UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

DERIVADOS DE LA TECOMINA (ALCALOIDE
MAS ABUNDANTE DE Tecoma stans Juss.) CON

POSIBLE ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE.

I E S I S

SONIA  GPE. ZAMORA COSSIO

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

1.9 7.9



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



cunaZZsls L8377
voa_ti-T. B ZXTILE

PHGHA

cRed




PRESIDENTE: PROF. BERTHA SOTO DE VILLATORO.
VOCAL: PROF. CONSUELO HIDALGO MONDRAGON.

JURADO ASIGNADO SECRETARIO: PROF. JUAR JOSE MANDOKI W.

SRAFIRE L ler. SUPLENTE: PROF. JUANA LETICIA RODRIGUEZ.

2do. SUPLENTE: PROF. CRISTINA DIAZ PADILLA,

ESTA TESIS SE REALIZO EN EL DEPARTAMENTO DE
FARMACIA Y PRODUCTOS NATURALES DE LA DIVISION
DE ESTUDIOS SUPERIORES DE LA FACULTAD DE -
QUIMICA, U,N.A,M,

SUSTENTANTE

£ o

=~

|

=

SONIA GUADALUPE ZAMORA COSSIO

ASESOR DEL TEMA




A MIS PADRES

Enrique Zamora Garcia y

Flor de Ma. Cossio De Zamora

Con inmenso amor y gratitud eterna,

A MIS HERMANOS

Enrique, Ricardo y Conchita
Con el carifio que siempre nos
ha unido.



A LA MAESTRA

Bertha Soto de Villatoro

A quien debo la direecidn de
este trabajo.

AL H, JURADO EXAMINADOR, "

A MI FACULTAD DE QUIMICA.



A MI NOVIO
Guido Reni Cuevas Lujano
Por su comprensidén y carifio.



SUMARIO:
1.~ Introduecién.
2,- Parte tedrica,
3.~ Parte experimental.
4,- Conclusiones.
5.— Bibliografia.



INTRODUCCION

Desde tiempo inmemorial la humanidad se ha visto -
azotada por una de las enfermedades mas temibles como es la
Diabetes, por lo cual los hombres de ciencia no han descansa
do en la bisqueda de medicementos que ayuden a controlarla,
por lo que se marcd un acontecimiento importante en la histo
ria del tratamiento de la Diabetes con el descubrimiento de
la Insulina y posteriormente, con la introduccidén de agenics

hipoglucemiantes orales como son las sulfonilureas.

Dado que las propiedades farmacoldgicas de una sus
tancia estdn condicionadas por sus propiedades fisicoquimicas
decidimos encaminar el presente estudio a sintetizar deriva-
dos de la Tecomina (alcaloide mas abundante de Tecoma stans
Juss.), que fuesen mas activos y mas estables que el alcaloi
de como base libre, el cual, es un potente agente hipogluce-

miante.

Entre las propiedades fisicoquimicas mas importan-
tes y susceptibles de modificar fdcilmente tenemos, la solu-
bilidad en 1ipidos y agua, que nos dd4 un determinado coefi-
ciente de distribucidén lipido/agua, que se ve afeetado por -
la polaridad y el grado de ionizacidn de las sustancias, y -
por consiguiente influye en su absoreidén, distribucién y eli
minacién. Por lo tanto, dicho coeficiente debe ser de un va-
lor tal, que favorezca la absorcidén 6 eliminacidén del compues

to, de tal forma que se obtenga la mayor efectividad,

Como nuestro fdrmaco es activo por wia oral, y sa-
bemos que tanto la mucosa gdstrica como el epitelio del in-
testino son relativamente permeables & la forma no ionizade
de los férmacos, mediante un proceso de difusidén simple, es

necesario encontrar leos derivados gue tengan la mayor proba-
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bilidad de reunir estas propiedades, necesarias para peder -
eobtener un cempuesto farmaceldégicamente mas active y a la vez,
peder encontrar posteriormente, la forma farmacéutica mds ade

cuada.

Actualmente se encuentran en el comercio las siguien
tes sulfonilureas: Tolbutamida, Acetohexamida, Telazamida y -

Clerpropamida, las cuales, tienen las siguientes férmnulas es-

tructurales:
TOLBUTAHIDA
GRS SR S
(@)
ACETOHEXAMIDA
H3C— so_,v//—c—/vH—< >
3 C ;3-—425:::>r- > é;
< TOLAZAMIDA
g ==
#yc L _ =5, iz 7 N H
CLORPROPAMIDA

_wh—(cH) —CH.
Co—qy—sg-wh= G HH = CHE

Ias sulfenilureas actdan estimulande a las células
beta del pdncreas a preducir insulina, y por le tante, estas
sustancias son ineficaces en el sujeto humano privade del —
péncreas y en les pacientes con diabetes juwenil, en los que

el pédncreas ha perdide la capacidad de secretar insulina,

Tas sulfonilureas son abserbidas a través del con-

ducte gastrointestinal, y son eficaces por via eral. Ia dife
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rencia mas importante entre ellas para uso clinico, estd en
la duracién de la accidn, la cual es la siguiente en orden -
creciente: Tolbutamida, Acetohexsmida, Tolazamida y Clorpro-

pamida,

Tolbutamida: Se descubre en la sangre 30 minutos después de
su administracién y alcanza la concentracidén mdxima en 3 a 5
horas., E1 tiempo de actividad media de una sola dosis es de

5 horas,

Acetohexamidas Se absorbe rdpidamente y su mdxima actividad

se observa unas 3 horas después de su ingestidn. Ia2 duracidn
total de la accidén es de 12 a 14 horas, y su tiempo de acti-
vidad media es de 80 minutos.

