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INTRODUCCION

Las Rubifceas constituyen una familfa muy orande que contiene
de 6000 a 7000 especies agrupadas en unos 500 géneros. Las especies
son principalmente tropicales y estin adaptadas a numerosos.ambien- _
tes. Desde el punto de vista taxondmico se han propuesto numerosas
clasificaéiones y una de las mis acentadas es la descriti por
Verdcourt en 1958 con posteriores modificaciones en 1976. (Verd-
court, 1965; 1976) en la Tabla 1 se resume la divisién de la familia

de las Rubifceas sensu Yerdcourt vy en la Tabla 2, se representan al-

gunos gé&neros representativos de las diferentes tribus. Indicadas en
1a Tabla 1. '
Muchas especlies de esta vasta familia constituven fuentes nri-
mordiales de numerosos compuestos farmacolSgicamente activos, algu-
nos de los cuales como la Quina, la quinidina y la emetina son de
aran importancia terapéitica. En la Tabla 3 se especifican ejem-
plos &e estos_compue;tosby su§ respectivas propiedades medicinales.
~ Es de hacer notar qué todos 1os compuestos fndicados en la Tabla 3
se han obtenido a partir de plantas de amplio uso en la medicina
nopular de diversas regiones del mundo. o
Las Rubffceas mexicanasvofrecen muchas posibilidades en la in-
vestinaci6n de productos naturales como fuentes potenciales de prin-
- cipios activos ya que muchas especies gozan de reputacién folklérica,

como agentés medicinales (Lozoya, 1982; Martfnez, 1969;: Afello, 1979,



Paris, 1960; Martfnez del Campo, 1906; Inter alia). Un ejemplo de
estas plantas 1o constituye ' la Cigarrilla mexicana (Zucc. et Martius
ex DC) Aiello, la unica especie del género el cual es endémice de México.
Se encuentra distribufda principalmente en los estados de Hidalgo,
Querétaro, Sqn Luis Potosf y Nuevo LeSn. Crece generalmente en zo-
nas Sridas sobre terrenos c2lizos y a 1o larqo de las barrancas, pe-
ro también se le puede consequir en 1uqares himedos y arbolados 4,
en oril'las de los rfos. Generalmente es un &rbol pequefio que mide
hasta tres metros de altura, las hojas y las cortezas son extrema-
damente amargas y sus flores muy vistosas. Aiello en una reciente
monograffa acerca de varios aéneros de Rubidceas hace una descrip-
cidén botdnica detallada de 1a planta (Aiello, 1979).

Popularmente esta planta es conocida con 105 nombres de
*cigarrilla” & "cigarro", ya que al secarse sus hojas se enroscan
dando ‘el aspecto de papel de cigarro. También se le 1lama "cacalo-
xochilt" (flor de cuervo) en San Luis Potosf y-. "Flor ’de San Pedro"
en el estado de Hidalgo (Sfieon, 1963).

Como ya se indicé previamente la planta es usada con propési-
tos medicinales en varias regfones del pafs: en el estado de Hidal-
go es muy popular como emético y para este fin generalmente los na-
tivos ingieren una decoccién acuosa preparada con las hojas y ramas
de 1a planta {Aiello, 1979). Por otra parte en muchos mercados de
Xalapa 1as partes adéreas se venden como antiamibiano (Lorence,
1986).



Adem&s' de sus usos medicinales, las flores de esta planta son
muy preciadas para fines ornamentales, asf tenemos gque en Santa
Catarina (Hidalgo) Yas inlesias son ducoradas con las flores de la
. Cigarrilla durante la celebracicn de las fiestas patronales de San

Isidro (Aiello, 1979).
Desde el punto de vista fitoqufmico no se ha ‘descrito ninadn

estudio previo de la Cigarrilia mexicana, pero los miltiples estu-
dios qufmicos_ realizados sobre Rubiiceas hasta la fecha, per-
miten establecer el perfil fitogquimico que Se resume en la Tabla 4.

Como se puede observar en la Tabla 5 los triterpenos pentacicli- .
cos reportados corresponden a los del tipo oleanano, ursano, luvanc,
friedelano,‘!'-gara-xano y a los modificados del tipo meliacina y limo-
noides; en cambio, entre los tatracfclicos s6lo se han dascrito los
del tipo cucurbitano {(Reguero et al, i87). En la Tabla 5 se sefalan
ejemplos representativos de los diferentes triternenos encontrando
en la famildia, asf como sus fuentes naturales,sus esqueletos bdsi-
cos y las referencias correspondientes. »

En la Figure 1 se {lustran las correspondientes estructuras

tipo de los triterpenos resumidos en la Tabla 5.



Tabla 1. Familia Rubiaceae Sensu Verdcourt (Verdcourt, 1965,1976).

Subfamilia Tribus

Cinchonoideae Naucleesae, Cinchoneae, Cephalantheae,
Virectarieae, Rodeletieae, Mussaendeae,
Meinsieae, Catesbaeeae, Gardenieae,
Coffeeae, Retiniphylleae, Altberteae,
Vanquer ieae, Chiacocceae

Psychotrieae, Coussareae, Morindeae,
Triainolopideae, Schradereae, Urophylleae,
Craterispermeae, Knoxieae, Paederieae,
Argostemmateae, Ophiorrhizeae, Hamelieae,
Cruckshanksieae, Hedrvotideae, Anthosper-
meae, Spermacoceae, Rubieae

Rubioideae

Guettardoideae Gettardeae
Hellioideae Hellieae

Henriqueziese - Henriqueziese




Tabla 2. Alnunos géneros representativos de Rubiaceae (Verdcourt,

1965, 1976).

Tr'i bu Género
Subfamilia - Cinchonoideae
Naucleeae MNauclea, Adina, Anthocephalus
Cinchoneae Uncaria, Capirona; Exostemma, -
Coutarea, Remijia, Mytragynma,
Cinchona, Corynauline, Cicarrilla
Coutaportla
Rondeletieae Rondeletia, Hintonia, Pogonopus
Mussaendeae Isertia
Gardenieae ‘Gardenia, Genipa, Randia
Coffeeae Coffea
Subfamilia - Rubiaideae
Psychotrieae Psychotria, Cephaelis
Morindeae Morinda
Urophy11eae Urophy1lum
Hedyototideae Bouvardia, Hedyotis, Oldenlandia
Spermacoceae Borreria ‘
Rubieae Pubia, Galfum
Subfarnilia - Guettardoideae
Guettardeae Guettarda




Tabla 3. Ejemplos de metabolitos secundarios farmacolﬁaicamente
activos obtenidos de especies de plantas de la familia
Rubiaceae

COMPUESTO PROPIEDAD MEDICINAL REFERENCIA

Quinina Antimalérico Boit, 1961

Quinidina Antifibrilante Boit, 1961 )

Emetina Antiamibiano Boit, 1961; Fujii et.al.
Emético 1983
Ant{tumoral

Rondeletina Ant{tumoral Koike, 1980

Panamesina Antitumoral Koike, 1980

Genfposido Laxante Sticher, 1976

Acido genfpico Antimicrobian Sticher, 1976

Bouvardina Antitumoral Zalacain, 1982

Camptotecina Antitumoral Talur, 1976

Yohimbina Hipotensor Lang, 1966

Ajmalicina Hipotensor Kronembera, 1956




Tabla 4. Perfil fitoquimico de la familia Rubiaceae

TIPO DE COMPUESTO

VARIACION ESTRUCTURAL

REFERENCIA

TERPENOIDES
Monoterpenoides

Diterpenoides

Triterpenoides

ANTRAQUINONAS . ¥
ANTRAQUINOLES

NAFTALENOS

COMPUESTOS ARGMATICOS
SIMPLES

FLAVONOIDES

CROMONAS

CUMARINAS SIMPLES

Iridoides
Secoiridoides

Kaurenos
Dolabradienos

Pentaciclicos

Tetracfclicos

Hodificados

CG-CI y CG-C3

Flavonas
Flavonoles

Ursanos
Oleananos
Lupano
Friedelano

Cucurbitanos

Meliacinas

Limonoides

Sticher, 1976
Bock et.al, 1976

Ducroix, 1975
Koike et.al, 1980

Heanauer, 1973;
Pant, et. al., 1979
Das et. al., 1983

Requero, 1987
Heonauer, 1973
Vitagliana, 1970
Adesogau, 1973
Hegnauer, 1973

Hegnauer.>1973

Hilson et.al., 1984
Harborne, 1975;
Harborne, 1982
Hegnauer, 1973

Hegnauer, 1973




Tabla 4. : Continuacién: Perfil fitoquimico de la familia Rubiaceae

-

TIPO DE COMPUESTO VARIACION ESTRUCTURAL REFERENCIA

NEOFLAVONOIDES Monache et. al., 1984
HRANTINAS Hegnauer, 1973
TANINOS Hegnauer, 1973
ESTEROIDES Esteroides Hegnauer, 1973
ALCALOIDES -
Indol-iridoides Tipos C, Dy V Reningway et.z21., 1989
Indol-noiridoides Simples Heningway et.al., 1980
' Beta carbolinas :
- Poliindoleninas
Quinolina-iridoides Heninowax et.al., 1980
Quinolina-noiridoides ‘ Parry et.al., 1978
Isoquinoiina-iridoides Tipo emetina Boit, 1961
Tipo proto-emetina Fujii et.al., 1983
Tipo ipecosido
Indol-isoquinolinas Heninaway, 1980
Piridinicos ' Schlitter et.al., 197¢

Peptidicos Ce LT Zalacain et.al,, 1982




Tabla 5.

