 22. Espectro IR (KBr) del compuesto No. 6 (8429 A.b. R Ex § en CH,Cl -6)
de Aristolochia brevipes

Fig. 23, Espectro 'H RMN (DMSO-d,) compuesto No. 6 (8429 Ab.REx S en CH,Cl1.-6)
de Aristolochia brevipes
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4. DISCUSION

4.1. Krameria interior

De la raiz de K. interior s¢ lograron aislar ¢ identificar 11 compuestos, lignanos,
neo-lignanos y nor-lignanos, de los cuales 8 son compuestos ya reportados en otras
especies de Kramerias y 3 fueron nuevos compuestos, no reportados.

4.1.1. 8289 Ki. R Ex Hex - 1

A este compuesto s le observo el paaén correspondiente al sistema de benzofurano
2-aril sustituido.

El especiro de 'H RMN result6 idéntico a los datos reportados para ¢l Rataniafenil
11 (28), para el cual se reporta un P.f. = 148-151°C en el U.V. se reportan las siguientes
médximas de absorcién: 227, 256, 296 y 315 contra 226, 256, 294 y 320.

4.1.2. 8289 K.i. R Ex Hex - 2

Un rasgo significativo de este benzofurano, es que carece del sustituyente del C-3
pertenece a los neo-lignanos.

4.1.3. 8289 K.I. R Ex Hex.-3

En este compuesto se reconoce el sistema trans-2-aril-3-metil-2,3-dihidro
benzofurano por las sefiales de YH RMN a: 5.03 (d, 1H, J = 9Hz), parael Hdel C-2 a

3.35 (1H, m), para el H del C-3 donde une también un metilo, sefial a 1.36 (d, 3H, J =
6.7 Hz). (29).
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El grupo trans-propenilo es también identificado por las sefiales de 'H RMN
aproximadamente 6.70 (1H, d ¢, J = 15.7 Hz) y 6.38 (dd, 1H, J = 15.7 Hz) y el metilo a
1.83 (3H, dd, J1 = 6.4, J» =2 Ha).

En el EM (Fig. 4) se deducen los sustituyentes del anillo A y las posiciones de
estos por los valores en el espectro de 13C RMN, (Tabla 3.1.2.).

4.1.4. 8289 K.i. R Ex. Hex - 4

Al interpretar el espectro de IH RMN se observaron sefiales que pueden ser
atribuidas a 2 sistemas de fenilos, una de ¢llas p-hidroxisustituido y ¢l otro metoxi y
propenilsustituido.

Ademis el espectro de RMN muestra sefiales de un sistema ABX2 en 5.01 (1H,
m), 5.09 (1H, m) y 3.6% (2H, s).

La irradiacién de [a sefial a 3.69, transforma ambos multipletes en dobletes (J = 2.0
Hz), dando evidencia para la estructura parcial del compuesto 4.

-OH
- OCH,

- CH-CH-CH,

La localizacién del OH en ¢l anillo A, fué¢ comprobada por espectroscopia de masas,
1a fragmentacion caracteristica a 107 m/e. (Fig. 5).

El anillo B de acuerdo al espectro de 'H RMN est4 sustituido en posiciones 1,2, 5.

Las posiciones de los sustituyentes fueron determinados por 13C RMN mediante
célculos de incremento y efecto causado por el grupo metoxilo en la resonancia del 13C.



4.1.5. 8289 K.i. r Ex Hex - §,

Con los datos del espectro de 'H RMN de este compuesto se puede observar el
patrén correspondiente a un sistema de benzofurano 2-aril sustimido. (Fig. 6).

Este compuesto coincide con los datos reportados para Kachirachikol A (30).

P.f. M+ U.V. IR
Corapuesto 5 193-196° 294 228, 266, 295 3400, 1610, 1590
Kachirachikol A 192-194°C 294 226, 267, 272, 3590, 1615, 1600
302

Los datos de 'TH RMN coinciden también para ambos compuestos (30).

En el Espectro de Masas (Fig. 7) s¢ deducen los sustituyentes de] anillo A y las
posiciones de estos por los valores en el espectro de 13C RMN (Tabla 3.1.2.).