Tolazamida: Se absorbe lentamente, el comienzo de la accidn
ocurre en 4 a 6 horas y persiste en grado apreciable hasta
unas 15 horas después de su administracidn.

Clorpropamida: Se absorbe rdpidamente, no se altera metabdli
camente en grado apreciable y se excreta muy lentamente en -
forma inalterada, El tiempo de actividad media de una sola -
dosis es de unas 36 horas, o sea, unas 7 veces mas que la de

la Tolbutamida,

Bn general, la probabilidad de éxito com un agente
hipoglucemiante oral, guarda una relacidén inversa con la do-
sis de insulina requerida para mantener al paciente dentro -
de limites normales., Cuando la necesidad de insulina excede
de 40 unidades diarias, las posibilidades de éxito son rela-
tivamente bajas. El candidato adecuado para las sulfonilureas
no estd determinado por la edad del paciente, sino por la -

edad en que se presenta la diabetes.

Cuando la diabetes se ha presentado durante un lap
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so prolongado, responde menos & las sulfonilureas.

Tos diabéticos cuya enfermedad es inestable y pre-
dispuestos a la cetoacidosis, han empezado por lo regular a
sentir su diabetes antes de los 30 afios de edad, pero sea -
cualquiera la edad del comienzo, en la diabetes cetoaciddsica
inestabile, con las sulfonilureas no se obtiene el convenien-
te control. Estos pacientes requieren insulina y los inten-
tos para controlarlos con t?atamiento oral, estdn condenados

al fracaso.

No hay dosificacién fija de sulfonilurea aplicable
& la diabetes, El tratamiento se gufa por la respuesta del -
paciente, la cual debe ser vigilada con frecuencia por deter
minaciones quimicas del niwvel de glucosa en sangrels, pues -
la demanda del medicamento cambia de tiempo en tiempo. Cuan-
do se administra una dosis diaria total mayor que la requeri
da para mantener al paciente dentro de limites normales, no

se observa una mayor actividad hipoglucemiante,

Ia diabetes leve, no tratada con anterioridad o cu
Yo requerimiento de insulina es menor de 20 unidades diarias,
puede ser tratada en seguida con la dosis ordinaria del agég_
te hipoglucemiante oral elegido, descontinuando al misme ——
tiempo la insulina, Después se ajusta la dosis,.hacia arriba

6 hacia abajo, segln la respuesta del paciente.

Con el uso de cualquiera de las sulfonilureas pue-
de haber hipoglucemia, pero es mds frecuente en los pacien-
tes que toman Clorpropamida. Ia mayor parte de los trastor-
nos que se producen son atribuifbles a los mismos factores que
obran en pacientes que reciben insulina como son: dosifica-

cién alta e irregular, ingestidn retrasada o insuficiente de
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alimentos. Entre las sustaneias que potencian la accidén hipo
glucemiante de las sulfonilureas tenemos: el alcohol etilico,
los salicilatos, la fenilbutazona, los inhibidores de la mo-

noaminocoxidasa y las sulfonamidas,

El otro tipo de agentes hipoglucemiantes ofﬁles que
se encuentran en el comercio son las biguanidas, de las cua-
les la Penformina es el nico preparado disponible y cuya fér

mula estructural es la siguiente:

— NHC—NA
L H>-CHly= CHy— WHEC — NHS z
NH N H

El mecanismo de accidén de la Fenformina aidn no se
conoce, puesto que no hay estimulacién directa en el pdncreas
que traerfa como consecuencia un cambio en la morfologia de
Jas células beta, con un aumento de insulina que provocaria

como consecuencia, la hipoglucemia.

In vitro, la Penformina en dosis relativamente gran
des, aumenta la utilizacidn de la glucosa por acrecentar la
glucdélisis anaerobia, pero este efecto no explica la influen
cia beneficiosa que el agente tiene sobre las aberraciones -
metabdlicas de la diabetes.

In vivo, este fdrmaco promueve la glucdlisis requi
riendo la presencia de insulina, tanto si se suministra de -
fuente enddgena (como en el paciente diabético de comienzo -
en la madurez), como de fuente exdgena (como en el diabético

propenso a la cetoacidosis).

Ia Penformina se absorbe en cantidad suficiente en
el conducto gastrointestinal y su accién dura entre 6 y 14 -

horas. Ios sujetos diabdticos con grave insuficiencia renal
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é con insuficiencia cardiaca congestiva no son candidatos --

convenientes para el tratamiento hipoglucemiante oral.

El uso conjunto de sulfonilurea y fenformina reaul
ta eficaz en muchos diabéticos de comienzo en la madurez que
no responden & uno solo de los dos agentes orales, pero un -
paciente gue presenta cetoacidosis nunca deberd ser tratado

con sulfonilurea sola o con fenformina sola.

Podemos concluir que estos fdrmacos disminuyen la
fijacién de la insulina en la sangre y, la inapropiada secre
cién de insulina por el pdncreas del adulto diabético, ambas
acciones de fundamental beneficio para el estado de la diabe

tes.

