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RESUMEN

El estudio quimico de plantas medicinales ha sido una interesante fuente de
estructuras novedosas bioactivas con aplicacion en farmacos, lo cual se puede deber
al tamizaje evolutivo que presentan las moléculas aisladas de una fuente natural. En
el presente trabajo de tesis se describe la purificacion y elucidacion estructural de
cuatro metabolitos secundarios aislados del extracto metandlico de las hojas de la
planta Aristolochia orbicularis. Se usaron como métodos de purificacion las
cromatografias en columna y en placa preparativa. Del extracto metandlico se aislo;
un diarilnaftaleno novedoso (1), taliscanina (5), sacarosa (7) e hidroximetilfurfural (1).
Ademas se caracterizaron cuatro impurezas comunes en los disolventes utilizados.
Para la caracterizacion y elucidacion estructural de los compuestos purificados se
emplearon principalmente técnicas espectroscopicas de FTIR y RMN en una y dos

dimensiones.
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Il. INTRODUCCION

El estudio de los productos naturales tiene sus origenes en la inherente curiosidad que
a lo largo de la historia ha tenido el hombre acerca de su medio ambiente y en la
urgencia de utilizar los recursos a su alcance para cubrir sus necesidades de
alimentacion, vestido y proteccion. Con el tiempo, el hombre adquirié habilidades para
reconocer diferentes especies de flores, plantas e insectos, de cuyos extractos aislé
compuestos coloridos y aromaticos que fueron usados para varios propoésitos, entre
ellos, la atencién primaria de su salud. Los antiguos egipcios describieron varios
extractos para uso medicinal como el opio y el aceite de castor. Ademas, usaron el
‘pan podrido” para tratar infecciones. Dioscérides, fisico romano, estudio el uso
medicinal de cientos de plantas y escribié el primer material médico sistematico
durante el primer siglo. También describié las propiedades medicinales del vino.!

El uso de remedios medicinales provenientes de fuentes naturales es una practica
comun en algunos paises asiaticos y africanos donde el 80% de la poblacion los utiliza
y entre 70% y 80% de la poblacion de muchos paises desarrollados ha recurrido al

menos una vez al uso de la medicina alternativa o complementaria.?

II.I Producto natural

El término de producto natural es aplicado a cualquier compuesto organico que es
producido por los organismos vivos (plantas, animales, microorganismos, etc.). Los
organismos varian ampliamente en su capacidad para sintetizar y transformar
guimicamente a los compuestos organicos. Las plantas son muy eficientes para
sintetizar compuestos via fotosintesis de materiales inorganicos encontrados en su
medio ambiente, mientras que los demas organismos obtienen sus materias primas
principalmente en su dieta por el consumo de plantas. Estos organismos son las
fabricas bioguimicas para la biosintesis de metabolitos primarios y secundarios. Los
metabolitos secundarios juegan un papel de suma importancia para la supervivencia
de estos organismos. Muchos productos naturales, tal como las hormonas de plantas,

tienen un rol regulatorio mientras que otras funcionan como una defensa quimica



contra pestes. El rol de ciertos compuestos es actuar como mensajeros quimicos, tal
como atrayentes sexuales (feromonas) en insectos, animales terrestres y marinos, y

humanos.

Il.II Metabolismo secundario

Los méas importantes bloques de construccion en la biosintesis de metabolitos
secundarios son derivados de los intermediarios de acetil-CoA, acido shikimico, acido
mevalonico, y deoxixilulosa 5-P (figura 1). Estos son utilizados respectivamente en

las rutas del acetato, shikimato, mevalonato, y fosfato deoxixilulosa.
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Figura 1. Unidades basicas de construccion para metabolitos secundarios.

Algunos metabolitos secundarios importantes que se forman de la ruta del acetato
incluyen fenoles, prostaglandinas y antibiéticos macrociclicos, ademéas de &cidos
grasos. Por la ruta del shikimato se obtienen una variedad de fenoles, derivados del
acido cinamico, lignanos y alcaloides. Las rutas del mevalonato y el fosfato
deoxixilulosa son conjuntamente responsables para la biosintesis de un vasto arreglo

de metabolitos de terpenoides y esteroides.?

Los metabolitos secundarios incluyen alcaloides, esteroides, terpenoides,
aminoacidos, nucleétidos, lipidos, acidos nucleicos, vitaminas, etc.* La importancia de
los productos naturales radica en la propia funcion bioldgica para la que son
biosintetizados. Pueden ser utiles por sus posibilidades directas como agentes
terapéuticos, ademas de servir como modelos para la preparacion de sustancias
bioactivas, como materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacolégico

y/o interés industrial como estructuras privilegiadas usando el concepto de



farmacologia para aquellos productos que son capaces de interactuar con diversas
proteinas y realizar acciones Utiles para la salud en procesos patoldgicos. Sin lugar a
dudas los productos naturales son estructuras bioldgicamente validadas a traves de la

co-evolucion con el resto de los seres vivos.®

II. ANTECEDENTES

El género Aristolochia comprende més de 500 especies de plantas herbaceas
perennes que se encuentran distribuidas por todo el mundo en diferentes zonas
climaticas. Los arbustos contienen aceites esenciales y se extienden a través del Asia
tropical, Africa, y Sudamérica. Algunas especies de Aristolochia se han cultivado para
su uso en la medicina tradicional y como plantas ornamentales.®’ El uso de las
especies Aristolochia en la medicina tradicional tiene una larga historia, principalmente
en China. Varias especies se han utilizado como medicamentos y ténicos. Los frutos
maduros de A. debilis, son usados en China para tratar las mordeduras de serpientes,
la tuberculosis y ademas se usan como agentes antihipertensivos. Las raices secas
de A. indica se usan en la medicina tradicional India como anticonceptivo o abortivo.
La especie A. albida, una planta nativa del oeste de Africa se ha usado en la medicina
tradicional para tratar enfermedades de la piel, disenteria, célicos gastrointestinales y
mordeduras de serpientes. Las raices de A. argentina, conocida popularmente como
“Charrua”, se usa en Argentina en la medicina tradicional como un anticonceptivo y
para tratar la artritis, envenenamiento y prurito. Los tubérculos de A. brevipes,
comunmente conocido como “Guaco”, se usa por los tarascos en México para tratar la
artritis, diarrea y también para las mordeduras de serpientes. Otra de las especies que
se usa en México es A. grandiflorare, se dice que las partes aéreas de tienen
propiedades antimicrobianas, uterotdnicas y citotoxicas. Las raices y frutos A.
mollissima se emplean en China como analgésicos, anticancerigenos, antimalaricos y

como agentes antiinflamatorios y para tratar el dolor abdominal y el reumatismo.® Y

referencias ahi citadas

Con respecto a las actividades biologicas de los miembros de Aristolochia, existen

varias publicaciones con reportes de su actividad. Extractos de A. grandiflora muestran



una moderada actividad contra los efectos hemorragicos de Bothrops atrox venom.8 El
aceite esencial de A. indica presenta actividad antibacterial.® El extracto metandlico de

A. macroura muestra actividad citotéxica contra carcinoma humano hepatocelular.®

En los ultimos 80 afios se han llevado a cabo muchas investigaciones estructurales de
los metabolitos presentes en las especies de Aristolochia. En los estudios fitoquimicos
del género se han aislado una variedad de compuestos, siendo los derivados de &cidos
aristoloquicos y terpenoides los mas ampliamente distribuidos en casi todas las
especies de estas plantas. Sin embargo, ahora se conoce que el acido aristoléquico
(9) es nefrotoxico, ademas de que causa fallas renales, cancer del tracto urinario
superior y cancer hepatico. Es una de las sustancias mas cancerigenas que se halla
descubierto hasta ahora. Por lo que el uso de especies Aristolochia en medicinas

herbales esta prohibido en varios paises.t: 12
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Lo anterior ha motivado que se incrementen las investigaciones para determinar los
metabolitos presentes en las especies de Aristolochia y continuar los estudios
farmacoldgicos de extractos y aceites esenciales de especies de este género que
presentan diversas actividades biolégicas (antibacteriana, antiespasmadica y antiviral,

entre otras).5’

El interés que despiertan las Aristolochias esta directamente relacionado con la gran
variedad de compuestos que se han encontrado: terpenos, alcaloides, esteroides,
porfirinas, entre otros. Los compuestos mas atractivos son las aristolactamas, las 4,5-
dioxoaporfinas y los derivados del acido aristoloquico. Estos compuestos se han

encontrado en casi todas las especies de Aristolochias.

Los metabolitos secundarios de las especies de Aristolochia cubren 16 grupos
clasificados por sus estructuras quimicas, incluyendo acidos y ésteres aristoloquicos,

aristolactamas, aporfinas, protoberberinas, isoquinolinas, bencilisoquinolinas, amidas,



flavonoides, lignanos, ésteres de bifenilo, cumarinas, tetralonas, terpenoides,

benzenoides, esteroides y otros.