4.1.6. 8289 K.i. R Ex MeOH Sol. CH,Cl; I -6

Este compuesto muestra iones moleculares en E.M. de menor intensidad.

De los datos de 1H RMN (Fig. 8) y 13C RMN de la Tabla 3.1.4. se pudieron
establecer detalles de la estructura,

Por fragmentacién en el E.M, se muestra la sefial que indica que el grupo fenoxi se
encuentra en el C-8,

En base al espectro de 13C RMN es posible asignar la configuraci6n eritro.

4.1.7. 8289 K.i. R Ex MeOH sol. en CHzCly 17

En este compuesto se observa €l patrén correspondiente a el sistma de benzofurano
2-aril sustituido, carece del sustituyente del C-3, presenta una relacién estructural parecida
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al compuesto 10, las sefiales de 2 patrones s6lo aparecen en la regién aromética para
2, 4dihidroxilado en el anillo A 8.63 (1H, s), y 9.17 (1H, s), en el espectro de TH RMN

En ¢l EM.(Fig. 10) se deducen los sustituyentes del anillo A y las posiciones de
estos por los valores en el espectro de 13C RMN. (Tabla 3.1.5.).
4.1.8. 8289 K.i. R. Ex MeOH Sol. en CH2Cl131-8

La fragmentacién del E.M. muestra que este compuesto tiene baja simetria, sobre
todo al analizar las sefales a 162 y 147.

La comparaci6n del espectro de 'H RMN permite establecer la estructura que va de
acuerdo con los datos de 13C RMN de la Tabla 3.1.6..

4.1.9. 8289 R Ex MeOH Sol. CH»Cly - 9 (compuesto nuevo)

El espectro de RMN de este compuesto muestra una simetria alta 3,4-dimetil-2,5-
difenil substituido por tetrahidroxifurano hidroxilado, por la posicién para de ambos fenil

substituido (31, 32).

La relacion trans enwe el aril y el grupo metil es indicada por las sefiales del espectro
de RMN del patrén metilico en 0.99 y de H-2, H-5 en 4.38 (31.33).

Ademds la resonancia de H3 y H4, aparecen en 2.20 y ésta demuestra la
configuracién cis de los 2 grupos metil en relacién para cada uno (31, 33).

Este compuesto pertenece a 1a serie meso y por lo tanto es un derivado diacetil por
ser Opticamiente inactivo.

La configuracién para este compuesto fué por resultado de una epimerizacién del

compuesto 8. El tratamiento con 4cido convirtié €l compuesto 8 casi cuantitativamente al
compuesto 9.



4.1.10. 8289 K.i. R Ex MeOH con CHC1311-10 (compuesto nuevo)

El espectro de 1H RMN, demuestra una relacién estructural parecida al compuesto
7, no obstante las sefiales de 6 protones s6lo aparecen en la region aromdtica y 2 de ellos
son equivalentes. Esto d4 evidencia para 2', 4', ¢' trihidroxilade en ¢l anillo A. El
elemento estructural se corrobora por resonancia en 96.30 y 160.45 en 13C RMN.

Este compuesto en metilacién con diazometano produce el derivado rimetil, el cual
resulté ser idéntico a 2-(2,4,6-trimetoxifenil)-5-(€)-propenilbenzofurano recientemente

aislado de K. ramosissima (3).

4.1.11. 8289 K.i. r Ex MeOH con CH2Cl; II - 11 (compuesto
nuevo)

Ei espectro de 'H RMN demostré que este compuesto tenia relacién estructural con
el Rataniafenol I (10, 11 12) y con una cadena lateral de propen 1-ol 3 del lado de la cadena

a C-5, sustituyendo 2,4 en el anillo A.

La posicién del grupo metoxi del anillo A fue establecido por experimentos de
NOE: irradiaciones 4.0 ppm (OMe), incrementando las sefiales de H-3 y H-3'.