Distribucién de triterpenos en Rubidceas.

Sustancia Fuente natural Esqueleto Grupos funcionales Referencia
bdsico
Acido olean6lico H. auricularia 1 38-0H, al2-28-C00H Hegnauer,1973

Acido
3-epi-siaresinglico

Acido cantico

19a-hidroxi =
erithrodiol

Acido cadambagé-
nico

3s-hidroxi-olean-
12-en-27-28-dicico

Betulina

3-epi-betulina
" Friedelina

Fridelan-38-o01
friedelina .

0. difussa
Paederia chinensis
R. sinensis

. Gardenia latifolia

Canthium dicoccum

" Gardenia aummifera

Anthocephalus cadamba

Antiibea chinensis
Randia sp

Adina pilulifera
ixorachinensis
Lasianthus chinensis

Canthium dicdccum

Antiibea chinensis

Anttibea chinensis
ophiorrhiza japonica

{&

o

3as19a{0H) ,,412-28-

COOH

3g-78-{0H),; al2-
28-COQH

389192 ,28(0H) 5;412

"38-0H,412,27,28-
(coou)z

3g-0H-412,27,28
(coow),

3p-2840H),420(2%)
3a, 2§-(»0F5.),A20(29)

3-ceto

Reddy, et.al.,
1975

Chatterjee,
et. al, 1979

Reddy et.al.,
1977

Sahu'et. al.,
1974

" Hegnauer,1973

Hegnauer.1973

Das et.al,1971

Hegnauer,1973



Tabla 5.°

10.

Distribucidn de triterpenos en Rubidceas (continuacién).

Sustancia Fuente natural Esqueleto Grupos funcionales ‘Referencia
. bisico

Dammaranediol II Elaegia utilis § 38.20.26(0H)3;A2“; Biffu.T. et.al.,
. 1978

Dammaraneriol Elaegia utilis 38,20,26(0H) 534243 -

Tisanolactona Thysanospermum ? 2,3-seco; 2+3-lac- Aimi et.al.,

diffusum tona; 18,3g-epoxi; 1981

22 30

7a-acetoxidihidro- Uncaria gambleo. 8 la=7a=-(0A ; 3,4~ Ahmed et.al.,

nomilina ~ seco; 16,17-seco,148, 1978
5g-epoxi; 3-+4; 1617
dilactona

Acido quinévico Adina pilulifera 2 3BQOH.A1227,28-COOPOZ Hegnauer,1973

Tetrahidro-
cucurbitacina F

Tetrahidro-
cucurbitacina
F-25 acetato

Antracephalus cadamba

Antirbea chinensis

Mitragyna sp

Nuclea orientalis L.

Randia sp.

Hintonia Tatiflora

|

28-3a,16a,208,25~
pentahidroxi-11,
21-diceto

28-3a,164,208~
tetrahidrox{,25
acetato, 11,21
diceto

Aplin et.al.,"
1971

Reguero et.al.,
1987



11.

Tabla 5. Distribucién de triterpenos en Rubidceas. (continuacidn)

[

Sustancia Fuente natural Esqueleto Grupos funcionales Referencia
bdsico
Acido ursélico Antirbea chinensis 2 38-0H Al12,28-CO0H ° Hegnauer,1973

Acido Ribocoumd-
rico

Acido Rubifédlico

Acido uncdrico

Acido dicetounca-
rico

Acido diacetil-
uncdrico

Borreria, bispida
H. auricularia
Knoxia corymbosa
K. zeylanica
Morinda umbellata
0. diffusa

Pygmaeothamnus

Rubia cordifolia 38-0-8-coumaroil; Talapatra
al2,30-0H ;28-CO0H et.al., 1981

Rubia cordifolia 3B,30-(0H)2;A12; -
28-CO0OH
Uncaria gamblea 38,68.188-(OH)3; Herath et.al.,
412-30-CO0H 1979
Uncaria gamblea 3,6-dioxo0-188-0H; -
. 412;30~-CO0H
Uncaria gamblea . 38-68-(0Ac),3188- -

OH3A12;30-CO0H

*£] ndmero se refiere al correspondiente en la Figura 1.
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Figura 1. .Esqueletos de triterpenos de Rubi Sceas.
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13.

OBJETIVOS

1. 0Objetivos Generales

E1 propésito del siquiente trabajo fué realizar la investiga-
cién fitoquimica preliminar de la Cigarrilla mexicana (Zucc et.
martius ex U.C.) Aiello como parte de un estudio sistemdtico de
algunas Rubiiceas mexicanas usadas en medicina tradicional.

Las consideraciones aenerales tomadas en cuenta para estable-
cer dicho objetivo fueron las siguientes:

a) Numerosas Rubiiceas mexicanas son ampIi;mente usadas en medici-
na tradicional.

b) Es cada vez mis necesario considerar la medicina tradicional como
una posible alternativa para resolver alqunos de los problema§
de salud en México y por ende,cualquier proyecto que se aboque al
estudio sistemitico de algunos de los aspectos (en este caso el
quimico) de los recursos de que hace uso esta medicina esta bien
Jjustificado. '

c) El estudio qufmico de las plantas usadas en medicina tradicional
por una parte contribuyen al cohocimiento de 1os elementos cons-
titutives de la flora medicinal mexicana y ademds al hallazao de

nuevos y/o conocidos agentes medicinales.



2.1

- 2.2

2.4

2.5

2.6

2. Objetivos Esvecificos

Recopilar la informacién boiinica, etnobotdnica, quimica y far-

macolbgica de la Cigarrilla mexicana.

Determinar la presencia & ausencia de alcaloides en p&?té;
aéreas de la planta, considerando que alounas especies de gé-
neros relacionados son ricas en alcaloides y que, previamente
se ha reportado como dudosa presencia de los mismos en la

Cigarrilla mexicana.

Fraccionar el producto vegetal mediante los mitodos adecuados.

Separar y purificar algunos de los constituyentes de las dife-

rentes fracciones.

Identificar mediante métodos quimicos, espectrospoiéos y es<

pectrométricos las sustancias afsladas.

Correlacionar 1os resultados obtenidos con la informabién pre;
viamente descrita en 1; literatura en cuanto a: - v »

A) ComposiciSn quimica de las especies estudiadas. )

B) Actividad biolSoica de las sustancias aisladas y su posible

relacién con las propiedades medicinales de la planta.
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Constituyentes de la Cigarrilla mexicana

(Zuce. et martius ex DC.) Aello

Materijales y Métodos

Material Vegetal. La planta (partes aéreas) fué colectada en

la barranca de Tolantongo, Hidalgo, el 23 de abril de 1986 y
fué fdentificada por el Dr. David Lorence del Instituto de
Biologfa de la UNAM. Una muestra se depositd en el Herbario
Nacional (Voucher DL 5040). El material veaetal se dejs se-
car a temperatura ambiente y se cortd en trozos pequefios;
posteriormente se pulverizé en un molino de cuchillos Modelo
Wiley 4.

Determinacidn de alcaloides. La determinacidén de alcaloides se

hizo de acuerdo a la metodologfa descrita por Harborne (Harborne,

1984), la cual se resume en el Esquema 1.

Como reactivos se emplearon el de Dragendorff y el de Mayer y,

para realizar ambas determinaciones, se disolvid una pequefia
cantidad de Ta fase orginica A en metanol, la sclucidn resultan

te se acidifico mediante HC1 1IN y finalmente se le agreao cada uno -
de 1os reactivos. En ambos casos se uti'lizﬁ' un blanco y un pa-

trén adecuado para confirmar 1a veracidad de las reacciones.

An8lisis cromatogrificos. Los anflisis cromatoarfficos en capa

fina se efectuaron siguiendo las técnicas convencionales utili-
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zando placas de vidrio cubiertas de gel de silice (gel de silice
60 GF254. Merck).
Los sistemas de disolventaes y los acentes cromogénicos empleados.

se resumen en las Tablas € y 7 respectivamente.

Preparacidn _del extracto metandlico. 3.4 Kg de partes aéreas

secas y pulverizada de la planta se extrajeron segin el procedi-

miento sefialado en el Esquema 2.