Acidos y ésteres aristoldquicos

Los acidos aristoléquicos poseen el esqueleto del acido 3,4-metilendioxi-10-nitro-
fenantrenico (9) y son los responsables de las diversas actividades biolégicas de las
especies Aristolochia. En la figura 2 se enlistan los ocho derivados que se han
encontrado en Aristolochia. El acido aristoléquico (9) se ha encontrado en casi todas
las especies estudiadas. Sin embargo, el interés principal de los estudios recientes se
ha enfocado en los aspectos negativos del acido 9 debido a los reportes que existen
sobre su actividad nefrotdxica.'® La Agencia Europea para la Evaluacion de Productos
Medicinales prohibié todos los suplementos alimenticios que contienen 9 y que usan

principalmente en los tratamientos de reduccion de peso.

Ademas, se han reportado siete ésteres metilicos del 4cido aristéloquico (18-24) y sélo
uno de estos, el ariskanin A (24), no posee el patron de sustitucion 3,4-metilendioxi.
Cabe destacar que algunos de los ésteres del acido aristoléquico, incluyendo al metil
éster del acido aristolico (22) y el metil éster del acido 6-metoxiaristolico (23), no
poseen el grupo nitro en la posicion C-10. La mayoria de estos &cidos

denitroaristéloquicos se encontraron en la especie A. manshuriensis.'4

Ariskanin A (24)
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Figura 2. Acidos y ésteres aristoloquicos de las especies de Aristolochia.

Aristolactamas

Las aristolactamas son consideradas como intermediarios en la ruta biosintética de los
acidos aristoléquicos. Se han reportado doce aristolactamas en las especies de
Aristolochia (figura 3), seis de estas aristolactamas tienen los grupos de sustitucién
3,4-metilendioxi. La aristolactama | (25), aristolactama All (26), y aristolactama la N-
B-D-glucésido (33) se encontraron frecuentemente en las especies Aristolochia. La
aristolactama Il (26) se encontrd en varias especies de Aristolochia como una simple
aristolactama sin sustituyentes en los anillos B y C. Las aristolactamas 9-oxigenadas
son raras en la Aristolochia con sélo dos compuestos reportados, 32 y 36. El

compuesto 36 es un ejemplo de aristolactama 9-oxigenada con la sustitucion de

diglucésidos.’



Rl Rz R3 R4 R5 RG R7

25 CH, H H OCHs H H
26 CHs H H H H H H
27 CH;  CHs H H H H H
28 H CHs H H OH  OCHs H
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Figura 3. Aristolactamas de las especies de Aristolochias.

Aporfinas

Se han caracterizado diecisiete aporfinas para especies de Aristolochia, en la figura 4
se encuentran 15 de estas estructuras. Las aporfinas N-formil, 6a,7-dehidro-N-
ormilnornantenina (49) y N—formilnornantenina (50), se reportaron de A. brevipes.'® La

aporfinas cuaternarias magnoflorina (47) se encontré en A. elegans y A. gigantea. La



4,5-dioxoaporfina es un pequefio grupo de aporfinas alcaloides y se encuentran en la
familia de Aristolochia ceae y se consideran como posibles intermediarios de los
precursores de aristolactamas y &acidos aristoloquicos en las plantas. La 4,5-
dioxodehidro-asimilobina (48) sélo se ha reportado en A. elegans.'® La mayoria de las

aporfinas encontradas en las especies de Aristolochia poseen el esqueleto basico 4,5-

tetrahidro.
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Figura 4. Aporfinas de las especies de Aristolochias.

Protoberberinas

Los alcaloides protoberberinas son raros en Aristolochias, estos compuestos solo se
han reportado en A. constricta (Figura 5).17 El alcaloide tipo 8-
Benciltetrahidroprotoberberina (52) se ha obtenido por la introduccién del grupo bencil

en C-8 de la berberina dando como resultado este inusual esqueleto carbonado.

R1 R2
53 CHs CHs
54 CHa CHa
55 H H
56 H H
57 CHas H

Figura 5. Protoberberinas de las especies de Aristolochias.



Isoquinolinas

La presencia de los alcaloides Isoquinolinas 58-62 en el género Aristolochias esta
limitado para Aristolochia elegans (figura 6). Todos estos alcaloides reportados
poseen el esqueleto basico de tetrahidroisoquinolona. Los alcaloides Isoquinolinas se
consideran como intermediarios biogenéticos en el proceso catabdlico de los

alcaloides bisbenciltetrahidroisoquinolina.*®

R,0
R;0 N-R,
o

R1 R, Rs
58 H H H
59 H H CHs
60 CHs H CHs
61 H CH; H
62 CHs CHs CHs

Figura 6. Isoquinolinas de las especies de Aristolochias.

Bencilisoquinolina

La ocurrencia de bencilisoquinolinas tipo alcaloides, aristoquinolinas A-C (63-65)
constituyen los  primeros reportes de  alcaloides N-6xido  benzoil
benciltetrahidroisoquinolina éter de especies de Aristolochia (Figura 7). Estos
compuestos proveen la evidencia natural para el proceso catabdlico de
bisbenciltetrahidroisoquinolinas. Las isoquinolonas, bencilisoquinolinas, bifenil éteres,
y alcaloides N-oxido benzil benciltetrahidroisoquinolina éter son derivados
biogenéticos de bisbencilisoquinolinas, metabolitos comunes de las especies de

Avristolochia, en general del proceso catabdlico de alcaloides.®
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Figura 7. Bencilisoquinolinas para especies de Aristolochias.

Amidas

Las amidas son otro tipo de compuestos aislados de varias especies de plantas del
género de Aristolochia (Figura 8). Una clase de estas amidas contiene una unidad de
tiramina conectada a 4cidos fendlicos, acidos cis- o trans-cumaricos y ferdlicos. La
aristolamida (74) y aristolamida 1l (75) aisladas de A. manshuriensis contienen el
grupo —CONH2 en C-1 el cual posee el esqueleto basico del fenantreno, otra clase de

amidas reportadas para las especies Aristolochia.'4

N
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Figura 8. Amidas de las especies de Aristolochias.

Flavonoides

Los flavonoides son de mucho interés debido a su diversidad estructural y a su
importancia biologica y ecologica. Los flavonoides afectan las interacciones de las
plantas con sus microsimbiontes, insectos predadores y polinizadores, y también
tienen una funcion en la pigmentacion, ademas de que actian como protectores contra
la irradiaciéon UV. La mayoria de las plantas superiores producen flavonoides, sin
embargo, algunos de ellos son compuestos especificos que son acumulados durante

el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Seis bisflavonas, un dimero inusual chalconaflavona y dos tetrdmeros fueron

caracterizados de A. ridicula (Figure 8). %8

77 78

R CHs: H




79 H
80 H
81 CHs
82 H
Figura 9. Flavonoides de las especies de Aristolochias.
Lignanos

Los lignanos son otro tipo importante de metabolitos que se encuentran en varias
especies de Aristolochia. Hay cinco esqueletos basicos de neolignanos y lignanos con
una amplia diversidad estructural (Figura 10), los diarildimetiltetrahidrofuranoides,
dibencilbutanoides, benzofuranos, y bisepoxilignanos. Los 2,5-diaril-3,4-dimetil-
tetrahidrofuranoides 85-91 fueron caracterizados de las raiz de A. arcuata.’® Los
dibencilbutano tipo lignanos son los mas comunes en las especies de Aristolochia. Los

benzofurano tipo lignano sélo se han reportados de A. taliscana. El otro tipo de lignanos



gue se encuentran en las especies de Aristolochia son los bisepoxilignanos reportados

de A. cymbifera, A. elegans, A. gigantea, and A. malmeana.20

o O OH
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H3CO \\\b """ /@ (0] OH
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Figura 10. Lignanos de las especies de Aristolochias.

Terpenoides

Hay muchos terpenoides caracterizados para las especies de Aristolochia,!! en la
figura 11 aparecen algunos de los encontrados en el periodo 2004-2011. Solo el

monoterpeno 3-hidroxi- o -terpineol (95), se identificd de las raices de A. brevipes.'®

Tres Sesquiterpenoides, cadaleno (96), aristololida (97), y E-nerolidol (98) tienen los



esqueletos basicos del cadinano, bourbonanos, y farnesano respectivamente.6 2! Los
diterpenoides con tres tipos de esqueletos de C20 constituyen el grupo mas grande de

metabolitos terpenoides en Aristolochia.
«, JOH

OH

OH 98

95

100 101

102

Figura 11. Terpenoides de las especies de Aristolochias.

Bifenil éteres

Se han reportado siete bifenil éteres, incluyen las aristoginas 106-111 y el acido 4-
metoxi-3,4-oxidibenzoico (112), todos estos compuestos so6lo se han reportado en
Aristolochia elegans (Figura 12). Son considerados uno de los productos finales en el

proceso catabélico de alcaloides bisbencilisoquinolinas.1®
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Figura 12. Bifenil éteres de las especies de Aristolochias.