4.2, Estudio quimico de Aristolochia brevipes (8429)
4.2.1. 8429 Ab. R Ex Bz-1 (162°)

Del espectro infrarrojo (Fig. 11) podemos observar las siguientes sefiales a 3332
cm), 1a presencia del grupo oxhidrilo y a 1650 cm-!, indica la presencia de un carbonilo
conjugado con insaturacién, a 1600 cm-l, es un estiramiento C=C aromético, la sefial a
1392 cm! indica la presencia de metilo en la molécula, la banda a 1226 cm-! es de un
estiraniento C-O de eter, las sefiales 934, 899, 844 y 775 cm! confirma 1la presencia de
una porcién aromética en la molécula.

El espectro de resonancia magnética nuclear proténica (Fig. 12) muestra claramente
las asignaciones propuestas para el anillo B, se asigna el doblete a 7.9 a los protones de 2
y 6'y el doblete a 8.0 a los protones 3' y 5', se ha consdierado el efecto inductivo de
OCHs, un singulete a 3.88 en posicién 4', que proporciona densidad electrénica el anillo
aromdtico, creando una zona de alta densidad en la posicién orto (3' y 5’) y una zona de
baja densidad a las posiciones meta (2' y 6').

Para el anillo A se le asigna ¢l OCH3 un singulete 3.68 al proton 7, muestra ademds
en el anillo A un singulete que integra para 3 protones a 3.68-3.8 asignado al metoxilo y un
singulete de base ancha para ¢l sistema aromdtico a 7.1-7.4 también se observaron sefiales a
6.5-6.8 que corresponden a 2 protones de tipo vinilico.

Todo lo anterior corrobora la hipdtesis de que ¢l compuesto No. 1 es una flavona.

4.2.2. 8429 A.b. R Ex Bz - 2 (135°C).

Este compuesto con el reactivo de L-B. d4 una coloracidn azil inmediata, que al
minuto cambia 2 verde y con T.N.M., da una coloracién amarilla, estos resultados sugieren
la presencia de un nicelo esteroidal con un doble enlace no terminal, endociclico, no fue
necesario obtener espectros de este compuesto, ya que el punto de fusién, y las pruebas
positivas de L.-B. y T.N.M. y una CCDC con una muestra auténtica confirmaron que este
compuesto era B-sitosterol.
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4.2.3. 8429 Ab. R Ex Bz-3 (228.1°C)

En el espectro infrarrojo (Fig. 13) en el muestra ¢l estiamiento de N-H a 3200, y
del sistema Y lactarna a 1739, ademdés muestra sefiales para metilenos, metilos y metinos a
2923, para dobles enlaces vinilicos en 1605, ¢l sistema aromético queda confirmada por las
sefiales 1492, sin embargo la deformaci6n simétrica y asimélrica, respectivamente de
0-CH3 a 1282, 1119 y 1014, seiialan la existencia de un metoxilo y los dobles enlaces se
observan en las sefiales 851 y 825.

4.2.4. 8429 A.b. R Ex sol. en CH;Cly-4 (270°C).

El espectro IR (Fig. 16) en cm! muestra el estiramiento de N-H a 3200 y del
sistema Y lactama a 1740 y 1652, estiramiento de metoxilos a 1022 y 1041 ademads sefiales
de hidrégeno carbono aromatico a 3020 y de C=C a 1533 y 1492, en conjunto es similar a
las seiales que se observaron en el espectro IR con taliscanina.

En el espectro de resonancia magnética nuclear proténica (Fig. 17), se tienen a &
ppm sefiales de 5 protones aromdticos en la regidn de 8.8 hasta 7.4 y a 4.1-4.2 dos
singuletes que integran por 9 protones, correspondientes a 3 grupos metoxilos. Este
espectro es similar al obtenido con taliscanina.

El punto mixto de fusién con taliscanina y con €l compuesto 4 no se observa
depresion y en Ia co-cromatografia en ccd con taliscanina y €l compuesto 4 se observo una
sola mancha.

4.2.5. 8429 A.b. R Ex sol. en CH;Cl-5 (310°C)

El especro de masas (Fig. 20) proporciona un P.M. de 273 (100%) gque
corresponde a la férmula molecular C)gH3503N.