Fraccionamiento preliminar del extracto metandélico. Una parte del

extracto metandlico (582.52 g) se fracciono preliminarmente median
te una cromatograffa preparativa en columna, utilizando como ad-
sorbente gel de silice desactivada al 30% con agua destilada (3 Kg,gel
de silice G-60 Merck ce 70-230 mallas); el proceso de elucibn se
efectud con hexano, clorofnrro, AcNEt v metanol en diferentes por-
ciones, las cuales se muestran en la Tabla 8. Se recogieron un
total de 939 fracciones de 500 ml cada una; cada fraccidén fue .
analizada por cromatografia en capa fina, combindndose aquellas
cromatogrdficamente. similares.. En 1a Tabla 8 se resumen los sis-
temas de eluyentes empleados, el nimero de fracciones eluidas con
cada uno de ellos, las fracciones combinadas y observacioneé adi-

cionales.
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Material Vegetal (200 g)

1) Extraccién con MeOH vfa maceracidn
) Filtrar :

Residuo Vegetal Extﬁacto metandlico

Concentrar in vacuo

Extracto metanSlico concentrado

lavar con varias porciones
HCY 1N (3 X 20 ml)

2 ) . . 3
Fase acuosa &cida : Residuo .
1) Alcalinfzar con NH,0H (pH=9) (fraccién neutra) -
2) Extraer los alcaloides con CHC13
(3 x 20 m) o
Fase bisica Fase orgdnica cloroférmica
acuosa

1) Secar sobre Nazsoq»anhidro

(descartar)
. 2) Filtrar

3) Concentrar

Fase orgdnica concentrada* A

A* sobre este extracto se realizaron las pruebas de Meyer y Dragendorff para
determinar 1a presencia de alcaloides.

Esquara 1. Proceso seguido para determinar la presencia de alcaloides en
Cigarrilla mexicana.
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Maégria1 vegetal pulverizado 1/

Extraccidn con hexano 2/

Material Vegetal + disolvente

Filtrar
Extracto hexdnico Material veagetal
,
concentrar extraccion con
al vacfo MeOH (R.A) 4/
Extracto hexdnice Extracto
concentrado 3/
“iltrar
. : v
Extracto metandélico Residuo
. veaetal
concentrar
al vacio

Extracto metandlico
concentrado 5/

3.407 Kg
Via maceracién por perfodos de 72 horas uti1izando 2.5 1 de hexano
Cantidad total del extracto hexdnico: 109 g.

Via reflujo 3 extracciones por 2 hr. cada una,ut1lizarﬁn 3.5 1 de
MeOH (R.A.)
Cantidad total del extracto metandlico: 1288.59

Esquema 2. Extraccidon de Cigarrilla mexicana.
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Tabla 6. Sistemas de disolventes utilizados para los andlisis cro-
: matogrdficos en capa fina.

SISTEMA . )
Dlg(EJL VENTES COMPOS ICIONR PROPORCION (%)
I . Hexano 100
11 Hexano:cloroformo . diversas proporciones
111 Cloroformo 100
v Cloroformo:AcCEt di vev;sas proporciones’
v Acetato de etilo 100
VI AcOEt :MeOH ' diversas proporciones
VII CHC1 4:MeOH diversas proporciones

Tabla 7.. Agentes reveladores utilizados para los anflisis cromato-
gr&ficos en capa fina.

AGENTE COMPOSICION . REFERENCIA
REVELADOR

Reactivo de 2.6 g de carbonato de

Dragendorff bismuto; 7 g de yoduro de Harborne, 1984

sodio y 25 ml de dcido
acético glacial

Sulfato cérico Sultato cérico aménico 1%; Stathl, 1969
dcido sulfiirico concentrado .
22.2 ml; 350 ¢ hielo picado,

Para el desarrollo de color era necesario calentar por 2 minutos
aproximadamente a 110°C.
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* Tabta 8. R

del fracci fento vfa cromatografta en columna de'l extracto metandlico de la
Cigarrilla mexicana. :

Tipo de residuo

Eluyente Proporcién  No. de fracciones Fracciones Color Sabor - Observaciones
. ' combinadas , adicionales
Hexano:cloroformo 9:1 1- 70 4- 23 S61ido blanco parafina -
. . . verdoso .
24- 34 Aceitoso
35- 46
47- 54
: §5- 71
Hexano:cloroformo 8:2 71~ 91 72- 92 S611do blanco  parafina -
. aceitoso verdoso
93-100 . :
Hexano:cloroformo 5:5 92-106 101-104 S61ido blanco parafina -
. aceitoso verdoso
Cloroformo 100 107-159 - 105-108 S611do blanco parafina -
. aceitoso amorfo  verdoso
127-140
Cloroformo 100 160-419
Cloforomo:AcOEt 9:1 141-165 S61ido blanco parafina -
’ acei toso verdoso
166~170
171-175 $61ido blanco parafina -
acei toso verdoso

+ Fracciones estudiadas
- Fracciones descartada

s
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Jabla 8. Continuaci6n: Resumen del fraccionamiento via cromatograffa en columna del extracto
metanSlico de 1a Cigarrilla mexicana. '

Eluyente Proporcién No. de fracciones Fracciones Tipo de residuo Color Sabor Observaciones
: combinadas adicionales
CIomfomo:Ac-:OEt 9:1 176-181 176-181 Sélido- blanco No -
quebradizo verdoso
182-183 S611do- blanco No -
quebradizo verdoso
184-199 S61ido~ verdoso o -
. quebradizo.
200-222 S6lido- verdoso No -
quebradizo
| 223-230  sélido-amorfo blanco No -
. verdoso
231-245 S$681ido-amorfo blanco No +
. amarillo
246-288 S$61ido-amorfo amarillo No o
canario
259-267 S$61ido-amorfo amariilo No +
canario
268-285 S61ido~amorfo amarillo No +
canario
286-296 $61ido-amorfo amarillo No +
. canario .
297-312  S$61ido~amorfo amariilo  No’ +
canario
313-347 561ido-amorfo amarillo No +
canario

+ Fracciones estudiadas
- Fracciones descartadas
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Tabla 8. ContinuaciGn: Resumen del fraccionamiento vfa cromatograffa en columna del extracto
metanélico -de la Cigarrilla maexicana.

) . Eluyente Proporciin No. de fracciones Fracciones Tipo de residuo Color Sabor Observaciones
combinadas adicionales
348-397 S61ido-amorfo amarillo No +
verdoso
' Cloroformo-AcOEt 8:2 420-476 398-456 S61ido-amorfo blanco No +
: verdoso
457-472  S&1ido-amorfo amarillo Amargo T+
verdoso
7.5:2.5 477-500 473-510 S61ido-amorfo amarillo Amargo +
verdoso
7.3 501-519 .
6:4 ' 520-539 511-526 S61ido-amorfo amarillo Amargo +
. verdoso ‘
5:5 540-612 ' 527-543 S$611do-amorfo amarillo Amargo +
] i verdoso
’ 544-556 S614do--amorfo amariilo Amargo +
. tenue
4:6 613-634 557-586 S61ido-amorfo amarillo Amargo +
. canario
587-614 S611ido-amorfo amarillo Amargo +
canario

+ Fracciones estudiadas
- Fracciones descartadas
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Tabla ‘8. Continuacién: Resumen del fraccionamiento vfa cromatograffa en columna del extracto
metanélico de la Cinarrilla mexicama. ’

Eluyente Proporcién. No. de fracciones ~Fracciones Tipo de residuo Color Sabor Observacionas
combinadas : adicionales
4:6 . .
3:7 635-706 615-691 S61ido-amorfo blanco Amargo +
: verdoso .
2:8 107-722 692-711 S611do-amorfo blanco Amargo +
. verdoso °
1:9 '723-783 712-738 ~ S61ido-amorfo blanco Amargo +
v L verdoso
Cloroformo:AcOEt 1:9 .
Cloroformo:MeOH .91 754-869 739-758 ;| S61ido- blanco Amargo +
) : " cristalino verdoso
ACOEL: MeNH 9:1 759-813 S614do- amarillc Amargo +
B cristalino canario
; espumoso
814-841  S61ido- - verde Amargo +
espumoso
7.5:2.5 870-905 842-900 5$614do- verde Amargo +
espumoso
7.5:2.5 901-904 $611do-amorfo ambar Amargo
5:5 906-939 905-939 $814ido-amorfo ambar Amargo +

+ Fracciones estudiadas
- Fracciones descartadas



6.0 Aislamiento y purificacidn de los compuestos.

6.1 Aislamiento de D-manitol, 9.

Al disolver en cloroformo la fraccién neutra del esquema 1 pre-
" ¢ipité un sélido blanquecino amorfo de p.f. 167°, el polvo anterior
fue muy soluble en metanol caliente pero insoluble en cloroformo.
y &ter. E71 rendimiento total de este producto fue de 48 mg
y se caracterizd como manitol por compavacidén con una muestra

auténtica.