Cumarinas

Aunque s6lo dos cumarinas se han caracterizado, 7,9-dimetoxitariacuripirona (113) y
9-metoxitariacuripironeno (114) de las raices de Aristolochia brevipes, estos

constituyentes tienen una significante actividad fisiol6gica (figura 13).%°
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Figura 13. Cumarinas de las especies de Aristolochias.



Bencenoides

De las especies de Aristolochia se han aislado derivados de bencenoides que incluyen
fenilmetanoides y Fenilpropanoides (figura 14). Cuatro derivados simples de
bencenoide, 115-118, se aislaron de las hojas y raices de A. elegans.'® Ocho
Fenilpropanoides, entre ellas las agliconas 119-122 se aislaron de A. elegans.
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H,CO L __OH H,CO OH
Ho HO

122
121

Figura 14. Bencenoides de las especies de Aristolochias.

Esteroides y Otros

Los esteroides se encuentran usualmente en fuentes naturales, y aquellos presentes
en las especies de Aristolochias derivan del B-sitosterol (125) y stigmasterol (126)
(Figura 15). Ademas se encuentran presentes una gran variedad de compuestos
incluyendo el glicerol (124) y el proto-quercitol (123) que también estan reportadas

para especies de Aristolochias.’
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Figura 15. Esteroides y otros compuestos de las especies de Aristolochias.

Avristolochia orbicularis
Descripcion

Es una enredadera con hojas suborbiculares, emarginadas a redondeadas en el apice.
Con flores solitarias en axilas foliares bractéolas, rectilineas de color verde amarillo y
parpura oscuro. Su fruto es elipsoide, de 14 mm de largo, y 11 mm de ancho (Figura

16). Florece mayormente en los meses de verano.??
Antecedentes etnomédicos

El guaco (Aristolochia orbicularis) se utiliza para tratar mordeduras de serpiente,
picaduras de alacran, célicos gastrointestinales, artritis y tos. Ademas, se ha descrito
su actividad repelente contra Sitophilus zeamais (Coleoptera), un insecto que destruye

los granos de maiz almacenados.?® Esta planta se conoce cominmente como “hierba



amarga”, “mata culebra”, “raiz de mato” y “guaco” (Figura 16). Es de importancia
medicinal en la familia Aristolochiacea.

Figura 16. Hojas, flores, raiz y frutos de Aristolochia orbicularis.
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V. JUSTIFICACION

Las plantas que pertenecen al género Aristolochia exhiben propiedades bioldgicas
interesantes debidas a la presencia de terpenoides, acidos aristoloquicos,
neolignanos, etc.; estds plantas se han utilizado ampliamente en la medicina
tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades. Durante las ultimas dos
décadas, las especies de plantas de este género han atraido mucho interés por las
actividades bioldgicas que presentan y se han realizado estudios quimicos y
farmacoldgicos para corroborar su uso en la medicina tradicional. Sin embargo, todavia
faltan por estudiar especies pertenecientes a este género e identificar la totalidad de

los metabolitos secundarios responsables de las actividades biologicas reportadas.

V. HIPOTESIS

El estudio fitoquimico de la fraccidn metandlica de las partes aéreas de Aristolochia
orbicularis permitira el aislamiento y elucidacién estructural tanto de metabolitos
secundarios reportados como de nuevos compuestos que podrian estar relacionados

a las actividades biolégicas reportadas para esta especie.

VI. OBJETIVOS

Objetivo general.

Aislar y elucidar a los compuestos presentes en el extracto metanolico de las partes

aéreas de Aristolochia orbicularis.
Objetivos particulares.
1. Purificar mediante técnicas cromatograficas a los compuestos que estan

presentes en el extracto metanolico Aristolochia orbicularis.

2. Efectuar la elucidacion estructural de los compuestos aislados, mediante

técnicas de resonancia magnética nuclear en una y dos dimensiones e infrarrojo.



VIl.  PARTE EXPERIMENTAL

EQUIPOS Y TECNICAS UTILIZADAS

Puntos de Fusién

Los puntos de fusion fueron determinados por la técnica de capilar abierto en un equipo
automatizado Stanford Research Systems EZ-Melt MPA 120, utilizando la escala de
grados Celsius y no fueron corregidos.

Resonancia Magnética Nuclear

Los Espectros de Resonancia Magnética Nuclear se adquirieron con un aparato
VARIAN MR, a 400 MHz para espectros de H y a 100 MHz para los espectros de 13C.
Se utilizaron cloroformo deuterado (CDCIs) y metanol deuterado (CDsOD) como
disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos
guimicos se expresan en ppm (8), las constantes de acoplamiento (J) se expresan en
Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales de los diferentes espectros de 'H esta
referida como: “s” para una sefial simple; “d” para una sefial doble; “t” para una sefal
triple; “dd” para una sefial doble de doble; “ddd” para una sefial doble de doble de
doble; “dc” para una sefial doble de cuartetos, “a” para una sefial ancha, “sa” para una

sefal simple ancha, “m” para una sefal multiple y “ma” para una sefial multiple ancha.
Espectroscopia de Infrarrojo

Se utilizé un Espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier e Interferémetro
Dynascan Perkin EImer Espectrum 100. Los datos se expresan en numeros de onda

(cm™).

Cromatografia

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales de gel de
silice grado 60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV2ss de Macherey-
Nagel, Alemania y como fase movil sistemas de elucion de hexano-acetato de etilo.

Para su revelado se empleo luz ultravioleta de onda corta (254 nm, lampara de UVG-



11) y onda larga (365 nm, ldmpara de UVG-11) y por calcinacién de las placas, previo

tratamiento con &cido sulfarico al 50% y sulfato cérico amoniacal.

Para la cromatografia en columna, se emple6 gel de silice de 230-400 mallas MN
Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, Alemania, utilizando como fase movil mezclas de

acetato de etilo-hexano y agua-metanol en diversas proporciones.

DISOLVENTES Y MATERIAS PRIMAS

Se utiliz6 como materia prima, 15 g de extracto metandlico de la planta Aristolochia
orbicularis, la cual se recolecto en el estado de Morelos (extracto cedido por la Dra.
Yolanda Rios Goémez, CIQ, UAEM). Todos los disolventes utilizados en las

cromatografias se purificaron por destilacion simple.

Purificacion cromatogréfica del crudo metandlico de Aristolochia orbicularis.

Previo a la separacion cromatogréafica en columna flash,?* al extracto metandlico se le
hicieron analisis por cromatografia en placa fina (CCF) para determinar el nimero de
compuestos presentes en el extracto, la placa cromatogréafica se revel6é al UV (254 y
365 nm) y por calcinacion con tratamiento en sulfato cérico amoniacal y/o &cido
sulfarico al 50%, después del revelado se observaron al menos 15 compuestos de
polaridad y concentracion variada.

Dada la cantidad de compuestos presentes en el extracto, se decidid hacer una
primera columna cromatografica para agrupar a los compuestos por su polaridad y
posteriormente realizar una segunda separacion cromatografica con mas detalle. Para
ello, el extracto metandlico de Aristolochia orbicularis se soport6 en silica gel (SiOz).
En tanto, una columna cromatografica fue empacada con silica gel y hexano,
posteriormente la mezcla homogénea del extracto-SiO2 se coloco en la columna y se
realizé su separacion usando como fase movil una mezcla inicial de hexano-AcOEt en
una proporcion 9:1, se recolectaron fracciones de 100 ml. A medida que la polaridad
de los compuestos arrastrados fue cambiando, también se cambio la polaridad de la

fase moévil hasta llegar a un sistema hexano-AcOEt 4:6. Con el sistema hexano- AcOEt



se recolectaron 100 fracciones. Para arrastrar de la columna a los compuestos mas
polares se utilizé acetato de etilo (8 fracciones de 100 ml) y metanol (11 fracciones de
100 ml), en total se recolectaron 119 fracciones que fueron concentradas y colocadas
en viales ambar de 10 ml.

Una vez que se aislaron las 119 fracciones, se realizaron cromatografias en capa fina
de todas las fracciones usando una mezcla de hexano- AcOEt como fase movil. Las
placas cromatograficas se revelaron por calcinacion con tratamiento previo de sulfato
cérico amoniacal, se us6 como referencia el crudo del extracto metanalico.

Con las CCF de las fracciones se pudo decidir sobre las fracciones que debian reunirse
para una segunda cromatografia en columna. A continuacién se presentan los

resultados y la elucidacién de las muestras aisladas.



Purificacion cromatogréfica del 1,2,5,6-tetrametoxi-4,8-bis (4-metilbenceno)-
naftaleno (1).

