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ABSTRACT 

As part of a systematic chemical Research on mexican 

planta used in Traditional Medicine, Rand.la e.ch.lnoca~pa, 

Ex:olt.tttna mexl.c.aht.lrll and S.lm«a mex.lcana,. were investigated. 

Four triterpene acids (quinovic 2.,!, oxoquinovic 53,

oleanolic 35 and ursolic 36. acids), mannitol, 6-si ·

tosterol and B•D - gluco- B- sitosterol were isolated -

f.:om the methanolic extract of the fruit of R. e.c.h.lnoca~ 

pa. 

Bioassay directed fractionation of thc methanolic e~ 

tract of E. mex.lcanum led to the isolation of two bioa~ 

tive compounds which were characterized as cucurbitncin -

F - 25 - aceta te g and cucurbitacin F 69, Both compone!!. 

ta exhibited antitumoral and antipaludic properties, 

Finally, the alkaloidal fraction of the methanolic -

extract of the stem bark of S~ mex..lcana. yielded harma

ne 1Q. and strictosamide l!• The former wae toxic to 

A. 4a.t.lna and displayed ontimalarial activity. 
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RESUMEN 

Como parte de un estudio ststemitico sobre plantas me

xicanas usadas en la ~edicina tradicional se realizS el est~ 

d_io qutmico de la Rand.ia. e.c1Unoca.1tpa, l,a E'xo.1i.te.ma me.x.i.c.anum 

y la S.i.m.i.Jta me.x.i.cana, especies pertenecientes a la familia 

Rubiaceae. 

Del extra~to metan61ico del fruto de R. ech.inoca~pa, se 

aislaron y caracterizaron el polialcohol manitol J.!, el a-s!. 
tosterol !!• el P-gluco-P-sitosteral ~. y cuatro Scidos tr! 

terp~nicos (ácidos quin6vico _!!, oxoquin6vico _!!1 olean8lico 

11 y ura6lico ~). 

El fraccionamiento del extracto metan6lico de l~ coft!. 

za de la E. me.t.icanum dirigido mediante la determinaci6n de 

la toxicidad para AIL.te.m.la ~al.l.na. pe.rmiti6 el aislamiento de 

dos sustancias bioactivas, Estas fueron caracterizadas como 

la 2S-acetil cucurbitacina F .§.!. y la cucurbitacina F !2_. Am

bos compuestos tambil!n resultaron bioactivos como .agentes· 

antitumorales y antipalfidicos. La moderada actividad antima

lfirica encontrada podría explicar el uso popular de la plan

ta, 

De las fracciones alcaloideas obtenidas mediante una 

partición licido .. base del extracto metan6lico de la corteza de 

ix 



la SimL'ta mexicana se aislaron y caracterizaron dos alca 

loides, el hermano 20 y la eetrictosamida l!• 

El hermano lQ. result6 t6xico para la A~temia ~atina 

y fu6 evaluado tambi&n como agente potencial antitumoral y 

antipalGdico. La moderada actividad antimalárica encontr! 

da podría explicar el uso popular de la planta. 

X 



1 N T R o D u e e 1 o N 

l. GENERALIDADES DE LA FAMILIA RUBIACEAE 

1.1. TaxonomS:.a 

La gran familia Rubiaceae incluye de 6 000 a 7 000 eep! 

cies agrupadas en aproximadamente SOO géneros; las especies 

son tropicales pero se han adaptado a otros ambientes (Wi

llis, 1973). 

A la fecha se han propuesto varias clasificaciones de la 

familia. Primero~ en 1891 Schuman la dividió en dos subfami

lias: Cinchonoideae y Coffeoideae (Rubioideae} 1 y cada una 

comprendta 21 tribus. Subsecuentemente, Verdcourt en 1958, 

la agrupó en tres sut¡familias: Rubioideae (.con 11 tribus) 1 

Cinchonoideae (con 11 tribus) y Guettardoideae (con una tri

bu). Hiis tarde, en 1966, Bremekamp reagrupó la familia en ocho 

subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae 1 Rubioideae, Urophi.

lloideae1 Pomazotoideae, Gleasonnoideae, Guettardoideae e Hi

llioideae. Finalmente en 1976 Verdcourt hizo algunas modifi

caciones a su clasificación inicial. Esta última clasifica

ción ea la m8s aceptada por los tax6nomos modernos. En las 

Tablas l y 2 se resume la clasif icaci6n propuesta por Verd

court. 



Tabla l Familia Rubiáceae 6eniu verdcourt (Verdcourt 1958,1976). 

SUBFAMILIA 

Cinchonoideae 

Rubioideae 

Guettardoideae 

Hillioideae 

Henriquezieae 

TRIBU 

Naucleeae, Cinchoneae! Cephalantheae, 

Virectarieae, Rodeletieae! Mussaendeae, 

Heinsieae, Catesbaeeae, Gardenieae 

Coffeeae, Retiniphylleae, Altberteae, 

Vanguerieae, Chiacocceae 

Paychotrieae, Coussareae, Morindeae, 

Triainolopideae, Shradereae, Urophylleae, 

Craterispermeae~ Knoxieae~ Paederieae, 

Argostemmateae, Ophiorrhizeae~ Hamelieae, 

Cruckshanksieae, Hedryotideae, Anthosper

meae, Spermacoceae, Rubieae 

Hellieae 

Henriquezieae 



3 

Tabla 2 Algunos g~neros representativos de la familia Ru
biaceae (Verdcourt 1958 1976) .. .. 

TRIBU GENERO 
SUBFAMILIA CINCHONOIDEAE 

Naucleeae Na.u e.te.a, Ad.i.na., Anthocephalu• 

CJnchoneae Uttca.Jt.la, Ca.pi.11.0 na, Exo.s.temma., 

Cou.ta.1Le.a., Re.m.i.j.i.a, Myt.11.agyna., 

C.incho na., 
U.a 

Ca1t.yna.ul.ine, C.ig a.11.11..l-

Coutapo•tla 

Rondeletieae Ro11de!e.t.ia., H.i.1t.ton.i.a, Pogonopu.6, 
S.i.m.i.Jt.a. 

Mussaendeae l.6 e.JL.t.i.a 

Gardenieae Ga.1tde.n.la, Ge.nipa, Ra.nd.i.a 

Coffeeae Co66<« 

SUBFAMILIA-RUDIAIDEAE 

Psychotrieae P1iychot1Lia, Cepha<lü 

Morindeae Mo1Li.nda 

Urophylleae Uoophyllum 

Hedyototideae Bouva.11.d.ia., He.dyot..l.6, Oldenland.ú 

Spermacoceae Bo Jt.11. e.11..i.a. 

Rubieae Ru b.la., Ga.lium 

SUBFAMILIA-GUETTARDOIDEAE 

Guettardeae Guetta•da 



1.2. Hetabolitos secundarios de la familia Rubiaceae. 

Una gran diversidad de metabolitos secundarios han si

do descritos en la familia Rubiaceae, Gatos incluyen: ter

penoides (Sticher, 1976; Bock et. al., 1976; Ducroix, 1975 

Koike et. al., 1980; Hegnauer, 1973; Pant e.t. al,, 1979; Das 

e.t. al, 1983; Reguero, 1987; Aimi e.t. al., 1988,Znte.Jtal.(.al, 

antraquinonas ' antraquinoles (Adesogau, 1973), naftalenos, 

compuestos aromáticos simples, cromonas, cumarinas simples, 

taninos, xantinas, esteroides (Hegnauer, 1973) flavonoides 

(Willson "e.t, al), neoflavonoides (Monache e.t. al., 1984; 

Aquino e.t. etl,, 1988; Mata e.t. al., 1987, 1988c 1 .i.nte.1t al.i.al 

y alcaloides (Hemingwsy e.t. a.l. 1980; Parry e..:t, al,, 1978; 

Fujii e.t, al., 1983; Zalacai'.n e..:t, al., 1982; L6pez e.t. al., 

1988, lnte.ft allal. 

A continuaci8n se harS una revisi6n de los metabolitos 

que se encuentran con mayor frecuencia en la familia como 

lo son algunos terpenoides, varios tipos de alcaloides y neo 

flavonoides del tipo 4-fenil-cumarinas, 

1,2,l, Terpenoides de la familia Rubiaceae. 

Los tirpenoides de la familia Rubiaceae incluyen mono

terpenoides, di~erpenoides y triterpenoides. 

Los monoterpenoides comprenden principalmente compues-



. .. . . . 
. .-- .. . . -

.to's ·del· ti~~ <Í.ri~o,¡_-~e. '(E-~do ·y- ~aguchi,· 1973; Tukeda et. al,, 

1975, ,1976·: ~-97:;~·~ .. :-~-ri~~,~-~:-:.e~.·-~.t., 1968, 1970, 1974; Guarna~ 
cia e.(:. ·ai.-~·- i9.i2·(,:·-~-~'1l'ie~l-·e.t.- at., 1977; Djt:rassi e.t. al., . . . _,, .. ' ' 

. - . - ·.· ,· .. - . 

como eecoiridoides ··ce~·ck_· t.t. al., 1976). 

Los diterpenoides de la familia son de los tipos kaur~ 

no-filocladeno (Ducroix et. al., 1975), y dolabradieno (Ko! 

ka e..t. al.., 1981). 

En_relaci6n a los triterpenoidee se han aislado y ca-

racterizado principalmente compuestos pentactclicos de las 

siguientes categorías: oleanano (Hegn&uer 1973 ¡ Reddy e..t, al,, 

197S 1 1977; Chatterjee e..t, al., 1979; Sahu e.t, al., 1974), 

ursano (Hegn.auer, 1973¡ Adeoye y Waigh, 1983; Herath e.t. a.t., 

1978), lupano (Hegnaue~, 1973; Das e.t. at.
1 

(1971), y frie-

delano (Hegnauer, 1973), recientemente se han encontrado tri 

terpenoides tetra~íclicos de tipos cucurbitano ('Reguero e..t, 

al., 1987) y triterpenoides modificados del tipo meliacinas 

(Ahmed et, al., 1978) y ~opano (Aimi et. at,, (1981), 

1 1 2,2, Alcaloides de la familia Rubiaceae. 

Desde el punto de vista biogenético los alcaloidea de 

la familia Rubiaceae se pueden agrupar en dos grandes cate

gorías, El primer grupo comprende todos aquellos alcaloidea 

biogen~ticamente derivados de un aminoácido aromático y la 

5 



aeco1oganina l• El segundo abarc:a todos los demás alcaloides 
. -"' ... 

. en cu~a. f~r·maciS_n ·no p.articipa la secologanina, 

1.2.2.1. 'A!Caloidee derivados de la secologanina. 

Los alcaloides derivados de la sec:ologanina a su vez se 

clasifica~ en: indol~iridoide (tipo o, e, V), isoquinol!ni-

coa_ y q~inoltnicos. 

La mayor!a de los alcaloides caraceerizados de la fami

lia Rubiac:eae pertenece al primer tipo y son biosintetizados 

a partir de la. seco~oganina·!_, la cu-al.se condensa con la triptam!:_. 

na!._, Para dar estric:tosidina· :!._, el precursor de la mayoría de 

los alcaloides indal-iridoidc. Algunos alcaloides ind6licos 

que contienen un gTupo carboxilo adyacente al Nb se sinteti~ 

zan directamente a partir del triptófano !, en lugar de la 

triptamina. En la Figura l se indica las estructuras de la 

secologanina, de la estrictosidina. de la triptamina y del 

tript:ófano. 

La eetrictosidina 1 puede sufrir numerosas modificacio-

nea para originar varios tipos de alcaloides ind6licos. En 

el caso particular de la familia Rubiaceae, edta amida, da 

origen a los alcaloides que poseen como esqueletos bá'sicos al 

vincosano (Brown y Charalambidcs, 1973, L974ºa, 1915a; Bto'Wn 

y Row, lCJ.67; Herlini y Nacini, 1968; Brown y Uarambwn, 1978¡ 

Pouaset, e..t. a.l., 1971 1 1974; Le.vesque et. al., 1974; Brown 



J 

Figura l 

SECOLOGANINA 2 TRIPTAHINA 

ESTRICTOSIDl;NA 4 TR !PTOFANO 

Estructuras de la secologanina, triptamina, ·P..strictoeidi
na y Criptófano, 

y Chaple, 1976a; Hurray e.t, a.l.,' 1972; Me Clean e..t. al., 1976), 

corinanto (Goutarel e.t. a.t,, 1977; Johns e.t. al,, Brown y 

Duckworth, 1976¡ Husson e.t, al., 1977, Hesse, 1964, 1968¡ 

Manake 1 19.65; Raffauf, 1970; Holker et. al,, 1964; Zarambo 

e..t. a.t,, 1974}, y valesiacotamano (Brown et. al,, 1977; Ho

tellier et, al., 1977¡ Blackstock y Brown, 1971¡ Blackstock 

e.t. al,, 1971; Brown y Blackstock, 1972), los esqueletos an-

tes mencionados, se ilustran en la Figura 2, 
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VINCO SANO 
TIPO D 

COR INANTO 
TIPO C 

VAL ES IACOT AMANO 
·TIPO V 

Figura 2 Esqueletos bástcoa de vincosano, corinanto 

y valesiacotamnno. 

El segundo grupo, los isoquinoltnicos, se forman a 

partir de la dopamina ~ (en lugar de triptamina) la cual al 

condensarse cona la sec.ologanina ~. da origen al desacetil iJ?.C? 

ipec6sido !• este Gltimo compuesto es el precursor general de 

este tipo de alcaloides en la familia (Openshaw, 1970; Brau

chli, 1964). En la Figura J se muestra la estructura de la 

dopamina y la del desacetil isoipecósido, 

Finalmente, el grupo de los quinol{nicos (Talur et 

al., 197&; Hutchinaon et a.l., 1974; Saloman, 1970), son.tam-

bi~n sintetizados a partir de lR estrictosidina ~· A manera 

de ejemplo, en las Figuras 4 y 5 se ilustran resumidamente la 

biosintesis de la camptotecina 7 y de LA quinina !• respec -

tivamente. 
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HO 

HO~ 
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Figura J 

Figura 4 

DOPAHINA 6 DESACETIL !SOIPECOSIDO 

Estructura de la dopAl!lina y la del desacetil isoipecosido. 

J 

o ·O==<> 

Biosíntesis de la camptotecina (Brown e;t, al., 1911¡ Ba
ttersby and Hall, 1969). 
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Figura S Bios!ntesis de la. quinina (Brown e.t. a.t, 1 1977; Batters 
by and Hall, 1969). 
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1.2,2.2. Alc~lo'iiÍe~.<l.ue no de~ivan de la secologanina: 
-«·:·.' 

·Como y·~ se'_-\a:etiCion6: pr"eviamente existen otros grupos de 

al~a-lo·i~es. ~;~i: ta', .. '.-~i~·¡i1a·:·' Rubiaceae que biogen&ticamente no 
, __ -.. ,o: _. - -· . . 

deriV~'n· de:.:·1a:·ae·c:·ologanina. Estos comprenden los siguientes 
".' : . . :' '".' . .: . . .... -

su b"g ru pos·, __ '.: i n~t"61 "i~~ a- s'imples (Jossang e.t, o..l.,, 1977a, b; Pou-
, ' - ' - . -\"· 

B~t .. ~t.,-:-~.ti\- ... 19-j'3, 1977) 1 a-carbolí.nicos (McLean y Murray, 

1970;.Corothie y Nakano, 1969¡ Phillipson y Hemingway, 1975¡ 

Par.is.U: o.l., 1957; Jordaan e..t, o.l, 1 1968; Pousset et, at, 1 

1974, 1977), pol_indoleninas (Fridrichson e.t. ·al., 19&7; 

Wo0-Ming y Stuart, 1975¡ Nakano y Martín, l976¡ Parry y Smith, 

1978), purinas (Raffauf, l970, Uegnauer, 1973), peptídicos 

(Hegnauer, 1973), y ·piridí.nicos (Schlitter ard Spitaler, 1978). 

Los alcaloides indólicos simples se biosintetizan a pa~ 

tir del aminoácido triptófano !· 

Los a~caloides B-carbolinicos presentan como estructura 

base un sistema trictclico de tipo pirido (3,4-b) indol y g~ 

neralmente son sustituídos en la posición l. La naturaleza 

del sustituyente es variable y depender& . del precursor que 

se combine con el triptófano para originar el anillo ~-carb~ 

ltnico, En la Figura 6 se indica la estructura base de es-

tos alcaloides, La parte ind6li·ca del sistema tricíclico deriva 

del triptÓfano (0 1 Donovan y Kcnneally 1967;Grtlger, 1969; Cordel\ 



Pigura 6 

~· 
'~NN~ ~ ' 

Estructura base de alcaloides 6-carbolínicos, 

1974) y los restantes carbonos del piruvato, acetato u otros 

compuestos (Stolle y GrOger 1968). 

El siguiente grupo de alcaloides, el de.las poliindole

ninas, son biosintetizadas a partir de dos o mis unidades de 

triptamina 2 o sus derivados los cuales se polimerizan pos,!_ 

blemente vis radicales libres (Cordell, 1981). A manera de 

ejemplo en la Figura ] se ilustra la biosintesis de la chi

momantina ! y calicantina 10, 

Con respecto a las purinas, de las semillas del cafe 

C.Co66t'\ 4"-a.b.(e~ L, l se han obtenido tt'es impo?'tantes alcalo!. 

des: la cafeína !.!.• la teofilina 12 y la teobromina !l• 

En relaci~n a los alcaloides piridinicos son pocos los 

descritos en la familia, Algunas como la Schumanneofitina !.i 
se biosintetizan a partir del Scido nicotrnico, En otros co

mo la coelobi:llaYdina ~ (Lópe.z tt. o.l,, 19_881 son biosinte

tizadoe A partir de la loganina, 
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Pigura 7 Biosínte9ia de la chimomantina ! y calicantina !.Q.. 



Finalmente entre loé alcaloides peptídicos se encuen-

tra la bouvaTdi:na !! (Zalacain et, al., 1982) il1.1st1·sda, ju!, 

to con los alcaloides purina y piridínicos, en la Figura 8. 

MI.Je$ 
N N 

M·Cu:~ 
Ó' N N Me Me 

11 CAFEINA 12 TEOFU.INA 

13 TEOBROHJJlA 14 SCHUMANNEOFITINA 

"b (Jl .. 
15 COELOBILLARDINA 

°" L·l• ~·· 
1 1 l r. ')f.1,1 

,.,,~.,,..Y"~~-º t•O O N-

I 1 
N- o t•O 

NO )t..-NMN.lJ., 
• 1 H l H '. 

O O•.l11 l.•.llo 
l.•t1r 

16 BOUVARDINA 

Figura 8 Estructura de div:etBOB alc-aloidefl aislados 
de Rubiaceae, 



l. z. 3, Neoflavonoidea del tipo 4-fenil cumarina de la fami

lia Rubiaceae. r 

Las 4-fenil cumarinaa son compuestos aromlticos cuya es 

tructura general se encuentra a continuaci6n en la Figura 9. 

Figura 9 Estructura general de una 4-fenil cumarlna. 

De la familia Rubiaceae se han aislado hasta ahora die-

ciocho 4-fenil cumarinas y éstas est&n restringid~s a los'g! 

ne ros 

1983, 

1983; 

1969¡ 

1.3. ·. 

CoutaJLta, Exo.6tema y H.lnton.la. (Do le Honache •t. at, 1 

1984, 1985; Ha ta •t. al,, 1987, 1988; Reher •t. at,, 

Reher y Krauss, 1984 ¡ SAnchez Vieses •t. al,, 1967, 

Mukerjee <t. at .• 1968; Aquino •t. al., 1968 l ' 

Actividad biol6gica de algunos metabolitos de la fa

milia Rubiaceae, 

Desde el punto de vista medicinal; muchas especies de 
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la familia Rubiaceae. son· de gran importancia. MJchas de ellas 
' ·-. " 

constituyen fuerite~.prÍmordiales de numerosos alcaloides de 

importancia terapdutica, ~ntre los que destacan la quinina 

_!, la quinidina !l, l·a emetina !!• la teofilina g, la cafef 

na ~ y la camptotecina ..]_. Asimismo de otras especies de e~ 

ta familia se han aislado muchos compuestos farmacol6gicame~ 

te acti~os entra ~oa q~e resal~~n la yohi~bina 21 -· harma no 

!,!, genipÓsido '!!!...Y Scido gentpico ~· En la Tabla 3 se r~ 

sumen al"qunos compuestos con ~ctividad biol6gica ais-

lados de la familia Rubia~eae. 

Es importante señalar que la mayoría de ~s~os compues

tos indicados en la tabla han sido aislados de plantas que 

gozaban de reputaci6n folkl6rica como agentes medicinales; 

igual que esas plantas, existen muchas RubiSceas usadas po-

pularmente en diversas regiones del mundo y que aGn no han 

sido investigadas desde el punto de vista químico y/ó farma

col6gico. En el caso particular de H~xico la ~formaci6n ace~ 

ca de plantas de uso popular es abundante y plantea intere

santes investigaciones. H4s aún si se considera que la medi-

cina tradicional en M~xico constituye una parte primordial 

de su cultura y ha jugado un papel importante en salvaguar

dar la salud de la naci6n~ 

Entre las nv~erosaa plantas ~ex~canas usadas en ~edici~ 

na tradiciana~ Paya el. tratamiento de diversas enferoieda,des, 



Tabla 3 Algunos metabolitos de Rubiaceae con actividad biol6gica. 