6.2 Aislamiento de &cido olean6lico, 10 y ursélico 11.

De las fracéiones 223-456 de la columna original Tabla 8,se ob-~
tuvo 33.19 g de un polvo amorfo p.f. 270-273°. 1 g de este polvo fue
tratado con una solucidn de 50 mg de bromo en 16 ml de metamol, la
reacci6n se favorecif con agitacidn magnética y calentando en baiio
marfa; la mezcla de reaccién se dej6é por un tiempo de 2 horas. Al
cabo de este tiempo el crudo de reaccién se trasvasé a un vaso de
precipitado que contenfa agua frfa dando lugar a la formacidn de un
precipitado el cual se tavé con varias porciones de agua destilada.
Al analizar cromatogrificamente el s&lido obtenido {1.12 g) se ob-
servaron 2 compuestos, los cuales fueron separados por cromatograffa
en columna de o de silice desactivada al 30% con agua destilada; la
elucidn se inicié con hexano: cloroformo (525), cloroformo:AcOEt
:‘(8:2) y acetato de etilo 100% se recogieron un total de 122 frac-
ciones de 25 ml cada una, cada fracci6n fue analizada por cromato-

graffa en capa fina combindndose aquellas cromatogrdficamente simi-

24.
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lares. De la fraccién 35-66 de esta misma columna se obtuvieron 0.35 g
de 12a-bromo-13,28-lactona oleanflica 10a en forma de agujas crista-
linas de p.f. 225°;de 1as fracciones 110-117 de esta misma columna se
obtuvieron 0.2 g devécido ursélico, 11, p.f. 278-279°.

300 mg del compuesto 103 se reflujaron con 7.5 ml de &cido acé-
tico y 1.8 g de Zn durante 3.hr. La mezcla de la reaccidn se filtro y
al filtrado se le afadié hielu para producir un sélido blanco (170 mg)
que fué colectado por fi!gfacidn Yy Iayado con agua. E1 polvo anterior
fue purificado por c. en co1umna{y‘;i producto obtenido fue posterior-
mente metilado con diazometano; el sélido cristalino resu1t$nte del
proceso de metilacidn se recristalizd sucesivamente de cloroformo/

metanol para obtener 90 mg del compuesto 10b con p.f. 138-200°.

6.3 Aislamiento del dcido-38-23-dihidroxi-urs-12-en-28-0ic, 12,
dcido ursdlico, 11, cucurbitacina E, 13, isocucurbitacina 8,
14, y ggj:isocucﬁrbitacina B, 15.
Las fracciones 457-586 (6.0 g) de l1a columna original (Tabla 8).
Se recromatografiaron en una columna empacada con 180 g de gel de
sflice (desactivada al 10%); 1a elucidn se inicid con una mezcla
de hexano:acetato de etilo (9:1) aumentando progresivamente la
cantidad de acetato de etilo. Se recogieron un total de 300 frac-
ciones de 125 mi cada una; cada fraccidon fue analizada por cromato-
graffa en capa fina combindndose aquellas cromatogréficamente simi-
lares, en 1la Tabla 9 se resumen los sistemas de eluyentes emplea-

dos, el nimero de fracciones elufdas con cada uno de ellos y las



fracciones combinadas. De las fracciones ©58-72 de esta columna
elufda con hexano:AcQEt (7:3) se obtuvo un sélido blanco amarillen-
to que luego de sucesivas recristalizaciones de CHCI13-AcOEt (1:1)
originé 0.2 g adicionales de 11, el rendimiento de 4cido ursélico
fue de 6.8 g. De las fracciones 136-160 de esta columna, eluidas
con hexano:acetato de etilo (6:4), se separaron 100 mg de- 12, de
un s&1ido cristalino en forma de+agujas blancas con p.f. 2832287°
(MeOH) .

e las fracciones 115-122 de esta misma culumna cristalizaron
21' mg de cucurbttacinag €; 13, en forma de agujas con 5.f.-230-231°,
‘de las fracciones 123-130 de esta misma coiumnaﬂcristaIizaron 4 mg
de isocucurbitacina 8, 14, como agujas de p.f..220-222°. ‘Fina1mente
de las fracciones 131-135 cristalizaron 50 mg de una mezcla de los

compuestos, 14 y 15; p.f. 204-210°.

26.
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Tabla 9. Fraccionamiento vfa éromatogra_fia en columna de las fracciones 457-586 de 1a columna

original.
Eluyente Proporcién No. de fracciones Fracciones Compuestos 6bservac1‘6nes
. . combinadas aislados adicionales
Hexano/AcOEt . 90:10 29 1- 29 -
Hexano/AcOEt 80:20 27 30- 57 - -
Hexano/AcOEt 70:30 56 §8- 72 1 Sd'lnido blanco
73-114 - -
Hexano/AcOEt 60:40 132 115-122 13 S611do cristalino blanco
123-130 14 S611do cristalino blanco
en forma de agujas
131-135 14y S611do cristalino
136-160 12 S61ido cristalino blanco
en forma de agujas
161-247 - - '
Hexano/AcOEt 50:50 27 248-275 - -
AcOEt 100 14 276-290 - -
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7. Caracterizacitn de los compuestos éislados.

7.1 Determinacidn de las constantes ffsicas y espectroscbpicas.
Los puntos de fusién fueron medidos en un aparéto Fisher-Johns
y no estdn cdrreg{dos. Los espectros I.R. fueron reqistrados en un
instrumento Nicolet FT-IR S5X de un s6lo haz, en pastilia de KBr o
en solucién de cloroformo por el sefor Alejando Correa de 1a Compa-

fifa Negromex., Los espectros de RMNIH se determinaron en un espec-

trémetro FT-80 Varian utilizando como disolventes COC1; y/o DMSO-dg

y como referencia interna TMS. Los espectros U.V. se obtuvieron

en un espectrémetro de doble Raz Hitachi 2205.

Los espectros de masas fueron obtenidos en un aparato Hitachi

Perkin-Elmer RMJ 60 en el Instituto de Qufmica de 1a UNAM. Las ro-

tacicnes Gptficas fueron determinadas en un polarfmetro Perkin-Elmer

241.

7.2 Preparacién de derivados.

7.2.1 Acetilaciones: para formar los derivados acetilados de los

productos aislados se empled 1 m} de anhfdrido acético y 1 ml
de piridina por cada 100 mg de producta. En todes los casos la mez-
cla de reaccidén se dejd por 12 horas a temperatura ambiente; pasado

este tiempo la mezcla de reaccidn se le adicioné hielo con el fin de

hidrolizar el exceso de anhidrido acético. Posteriormente se extra-

Jjo con CHCI3 {2 veces) y la fase cloroférmica asi obtenida se lavd

primero con- una solucién de HC1 IN, y luego con una solucidn de bi-
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carbonato de sodio al 10% {2 veces) y,por ﬁitimo-cqn agua destilada.
La fase orgdnica resultante se secé sobre sulfato de sodi6 anhidro,
se filtré y se evapord a sequedad vbteniéndose asf los productos
acetilados. _

A continuacién en la Tabla 10 se resumen los compuestos que
fueron acetilados asf como la cantidad de producto, y los puntos de

fusién de los compuestos obtenidos.

Tabla 10. Preparacifn de derivados acetilados.

Compuesto Cantidad Producto Cantidad punto de fusign
. del compuesto de producto
obtenido
9 100 mg 9a 90 mg 105-109°
12 13 mg 12b 10 mg 118-120°

s

20 mg 13a 17 mg -

7.2.2 Hetilacién. bara obtener los derivados metilados de los productos
aislados se utilizé una soluci6n etérea de diazometano,.. Por cada

100 mg de producto a.metilar seutilizaon 20 m} de una solucién de dia-
zometano preparada con 4 ml de una solucién acuosa de hidréxido de

potasio al 50%, 20 ml de éter etilico y 2 g de N-nitroso-N-metil-urea.

.



En todos los casos el producto a metilar se disolvi6 en 10 ml de eta-

nol 6 en 10 m! de &ter, y la mezcla se dejé reaccionar a temperatura

ambiente durante ‘12 horas.

A continuacifn en la Tabla 11, se indican los compuestos so-
metidos a metilacidn, asf como la cantidad de producto, y los puntos

de fusidn de los compuestos obtenidos,

Tabla 11. Preparacﬁdn de derivados metilados.

Compuesto Cantidad Producto - Cantidad Punto de fusién
del compuesto de producto
obtenido
10 100 mg 10b 100 mg 198-200°C
12 25 mg  12a 20 mg  205-210°C
11 - 30mg 11a 20 mg 168-171°C

—~
7.2.3 Formacidn del acetdnido del compuesto, 12c.

A 25 mg del compuesto, 12a, se Te adicivaron 3 m1 de acetona anhi
dra (para lo cual se le adiciond CIZCa. se puso a reflujar 1 hr. y
posteriormente se destilé)y 2 gotas de dcido sulfiirico concentrado.
La mezcla resultante se dejé en agitacidn por 1 hora, posteriormen-
te el producto obtenido; disuelto se purificé mediante una pequefia

coTumna conalumina bdsica.

30.



RESULTADOS Y DISCUSION

Del extracto metan6lico de las partes aéreas de la Cigarrilla
-mexicana (zucc. et martius D.C.) Aiello, Tuego de un fraccionamiento
preliminar vfa una cromatograffa preparativa en colurma sobre gel de

Tie y, posterior recromatograffa en columa de algunas de las frac-.

ciones originales, se aislaron: tres §cidos triterpénicos pentacf-

clicos, tres cucurbitacinas y el polialcohol manitol.