Debido a estos inconvenientes que hemos sefialado,
podemos observar que es necesario seguir buscando nuevos me-

dicamentos que sean eficaces para controlar la diabetes.

PARTE TEORICA

Ia planta vulgarmente llamada "fronadora"™, ha sido
utilizada por el pueblo mexicano como agente hipeglucemiante
desde hace mucho tiempo y fué estudiada primero por Boorsma
en 18992, y posteriormente por Hammouda y colaboradores en -
19597,

El nombre cientifico de ésta planta es Tecoma stans
Juss, y pertenece a la familia de las Bignonidceas. Se han -
aislado de ella los siguientes alcaloides: Tecomina, Tecosta
nina, 4-noractinidina, N-normetil skitantina, Boshniakina y

dos alcaloides que son alcoholes terciaries.

Estos alcaloides fueron aislados de la fraccidn vo

14til (punto de ebullicidén 80 - 120 °C a 1 mm) del extracto
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total bdsico de la planta y fueron separados por una combin2
cidn fraccional como picratos, columna cromatogrdfica sobre

Florisil y placa preparativa.

1as férmulas estructurales de todos ellos y sus --

constantes son las siguientes:
Tecomina: 4}3
CH

3
Ac

N
|

CHj3
Alcaloide liquido, inestable, aislado por Y. Hammou
da y M.M. Motawi, con punto de ebullicién de 125°/0.1 mm, -

[<]2% - a75°

Tecostanina:

H O H,c CH,
N
I
CHs
Este alcaloide fué aislado por Y. Hammouda, M. Plat
y J. le Men, Con F“i]%? = 0°. No es hidrogenahle catalftica-

mente.

B.M. Dickinson y G. Jones aislaron los siguientes

cinco alcaloides:

4-noractinidina:

CH3
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Su picrato tiene un punto de ebullicién de 135-137
O°C y la base libre tienel}<7g4 + 3°.

N-normetil skitantina:

/{3C CHs

N
H

Este alcaloide tiene un punto de ebullicidén de 125-
130 °c/13 mm,[~i]§2 + 359 y su picrato tiene un punto de fu-
sién de 179-180 °cC.

Boshniakina;

Su semicarbazona tiene un punto de fusidén de 217-

22Q °c.

Aleohol terciario:

Ho.
AQC CH,
N
&4,
Su picrato tiene un punto de fusién de 170-170.5 ©°C
¥ la base libre regenerada del picrato puro y sublimada a —-

110 °C/0.25 mm, tiene un punto de ebullicidén de 91-92 °c.
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Kl cohol terciario:

CH
AyC on
N
CHy
Ia base libre tiene un punto de fusidén de 87-94 °C

y su yodometilato tiene un punto de fusién de 310-312 ©°C.

El alcaloide mas abundante de esta planta es la Te
comina, que como Citrato ha sido ensayado farmacoldgicamente,
encontrando que como hipoglucemiante oral es cinco veces m&s
activo que la Tolbutamida, medicamento especifico de uso ac-
tual, como puede verse en la descripecidén del efecto antidia-
bético. Por esta razén, decidimos aislar una cantidad consi-
derable de este alcaloide, con el objeto de sintetizar no so
lo el Citrato y comprobar lo informado en la bibliografiae,
aino obtener derivados con posibilidad de ser mas activos --

ain, que este alcaloide.

DESCRIPCION DEL EFECTO ANTIDIABETICO DE TECOMINA ¥ TECOSTANI
NA REPORTADO EN LA BIBLIOGRAFIA.

las propiedades hipoglucémicas de;_gitrato de Teco
mina y Clorhidrato de Tecostanina sobre el mivel de glucosa
en sangre de animales en ayunas, tolerancia a la gluceosa, en
conejos diasbetizados con aloxana y en conejos pancreatectomi
zados, se describe en este estudio, el cual fué realizado pa
ra determinar las propiedades hipoglucémicas de los dos alca
loides, y para determinar el posible mecanismo por el cual -

producen este efecto.
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ANIMALES EN AYUNAS.-

Tos conejos usados en este estudio ayunaron por 12

a 18 horas entes del experimento.

Yos fdrmacos se disolvieron en solucién salina fi-
sioldgica y se administraron intravenosamente u oralmente.

Ios resultados se dan en la siguiente tabla:
TABLA # 1.
NIVEL DE GLUCOSA EN SANGRE, mg/100 ml.

Horas des Citrato de Tecomina. Pecostanina HCL Polbutamida.

pués de - Oral. i.,v. Oral i.v. Oral, 250
su admén. 50 ———-mg/Kg—— 20 50 —mg /kg—— 20 mg /K&
V] 107.3 98.3 110.0 104.9 100.1
2 101.3 61.5 102.6 67.7 86.3
3 83.6 55.3 75.3 60.3 79.1
4 64.5 60.7 54.3 59.5 78.6
5 49.7 73.3 959.6 T0.1 83.3
6 53.6 80.2 81.1 79.7 89.5

Es claro por la tabla que ambos alcaloides son po-
tentes agentes hipoglucemiantes, produciendoc severas reduceio
nes en la glucosa de la sangre de animales en ayuno cuando -
se administraron dosis de 20 mg/kg intravenosamente é 50 mg/Kg
oralmente. Cuando se administrd intravenosamente el efecto -
hipoglucémico méximo se alecanzé mas pronto que cuando se ad-
ministré oralmente en altas dosis. Esto es de esperarse ya -
que los fdrmacos son absorbidos del tracto gastrointestinal
cuando se dan oralmente. Ia absorcidén del tracto gastrointes
tinal se pudo contar por 1 ¢ 2 horas cuando el fdrmaco se ad
ministré oralmente.
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Cuando se administrd intravenosamente el efecto al
cenzd un mdximo sobre la glucosa de la sangre, después de 3
horas y 14 minutos para el Citrato de Tecomina y después de

3 horas y 23 minutos para el Clorhidrato de Tecostanina.