En el IR (Fig. 18) el grupo lactdmico se observa en la region 1700 cm-), ademds se
observan sefiales para metilenos, metilos y metinos a 2923, el sistema aromdtico queda
confirmada por las siguientes sefiales 1538, 1470 y 1418 c¢m-l, los estiramientos
asimétricos y simétricos de O-CH3 a 1204 cm-! sefialan la existencia de metoxilos, la
presencia de metilendioxi se encuentra en 1005 cm-!, los dobles enlaces los encontramos en
973,934, 806 y 739 carl.
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El espectro de resonancia magnética nuclear proténica (Fig.19), en este espectro
hay una sefial a 10.67 correspondiente a un prot6n lactdmico (N-H), 5 protones arométicos
enlaregién de 8.3-7.2 ppm, un par de protones del grupo metilendioxi correspondientes al
singulete 6.43 (56), 3 protones con un singulete en 4.1 correspondiente a un grupo
metoxilo.

4.2.6.- 8429 A.b. R. Ex sol. en CH,CI; - 6 (228-230°C).

El espectro de masas (Fig. 24) proporciona el PM = 295 (100%), que corresponde
la férmula molecular C2oH;905N.

Enel IR (Fig. 22 ) se observa la presencia de una banda en la regién 1739 cm-1
para el grupo lactarnico, ademas la presencia de una banda ancha para el estiramiento C=0.
a 1644 y a 1562 una banda para ¢l estiramiento C=C aromdticos. Sin embargo la
deformacién simétrica de metilo a 1369 cm'l, y los estiramientos asimétricos y simétricos
de 0-CHj3 a 1028 cm-! sefiala la existencia de varios metoxilos aromdticos, lo mismo que
las sefiales correspondientes a un sistea aromatico (1470, 1449, 1408, 891, 877 cm! ).

E! espectro de resonancia magnética nuclear viene a aclarar la estructura, en primer

lugar se observa una banda de 6 protones a 3.8 que confirma la presencia de un metoxilo
aromdtico asi como una segunda banda a 3.9 & s¢ observa un singulete que integra para 6

protones que confirman la presencia de metoxilos arométicos. (Fig. 23).
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5. CONCLUSIONES

5.1. Estudio quimico de Krameria interior (8289)

De esta planta se aislaron 11 compuesios puros. Estos fueron:

8289 K.i. R Ex Hex 1.

CH, A

Pf= 148-150°C
W=70mg
H H
Rataniafenol Il (Eupomatenoide 6) o
2-(4-Hidroxifenil)-3-metil-5-(E) propenilbenzofurano
8289 K.i. R Ex Hex - 2
~ AN
I I P.f. 208-211°C
P "\ W =10 mg

HO

2-(4-Hidroxifenil)-5-propenilbenzofurano



8289 K.i. R Ex Hex - 3

Pf. =133-135°C
W = 50mg

Conocarpano o

(2R,3R)-2,3-Dihidro-2-(4-hidroxifenil)-3-metil-5-(E)-Propenilbenzofurano

8289 K.i. R Ex Hex - 4

HO

"aceite"”

W =90 mg
MeOH

Hermosillol o
4-]2-(2-Metoxi-5-(E)-propenil)-fenil}alilfenol)

8289 K.i. R Ex Hex - 5 _—

CH, [

Pf. =193-196°C
W =50 mg

H

Eupomatenoide 13 (Kachirachikol ) o
2-(4-Hidroxifenil)-7-metoxi-3-metil-5-(E) propenilbenzofurano

9%



8289 K.i. R Ex MeOH Sol. en CH,C); 1-6

H
© "Aceite”
W =30mg
OH Z
HO

Eritro- 1-(4-hidroxifenil)-2-[4-(E)propenilfenoxi]-propan-1-ol
8289 K.i. R Ex MeOH Sol. en CH,Cl, 1-7

i N

P.f. = 181-184°C
W =130 mg

HO OH

2-(2,4-Dihidroxifenil)-5-propenilbenzofurano

8289 K.i. R Ex MeOH Sol. en CH,Cl, 1-8

P.f. =158-162°C
W =40 mg

HO
H
2,3-Trans-3,4-cis-4,5-cis-2,5-bis(4-hidroxifenil)-3,4-dimetiltetrahidrofurano
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8289 K.i. R Ex MeOH Sol. en CH,Cl, 1-9

