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INTRODUCCION

1. Antecedentes.

La Cigarrnilla mexicana (Zucc et Martius ex DC) Afello, cono-
cida popularmente como cigarro, cigarrilla y cacaloxochilt, es
una planta de la familia Rubiaceae,endémica de México. Tiene la
partichar{dad de ser la Ginica especie del género, y se encuentra
distribuida principalmente en los Estados de Hidalgo, Queré&taro,
San Luis PotosT y Nuevo Ledn.

Sus hojas y cortezas son extramadamente amargas, y se emplean
medicinalmente en diversas regiones del pais, por ejemplo, en
Hidalgo se usa como emético (Aiello, 1979) y en Veracruz como
antiamibiano {Lorence, 1986).

En un estudio fitoquimico previo a este trabajo (Camacho C. y
Rios, P., 1987) se aislaron de esta especie tres &cidos triter-
pénicos, tres cucurbitacinas y el polialcohol manitol, cuyas es-
tructuras se muestran en la Figura 1.

Dos de 1os dcidos triterpénicos fueron caracterizados como el
dcido ursdlico (1) y el dcide oleandlico (2), los cuales se obtu-
vieron en mezcla de las fracciones 223-256 de la columna de la
Tabla 1.

El 4cido oleanblico se separd del ursélico mediante la forma-
cidn de la bromolactona oleandlica y posterior cromatografia en
columna,

El otro dcido triterpénico aislado fué el &cido 3g-23-dihidro-



urs-12-en-28-oico (3) {representando este un nuevo producto natu-
ral). Los cucurbitanos fueron identificados como la cucurbitacina
E (4), la isocucurbitacina B (5) y 1a epi-isocucurbitacina B (6);
todos ellos se a%s]aron de las frecciones 457- 586 de la columna
original {Tabla 1), obteniéndose la dltima en mezcla con la isocu-
curbitacina B.

Por @1timo, e1 polialcohol manitol (7}, se obtuvo por crista-
lizacién esponténea del extracto metanélico, tal como se indica en
el Esquema 1.

En el Esquema 1 se resume la obtencidn del extracto metandli-
co del estudio previo y en la Tabla 1 se resume el fraccionamiento
via cromatografia en columna de dicho extracto, los eluyentes em-
pleados, el nimero de fracciones etufdas con cada uno de elles,

las fracciones combinadas y observaciones adicionales.



Material vegetal pulverizado (3.407 Kg)

Extraccion con hexano

Material vegetal + disolvente

Filtrar
’ 1)
Extracto hexdnico (109 g) Material vegetal
Concentrar Extraccidn con
al vacfo MeOH (R.A.)
Extracto hexdnico Extracto
concentrado
Filtrar
)
Extracto Residuo vegetal
metanélico

Concentrar al vacio

Extracto metanélico
concentrado (1283.5 q)

Cristalizacidn Fraccionamiento preliminar
via cromatografia.en columna

Manitol (7) Fracciones
cromatografiadas

Esquema 1. Extracci6n de figaanifla pexicana.
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Figura 1. Estructuras de los compuestos aislados del extracto metanblico
de la Ciganniela mexicana (Camacho C.y Rios P., 1987).



Tabla 1. Resumen del fraccionamiento vfa cromatograffa en columna del extracto metandlico de la

C{aamnilla mexicana. {Camacho C. y Rios f., 1987).
Eluyente Proporeidn NGmero Fracciones Tipe de residuo Color Sabor
de fracciones combinadas
Hexano:cloraformo 9:1 1- 70 4- 23 s81ido blanco verdoso parafina
24- 34 aceitoso
35- 46
47- 54
55- 71
8:2 71- 91 72- 92 s61ido aceftoso blanco verdoso parafina
5:5 92-106 93-100
101-104 s611do aceitoso blanco verdoso parafina
Cloroformo 100 107-159 105-108 sblh;o aceltoso blanco versodo parafina
amor fo
127-140
Clofaromo:AcOEt g:1 160-419 }2&-1?5 s611do aceitoso blanco verdoso parafina
-170
171-175 s61ido aceitose blance verdoso parafina
176-181 s61ido quebradizo blanco verdoso no
182-183 s611do quebradizo blanco verdoso no
184-199 sd1ido quebradizo verdoso no
200-222 s611do quebradizo vardoso no
223-230 s611do amorfo blanco verdoso no
231-245 s611do amorfo blanco amariilo no
246-267 s61ido amorfo amarillo canario no
268-285 s61ido amorfo amariilo canario no
286-296 s611do amorfo amarilto camario no
297-312 s611ido amor fo amarillo camario no
313-347 s61ido amorfo amar{llo canario no
348-397 s61ido amorfo amaritlo verdoso no




Tabla 1, Resumen del fraccionamiente vfa cromatografia en columna de) extracto metanSlico de la
Ciganrilla mex{cang.