Algunos animales mostraron coma hipoglucémico en -

lo médximo del efecto hipoglucémico.

TOLERANCIA A LA GLUCOSA.-

Ios conejos usados en este estudio ayunaron por 12
horas antes de empezar el experimento. ILos fdrmacos se disol

vieron en solucién salina fisicldégica, se inyectaron intrave

nosamente seguidos después de 40 minutos con 3g de glucosa,
como una solucidn al 5%. Ios resultados se muestiran en la si

guiente figura.

RESULTADOS DE TOLERANCIA A LA G-LUCOSA
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Como podemos observar, tanto el Citrato de Tecomina
como el Clorhidrato de Tecostanina en la dosis usada de 20 mg/
Kg, redujeron el tiempo necesario para que la glucosa de la -
sangre regrese al nivel normal de cerca de 3.5 a 2.5 horas,
Fué estadisticamente significativa la diferencia entre los va
lores control y los obtenidos con cualquiera de los dos fdrma

cos a las 3.5 horas después de la administracidén de glucosa.

CONEJOS PANCREATECTOMIZADOS.-

Después de la completa pancreatectomizacidén, los -

conejos desarrollaron hiperglucemia en 24 horas.

Después de establecer la hiperglucemia y que se pro
dujo la glucosuria, se inyectd intravenosamente 20 mg/Kg de
Citrato de Tecomina y 20 mg/Kg de Clorhidrato de Tecostanina.
Ias muestras de sangre fueron recogidas 3 horas después, ya
que las sales alcaloidales dieron un efecto hipoglucémico -—-
méximo en este lapso, cuando se administraron intravenosamen

te, (Ver tabla # 1), y se ensayé su contenido de glucosa.
ILos resultados obtenidos se muestran en la tabla # 2.
TABLA # 2.

EFECTO DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE CITRATO DE TECOMINA Y
CLORHIDRATO DE TECOSTANINA SOBRE GLUCOSA EN SANGRE DE CONEJOS
PANCREATECTOMIZADOS.

Sustancia Dosis Via. Aszdcar en sangre, mg/100 ml
administrada. mg/Kg Inicial Méxima. p
Citrato de 20 i, v, 257 238 0.2-0.5
Tecomina,

Tecostanina 20 i.ve. 301 264 0.1-0.2

HCL
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Podemos observar en la tabla # 2, que los dos alca
loides no son significativamente efectivos en reducir la glu
cosa en la sangre de los conejos pancreatectomizados, ya que
la diferencia entre los tratados y el control no es estadis-

ticamente significatiwva,

También se administraron dosis de 50 mg/Kg y fue-
ron capaces de producir reduccidn estadfsticamente significa

tiva en los animales pancreatectomizados.

DIABETES ATLOXANICA.-

Cone jos diabetizados con aloxana, con glucosa en -
la sangre arriba de 250 mg/Kg y exhibiendo glucosuria, fueron

preparados para este estudio.

Ias dos sales alealoidales se inyectaron intraveno
samente disueltas en solucidén salina isotdénica. Tres horas -
mas tarde se colectaron las muestras y se ensayaron para re-
duccidn de glucosa, Solamente ocho animales se usaron en es-—
te estudio, 4 controles con solucidn salina y 4 experimenta-
les. Ios resultados se dan en la tabla # 3.

Es evidente en la tabla, que tanto el Citrato de -
Tecomina como el Clorhidrato de Tecostanina, en la dosia dia
ria de 20 mg/Kg, fueron efectivos en reduecir la hiperglucemia

producida por aloxana a casi niveles normales,

Debe hacerse hincapié que los cuatro controles mu~
rieron después de los 23, 27, 29 y 33 dias, posteriores a la
administracién de aloxana, mientras que los animales del ex-—
perimento vivieron 45 dias después, cuando el experimento se
termind.
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TABLA # 3.

EFECTO DE CITRATO DE TECOMINA Y CLORHIDRATO DE TECOSTANINA SO-
BRE EL NIVEL DE GLUCOSA EN SANGRE DE CONEJOS DIABETIZADOS CON

ATLOXARNA.
Nivel de Glucosa en sangre, mg/100 ml.

Dias después de aloxana.

Sustancia Conejo Antes de Después de

administrada. niémero: aloxana: &aloxana: 16 22 45

Solucién sali

na (control). 1-4 103.7 275.6 289.7 310.0 131.3

Citrato de Te-

comina 20 mg/Kg 5 105. 3 270.4 115.0 124.0 131.3
6 110.3 320.1 107.3 113.4 123.3

Clorhidrato de
Tecostanina, -
20 mg/Kg 7 92.7 303.7 100.1 97.2 101l.6

8 99.0 256.4 123.3 139.3 143.1

Ios resultados obtenidos en este estudio nos mues-
tran que las sales de Tecomina y Tecostanina, tienen propieda

des waliosas como agentes antidiabéticos.