No, de ACTIVIDAD 
COMPUESTO ESTRUCTURA TERAPEUTICA PARHACOLOGICA REFERENCIA 

Quinina 8 Antimallirico Boit, 1961 
AneetGaico local 

Quinidina !I. Previene ciertos Antifibrilante 
arritmoa cardilicoa 

Eme tina 18 Anti tumoral Antiamibiano Pujii «. al., 
Eme!tico 1983 

· Harmalina !2 Actividad psicomi Brimblecombe, 
mGtica en hombre& l973 • 

Harma no 20 Hipo tensor Puentea y Longo, 
1971 

Yohimbina 21 Hipo tensor Lang e.t.a.t., 1966 

Camptotecina 1 Antitumoral Talut, 1976 

Bouvardina 16 Anti tumoral Zalacain, 1982 

Rondeletina 22 Anti tumoral Xoike, 1980 

Panameaina 23 Anti tumoral Koike, 1980 

OenipOaido 24 - Laxante S ticher, 1976 

A e ido 
Genípico ~ Antimicrobiano Sticher, 1976 

Las estructuras de estos compuestos se encuentran en la Figura 10, 



25 AC. GENIHCO 24 GENIPOSIDO 
~ 

~ H Me 

!B. HARMANO 

!1_ PANAMESINA 

A-i(l 
.M•O~n~N 
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22 RONDELETINA 

19 HARMALINA 

18 EMETINA 

21 YOHIHBINA 

Figura 10 

.!2 QUINIDINA 

Estructura de algunos metabolitos de la familia Rubiaceae 
con actividad biológica, .. 
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y que potencialmente podr!an ser fuente .de nuevos principios 

activos, se encuentran numerosas Rubiáceas, tres de las cua

les son el objetivo fundamental del presente trabajo. 



O B J E T 1 V O S 

1. OBJBtrvos GENERALES 

Cons1detando la antes expuesto y como parte de un est!

dio siatemitico de plantas mesicanas usadas en medicina tradi_ 

cional, cuyos objetivos principales son contribuir al conoci

miento de la composici6n qutmica y obtener en lo posibl~ com

puestos bioactivos de la flora medicinal mexicana, se consid~ 

r6 conveniente el estudio f itoquímico de tres Rubi,ceas medi

cinales, Las especies seleccionadas fueron las siguientes: 

Randl« ~cñlnoca1tpa Sessi et Mociño, Exo~tema mexicanum A-Gray 

y S.lm.iJta me.xlcana (Sullock) Steyemark, Es importante señalar 

que hasta la fecha ninguna de estas plantas habta sido objeto 

de estudios qutmicos o biol6gicos. 

Para el logro de los objetivos se contempl6 el uso de 

dos estrategias generales para la investigaci6n de las plantas 

medicinales, es decir, el estudio fitoquímico convencional, 

aeguido de evaluaciones biolSgicas de los compuestos aislados 

6 el estudio fitoqutaico dirigido mediante un ensayo biológi

co. En el caso del segundo procedimiento se escogi6_un ensayo 

simple, utilizando un crustSceo marino,A11.ttm.i.a 1.a.l.lna. Leach. 

Este bioensayo consiste en determinar la toxicidad de los co! 

puestos y extractos vegetales para este organismo (Heyer e.t 

al., 1982). 
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2, OBJETIVOS ESFEC!f!COS 

2.1 Recopilar la informaci&n botánica, etnobotánica 1 qutm!, 

ca y farmacol6gica de las especies vegetales objeto de 

estudio. 

2.2 Efectuar las operaciones preliminares propias a la pr=._ 

paración de extractos vegetales para cada una de las 

plantas a ser estudiadas, 

2.3 Preparar los estractos vegetales de acuerdo a la meto

dologia convencional, 

2,4 Fraccionar los extractos mediante los m@todos adecua

dos, 

·z.s Separar y purificar los constituyentes de las diferen

tes fracciones. 

2,6 Identificar mediante m@todos químicos y espectroscópi

cos las sustancias. 

Z.7 Determinar la toxicidad para A~te.mia ~alina de los ex

tractos, fracciones y constituyentes obtenidos en lo~ 

puntos 2.,2, 2.3, y 2.5 respectivamente, Este objetivo 

se llevará a cabo en el caso de efectuar el estudio fi 
to.qui:mico biodirigido, En caso de seguir el otro méto

do mencionado en los objteivos generales solo se bar& 

esta evaluaci6n, una vez aislados los compuestos en -

forma pura. 
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2.8 Correlacionar los resultados obtenidos :con la inforaia

ci6n previamente descrita en la literatura, en cuanto 

•• 
Co~posici6n quimica de las especies estudiadas. 

Actividad biológica de las sustancias aisladas 

y su posible relacil5n con las propiedades med.! 

cinales de la planta, 

2.9 Proporcionar las sustancias aisladas para su evaluaciDn 

biológica, en otros renglones diferentes a los especi

ficados en el punto 2.. J, 
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CAPITULO 

ESTUDIO PITOQUIMICO DE LA RANPJA ECHJNOCARPA 

1.1 GENERALIDADES ACERCA DEL GENERO RANPJA 

El ·g&ne_ro Rand.la. estB constituido aproximadamente por 

unas 300 especies, distribuidas en las regiones tropicales y 

subtropicales del mundo. Las especies pueden ser arbustos P! 

qUeños o grandes árboles. En México se reconocen 33 especies, 

26 de las cuales son endémicas (Standlcy, 1926. 1934). 

Algunas plantas del g~nero tienen importancia en la m! 

dicina popular de México y otra partes del mundo, ya que son 

utilizadas para aliviar múltiples enfermedades. En la Tabla 4 

se señalan algunas de estas especies, indicnndosc sus 

medicinales. 

usos 

Desde el punto de vista f itoquímico han sido invcstig! 

das varias especies de Ra.nd.la. En la Tabla 5 se resumen lo.s 

investigaciones qu!micas que hasta la fecha se han realizado 

sobre este género, indicándose los diferentes tipos de roetn

bolitos secundarios, ejemplos de los mismos y sus fuentes na 

turales. 
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Tabla 4.. Usos en la medicina popular del fruto de algu...: 

nas especies del g~nero Randia. 

ESPECIE 

Rand.i.a dumatoll..i.um 

Rand.i.a dume.ton.um 

Randi.a u.t.i.g.i.110.6 a 

USO MEDICINAL 

Calmante nervioso 

Antispasm6dico 

Provocar aborto 

Fuerte cm~tico 

Diarrea, disentería 

y bronquitis 

Disenteria 

Randi.a e.ch.i.nocalt.pa Enfermedades del ri 

ñ6n. 

Rand.i.a me.:t.ic.a11a 

Rand.i.a l.ae.v.iga.ta 

Rand.la c.i.ne.1t.e.a 

Antimalárico 

Bronquitis 

Afecciones renales 

y diürrea 

REFERENCIA 

Krishna, 1981 

Krishna, 1931 

Chopra, 1953 

Chopra, 1956 

Kirtikar, 1933 

Kirtikar, 1933 

Martinez, 1969 

Martínez, 1969 

Martínez, 1969 

Mart:ínez, 1969 

Rand.la gue.11.11.eJLe.n6.i.6 Afecciones del riñ6n Rodríguez, 1920 

Rand.i.a 1t.u.iz.i.ana Sedante nervioso Davioud y 

Bailleul, 1988 
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Tabla s. Perfil fitoqu!mico del Género Rand.C:a 

TIPO DE ME· No. DEL COMPUESTO FUENTE NATURAL REFERENCIA TABOLITO Y NOMBRE 

a) JRJtOlVE ~ 10-Cafeoil desacetil lbndút 60llmOJa Saint y e.t al., 1982 

(Monoterpe- defil6xido 
noide) 

ll Feret6sido l<uuUa 6Mmo•a Saint y e,t al •• 1982 

Randút <Mtli.loUu Uesato e,t al .• 1982 

ll. Garden6sido Randút 6Mmo•a Saint y et al., 1982 

Randút c.anth.loU .. Uesato e,t al •• 1982 

Randút JlUi ziana Davioud y Bailleul, 
1988 

ll 10-dehidro 
sido 

9arden6- Randút c.antlu:o;du Uesato e,t al •• 1982 

ll Dímero del 10-de- lbnd.la c.anth.lo<de• Uesato e,t al •• 1902 
hidro garden6sido 

ll Acido deeacetil 
perulos!dico 

as- lbnd;a 6MmoM Sainty e,t al •• 1962 

Randút c.anth,io;du Uesato e,t al •• 1982 

Pand.Ut JULiz.iana Davioud y Bailleul, 
1988 

32 Ester metílico del Rand.la can,tli.lo<d<4 Uesato e.t a.l., 1982 
ácido desacetil 
asperulosídico lhttdi.a. JtU.lz.iana Oavioud y Bailleul, 

1988 

Las estructuras correspondientes se ilustran en la Figura 11. '" 111 



Tabla 5. Perfil fitoqu!mico del Gánero RuuU11. (Continuaci6nJ. 

'TIPO DE ME- No. DEL COMPUESTO FUENTE NATURAL ,TABOLITO ~ NOMBRE 

al IRIVOIVE ll Glicona del ester m!! Randia canthioide~ 

(Monoterpe-
tilico del ácido de~ 

noideJ acetil asperulosídico 

ll Randioaido llandia canthioide~ 

bl TRITERPENOIVE 35 Acido olean61ico llandia duma.to4-i.um 

llandia duma.to}[..(u.m 

2.§. Acido urs6lico llandia duma.toJt.lum 

37 1 ceto-Jw-hidroxi Randia duma.toJr..C:um 
oleanano 

38 Acido 30-hidroxi Randia h.i.ame.n6.i4 
urs6lico 

39 Acido 3«-L-arabi- llandia 6.iame.n6.lh 
nosil olean61ico 

!Q. Acido (l-3JB-D-ga- llandia dumatalL.i.um 
lactopiranosil olea 
n6lico -

41 Acido mesembriante- 114nd.ia .s.iame.n.&.l6 
moidigénico 

REFERENCIA 

Uesato e..t a.t., 1982 

Uesatoe.t al,, 1982 

Murty e.t al, , 1989 

Krishna et al., 1981 

Krishna e.t al., 1981 

Murty e.t al., 1989 

Woo e..t al., 1984 

Lipikanon, 1983 

Saharia y seshadri, 
1980 

Woo et at., 1984 

ru .. 



Tabla s. Perfil fitoqu1mico del Género Rand.ia lcontinuaci6n l 

TIPO DE ME No, DE COMPUESTO 
TAJlOLITO Y NOMBRE ~UENTE NATURAL REFERENCIA 

bl TR!TERPENO!VE 42 a-amir!na Rand.l·a dumatoll.ium Krishna et. al,, 198 

Rand.la dumato1¡..ium Murty et. at., 191D 

43 B-arnirina Rand.ia dume.to11.um Murty et. al.,1989 

el ESTEROLES 44 B Sitosterol Rand.ia dumato1t..lum Krishna et. <tt,, 198 

Rand.ia dume.to4um Murty et, al., 1989 

45 Campesterol Randia .6-iame.n6.l4 Lapikanon, 1983 

di ~WAARTNAS 46 .escopoletina Rand.ia 11.llot.tca Bashir et. <tt, 1906 

47 Isoscopoletina Rand.ia n itot.i.ca eashir et. al., 1986 

48 Escoriolina Rand.ia. 1t.lto·t.cca Bashir et. <tt., 1986 

49 Umbeliferona Rand.ia tt.llo"t.ica Bashir et. at., 1986 

•I AROMAT!COS S!M 50 
PLES TIPO c 6 -~1 

Acido sir1ngico Rand.ia n ll.ot.lc.a Bashir et, <tt., 1986 

61 POLI ALCOHOL 51 D-manitol Rand.ia dumatolL.lum Krishna e.t. <tt., 1981 
Rand.ia u.l.igino4a Kumar, 1965 
Randia 4.iame.n.6.i.6 Lapikanon, 1983 

ru 
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al IRIDOIDBS !monoterpenoidesl 

J:Q ~· 
OGlu l!iR2 OGIU 

R¡ ª2 
R3 .ª1 ª2 

~ c.-OH Cafeoil oxi .cooMe 
~ 011 c11

2
-011 

E.;_ a-011 OH COOMe 
__ll 011 CHO 

1.L á"OH OH COOH 29: 011 mon6mero 

1L a-OH OH COOMe __!! ª1 = ª2 =o 

Figura 11. Estructura de los metabolitos del G~nero Randia 

.,59," 
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b) TRITERPENOIDES 

Rl R2 R3 
OzH H a ... ou R

2
c:R

3
a.O 

43 ~·OH R2=R3=!1 

~1 

111 112 

35 P•OH ca3 

·39 a ·I.-aribinosil Cf13, ~ H 

40 P·D-galactopiranosil ca3 
Rl R2 . 

41 P·Ou cu2-ou 36 cn3 COOll 

38 CH20H COOll 

42 CH3 Cl!3 

Figura 11. Estructura de los metabolitos del Género Ranrlia. (continuaci6nl 
ru 
Jl 



e) ESTEROLES ' d) CUMARINAS 

Rl ª2 
46 011 O Me 

44 R • CH3-CH2- 47 O Me 011 

45 R • CH3 

48, OGlu O Me 

.!.!. 011 H 

e) AROMATICO SIMPLE f) POLIALCOHOL 

·~ 
Meo . . OMe 

50 OH 
r HD H 

HD H 

. H OU 
H OH 

H "'°" 
Figura 11. Estructura de los metabolitos del Género Randia (continuaci6nl. 
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1,2 ASPECTOS ETNOBOTANICOS DE LA RANV!A ECH!NOCARPA 

La Rand4a ech..lnoca.11.pa. es una de las especies del géne

ro, end~mica en México. Su distribución comprende principal

uente el sur de Sonora, el suroeste de Chihuahua, parte cen

tral de Guerrero y Suroeste de Puebla. Crece desde el nivel 

del mar hasta los 1700 m de altitud, sus sin5nímos incluyen: 

84~a.nacantha echinoca~pa (Sessi! et Hociño ex, D. C.) Bullok, 

Sote.na. ecUnoi!a.11.pa (Sessi! et Hociño ex, D. C.) D. Dietr., y 

Ge.nipa ech.inoca.11.pa (Sessé et Mociño ex. D. C,) A. Gray. (P.ye, 

1988). 

Los nombres comunes de la planta varían de acuerdo con 

la región geográfica y los grupos i!tnicos de dichas regiones •• 

En la parte central de México (estados de Guerrero, México, 

Micboacán, Morelos, Puebla y Distrito Federal) generalmente 

es llamada '1granjel", mientras que al fruto de la planta se 

le conoce como ''bola de granjel'' o ''cabeza de negro 1
' (Bayte! 

11an, 1979¡ Gali, 1964¡ Martínez, 1969; Martínez, 1969 b; Or

tiz, 1986; Santamaría, 1978; Soto, 1987). 

El nombre "granjeno chino'' parece estar limitado a Mi

choac&n (Soto, 1987)¡ ''chacua'' y sus variantes "chacual",· 

11 schacua 11
1 "shacua", "shaeua" (Martínez, 1979 a¡ !iatuda en 

Martlnez, 1979 c¡ Santamaría, 1978¡ Soto, 1967), es probabl.!_ 

mente derivado del nombre tarasco ''xacua'' (Reko en Martínez, 

1979 a; Santamaría, 1978¡ Soto, 1987) el cual es utilizado en 



los estados de Guerrero, Mé.xico y Hichoacán, 

En el noroeste 4e MEs.ico (Chihuabua, Sinaloa y Sonora}, 

la planta es comunmente denominada con los nombTes de 11 papa .. 

che.11 o -"papachi" (Benett y Zning, 19.35; Centry, 1942; Gray, 

1986; Harestrias U al., 1982; Marttnez, 19&9¡ Pennington, 

1963; Standley, 1976}. En Sinaloa tambien se le conoce como 

''papache picudo" (González. Ortega en MaTtinez,1919 e; Martí

nez, 1969; Standley, 192&). Es de hacer notar que con el nom 

bre de "papache'' se puede designar popularmente a otraa esp!_ 

ciesde Rand.i.a (Martínez, 1979 el y las variantes Tat"ahumara 

de este nombre incluyen~ ''apatco'' {Bennet y Zning 1 1!1351, "a 

pachi" y 11 apache 11 (Marestrias e.t a.l., 19.82), 

En More.los y Guerrero se usa el nombre oahuatl 1'tecol~ 

za pol 11 y sus variantes "cuahuixcoloctli't, •ttecolochapo'1 1 "t; 

coloche" y 11 tecolosapo11 (Martí.nez, 1919 c; Ortiz, 1986; Soto, 

1987}. Los indios varihio del oeste de Chihuahua y sus veci

nos de Sonora usan el nombre de ''josocola'' (Gentry en Hartí.

nez, 1979). Otros nombres locales aplicables a Rdndid ichino 

CdAp4 son poco conocidos y restringidos Gnicamente a las po

blaciones que hacen uso de esta planta medicinal. Por ejemplo 

los tarahumaras de Chihuahua usan los nombres ''barari''. ''ko

bakori", ukajakori", "kakavari" y '1k.ákvara 11 (Brambila,1976; 

fenningtoo,1963) y en los estados de México y Hichoacán se 

le conoce como ''cirian chino'' (Hartí.nes,1979 c). Por ~ltimo 
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cabe wencionar que..lil\& i-'a111ae per¡ien4i~ulares del 11 gt'anjel 11 

han dad.o ortgen a 11 cruceci:1lo chino 11 y 11 erue;eci·llo 11 , no1!lbres 

como se le conoce en loa estados de Guerrero, Hichoacán Y Mo 

relos (Soto, 1987). 

Popularmente la corteza, el fruto y las hojas de la Ran 

dla ech-lnocaApa, se emplean medicinalmente para infinidad de 

prop6sitos, En la parte central de Mlhtico, el fruto crudo y 

entero se usa p~ra el tratamiento de la tos, en Chihuahua se 

dice que el fruto es un pot~nte acidif icante estomacal (Sra! 

bila, 1976) y en todo México las hojas y el fruto crudo o en 

tot'ma d~ té son consumidos p~rb el tratamiento de la diabetes 

así como también para tratar la diarrea (Gali, 1984; Martí -

nez, 1969¡ Mart!nez, 1979 a 1 b ). 

Antiguos informes mencionan, también, el consumo de el 

fruto para el tratamiento de la malaria (Standley, 1926). Una 

bebida parecida al chocolate, preparada de la pulpa del fruto 

y del cirián (CAe6centi4 4l4ta Kunth) es tomada para aliviar 

contusiones internas (Soto, 1987). "Nervios", una enfermedad 

cultural asociada con el sistema nervioso, es tratada en H~ 

relee con una decocción del fruto (Ortiz 1 1986). En Michoacá'n 

enfermedades tales como "pasmos en el pecho", bronquitis, re.! 

fri~dos severos o fuertes enfriamientos, son tratados' con la 

ingestiGn de una decocción del fruto junto con la fruta del 

ciriiin (Soto, 1987). Un vino que contiene las semillas de la 
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pl.Oi~.~" q.a toma~o durante 9 días para el tr~t.amien.t.o de enfer

medades Pulmonares. Tambil?o se ha de.scrit.o 11;ue el cáncer in

testinal y estomacal puede ser tratado con Randia e.eh.lnoca.~

pa. (Marttnez, 1969), La infusión del fruto es tomada como 

11 agua de uso 11 para males circulatorios, Sin embargo, la pla~ 

ta se emplea comunmente para el alivio de varias enfermedades 

renales; para el tratamiento de estas enfermedades ae prepara 

una infusiGn a base del fruto y se consume 3 v~ces al día 1 o 

bien como ''agua de uso'' hasta o~servar mejoría (Baytelman, 

1979; Hartínez, 1969¡ Ortii 1 1986: Soto,1987}, El fruto tam ... 

biGn puede ser preparado en una infusión mezclado con varias 

plantas, como el 11 cabello de elote" el fruto del 11 cuaulote'1 

(Pa.1tme.nt.le.1ta e.dut.lA n.c.) y las hojas de otras plantas no i

dentificadas (Ortiz 1 1986). 

Por <lltimo, es it11portante señalar que comercialmente. se 

venden diuréticos basados en mezclas de hierbas que incluyen 

11 granjel'1
, ejemplos de los mismos son: el ''riñosad'y La ''tiza 

na uva'!, 



1,3 PAUE EXPER IHEHTAI, 

1.3,l MATERIA!, VEGETAL 

La planta (.frutol fue recolectada en Axochiapan, More-

los, Mlhtico, en octubre de 1986 y fue i:dentif icada por el Dr. 