Los dcidos tritérpén'lcos obtenidos fueron: el dcido ursélico,

11, el &cido oleandico, 10, y el 4cido 38-23-d1hidroxi-urs-12‘-en-28-

oico, 12, representando este vmtimo un nuevo producto natural. Los

cucurbitanos fueron caracterizados como 1a cucurbitacina E, 13, la

jso-cucurbitacina B, 14, y la epi-isocucurbitacina B, 15. Los ren-
dimientos de cada uno de estos compuestos se resumen en la Tabla 12.
En general la caracterizacifn de los tompuestos afslados se

hizo mediante métodos quimicos y espectroscdpicos.

31.
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‘ Tabla 12. Rendimientos de los compuestos aislados,

CANTIDAD REFERIDA % EN RELACION .

CANTIDAD DE .
COMPUESTO - gg’;’f‘;ESQ%E" %ngngcro(;?m. A PLANTA sgcx .
EXTRACTO (g) .
9 0.3734 -0.8176 B ' $0.0239-
10 2.998 6.5640 : 6;_-2569
11 6.338 14.971 ' 0.43940
12 0.100 . 0.2189 . 0.00643
_1_.2 0.0210 0.04597 © 0.00135 T
1 0.014 0.028 ' 0.00064 .
" , ) : o

<

10.024

32.
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1. lIdentificacidn del &cido 33-23-dihidroxi-urs-12-en-28-o0ico,

Compuesto, 12.

El compﬁesto 12 se ais1é al recromatografiar las fracciones 457-
586 de la columna original segin se indica en la Tabla 9 y, se obtu-
vo como un sGlido blanco cristalino en forma de agujas p.f. 266-268°,
Spticamente activo, parcialmente soluble en c10r6formo y soluble en
metanol. Su férmula molecular se establecié como CagHag0s.

Las constantes f{sicas y espectroscépicas utilizadas en su carac
terizacion se resumen en la Tabla 13. '

El espectro U.V. (Espectro, E-1) mostré sélc absorcidn terminaﬁ y
el 1.R. (Espectro,E-2) presentd bandas caracterfsticas para grupos
hidroxilos de alcoholes primario y secundario (3450, 3389, 3365,
1041 y 1100 cm'l), 8cido carboxflico (30002500 y 1702 cm'l) y doble
ligadura (1640 em™l).

E1 espectro de masas (Espectro,E-3) presentS un {n molecular a
n/z 472 ¥, otros picos importantes se observaron a m/z 454 (M-18),
249, 248 (pico base), 223, 205 (223;18), 203 (248-COOH) y 133. EI
pice intenso a m/z 248 es tipico de &cidos triterpénicos del tipo
412 poleanenos & Al2 ursenos y resulta de una ruptura de tipo retro-
Diels-Alder como se indica en la Figura 2 (Ogonkoya, 1981).
Por tratamiento con diazometano y anhidrido acético-piridina

se obtuvieron el éster metflico 12a y el diacetato 12b respectiva-
mente, confirmando qufmicamente la presencia de un &cido y de los
grupos carbinSlicos en la molécula; las propiedades espectrosctpi-

cas de estos derivados también se resumen en 1a Tabla }13.
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Tabla 13. Constantes ffsicas y espectroscépicas del (&cido 3p-24-dihidroxi-urs-12-en-28-0ico,12 y su acetbnido

1=
12c.
R 1z
p.f. _ ) 266-268°
u.v. aMeOH 204 (3.6060), 280 (2.0497) ‘ —
1.R. ,',“g; em? 3450, 3389, 3365, 2944, 2925, 1702, 2328, 2857, 1718, 1601, 1458, 1382,
1463, 1379, 1041 : 1255, 1192, 1164, 1111, 1064, 1029,
. 1000, 957, 917, 861, 828
| EMIE m/z (%) 472 (1.1, M%), 454 (0.6, M-18), 346 —
(0.3), 441 (0.3), 249 (17.7), 248
(100), 223, 205 (223-18), 203 (46.3,
248-CO0H), 175 (12), 133 (30.7)
ﬂm‘ﬂ ) 0.84 (s, 6H, H-26, H-24), 0.90 (d. 3H,d=6Hz «5.74 (s, 3H, H-26), 0.83 (s, 3H,
(B0MHZ CDCY ,-DMS0-dg) H-29), 0.96%(d",3H, #-30), 1.08 (s, 3H, . ®-24), 0.90°(e% 3M, H-29), 0.95
H-25), 1.13 (s, 3H, H-27), 2.17 (d, W, {¢% M, H-30), 1.05 (s, 3H, H-25),
J=11Hz, H-18), 3.29 (d, IH, J=11.5Hz, 110 (s, 3H, H-27), 1.41 y 1.44
H-23), 3.60 (d, 1H, J=11.5Mz, H-293), {s. 64, metilos de isopropilideno),
3.57 (dd, 1M, J=6,114z, H-3), 5.20 (m, 238 (d,1H, J=1iHz ,H-18), 3.45 (sa, 2H,
M, H-12) i -23), 3.58 (s, 34, -OCH,), 3.6

sa, H-3), 5.24 fn, IH. H-12).
3 Senal sobrepuesta
. (ZD(:!3
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Tabla 13. Continuactén,

12

12b

EMIE m/z (%)

rly

(80MHz ,CDC1 ;-DHEO dsi

205-210°C

3500, 2987, é957. 1718, 1460, 1380,
1040

hs (1.0, M*), 468 (0.5), 426 (1),
262 (100), 224 (15), 203 (30), 189
(21), 187 (60), 133 (40)

0.85 {s, 3H.4N-ZI;‘).0.83 (s, 34, H-3), 090 (d,H,6Hz, »

#-29), 0.96 (% 3H, H-30), 1.05 (s, 3
#-25), 1.13 (s, M, H-2T), 2.18 (3,
J= 11 Hz, H-18), 3.29 (d,1H, J=11.5 Hz,
H-23), 3.60 (@, I, J=11.5 Hz,H-23),
3.5% ( aa, m, =116 iz, #-3), 5.2"
(m, 14, H-12), 3.59 (s, 3H, OCHy)

* Espectro reaistrado en ax:la
8genal sobrepuesta

118-120°C

3020, 2950, 1724, 1731, 1605, 1459,
1370, 1260, 1029,

566.(0.6,M%),512 (0.5). 496 (3).
436 (3), 249 (23), 248 (96),203
(25),202 (3), 189 (50), 133 (20),
43 (100)

0.75 (s, 3, H-26), 0.81 (s, 3H,
H-28), 0.89 (d®, 3H, H-29), 0.96

{d¢®, 3W, H-30), 1.05 (s, 3H, H-25),
1.22 (s, 3, H-27), 2.00 (s, 3H, Ac-),
2.03 (s, 3H, Ac-), 2.17 (d, 1,
J=11Hz, H-18), 3.65 (d.v 1H, J=11.5Hz,
H-23), 3.90 (d, 1%, J=11.5Hz, H-23),
4.74 (dd, 1H, J=11.6Hz, H-3), 5.25
{m, 1H, H-12).
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Figura 2. ‘Patrén de fragmentacién tipo retro-Diels-Alder del Compuesto 12,
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El espectro de RMNIH (Espectro,E-4) permiti6 comprobar inequf-
vocamente que el compuesto 12 era el dcido de un triterpend161 con
esqueleto bdsico del tipo al2-urseno (Cheung, et. al., 1969) ya que

se observaron sefiales para:

1. Seis metilos a 6 0.84, 0. , 0.96, '."M3 v 1.13

2. Un protén metfhico a § 2.17 (d, J=11Hz) caracterfstico del
H-1 de un 4cido urs-12-en-28-oico.

3. Un sistema AB centrado en & 3.30 (& 3.29 y 5§ 3.60, J=11.5Hz)
tfpfco de un hidroximetileno. ‘

4. Un doble de doble a § 3.57 (J-ll 6Hz) correspondiente al
protdn base de un alcohol! secundario.

5. Un multiplete a § 5.20 asignable al H-12 de la estructura
tipo. )

Una vez establecido el esqueleto b&sico del compuesto y encon-
trado los elementos estructurales adicionales que satisfacfan las
exigenc1a§ de la férmula molecular, solo restaba por asignér la dis-

posicibn y estereoquimica de 10S grupos carbinélicos primario y se-
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cundario. En este sentido, el fraqﬁento a m/z 223 en el espectro de

masas de 12 (E;3, Figura 3) y la formacidn del aceténido. estable,
- 12¢c, por tratamiento de 12a con acetona anhidra y &cido sulfirfco

concentrado, indicaroﬁ que la disposicidn relativa de los grupos

hidroxilos podrfa ser cualquiera de las sefialadas en las estructuras .

parciales A,3y C de la Figura 4. A, B y C satisfacfan la relacién



Fioura 4. Disposicién relativa y estereoquimica de 108 grupos car-

bin6licos primario y secundario.