Pueron efectivos oral e intravenosamente con alto
margen de seguridad (LDsg 300 mg/Kg en ratones), en la dosis

usada en el presente estudio.

Desde el punto de vista del mecanismo de aceidnm, -
los dos alcaloides parecen necesitar un minimo de células be-
ta activas del pédncreas, ya que ambos fueron inactivos en ani

males pahcreatectomizados.

Si observamos las férmulas de la Tolbutamida, Ace-
tohexamida, Tolazamida, Clorpropamida y en particular la de -
la Fenformina, vemos que en su molécula se encuentran varios

dtomos de nitrégeno, por lo que decidimos hacer derivados ta-
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les como la oxima y semicarbazona, ya que contdbamos con que
en la Tecomina existe un grupo carbonilo o, /3 insaturado res
ponsable de la inestabilidad del alcaloide y que parece que -
no participa en la actividad, puesto que segin la bibliogra-
fia consultada, el Clorhidrato de Tecostanina es igualmente -

activo careciendo este alcaloide de grupo carbonilo.

FOTOGRAFIA DE LA PLANTA

Tecoma stans Juss.
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Esta planta recibe los nombres vulgares de: Trona-
dora; Hierba de San Nicolds; Flor de San Pedro & Hierba de -
San Pedro; Retama; Nixtamalxdchitl; Trompeta; Hoja de bafio;
Iluvia de Oro; Kanlé ¢ Xhanlol; Guicbichi 6 Tulasuchil y Mi-

fiona.

LOCALIZACIOR.

Se encuentra en varias regiones de Méxica, como son:
Sonora, Coahuila, Veracruz, Hidalgo, Morelos, Guerrero, Yuca
t4n, Guanajuato, Nueve Iedén, San Luis Potosi, Oaxaca y Michoa
cédn,

DESCRIPCION DE LA PLARTA°

BEs un arbusto que alcanza algunas veces el tamafio
de un 4rbol pequefio, variando su altura entre 90 centimetros
¥ 7.5 metros. Ias hojas pinadas son opuestas y tienen de ein

co a trece hojuelas, generalmente dentadas, desde lineal-lan
ceoladas hasta ovado-lanceoladas, o de forma eliptica. Son -
glabras, raramente pubescentes o tomentosas y miden unos seis

centimetros de largo.

Tas flores son monopétalas, de corola amarilla y -
cdliz quinquepartido, dispuestas en racimos terminales; los
estambres son didinamos y umo rudimentaric y el estigma bila
melado. El fruto es una cdpsula negruzca, de unos quince cen

timetros de largo y florece de agosto a noviembre,

Ia parte usada de esta planta son las hojas.
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PARTE EXPERIMENTAL

A.- METODO DE OBTENCION.

Con objeto de ensayar el derivado reportado en la
bibliografiae, procedimos a a&islar el alealoide y esto -

se hizo de la siguiente manera:

las hojas de Tecoma stans Juss. (1200 g), previa—
mente secadas y alcalinizadas con 560 ml de una solucidn
acuosa de amoniaco al 3%, se colocaron en un aparato de
Soxhlet y se extrajeron con 1170 ml de éter etflico du-

rante 62 horas.

Ia solucidén etérea se extrajo sucesivamente cuatro
weces con dos litros, 1 litro y dos porciones de 500 ml
de una solucidén acuosa de decido clorhidrice al 5%. Ios -
1fquidos dcidos se reunieron y se lavaron con dos porcig
nes d@e 300 ml de éter etilico. Posteriormente la solucidn
dcida se alcalinizé hasta pH 9 por adicidén de 50 ml de -
amonfaco y nuevamente se extrajo con 1 litro, 500 ml y -
dos fracciones de 300 ml de éter etilico.

Tas soluciones etéreas se reunieron y se lavaron -
con dos porciones de 300 ml de agua destilada; se seca-
ron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron has

ta la obtencidén de un residua oleoso que pesé 2.3 g.

Este residuo se disolvié en la menor cantidad de -
etanol para cromatografiarle en una solumna, utilizande
una mezcla de Silicato de Magnesio - Celite (400 g), ¥y -
usando come eluyente Benceno - Acetato de Etile 2:1

Se reunieron las fracciones del 21 al 26, se lleva
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ron a sequedad y con el residuo oleoso se obtuvo la 2,4
dinitrofenilhidrazona con un Pf = 257 - 259 ©°C, que co-

rrespondfa al reportado en la bibliografial3.

Como consecuencia del control de estas fracciones
en placa fina, observamos que la Tecomina era de polari-
dad media, por lo que decidimos modificar el método, de
manera que nos evitara el uso del éter etilico y tenien-
do la probabilidad de aislar tnicamente la Tecomina y -

con un mayor rendimiento.

ATSTAMIENTO DEL ALCALOIDE.

Se pusieron 1360 g de planta previamente secada y
humedecida con 3.780 1 de amonfaco, y se pusieron & ex-
traer con cloroformo (8 1) calentando a reflujo durante

96 horas.

Una vez terminada la extraccién se filtrd la plan—
ta y se procedié a purificar el alcaloide, lo cual, se -

hizo de la siguiente manera:

El alcaloide se extrajo del extracto clorofdérmico
con una solucidén de dcido clorhidrico al 5%. Una vez que
se tuvo el alcaloide como clorhidrato, se alcalinizd con
amoniaco hasta pH 9 y se extrajo nuevamente con clorofoxr
mo. Esta operacidén se repitié tres veces mds; teniendo -
el cuidado de cerciorarse de que todo el alcaloide pasa-
ra a la fase en que lo estdbamos extrayendo, ya que de -
lo contrario al terminar de purificarlo tendriamos um -

bajo rendimiento.