Rober t Bye, del Jardtn Botánico Exterior, Instituto de Biolo 

gia, UNAH. Una muestra de referencia se depositó en el Het"b!_ 

rio ·Nacional, en una colecciSn Etnobot&nica (Voucher DL 1519~ 

1,3,2 METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR 

El material vegetal seco fue pulverizado y se extrajo 

con metanol. Posteriormente se efectuG una partición del ex~ 

tracto metan6lico con acetato de etílo y agua, La capa orgá

nica resultante fue secada con sulfato de sodio anhidro y con 

centrada a sequedad seg6n el procedi11iento descrito en el Es 

quena ! , 

El extracto de acetato de e.tilo (110 g) se fraccionó 

preliminarmente mediante una cromatografta preparativa en e~ 

lumna, utilizando co!llo adsorbente gel de s~lice (_l.5 Kg de 

sílica gel G 60-Hcrck 10-230 mallas)¡ el proceso de eluci5n 

se efectu8 con cloroformo, acetato de etilo y metanol en di~ 

ferentes proporciones. Se recogieron mil fracciones de 350ml 

cada una; cada fracción fue analizada por cromatografía en 

capa fina 1 combinándose aquellas cromatográficamente simila

res. 
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MATERIAL VEGETAL SECO Y MOLID01 l Desengrasar con hexano' 

j 1 
FRUTO DESENGRASADO EXTRACTO HEXANICO 

1. Extraer con metanol' 
2. Filtrar 
3. Concentrar al vacio 

RESIDUO VEGETAL 

MANITOL 

CRISTALIZACION ESPONTANEA 

EXTRACTO METANOLICO' 

l. Partici6n entre acetato 
de etilo y agua 

2. Concentrar la fase orgá 
nica al vacio -

EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO 
RESULTANTE DEL PROCESO DE PARTICIOW 

FASE ACUOSA 

1/ Cantidad de material vegeW 3 kg. 
2/ EXtracci6n vfa maceraci6n (3 veces p::ir per!cxb de 2 días cada vez, 

9 1 he.xano) • 
3/ Extracci6n vS:a rnaceraci6n (3 veces por periodo de 2 ellas cada vez, 

B 1 metano!). 
4/ Cantidad total del extracto metan6lico 4009 .. 
5/ Cantidad total del extracto de acetato de etilo llOg. 

3b 

ESOOEMA l. Obtenci6n de los extractos a partir del fruto de la Ranclia 
ec.h.úioc.Mpa. y fracc:ionamiento preliminar del extracto neta 
oolico. -



~os a11.-1,isis cromatogrS.(icos en. capa ·fi:na se efectua .. 

ron siguiendo las tAcnicas convenctonales. ~tilizando placas 

de vidrio recubiertas con gel de s~lice (sflica gel 60 GF 

254 Herckl, COl!lO agente crom6geno se utilizS una solución 'de 

sulfato cérico en icido sulfdrico concentrado y para lograr 

el desarrollo del color era necesario calentar por 2 minu -

tos a llOªC, 

Como fase m6yil se utilizaron varios sistem3s de diso! 

ventes: hexano-cloroforrao 1 cloroformo, cloroformo- acetato de 

etilo, cloroforl!lo-metanol 1 en diversas proporciones. 

l,J,J AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS 

1.3.J.1 Aislamiento de O-manito! l!_ 

Del extracto metanólico concentrado preéipitó espontá

neamente un compuesto amorfo, el cual fue purificado por su

cesivas rccristalizaciones con metanol 1 al cabo del proceso 

se obtuvieron 7.5 g de un compuesto cristalino de p.f. 166-

168ºC. 

1,3,J.2 Aislamiento de a-~itosterol 44 

De las fracciones 48-64 de la columna original, eluidas 

con cloroformo, se obtuvieron 150 mg de un compuesto cromat~ 

gráficamente homogéneo y de p.f. 137ºC. 

3? 



l ,3.3 ,J .. Aislaiuie.n.to .4e 1,os lic;icJos quin6yi'co 52. 

y osoqutn6vico 53 

De .. las tracciones 250.- 312 eluidas con CHC13 /Et0AC 

(7.5:2.5), ·pr~·cipit8 un polvo blanco (4 g) de p.f. mayor de 

280~C, 1risoluble en la mayoríi·de los disolventes org&nicos 

. hab_i~ua"tee, El an1tlisis cromatográfico de este sólido indicó 

que· cona.is tía en una mezcla de dos constituyentes; la resol~ 

ci6n en·sus componentes individuales, se realizó al tratar 

f: 8· de la mezcla con un exceso de CH 2N2 y el crudo de la reaE_ 

ción fue sometido a una cromatografía preparativa en capa 

del¡jada utilizando CllCl 3-hexano (.9: l l como fase móvil. Al 

tGrmino de este proceso de separación se obtuvieron 600 mg 

de quinovato de dimetilo 52a de p,f. 170-17lºC y 250 mg de 

oxoquinovato de dimetilo 53a de p.f, 145ºC. 

El ácido quin6vico tambi~n fue separado como su deri

vado acetilado 52b. Se to~aron lQO mg de la mezcla y se tra 

taran con anhldrido acético en piridina, posteriormente el 

compuesto acetilado fue separado por filtración, lavado y 

secado in vacuo, obtenieadose 70 mg del ácido acetil quin~ 

vico 52b de p.f. 220-222°C 

30 



l,J,3.4 'Aial~IZJt'en.to 4t: !,os ltcidos ursGlico 36 y olean6lico 

35 

Las aguas madras de las fyacciones 250-312, luego de -

separar los ácidos quin8vico y oxoquin6vico 1 fueron recrom~ 

tografiadas en una coluunia sobre gel de sil ice (162 g), la 

eluciGn se llev6 a cabo con hexano 1 incrementándose gradual 

mente, la .. polaridod ·con clorofol'mo. 

De ·las··fracc~ones l4-Z85 de esta columna eluidas con -

hexarío-~_~c~·:J: ·c1:~l._.-se_ o_btuviel'ón 2·.1 g. de un polvo de p.f. 

250-ºC~ el, CU:al .. ta"lubi&n result6 eStar constituido por una -

m"ezclá~. de .&~_idos .triterpE.nicos, Para resolver la mezcla se 

·decidi6 tl'ansform8r al 612 - oleaneno presente en su corre!. 

pondiente bro11olactona (Radzan e..t.a.t., 1962¡ Lewis e..t.a.f.,,-

1~83), As!, un gramo de la mezcla se trat6 con una soluci6n 

de SO mg de bromo en 16 ml de metano!, La mezcla de reacci6n 

se dej6 por un tiempo de 2 horas con agitaci6n magn~tica y 

calentando en·baño mar1a, al cabo de ese tiempo el crudo de 

reacción se trasvasó" a un recipiente que contenie agua frí.a 

dando lugar a la formaci6n de un precipitado. Al analizar -

el s6lido obtenido (l,l g l mediante CCD se observaron dos 

compuestos, los cuales fueTon separados por cromatografía -

en columna de gel de s1lice, desactivada al lOX con n2o. La 

elución se rcaliz6 con mezcla de hexano-CHC1 3 (5:5), cuct
3

-

Ac0Et (8:2) y AcOEt 100% y se recogieron un total de 122 --

fracciones de 25 ml cada una. 



De. l,.aa.·f.ra~cion·e.s ·35.-6.6 .-s·e _obtÚvleron o ,35 g de la - -

12 .. brO~o~lJ,28 J,'ilctloná. 01e·an6li'c·a'lli en forma de agujas 
.. -·~ -~ ' 

cristal:í'ñ.as· dé ·p,f ,:_-225°.c:·y-_:dé l"Ss fracciones 110-117 se 
··,·· -.· '- ---- "' . 

' .,. 
obtuvieron 0~'2·.-G'_~'_d.~1.·::_·iíCtd.o'··:u·r·sa_tico ~de p.f. 278-279ºC, -

·. ·-_ ''.·::-' -·.·:. ·,' ... 
Pó·r Gl'timo.lQO.·ii:it·~~:;de::.-'1a·-:1act·o.~a ~se sometieron a reflu

:::.-·.;--: 
jo con·1,5·~1·J~ ¡¿ido ·ac6tico y J,8 g de Zn, durante 3 

horas. L,a·meZCta, de":ia reacción se filtró y al filtrado se 

añadió.hi8lo para· producir un sólido blanco (170 mg) que --

fue recolectado por·-filtración y lavado con agua, El preci

pitado fue purificado por'cromatografta y el producto obte-

nido fue posteriormente esterificado con diazometano, El --

sólido cristalino resultante del proceso de metilación se -

recristaliz6 sucesivamente con CllC1 3-McOll para obtener 90 mg 

del oleanolato de metilo 35C de p.f. 198-200ºC, 

1,3,J,5 Aislamiento del 11-D- gluco-B- sitosterol ~ 

De las fracciones 444-466 de la columna original, eluí 

das con CHC1 3 /Ac0Et (l:J) se obtuvieron 30 mg de un polvo -

criétalino de p,f, 280ºC 
f 

l,J,4 CARACTERIZACION DE •os COMPUESTOS AIS•ADOS 

En general, la caracteri11:ación de los compuestos aisl_! 

dos se realiz6 mediante métodos quimicos y espectroscópicos. 

1.J,4 ,l Deterrainaci6n de las constantes físicas y espectro! 

cópicas 

¡ 
¡_ , 



Los pu~tos de fµsiDn fueron medidos en un aparato Fisher

Jones y no estin corregidos, Los espectros de IR se regí! 

traron en un espectrofot8metro de rejilla Perkin Elmer mod! 

lo 549 B. Los espectros de masas fueron obtenidos en un 

aparato Hitachi - Perkin Elmer RMU-6D. Los espectros de RHNP 

se determinaron en un espectr6metro Varian FT-80 ; se utili 

zó THS como referencia interna y utilizando como disol~ente: 

CDC1 3, DHSO-d 6 y piridina-d5 , 

l.l.4.2, Preparaci6n de detivados, 

a) Acetilación: Para formar los derivados acetilados -

de los productos aislados se empleó l ml de anhídrido acéti 

coy 1 ml de piridina por cada 100 mg de producto, En todos 

los casos la mezclo 4e reacci6n se dejó por 12 horas a tem

peratura ambiente. Cuando en el medio de la reacción se fo~ 

maron productos sólidos, gatos se separaron por filtraci6n 

y posteriormente se lavaron con Gter etílico; en los otros 

cosos se procesó la reacción de la manera habitual, 

b} Hetilación: Para obtener los derivados metilados de 

los productos aislados se utilizó una solución et~ra de - -

diazometano. Por cada lOQ mg de producto a metilar se util! 

z6 20 ml de una soluci8n acuosa de hidr6xido de potasio al 

SOX 1 20 ml de éter etílico y 2 g de N-nitroso-N-metil urea, 

En todos los casos el producto a metilar se disolviG en 10 

ml de etanol o en 10 ml de éter y la mezcla se dejó reacci~ 



e). Oxidaci8n del quinovato de dimetilo S2a a oxoquinov.! 

to de dimetilo SJa, ·roo mg de quinovato de dime tilo aislado 

se disolvieron en l ml de piridina y se le adicionaron 100 

mg de trióxido de cromo, la mezcla de reacción se dejó con 

agitaci~n por espacio de 3 horas a OªC y posteriormente 12 -

horas a temperatura ambiente. Del crudo de la reacción se -

ex trajo el producto orgánico con acetato de etilo, Después 

de lavados sucesivos con Sgua y 5cido clorhídrico diluido, se 

secó con Na 2so4 y Se concentró al vacío, Como resultado de este 

proceso se obtuvieron 25 mg de oxoquinovato de dimetilo. 

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION 

El extracto metan6lico del fruto de Randia ich.lnoca~p~, 

después de haber separado el polialcohol manitol l.!_, fue 

fraccionado a gno660 modo mediante una partici5n·áCetato de 

etilo-agua. De la fase orgánica resultante de este proceso, 

luego de cromatografías ~.ucesivas en columna o en capa del

gada sobre gel de sílice se obtuvieron 6 metabolitos secun

darios de origen meval5nico: dos esteroles comunes (B-sito! 

terol ~ y·B-D-glucositosterol ~), y cuatro ácidos triterp_! 

nicos (5cido quinóvico ~. oxoquin6vico ~, ursGlico ~ y -

oleanGlico ~). El rendimiento de estos compuestos se indi-

ca en la Tabla 6 , A continuaciGn se discute muy brevemc! 



te la identificación de cada uno de los metabolitos aislados, 

Tabla 6 Rendimiento de los metabolitos aislados 

de Randla echlnoca~pa 

COMPUESTO RENDIMIENTO 

51 7.5 g (0.25%) 

44 150 mg (0,005%) 

54 30 mg (0.001%) 

lli bOO mg (0.020%) 

53a 250 mg l0.006%) 

36 200 mg (Q,00b%) 

35 170 mg lO. 005%) 

1,4 .1 IDENTIPICACION DE HANITOL 51 

El polvo blanco que precipit6 espontáneamente del ex

tracto metanólico fue caracterizado c·omo manito! por campar.! 

ci6n con muestra auténtica adquirida comercialmente siguien

do la metodología convencional. 

1,4. 2 IDENTIFICACION DE ~-S!TOSTEROL 44 

El compuesto cromatogrBficamente homog~neo de las 

fracciones 48-64 fue car~cterizado como a-sitosterol por com 

paraciOn, también, con una muestra original, 



ID~NHFICACION DE. ~os ACIDOS Q.UINOVICO 52 

~ OXOQUINOVICO l'.!. 
Tal como se eapecific6 en la parte esperimental a pesar 

de loa diferentes intentos realizados, no fue posible sepa-

rar mediante m€todos cromatogrSf icos la mezcla de leidos tr! 

terp~nicos presentes en las fracciones 250-312. En consecue~ 

cia se l?rocedió a resolver la mezcla mediante los dos caminos 

alternativos ilustrados en la Figura 12. Una vez separados 

los derivados, estos fueron caracterizados como el quinovato 

de dimetilo S2a, ácido acBtil quin8vico S2b y el oxoquinova

to de dimetilo Sla. En la Tabla 7 se indican las con_stantes 

ftsic¡s y eapectrosc6picas de estos compuestos. Los criterfus 

que permitieron la identificaci!Sn de los derivados de los ác! 

dos quin6vico y oxoquin6vico s~ resumen a continuaci6n: 

a) Identificaci5n del acido quin6vico 52 bajo la 

forma de su ester dimetílico ~ y de su deri 

va9o a~etilado 52b 

El espectro de masas del ester dimetílico 52a lTabla b) 

present6 un i6n molecular a m/z 514, el cual corresponde a 

una f8rmula molecular de c32 u50o5 ; otros picos importantes 

se observaron a m/z 306, 208 y 207 (pico base), estos frai; -

mentos son característicos de leidos triterp€nicos del tipo 

412 -ursenos (Budzikiewicz et al,, 1963; Ogunkoya, 1981) los 

cuales resultan de una ruptura de t~po Retro-Diels-Alder, co 

mo se indica en la Figura 13. 
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Figura 12. Separación de los á·cidos quin6vico y oxoquin6vico. 
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Tabla 7. ·Constantes !1sicas ':/ espectrosc6picas del quinovato .. de 'dimetilo S2a, 
52h y -&cido acetil nuin6vico oxoau inova to de dimetilo 53. 

No. DE COMPUESTO 52a 52b •53a 

FM c32115o0 5 C32H4906 c328 4a0 5 

PF('C) 170-171 220-222 144-145 

-1 
IRVcm 3651, l 720 3450, 1720 1720, 1690 

max 

EMIE m/Z (%) 
+ 514(8,2,M), 496(2) + 528(12,M), 485(2,5), 512 (27. 4. )!+) 453 

484(1.3), 274 (87 ,8) 464(2.3), 471(1.2). (57.5), 306(23.5), 

207 (100). 55 (88, 8) 470 (5.1). 135 (35). 274 (45). 262 (18). 

69 (36 .1). 190(46), 247 (35). 215(46), 

43(100) 105(33), 41 (100) 

91(50.4) 

" .. 



~l espectro de ~MNP (;:opo0tro tl. per!Gitl.6 v<riticar 

inequíYocamenta que el compuesto~ era el.ester dimetílico 

de un triterpenol con el esqueleto b.lisico del tipo l!. 12 -urseno 

(Cheung,e.t a~., 1969} ya que se observaron señales para: 

l. Seis metilos entre 6 0,15 y 0,95 • 

2., Un protó.n 111.etí.nico a 6· 2,24 (.d, JalQ Hz) y un p~ 

t6n vinílico a 6 S,62 lt} asignables a H-18 y 

H-12 del esqueleto biisico de un /J.12-urseno. 

3. Un. prot6n ~eminal de un al,cohol secundario a 

6 3,18 (J•IO y 6 Hz), 

4. Dos grupos metoxilo a 6 3,61 y 3,62, ambas reso

nancias se observaban como singuletes intensos, 

Una vez establecido el esqueleto básico del compues

to y con el conocimiento de que el compuesto original debía 

tener dos funciones carboxílicas y un grupo carbinólico se

cundario, sólo restaba por asignar la disposición y estereo

quimica de estos grupos, En ese sentido la funci6n alcoh6lica 

secundaria se ubic6 en la poeici8n J con -base en considera -

clones de tipo biogenéticas y, la estereoquímir.a de este gru

po hidroxilo debía ser a de !cuórdo con el patrón <le acopla

miento observado. Por otra parte, el análisis detallado del 

espectro de masas indicaba que las funciones carboxílicas se 

encontrabaq en los anillos D y E debido a la presencia de el 

fragmento 306 (Pigura 13)¡, además el fragmento 208 verific6 
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Figura 13. Pat.r6n de fragmentaci6n tipo Retro. Dicls-Alder del quinovato de .c.Ii.uetilo 5!.!,· 
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que la functSn carbinOlica se encontraba en los anillos A y 

B, 

~aa caractertsticas espectrosc6picas y espectrom~tr! 

caa dal derivado acétilado S2b (Tabla 1 ) eran muy similare~ 

a las del ester di~etilico ~· En el caso del espectro de 

RNHP lEspectro 2) las diferencias mis importantes son las si 
guientes: la ausencia de las seaales para los metoxilo y el 

protlin ·gemina! a la funci6n hidToxflica secundaria. En lugar 

de ésta Gltima 1 se observ6~·1a señal coYrespondiente al prot6n 

gemina! del ester a 6 4 .42 (dd), Finalme11ta se observ6 tambi"én 

en este espectro el singulete que integrab~~para tres.proto

nes a 6 2,03 asignable al acetato de la funci6n carbin6lica 

secundaria, Las caractertsticas ftsicas y espectrosc6picas de 

el derivado 111etilado del 1icido quinóvico corresponden con las 

ya descritas en la literatura (Adeoye y Waigh, 19.83), 

bl Identificaci6n del Scido oxoquin6vico 53 bajo 

la forma de su ester di~etílico 53a 

Los parfimetros espectrométricos y espectrosc6picos 

del ester dimetílico 53a, fueron similares a los del compue! 

to.!!!. (Tabla 7), En el caso del ester dimettlico 53a el e! 

pectro de masas presentó un"i6n molecular, que se observó a 

m/z 512 y por lo tanto presentaba dos unidades de masa menos 

que el compuesto 52a. El patrón de fragmentac~On, como se i

lustra en lo Figura 14 fue análogo al ~. El espectro de 

sa 
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Figura 14 Patr6n de fragmuntaci6n del oxoquínovato de dimetilo 53a, 
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. . . . . 

RHNP (.Ospactro Jt táMhUn (ue muy- par~ci4a a~ de. ester ~ , 
difitiendo furi.damenti.ttDent.e en· la .aueencta de la señal corre...!._ 

pondiente al pr~t6n· ~e~ina1· ~~ii~·func~8n hidroxilada y a la 

presencia de un m~,l~-:i:Pt_e~-e- -~· cS ,_2.6.·- 1 consistente con un !Qet! 

leno a al· grUpo ceto en c ... 3~ Tanto l.as diferencias como sim! 

litudes observadas permitieron sugerir que esta sustancia~ 

córresponde al derivado oxidado en la posición·C-3 del ester 

metílico del Scido quin8vic0 llii para confirmar esta propues 

ta los dos compuestos se correlqcio~aron químicamente, oxi-

d8ndo el quinovato de dimetilo 52a, mediante el reactivo de 

Collins. El producto de la reacción resultó ser id~ntico al 

ester mettlico del producto previamente aislado 53a (Figura 

15"). 

1.4.4 IDENTIFICACION DEL ACIDO OLEANOLICO 35 Y DEL 

ACIDO URSOLICO 36 

De las fracciones 250-312 de la columna original, e-

luidas con CHC1 3-Ac0Et(J:l) se obtuvieron 1.188 g de un sóli 

do blanquecino de p.f, 230-235ºC. Las constantes físicas y es 

pectroscópicas de este polvo se resumen en la Tabla e , 

El análisis cromatogrúfico de este precipitado sugi

rió que posiblemente, consistía en una mezcla de dos consti-

tuyentes, ya que al revelar las cromatoplacas eluidas en di~ 

ferentes sistemas, se observaba una mancha alargada, El aná

lisis espectroscópico global confirmO•que efectivamente el 

53 
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salido amorfo-, es-tab&: ConstÍtúido por una mezcla de ácidos tr! 

terpGniCos de l~s t.ipos-.Í\1,.2-oleaneno y ti.11-urseno, de acuerdo 

con 1-a~ ·,_ei8ui~~~-~:9_:.'~~:~e:i~aci~n-es: 

.. :~) ... El:. C{s'p~-~~-r:-~-d-~ ÍR, ¡Espe.ctro 4) presentó bandas de 

absórci6ñ-.-a '3600-2500 'cm-l (OH de ácido carboxílico), 1693 cci1 

(carbo~ilo de ácido), 

b) El espectro de masas (Tabla 8 ) presentó un i6n -

molecular a m/z 456 Cc30 ~48o 3 ) y un pico base a m/z 248, Este 

Ultimo fragmento es característico de triterp@nos pentactclJ 

coa del tipo ti. 12 -oleanenos y ti.12 -ursenos y resulta de una 

ruptur_a del tipo Retro-Diels-Alder (Ogunkoya, 19.81). 

para: 

el El espectro de RMNP (Espectro 5} present6 sefiales 

l. Un protón vinílico a ó 5,25 

2, Un protGn geminal a un hidroxilo secundario a 6 

J,17 (m), 

3, Dos protones alílicos. uno de ellos aparecía como 

dd (J•l0,.-.6 Hz) a ó 2.85 ; y el otro como un d 

(J•lO Hz) a ó 2,25 , El primero es característico 

del núcleo lt.-18 de. un oleaneno y el segundo del 

correspondiente prot8n en un urseno (Cheung y Wi-

.lliamson, 1969; Cheung y Yan, 1972). Esta inform! 

ción fue quiz~s la mas importante para determinar 

la presencia de una mezcla isomérica en el produ~ 

Sb 



to· aislado, 

4. Varios 'metilo· a ·en la zona comprendida entre 6 o.Jjc 

-l'.25 . . 
Tabla e ' - Co'ri~'t·a_ntea··. iíSfC~s .,. espectrosc6picas para la 

, mezcla:, de· ácidos urs6lico 36 y oleanólico 35 
····· - ,' - -

p,f, (~C) 

KBr 
IR V 

·_ max 

-1 co. 