(Camacho y Rios, 1987),

{Continuacién).

Eluyente Proporcitn NGmera Fracciones Tipo de residuo Color Sabor
de fracciones combi nadas
Cloroformo-AcOEt 8:2 420-476 398-456 s811do amorfo amarillo verdoso no
457-472 s611do amorfo blanco verdoso amargo
7.?:5.5 ‘;7{-2(118 473-510 5811do amorfo amarillo verdoso amargo
H 01~
6:4 520-539 511-536 s61ido amorfo amarillo verdoso amargo
§:5 540-612 527-543 s611do amorfo amarillo verdoso amargo
544-556 s61ido amorfo amarillo tenue amargo
§57-586 s611do amorfo amarilto canario amargo
4:6 613-634 587-614 s61ido amorfo amar{llo canarfo amargo
3:7 635-706 615-691 s61ido amorfo blanco verdoso amargo
2:8 707-722 692-711 s611do amorfo blanco verdoso amargo
1:9 723-753 712-738 s611do amorfc blanco verdoso amargo
AcOEt:MeOH 9:1 754-869 739-758 s611do cristalino blanco verdoso amargo
759-787 s61ido cristalino amarillo canario amargo
espumoso
788-813 s61ido espumoso amarillo canario amargo
814-841 s81ido espumoso verde amargo
7.5:2.5 870-905 842-861 s811de espumoso yerde amargo
862-900 sé11do espumoso verde amargo
§:5 906-939 901-904 s8)1do amorfo ambar amargo
905-939 s811do amorfo ambar amargo




2. Generalidades sobre cucurbitacinas.

2.1 Variacién estructural y distribucidn en la naturaleza.
Las cucurbitacinas son un grupo de triterpenos tetracfclicos
qmthmnmmnkkohwe1®1wwﬂhmo[H%N»%%wm-

10a-lanost-5-eno j, cuya estructura se indica en la Figura 2 (8).

Figura 2. Esqueleto base de las cucurbitacinas.

Las cucurbitacinas como muchos triterpenos se pueden encon-
trar en la naturaleza en forma 1ibre o fonmando combinaciones gli-
cosfdicas.

En general, la parte tetraciclica de estos compuestos posee
funciones oxigenadas en C-2, C-3, C-11 y en C-16, como se puede
observar en 1as cucurbitacinas E {4), la isocucurbitacina B (5)
y la epi-isocucurbitacina 8 (6) de 1a Figura 1. En raras ocasio-
nes, €1 metilo en C-19 se encuentra oxigenado, como en los casos

de 1as cucurbitacinas A (9) y C (10) (Figura 3). Cabe hacer notar



que se conocen cucurbitacinas no oxigenadas en C~-11 y en C-2; como
ejemplos se pueden citar los Momordicésidos A (11) vy B (12) (Figu~

ra 4) y la cucurbitacina € (10) respectivamente.

9 R=OH R1=cet0 R,=CH,0H

10 RH Ry=OH Ry=CH,OH

Figura 3. Estructuras de las cucurbitacinas A (9) y € (10).

La funcién oxigenada en C~16 es siempre un hidroxilo y 1a de
c-11 es siempre un grupo ceto; en tanto que las mismas en C-3 y
C-2 pueden ser las correspondientes a un alcohol secundario & a

una cetona (ver estructuras 5y 6 de la Figura 1).
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Figura 4. Estructuras de los Momordicésidos A (11) y B (12).

En todas Tlas cucurbitacinas el sistema tetraciclico contiene
un doble enlace entre C-5 y C-6. Tamhién existen algunas con doble en
lace entre C-1 y C-2, y este casi siempre forma parte de un sis-
tema diosfenol, como por ejemplo en la cucurbitacina £ (4).

En To que respecta a la cadena lateral, esta se encuentra
invariablemente oxigenada en C-20, C-22 y C-25, en donde general-
mente C-22 es un grupo ceto, con excepcidn de los Momordic6sidos
Ay B (11 y 12, Figura 4). Asi mismo, esta cadena puede ser sa-
turada o insaturada. En el segundo caso la insaturacifn esta

siempre presente entre C-23 y C-24.