Este dltimo extracto clorofdérmico que contenia el

alcaloide, se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se -
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concentré la solucién en rotavapor hasta que ya no desti
16, obteniéndose un liquido color café obscuro de aspec-
to oleoso que pesdé 10.6323 g, lo cual corresponde al —-

0.78% de rendimiento con respecto & la planta,

Para su purifieacién e identificacién se procedid
a hacer una destilacién a presién reducida, en un cafién
pequefio con una rama lateral, en donde se recogié un 1i-
quido amarillo claro transparente de aspecto oleoso, que
destild la mayor parte a una temperatura de 125 °C y 0.1
mm de presién, confirmdndonos este dato que se trataba -
del alcaloide Tecomina.

Se obtuvieron de la destilacién 3.6432 g de alca-
loide puro, lo que corresponde a un rendimiento de 0.26%

con respecto al total de la planta.

El alcaloide Tecomina obtenido de la destilacidn -
se controlé en placa fina de Sflice G con KOH al 5% y se
revelé con Dragendorff, presentando un Rf = 0.76 en un -

sistema 3:7 cloroformo/metanol.

Para comprobar que la sustancia destilada era Teeo
mina, el alealoide que nos interesaba, procedimos a ha-

cer la 2,4 dinitrofenilhidrazona de Teecomina.

PREPARACION DE LA 2,4 DINITROFENIEHIDRAZONA DE TECOMINA.

1a técnica mediante la cual se obtuvo fué la si-
guiente:

A 407 mg de 2,4 dinitrofenilhidrazina contenidos -
en un matraz Erlemmeyer de capacidad adecuada se le afia-
dieron 2 ml de 4dcido sulférico concentrado. Se adiciond

agua (3 ml) gota a gota con agitacidén, hasta que la disg
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lucidén fué total. A esta solucidén caliente se le afiadie-

ron 10 ml de etanol al 95% y esta solucidn recientemente

preparada se adiciond poco & poco sobre una solucién pre

viamente preparada con 338.4 mg del alcaloide puro disuel
tos en 20 ml de etanol al 95%, teniendo la precaucidn de

que ambas soluciones se encontraran a la misma temperatu

ra., Esta mezcla resultante se dejd reposar a temperatura

ambiente y la eristalizacién ocurrié a los 5 6 10 minu~

tos.

Esta 2,4 dinitrofenilhidrazona se recristalizd de
etanol al 96% y los cristales amarillos obtenidos tuvie-
ron un Pf de 257 - 259 OC (Pf reportado 260 o¢)'3,

Este derivado fué un artefaeto para la comprobacidn
de que el alcaloide aislado es Tecomina y su férmula es-

V4

tructural es la siguiente: O,
(0]
49A/"/“”';Z::j>_4v e

Hyc CH,
N
Lu,
OBTENCION DEL CITRATO DE TECOMINEA,

Este derivado se hizo para tenerlo como referencia
durante el estudio farmaceoldgico de los clorhidratos de
oxima y semicarbazona de Tecomina, y se hizo de la siguien

te manera:

1700 mg del alcaloide puro se disolvieron en la me
nor cantidad de etanol de 96% y & esta solucidn se adicio
né poco a poco una solucidén previamente preparada con --
1995 mg de dcido citrico en la menor cantidad de agua.

Ia mezcla recién formada se calentd por unos minutos so-
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bre un bafio de vapor y se dejd reposar en el refrigera-
dor durante 24 horas, obteniéndose 2,587 g de Citrato de
Tecomina,

El citrato recién formado tomé la apariencia de un
1fquido aceitoso rojizo, el cual se tratd de cristalizar
por diferentes métodos sin resultados positivos, hasta -
que finalmente se obtuvo cromatografidndolo en columna -
de PFPlorisil - Celite 1:3

Esta columna se montdé con 54.4 g de una mezcla de
Florisil - Celite 1:3. Ia cantidad de Citrato de Tecomi-
na obtenida se disolvid en la menor cantidad de metanol
y se colocd en la columna. Esta se eluyd con una mezcla
3:7 cloroformo/metanol.

Ia columna se controld en placa fina con el mismo
sistema de disolventes empleado en ella y, obteniéndose
el citrato en las fracciones 10 a 20, las cuales eran -

de aproximadamente 20 ml.

El Rf obtenido para el citrato fué de 0.64 en un -

sistema 3:7 cloroformo/metanol.

El Citrato de Tecomina se reeristalizdé en metanol
y los cristales obtenidos tuvieron un Pf de 192-195 O

Se obtuvieron 766 mg de cristales de Citrato de Te
comina, los que corresponden al 45.0% de rendimiento. A
una pequefia muestra de estos cristales se les determind

su espectro de I.R. (Ver apéndice, espectro nimero 1).