EHIE o/z l%) 

RHNP 

,·,---' 

(80 MHz CDC1 3 -DHSO; o) 

'230-233 .. 

3600~2500, 1693, 1457, 1387 

456 lJ.4 ), 249 l21.5), 248 (100) 

l~;1l., 
· .. 

234' 207 t24). 203 (59.9), 

189 (13), 136 (19). 

0.75 la, JR), 0,9 (s, 6Hl, l. o 

Cs, 3R)' l ,15 ls, 3H), 1 ,25 ls, 

&H), 2.25 (d. J•lO Hz, R-18), 

2,85 (dd, J•lO, .6 Hz, H-18), 

3,2 (dd. IR, R-31, 5,25 lt. 1 H, 

11-12). 

Para resolver la mezcla en sus componentes individu.!. 

les se de.cidi8 utilizar la secuencia desarrollada por Levis 

y Tucke.r (.19.83), tal y como se indicó en la secci6n experim~ 

tal. Esta metodologia (Figura l&) consiste en la generación 

de la bromolactona detivad~ del ácido oleanólico 35a, la cual 

resulta perfectamente diferenciable en su comportamiento ero 

57 
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en 

111ed io Se ido· ··11e:· lft ;. b'rO~O 1··a~ ton·á·:-:·:~5:~ : reg'ener:d el lle ido 1 ib re. 
-_ -. ' --.-... c,·:::,-:_~;~:- __ ·>.'.:):·::::.-::-X\i,;-~"y;._:Y':':',:~:.<< ... 

-La Caracterizsci6n::d1f'.:los'.·de't'ivados .35a··y 3Sb se realizó por 
,. ¡ ... - - ... ~:·- ::; :!.::_:;!t::t'·.,.,:·;~0~\.5i},:;~~>--é·;.·-_··' ~- ,.· - -

cornparaciS:n:'., d_é/,)l_~.s·;-d_a_~!? .'!1?-~_!a_ i~o. s.' y ~spe et ro scóp ico s con . los 
" .-· :-·-.:-,,.:.:!o:;_:.'._"(';·:,_-; "'(·_/,:~:· '•:;,»·• ~ -. ,, ."·,-::":·-:·,.",, . 

Pre~i8me~t'~~~,d~~~g·~i1~-~')t~~:,:'.i~·-~-l:i.te~a tura para la bromolactona 
... _ ,- -- ·:, ~.:::·: ·:·'._.".~~;/!_~:~h('.:f.;::::;:;.-~[;":'.J~:::~J-~};i~i'/ > '._ -
olean61ica ,y;:su·:-.derivado·_·acetilado {Razdan e.t al., 1982), 

-- ·, -~-~ :.' \· f:-:},';_;:) ... -,,·.'.···.'.-.',:,.:.•.· .. ~c'.•:-.. ~.·.·.•.-...... '.,. . -'·.-•;'; ,;.";•;\:_.~,:~<;; ~ - r •_ 

. ·">. '.::·-,, .. ~·-::__-. ._.-, .. .- l, 

-"Ei· p~~d~~:i·o-"~~-~Ú:~al ll fue caracterizado como el lici 

do --~~-~~~s·l_i-~o ,~a-jo. l~ forma de su ester metilico ~ mediante 

la coMparsción con una muestra aut~ntica, De la misma mane-

ra el- ácido ursGlico 36 se identific6 por comparación con una 

muestra original del iícido libre ~1 y su acetil metil dcri-

vado ~· Las reacciones que permitieron la separaci6n de el 

&cido oleanólico y de~ ácido uraólico se resumen en la Figu-

ra 16 y las constantes físicas y espectroscópicas de los pr~ 

duetos naturales y sus derivados sintetizados se indican en 

las Tablas 9 y 10 , 

l,4,5 IDEN!IFlCACION DEL B-D-GLUCO-B-Sl!OS!EROL 1i 
El polvo obtenido de las fracciones 444-466 de la co 

lumna original, eluidas con CHCt 3 /AcOEt (1:1) 1 era de natura 

leza glucosidica en virtud de que la prueba realizada con el 

Reactivo di! Molish fue positiva, Efectivamente, la hidróliei'l 

ácida con llCl lN, permitió obtener la aglicona que correepo~ 

día en sus características físicas y espectroscópicas con el 

compuesto !!· Al mismo tiempo se detect5 mediante CCD la 

bO 
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Figura lb. Separaci6n de los ácidos Urs61ico y Oloan6lico. 



Tabla 9 

p.f. 

KBr I.R. an-1 
max 

EMIE m/z t\l 

R-INl' 

Constantes f tsicas y espectrosc6picas de bro
molactona olean6lica y del éster mat!lico del 
ácido oleanólico. 

3Sa 35 o - -

225°C l9B-200ºC 

3330, 2930, 2060, 3461, 3436, 3904, 
1770, 1460, 1300, 3361, 2920, 2069, 
1310, 1255, 1240, 1727, 1640, 1462, 
1215, 1165, 1135, 1305, 1200, 1190, 
1105, 1075, 1025, 1163, 1032, 996 
925, º905, 075 

+ + 536 [l,4 11 l., 535, 4 70 (M c3l H5003) ' 
l0.7!, 534 (l.5!, 117, 455 U!-15, l.JSI, 207 [lOO), 203 411 (M..59, 5,01' 410 (4B.9l, Bl.2 Ci0.5), (M..60, 4 .3)' 262 (M.. 43 (67. 7) 200), 207 (16.2), 

203 (lOO), 109 (26), 
133 (25) 

O. 74 (s, JH, H-261, 0.75 (s, 3H, 11-26), 
BCJ.ll!Z, ax:l3-IM1J 0.90 (s, 6H, H-24~ a.a <s, 3H, H-241, 
(¡:pn) H-25), l,0 (s, 3H, a .9 (s, 6H, H-25, 

H-23}, l,23 (s, 3H, H-291, 1.0 (s, 3H, 
H-27), 1,45 (s, 3H, .H-30), l,15 (s, 3H, 
H-29), 3,3 (m, lHt, 11-23), l.25 (s, 3H, 
1,50 (s, 3H, H-30!, H-27), 2.05 (dd, lH, 
4,30 (m, lH, H-l2Sl H-8}, 3 .2 (dd, lH, 

IE-61 
H-3J, 5.25 (t, lH, 
!l-l2) 1 E-7 I . 

b2 



b3 

Tabla .LO . Constantes f1sicas y espectrosc6picas del áci-
· do -urs6lico 36 y su derivado acetilado metila-
do J6b -

36 36b - -
p.f. 

KBr -1 3417, 3156, 2966, 2927, 2990, 29so, 2aao, I.R.vmaxan 
2871, 1692, 1457, 1387, 1742, 1730, 1465, 
1286, 1239, 1030, 996 1380, 1250 

EMIE m/a (\) + + 4~6 (M • 1.9), 447 (0.2), 512 (M. 1.2), 498 
248 (100, 207 (21.1). 452 (3)' 262 (92. 7), 
203, (28.8), 133 (32.8) (68), 133 (33.5) 43 

R!NP 

80MH't, COCL3-ruso 0.7 (s, 3H, H-26), 0.3 O. 75 (s, 3H, H-26}, 
(s, 6H, H-29), H-24), o.as (s, 6H, H-29, 
0.91 (s, 3H, H-25), 0.90 H-24), 0.90 (s, 3H, 
(s, 6H, H-23}, 1.1 (s, JH, H-25), 0.95 (s, 3H, 
H-27), 2.25 (d, J=lOHz, H-23)~ 1.07 (s, 3H, 
lH, H-18}, 3.2 (dd, J=l.O, H-27), 2.04 (s, 3H, 
7HZ, lH, H-31, 4.3 (sa, 

cu)Li, 2.20 ta, lH, OH), 5.20 lt, lH~ 
H-12). J=llliz, lH, 11-18)' 

IE-BI 3.58 (s, 3H, ~· 
4.45 (dd, J=l0,7 ' 
lH, 11-3), 5.23 (t, 
lH, 11-12) IE-91 
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~-O-Glucosa. ~omo el Gnico · c~rboh.idrato presente en el produ~ 

to de·hidr"6lÍ.sis, i.a comparación directa del de.rivado aceti· 

1·ado· de este compuesto con muestra autl!nticas perm.iti6 cort"~ 

borar ·1a idt!nti.dad del compuesto aislado como el 13-D-Gluco

B-Sitosterol. 

l. 4. 6 EVALUACION BlOLOG!CA DEL ACIDO QUINOVICO ,?.3. 

El ácido quinóvico g se evaluó biológicamente midien_ 

do su toxicidad para A~~emla ~alina y determinando su citoto 

xicidad en diferentes sistemas de tumores humanos. Loe resul 

tados obtenidos se describen en la Tabla !l, Estas evaluació-

nea se efectuaron en la Universidad de Purdue, en el Tumor -

Cell Cultur Center. 

Tabla 11 Prueba de citotoxicidad En 50 (ug/ml) para el 8cido 

qu inGvico, 

SISTEHA DE TUHOR EN HUHANO RESULTADO DE LA EVALUACION 

A 549 

HCP 7 

11-T 29 

(.Pulmón) 

(!>echo} 

(Colon) 

5.71 

80,7 

4.bJ 

bO 



l,5 CONCLUSIONES 

Las conclusiones que se derivan del presente capítu

lo son las siguientes: 

1.5.1 El estUdio fitoqufmico del extracto ac~tato de etilo 

de la.fruta seca de Randia echlnáca~pa permitió el 

aislamiento e identificación de dos esteroides comu

nes, cuatro ácidos triterp~nicos y el poliñlcohol m!. 

nitol. Los esteroles obtenidos fueron el 6-sitosterol 

il y el. a .. glucositosterol ~ en tanto qu'e los ácidos 

_triterpGnicos fueron caracterizados como ácidos qui

nóvico ~. oxoquinóvico ~, ursólico }! y olean6lico 

~~· 

1 ,5,2 Los metabolitOa aislados e identificados de la Rand.út 

echLnocanpa concuerdan .perfectamente con el perfil -

químico de la familia a la cual rertenece. Es de ha

cer notar que es la pt'imera vez que se describe 1 a 

presencia de los ácidos quinóvico 52 y oxoquinóvico 

53 en el género. 

1.5.J A p~io~i se podría suponer que la presencia del maní 

tol en esta planta est€ relacionada con el uso popu

lar de la misma en el tratamiento de en~ermedades r~ 

nales. Sin embargo, cabe mencionar que terapÉ!uticami:_!1 

te el manito! .se adminis~ra pot' vía intravenosa, de

bido a su pobre absorción a nivel del trqcto gastro!!' 

b9 

' 



te~tinal, Si bien es cierto que el manito! se encue! 

~ra ~~la infusión que s~ prepara popularmente a pa!· 

tir del 11 granjel 11 si absorción seria muy limitada y 

por lo tanto, la presencia de este polialcohol en el 

11 granjel'1 no explica su uso popular de acuerdo al 

modelo ~lopGtico establecido, 

1.5.4,· Será recomendable evaluar los ácidos quinóvico ,!! y 

oxo-quinóvico _!! como posibles agentes potenciales 

para el tratamient; de cilculos renales, 

l,5,5, El ácido quinóvico 52 fue evaluado biológicamente -

midiendo la toxicidad para A4ttm¡a ~a¿ina y la citot~ 

xicidad en diferentes sistemas de tumores En el primer 

en1:1ayo se·determinó Que la doSis letal (Lc 50 ) fue r;ayor de 

1000 ppm. En el segundo caso se emplearon tres dif!_ 

rentes sistemas de tumores humanos: Pulmonar, de pecho 

y de colon. Los valores de ED50 encontrados fueron 

5.71, 80.7 y 4,óJ ppm, respectivamente, Como se - -

puede apreciar los mejor~s resultados se Obtuvieron 

con el tumor de colon, Muy posiblemente esta activi-·

dad se encuentre relacionada con el uso popular del -

fruto para el tratamiento del cáncer intestinal, 
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C A ~ j T U L O 1 1 

COMPUES ros e 1 TOTOX ·1 cos DE LA l;XOSTf/.IA !IEXI CANUM 

2, l. GENERALIDADES ACERCA DEL GENERO EXOSTE/.IA. 

E.l, gfne_i:o. EX06te.ma está constituido aproximadamente por 

26 e~~~cies. El ~a~or nGmer~ de ellas se encuentran distri-

buidas:··e:Íl_-_·ia~ · I~dias -Occidentales, Sudam~rica y ~éxico (Sta.!! 

dley!·~:·:~_:gJ~)~-~-~.-;--~~&~n ··algunos tnxonomistas modernos este género 

es ar,t_ificial :Y requiere de una profunda revisi6n taxon6mica 

~Aieil~,-~1979), En H~xico se conocen tres especies: La Exo6-

.te.nuf.' c.4)(..lb.aeum, Ía f;ico1i.tema cou.tte.Jt.i. y la fxo6.tema me.x.i.c.anum. 

Hasta la fecha s6lo se han investigado dos especies la 

t:.·. c.aJc..lbae.um y .. la f, coulte.J1..i. De la primera se han aislado 

e identificado varias fenil cumarinas (Sánchez Vieses, 1969; 

Mata e.C, al., 1987, 1988), compuestos aromáticos simples y -

el polialcohol manitol (Krebs y Griensiger, 1960). De la f. 

coulte~l, se aislaron y caracterizaron triterpenos pentací-

clicos con esqueletos oleanano, ursano y lupano,así como- -

fitoesteroles (Mata e.C, al,, 1988), 

En la Tabla 12 se resumen las investigaciones químicas, 

que se han realizado sobre el género Exo6teffla., indicándose 

los diferentes tipos de metabolitos secundarios, ejemplos de 

los mismos y sus fuentes naturales. 



Tabl¡¡ .L2 ·Perfil fitoquímico del ~énero Exo•tema .. 
FUENTE NATURAL Cxo4.tema eaitlbae<µ¡J 1 y Exo4tema eout.te11.l' 

TIPO DE METABOLITO !'lo. DEL COMPUESTO Y NOMBRE REJ;ERENCIA 

a) 4-FENIL CUMA- 55 5, 7 1 4 1 -trimetoxi-·4-fenil cumarina 1 Mata e.t. a.!,, 198 Be --
RINAS 56 Exostemina 1 

Sánchez v. 1969 --
~ S-O-B-D-9alactosil-7-metoxi-3 1 ,4 1 d~ Ha.tu .et. af,,1987 

hidroxi-4-fenil oumarina 1 

58 5-0-B-D-glucosil-3 1 -4 1 dihit:roxi-7 - Mata e.t a.t.., l988c 

metoxi-4-fenil cumarinal. 

~ 5-0-[6' '-acetil-B-D-galactosil]-3', " " 
4 1 dihidroxi-7-metoxi-4-fenil c·.ima -
rina1 

60 -- S-o-e-D-galactosil-7-4°dimetoxi-4- " " 
fenil cumarinal 

61 4 1 ,5'-dihidroxi-7-metoxi-5, 2 1 -oxi " " -- -
do cumarina1 

b2 -- 7,4 1 ,S•-trihidroxi-4-fenil-5, 2'- " " 
oxido óumarinal 

bJ 5'-hidroxi-7,4 1 -<limetoxi-4-fenil- " " -- s, 2 1-axido oumarina 1 



' Tabla 12, Perfil fitoqu1mico del Género fxo4.te.ma lcontinuaciOnl 

FUENTE NATURJ\L Exo4tema caltlba.e!lm 1 y E<o4.tema co 11t.te1t.l 2 

TIPO DE METADOLITO No, DEL COMPUE~TO Y NOMBRE REFERENCIA 

al 4-FENIL CUMA- ~ 3•,S-dihidroxi-7,4 1dimetoxi-4-fenil I1ata et, al., 1988c 

RINAS éumarinaJ 

b) TRITERPENOIDES 35 Acido olean6lico 2 \fata e.t. at ,, 1988a -
36 Acldo urs6lico 2 ' " -
65 /leido rottlndico 2 " " 

66 Betulinato de metilo 2 " " 

e) ESTEROLES 44 B-sitosterol J, 1 Mata e.t al., 198811.,b 

-~ a-o-glucositosterol 2 Mata: e.t at., 1988a 

d) AROMATICOS Sl!lPLES !!]_ Anisaldeh!do1 Mata e.t al., 1988c 

" Las estruCturas se ilustran en la Figura 17. 



al 4-P~NlL CUMARlNAS 

R4 R2 

A5 R3 

R¡ R2 R3 R4 1\5 R1 ª2 R3 

11: O Me OH e H H OH e 61 O Me OH 011 

~ O He O Me OH H O Me 62 011 OH 011 

51 ~-D-galactosjl O Me 11 011 011 &] OH e OH O Me 

58 a-D-glucosil O Me H OH 011 

59 611 -acetil-. O lle 11 OH OH 
~-D-galactosil 

bO a-D-glucosil Olle 11 ti OH e 

64 OH O!le H 01! O Me 

Figura 17. Estructura de los metabolitos del g~nero E~o 6tema. 
"" " 



bl TRITERPENOIDES 

H 

HO 

Rl R2 

36 H CHJ 

b5 OH CH20H 

el ESTEROLES dl AR011l\TICOS SIMPLES 

CHO 

~ 
67 O Me 

54 OGlu 

Figura 17. Estructura de los metabolitos del Género Exo6tc.ma 

OOMe 

"" 111 
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2,2, GENUAI.IDADES ACERCA DE LA EXOSTEJIA MEX!CANUM 

La E. mexicanum es una planta de la familia Rubiaceae 

(subfamilia Cinohonoidcae) endémica de México y se encuentra 

principalmente distribuída en los Estados de Veracruz y San 

Luis Potos!, Esta especie se conoce comunmente con los nom

bres de 11 quina 11
1 quina blanca''• ''melena de le6n'' y ''sabac

-ch611. En la medicina popular de Mgxico, al igual que la -~ 

especie relacionada f. ca~ióaeum,se emplea para el tratami

ento de la malaria y el d~ngue y ambos comparten la partic~ 

laridad de poseer la corteza y las hojas extremadamente - -

amargas (Aiello, 1979; Hartinez del Campo, 1960; Standley,

HJ5), 

Dentro del marco general de los objetivos establecidos 

para esta tesis se investigó la E. mex~canum con miras a la 

obtenci6n, fundamentalmente, de compuestos bioactivos que -

pudiesen justificar el uso de esta planta en la medicina -

tradicional. Para ello, el estudio qufmico fue dirigido - -

mediante el empleo del ensayo bio16gico simple (Meyer t.t."

al,, 19821 mencionado en los objetivos, 



2,J PARTE EXPERIMENTAL 
.. - .. 

DETER~INACION . DE LA TOXI~IDAD PARA EL. CRUST.ACEO 

·,-,,. 

2 , J, i-~ 1 • P_re·~:a·~--~-'c-io~:-:: ~-~~\-i:~~;·~-:~u'~ ~tras·~,_-_'. , , ,,. " 
- . _._-· ·:· __ -_·:':·-"·., <<·-:-::-:~:- -\'~;::·- ,}:-_;/,_,:~:.~;;;-,,,,e~-,;::·;·:.,, ;:.-~:.'./.:'~:;,-t"~ ,:;'.; --';,_ .' -<-:. ,_ --: 

: taS',_mu·e·e_t ta~:·::_{C·~mp,úúitOS:;,rpurOs~'::ií-8:C~f'!néS; y/~-. ex tr~~ 
· '. · :.¡,·,- :: :-:-·r:;:;;):,\:H~(~~,/~::¡:t~\¡fi.Jf;í[F_;t~¡/.::;¡:;~:;~/~~,:c.~;'~r'/~., t1i\4.~·:/;{ .. .,_;·--,':-. '· -. _ .. 

tos l. se prepa'rántdiáolviendo-;-'20i'!m·g '.··del?mate.rial_._-·en_ 2 · ml de 
-.·<··,_::~ : .. .--/:_\: t<;! f/f~;-~_:,;-¿.=.:;··t¡i'.f;}l~\l.;':~/:~,{tfL:\f/)¡{:~)~f'-;·~~,~;.::.;;~f.'.;.·~-·l~.-,:.<.··; ... · · . 

un ·d _is~ 1 ve.n·t. e\~p· ro piad ci_~ l sol u c·~sn:~·- o _r i g ina _l >,-.·~:Post e r io rmen te 
· ·: ·.: .. ~-_:·:·-··: :;_:l:~~~\·'r".-:.);;;~~-~~~~;·,~tfr·~f:'.~~!Sf}{¡.~·:~~~-.~fi~Li~~f ;~{~;:~f- '.{;~:~.~e:::.:_: _..:. · · . 

se-. t r ans f iér'eí(,_a ·;~ e·re s:·2_ Viale s>:'en:Y f o·i:ma -;indepen d ii:? n te 500 ~ 5 O 
: : ·::·'. : _··~·:· ''._~-~~f-·~:1::~'/!'.)'·~:;t;_~~u~jf \rá-~•;:;-11~-:i;?~i~y~J.-~f;;i';~?t'.~-:~i~ ·, :L':~~: ::.,'., -· 

f :':5 :µ1·, de_-,·la" .. Soluci6n~:-~r ig inal"•~i Como·~las'. pruebas se hacen -
_'. . : -_ .-- .• -._ -.- ... :,., . _ -.. ,_.,. __ ;·--~- \:_"-':'-;_;.-,~:'<;;''.-'>-'' ,·.-:~;-·''-'n:- ;;.;-:~·: ,,,.,,.:;-; .. · ·: -' 

Por:' erip_~_ic_8_d_O ·;-ª~ '-.~~:~u.~~i~.á)~.~-:._un·-;'.-~OtBl de._ 9 viales (tres -

. con - uilá:: é~~-C-~id~-ra~,~-6~ . d·e~ .i o0·~ . .'l{s·Í~f~ tres con una con e en t r!. 

cl6il··de lÓO µg'¡m1:·y l~s-Glti~~-~--.-tr·~-s .c.on una concentraci6n 

. de 10 pg/ml. Por Gltimo, se evapora el disolvente de las --

soluciones al vacío. 