"Aceite"

W=26mg

HO OH

(20,3,4P.5x)-2,5-Bis(4-hidroxifenil)-3,4-dimetiltetrahidroxifurano

8289 K. i. R Ex MeOH con CH,Cl, I - 10

NS
OH

I P.f. = 137-140°C
o W=20mg

HO OH

2-(2,4,6-trihidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano

8289 K.I. R Ex MeOH con CH,Cl, II - 11

W =20 mg

HO OMe

2-(-4-Hidroxi-2-metoxifenil)-5-(3- hidroxi-(E)-1-propen-1-il)benzofurano

8289 K.i. r Ex Hex - insoluble - Ia

Se obtuvieron 2.3 g de sales de cloruro de potasio (KCl)

L 1]



5.2. Estudio quimico de Aristolochia brevipes (8429)

De esta planta se aislaron 6 metabolitos secundarios, 5 aminodcidos,
5 carbohidratos y una sal.

8429 A.b. R-Ex Bz - 1

CH,0 0
OCH,
P.f. = 162°C

W=17mg

ol 9 5-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona

8429 Ab. R Ex Bz - 2

< : P.f. 135°C

W =90 mg

B-sitosterol
HO

8429 Ab. R Ex Bz -3

NH J°C
CH,0 P.f. 228.1

W =425 mg

HO

Lactama del 4cido 10-amino,4-metoxi,6-hidroxi fenentrencarboxilico 1
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8429 A.b. R Ex MeOH Sol. en CH,Cl, -4

0
CH,0
NH
CH;0 PD. = 300°C.
W =120 mg
: OCH,

Lactama del icido 10-amino-3,4,8-Trimetoxifenantrencarboxilico-1 o Taliscanina

8429 A.b. R Ex MeOH Sol. en CH,CI, - §

0

/0
CHZ\ @ NH Pf. =310°C
9 © W =240 mg

@

OCH,

Lactama del 4cido 10-amino3,4-metilendioxi-8-metoxi-fenantrencarboxilico-1
8429 A.b. R Ex MeOH Sol. en CH,Cl, -6

CH,0 0

NH P.f. =228-230°C
W =120 mg

OCH,

OCH,
5,6,10,11 Tetra metoxi aporfinona - 3



8429 A.b. R Ex. MeOH acuoso (Insoluble en McOH) Ia

Se obtuvieron (.820 mg de sales de cloruro de potasio (KCl)

8429 A.b. R Ex MeOH acuosa (soluble en MeOH) C-1

Rammnosa Pf. =110°C
W= 224 MG

8429 A.b. R Ex MeQOH - acuoso (sol. en MeOH) C-2
Fructosa P£.=130°C

W =200 mg
8429 A.b. R Ex MeOH acuosa (sol. en MeOH) C-3

L - metionina P.f. =270°C
W=51mg

83429 A.b. R. Ex MeOH acuosa (sol, en MeOH) C-4

L-Tironina Pf. =250°C
W=45mg

8429 A.b. R. Ex MeOH-acuosa (sol. en MeOH) C-§

Sacarosa P.f. =176°C
W =242 mg



8429 A.b. R. Ex MeOH - acuosa (sol. en MeOH) C-6
Glucosa Pf. =150°C

W =180 mg
8429 A.b. R Ex MeOH- acuosa (sol. en MeOH) C.7
L-Tirosina Pf.=290°C

W =143 mg
8429 A.. R. Ex MeOH acuosa (sol. en MeOH) C-8
Galactosa P.f. = 168-170°C

W=164 mg
8429 A.b. R Ex MeOH acuosa (sol. en MeOH) C-9
Glicina P.f.=254°C

W =01 mg
8429 A.b. R Ex MeOH acuosa (sol. en MeOH) C-10

Ac. Aspirtico P.f. = 350°C
W=86mg
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