Su férmula estructural es la siguiente:



CH.
o ? CH,- CooH =

H |
A/@ Sooc-c—oH

X /

J

C.- OBTENCION DE LA SEMICARBAZONA DE TECOMINA,

Tomando en cuenta que para que un compuesto pueda
llegar al sitio en que se desea que ejerza su accién far
macoldégica es necesario regular su transporte, por dife-
rentes medios como son: Aumento o disminucién de volimen,
alteracidén del cardctgr hidrofilico o de la liposolubili
dad, introduccién de partes anidénicas o catidénicas ¢ eli
minacién de las mismas, cambio de pH, introduceidén de ——
grupos con estructura de hidrocarburos, etc., pensamos -
en la posibilidad de introducir un grupo acarreador en la
molécula del alcaloide por medio de reacciones sobre el
grupo carbonilo de ésta, y al mismo tiempo, aumentar su
accidén y estabilidad, ya que tenemos el antecedente de -
que este grupo no es el responsable de la aceidén hipoglu
cemiante, dado que uno de los dos alcaloides de la plan—

ta reportados como potentes agentes antidiabéticos no po

gsee dicho grupo carbonilo.

Decidimos asi, sintetizar la semicarbazona y oxima
del alcaloide, dos derivados completamente diferentes —-
desde el punto de vista coeficiente de distribucidén 1ipi
do/agua, pero que & la vez podrian ser mas activos que
el Citrato del alcaloide reportado en la bibliografia, -
por la relacidén de estructura con las sulfonilureas y -
Fenformina, ya que al formar estos derivados se introdu-
cen a la molécula 3 y 1 dtomos de nitrdgeno respectiva-

mente que ven a conferir a dichas moléculas determinadas
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propiedades fisicas y fisicoguimicas.

Ia preparacidén de este producto se hizo disolvien-
do 1 ml del alcaloide puroc en 10 ml de etanol. Posterior
mente se le adiciond agua hasta que la solucidén estuvo -
ligeramente turbia y la turbidéz se elimind adicionédndo-
le unas gotas de etanol. Entonces se adiciond 1 g de Clor
hidrato de Semicarbazida y 1.5 g de acetato de sodio. Ia
mezcla se agité vigorosamente y se introdujo en un vaso
de precipitados con agua caliente y se dejé en €1 hasta
que el agua se enfrid. Después se colocd en un vaso de -
precipitados con hielo y se rasparon las paredes del ma-
traz con una varilla de vidrio.

Ios cristales de semicarbazona asi formados se fil
traron y se recristalizaron de etanol al 30%, obteniénda
se 471.3 mg, los cuales corresponden al 45.8% de rendi-
miento.

El punto de fusidén obtenido para éstos cristales -
fué de 232-234 0C y asimismo se les determind su espec-
tro de I.R., el cual se anexa en el apéndice, espectro -

nidmero 2,

Ia férmula estructural obtenida para el presente -

compuesto es la siguiente:

—Cc—NH
_N—NH /C/ 4
o)
H,C CA4,
N
{
CH
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OBTENCION DEL CLORHIDRATO DE LA SEMICARBAZONA DE TECOMINA.

Se procedid a hacer el clorhidrato de la semicarba-
zona de Tecomina porque en esta forma, seria soluble en
agua y podria ser administrada fdcilmente en las pruebas
farmacoldgicas; y al mismo tiempo favoreceria su absor-
cién.

Ia técnica para obtener el clorhidrato de la semi-
carbazona de Tecomina, fué similar a la descrita en el -

Giral y Rojahns, y se hizo de la siguiente manera:

Ta semicarbazona (471.3 mg) se disolvié en la menor
cantidad de metanol totalmente anhidro (aproximadamente
50 ml1); se le adiciond el dcido clorhidrico concentrado
necesario, segin cdleulos previos (1 ml) y se puso a her
vir a reflujo durante 1 hora. Se dejé reposar y en el -
fondo del matraz precipitaron los cristales del clorhi-
drato de semicarbazona, los cuales, se filtraron y se de

jaron secar.

Se obtuvieron 485 mg de cristales de Clorhidrato -
de semicarbazona, los que corresponden al 89.12% de ren-

dimiento.

A estos cristales se les determind su punto de fu-
sién, el cual, fué de 225-227 ©C.

A una pequefia muestra de estos cristales (25 mg),
se les mandd a hacer andlisis elemental a:

ANALYTISCHE LABORATORIEN.

vorm Alfred Bernherdt

Fritz-Pregl-Strabe 24
5270 Gummershach 1 Elbach
Germany.
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Y los resultados fueron los siguientes:
% CALCULADO: % ENCONTRADO:

CARBONO: 52.84 50.03
HIDROGENO: 7.70 5.97
NITROGENO: 20.55 21.40
CLORO: 13.03 13.42
OXIGENO: 5.88 5.68

Con esto comprobamos que la férmula estructural ob

tenida para este compuesto es la siguiente:

il C A
e NN

0
fé( CH, = f/CJZ
Y
CHs
D.- OBTENCION DE LA OXIMA DE TECOMINA,

Este derivado se sintetizé de la siguiente forma:

500 mg. de clorhidrado de hidroxilamine se disolvie
ron en 3 ml de agua; después se afiadieron 2 ml de solu -
cién de hidrdxido de sodio a2l 10% y 200 mg del alcaloide-
puro. Como el alcaloide es insoluble en agua, se afiadid a
la mezcla el etanol justamente necesario para obtener una
solucién transparente. Ia mezcla se calentd sobre un bafip
de vapor durante 10 minutos y se dejé enfriar en un batio

con hielo.