Es de hacer notar, que se conocen cucurbitacinas como la §
(13), que poseen uno o dos anillos de naturaleza heterociclica.
Muy posiblemente estos compuestos son artefactos y se originan
por la adicién conjugada del hidroxilo en C-16 a la doble 1igadu-
ra de 1a cadena lateral, tal como se indica en la Figura 5. Hasta
la fecha estos compuestos solo han sido aislados de la Brionia
dioica Jack {Hylands, et af, 1982).

Las cucurbitacinas en forma libre han sido aisladas de diver-
sas fuentes naturales, principalmente de la familia Cucurbitaceae.
También se les encuentra en Elaeocarpaceae (Bittner, et afl, 1972),
Liliaceae (Kupchan, et al, 1977), Polimoniaceae (Arisawa, et al,
1982), Rubiaceae (Reguero, et af, 1987), Thymelaceae (Schun, ct af,
1985), Sterculiaceae (Bean, ¢t af, 1985) y Scrophulariaceae
(Bauer, 1983). Ejemplos de estos compuestos, asi como sus fuentes
naturales se indican en la Tabla 2 y sus estructuras correspondien
tes se ilustran en la Figura 6.

Los glic6sidos de las cucurbitacinas son mis escasos, y pre-
sentan una distribucion mds restringida. La porcién azucarada es
variable, encontrindose asi desde un simple monosacdrido (siendo
el mds comin la g-D-Glucosa) hasta trisacdridos. Esta porcidn se
encuentra unida generalmente a la aglicona en C-2 o bien en C-3,
con las excepciones del Datiscésido { 33 ) (Kupchan, 1971), dos gli-
csidos aislados de Brionia dioica Jacq ( 32 ) (Panosyan, 1979) y
de los momordicdsidos Ky L ( 36 ) (Okabe, 1980), en los que la

unibn glicosidica se establece a través de C-15, C-25 y C-7 res-



Tabla 2. Ejemplos de cucurbitacinas aistadas de diversas fuentes naturales.
G el 28 E=E | _5EE_EEEEEEE
<o Auaclauu.’gj E|w:=-—~§|—>¥_acacm
HEE RS HARE AR EHEMHEHERHE
S|G1 1w {SG|a S| 1 a|G|T18|e|TlS]|0[BIT|T]0
3|8|=1%=121217|2|5|3]«|42|3|2|2|E|2| 5| 2|3]5]8]5
Cucurbitacese HEERERHHBEEE AR AR Referencias
t|E|s(e||E|SIEIS|5l812 |28 (8)5| 1|5 515|5(5(5(5
2l gls é L18181TITI8I8|E|ER) 8 § giaoleleiglel{g]g
Siaia |2 ]|a13|13NIg|d|3)a|a83]|a|d{e]s]3]318]8]3(3
Acanthosicyos horrida welw, Xix X xix Hylands, et at, 1985
ex Hook T,
Benincasa hispida X S'l'lagl. 1982
Brandegea bigeTovii Cogn. Xixix Kupchan, ¢t at, 1970
Brionia alba X X X Panosyan, 1984
Brlonh dlolca Jacq. X X X xix[x]x X Hylands, et at, 1975
Titrullus colocynthis X X X X Murty, et al, 1970
Citrullus vulaaris X X X Stlapa, 1982
Cumum{s Teptodemls X Lavie, et at, 1971
Tucumis melo X ’ X X X Sitapa, H.R. Shang, 1982
Cucunis prophe tarum X X X X X Rao, et af, 1968
Lucumis sativus var. X X Vigar, et al, 1973
Hanzil™ Gonzélez, et al, 1968
Ecballium elaterium X XX Xix X% |x X Kupchan, et af, 1972
chinocystls fabacea X Toshihiro, 1980
[agenar‘! slceraria X Xiaix X [x Ensiin, et af, 1967
uffa acutangula X X Silapa, et al, 1982
Ta ecﬁlnnaa X X Murty, et al, 1970
operculata X X X Bauer, 1983
Marah oreqanys H. XX |X X Kupchan, ot al, 1967, 1977
Jrichosanthes cucumerina X Silapa, et al, 1981
Jropaleunm mafus X X X Wojciechowska, 1933

*£1 nimaro en paréntesis correspende al nimero de estructura.
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Tabla 2. Ejemplos de cucurbitacinas aisladas de diversas fuentes naturales, (Continuacién).