38.
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1,3-diol requerida para la formacidén del aceténido y eran consisten-
tes con el patrdn de acoplamiento observado para el protdn base de[
alcohol secundario (dd, J=11,6Hz). '
En base a consideraciones biogenéticas, asf como 1a comparacién
de los desplazamientos qufmicos de los protones de los metilos C-23,
C-24 y C-25 con aquellos del &cido ursélico permitieron descartar,en
principio, la posibilidad A. De las estructuras parciales restantes
C era la mis factible debido a la estabilidad de 12c y, a los despla-
zamientos qufmitos observados para H-3, H-23 y los metilos del grupo
isopropiledeno en el del compuesto 12¢ (Tsuda, et. al., 1974). En la
Figura 5 se 11u§tran los tipos de acetdnidos que ‘originarfa el 1,3-
diol de las estructuras parciales B y C de 1a Figura 4, respectivamen
te, asf como los desplazamientos quimicos que se esperarfa para los prg
tones sefialados de acuerdo a modelos conocidos (Tsuda, et. al., 1974;
Takani et. al., 1977). Como se puede apreciar, los desplazamientos
qufmicos y 1a multiplicidad de las sefiales para los protones del ace-
ténido resultante de la estructura parcial C coinciden con los observa
dos para el acetdnido 12¢; en tanto que, Tos corresponqientes a la es-
" tructura B no son concordantes. Por otra parte, el acetdnido de la es-
tructura B serfa un tanto {inestable debido, a las interaccione§ entre
uno dé Tos metilos del grupo isopropilideno y el H 2-8 y, asT como en-
trevlos metilos 248:y 10. En consecuencia su formacidn requerirfa

condiciones mds drdsticas que las.utilizadas para la obtencidn de
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////
A
3.6 m

o H-

1.4;\1451/ H 3.5—5.6 m

casi una sefal
(&= 1 Hz)

ESTRDCTURA PARCIAL DEL ACETONIDO d :

\\Q:‘35_1'45' dos senales

. p— (&= 4 HZ)
3.2'd tH

4.0 4 \ ‘

4J= 12 Hz e H

3.4~3.6 m
ESTRUCTURA PARCIAL DEL ACETONIDO B

Figura 5. Tipos de aceténidos que tormarfian las estructuras parcia-

les Ay B de la Figura 4.
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12c (Tsuda et. al., 1974).

En concordancia con la disposicién y esfereoqufmica propuestas,
se encontraban los desplazamientos quimicos observados para H-3 y
H-23 en 12 y 12b (Cheung et. al.. 1969; Tsuda et. al., 1974).

En base a 1a discusi6n anterior se ident?ficd al compuesto 12
como el d&cido 38-23-dfhidroxi-urs-12-en-28-oico, el cual representa
un nuevo producto natural.

La estructura de 12 y sus derivados se indican en la Figura 6.

RO

1 ’

RUOH,C"

12 R=R'=R"=H 12¢
12a R =R" = H, R' = CHy

12b R=R" =Ac, R' = H

Figura 6. Estructuras del compuestc,12 y sus derivados.
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2. Identificacién del dcido oleandlico 10 y del dcido ursélico 11.

De las fracciones 223-347 de 1a columna de la Tabla 8 se obtuvie-

ron 33.19 g de un sélido amorfo, p.f. 270-273°. Las caracterfsticas

espectroscGpicas de este compuesto eran las tfipicas de un &cido tri-
terpénico pentacfclico del tipo oleaneno § urseno.

a) En el espectro I.R. (Espectro,E-11) al igual que en e‘l'compues-
to 12, se observaron bandas caracterfsticas a 3443 y 3423 (:m"1 (UH'-Y
libre), 3050-2500 em™1 (OH de carboxi‘lo)', 2927 cm”! (estiramiento
C-H), 1693 cm™! (C=0 de &cido), 1633 cm™! (olefina), y 1386 em<} (aru-

pos gem-dimetilo).
b) En el espectro de RN Yy (espectro,E-13) se observaron obsorciones para

un protén vinflico trisustitufdo a & 5.25 ({t, 1lH) y para un protdn

base de alcohol secundario a 83.17 (m); finalmente en la zona

comprendida entre § 0.75-1.25 se encontraban sefiales para 7
metilos.

c) E1 espectro de masas (tspectro,E-L?) presentd un 1dn molecular
a m/z 456 (°30“4a°3) y un pico base a m/z. 248. Este Gltimo fragmento
- resulta de una ruptura ret;'o-D'iels-Alder que como ya se sefizlb es ca-
racterfstica de un triterpeno pentacfclico del tipo ursenc o oleaneno
con una doble ligadura entre C-12 y C-13.

La comparacién de este producto con muestras auténticas de dcido
olean6lico ¢ ai:ido ursélico demostraron que el compuesto no era nin-
guno de ellos, sino mids bien, una mezcla de los dos 6, de otros com-

puestas diferentes con la misma estructura bisica.



Para resolver la mezcla en sus componentes individuales se de-
cidié derivatizar el al2 oleaneno presente bajo la forma de una
bromolactona (Radzan, et. al., 1952; Lewis, et. al., 1983}, tal co-
mo se irndicé en la seccifn experimental. Posteriormente se pudierqn
separar cromatogrificamente la bromolactona del &cido oleanslico,
10a y el 4cido ursélico 11. La bromolactona 10a se transformd en
dcido oleandlico 10 por tratamiento con Zn. en medio &cido.

El scido 10 finalmente fué caracterizado como §cido oleandlico,

43.

bajo ia forma de su &ster metflico, 10b, por comparacién con una mues

tra auténtica. Igualmente el dcido 11 se identificé como &cido ursé-

l}l,c.é.f.) por comparacién

lico siguiendo los métodos clisicos (IR, RMN
con una muestra original. Las reacciones que nemitieron la obten-
cién del dcido oleanélico y del dcido urs6lico en forma pura se se-
flalan en 1a Ficura 3 y, las constantes fisicas y espectroscépicas de
los compuestos 10a, 10b y 11 se indican en la Tabla 14. Los espec-
tros correspondientes se encuentran ilustrados en el apéndice al fi-
nal de la tesis. (10a E-1 , E-1', E- .; 10b E-2 , E-2 ; 11 E-1,
€E-1°, E-1"). ’
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Reacciones de formacién de 1a Bromolactona oleanéica.

Figura 3.



3. Identificacién de la cucurbitacina E (Compuesto 13).

De las fracciones 115-122 de la columna de la Tabla 9 se obtuvé
un polvo cristalino de p. f. 230-231° soluble en metanol, parcialmente
soluble en acetato de etilo, cloroformo y acetona. Sus constantes
fisicas y espectroscépicas se resumen en la Tabla 15.

Su férmula molecular se establecis como C32H4408 que permite un
fndice de insaturacién de 11. Su espectro IR (Espectro E-z3)hostr6
bandas caracterfsticas para: 1. grupos hidroxilos (3505 y 3371 cm'l).
2. carbonilo de &ster (1720 cm'l). 3. cetona en anillo de 6 miembros
(1589 cm'l). 4. cetona «,8 fnsaturada (1682 cm'l).s. doble ligadura
de un sistema diosfenol (1664 cm'l) y doble licadura conjugada
(1630 cmfl). E1 espectro de U.V. (Espectro E-ZZconfirmé la presen-
cia de un sistema diosfenol con la banda a 268 nm.

El espectro de RMNlH (Espectro E-25) presenté las siguientes ca-

racteristicas:

a) A campo alto se observaron sefiales para 8 metilos a 56 0.97, 1.05.
1.24, 1.35, 1.37, 1.42, 1.58 .

b) Una sefial para acetato a8 2 .

¢) Un muitip!ete centrado en 6=4.27 asignable al protén base de un
alcohol secundario. » '

d) A 6=5.67 y §=5.92 ée observaron 2 multipletes atribuibles a pro-
tones vinflicos trisustitufdos. La sefial a § 5.92 era consisten-
te con la presencia de diosfenol.

e) Finalmente, se observé un sistema AB caracterfético de una doble
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Tabla 15. Constantes ffsicas y espectrosc6picas de la cucurbitacina £, 13, y su derivado triacetilado,l3a.

13 13a

p.f.

uv. aMeO (109 ¢).