2.3,l,2, Bioensayo, 

Despu&s de haber. desarrollado durante 48 horas los cru~ 

táceos en un medio salino artificial, se transfieren 10·.in-

dividuos a cada uno de los viales, conteniendo la muestra a 

evaluar más 5 ml de agua salada. 24 horas más tarde se regí~ 

tran el nGmero de organismos sobrevivientes, Los resultados 

finales se expresan en porcentaje de mortalidad de los crus 

táceos o calculando la concentración letal media (Lc 50 ). En 

el caso de los extractos y frqccioncs los resultados se - -

expresan en la primera forma, en tanto que para los compue~ 



tos puros activos··ae expresan ~n terminas- de la segunda - -

tppm) 

2,3,2. MATERIAL VEGETA~. 
. ' '. - ', : ' ..... ,;: ·,¡: i· :~·:-::· -' ·.. . , '. ' . .. ' 

La.:.p_l_ant_a-.:~ l_cor,t_e_za. ~~~-rtall~)" fue tecolectada en Abas~ 

lo .d·-~~-: .. ~~~-¡-~·~:,::'H_~~~i~;it·i~·td~-= .. ~.lay& sa·n .Vicente, Estado de 

Veracru_z_,. ~éx'i:co~ en julio de 1987. (Voucher: BS-189), 

2, 3 .• 3, METODOS DE EXTRACCION ·y FRACCIONAMIENTO PREL !MINAR, 

El material vegetal t2,13 Kgl se dejó secar a tempero-

tura ambiente y se cortó en trozos pequeños, posteriormente 

se pulverizS en un molino de cuchillos modelo Wiley 4, Este 

material se extrajo con metanol a temperatura ambiente. Po! 

teriormente, el residuo vegetal se decantó y el disolvente 

se concentr& a sequedad, obtenifindose un residuo de 400 g ~ 

50 mg de este extracto se evaluaron bi_ológicamente de acue.!. 

do a la técnica especificada en la secciOn 2.3,1. Una vez -

conprobada la actividad biol~gica del extracto original, se 

realizó una partición del mismo entre acetato de etilo y 

agua. La fase orgánica resultante se procesa como se especl 

fice en el esquema 2, ~simismo SO mg de este extracto fue--

ron evaluados de igual forma que el extracto metanólico - -

original, 

El total del extracto orgánico LBO. g l activo se croma 

tografi6 sobre una columna preparativa de gel de sílice 

(l,J kg sílica gel 60 Merckl 70-230 mallas}, El proceso de 
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l!ATERIAL VEGETAL SECO Y MOLIDO 1 

Extraer con hexana2 

EXTRACTO H~XANICO 
CORTEZA DESENGRASADA 

1. Extraer con metanol 3 

2. Filtrar 

3 .. Concentrar al vacio 

RESIDUO VEGETAL EXTRACTO METANOLICO' 

l. Partici6n entre ac~ 
ta to de etilo y agua 

2. Concentrar la fase 
orgánica al vacío. 

EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO' FASE ACUOSA 
RESULTANTE DEL PROCESO DE 
PARTICION 

1/ Cantidad de material vegetal 2 .1 kg 
2/ Extracci6n vía maceraci6n 
3/ Extracci6n vía maceraci6n 
4/ Cantidad total de extracto metan6lico 400 g_ 
5/ Cantidad total de extracto de acetato de etilo BOg . 

Esgucm'l 2. Obtenci6n de los extractos a partir de la corte
za de tallos de la Ex.o~.te.ma. me.x..i..c.a.num y fraccio
namiento preliminar del extracto metan6lico. 
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eluci6n Be. ~nici6 ·--cori ·.una iG.ez¿-¡•~--~'.'~·~ --~e-xa~o~ctc/t~-f:~.rmO en --

una propor~_i6_~_"_-,d-~~: ·1 _: ~ -~·-i,~·u·~:~~-~~.~d_O~-:~---' !_~-~·::~--~-'~.:~·-~~~-~~:~-: ~:~:~-~--~·: __ i1e-
8ar a chrof ar;~; :p~ste;l.ó~~~nt~'. ~~i~dici~'.;o;'ai. ~l~~oformo · . 
. cantid,~d•• .. ~ •• J1.~n~;ZM\•Ht~~.~.f:;~·t,;~,~.:·1~~~.~~'~·i'.º.1~.rofo.rmo- · 

me t anol. 80: 20 ~< Se , rec0¡1eron "un·_·: to t:al ':"'de;_...5 39~, .. f ra ce ion e e de 
. ·. . .. ···,··· - -- -~::-i·-:-~."''·:- .. \:,_:·.-.,.,._"_,. 

s'oo. Pi.1 ·:· ~'Od~. u·n;t~ : ·c'~:ila ··r r-ac·c1sn.::.fúB::"a·nit izitd8 - p·or, 'croma togra 
.~ -- ·:·:.·-- :- ;-<~.->·, ') /,: . .;~;:"-"--·.'._:. ·.;.:: ... ·_· .. :_ _·;- -

. r'ta en. ci'iip·a ,:·ti'tía, ~--cOmb·:i.~,·nd~se_·:_aq·~~-i1aS·::~c-r·o·ma·t·o 8ráf icaráente 

B imi.l~-~--~S· •. '~.o~:·_''.anltis:~-~;:.-~-rom~toS.:~¡f ·f~~s-. en capa fina se ef ec 

tuaron: siguiendo la misma metodologia descrita en el Capít~ 

lo l. 

Cada una de laS fracciones combinadas fue evaluada bi~ 

15gi~amente: utilizando la prueba de toxicidad antes menci~ 

nada. En la Tablall se resumen loe sistemas de eluyentes --

empleados, el número de fracciones eluidas con cada uno de 

ellos, las fracciones combinadas y los resultados obtenidos 

de la determinaciGn de la toxicidad. 



'l'abla 13 NcftUmen del frac~ionamiento biodirigido del extracto de 
acetato de etilo de fxo6tema mex~canum 

ELU~ENTE PROPORCION 
No. DE FRACCIO FRACCIONES CCJ!:! RESULTADOS DEL 

NES BINADAS BIOENSAYO 
-----

Hexano-cloroformo 50150 1-18 l-18 Inactiva 

Hexano-cloroformo 40160 19-143 19-45 Inactiva 

46-69 Inactiva 

70-143 Inactiva 

Hexano-cloroformo 35-65 144-156 144-156 Inactiva 

Hexano-cloroformo 25-75 157-208 157-208 Inactiva 

Cloroformo 100% 209-318 209-318 Inactiva 

Cloroformo-metano! 99 ;l 319-382 319-356 Inactiva 

357-882 Inactiva 

Cloroformo-metanol 9713 383-410 383-390 Inactiva 

95:5 411-435 391-430 Activa 

Cloroformo-metano! 90:10 436-516 431-443 Activa 

444-500 Inactiva 

Cloroforrno-metanol 80:20 517-539 501-539 Inactiva 
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2,3,4, · AIS~AMlENTO Y .PURIFlCAClON DE LOS COMPUESTOS, 

2. :t .4 .1, Aisl.~mieñto ~ de· .. D:~,~~'it~~··.;5·l 

Del ··~x t i-aC-to·:;-~·~f~D.61:i~~'.'.{~:ó~·éen·e·r·ii-do ·:'pr·e_ciPit8ron 3 g de 

un s6lida·· ~l'á~~-~-- :-~~ ~ .. ;;-·.;¡:,;{ :f~6f7~~~·:'i.( :-;~''.: ·'' 
-, . - -. •';;_; __ ,, .. ___ :J·_. ·~· );'\_ ~,·.~: :·' 

- :';. '.:: - '.': - - .- );·; . _-.-~- -··'· ··.:~, .-
:/,·.:::",'j ,.;. .. ' . - ,:,-· ,.-:::l ..... -

2 ~l. 4··. 2 •. ;Ai'sl&rii'ie~ t~~~:~-~·:{ e·~si t·o s't·e ro·1 _:·44·:_. 

De. 1 Be:_· f r·~~--~i'~~--~ s ;_·~;¿¿69. Ct'uld'a con hex ano- el 01'0 formo 

(40:6_0) ·ae.obtuVieron ~-~ :m~-.: de un .compu~sto de p.f. 137ºC, 

· z,3,4-,·3; Aislamiento de la 25-acatil cucurbitacina P !..!!_ 

De las fracciones 391-430 de la columna original se 

o~tuvo por cristalización fraccionada con CUC1 3-HeOH 8:2 un 

polvo blanco de p.f. 226-228°C y que result5 activo en el -

bioensayo. 

2.3.4,4. Aislamiento del B-D-Gluco-B-Sitosterol i! 
De las fracciones 437-451 precipitó en forma cspontá-

nea 40 mg de un solido amorfo que luego de sucesivas rccri! 

talizaciones con CHCt 3-MeOR (8.2) originó un material cris-

talino de p,f, 253-255"C, 

2.3.4,5, Aislamiento de la cucurbitacina F ~ 

Despu@s de la separación del e-D-gluco-sitosterol se ~ 

n.ieron las f?'accioncs 431-443 y se evaporaron a sequedad. El 

residuo tJ.48 g}, fue evaluado biol6gicnmente resultando ac 

tivo. Rete se disolvió en metano! y se filtró por carbOn 
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activado, El.'fil~r.ado .fúe'posteriorm~nte concentrado a ;.se-· 

queda·d_Ob·t~nii?Ji·_~ose· -:~.6_.,·g de., ~.il·:.:mat~i'ia·l Color 'mbar, el cual 

fue r'eé"roniát·Ó-grtifiad.o<'BO·_:.un'8 :---~~:Í~~-n-~ e~·pacada con 53 g de -
• • ' , , - '- i· •• , ¡\'.,: . Y- , ·, • ,_•., • 

gel de sílfce~·'.: Ei
1

' __ ·efuy:en-te·:·~~pii!ádO: fue. una mezcla de aceta ... ··, ',':,·.~·;'-'-~-.;· , .. -- . -. .. ' -
_ to __ .. -d~: ~t-~_1o_~m~

0

t-_~~;~·1·;_a·g~:¡.~'.en,-;_u_~_~: ___ .-~r_OP~rci6nde so :1 :l respec-

·. t~~a~~e~;~-e::::_ .. ";~';/~:~f::_,;,~:~·~::·¡~~~-~~:~-~~~·:~··e· es~a coluruna se obtuvi~ 
-; .':, :. : ' '' :.;"!-· ,;·:;·,_-·~ .. 1,, , ... · : , : ~-¿_:_~·'.;·].:,e.\ : '· .. : ·, 

ro'n.:·3cia~ mg -~~;\º.!".\~-~-~-!~-:'.:~t-~tl-~,~;;-d_~· p,f, 240-242 ºc. Al igual 

q'Ue_~· en '.'~1 ~--·e ·aso··.(8ft t~~--io r-~: {.es·~e-. ,_c-ompues to resul t6 tl5xic o pa-

2,3.4,6 Aislamiento de la 25-acetil-2-P-D-glucopiranosil 

cucurbitacina P 70 

Las fracciones 444-500 L9,4 gl. de la columna (Tabla 

13) fueron recromatocrofiodos sobre l2Q g de gel de sílice 

usando como eluyente acetato de ctilo-metanol-agua (10:1;3), 

Se recogieron alícuotas de 15 ml, en las primeras doce fraE._ 

cianea se obtuvieron 6 g de una mezcla de menor complejidad 

que la inicial. Esta mezcla l6 g) fue recromatografiada so-

bre &O g de gel de sílice, utilizando en esta ocasión como 

eluyente cloroformo con cantidades crecientes de metano!¡ se 

tomaron alícuotas de 10 rol, De las fracciones 245-250 , clu 

idas con cloroformo-metano! (95;5)_, se obtuvieron SO mg de 

un compuesto blanco y cristalino de p.f. 122-l27ºC, 



2~3,4,J. ~islamientO de __ la .s-Q_-B-D .. Glucosil-.J.~, 41-dihidro 

·. ~i-·7-metoxÍ.:..4:-r~:nil cum~ri'na sB -

l~s,.·fr.acCi'~ri~s' Sol-539 -de· l~ columna 
. ·-·. De original (Ta-

bla 13) __ ~e-ob~uv~e~~~:600 mg de un polvo amarillo paja de -

p. f •. 237-23&•1:: 

2, J ,5; e CARACTi:RÍzACION DE LOS CO~PUESTOS AISLADOS, 

2 • .1.S~·:i-.'. ·Ó~--~~'.~:m.i~~ci6n de las constantes físicas y espectro.! 

.-.--;· é&·p-iC8·8- de los constituyentes. 

··Los ;~-¡,;-~:~-~tos para obtener las constantes físicas y es

p"ec~rosc6p·f~8~-- de los compuestos ai~lados fueron los mismos 
. ' . . . - ' - . 

que .se_:'.utiliZaron en el estudio de R. ech-lnocaJtpa y sus ca-

rac'teristicas se dieron en el Capítulo I en la secci6n - --

I, J. 4, l, 

· 2,J.5,2. Preparación de derivados. 

La metodología empleada para preparar los derivados me-

tilados y acetilados se describi6 en el Capítulo I secci6n 

1.3.4.2, 

A continuaci6n se resumen los compuestos que fueron --

acetilados, así como la cantidad y punto de fusi6n de los -

compuestos obtenidos. 
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COHPUE~ CANTIDAD COMPUESTO CANTIDAD DEL PUNTO DE 
TO . DEL COM- . ACETILADO PRODUCTO AC! FUSION 

PUESTO TILA DO ('C) 

68 100 mg· :.~ 105 mg 130-132 
: 

~4 25 mg· & 20 mg 138-141 

69 .:100 mg 69a 87 mg 140-142 
·.-· 

····;_ 

:; 7Óa 70 ' 20 ·. 
10 107-110 ··_mg mg 

_: ~·:.:._· .. ·' . 
.,.-, 

2;4 aEsu1rAÓos;y·nrscusroN 

Con.-'..fa',._"fiTIBlid~d de· ·obtener compuestos bioactivos de 18 
.· .. ·.· 

E. m~xLca.num;:el.fracciona~iento del extracto metan61ico de 

la corteza de la planta, obtenido según se indicó en la par

te experimental, fue dirigido mediante un ensayo biol6gico -

simple. Este ensayo, como ya se scialó, consistió en determi 

nar la toxicidad de ~empuestas puros, extractos o fracciones 

de esta planta para la AJt.ttm.la ¿al.lita. La selección de este 

ensayo se realizó considerando, por una parte, su fácil impl~ 

mentación, y por otra, que la actividad de un amplio grupo -

de compuestos activos conocidos se traduce en toxicidad para 

el crust¡ceo (Heyer et. al,, 1982), 

Como se indico en la Tabla 14 al evaluar el extracto me 

tonólico de la E. mexlcanum resultó muy activo, Al exponer 

los larvas del crustáceo A. ha!~na, en un estado de desarr~ 

llo de 4a horas a concentrhciones de 10 1 100 y 1000 ppm del 

extracto original, se encontró un porcentaje de mortalidad 

de los animales de 0 1 22 y 74% respectivamente, Estos valo-



Tabl8. 14. Resultados de la toxicidad,· expresados en porcentaje de mortalidad para la 
M.temia .6aUna , del fraccionamiento de la corteza de la Exa.6trma mexicana. 

PORCENTAJE DE MORTALIDAD 
·FRACCION 

10 u 9/ml 100 ug/ml 1000 u 9/ml 

Extracto metanólico o 22 74 

original 

Extracto de acetato o 34 80 

de etilo, resultante 

de la particjón del 

extracto metanólico. 

391-430 de la columna 23 100 100 

original (Tabla 131. 

431-440 de la columna 24 100 100 

original (Tabla 131. 

"' ... 
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. . . 

res in.dudablemente indiC:aron la· alta toxicidad del extracto 

m~t.anllii·c·o ,· P~st~riorlne~:t-~·,: 1~ actividad se concentr6 en la 

fase o·~·g·.~~--i~_~:-~-:~~~:~~-~~O _·-~e ·1a partici6n Ac0Et-H2o, encontr1Í.!!. 

d~se· eÓ:::~-~--i:-~·'·c~-~o._uil.-_.porcentaje de mortalidad de 0,3~ y 80% 
' . . ' ' . -. . 

e~ i8s_·.:co~-~-~'nt~-~ci.Oné:s de 10, 100 y 1000 ppm respectivamente, 

A a~·nti0.u4ci-6n·~- el eXtracto de AcOEt activo, se fraccionl5 . ' .- -. 

por ~edio··d~ croNBtografía en columna sobre gel de sílice, 

Las fracciones resultantes combinadas, fueron tambi~n eval~ 

·das y sGlo dos de ellas resultaron activas, como era.de es~ 

raree, la toxicidad para estas se increment6.·Los porcenta-

jea de mortalidad obtenidos para las fracciones activas se 

incluyen en .la Tabla l4. 

Al realizar el análisis cromatográfico en capa delgada 

de la primera fracci~n activa que correspondía a los cluatos 

391-430~ se observ6 que tenía un compuesto mayoritario, por 

lo que se intentó su eeparaci6n por cristalizaciGn fraccio-

nada. Al disolver la fracción en una mezcla de cnc1 3-MeOH 

(8:2) cristalizó espontáneamente un producto de p.f. 226-

228ºC, homogéneo cromatográficamentc. La evaluaciGn biológi 

ca de este producto indicó que era el responsable de la ac-

tividad mostrada para esta fracción. La dosis letal media 

(Lc 50 ) calculada para este producto fue de 17 .3 ppm. Este~ 

tabolito se caracterizó como la 25-acetil cucurbitacina F 66 

y su elucidación será descrita posteriormente, 

La segunda fracción activa, de mnyor polat"idad, tambien 



,·.' ' .. 

. ·, -_ '.: ·.· :.·. ·.: ··:;' .;. 
contenta· ·un. -.c~_~P~-~~.~~ '._~:Br_ºf-~t._a'~~~ ~ --.S°fn--émbargo, dada la ma-

yo~ comP1~-J id ad :::d~·:{i--~- .. · f ;~~~-!G'ri·:-.: __ ·a·~ '.·d-~- cid ió .. reso1 ver1 a med ta!!_ 
- ' - . -, ,-; - . ' -

te un~ c~o~~t~g;~f!;. ell~oÍ:umná. Co;.o resultado de este pr~ 

c_~s~·~-',~~::~-~-~-,~i.'~:':;~~~:·:;~?~.~-~;·;:'.~~~~-~ál'.Íno de p.f. 240-242'c. Este 
pi~-d~·~·to-1--~~-~~i-~t(i_~'~·r_·,~~·t_i~~--Y la dosis letal ·media (Lc 50 >, 
r~e·,,igu~l'·:;:á·-: __ J.·6:>¡;p·~~ La caracterizacilin de este compuesto e~ 

:- " ... · ', ___ ....... -.·,-... -.,,-. 
mo :·18 -~-~c~rbfé~Cin-a. ?_ 69. será discutida en la siguiente se~ 

'ci6n. 

De -laS o eras fraccion'es no activas de la colu111na (ver 

-Tabla_'·l·~.t ... B~·· ~isla ron también los siguientes compuestos: el 
' '· 

B-sitoSterol i,! , el B-D-gluco-~-sitostcrol ~ 1 la 25- ace 
•'\:.;" 

ti .. í'~i;;;a-·D-glucopiranosil cucurbitacina F 70 y la 5-g_-B-D-g~ 
- --;·-,···-· -
cop~r~n~sil-3,4 1 -dihidroxi-7-metoxi-4-fenil cumarina 58. As! . . 
ÚiiSm'o ·de~ extracto metanólico inicial precipitó espontánea

mente el polialcohol manito! ~· En la Tabla 15 se resumen-. 

la totalidad de los compuestos aislados y caracterizados de 

la E. mex.i.ca.num¡· incluyendo además sus rendimientos. Cabe~ 

cer notar que la glucocucurbitacina y la glucocumarina no -

fueron tóxicos para A • .&at¡na a ninguna de las concentracio 

• 
nes evaluadas, es decir, a 10, 100 y 1000 ppm. Los compues ... 

tos que resultaron ser tóxicos para A11.te.m,la .&at.lna (la 25-ac!. 

til cucurbitacinn F y la cucurbitn.cina F} fueron evaluados C:i._ 

mo posibles agentes citotóxicos en diferentes sistemas de i¿6. 

lulas tumorales. Los resultados obtenidos se resumen en la 

Tabla 16. 