Las fracciones 9 a la 15 de la columna primaria se reunieron y se soportaron en silica
gel. La mezcla se coloco en una columna cromatografica empacada con silica gel. Se
utilizé una mezcla de hexano- AcCOEt como fase movil y se tomaron fracciones de 10
ml. Para las CCF se utiliz6 un sistema hexano-AcOEt como fase movil se revelaron al
UV y por calcinacion. Después del andlisis de las placas cromatogréaficas se reunieron
las fracciones 50-54, las cuales revelaron un compuesto puro con un R¢= 0.4 (Hexano-
AcOEt 8:2), dichas fracciones se llevaron a sequedad en el rotavapor. Se obtuvieron
94 mg de un solido blanco. Después de los analisis de RMN, el compuesto aislado se
caracterizé como el 1,2,5,6-tetrametoxi-4,8-bis-(4-metilbenceno)-naftaleno (1).

1H RMN

8 1H (CDCla): 7.8 (2H, s, H-3, H-7), 7.32 (4H, d, J= 8.1 Hz, H-2"), 7.18 (4H, d, J= 8.1
Hz, H-3), 3.85 (6H, s, (-OCHz) -2, (-OCHs) -6), 3.84 (6H, s, (-OCHs) -1, (-OCH3) -5),
2.3 (6H, s, CH3-4").

13C RMN

§ 13C (CDCls): 167.55 (C-2, C-6), 164.79 (C-1, C-5), 143.15 (C-3 y C-7), 141.51 (C-
1), 130.03 (C-4"), 129.80 (C-3°), 129.65 (C-2), 124.43 (C-8), 52.84 ((-OCH3)-2, (-
OCHB3)-6), 52.77 ((-OCH3)-1 y (-OCH3)-5), 21.65 (CHs-4).



Purificacion cromatogréafica del 2-Butoxietanol (2).
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De la misma columna de la que se aislé el compuesto 1, y posterior a la mezcla de
hexano-AcOEt con que se separd, se utilizé sélo acetato de etilo para separar los
compuestos mas polares. La CCF de las fracciones polares revelaron un compuesto
puro al UV (365 nm) con un Rt= 0.2 (Hexano-AcOEt 4:6), el compuesto aislado se llevo
a sequedad en el rotavapor. Se obtuvieron unos pocos miligramos (6 mg) de una laca
incolora. Después de los andlisis de RMN, el compuesto aislado se caracteriz6 como

2-butoxietanol (2).

RMN H
§ 1H (CDCla): 3.72 (2H, t, J= 4.5 Hz, H-1), 3.53 (2H, t, J= 5.0 Hz, H-2), 3.48 (2H, t, J=
6.7 Hz, H-1"), 1.58 (2H, m, H-2), 1.37 (2H, m, H-3') 0.92 (3H, t, J= 7.4 Hz, CHa).

RMN 13C
§ 13C (CDCl): 71.98 (C-1), 71.11 (C-2), 61.70 (C-1'), 31.71 (C-2'), 19.21 (C-3"), 13.96
(C-4).



Purificacion cromatogréfica del 2-metilpropanoato de 3-hidroxi-2,2,4-
trimetilpentilo (3).
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La fraccion 16 de la columna primaria se soporté en silica gel. La mezcla se coloco en
una columna cromatografica empacada con silica gel. Se utilizé una mezcla de
hexano-AcOEt como fase movil y se tomaron fracciones de 10 ml. Para las CCF se
utilizé un sistema hexano-AcOEt como fase mévil se revelaron al UV (254 nm) y por
calcinacion previo tratamiento con sulfato cérico amoniacal. Después del analisis de
las placas cromatograficas se reunieron las fracciones 32-324 y se llevaron a
sequedad en el rotavapor. Se obtuvieron unos pocos miligramos de un liquido incoloro.
Después de los andlisis de RMN de H , 3C, y DEPT el compuesto aislado se
caracterizé como 2-metilpropanoato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentilo (3).

RMN H

8 H (CDCls): 4.12 (1H, d, J= 10.9 Hz, H- 13), 3.77 (1H, d, J= 10.9 Hz, H-1%), 3.25 (1H,
dd, J= 6 Hz, J= 2.4 Hz, H-3), 2.58 (1H, h, J= 7 Hz, H-2"), 2.04 (1H, d, J= 6 Hz, O-H),
1.92 (1H, dh, J= 7 Hz, J= 2.4 Hz, H-4), 1.19 (3H, d, J= 7 Hz, H-2") 1.18 ((3H, d, J= 7
Hz, H-3 ), 1.09 (3H, d, J= 7 Hz, H-4") 0.97 (3H, s, H-2a), 0.96 (3H, s, H-2b), 0.93 (3H,
d, J= 7 Hz, H-5).

RMN 13C
§ 13C (CDCls): 177.49 (C=0), 79.52 (C-3), 71.57 (C-1), 39.46 (C-2), 34.34 (C-2"), 28.28
(C-4), 23.74 (C-4), 22.21 (C-2a), 20.61(C-2b), 19.23(C-5) 19.18 (C-2"") 16.87 (C-5).



Purificacion cromatogréfica del dibutilftalato (4).

En diferentes fracciones de dos de las columnas realizadas se identifico un compuesto
puro con Rf = 0.5 (hexano-AcOEt 6:4) que reveld al UV (254 nm). El compuesto aislado
se llevo a sequedad en el rotavapor. Se obtuvieron unos pocos miligramos (10 mg) de
un liquido incoloro. Después de los andlisis de RMN de 'H y 13C, el compuesto aislado

se caracteriz6 como dibutilftalato (4).

RMN !H
& 'H (CDCls): 7.65 (1H, m, H-2), 7.55 (1H, m, H-3), 4.31 (2H, t, J= 7 Hz, H-1"), 1.73
(2H, m, H-2), 1.44 (2H, m, H-3"), 0.98 (3H, t, J= 7 Hz, H-4").

RMN 13C
§ 13C (CDCla): 167.87 (C=0), 133.43 (C-1), 131.94 (C-3), 128.87 (C-2), 66.22 (C-1"),
30.64 (C-27), 20.03 (C-3°), 13.89 (C-4").



Purificacion cromatografica de la Taliscanina (5).

Se juntaron las fracciones 63-71 de la columna primaria y se soportaron sobre SiO2
para una segunda purificacion por cromatografia. Como fase movil se utilizé un
sistema de disolventes hexano- AcOEt en una proporcion 95:5 y posteriormente se
aumento la polaridad del sistema, se recolectaron fracciones de 10 ml. Para las CCF
se utilizé un sistema hexano-AcOEt como fase mévil y se revelaron con lampara de
UV y por calcinacion. Después del revelado de las CCF se identific6 un compuesto
puro en las fracciones 63-68 (Rf = 0.3; Hexano-AcOEt 8:2). Estas fracciones de
concentraron en el rotavapor y se llevaron a sequedad, se aislaron 500 mg de un sélido
blanco con un p. f. = 232.9 °C. Después de los analisis de RMN y FTIR, el compuesto

aislado se caracterizé6 como la taliscanina (4).

1H RMN

§ 1H (DMSO): 10.83 (1H, s, N-H), 8.75 (1H, d, J=8.3 Hz, H-7), 7.88 1H, s, H-2), 7.52
(1H,t, J=8.1 Hz, H-6), 7.43 (1H, s, H-9), 7.22 (1H, d, J=7.8 Hz H-5), 4.05 (3H, s, -OCHa-
3), 4.02 (3H, s, -OCHs-4), 3.99 (3H, s, -OCH3-8).

13C RMN

§13C (DMSO): 110.32 (C-2), 108.27 (C-5), 125.74 (C-6), 119.27 (C-7), 97.93 (C-9),
59.98 (-OCH3-3), 57.00 (-OCHa-4), 55.91 (-OCHs-8), 134.68 (C-10), 168.33 (C=0),
155.31 (C-8), 154.31 (C-4), 150.61 (C-3) , 119.94 -8 C-47), 122.74 (C-10%), 126.72 (C-
4b), 124.80 (C-87), 121.61 (C-1).

IR
(cm-1): 3200, 2917, 2842, 1680, 1651, 1541, 1461, 1050, 1254, 643.



Purificacion cromatogréfica del 5-(hidroximetil)-furfural (6).
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Las fracciones 110 a la 115 de la columna primaria se reunieron y se soportaron en
silica gel. La mezcla se coloco en una columna cromatografica para su purificacion.
Como fase movil se utiliz6 una mezcla de AcOEt-MeOH en una proporcion 7:3 y se
tomaron fracciones de 10 ml. Para las CCF se utilizé un sistema AcOEt-MeOH vy se
revelaron al UV y por calcinacion con sulfato cérico amoniacal. Despues de las CCF,
se reunieron las fracciones 13-15 y se llevaron a sequedad en el rotavapor. Se
obtuvieron 30 mg de un sélido ambar, el compuesto aislado se caracterizd como el 5-
(hidroximetil)-furfural (6).

H RMN
8 1H (CDCls): 9.58 (1H, s, -CHO), 7.23(1H, d, J=2.27 Hz, H-3), 6.53 (1H, d, J=2 Hz, H-
4), 4.72 (H-5%), 3.01 (O-H).