@ || BE PR | RERgREEREEE
<m;'7l Ruamnuu_a :Iw::'-:“—’-:x_lon.avr
Elacocarpaceae 2izl=lae ez e [B12 ] Sl212 B |2(2(2(2 Elzig Referencia
oo Slelaig|eie| (e alglalzlelelglelelgl8(y
bl b LA A E R APt b g PR e g A B Y R A
HaHEHAHEE L HEEEHEHEaEEHE
Slele|alalg|la|siBIB[E|1=A]8181812|8(5]18(8]15]|313
UUQMWUUNNUUDDNUUUPUUUUUUU
Crinodendron hookerianom X Xl x X Bittner, et af, 1972
ray Xinde, et af, 1984
Elaeocarpus dolichostylus X% vefen
chitr.
Lil{acese
Erorniun fonax Fost LD LT DL LT T[] wachan, e ar,ior
Polimonfaceae
Ipomopsis aggregata X x| x q
T{"urs .%3:..‘2— l l 1 l Arisawa, et af, 1984
Rubiaceae
Cigarrilla mexicana Afello XX X Mata, et af, 1987
st | [ [ "D LT LD LT LTI Sttt
Thymelacaceae
Syrtors walla CITTTT IO L T TTT LT T E schunven, 100
Sterculiaceae g

Helicteres isora

HONEENEREEEE RN N R

Scrophulariaceae

"l

Grattfola officinalis

LT T Tl DT T B T T LT LT wer ases

*E] nimero en paréntesis corresponde al nimero de estructura,
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Tabla 3.

Glucocucurbitacinas Naturales.

Fuente natural y Glic8sida Esq. base Grupos funcionales Azicar Hidrol1sis Referencla
Anagallis arvensis  (Primulaceae)

-Arvenina 1 32 nl-onc Rv2-g-D-Glu Acida (stoa 0.58)  Yamada, ot al, 1978
-Arvenina 11 RI-OAc.Z3.24-dihidro

-Arvenina 111 Ry=H

~Arvenina IV RI-N 23,24-dihidro

Brionia dioica Jacq. {Cucurbitaceae) Enzinstica

~Brioamaride A’.Rl-H.ZJ.Zd-dih1dro Ra2-g-D-Glu (8-Glicostdasa) Hylands, et al, 1976

-Glichsido §
~Glicdsido 11

Cayaponia tavuya
Vé‘l Tong,
-Arvenina [

-Arvenina 11
~Arvenina 1V

{Cucurbftaceae)

Citryllus lanatus
~Glicdsido 1
-Gl{c8sido 11

(Cucurbitaceae)

R=H 23,24-d1hidro
23,24-dihidro

R =0Ac
Rl-OAc.23.24-dih|dro
Rl-H. 23,24-dihidro

2, Ry

RI'ZS-E-D-GIH
R=Rl=25-u~0-51u

R=2-8-D-Gly

Re2-3-D-Glu

Enzimitica
(Celulasa)

Enzimstica
{8-Glicostdasa)

Panosyan, et al, 1979

Bauer, et al, 1984

Ripperger, ¢t at, 1975

el



Tabla 3. Glicocucurbitacinas Naturales. {Continuacién).

Fuente natural y Gliclside Esq. base Grupos funcionales Azicar Hidrélisis Referencia
Cucurbita pepo (Cucurbitaceae) Enzimdtica
-Glicdsido 1 A2, R]=0Ac R=2-8-D~Glu (B~Glucosidasa) Hutt, 1986

Datisca glomerata {Cucurbitaceae)
Baf1T ot

-Datiscsido 33 C-15,2'-0-acetil-6'- Acida (Il2504 2N) Kupchan, et al, 1971, 1973
dioxi-a-L-Gluco-he~
%05-3' -ulo~-piranosido

Ecballium elaterium (Cucurbitaceae) Enzimdtica

~Glicsido 1 2 thﬂ R=2-g-0-Glu {8-Glicos{dasa) Seifeit, et at, 1977
-Glichisido 11 Ry=0Ac

tymsleya amabilis {Cucurbitace.e) Enzimética

~GHichsido [ 32 23,24-dihidro R=2-8-D-Glu {8-Glicosidasa) Ruf, et af, 1984

26-hidroxi-25-Me

Homordica charantia L (Cucurbitaceae) Enzimdtica
1 (]

-Momordicésido A u R=D-Glu-pir e — {Celulasa) - Okabe, ct at, 1980-1987
1

D-Glu=pir T

¥



Tabla 3, Glicocucurbftacinas Naturales. (Continuacién).