00 



Tabla 15 Rendi111iento de los metabo!itos aislados 

de t:.Xoti.te.ma. me.x.lca.num 

COMPUESTO RENDIMIENTO 

51 3.0 g (U,14%) 

44 50 mg \0 .002%) 

54 40 mg (0.001%) 

68 620 mg (O, 029%) 

69 300 mg (0.014%) 

58. bOO mg (0.028%) 

70 50 mg (O.OU2%J 

Tábla 16 En50 Lµg/ml) en varios sistemas:de tumores de los 

compuestos t6xicos para A. Aa.l~na, aislados de la 

ExoAte.ma me.~~ca.num 

Prueba de citotoxicidad en tumores 

SISTEMA DE TUMOR 25-ACETIL COCUR8I- CUCURBITACINA F 
EN HUMANO TACINA F 

A 549 (pulmón) < io- 2 
3.44 X 10- 1 

MCP 7 (pecho) 3,14 X lo- 2 
5. 2J X lU-1 

HT 29 (intestino) < 10- 2 
3. 27 X 10-1 

Asimismo, las cucurbitac~nas antes mencionadas fueron 

evaluadas .ln vitAo como posibles agentes antimaláricos por 

la Dra. M 0 1 Neill de la Escuela de Farmacia de la Universi-

dad de Londres. 



El ensayo· empleado consist.ió en ·tuedir.··1a ·inhibición de 

·la toma de hipoxan.ti~~-·~adio·~~t .. i~a·._.p~Í' parte del-P!a~mod.lum 
6a..t.c.ipa11.u~ uti.liz·~n.do _cO~o··:pá·t~o·n --~l d_ifoBf-.~to .de dicloroqu_! 

n·a (ofNeil_i e..t· al_~--, .l.982)-."· L:~:~-·--:~es~~tados ob~enidos expres!. 

dos en· concentración media inhibitoria (tc
50

J ée mencionan 

en la Tabla 17.' 

Tabla 17· tc 50 (µg/ml) de los compuestos t5xicos de la 

Ex.o.A.tema me.x..t.can.um 

ACENT.&S ANTIHALAR reos 
COMPUESTO 

Cucurbitacina F 

Cucurbitacina F-25 acetato 

Difosfato de cloroquina 

rc
50 

(µ g /ml) 

7.8-31 

0,8-3,1 

0,078 

En general, la caracterización de los compuestos ais-

lados se re.atizó mediante los métodos usados en el estudio 

de la Ran.dia e.chln.oca11.pa. 

2.4.1 lDENTlP!CACION DE LA 25-ACET!L CUCURBlTAClNA F 68 

El polvo activo de la~ fracciones 391-430 cuyas carac-

terlsticas físicas y· espectroscópicas se reumenen la Tabla 

lS fue identificado como la 25-acetil cucurbitncina F con 

baee en las sigu·ientes evidencias::-

a) El espectro de masas LTabln 18) presentó un ión m~ 

90 



Tabla 18. Constantes físicas y espectrosc6picae de la 25-acetil cucurbitacina F &_!!y su 
derivado acetilado 6Ba. 

HO o 
.... 

··•OH 
HO 

HO O 

11 

0Ac 

" 

p.f. 

IRKBr 
maR cm 

-1 

EMIE 

m/z 1%) 

[Figura 18 1 

RMN1H 
l90MHZ, CDC13 , !I 

EMIE 

m/z 1%) 

226-228"C 

3220, 2980, 2932, 1725, 1690, 1650, 
1450, 1371, 1262, 1190, 1125, 1055, 
1030 

500. IM-60, 1.2), 482 10.8), 457 
(0.7), 405 11.3), 387 112), 369 
(11), 113 118.4), 112 113), 111.1 
l 19 .11' 96.1 11001' 43.1 IJB.11 

§E 
0.99 Is, 3H, H-181, 1.04 Is, 3H, 
H-301, 1.08 Is, 3H, H-291, 1.21 Is, 
3H, H-281, 1.24 Is, 3H, H-21), 1.40 
(s, 3H, H-19), 1.56 (s, 3H, H-27), 
1.94 Is, JH, H-Ac), 1.97 (s, JH, 
H-Ac), 2.02 Is, 311, H-Ac), 2.04 Is, 
3H, H-Acl, 2.5-2.75 lml, 3.20 Id, 
lH, J=l4Hz, H-12), 4.24 (s, lH, OH), 
4.66 Id, lH, J=lOHz, H-31, 4.93 
ldd, lH, J=l0.5Hz, H-2), 5.15 (t, 
J=7Hz, H-16), 5.73 lm, lH, H-6), 
6.43 Id, J•l5Hz, H-23), 7.14 Id, 
lH, J-15Hz, H-24) 

627 IM-60 + 1, 111, 567 1501, 507 
181.41, 447 11001, 133 156.4) 

JI ... 
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AcOH 
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387 

500 
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Hf~ 'CH3 Hf' tH3 
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Figura 18. Fragmentos m!s importantes en el espectro de masas de la 15-acetil 

cucurbitacina F 68 
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lecular a m/~ 5&0 co~respo_ndiente a ~na flifmula Úiolecular de 

c32 n4508 ; otros picos importantes se observaton a.miz 500, 

405, 387,369, y.96 (pico base), 

b) ::·El ·'.·é:~pe_c't~-~---·de RHNP (Esp~ctro 10) presentó el per

. fil .. tipo ·:de :.u-n··_c·u-Cu_rb-itan"o cO'n_ u·na_ cadena lateral que con-
.',. 

tiene ·u-íúi·· .. _c.~t'~~a- _O.-~·,,a·~in~-~tUiada (FranswoTtp e..t a.l., 1985 ; 

L·av {e, ).'~_·ci:¡~- ~-t ~-]:. -~--_: f·~_·; i-) ·._.'-.La-~.: ~8 rae ter is tic as importantes de 1 

"esP:·e.é ~--~ __ o·._:·~~~ lile a·iSUiente s r 
':· _1 ~: _·'-

' i :-.~·-_A campo alto a·e observaron señales para ocho me-

tilos a 6 0.;95, 1,05, 1,2, 1.3, 1.45, l,50 1 1,65, 

y 1. 67. 

2, A ~ 2,05 una señal simple que integró para tres 

protones, asignable al metilo de un acetato, 

3. A O 2,88 se observ6 un doblete (J•7 Hz) caracte-

ristico para el U-17 de la estructura tipo. 

4, Centrado a ó 4,25 se. encontraba un multiplcte que 

integró para tres protones, asignables a funcio-

nea carbin6licas secundarias. 

5, A ó 5,7 se observó el raultiplcte para un protón 

vinilico trisustituido, 

6, Finalmente la presencia del sistema A B (ó 6.5 

(d, J•l5 Hz) y ó 7,0 ld, J•15 Hz)) característico 

para la doble ligadura tnatt4 conjugada de la ca-

dena lateral, 

93 
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Cabe·bacer notar que la ausencia en el espeCtro_ de pro ·- . . -
tones geminales a ·una funci6n acetoxilo permitió, -inferir a. 

p1t..i.01t..i._ que el acetat_o pr_esente _en __ la -m~llic.Úla··e~a terciaiio. 

e). El análisis d~_~all~do .del-. EM: s_ustentl.i, de· manera 
~--

adicional. ···1á ·, natu·t·a·l~z_á\;-:t··~_i.'~eTP'G~J-ca, del ·tipo cucurbi

tano para est~ co_m_juJ_estc:i··:··-,~~ --::f-~·~OrmacÍOn más ret'cvante fue 

la .sigui~~te:. 

l. L;{pr.e~eñcia.de'1··1sn n mfz 9& CC
6

H
8
o 1 pico,base) 

que resulta de la ruptura del enlace c20-c 22 , con 

la migración simultánea del protón del grupo hi-

drogilo in C-20 , y la p€rdida del sustituyente 

en C-25 (Figura ld). Este fragmento, característ! 

co de cucurbitacinas que presentan doble ligadura 

en C-23, resulta de gran utilidad para determinar 

finalmente la estructura de la cadena lateral. Por 

~s 

lo tanto, en este caso, correspondería a la estru_E 

tura parcial que se ilustra en la Figura 19. 

o 
HO~ 

... ~ I OAc 

Figura 19 Estructura parcial de la cadena lateral del 

compuesto 68 



'-·· 

c2 0~c22 ·- :p'etci __ :·-"S~n:::-~.a-~-:~r~_~sf_e:renc_ia del hidrGg~ 

no, P~~~i·tiS'(~C,'~~f~;t;~\iue.' en C-25 se encentra-. -, __ :-.,-_,_,._, .. ,,, ·:··· ...... -,._.' _., 

ba·_ e·1·--á~~t-at~-:.'.:t·-_;·i~i-~~io-·-Y··en c ... 20 un grupo ht-
.. ,.·.-.-:·.-,'".·· 

_-dr.oX.i~o\'~.Lá_- úbi-~8-C"fó~- _de-1· acetato confirmaba de 
- ¡ _. - , 

maner.a: iTI_e_'qu-r"v~~a::~~:a:·_jnformaci6n proporcionada 

por-el ··~5·¡,-e_~Í::r·o_:>d~'.:.RÑNP en relaci6n a la ause!!. 
::-:· .'· .',;'; '" _,_ '. :. 

cia .·de."~-~--- pi_~t~n geniinal a una función acetoxi 

lo, Po~- -~-~_ra··-parté, la p€rdida consecutiva de 

molGcula~ ~~ agua a partir del i6n m/z 405 pa

ra originar los fragmentos de m/z 387 (c,_411504 ) 

y ~1-3~9 tc 24 u35 o3 ), es caractertstico de los 

espec~ros de masas de las cucurbitacinas tríhj_ 

droxiladas en. la parte tetrac!clica de la molG 

cu la (.Kupchan et a.l., 1970 y Audier, 1966). 

Por tratamiento con anh!drido ac~tico y piridina se ob

tuvo un derivado ~etra acetilado 68a cuyas constantes físicas 

y espectroscGpicas se especifican en la Tabla 18. La obten-

ci8n de este derivado con!irmG la presencia de tres funciones 

carbinólicas secundarias, 

Las características más importantes del espectro de 

RHNP de 2!! tEspectro 11), similares con las observadas para 

el producto natural, fueron las siguientes: 
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Espectro de RHNP del derivado acetilad11 Je la 25-ac~til cucurbitacina F 68a 
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1, La presencia·de tres señales adicionales para me 

tilo de ac~tatO a 61,94, 1,97 Y 2,02 , 

2, En la zon8 donde res·uenan los protones geminales 

·a las f~~c-i:~~e~- ~Ce.toX-ilo se observaron clarame.!!_ 

te' tre·s··-.s~ñ~les a,~, 4.~6- ld. J•lO Hz) 4.93 (d, -

J•lO y b H~) y 5,15 .(t, J•7 Hz). 
.,_ .. :-.-·--

. ,• ·. ', . ,· .-, :. ·. 

E_l. ª-~~1-is{~/-d~i'..;~a-~r:·6·~-.d~ ~-~~plamiento de las resanan-

cías a '6·~_.&~. y,~4 .•. 9~:-p_erm_iti6 concluit' que dos de los prot~ 

nes geminales a las funcibnes acetoxilo se encontraban mu

tuamente acoplad~s 1 y por lo tanto, eran vecinnlcs. Las Gni 

cae posiciones factibles para la ubicaci6n de estos protones 

eran los nGcleos C-2 y C-3 1 con una estereoquímica a y ~ r~ 

pectivamentc, Esta región del espectro se ilustra en la Fi

gura 20, Por comparación con modelos adecuados, el ttiplete 

a ó 5,15 fue f§cilmcnte asignable al prot6n H-16. La prese~ 

cia en el espectro de cuatro señales para metilo de acetato 

y tan solo tres protones gcminales a un grupo ester indica-

ba, en congruencia con los resultados de masas, que uno de 

los acetatos era terciario, Asimismo, el singulete a ó 4.24 

intercambiable con o 2o confirmaba la asignaci6n del hidroxi 

lo terciario en C-20, 

Resumiendo, el compuesto representaba un triterpeno con 

esqueleto de cucurbitano con una cadena lateral insaturada-

en G-23, 1111 grupo acetato en C-25, una doble ligadura entre 
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Figura 20 Ampliaci6n de la regi6n del Espectro de RMNP donde absorben 

los protones geminales de ester del compuesto ~ 
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C-5 y C~6 , ·un grupo .ce.to,_~n C_".'"ll y:con tl-es funciones car

binÍ>lica·~- se~u.ndá-i_i·~·~, .·u_~·a·:·e~-~-a-_:pOSÍ~-i6n 16 y las restan-

del primer me-

~abÓl i to --~d~:{ V--~---- ~Í.-si"~-d~--· .. --~-~-----i·a. E~ Ó6-.tema me.:c.lcanurn, se po d ra 

es tabl-~ci~·:_-~o~~- -; fa-· ;~--:~~e~¡l .. Cucurbi tacina F. 

Z,4,2 · IDENTIPICACION DE LA CUCURBITACINA F ó9 

El p~-~~~:'.~{-~-~-~~,:~~-~~~·¡:~~<que se obtuvo de la recromotogr_! 

Ha de ~a-'s frác'C:·~-~-~~s··:·4'Jl:~~~J° de la columna original (ver 

.-.-~-

. cina F; Su ·e'át'rllctura, -así como loe parSmetros f!sicos y e!. 

pectrosc6picoi- ~~plea~os para su identificaci6n se incluyen 

en la Tabla 19. 

De manera general el perfil de los espectros de IR , 

RMNP y rnaeas 1 obtenidas para este compuesto y su derivado -

acetilado 1 fueron similares a los correspondientes al .com-

puesto~ y su derivado acetilado previamente discutidos. 

El an6lisis detallado de los espectros de masas y RMNP 

permitió concluir que este compuesto presentaba una función 

hidroxílica en la posici8n 25 1 en lugar del grupo acetoxilo. 

Las principales diferencias observadas en re] ación a los dos 

compuestos rnenci.on.ldus fueron las siguientes: 

a) El espectro de RMNP del compuesto ~ (Espectro 12) 

no presentó señal en la zona donde resuenan los grupos meti 



Tabla 19. Constantes físicas y espectrosc5picas de la cucurbitacina F -~ y su deriva 
do triacetilado &9a. 

HO O 

110 o 

OH 

69 

P. F, 240-242°C 

I R VKDr 
-l cm 

3400' 2980' 1690' 1625 

1460, 1370, 1280, 1215 

1055' 1025. 

P. F. l40-142°C 

I R VKBr 
-1 cm 

3430, 2975, 1740, 

1690, 1369, 1250, 

1127. 
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J.03 

lo de acetatos,. 

b) _.En el··esPect.ro· de masas _de !2_ (Figura 21) el i6n 

molecuiar-. se obs'~rVó: _·a'-. m./z 518 con un fragmento a m/z 500 

(M+-~~)-; ~-1;·-~~--~:-'i_~-:.:·~~sui't:a·b··~ ·-~_e-- la Pérdida de 11
2

0 En cambio
1 

en e1:·e~pectrd~d~~~as~s de· 
' : _. .., .< 

~ ·-l!~gu_ra 18) el i6n molecular 

se ob9~r\;O·'~;---~/z':.:S_6o(.~~n·:·un f-r88ment:o a m/z 500 (H+-'DO) el 
" .. -:"·,, '· ,' .,, .... 

~-ual· re~-uit~b'~<de. fá~ ::~-~_r_d·i:~a:: del g'rupo AcOH, 

. '.-, ._. '·' - -·- . 

tico y pi~idina -p.ermiti6 obtener el derivado triacetilado 

2.2! cuyas caracterfsticos físicas y espectroscópicas se re-

sume en la Tabla 19. 

El análisis del ºespectro de RMNP de~ (Espectro 13) 

confirmó la presencia de tres funciones carbin6licas secun-

darías y la presencia de dos hidroxilos de tipo terciario. 

Las evidencias analizadas anteriormente permitieron i-

dentificar la compuesto 69 como la cucurbitacina F. 

2 .4. 3 IDENT!P!CACION DE LA 25-ACETIL-2-S-D-GLUCO-

P!RANOSIL CUCURB!TACINA F 70 

De la recromato¡;rafía de las fracciones 444-500 de la 

columna original se aislaron 50 mg de una sustancia glicosí-

dica, su f 5rmula raol~cular se estableci6 como c 38 11 5 ~o 13 y 



Figura 21. Fragmentos más importantes en el espectro de masas de la cucurbitacina f' ú9 
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sus características físicas y espectrosc6picas se resumen en 

la Tabla 2a. 

La solubilidad de~ en disolventes de alta polaridad, 

asi c~rno el resultado positivo de la prueba de Molish sugi-

rieron su naturaleza glicosídica. Ln hidrólisis enzimática 

de una pequeña cantidad del producto natural con B.-glucosi

dasa, confirmó lo anterior ya que al analizar cromatográfi

camentc los productos de la rcacci6n 1 se detcct6 a la gluc~ 

sa como Gnico azacar pres~nte y a una sustancia de menor p~ 

lnritlad qu~ la materia prima, la cual resultó idlntica c11 

todos sus aspectos a la 25- acetil cucurbitacina F bB • La 

co.mparación del glucósido .?_!! y su derivado hepta acet il~tlo 

1-º.!!. con muestras aut&nticas de 25-acetil-2-6-D-glucopirano

sil cucurbitacinn V permitió caracteri~arlo ine1uivocamcnle, 

Este glicósido fue recientemente aislado por pr.irnera 

vez de la C.l9a11.11..llla me.x-lc.ana (Mata et a-l,. 1988b) 

2 .4 .4 IDENTIF!CACION DE LA 5-Q.-13-D-GLUCO PIRA:-IOSIL

-J' 14 '-DllflDROXl-7-MET1lXI-4-FES lL CUMARl~A se 

De las fracciones 501-539 de la columna orl~inal, cri! 

taliz6 en forma cspont5nea un compuesto de color amarillo p~ 

ja, Su fórmula molecular se estableció co::io c 22 u22 o 11 media~

te un an5lisis elemental. !.as constantes fisicas y es?ectr"~ 

cópicas del mismo y su estructura se 11Jucslr:tn en la Tabla 2l, 



Tabla 20. Constantes físicas y espectrosc6picas de la 25-acetil-2-B-9lucopiranosil
cucurbitacina F 1Q y su derivado acctilado 70a. 

·~ 

1º. 

p. f. l22-l27'C 

A. E, c30"50º13 

(a J
0 + 5.5 (HeOll) 

KBr -1 IR cm 3438, 2974, 2929, 2879, 1733, 1689 
max 1630, 1462, 1372, 1264' 1127' 1080 

[E-14) 1058, 1024, 990 

• 
RHNP 0,99 Is, 3H, He-), l.06 (s, 311, 

(llOMHz,Py-ds,ó) Me-), l.12 (s, 3H, Me-), 1.30 (s, 

[E-15) 3H, Me-), 1.38 (s, 3H, Me-), 1.46 
(s, 6H, Me-), 1.52 (s, lH, Me-), 

l,88 (s, 3H, Ac-), 2.67 Id, J•l2Hz 
lH, H-12), 2.70 (d, J=7Hz, lH, 
H-17), 3.04 (d, J=l2Hz, lH, H-12), 

3.23 lm, 2H, H-6), 3.43-5.25 (m), 

5.62 lm, lH, H-6), 6.80 Id, J•l6Hz 

lH, H-23), 7.15 Id, J=l6Hz, lH, 
H-24), 



Tabla 20. Constantes físicas y espectroscópicas de la 25-acetil-2-B-D-glucopiranosil 
cucurbitacina 1" 70 y su derivado acetilado 70a. (Continuación). 

. ·5"~l _,, . ' .. ~ ..... " 
11/JA• ~- ,¡r· .. , ···11 11 1f( ..!.~. u ·~' "-1 ,,,,,., " "' ~ ~· I· t •. "'ª~.le ,• . !._, :::...• ;. 

11 o•·"'"~ .. 

p. f. 

KBr -l 
IR cm 

max 

RMNP 
(80MHz,CDC1:Jo 6) 

fE-l6] 

l07-ll0ºC 

3452, 2976, 2939, l742, 1695, l630, 
l433, 1371, l24l, ll76, 1129, 1040, 
983 

0.97 le, 6H, H-18 y H-30), l.09 (e, 

3H, H-29), 1.20 (e, 3H, H-28), l.25 
(s, 3H, H-21), 1.39 (s, 3H, H-19), 

l.55 (s, 6H, H-26 y H-27), l.84 (s, 
3H, H-Ac), 1.95 Is, JH, H-Ac), 2.03 
(s, 3H, H, Ac), 2.67 (d, J=7Hz, lH, 
H-17), 2.65 (d, lH, J•l4Hz, H-l2 ), 
J,20 (d, J-l4Hz, lH, H-l2 ), 4.20 
(m, 2H, H-6 1 ), 4.60 Id, J=7Hz, H-1 1 ), 

4,61 (d, J=lOHz, lH, H-3), 5.67 (m, 
lH, H-6), 6.35 (d, J-l6Hz, lH, H-23), 
7.12 (d, J=l6Hz, lH, H-24), 2.00 (s, 
6H), 2.10 (s, 3H, 2.ll (s, JH). 