Para acelerar la cristalizacién se rasparon las pa-
redes del matraz con una varilla de vidrio. Los cristales
de oxima recien obtenidos se recristalizaron de agua; se
filtraron; se dejaron secar y se les determind el punto
de fusién, el cual, fué de 177-178 ©C.
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A este producto también se le determind su expeetro
de I.R. (ver apéndice, espectro nimero 3).
Su férmula estructural es la siguiente:

NMN—-O0H

4§C | CHs
N

3
OBTENCION DEL CLORHIDRATO DE LA OXIMA DE TECOMINA.

Con el objeto de ensayar este derivado farmacoldgi
camente, se procedid a obtener el clorhidrato respectivo

siguiendo la técnica anteriormente citadas.

Ios cristales de la oxima recién obtenidos se disol
vieron en la menor cantidad de metanol totalmente anhi--
dro; se le adiciond el dcido clorhidrieo concentradc ne-
cesario segin cdlculos previos y esta solucidén se puso a
hervir a reflujo durante 1 hora., Se dejdé reposar y en el
fondo del matraz precipitaron los cristales del clorhi-
drato de oxima, los cuales, se filtraron y se dejaron -

secar,

Ia férmula estructural de este clorhidrato de oxi-

ma es la siguiente:

_N-OH
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INTERPRETACION DE LOS ESPECTROS DE INFRA ROJO.

Espectro # 1. Citrato de Tecomina.

En la regién de 3650 - 2300 ca~t presenta una ban-
da longitudinal de intensidad fuerte caracteristica del gru-
po -0H (de alcohol y de dcido), y dentro de esta banda se en
cuentra incluida la de los alcanos, ya que la absorcidén se -

termina hasta 2300 cn Y,

En la regidén de 1600 em™t presenta una banda longi
tudinal de intensidad fuerte caracteristica del grupo carboxi
lo (de sal de dcido ecarboxilico).

En la regién de 1425 a1 aparece una banda de de-
formacidén de intensidad fuerte caracteristica de alquefio tri
sustitufdo, unido a un grupo fuertemente electronegativo.

1

En la regidén de 1250 cm =~ presenta una banda longi

tudinal de intensidad débil caracteristica de -C-O0.

En la regidn de 1265 en™t presenta una banda de de
formacidén de intensidad media, caracteristica del grupo meti

leno.

BEspectro # 2. Semicarbazona ds= Tecomina,

En la regidn de 3390 em 2 presenta una banda longi
tudinal de intensidad media caracteristica del enlace -N-H.,

]

En la regién de 3150 cm — aparece una banda longi-

tudinal de intensidad media caracteristica del grupo -CO-NHjp.
En la regidn de 2925 oL aparece una banda longi-

tudinal tembién, de intensidad media caracteristica del enla
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En la regidn de 1500 T aparece una banda de de-
formacién de intensidad media caracteristica de amina tercia
ria,

En la regidén de 1450 P presenta una banda de de
formacién asimétrica de intensidad media caracteristica de -
~CHp-.

En 1a regidén de 1380 cm~l aparece una banda de de-
formacidén simétrica, de intensidad débil caracteristica del
grupo -CH3.

En la regidén de 1325 em~t presenta una banda de de
formacidn de intensidad débil caracteristica de -C~N. En la
regién de 1050 em™t aparece una banda de deformacién, de in-

tensidad media caracteristica de -C-N.

En la regién de 980 e presenta una banda de de-
formacidn de intensidad fuerte caracteristica del grupo =N-0
y en la regidén de 900 ca™t presenta una banda longitudinal -
de intensidad débil caracteristica de C-C.
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CONCLUSIONES

Bl aislamiento del alcaloide Tecomina, el mds abun
dante de Tecoma stans Juss. y cuya actividad hipoglucemiante
ha sido comprobada, se hizo por dos métodos; el primero es -
el reportado por la bibliografia y el segundo fué el modifi-

cado por nosotros, con el cual se obtuvo mejor rendimiento.

Se identificé la Tecomina aislada por destilacidn
a vacio; correspondiendo perfectamente su pumto de ebullicidn
125 oC a 0.1 mm de presidén y mediante el derivado que se en-
cuentra en la bibliografia, la 2,4 dinitrofenilhidrazona con
Pf = 257-259 ©C.

Se hizo la sintesis de derivados que se piensa pu-
dieran tener mayor actividad que el alcaloide aislado, tales
como la oxima y la semicarbazona, que se convirtieron en clor
hidratos con el objeto de hacerlos solubles en agua y sSe pu-—
dieran ensayar farmacoldgicamente.

Se sintetizé el Citrato de Tecomina para comprobar
el hecho que informa la bibliograffa, sobre que la actividad
hipoglucemiante es cinco veces mayor que la Tolbutamida, el
agente hipoglucemiante oral que se emplea actualmente.

Para usar como patrdn la Tolbutamida, hubo necesi-
dad de convertirla en Tolbutamida Sédica, y asi llevar a ca-

bo el ensayo farmacoldgico de todos estos productos.

Como resultado de la observacidn de las constantes
de los derivados podemos decir que se encontraba otro alca-
loide mezclado con la Tecomina., Este alcaloide lo separamos
por destilacidén fraccionada y se encuentra en estudio para -

la comprobacidn de su estructura.
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Ios estudios farmacoldgicos de estos productos se
inieiardn proximamente en el Departamento de Farmacologia -

de la Facultad de Medicina,
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