JKBr -1
I-R. “max (em™™)

EMIE m/z (%)

Rvn I

(80MHzZ, €OCY,)

206 (1.6343), 234 (2.5764), 268 (1.548)

230-231°C —_—

3505, 3371, 2980, 2959, 1720, 1682, 3500, 2981, 1725, 1682; 1665,

1689, 1664, 1630, 1402, 1368, 1258, 1630, 1400, 1365, 1259. 1230,
1232, 1126, 657, 614 1125, 650"

496 (M-60, 4), 478 (M-18, 1), 401 S e
(1), 383 (1), 164 (14.7), 113 (11.7), o
96 (100), 43 (20.1)

0.97 (s. 3H. H-9), 1.05 (s, 3H, H-13),” - 1.01 (s, 6H). 1.22 (s, 3n), 125 .-
1.24 (s, 3H, H-28), 1.35 (s, 3H; H-29), . 2 139 (s,
1.37 (s, 3H, H-30), 1.42 (s, 31, N:21),
1.54 (s, 6H, H-26 y H-27),;"2. 0 (s, 3y
Ac-25),.3.47 (m, IH, H-10), 4.27 (m,
1M, H-16), 5.67 (m. 14, H-6), 592"
1H; H-1), 6.43 (d, IH, J=15HzZ, H-23)
7.05 (d, 1H, J=15Hz, H-24) .

i1
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tigadura trans disustitufda a &§ °6.43 (d, J=15Hz) y 6 7.05
{d, J=15Hz). La ausencia de protén base de éster y la presencia
del singulete a 2 ppm claramente indicaban que el acetato presen~

te en ila mole;u'la era terciario.

ta acetilacidén del compuesto 13, en condiciones usuales permi-
ti5 obtener el derivado triacetilado 13a. E1 espectro de Rty (es-
peétrc E-29) de este derivado, ademds de la sefial correspondiente
al metilo del acetato terciario de 13, aparecieron 2 seﬁa]és adiciona-
les a 5 1.84 y 2.17. Asimismo se pudo apreciar que las sefiales § 4.27
y & 5.92 en el espectro del compuesto, 13, se encontraban desplaza-
das a § 5.17 y 6.33, respectivamente, confirmando definitivamente la
presencia del diosfenol y de un alcohol secundario en 13.

Los elementos estructurales encontrados hasta el momento se re-
surﬁen en la Figura 7 y como se puede observar 7 de los 8 oxfgenos y
? de- las 11 ¥nsaturaciones requeridas por la férmula molecular habfan
sido asignados. )

EY gran niumero de seffales para metilos observados en los espec-
tros de RMN’H, el nimero de &tomos de carbonos requeridos por la
férmula molecular (32), asf como las 4 insaturaciones restantes per-
mitieron inferir que el compuesto 13, era un triterpeno tetraciclico.
E1 andlisis detallado del espectro de masas (E-24) permitid compro-
bar qué efectivamente, 13, era un triterpeno del tipo cucurbitano,
cuya estructura base se indic6 en la Figura 1, estructura 3.

La informacidn del espectro de masas que sustentd la hipétesis

anterior se resumen en la Figura 8, y los aspectos mds importantes
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ROMPIMIENTO FRAGMENTO m/z

EEREEEY b 133
95

c-----d 164
331

PR .. 356
: 139
121

gm==~- h BT 401
383
358
96

et 'S

Figura 8. Esquema de fragmentacién de la cucurbitacina E (Compuesto,13).

ORIGEN

112+H, CgH30
113-H0 32

392-H-60

199-60
199-60-H20

401-H§0
401-4

-155-60+H
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fueron 105 siguientes:

a) La presencia del fragmento a m/z 164 resultante de la ruptura
d-¢ (Figura 8) permiti§ concluir que el sisteha diosfenol se en-
contraba en el anillo A y que entre C-5 y C-6 se encontraba 1a
doble 1igadura trisustitufda (Audier et. al., 1966), pudiendo

entonces escribirse la estructura parcial que se indica en la

3

‘Figura 9.

Figura 9. Estructura de Jos anillos A y B del compuesto 13.

b) E1 fragmento a m/z 401 (M-155, C,4H3,05), resultante de la frag-
menta;idn h-g de 1a Figura 8, permitid concluir, que el acetato
"terciario estaba ubicado en 1a posicidn €-25. Si el acetato se
hubfiese encontrado en Ta posicién C-20, que era la otra alterna-
.t1vu. el fragmento anterior se hubiese observado a m/z 460. Pdr
otra parte este mismo fragmento a m/2 401 sugirid que en la po-
sicién C-20, se encontraba un hidroxilo terciario, (Duncan et. al..

1968, Arisawa et. al., 1984). Con este grupo hidroxilo en C-20
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se complementaba‘el nimero de oxfgenos establecidos por la férmu-

1a molecular,

¢) E1 1én a m/z 96 (pico base) resultante de las rupturas h-g y j-i,
estaba en concordancia con la ubicacidn del acetato terciario en C-25
y con la presencia de la cetona a,B insaturada en la cadena lateral.

En base a 1a discusidn anterior se pudo proponer la estructura

de la cadena lateral como se indica en la Figura 10.-

Figura 10. Estructura de la cadaena lateral del compuesto 13.

La asignacidn del hidroxilo secundhfio en c¢1s se hiz8 en base al .
protdn de acoplamiento observado para la’ sefial a‘5.}7 ppm en el es~-
pectro de RMNIH de 13a. Como se puede apreciar en el Espectro 26

" esta sefial aparece como un triplete (J=7.5Hz), lo cual solo era

factible si el oxhidrilo estuviese « orientado en la posicién 16
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(Arisawa et. al., 1984; Hylard _e_t;al_..’ 1986; Cattel et. al., 1978;
inter alia). La disposicidn del carbonilo restante en la posicién
11 se hizc sobre consideraciones biogendticas (Lavie et. al., 1971).
Consistente con esta ubicacidn del carbonilo era el doblete, (par-
te de un sistema AB) que observaba para uno de los protones de H-12
a & 3.20 (J=16) en el espectro de 13a.

En base a la discusién anterior se pudo concluir que la estruc-
tura del compuesto 13a era la cucurbitacina E, cuya estructura se

indica en la Figura 1l1.

13 R =R’ = H. © 138 R =R’ = Ac

Figura 11. Estructura de la cucurbitacina E, compuesto 13, y cucur=-
bitacina E triacetilada compuesto 13a.
La evidencia defﬁnitiva se tuvo al comparar su espectro IR con
aquel de una muestra auténtica y que proporcionard gentilmente el Or.

Casaddy de la Universidad de Purdue.



4. ldentificacidn de la'iso-cucurbitacina B (compuesto, 14).

De las fracciones 123-130 de la columna de la Tabla 2 se obtuvé
un sélido cristalino en forma de agujas de p.f. 219° *» soluble en
metanol, parcialmente soluble en acetato de etilo, cloroformo y ace-
tona. Lés constanges ffsicas y espectroscépicas utilizadas para
identificacidn se resumen en la TaBTa'ig,

Su f6rmula molecular se establecid como c32”4608 que permite
un. fndice de insaturacién de 10.

E1 espectro de I.R. (Espectro E-27) era similar al del compues-
to, 13 , diferencidndose fundamentalmente en la ausencia de la senal
a 1664 cm'l. Igualmente el espectro de RMNIH (Espectro E<9) era se-

mejante, observindose también:

a) Sefales para 8 metilos a2 § 0.81, 0.96, 1.18, 1.26, 1.32, 1.41,
1.54.

b) Una sefial para acetato a § 2.0

¢) Una sefial para hidroxilo intercambiable con agua deuterada a

6 4.25. '

d) Un multiplete centrado a 5§ 4.33, integrando para un protén asig-
nable a ia base de un alcohol secundario.

e) Un multiplete a 6 5.92 atribuible a una doble ligadura trisusti-
tufda. ‘

f) £1-sistema AB de la doble ligadura trans disustituida a s 6.42
(d, 1H, J=15.6Hz) y & 7.07 (d. 1H, J=15.6Hz).
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Tabla 16. Constantes ffsicas y e'spectroscﬁpicas de la {socucurbitacina B, 14 y 1a epi-isocucurbitacina B, 15

n 15w
p.f. 219° 204-210°C
1., KBr ol 3565, 3511, 3463, 2968, 2929, 1721, 3565, 3511, 3463, 2968, 2929, 1721,

EMIE m/z, (%)

RMnH
(80MHz, CDCT,)

1694, 1627, 1258, 1127, 1023, 989.
(Espectro. 27 )

498 (M'-60, 3.4), 480 (M'-60-18, 1)
403 (2), 385 (4), 369 (1), 2}9 (1),
203 (1), 164 (4), 113 (24), 97 (10),
96 (100)

0.81 (s, 3H, H-19), 0.96 (s, 3H, H-18),
1.18 y 1.26 (2s, 6H, H-28, Hyg), 1.31
(s, 34, H-30), 1.41 (s, 3H, H-21), 1.54
(s, 64, H-26, H-27), 2.0 (s. 3H, Ac-25),
3.89 (brs, 1H, H-3), 4.24 (brs, IH,GH-D,
in;ercamb1abla Dzo). 4.33 (m, 1N, le).
5.90 (m, 1H, H-6), 6.42 (d, 1H, J=15.64z,
H-23), 7.07 (d, 1H, J=15.6Hz, H-24)

1694, 1627, 1258, 1127, 1023, 989
(Espectro )

498 (M*-60, 3.4), 480 (M'-60-18, 1),
403 (2), 385 (5), 369 (1), 219 (1),
203 (1), 164 (4), 113 (24), 97 (10),
96 (100)

0.85y 0.96 (2s, 6H, H-19, H-18),
1.07 y 1.26 (2s, 6H, H-28, H-29),
1.31 (s, 3, H-30), 1.41 (s, 3H,
H-21), 1.58 (s, 6H, H-26, H-27),
2.0 (s, 3H, Ac-25), 4.11 (s, 1H.
H-3), 4.24 (brs, 1H, H-20 intercam-
biable D,0), 4.33 (m, 1H.J=7.4Hz,
H-16), 5.9 (m, 1M, H-6), 6.42 (d,
IH, J=15.6Hz, H-23), 7.07 (d, IH,
J=15.6Hz, H-24)

*Se sustraen las seflales correspon-
dientes a ta jsocucurbitacina, B .