"' e 
"' 
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Tabla 21. Constantes físicas y espcctrosc6picas de la 5,3',4'-trihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina 58b 'i 5-o-a-o-glucosil-3 1 , 4 1 -dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcum~ 
rina fil!· - -

MeO 

OH 

P.M. 

P.F. 

EMIE m/z (%) 

UV ~ MeOH nm 
max 

KBr 
IR V 

max 

{E-18) 

RMNP ( 60Mllz, 

CDC1
3

) 

{ E-19] 

58!! 

300 

138-140°C 

300 (M+, 100), 272(98), 257 

(22.9), 127(5), 69(10) 

218' 260' 330 { E-17] 

3400, 3186, 1665, 1626, 1589, 

1434, 1379, 1345, 1294, 1202, 

1155, 1087 

6. 79 (d, J=Bllz,lH H-5 1
), 6. 77 

(d J=3Hz lH H-2'), 6.62 (dd J= 

8.311z 11-6'), 6.37 (d J=311z 111 

11-81, 6.24 (d J=3Hz H-6), 5.78 

(S 111 11-3), 3.84 (S 3H OCH 3 i 



Tabla 21. Constantes físicas y espectroscópicas de la 5, 3 1 , 4 '-trihidroxi-7-metoxi-4-
fcnilcumarina 58b y ~-o-B-D-glucosil-3' ,4'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcuma
rina 58, (Continuación), 

P. H. 

P. P. 

MeDH 
u V v nm 

I R 

max 

KDr -1 
vmax cm 

(E•21) 

462 

237-23BºC 

218, 259 1 329 (E-20) 

3500, 2900, 1700, 1618, 1430, 
1360, 1340, 1310, 1230, 1160, 
1090, 1080, 1090, 

RMNP (CDC13·DMSO· d6,!) 6,82 (d J•B lH H·S'), 
6,82 (d J•l lH H·2'), 

(E-22) 6,65 (dd J•8,3H2 H·6') 
6,61 (d J•3 H·8), 6,56 
(d J•3 lH H·6), 5,87 
(S lH H·J), 4,70 (d 
J•8 lH H·l"), 4,60-
3,10 (m), 3,85 (S, lH 
OCH,) 
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Este. sólidO fue ·altamente s_ol.uble en disolventes pola .. 

res y reacc~or\6:positÍVam~nte- éoii.-.el:. reactiVo de Molish, Por 

hidl:li¡Ísis :·'e~·Zi~S-~;i~-a:-~~:~:~',_'.'.~-~~ · a~s¡~-~O--si.dasa originó glucosa 

y. l·a ag:li~:~-~~··:;·5:~:~:_,_·~~· 'ii',:··~:~;;0:d_~.~-_t0· __ .. n~tural y su agl_icona fueron 
. -.. ;~'·'":-.;. .. ''·. ,. . . ·. 

ca rae te riza.do& ,~-C·ó.lii:O --~~: s·".'".2".'" B-o..:g1 ucop ir anos i 1-3 1 
, 4 • -di h id r.!!_ 

x-¡.:.7~~"e.td~'i~t'~~~¡:::¡i :-~~:~··~';Tna 58 y la 5 • J 1 , 4 1 -t rihidrox i-7-

-m.ét~x'i~~;2·~~n{i~;fb,~~~--~i~~ -~~b ~respectivamente, por campar~ 
. /~:: ·<::.;·.~·: .. ,,_ 

· éi6n. c:On°.riiu-éS_t·r·á~·:_.aUt&nticas previamente obtenidas de la ª! 
: :i _;);.' . \'.:;:::~ 

pecie»relac_ionada 1· Exo~ttma ca.Jtibaeum (Mata et al.., 1988c) 
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Z,5 CONCLUSIONES 

2,5,l 
- -· .· -_,. ': .. -'\ . 

El fraccionamiento 'del., extracto de acetato de etilo 
.- : .. ••• - •• ·: •• ·-.·::~·:· < ::.:;_, :,: _:·. - ,_:·' ; 

de la·. c·orteza' de .'-la. Exo.Ate.ma. 'me.x.lca.num dirigido mediante la 
--··.'-·-:·· :•_;·,, ... -. ;, ... · 

dÍ!ter'mitiac.iGSi';--',fl!;:i8:·_ tOX.iC.idad para la A1tte.m.ta. .satina permi

ti6 ·el ~i,~t:,~'Hh~?¿~c,do~ sustancias bioact ivas, Estas fue
ron car8étCr'iZ8ila'S:·c'Om·o 'la· 25-acetil cucurbitacina P ~ y 

::~:~:.:ii~iÍ~~f il,l":~:~;:::::.:::::::~·:.b::::::::s ª ·::• .:~s 
tividad~-'ántitunlo-ral··-.t.n·,-v·.l.t1Lo, es. un hecho bien conocido que 

' . ':-,>. ;:::,.·,·.,, :- .•. ,,., :_,-"' ." . 
- .- ·:·" ... _,,>,---~>'·_:;',;:;;.;·.~·~:;;;';:·:~:.-;,._.---.{',:':.·,--- '. - .. 
;este~tipo(d~~ciOmpuetos~~O~·altamente citot6xicos (Lavie y 

.. -- . ,_ •. , ', '~ '.".:-'-~,':,.:-- <-::· .. ". •'' •• '"::·-· 

~.1_~-~ t~-~ ,::· _'~~?J.:~ .. r~<::;_~::~\~-~·;_. ~m-b:~-~~~. ·_:ta moderad a a et i vida d o n t ip_~· 
ifi-dic·~-! -.;~-~~~tr·ad·a:: ::--~~-~~{~~:-::e-in nrccedentes. Este resulta 
- . ,·, . . :(-, ··-.: -:-'.:__«!'"' ,;,;- :.:. ;,··: 

da··_:~:~:~)~í-ii'·i. -~x~~t;·i·C~a·r·::e·1:·,u·a·o ~~~ular de la plant,1, y serra 

pe_rt_~:ne-~t_e.- ·r';~:¡.i~~--~_.r·_e"studios mlis detallados a fin de de ter-

... .- __ m,i~-a~.-,~i.:e.~ .. i_S't'B ~iguna relaci6n entre la citotoxicidad y la 

· · ac.tlv;d8ít". antimal:irica encontrada. 

2.5.2 De la fracciones inactivas de este mismo extracto 

se aislaron y caracterizaron dos esteroles (B-sitosterol 44 
. -

y B-gluco-B-sitosterol ~} 1 una glucocucurbitacina (25-ace

til-2-B-D-glucopiranoail cucurbitacina F I.2_), una 4-fenil 

cumarina (5-Q-B-D-glucopiranosil-3 1 ,4 '-dihidroxi-7-metoxi-

-4-fenil cumarinn ~) y el polialcohol rnanitol ~ . 



l,22 

2. s. J .Este es~udio ·constituye el, primer reporte del ais-

!amiento de cucurbitacinas en.el gSnero Exo~tema. Como se 

in~ic6' ant8ri~r~en.te, los me.t~bo_l.itos aislados en estudios 

fi_toqu-~m~cos previo's' en este' g·~nero representaban tan solo 

fenil cumarinils Y 't.riterpe-nos · pentacíclicoa, Es también im-
. . 

portante sefialar .~ue-en otras.efs~ecies relacionadas no se 

habían encontrado la' coexisté.ilc.ia de cucurbitacinas y 4-fe_ 

n-i1-. ,cuma r in·a·~-¡ pº-~-----~-¡::_:c~,~~-~-:·-~1-~·:. ª~ bo ª t 1 Pº ª d º me t ª bo i 1 taª 

e-~an ~u·t~ilru~·nt-~ e'xcl~,;-~~-t-~s._-A.simismo 1 cabe mencionar que el 
. . -. 

presente "es~udi~ r~pres~rit~ la tercera ocasi5n en que se des 

cribe la preséncia de cucurbitacinas en un miembro de la fa 

milia RUbiaceae y, tal como se hab!a pronosticado, este ti-

po de constituyentes parecen ser los metabolitos secundarios 

comunes en todas aquellas especies relacionadas con C'l ~én! 

ro H.inton.(.a que poseen cortezas amargas. 

2,5,4 Este estudio represeuta una contribuci6n adicional 

a la investigaci6n fitoquímica de las especies mexicanas de 

el gGnero E~o~terna. 



CAPITULO 111 

ALCALOIDES DE LA SJM!RA MEXICANA 

J,l GENERALIDADES ACERCA DEL GENERO S!MIRA 

El gGnero S.lm.lJta·está constituido aproximadamente por 

unas JS especies, las cuales se distribuyen desde Hexico has 

ta SudamErica (Willis, 1980). Algunas especies de este g~n~ 

ro tienen un amplio uso en la medicina popular de estas re

giones del mu~do, Así, por ejemplo, las cortezas de SlmiJta 

max.on.i.i. Staildley y S.lm.lJta V.l1t.ld.i.~l0Jr.a Schumann son usndas 

por los nativos de Costa Rica y Basil, para disminuir lns 

fiebres palGdicas (Uphof,l98b). Desde el punto de vista fi~ 

q·uímico ninguna de las especies del r,6ncro han sido investí 

godas, 

3,2 ASPECTOS GENERALES D~ LA SIMJRA MEXICANA 

S.lm.ih.a me.x.i.cana {Bullock) Steyermark (S.lcfl.i.ng.i.a. me.>::.i.ca. 

na Bullock), comunmentc llamada 11 quina roja 11
• se encuentra 

distribuida en las regiones cálidas del suroeste de Héxic~ 

y no debe ser confundida con la ''quina roja'' (Alnu6 Sp; Be

tulaceae) de las montañas frías de Húxico. 

Su corteza roja, de sabor li~crnmentc amar~o, es usada 

en M~xico para enriquecer el tejido sanguíneo y para dismi

nuir las fiebres. Una decocción preparada a partir de la cor 

123 



te za de la p18nta y otras -hierbás·, .·e_s ·tcimacla. d_iai'iamente P.! 

ra aliviar las ven-~S: var.-iCo·s~~; 1.o~- -~~·~·~.-i'e11u1s .. de ~irculaci6_E 
la artritis y los do1o·re·-~:',~~,--·h·U~-~-~-~-~--,.-f;1_~-bÍ.l!n l~ infusión de 

la corteza sola o. Con.-~~-~ª~,: n~-~:i~~~-,;. _:(H.ititon.i.tt Sp y EloAte

ma. sp) es e
0

mplea·d~-i 1;ar·~ ,:·c_U-r_·~~,:f'.:e·~-_;:d_e-~~~:~ .Y.·-1a malaria. 

: .- ' .. ' :.: . 

PARTE
. E:XP·E· R.I:M.·E···N. T··.'A•·L: 

i-.. ,. '·' :--;::-· ·, 
3 ,3 

' . _; .. 

. . ' . -- . -· ·:'.'-_' -_ :·~-._;, 

3 • 3. l ~a ter~.ª-~.· veg-~-~~i·:;;,:, ''-¡ i:~.:: :'..:·;. -~-: ·-~ _. , 

La '. cO rte-z a··. d e_:,'ta';~p18'~·t:a°·;·~'f'u-e ·,_· r\! Co 1 e e ta da· en Jo la 1pan 1 P~e 
~;::_ ";::'_;;·.::: ... ~.·~ ::-.:::_·;-:· _'.:" ;}':·'.·:.>-:~. :: .. ·.,: ·- \ 

bla, M&xicó, -é_n:mayo.:_:_deZ:ol9~}:;,·;·.Unarmuestra de referencia fue 

depos_itad8 __ en: __ .:-'e:i -~·~{~:~:i~ -~~,~~¡;~,~~'¡··.'en _Una colccc i6n e tnobo-
',•>' 

t&nica lVouch·er:: R·~·· Bye-_y_ E·. Linares 1.)517), 

3,3.2 Detecci6rr preliminar de alcaloides. 

La determinaci6n de alcaloides se hizo de icuerdo a la 

metodologia descrita por Harbornc (Harborne, 1984), Como re 

activos de prueba se emplearon las soluciones de Dragendorff 

y de Mayer, Para efectuar ambas pruebas se disolvió una pe-

queña cantidad del extracto orgánico en metanol¡ la solucitin 

resultante se acidific6 con HCl lN y finalmente se le agre-

gó cada uno de los reactivos. En ambos casos se utilizó un 

blanco y un patrón adecuado para confirmar la veracidad de 

las reacciones, 



J.J,J Método de .ex.trac.~Í6P 

·El ciat"ert'al ~~B~.~~_l,: (2.~J.· k_g) se dej8 secar a temperat~ 

ra aablente-,>:pOsi:e?i~ .. ~-m.~~t,e ·~e:-pulveriz6 en un molino tipo 

Wiley· ·4, ·'Er-·m'life-rial·/-s'e'í:'o':'y-pul.verizado se extrajo con meta 
. ' . ,_, - . -.. -·,·-~ -'.\ _,, - " 

nol·-.-y ,1Uegó}de/:·-e1i~·i~:~·;;'el;.disolvente se obtuvieTon 
. " ' \· . -

357 g 

1;3-;4·.- .. ~'-raccf·~~StDiCn.to_del extracto m<!:tan6lico 

El eXtracto metan6lico se fraccion6 siguiendo un proc~ 

so de partici6n ácido-base, tal como se resume en el Esque-

ma 4, 

J,J,5 Separaci6n y purificaci5n de los alcaloides 

J,J,5,1 Separaci6n del harmano ~de la traccilJn 

alcaloidP.a t 

El total de la fracción alcaloidea I (28 g) se cromat~ 

grafi6 en columna, utilizando como adsorbente alúmina bási-

ca ll,l Kg}. El proceso de eluci6n se efectu6 con hexano, 

cloroformo y metano! en diferentes proporciones. Se recogí~ 

ron un total de 250 fracciones de 100 ml cada una, las cua-

les fueron analizada!'! por cromatografía en capa fina, comb.!. 

nán<lose aquellas cromatográficamente similares, Los análi-

sis cromatogrfificos en capa fina se efectuaron siguiendo las 

técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio recu -

biertas con gel de sílice, Como agente cromógeno se utilizó 

:l.25 



llATERIAL VEGE1'AL PUL'/ERIZAD0 1 

Extraer cori hexano~ 
Filtrar 

Concentrar ul vacfo 

CX1'RAC'l'O llEXMIICO' MATERIAL VEGETAL 

EXTR1\Cfü '1ETANOLICO' 

l/ Cantidad de material vegetal 2,7i<g 

Extraer ci:in 

metano! 1 

Filtrar 
Concentrar 

RESIDUO 1/E'iET.''\L 

12b 

2/ Extracción vía maceración 12 veces por pcr iodo de 2 dÍilS 
cada vez, 61 hexano). 

3/ Extracción vía maceración (3 veces por periodo de 2 d:ías 
cada vez, 51 mC!tanol 1 

4/ Cantidad de extracto hcxánico, 2 2 , G': 

5/ Cantidad de extracto mctan6lico, 35·¡!] 

Esquema 3 Método de extracción de la corteza de la Simika 

mc.x.ic.ana.. 
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EXTRACTO METANOLICO CONCENTRAD0 1 

Zxtraer con HCl~ 
Partici6n con Ac0Et 3 

FASE ACUOSA ACIDA 

Basif icar con NH40H 
a pH 9 y pH 12 

SOLUCION BASICA 
(Precipitado) 

Filtrar 

FASE OR~ANICA NEUTRA 

Secar sobre Na 2so4 anhidro 
Filtrar 
Concentrar 

FASE OR~ANICA NEUTRA CO?~CEN

TRADA 8 

Precipitado 
"FRACCION ALCALOIOJ:,\ II" 1 SOLUCIO~ BASICA 

(Aguas madres) 

Ex traer con CHC13 a pH 94 y 

pH 12 5 

Secar sobre Na 2so 4 anhidro 
Filtrar 
\..'.encentrar 

FASE ACUOSA BASICA 
(Libre de alcaloides) 

Extracto alcaloidal 
"'FRACCION ALCAL0I
DEA J"' 6 

1/ Cantidad de extracto 357q 
2/ 300ml de HCl IN . 
3/ 9 extracciones con 300ml e/u de AcOEt 
4/ 12 extracciones con 500 ml e/u de c11c1

3 5/ 15 cxtracqi~~es con SOOml e/u de cnc1 3 6/ Cantidad de extracto 28g 
7/ Cantidad de precipitado 27g 
B/ ~~ntidad de extracto 2lg 

Esquema 4 Fraccionamiento del extracto metan6lico de la Si 
m C'la. mex.-i.c.ana 



el reilctivo de Dragendorff, Como fase .Uóv{l se utilii:aron 

varios sistemas de disolventes) hexano,· cloroformo, acetato 

de etilo, metano! y acetona en diferentes proporciones. 

De las fracciones 30-45 de esta columna eluidas con h; 

xano-cloroformo (l5:75), precipit6 espontáneamente un polvo 

caf€ el cual originG, luego de sucesivas recristalizacioncs 

con cloroformo, 156 mg de un producto cristalino de p.f. 

235-238ºC, 

J,J,5,2 Separaci6n de la estrictosamida 71 

El anlilisis cromatográfíco de la fracci6'n ale al o idea II 

indic5 que contenia dos o más alcaloides. Para resolver la 

mezcla se realizaron diferentes intentos por medíos cromat~ 

grificos. Sin embargo, no se obtuvieron resultados satisfa~ 

torios. Por lo tanto, se dccidi6 acetilar los componentes 

presentes y, para ello, 2 g de la mezcla se trataron con a~ 

hídrído acl!tico y piridina, obteniendose 900 :ug de la mezcla 

Gcctílada, De acu~rdo con los análisis cromatográficos rea

lizados en diferentes sistc1nas de eluyentcs (hexano-cloro • 

formo, hcxano-acetato de. etilo) se observ6' q11e In r.iezcla C.!_ 

taba constituida por tres productos, A fin de lograr la se

paración de los mismos, se realizó una cromatografía en co

lumna, y para ello, los 900 mg del producto acetilado se 

adaobieron en 47 g de gel de sílice. La eluci6n se efectuó 

con hexano-cloroformo y hcxano-acetato de etilo, en difercn 
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tes proporciones·~ Se obtuvieron 12.0 fracciones de 10 ml ca

dÍI. una. Da .la& ·fracc'iones 6.7-71 eluidas con hex.ano ... acet:ato 

de e'tilo· l.70:301 se obtuvieron 9.1 ,J mg de tetTaaceti:1 es trie 

tosámida·.lli· 

J,l.b S~paraciGn del a-sitosterol 44 y de su derivado 

B-D-glucostdico ~ 

La fase orgánica neutra (Zl gl del Esquema 4 se frac ~ 

clonó- mediante una cromatografía en columna. utilizando co

mo adsorbente 141 g de gel de sflice, El proceso de eluci8n 

se efectuó con hexano, cloroformo y acetato de etilo, en d! 

ferentes proporciones. Se recogieron 350 fracciones de 50 ml 

cada una. 

·De las fracciones 108-117 eluidas con hexano-clorofot'lno 

(70:301, se obtuvieron 63 mg de un s6lido blanco de p.f, 

137ºC que posteriormente fue identificado como 8-sitosterol 

.'!:!.. 

De las fracciones 313-330 eluidas con acetato de etilo 

se obtuvieron 75,5 mg de un s6lido blanco de p.f. 280ºC que 

luego fue identificado como el B-D-gluco-~-sitosterol ~· 
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J,3,7 qará:Ct4r.i~~'ci6n de. 'los .cbm;ue.s.i:os ·aislados 

3,3.J ,l . Dete;~i~a~i6~)~i~•• c~~~,t~ntes físicas y 
, _e BPec; tt_oa:.c6p.icaS ': d_e· ... _lo8 -~_Cona ti tu)r'entes . . _ _'·~-- '-"·-' ,' ,' _,,- .,,,-... '~::: - - -~ ·- ·• ' : 

n oca~;:·¡::;f ;~;vf~:,:·::~J:·· :~ ~~: ~::~· .:·:: i~:.::::¿:. :e:~~ 
''; , .· e}' • -,~ : 

gu_ientes: &p·&t-8.t_D_-s: 
>.' --~-

... . 
.. LoS :·espectros de UV se obtuvieron en un espectrómetro 

:p·~-~~i:ri:_-.'~{m~i:_,mo~l~1~ 202¡ los espectros de RHN 13c se determ! 
. ' ·.. . 
~aron,_-en· un-_espectr6metro.?T 80 Varian; la .actividad 6ptica 
,. ' . 

-se· ·-determinó en un polarf.metro Perkin Elmer modelo 241. 