13C RMN
§ 13C (CDCls): 152.44 (C-2), 123.25 (C-3), 110.18 (C-4), 160.95 (C-5), 57.70 (C-5),
177.90 (C=0).

IR
(cm-1): 3372, 2929, 2854, 1690, 1518, 1187, 1021, 767.



Purificacion cromatogréafica de la Sacarosa (7).

De la misma columna de la que se aislé el compuesto 6, pero en fracciones mas
polares (22-24), revel6 un compuesto puro al UV (380 nm) que después de llevarlo a
sequedad en el rotavapor se aislaron 50 mg de un soélido blanco. Después de los
analisis de RMN en CD30D el compuesto aislado se identific6 como sacarosa (6)

'H RMN
& 1H (CDCls): 3.39 (1H, d, J=3.8 Hz, H-1anomerico), 4.01 (1H, d, J=8.2 Hz), sefiales
multiples entre 3.85 y 3.30.

RMN 13C
§ 13C (MeO-d): 105.37 (C-1), 93.71 (C-2), 83.80 (C-3), 79.44 (C-4), 75.77 (C-5), 74.69
(C-6), 74.46 (C-7), 73.25 (C-8), 71.40 (C-9), 64.13 (C-10), 63.45 (C-11), 62.28 (C-12).



Purificacion cromatogréfica del propilenglicol (8).
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Las fracciones mas polares de la columna primaria (116-119) se juntaron y se
concentraron en el rotavapor, debido a la poca cantidad que se observo en el matraz
se decidié hacer una placa preparativa usando como fase movil un sistema AcOEt-
MeOH en una proporcion 1:1, después de correr la placa tres veces se observo una
banda tenue al UV (254 nm). La banda fue raspada de la placa y filtrada con la mezcla
AcOEt-MeOH. Despues de evaporar el disolvente se pudieron ver trazas de un
compuesto en el matraz de bola. Los espectros de RMN de 'H y '3C permitieron

identificar al compuesto como el propilenglicol (8).

RMN H
§ 1H (CDCls): 3.61 (1H, dd, H-13), 3.38 (1H, dd, H-1P) 3.89 (1H, m, H-2), 1.11 (3H, d,
H-3).

RMN 13C
§ 13C (CDCl3): 68.04 (C-1), 68.26 (C-2), 18.84 (C-3).



VIll. DISCUSION DE RESULTADOS

Caracterizacion del compuesto 1, 2, 5, 6-tetrametoxi-4,8-bis (4-metilbenceno)-
naftaleno (1).
Al extracto metandlico de Aristolochia orbicularis se le realizé una primera separacion
por cromatografia en columna y se obtuvieron 119 fracciones, de las cuales se juntaron
las fracciones 9-15 para una purificacion a detalle por cromatografia en columna. De
esta separacion cromatogréfica se aislé un compuesto puro con apariencia aceitosa y
con un rf de 0.4 (Hexano/AcOEt, 8:2), reveld al UV (254 nm) y por calcinacion con

tratamiento previo de sulfato cérico amoniacal.

Una vez que se aislo el compuesto puro y se seco al alto vacio, se procedi6 a realizar
los experimentos por resonancia magnética nuclear (RMN) que a continuacién se

discuten.

En el espectro de RMN de *H se pueden apreciar 6 sefiales, una de las cuales aparece
en 7.8 ppm como una sefial simple que integra para dos protones, el desplazamiento
quimico, la multiplicidad y la integracién de esta sefial, sugieren la presencia de un
compuesto aromatico y simétrico. Por otra parte, en 7.32 y 7.18 ppm se encuentran
dos sefiales dobles que integran cada una para cuatro protones y que tienen una J=8
Hz cada una, este sistema es caracteristico para un anillo aromatico di-sustituido en
para. Ademas, en 2.3 ppm se encuentra una sefal simple que integra para seis
protones, este desplazamiento quimico es caracteristico para los protones bencilicos,
es decir, sobre un sistema aromatico principal se encuentran dos metilbencenos. Por
ualtimo, en 3.85 y 3.84 ppm se encuentran dos sefiales simples que integran para seis
protones cada una (Espectro 1), el desplazamiento quimico corresponde a protones
base de oxigeno, la molécula tiene cuatro grupos metoxilo (-OCH3). La sefal simple
en 7.8 ppm solo puede corresponder a un sistema aromatico de dos anillos (naftaleno)
puesto que un anillo simple no puede soportar seis sustituyentes y mostrar una seal
en H. Se propusieron diferentes estructuras pero sélo una de ellas corresponde con
el numero de sefales, el desplazamiento quimico, el patron de multiplicidad y la

integracion, el 1, 2, 5, 6-tetrametoxi-4,8-bis-(4-metilbenceno)-naftaleno (1). Como se



puede apreciar, la molécula tiene un eje de simetria (C2), lo que significa que los
protones H-3 y H-7 son quimicamente equivalentes, lo mismo sucede con los protones
de los metoxilos en C-1y C-5 y los metoxilos en C-2 y C-6. Los grupos p-tolilo en C-4
y C-8 presentan el mismo comportamiento al ser quimicamente equivalentes debido al

eje de rotacion (C2) (figura 17).

Figura 17. Eje de rotaciéon C: para el compuesto 1.
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Espectro 1. Espectro de 1H de 1.



Desplazamiento

quimico H (8)

NUmero de Protén

Desplazamiento
quimico 13C (8)

NUmero de carbono

7.8 H-3y H-7 167.55 C2yC6
7.32 H-2" 164.79 ClyC+5
7.18 H-3" 143.15 C3ycC-7
3.85 (-OCH3)-2 y (-OCHz)-6 52.84 (-OCHz3)-2 y (-OCH3)-6
3.84 (-OCH3)-1 y (-OCH3)-5 52.77 (-OCH3)-1 y (-OCH3)-5
2.3 CHa-Ar 21.65 C-Ar

129.65 c2

124.43 c8

14151 c1”

130.03 c&

129.80 c3

Traslapado con C 2’

C-Fusionado

Los datos del espectro de RMN de *H ayudaron a proponer la estructura del 1, 2, 5, 6-

Tabla 1. Desplazamientos en RMN del *H y 13C del compuesto 1.

tetrametoxi-4,8-bis (4-metilbenceno)-naftaleno (1), los espectros de RMN de 3C,

DEPT y experimentos bidimensionales confirmaron la estructura propuesta (tabla 1).

En el espectro de 13C se observan 11 sefiales (la sefial para los carbonos de fusién

estan traslapados en 129.65 ppm con C 2"), mismas que coinciden con el nimero de

sefiales esperadas para el compuesto 1 (Espectro 2).




Figura 18. Compuesto 1

De las once sefales, cinco corresponden a carbonos cuaternarios (C-5, C-6, C-8, C1’
y C-4") y seis sefiales corresponden a metinos (C-7, C-2" y C-3") y metilos en C-4" y

metoxilos en C-5, C-6.

f1 (ppm)

T T T T T T
l 540 535 530 525 520 515 }

L :
AJ_L .

T T T T

T T T
131.0 130.0 129.0 128.0

“ f1 (ppm)

|l | N ‘ i

T T T T T T T T T T T T T T T T

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Espectro 2. Arriba espectro de DEPT; abajo espectro de 2C del compuesto 1.



En los experimentos bidimensionales HSQC y HMBC se pueden apreciar las
correlaciones heteronucleares entre *H y 3C a diferentes distancias de enlace, por
ejemplo, en el HSQC se observan correlaciones a un enlace, y con ello se puede
identificar que proton esta unido a cada carbono, por ejemplo la sefal del proton en
2.3 ppm correlaciona con la sefal de carbono en 21.65 ppm, por otra parte las sefiales
en 3.84 y3.85 ppm correlacionan con la sefial de carbono en 52.77 y 52.84 ppm,

finalmente las sefiales en 7.18 y 7.32 ppm tienen correlacion con las sefales de
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Espectro 3. Espectro HSQC del compuesto 1.
Carbono en 129. 65 y129.80 ppm (Espectro 3), como es de esperarse, en este
experimento no se observa ninguna correlacibn de los carbonos cuaternarios

(previamente identificados en el experimento DEPT).

Mientras que en el HSQC se observan correlaciones a un enlace, en el HMBC es
posible ver correlaciones proton-carbono a dos, tres, cuatro y hasta cinco enlaces de
distancia, esto es muy importante ya que permite establecer la conectividad de la
molécula, por ejemplo, a través de un seguimiento de las correlaciones de H-2" es

posible identificar a los carbonos C-3°, C-1" y C-7 (Espectro 4 y 5).



Figura 19. Interacciones entre los nucleos de 'H y 13C en el HMBC.

L | |

40

50

60

r70

80

90

1 (ppm)

100

r110

120

- - F130

L] 140

150

160

170

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

5.0
f2 (ppm)

Espectro 4. Espectro HMBC del compuesto 1.
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Espectro 5. Expansion del espectro HMBC del compuesto 1.