Como diferencia fundamental se observd un singulete a § 3.85
que de acuerdo al desplazamiento quimico debfa ser 1a base de un
protdn unido a una funcidn oxigenada; posiblemente un hidroxilo.

Los elementos estructurales hasta ahora mencionados eran casi
iguales a los mostrados en 1a Figura 7, s0lo que en lugar del dios-
fenol, el compuesto li posefa una funcidn carbindlica secundaria
adicional. ‘

€1 espectro de masas confirmé_que.gjlera tambfén un cucurbita-
no ya que se observaban los fragméntos que se resumen en la Figura
12, La natyraleza4de 1a cadena lateral se hizo en base a las con-
sideraciones mencionadas para el compuesto, 13,y la posicidn de uno
de los hidroxilos secundarios se asigné fgualmente en C-16 én base
al patrdn de acoplamiento observado bara T1a seﬁé? a §4.33. La
asignacién del otro hidroxilo secundario en el anillo A se hizo
considerahdo el pico a m/z 166 el cual se originé de una fragmen-
taci6n de tipo retro-Dieis-Alder (Audier et. al., 1966). E1 i6n a

m/z 166 permitié entaonces proponer l1a estructura parcial de la

Figura 13.

Figura 13. Estructura del anillo A del compuesto 14.
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Figura 12.

14
15

 FRAGMENTO m/z

i13
95
367

116
358
121

404
385
96

- 498
60

57,

R*u-cﬂ.
R = g-0OH

ORIGEN
114-H Cet1002

114-H-H20
444-H,0-59

199-60-H,0
403 + H
403-H,0
155-60+H

Esquema de fragmentaci6n de los compuestos 14 y 15.
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La disposicidn del grupo ;arbonilo en 2 y del hidroxilo en 3
se hizo en base al singulete observado a § 3.85 en e! espectro de
RvlH, para el H,. _

EY pico a.m/z 334 resultante de una fragmentacién del tipo Mc
Lafferty (Figura lﬁ) permiti6 en este casolubicar inequfvocamente g1

carbontlo en C-11 (Audier).

Figura 14. Formaci8n del 16n a m/z 334 por una fragmentacifn de ti-
po Mc Lafferty.

E1 conjunto de la discusién anterior permitié cardcterizar'gl
compuesto, 14, como la isocucurbitacina B: 1a cual resultd idéntica

en todos sus aspectos a una muestra patrSn también proporcionada por

el Dr. J. Cassady..
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§. Identificacién de la 3-epi-isocucurbitacina {Compuesto, 15).

Finalmente, de las fraccionés- 131-135 (Tabla 9) se obtuvo un

sélido cristalino de p.f. 204~-210° cuyas caracterfsticas espectros
cdpicas se resumen en la Tabla 16. Como se puede apreciar el es-
pectro de rescnancia (E«31 )} de esta sustancia era précticamente
igual 3 la de la isocucurbitacina B observindose sefales adiciona-
les a 0.85, 1.07 y 4.11 ppm. Por otra parte el espectro de masas:
resulto ser idéntico.

La gran similitud de los espectros de RHNlH y 1a presencia de
una sefial adicional para otro protén base de un alcohol hizo pensar
que el producto, 15, era una mezcla de, 14, y una sustancia isomé -~
‘rica. Esta sustancia {somérica,a juzgar por el singulete adicional
observado a ¢ 4.11, debfa diferir tan solo en la orientacidn del
hidroxilo en C-3. En el caso la isocucurbitacina B la seﬁﬂ corres.
pondiente aparecfa en 6=3.89, y era consistente con un H-g-axial,
por 1o tanto el cayor desplazamiento qufmico a & 4.11 era 'iﬁdicati-‘
vo de un protén s-ecuatorial.

La Gnica sustancia 1somérica de la isocucurbitacina B, que po-
dfa difertr tan solo en la orientacién del hidroxilo en 1a posicidn
€-3, era la gpi-isocucurbitacina 8, 15. La revisign d2tallada de
las caracterfsticas quimicas y espectroscépicas de la g_;_;l—isocucur«
bitactna- B y el hecho de que previamente ha sido aislada conjunta-
mente con la isocucurbitacina B (Arisawa et. al., 15384). permitie-

rdn concluir que el s&lido obtenido era una mezcla de isocucurbita-
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cina B y epi-isocurbitacina B, cuyas estructuras se ilustran en 1la

Figura 15.

Figura 15. Estructura de isocucurbitacina 8, 14y ggi:isocucurbita-

cina B, 15.

La presencia de cucurbitacina E, isqcucurbitacina B y epi-isocu-

curbitacina B, en la Cigarrilla mexicana es de importancia quimiota-

xondmica y farmacoldgica. La importancia quimiotaxondmica radiéa en
el hecho de que recientemente se reporté por vez primera, la presen-
cia,en grandés cantidades, de cucurbitacinas en una Rubjaceae. En esa:

ocasién 1a planta estudiada fue la Hintonia latiflora (Sesse et Moc

ex DC) Bullock y 1as cucurbitacinas aisladas fueron la tetrahidro-
cucurbitacina F y.la tetrahidrocucurbitacina F-25-acetato (Reguero

et. al., 1987). Como consecuencia de esta investigacidén se especu-



16 que posiblemente otras especies relacionadas de .1os géneros

Coutaportla, Cigarriila, Coutarea y Exostema, entre otros, también

con cortezas extremadamente amargas, pcdfan contener cucurbitacinas
como metabolitos secundarios comunes., La existencia de las cucur-

bitacinas antes mencionadas en la Cigarrilla mexicana, especie es-

trechamente relacionada con Hintonia desde el punto de vista filo-
génetico, confirma parciaimente la hipétesis anterior.

A diferencia con 1a Hintonia latiflora el rendimiento de las

cucurbitacinas fue muy pequefio, tal como sucede en especies de otras
familias ricas en cucurbitacinas. Entre estas familias se pueden

mencionar: Burseraceae, Cucurbitaceae, Cruciferae, Lilfaceae,

Serophulariaceae y Polemoniaceae (Lévie et. al., 1971). Por otra

parte, es de hacer notar que es la segunda ocasién que se describe
el aislamiento de la epi-isocucurbitacina B como producto natural;

previamente habfa sido descrita en la planta Ipamopsis aggregata

(Poliemoniaceae) (Arisawa et. al., 1984).

Desde el punto de vista farmacol6gico. las tres cucurbitacinas
encontradas poseen actividad citotSxica y antitumoral (Kupchan et.
al.., 1967§ Arisawa et. al., 1984). Estos compuestos fueron evalua-
dos medfante ensayos in vivo e in vitro (Kupchan et. al., 1967;

Arisawa et. al., 1984).
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1.

CONCLUSIONES

E'i estudio fitoquimico preliminar del- extracto metandlico de

. las partes aéreas de la Cigarrilla mexicana permiti6 el aisla-

miento e identificacibn de tres Scidos friterpén‘lcos pentace-
clicos, frés cucurbitacinas y el polialcohol manitol. Los Sci-
dos triterpénicos obtenidos fueron el &cido ursélico 11, el &ci-
do oleandico, 10, y el &cido 38-23-dthidroxi-urs-12-en-28-oic,

12, representando ‘este G1timo un nuevo producto natural; en tan-

to que,los cucurbitanos fueron caracterizados como la cucurbirta-
cina E, 13 , la iso-cucurbitacina B. 14, y 1a epi-isocucurbita-
c1na B, 15 .

La presencia de cucurbitacinas en la C. mexicana es de importan-
cfa quimiotaxonémica y farmacolégica. La importancia quimiota-

xondmica radica-en que las cucurbitacinas parecen ser metaboli-

“tos caracterfsticos de algunas especies de Rubiaceae estrecha-

mente relacfonadas fitogenéticamente, y que se caracterizan por .
poseer cortezas extremadamente amargas. La 'lmportanc'la farmaco-
18gica reside en que las tres cucurbitacinas caracurizadas po-
seen actividad citotSxica y antitumoral; sin embargo, como estos

compuestos no han s1d_o evaluados previamente como antiamibianos,

no es posible correlacionar su presencia con la actividad anti- .

amibiana que se atribuye a la planta.

62.



3. ‘La preparacién de la bromolactona del &cido olean8§lico results
ser un métodc quimico adecuado para la separacidn de un oleaneno

y de un urseno.

RECOMENDACIONES

1. Continuar el estudio de las fracciones de mayor polaridad, cuyo
sabor extremadamente amargo sugiere la presencia de otras cucur-

bitacinas.

2. Evaluar a las cucurbitacinas aisladas como posibles agentes anti-

-amibfanos.
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