J.J.7.2 Pteparaci6n de derivados 

3.3.7.2.l Acetilación de la fracción alcaloidea 11 

La fracciOn alcaloidea 11 se acetil6 de acuerdo a la 

metodologia convencional, segGn se describi6 en el Capítulo 

t secci6n 1,3,4,2, 

3.3,7.2,2 ílidr61isis Scida de la tetra acetil 

cstrictosamida 7la 

Para efectuar la hidr61isis ácida del compuesto 71a se 

disolvieron 20 mg del compuesto en 40 rol de ácido clorhídr! 

ca 2N y la mezcla de reacci6n hirvi5 a re(lujo durante 3 h~ 

Al tl!.rmino de la hidr6lisis se verific6 mediante CCD la pr:_ 

sencia de la glucosa, 



J.J,7,2,J~ ·. Dasa~•tUsci6~ sclac~iv• do lo tetra 

acüN •.••• i~~f,~º/H~da 71~ .·· 

P~ra ·efiiC-i:u8~ l·&-:d~·aa~étiláC16ii·.·'·d-el-:' compuesto l!.! (Ba-
. - . - ' ·;;, . ,;,_··.: .:::· ---~:-'-:~·-':·:;;~':'.-{ .. ~'.:'!.'.'-~~-~~-.''-_;~·-_:,:::\:-::- ~~~~:~:::··\: 

t te rsby --.e.t _ a.l.';·;:-1969) ;; se·;,,d iso lVier'ori ·,lo ·mg ·_-del compuesto en 
- · · - --·' .-_._ ;·'·.:~.r:0·:·-~-:-;<'.·:·-:f1.~;'L~_,:;.·.'·.~'.~·:tf~;~l\:t-r/,:rti~~-~~-c~J~'.'.i;:;-.:- ;:.::·_:_:. -. : ~---- · . -

·o.s tii~<de ·met.8no1·~~_.;.-p0Sterio"tm·ente.-: 1_Se.:~adicionaron 200 mg de 

h id r6 -~:{d;~·-· ~:~!~\~·-~~'Í-~;-:.f -~~Í~«[ii:¡:~,~-~f¿~·;[~·~i0~~~~::-:~·~:-:::._·-~;~ u a : 1 a me z c 1 a e e 
_ >>·;-.:~_ :-'.:--.~ :::.: __ -t)-?:~ ., .--~ ._·: _1:,~:::_·;~\:L·:'?_~--'.'{~~.:[.''..~\i:~~; 1~'/, ;:_~> 

· ag-ittS-:_~pÓr.~espacio,._de:;-.1&-.hOias·;: .. ·Al'",,tl?rnÍin() _-d~_· 18 reacci6n, el 
·- .- - . ,'.. - . '• ---- ;·. ' ... ' · ..• :-- ·;-~-.~ .. ,.'.,"_'·;.;<:¡_,~:;·:/i_;-", ·., ., 

·~-~-'~-id'~~---:-f u:~ ~~:~-;:~d~;_:~~--~ ~u·~¡;,' 7:"r-~'~ii'~~'.: ¡¡~·ida·:· d~:':in te rcamb io i6n! 

co ·y eiuido c-~~:·agua·. ~i· p.ro_i~--:~-~~- .. :&c{~-~-:·-=se~:.b'&Bific6 con hi

d?óxido. de 4m0ni0 hasta plt 9. -L~:.'~'~1"u¿.¡¿~-/;b~~iCa se extrajo 

con· dos porciones de 25 ml de ace.tatO d~ =_etilo: la fase or

gánica resultante se lav6 con dos porciones.de agua destil! 

da (LO ml cada una) y luego de sei:ar S-'obre sulfato de sodio 

anhidro se concentr6·in va.~uo. Al cabo del- proceso se obtu-

vieron 4 mg de un producto amarillo, el cual correspondía al 

gluc6sido 1 estrictosamida 2l• 

],J,7.2,4 Hidrólisis enzimitica del gluc6sido, 

estrictosamida 71 

J·_ mg del gluc6sido ll se disolvieron en O, 5 ml de agua 

destilada, a esta soluci6n se adicion6 3 mg de S-glucosida

s~ (Sigma, tipo 11). La mezcla de hidrólisis se incubó a 

36~C durante 72 horas. Al cabo de este tiempo, se identifi-

c6 ª· la a-u-glucosa como el ~nico componente en el producto 

de hidrólisis mediante métodos cromatográficos. 
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Ev~luqciót\ bio 6gic8 ·d.e· lOs ql.caloides a'islados 

La t.oxtcfd~d.-_p~ra el ·crustilCeó ·A11..te.m1.a .Aa.l.lna del har-

20 y. la:_ te.~ra :· ac.~~i¡:_. ~:~~-~:¡~--~:o:·s~m'id~· ; la fue determina-

.· .- : . ' . _·.·:·. ·. __ --._:·'.. · __ -....... _·:: .. __ .. 

- La eval~aci6n·:·-de'l ha'riaan.o '!.Q. c_omo agente antimalllrico, 

fue realiz8.da po_r_- la Dra. M. J. O'Nei~l de la Escuela de 

farmacia de la Universidad de Londres • 

. ·'~~ . - ,,_ ........ .. 
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J,4 RESULTADOS 'í D!SCUSION 

Como la p;~eba/p~eliminár para detectar alcaloides en 

una p~·~ueñ-4 -~·¡~·~:Í-dá:d· .. _·d'~r::-~át~ri~l vegetal objeto de estudio 
• • . r .'~:.:_: -~\:.'• ~·. r," •_ !_;_•: . ~-

del harmano !Q. 

:_Ei' ~i~_dÜ-~·i:._~:- obtenido de las fracciones 30-~5 eluidas 

. _con···hex~·n~--cl..or_oformo (25:75) provenientes de la [racciGn 

alc~loidea I, present8 las características físicas y espcc

__ tr0;sC6picas que sC resumen en la Tiibln 22. F.l co11puesto rea e 

cionó positivamente con los reactivos analíticos para la 

identificación de alcaloides. El anfilisis detallado de sus 

parlmetros espectroscópicos y cspectrom~tricos pcrmiti8 ca-

racterizarlo como el hnrmano !Q_, un alcaloide de naturaleza 

e-carbin6lica. 

Los aspectos más sobresalientes del análisis fueron 

los siguientes: 

El espectro de masas (Espectro 23) fue relativamente 

simple, observandose el ión molecular (pico base) a m/z 181 

congruente con la fórmula molecular c 12n10N2 establecida por 



Tabla 22. Constantes físicas y espectroscópicas del Harmano I.Q_. 

@\~ 
A.E, C79. 09% 115.53% tll5.381 

P.M. 182 

F.M. Cl2 11 10N2 H Me 
p.f. 235-238'C 

Fl uorescencin 

3450 1-NH), 3100, 2990, 2800, 1640 {-C=N-Aromático) 

1585, 1520, 1470, 1335, 1245, 750 

U V , CHC1 3 nm 
• • "'max 

258, 291, 336, 347 

E.M. m/z 182 {M+, Pico bnsn), 181, 154, 127 

RMNP ppm 2.81 (s, 3H), 7.3 (m, 311), 7.78 (d, J=Sllz, lH}, 

8.07 (el, J-..,711z, 111), 8.33 (d, J=SHz, 111), 8,58 ancho, (llll 



Espectro 2.3 

,:¡.•r••• ., 11.IU t• :11.11a1 Mlll. tr11• PRC:Mtl.A.O 

CC:Rl.[0 .. 
" 

~ , . .. .. H Me 
•• 
•• .. 

l •• •• ..1 1 •. • l . ' • .. "" "" 

Average of 2.813 le 3.:0u Mln. rror1 RACHELA.D 
CA-ll-ZIA DEPTO. FARMACIA 

"'' tibund. MIZ l'lbund. Mlt. 11bund, 

39 .• 00 2 74.00 3 100.00 1 
39.00 3 75.00 4 101.00 2 
40,00 4 76.00 3 102.00 1 
41.00 77.00 5 113.00 3 
42.00 2 78."0 1 114.00 3 

50.00 3 06.00 1 115.00 2 
51.00 4 1}7,00 3 126 .00 2 
52,00 3 B0.00 ' 127.00 7 
61.00 1 09.00 129.00 4 
62.00 3 90.0íl 129.00 1 

63.00 6 91.íl\' 6 130.00 . 1 
64 .Oll ' 8S.~'O 

E~23 Espectro de masas del harmano 20 
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"'' 11bund. 

139.00 1 
140.00 4 
141.00 1 
152.00 1 
153.00 2 

154.00 19 
155.00 6 
179.00 2· 
191 .00 27 
192.00 100 

193.00 13 
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anSlisi~ elemental; otros picos se observaron a m/z 181 

(M+-H),: miz 154- y.12.7 que. corresponden a pl!rdidas consecu

tivas de dos.moll!culas de HCN. Este patr6n de fragmentaci6n 

se iluat.ra en ·la Figura 22. 

-L~~--~sp~ctr~s_ d~· I~·(Esp~ctro 24) y de UV (Espectro 

25) tii'd.iC·~~i:;~---:·c1~'t~ynCnte- e·l_'_c~rlCter arom4tico del compue.! 

to; _;~'n:-_.el:-~P~l:ae-ro,: _se.:_o_b.se~varon bandas. prominentes a 
: .:-~-. :.' ' ,'~ i''-;-::· ;·.-.-~--:c.:. <J_,.~ _: -~ .. · --'" . ', -_ _._ - i" . · .. 

J4SO .cm_ .-_:J.(~Ntt):·y- a·.'1640 ém (-C•:-l-aromitico) y en el se-
· .. -'•' - . ·., 

8"und6\,' b-~*d~-,~~-':·-¿'¡;ri---~-ii~i~o "de absorci6n n 250
1 

291, 336 y 
; - - '" - - \ 

341_. ri~_-;;(C_~~:·~'_'.:-~~-~e-r ~~t·ar que estas Íiltimas son caracterts-
:- _-.-¡ __ , __ ::~·-_-.;:: . ,._-- - ; -

ti_cas par·a::alc::aloides indólicos del tipo B-carbolina tJoshi 

e.t at., 1971). 

El espectro de RHNP (Espectro 2&) confirm6 la natura

leza ind6lica del tipo S-carbolínico del compuesto ya que 

present6 las siguientes señales; 

l. A ~ 2.81 se observó un singulete que integraba P! 

ra tres protones, atribuible a un grupo metilo so 

bre anillo aromático heteroc!clico. 

2. Centrado a ó 7.J se encontraba un multiplcte, el 

cual integraba para tres protones aromáticos asi~ 

nobles en base a modelos .:J.;>ropiados a H-6, ll-7 y 

H-8 del nGcleo base, 

3, A campo bajo se observó un sistema AB (ó 7,7B (d), 



Q;ítl' 
H Me 

m/e 127 

M' 182 

l-HCN 

-HCN :> O:):J 
t 

15 4 

Figura 22. Patr6n de fragmentación del llarmano 20 
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6.56 

'111'1 110 llO l!G 140 llO 
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P!>ml&I 

Espectro de RMNP del harmauo 20 

• 

2.61 
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J•S ·'f 6 8,33 Ldl J_•S Hz) ios cuales corresponden a 

U-4 'I H-3 del ~aq~~let~_-bas~, respectivamente, 

4. A 6 a·.~1~ .J•] ~z- se observ6 un doblete asignable a 

. H-5. 

5, Por Gltiqo, a 6 8,58 se encontraba una señal ancha 

correspondiente al prot6n amino ind6lico del ndcleo 

~-carboltnico, 

3,4,2 Identificaci8n de la estrictosamida 71 en 

su forma acetilada 

El compuesto acetilado obtenido de la fracciones 67-71 

eluidas con hexano-acetato de etilo (70:30) y provenientes 

de la fracci6n alcal~idea 11 acetilada, present8 las carac

terlsticas físicas y espectrosc6picas que se resumen en la 

Tabla 23, 

El análisis :letallado de los parámetros espectrosc6picos 

y eapectrom~tricos del derivado acetilado, permitieron ca--

racterizarlo como la tetra acetil estrictossmida ~ , Las 

caracterlsticas más relevantes se detallan a continuaci6n: 

a} El espectro de masas (Espectro 27), obtenido por 

ionizaci5n quirnica, mostr6 el i6n molecular (M+l) a m/z 66~ 

congruente con la f6rrnula molecular c 34 11 38 o 12 N2 , establee! 

da por an5lisis elemental. La presencia del pico base a m/z 



Tabla'23. Constantes físicas y espectroscópicas de la tetra acetil estrictosamida 

I R KBr cm-1 
• ºmax 

, CHC1
3 U.V. ~ nm 

max 

E.M. m/z 

RMNP ppm 

A.E. c61.2% H5.3% N4.2% 
P.F. 666 

F.M. C34H3eº12N2 

(a lb -76.7 ICHC1 3 l 

P,F. lºC) 95-97 

3390 IN-Hl, 2925, 1750 1-co- Ester), 1660 1-co-lactama), 1600, 

1430, 1370, 1220, 900, 030, 750 

262, 275, 375 

666 (M+), 513, 347, 335, 331 (Pico base), 319, 271, 229, 169, 

129, 111, 109, 99, 06, 79, 66 

1.05 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 2.03 (s, 311), 4.15 (t, lH), 4.7-5.5 

(m), 7.0-7.5 (m), 8.1 (sancho, lH) 



.Tabla 23. Constantes físicas y espectrosc6picas de la tetra acetil estrictosamida. 

ppm 133.1 Is, c-2), 53,61 (d, C-3), 43,85 (t, C-5) 
. 19.18 (t, C-6) 1 108.74 (s, C-7) 1 127.67 (s, C-B) 

118,05 (d 1 C-9) 1 119.8 (d, C-10), 122.19 (d, C-11) 
111.44 Id, c-121 1 136.42 Is, c-13), 26,57 (t, c-14) 

24;12 (d, c-15), 110.57 Is, C-16), 164.87 (s, c-17J 

120.59 (t, c-18), 132.35 (d, c-19), 42.92 (e, c-201 
95,09 (d 1 C-21), 147 (d, C-22) 
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- :, . ·: .. -.· . . 

Row 1 :1967) ~·::·P.01'· ot~a pa.fte, la desacctilaci6n se 
. '• -- ' ,. - .. - . -

--,-.· 

coó.: .. ~~D-8LuC~-&idas~ pérmiti6 éomprObár que el azGcar corre!_ 
·/' 1. ~ ': < : '·'·." '" ·-· '• - . 

pondta · ª- 1·a·· a2"D-~s1uc·osa~· 
.. -. : .. ·: ,. :¡.:-.. ' ,~-- ·,¡;: ... : '-.. '• 

• .•. ·. bl •E.l/~fr.e,c.t:i ·de IR. (Espectro 28) most r6 bandas pro
minentes~a- 3390 cm. _-(-NH)~ 1750 cm-l (carbonilo de ester) 

y'- a·· i6.'6-Ó ;:~~~~"-Vtc·a:~bo.ni~O de lactama). 

_.~}:- -, -~-i-;-~,~~~·:c_~-;~ 'de- UV (Espectro 29) mostró máximos de 
- . ---. ' ' ~ : . 

ab~·or_c.is~···c~~a'~-t-~~ts-,tÍ.cos para nGcleo indl>lico en 2&2, 275 

··y ·J_7_s:·'niu, • 

·.dj. El·e~pectro de RHNP (Espectro 30) no fue muy in fo! 

ma~ivo, sin' embargo observarón las siguientes señales: 

1, Cuatro singuletes a 6 1.85 1 1.97, 2.0J y 2.os 

ppm asignables a metilo de acetato y congruen-

tes con la presencia de una unidad de glucosa 

en la molécula, 

2. Un triple te a ó 4. 15 (J. 7 llz) caracterfst ico de 

el prot6n 11-6 de la 8-D-_~lucosa. 

J. Dos mul tipletes, uno cent rada a ó 5 • 1 y el otro 

a 6 7. 21 ppm. 

4. Una señal ancha a ó 8. l ppm asignable a la fun-

cionalidad -Nll. 



Fi~ura 2:J 

m/z JJ5 

(°y'oAc 
AcoyOAc 

. Ac 

m/Z J:Jl 

Frnqmentos mñ~ importnntes en el espectro de masas de la tetra acctil 

estrictosamida 7la, 
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La comparaci6n de. los desnlnzamientos ouímicos observados 
. 13 . 

en el espectro da RHN C U:spectro 31) con los descritos en 

la literat'ura para .varios alcaloides del tipo indol iridoide 

(Sheriha, G,, y Rapoport, 1976), permiti6 establecer que el 

compuesto era u~ gl~co_·alcaloide con un nGcleo de valesiaco

tamano. El ~spectr~ present5 sea1tes para 34 carbonos: doce 

de las cuales' _s·e_:·e~c-~n~raban en la zona de los aromáticos 1 

siete en.la regi6n donde resuenan los carbonos unidos a oxí-

geno, cinco· en 1~ regi6n de los carbonilos y los demAs en la 

zona aliflítica, De los aro'!láticos, ocho de ellos a O 133,l , 

l~B.7, 127.& 1 118, 119,8 1 122.1 1 111.4 y lJb ppm correspon

dían al nGcleo ind6lico; el singulete y el doblete a ó 110,5 

y 147 respectivamente, fueron asignables a los carbonos de la 

doble ligadura entre C-16 y C-22; finalmente las señales a 

6 120,5 lt) y 132,2 (d) corre;;pont.lian a los nlicleos C-18 y 

c-19 del esqueleto tipo. 

De las resonancias observadas en la rer,i6n de los carb~ 

nilos, la corrcspondicnte a O 1&4,87 (s} fue fácilmente asi.s_ 

nable al carbonilo de una lactnma, mientras que las otras 

correspondieron a cuatro grupos acetato. De los siete carba-

nos no vinilicos unidos a oxigeno, seis correspondieron a la 

porci6n r,luco:i:idica 1 y el séptimo al carbono 21, a trav~s del 

cual debla establecerse el enlace glucosídico, Las señales 

restantes correspondían a la porci6n quinolizidona de la mo-

lécula, las cuales se encuentran en la Tabla 23 y la Figura 

24. 
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H•3o CIS C/D H•lfl TRANS C/D 

PRODUCTO l!fATURAL 

Figura 24 natos de RHN 13c de la parte quinoli~idona de la 

tetra acetil estrictosamida, tetra acetil vine~ 

samida y del producto aislado de SimUta mexicana. 
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L.a pQrciSn: quino'l,·i~idO·ri.a. de ··~'0-~l~o- '~alesi~cotamano 
de existir ·e~:-.:_.la·· n~-t·u r8~--~,i:-:):~:~~:·~ ~-~~-·:~:~~nf~rma~iones. La 

L53 

en ta·-·étl~i< ·e·i .. ~--H-~:~ ;_;~~:::·:~~:~·~:~ri-~-r-~· 
,._. '''r 

a .. _ori:entado, y la .t1t.a.ttt1 en la 

~u~ .' ~i- H.:-J:· .~-~~~¡·:~·-p >¿ f· i'e1~;~:~·do:: · pa ~a 'def ini T l 11 conf o rmac i6n de 

es~-~: __ ---~-ni¡{·~;-::-~~,'tri.·:~-~-~:¡-ioide obtenido en este estudio, la ro~ 
.·,,-. 

'nit·~-~-'; __ ·a.~.:-10:~.-"_.:d~Sj,faza~ié-lltoe químicos observados en el es -

' ·' ' ' " '13'·' '' 
p~ct_r".>.--~e_IR_~~'.:-::·C:fueron _de gran utilidad. En la Figura 24se 

. :-Cci~--p-~-~~~n: 1-Ós ···desplazamientos químicos de una c..t~ y una 

.tAanll quinolizidona, Y claramente se puede apreciar que los 

-correspondientes en el producto aislado concuerdan con la 

ci6 quinolizidona. 

Cabe hacer notar que los desplazamientos a campos más 

altos observados para los nGcleos C-5 y C-15 en el caso del 

is6mero t~an6 se deben a un efecto del tipo 1 ~auche. 

J .4 ,J Resultados de la actividad biológica del hermano 20 

y de la tetra acetil estrictosamida ~ 

La toxicidad de ambos alcaloides para A~temla hatlna 

se determinó, y solo el harmano result5 activo. La Lc50 pa

ra este Gltimo fue de 25 ppm. Este resultado motiv6 la eva-

luación ln vlt~o de estP. compuesto como posible agente anti 

palúdico, encontrándose una actividad moderada; el valor de 

inhibici6n rc 50 de la toma de hipoxantina radioactiva ·por 

parte del Plahmodium 6alc~pa~um fue de 0,97 ppm. Asimismo, 



el compuesto fue eval~ado en lós mismos sistemas de tumores 

en los que fueron evaluadas las cucurbitacinas, y los resul 

tados se resumen en la Tabla 24, 

Tabla 24 ED50 lµg/ml) del compuesto citotóxico de 

S.lm.lJta. me.x..lc.a.na 

SISTEMA DE TUMOR RESULTADO DE LA EVALUAC!OS 
EN HUMANO DEL HARMANO 3E_ 

A 549 (Pul:oónJ 5.40 

MCP 7 (Pecho) l Z. l 

HT 29 (Colon) J.83 

3.5 CONCLUSIONES 

3.5.l De las fracciones alcaloideas obtenidas, mediante una 

partición acido-base del extracto metanólico de la corteza 

de la S.lm.lJta. mex..ic.a.na., fue posible obtener un alcaloide del 

tipo ~·-carbolina, caracterizado como el harmano !..!!, y el va-

lesiacotamano estrictosamida 71, 

J,5,2 El harmano 20 resultó citotóxico y fue evaluado como 

agente antitumoral y antimalSrico, La actividad antitumoral 

del compuesto fue poco Significativa, sin embargo, la mode-

rada actividad antimalárica (1c50-o,97 ppm) resulta sin pr! 

cedentes. Este resultado podría explicar el uso popular de 

la planta. 



J,S.3 Del extracto orgíin-fco neUtro se aislaron loS estero

les a-sitoSter~l· 44 y._ su P"".'D-gluc6sido ~· 

3.5.4 .Los compuestos aislados y caracterizados de la Sirnl-

11.4 me~.lc.ana ·concuerdan 
0

pe'rfectanaente con el perfil químico 

de la familia Rubiaceae. Aunque r.esulta importante señalar 

que_ el presente estudio representa una contribuci6n inicial 

a la investigaci6n fitoquímica de las especies del g&nero 

S.lmill.á. 
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