A la fecha, no se han encontrado reportes en la literatura de esta molécula, lo que

sugiere gue se trata de una nueva molécula aislada de Aristolochia orbicularis.
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Caracterizacion del compuesto 2-butoxietanol (2).

En la segunda cromatografia en columna de las fracciones 9-15 se aislé un compuesto
polar que fue arrastrado con acetato de etilo. Cabe destacar que debido a la poca
cantidad que se aisl9g, en los espectros de RMN se aprecian algunas impurezas, no
obstante, se pudo realizar la caracterizacién del compuesto aislado.

En el espectro de RMN de 'H se observan tres sefiales triples que tienen el mismo
valor de integracion en 3.72, 3.53 y 3.48 ppm, lo anterior es importante porque indican
gue se trata de protones base de oxigeno, ademas, el patrén de multiplicidad indica
que son vecinos a metilenos. Por otra parte, en el espectro de RMN de 13C se observan
seis sefiales, tres de estos carbonos aparecen en 61.70, 71.11 y 71.98 ppm,
desplazamientos caracteristicos para carbonos base de oxigeno, confirmando lo
observado en el experimento de protén. Ademas de los protones base de oxigeno, se
puede apreciar una sefial triple que integra para tres protones en 0.92 ppm, es decir,
el compuesto tiene un metilo terminal. Los datos de los espectros de RMN permitieron
proponer la estructura del 2-butoxietanol (2). Cabe destacar que estos datos coinciden

con los reportados en Sigma-Aldrich.?®



Desplazamiento Nimero de Protén Desplazamiento NUmero de carbono
quimico H (8) quimico 13C (8)
3.72 H-1 71.98 C-1
3.53 H-2 71.11 C-2
3.48 H-1 61.70 C-U
1.58 H-2" 31.71 Cc-2
1.37 H-3 19.21 C-3
0.92 CHs 13.96 c-4

Tabla 2. Desplazamientos en RMN del *H y 13C del compuesto 2.
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Espectro 6. Espectro de RMN del *H del compuesto 2.
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Espectro 7. Espectro de RMN de *3C del compuesto 2.

De acuerdo a lo encontrado en la literatura, el 2-butoxietanol es un liquido incoloro y
se utiliza fundamentalmente como disolvente en pinturas para superficies, como lacas,
esmaltes o pinturas de latex. También se utiliza en productos para limpiar metales y
en productos de limpieza doméstica.?®

La informacion descrita en la literatura para el 2-butoxietanol (2) refiere que este
compuesto no forma parte de los metabolitos en plantas. Hay una alta probabilidad de
que el compuesto 2 esté presente en los disolventes empleados en la cromatografia.
Cabe mencionar que en el laboratorio de Organica se emplean disolventes grado
técnico y que aunque son destilados antes de su uso en las cromatografias, es
evidente que no siempre se logran eliminar todas las impurezas ya sea por
contaminacion de los frascos utilizados, por una mala destilacibn o simplemente
porque los puntos de ebullicibn son muy cercanos que por destilacién simple no

pueden separarse.



Caracterizacion del compuesto 2-metilpropanoato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentilo
(3)
De las 119 fracciones que se obtuvieron en la primera separacion cromatografica del
extracto metandlico de Aristolochia orbicularis, en la fraccion 16 se aislé un compuesto
liquido que revel6 al UV (365 nm). En el experimento de RMN de 'H se observan en
4.12 y 3.77 ppm dos sefales dobles que integran para un proton cada una, ambas
seflales presentan una constante de acoplamiento geminal de 11 Hz y en el
experimento COSY muestran correlacion, lo anterior indica que se trata de dos
protones diasterotdpicos y por el desplazamiento quimico corresponden a protones
base de oxigeno. En 3.25 ppm aparece una sefial doble de dobles (J = 2.3y 6.1 Hz)
gue integra para un proton, el desplazamiento quimico corresponde a un protén base
de oxigeno y en el experimento COSY se observa una correlacion con una sefial doble
en 2.04 ppm, esta ultima sefial corresponde a un protéon de O-H. Cabe destacar que
por lo general no se observan acoplamientos entre protones unidos a oxigeno con
protones unidos a carbono, debido a la acidez de los protones de O-H. En 2.58 ppm
se observa una sefial septuple que integra para un proton, en el experimento COSY
se observa que la sefial en 2.58 ppm correlaciona con una sefial doble en 1.19 ppm
que integra para seis protones, con esta informacion se puede identificar el fragmento
2-metilpropanoato. En el experimento de 13C se observa una sefial para carbono de
carbonilo de éster en 177.44 ppm lo que confirma el fragmento 2-metilpropanoato. En
1.92 ppm del experimento de 'H se observa una sefial doble de septupletes que integra
para un proton, en el COSY, esta sefial correlaciona con la sefial del protén base del
O-H (3.25 ppm) y con las sefales dobles que integran para tres protones cada una en
0.97 y 0.96. Los protones diasterotopicos y la diferencia de desplazamiento de los dos
metilos dobles en 0.97 y 0.96 indican que el carbono que soporta al O-H es asimétrico.
El nGmero de sefiales en 13C (12 sefiales, dos de ellas base de oxigeno) y la sefial del
metileno en el experimento DEPT (71.57 ppm) confirman la propuesta del 2-

metilpropanoato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentilo 6 texanol (3).
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Espectro 8. Espectro de *H del compuesto 3.
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Espectro 9. Espectro COSY del compuesto 3.
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Espectro 10. Espectro de DEPT del compuesto 3.
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Espectro 11. Espectro de 13C del compuesto 3.

55




Desplazamiento Nimero de Protén Desplazamiento NUmero de carbono
quimico H (8) quimico 13C (8)
412 H-12 177.44 Cc=0
3.77 H-1b 79.52 C-3
3.25 H-3 71.57 C-1
2.58 H-2 39.46 C-2
2.04 O-H
1.92 H-4 34.34 C-2
1.19 H-2” 28.28 C-4
1,18 H-3" 23.74 c-4
1.09 H-4 22.21 C-2a
0.97 H-2a 20.61 C-2b
0.96 H-2b 19.23 c-2”
0.93 H-5 19.18 C-3
16.87 C-5

Tabla 3. Desplazamientos en RMN del *H y 3C del compuesto 3.

Aproximadamente el 84% de 3 se usa como coalescente dirigido a las pinturas de latex
en donde esta presente al 3% de concentracion. Aproximadamente el 14% de este
material se usa como intermediario quimico en sustancias usadas como plastificantes.
Cerca del 2% del material se utiliza para hacer colorantes, adhesivos, agentes en

Materiales de construccion, agentes limpiadores, fertilizantes, agentes para el

tratamiento de superficies, o como solventes.?’



De acuerdo a la informacion encontrada en la literatura, es poco probable que el
texanol (3) sea un metabolito de la Aristolochia orbicularis. En cambio, hay una alta
probabilidad de que haya estado como contaminante en el disolvente utilizado en las

cromatografias.
O OH

oy

3



Caracterizacion del compuesto dibutilftalato (4).

En todas las columnas cromatogréaficas que se habian realizado hasta ese momento,
consistentemente aparecia un compuesto al UV (254 nm) con un Rf = 0.5 (hexano-
AcOEt 6:4) que no se habia podido aislar en cantidades suficientes para su analisis
por RMN. Después de juntar la cantidad suficiente se le realizaron los experimentos
de RMN de 'H y 3C. Los datos de este compuesto revelaron que se trataba de un
éster del acido ftélico, el dibutilftalato (4).

En el experimento de RMN de *H se observa que alrededor de 7.6 ppm se encuentran
dos sefiales que integran para la mitad respecto a la sefial triple que se encuentra en
4.35 ppm. Por su parte, en el experimento de RMN de 3C se pueden apreciar tres
sefales para carbono en la regidon de arométicos (~130 ppm), lo anterior indica que
se trata de un anillo aromatico disustituido en orto y que los sustituyentes son idénticos,
otro patron de sustitucion o sustituyentes diferentes darian mas sefales para el anillo
aromatico. La sefial alrededor de 165 ppm fue clave para proponer la molécula del
ftalato y el nUmero de sefiales entre 10 y 70 ppm (4 sefiales) ayudd a proponer la
longitud de la cadena hidrocarbonada. Los patrones de desdoblamiento en *H son
consistentes para el ftalato 4. Los datos espectroscépicos coinciden con los reportados

en la literatura.?®
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Espectro 12. Espectro de *H del compuesto 4.
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Espectro 13. Espectro de 3C del compuesto 4.

Se sabe que los ftalatos o ésteres de acido ftalico son un grupo de compuestos
guimicos que cuando son afiadidas a los plasticos incrementan su flexibilidad. Uno de
Sus usos mas comunes es la conversion del PVC de un plastico duro a uno flexible.
Los ftalatos presentan una baja solubilidad en agua y alta en aceites, asi como una
baja volatilidad. Los ftalatos se usan también con frecuencia en los esmaltes de ufas,
adhesivos, masillas, juguetes de nifios y en la mayoria de los juguetes sexuales.

Si bien no ha sido posible crear un disefio experimental en un grupo control que esté
expuesto a los niveles de ftalatos que contienen los juguetes infantiles, en uso
constante, algunos estudios en animales han descrito efectos de tiroides, los ovarios,
los rifiones y la sangre. El departamento de salud y servicios humanos (DHHS) ha
determinado que es razonable predecir que los ftalatos son carcinogénos en seres
humanos.?®

En un reporte de la literatura®® se describe al dibutilftalato (4) como uno de los
componentes aislados de un extracto de Torreya grandis, una especie de conifera en
la familia de Taxaceae.

Dado que el compuesto 4 se encontr6 en varias de las columnas realizadas y
aparentemente sin relacion, llevé a pensar que se trataba de algiin contaminante y no
de un metabolito de la planta. Se realizé un andlisis cuidadoso de los disolventes
empleados y se encontr6 que en la destilacion del hexano se estaba usando una
manguera de plastico para la transferencia del destilado a los frascos de disolventes.
Para corroborar que la manguera era la fuente de contaminacion de los ftalatos, se
corté un pedazo de manguera y se coloco en un tubo de RMN, se le adicion6 CDClz y

posteriormente se le realiz6 un experimento de H, el experimento de protén reveld el
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mismo espectro del dibutilftalato (4) encontrado en la columna. Se eliminé la manguera
del destilador y con ello la fuente de contaminacion de los ftalatos. Lo anterior
demuestra que en el trabajo diario se pueden cometer errores que lleven a contaminar

las muestras y a realizar un mal analisis.

O
O/\/\
O~
O
4
Desplazamiento Nimero de Protén Desplazamiento NUmero de carbono
quimico H (8) quimico 13C (5)
7.65 H-2 167.87 Cc=0
7.55 H-3 133.43 C-1
4.31 H-1 131.94 C-3
1.73 H-2 128.87 C-2
1.44 H-3’ 66.22 Cc-U
0.98 H-4 30.64 Cc-2
20.03 C-3
13.89 c-4

Tabla 4. Desplazamientos en RMN del *H y 3C del compuesto 4.



Caracterizacion del compuesto 10-amino-3,4,8-trimetoxifenantreno 6 taliscanina (5).

De las 119 fracciones que se obtuvieron en la primera separacion cromatografica del
extracto metandlico de Aristolochia orbicularis, se juntaron las fracciones 63-71 para
una segunda purificacion por cromatografia en columna. Después de la separacion
cromatografica, se aislé un compuesto de color amarillo con un punto de fusion de
272° C, que revel6 al UV (380 nm) y por calcinacidon con sulfato cérico amoniacal.
Cabe destacar que las soluciones de este compuesto muestran fluorescencia en la
camara de ultravioleta. Una vez aislado el compuesto puro, se concentré a alto vacio
y se procedio a realizar su caracterizacion por resonancia magnética nuclear (RMN) e

infrarrojo (IR).

En el espectro de RMN de 'H (DMSO, 400 MHz) se observan nueve sefiales
(Espectro#), una de las cuales aparece en 10.83 ppm como una sefial simple que
integra para un proton, el desplazamiento quimico, la multiplicidad y la integracion
sugieren que se trate de un protdn &cido, probablemente unido a nitrégeno (N-H). Por
otra parte, las cinco sefiales que se observan en 8.75, 7.88, 7.52, 7.43 y 7.22 ppm,
presentan desplazamientos caracteristicos de protones aromaticos, cada una de estas
sefiales integran para un proton. Por ultimo, en 4.05, 4.02 y 3.99 ppm se encuentran
tres sefales simples que integran para 3 protones cada una, el desplazamiento
guimico corresponde a protones base de oxigeno, es decir, la molécula tiene 3 grupos
metoxilo (-OCHs).

Trabajos previos en extractos de la familia de las Aristolochias han identificado un
pequefio grupo de aporfinoides que contienen un croméforo fenantreno y que se
identifican como aristolactamas. A la fecha, se han identificado 45 aristolactamas y

pueden estar di, tri, tetra y penta sustituidas (figura20).3!
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Espectro 14: Espectro de 'H del compuesto 5.
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Con lo reportado en la literatura y con los datos de los espectros de RMN fue posible
proponer la estructura de wuna Aristolactama, la lactama 10-amino-3,4,8-

trimetoxifenantreno (5).

Los patrones de multiplicidad de los protones arométicos fueron determinantes en la
propuesta de la estructura (figura 21). La sefial en 7.52 ppm (H-6) presenta una
multiplicidad de doble de dobles con constantes de acoplamiento caracteristicas para
protones en orto (8 Hz), esta multiplicidad se debe a los acoplamientos con los
protones H-5y H-7. Estos acoplamientos se pueden observar en el experimento COSY
(Espectro 17), el protén H-5 muestra una interaccion con H-6 y a su vez, H-6 muestra

una interaccion con H-7.
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Espectro 15: Expansion del espectro de *H del compuesto 5.

Los espectros de RMN de 13C y los experimentos bidimensionales e IR confirmaron la

estructura (tabla 5). En el espectro de RMN de 3C se observan 18 sefales, mismas



que coinciden con el numero de sefiales esperadas para el compuesto 5
(Espectro 16).
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Figura 21. Compuesto 5
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Espectro 16: Espectro de 13C del compuesto 5.



Desplazamiento quimico *H Ndmero de Desplazamiento quimico *C Nimero de

®) Proton 3) carbono
DMSO-d6 DMSO-d6
7.88 H-2 110.32 C-2
7.22 H-5 108.27 C-5
7.52 H-6 125.74 C-6
8.75 H-7 119.27 C-7
7.43 H-9 97.93 C-9
4.05 -OCHs-3 59.98 -OCHs-3
4.02 -OCHs-4 57.00 -OCHs-4
3.99 -OCHs-8 55.91 -OCHs-8
10.83 NH-10 134.68 C-10
168.33 Cc=0
155.31 C-8
154.31 C-4
150.61 C-3
119.94 C-42
- 122.74 C-10 a
126.72 C-4°
124.80 c-82
121-61 c-1

Tabla 5. Desplazamientos en RMN del *H y 3C del compuesto 5.
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Experimento 17. Espectro COSY del compuesto 5.

Una vez que los experimentos de *H y COSY permitieron identificar a los protones H-
5, H-6 y H-7, con el experimento HSQC (Espectro 18) fue posible asignar a los
carbonos unidos a estos protones. Ademas, este experimento permitio identificar a los

carbonos cuaternarios.
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Espectro 18: Espectro HSQC del compuesto 5.



A través del experimento HMBC fue posible asignar la totalidad de las sefales de
carbono, por ejemplo, la sefial simple en 7.88 ppm de *H presenta correlacién con la
sefial en 168.33 ppm de 3C y que corresponde al carbono del carbonilo de la amida,

de esta manera es posible asignar la sefial en 7.88 ppm al protén H-2.

Cabe destacar que aungue la molécula de la taliscanina esta reportada en la literatura,
no fue posible comparar los desplazamientos quimicos de la molécula aislada debido
a que estos desplazamientos no fueron encontrados en las referencias citadas. Sin
embargo, con los datos de los experimentos de RMN fue posible proponer con certeza

la estructura de la taliscanina.
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Espectro 19: Espectro HMBC del compuesto 5.
El espectro de infrarrojo para la taliscanina muestra las bandas de vibracion

caracteristicas para los enlaces N-H en 3200 cm* y C=0 de la amida en 1680 cm™,

también es posible observar la banda caracteristica para éteres C-O-C en 1050 cm-?.



Absorban

Espectro 20: Espectro IR del compuesto 5.
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Caracterizacién del compuesto 5-(hidroximetil)-furfural (6).

En el crudo metanolico de Aristolochia orbicularis se obtuvo un residuo de consistencia
pastosa de color café, a este residuo se le realiz6 una purificacién por cromatografia
en columna. En las fracciones 13-15 de la columna cromatogréfica se aislaron 30 mg
de un compuesto color naranja, que revel6 al UV (254 nm) y por calcinacion con sulfato
cérico amoniacal. Una vez que se aislo el compuesto puro se llevo al alto vacio y se
procedid a realizar su caracterizacibn por las espectroscopias de resonancia

magnética nuclear e infrarrojo.

En el espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) se observan cinco sefales (espectro
21), una de las cuales aparece en 9.58 ppm como una sefial simple que integra para
un proton y que en el experimento HSQC muestra una correlacion con el carbono en
178 ppm, es decir, se trata de un aldehido (-CHO). Por otra parte, las dos sefiales
dobles en 7.23 y 6.53 ppm (J= 2.5 Hz) y que integran cada una para un proton son
caracteristicas de protones aromaticos de furano, lo anterior concuerda con las cuatro
sefiales entre 110 y 160 ppm en el experimento de '3C. La sefial simple que se
encuentra en 4.72 ppm integra para dos protones; este desplazamiento es
caracteristico para protén base de oxigeno y en el experimento HSQC correlaciona
con un carbono de metileno. Con esta informacion es posible proponer la estructura

del 5-(hidroximetil)-furfural.

Figura 22. 5-(hidroximetil)-furfural
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Espectro 21. Espectro de 'H del compuesto 6.

Los espectros de RMN de 3C, HSQC e IR confirmaron la estructura del 5-
hidroximetilfurfural (6) (tabla 6). En el espectro de RMN de '3C se observan seis
sefiales, mismas que coinciden con el nimero de sefiales esperadas para este
compuesto (Espectro 22) y con el experimento HSQC (Espectro 23) fue posible
asignar a los carbonos C-3, C-4, C-5a y al carbono del aldehido por las correlaciones

con sus protones, ademas se identificaron a los carbonos cuaternarios C-5y C-2.

T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Espectro 22. Espectro de *3C del compuesto 6.
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Espectro 23. Espectro HSQC del compuesto 6.

En el espectro de IR es posible observar las bandas de vibracién para los enlaces O-
H en 3300 cm y C=0 en 1690 cm?, caracteristico para aldehidos aromaticos. Cabe
destacar que el espectro de infrarrojo para este compuesto concuerda con el reportado

en la literatura *.

Espectro 24. Espectro IR del compuesto 6.



Desplazamiento quimico *H NUmero de Desplazamiento quimico 2C Namero de
©) Protén ®) carbono

7.23 H-3 152.44 C-2
6.53 H-4 123.25 C-3
4.72 H-52 110.18 C-4
9.58 -CHO 160.95 C-5
3.01 -OH 57.70 Cc-58

177.90 C=0

Tabla 6. Desplazamientos en RMN del *H y 13C del compuesto 6.

Al 5-(hidroximetil)-furfural se le conoce comunmente como HMF o hidroximetilfurfural,
es un compuesto formado durante la descomposicién térmica de los glucidos. El HMF
se ha encontrado en alimentos procesados, leche, jugos de frutas, bebidas alcohdlicas,

miel, etc. 3> Ademas, reportes recientes indican que el HMF también se encuentra en

los cigarrillos y que es carcindégeno.




Caracterizacion de la sacarosa (7).

Del mismo residuo del que se aisl6 al HMF, y en una segunda cromatografia de las
fracciones 3-8 se aislé un compuesto de color @mbar que revel6 al UV y por calcinacion
con sulfato cérico amoniacal. Una vez aislado el compuesto puro, se llevé al alto vacio

y se procedio a realizar su caracterizacion por resonancia magnética nuclear (RMN).

Los datos obtenidos de los experimentos de 'H y 3C indican que se trata de la
sacarosa, ya que presentan los patrones caracteristicos para este glucido (azucar). En
el espectro de RMN de 'H (CD30D, 400 MHz) destaca la sefial doble (J= 3.8 Hz) que
integra para un protén en 5.39 ppm y que corresponde al protdn cetélico de la fraccidén
de la glucosa (Espectro 25). Los glucidos son biomoléculas compuestas por carbono,
hidrogeno y oxigeno, que generalmente tienen sabor dulce. En particular, la sacarosa
es un disacéarido formado por una molécula de glucosa y una de fructosa, que se

obtiene principalmente de las plantas (cafia de azlcar o de la remolacha azucarera).®?
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Espectro 25. Espectro de 'H del compuesto 7.

En la RMN de '3C se observan las 12 sefiales de carbono que se esperan para la

sacarosa, de las cuales con la ayuda del experimento DEPT se asignaron los carbonos



de los acetales en 105.37 ppm y 93.71 ppm, el primero de ellos corresponde al acetal
de la fraccion fructuosa y el segundo al carbono del acetal de la fraccidon glucosa
(Espectro 26).

OH

HO OH
HO

OH
OH

Figura 23: Compuesto 7
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Espectro 26. Espectro de 2C del compuesto 7.
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En la Tabla 7 se muestra una comparacion de los desplazamientos quimicos de 3C
experimentales con los reportados en la base de datos SDBS. Las pequefias

diferencias en los desplazamientos quimicos se deben a los disolventes deuterados

empleados.
Ndmero de carbono Desplazamiento quimico de la Desplazamiento
base de datos SDBS/ppm experimental/ppm

D20/400MHz CD30D/400MHz

C-1 104.71 105.37

C-2 93.20 93.71

C-3 82.42 83.80

C-4 77.51 79.44

C-5 75.09 75.77

C-6 73.68 74.69

C-7 73.44 74.46

C-8 72.14 73.25

C-9 70.31 71.40

C-10 63.44 64.13

C-11 62.46 63.45

C-12 61.24 62.28

Tabla 7. Desplazamientos en RMN de 3C del compuesto 7.



Elucidacion estructural del propilenglicol (8).

OH

_on

8

En las dltimas fracciones polares se aisld6 un compuesto que de acuerdo a los
espectros de RMN de 'H ,13C y experimentos bidimensionales se identific6 como el
propilenglicol (8). En el espectro de H se aprecian cuatro sefiales, destaca la sefial
doble que integra para tres protones en 1.11 ppm con una J=4 Hz, y que corresponde
al metilo, esta multiplicidad se debe a los acoplamientos con los protones H-3 y H-2.
Estos acoplamientos se pueden observar en el experimento COSY (Espectro 29), el
proton H-2 muestra una interaccion con los protones H-12 y H-1° y a su vez, H-2
muestra una interaccion con H-3. El protén del metino se observa como una sefal
multiple en 3.89 ppm y los protones diasterotopicos del metileno aparecen en 3.61 y
3.38 ppm. En el espectro de 3C se observan tres sefiales, dos de ellas corresponden
a los carbonos base de oxigeno se encuentran en 68.26 y 68.04 ppm, la sefal
correspondiente al metilo aparece en 18.84 ppm. Las dos sefales que se observan

de mas en el espectro corresponden a impurezas presentes en esta muestra.

A través de un seguimiento mediante HSQC es posible identificar a los carbonos C-1,
C-2y C-3. Enlatabla 8 se muestran los desplazamientos quimicos del 'Hy 13C para
este compuesto. Cabe destacar que los datos espectroscépicos coinciden con lo

reportado en la literatura.®*
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Espectro 27. Espectro de 'H del compuesto 8.
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Espectro 28. Espectro de 2C del compuesto 8.
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Espectro 29. Espectro de COSY del compuesto 8.
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Espectro 30. Espectro de HSQC del compuesto 8.
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Desplazamiento Nimero de Protén Desplazamiento NUmero de carbono
quimico H (5) quimico 3C ()
3.61 H-12 68.04 C-1
3.38 H-1° 68.26 C-2
3.89 H-2 18.84 C-3
111 H-3

Tabla 8 . Desplazamientos en RMN de 13C del compuesto 8.

De acuerdo a la literatura, * El propilenglicol conocido también como el 1,2-
dihidroxipropano es un liquido aceitoso, incoloro, insipido e inodoro, completamente
miscible con agua, se obtiene por hidratacion del 6xido de propileno y no presenta
riesgo a la salud humana. Entre sus aplicaciones mas comunes se encuentra que es
estabilizador de espumas en cremas de afeitar, solventes para tintas de impresion,
agente humectante para resinas naturales, Importante solvente para aromas en la
industria de saborizantes concentrados y alimentos, Agente de acoplamiento para la
elaboracion de filtros solares, champus, cremas para afeitar y otros productos

similares, entre otras aplicaciones.

El propilenglicol también ha demostrado ser un tratamiento muy efectivo para el control
de la cetosis en el ganado®® , y ha sido aprobado por la FDA para esta aplicacion,

también posee actividad actimicrobiana.

No hay reportes en la literatura acerca de que el propilenglicol (8) sea un metabolito
en plantas. Es factible considerar que el compuesto 8 sea un contaminante presente

en los disolventes empleados.


https://es.wikipedia.org/wiki/Propileno

IX. CONCLUSIONES

e El fraccionamiento del extracto metandlico de Aristolochia orbicularis, permitio
el aislamiento de 8 compuestos, de los cuales 4 son metabolitos secundarios

pertenecientes a la especie vegetal.

e Los metabolitos mayoritarios encontrados en el extracto de Aristolochia

orbicularis son: un disacérido; sacarosa y una aporfina; taliscanina.

e Con la utilizacion de las técnicas de RMN de 'H y 13C se lograron elucidar las

estructuras quimicas de los 8 compuestos de los cuales 1 es novedoso.

e Laaportacion mas relevante de este trabajo es el aislamiento del diarilnaftaleno
(1) que no ha sido descrito en la literatura, y este es el primer trabajo que

describe su estructura molecular.
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