Fuente natura)l y Glicdsido Esq. base Grupos funcionales Azicar Hidr61isis Referencia

Momordica charantia L (Cucurbitaceae) Okabe, et at, 1980, 1987

-Homordiciside B 12 R=D-Glu-pir
3
s 9-Glu-pir —l—-s-——
H o-xi1-ptr ¥
“1 Enzimética
~Homordic8sido C kL3 Ry oM R=g-gentiobiosi] {Hesperidinasa}
WO,
~Momordicsside D Ry» {3/\(
L]
~Momordicdside E Rl-CHO R=20{z}8-gentioblos {1
" ~Momordicéside Fy 35 Ry=He R=Glucopiranostl
-Moriord{ c6sido Fa Ry=H ReD-Alopiranosido
~Momordicésido G Ry=He
~Momordfclsido [ . Rl-H R-Glucopiranosil
~Momordicésido K 36 Ry=Me R=p-D-Glucopiranosil
~Momordicésido L Ry=H
Plcrorhiza kurros i Enzimftice -
RLB 32 Rl-OAc R=Glucostloxi {Naringinasa) Laurfe, et at, 1985

51



Figura 5.

Obtencién de la Cucurbitacina 3 (13).

16.



(14)
(15)
(16)
(11)
(18)
(22)
(23)

(24)
(25)
(28)

(26)
(21)

17.

R=H R,=AC

R=H R1=Ac 23,24-dihidro
R=R1=H

22=deoxo

1-ceto, 2-hidroxi, 22-deoxo
R=R,=H 23,24-dihidro 24-hidroxi
kM#ZLMMWMMZLMMMi

R=H
R=H 1,2 y 23,24-tetrahidro
R=H 23,24-dihidro

24-a-hidroxi

24-g-hidroxi

Figura 6. Estructura de cucurbitacinas.



OHC

OR

Figura 7.  Agliconas de las glicocucurbitacinas.
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pectivamente.

En la Tabla 3 se sefialan ejemplos de estos glic6sidos, condi-
ciones de hidrdlisis, sus esqueletos base y Tas referencias corres-
pondientes. En la Figura 7 se ilustran las estructuras de los gli-

c6sidos de las cucurbitacinas resumidas en la Tabla 3.

2.2 Biosfintesis.

En relacidn a la biogénesis de estos compuestos son escasos
los estudios realizados. Como la mayoria de los triterpenos son
metabolitos resultantes de la ruta del acetato-mevalonato, formdn-

dose a partir del epoxi-escualeno como se indica en 1a Figura 8.

2.3 Propiedades fisicas.

Son s61idos cristalinos, de sabor amargo, Gpticamente activos;
tanto las agliconas como los glicdsidos son solubles en disolven-
tes de mediana y alta polaridad; sus puntos de fusidn son muy va-
riables. En la Tabla 4 se indican el punto de fusién y la rota-

citin Optica de algunas cucurbitacinas.

2.4 Determinacién estructural,

Para la elucidacifn estructural de las cucurbitacinas, se han
utilizado tanto métodos quimicos como fisicos {espectroscépicos,
espectrométricos y difraccidn de rayos X).

-Los métodos quimicos se utilizaron casi exciusivamente en la
década de los sesentas y a principio de los setentas. Dos excelen
‘“tes revisiones acerca de métodos quimicos para la elucidacidén es-

tructural de cucurbjtacinas han sido publicados (Lavie, ¢t al,

i
1
i
i
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Acido mevalgnico Oxido escualenc
(GR-CH3) (silla-bote-silla~bote)

m

Protosterol

Protosterol Esqueleto
cucurbitano

Cucurbitacina E

Figura 8. Biosfintesis de las Cucurbitacinas.



Tabla 4.

21,

Propiedades fisicas de algunas cucurbitacinas.

Cucurbitacina

Nimero de
estructura

p.f. °C (solvente)

e ] (solvente)

A
B
Dihidro-8

Iso-B

c

D
22~Deoxo-D
22-Deoxo-iso-D

E
F
6
H
I

Tetrahidro-1
J

L0 v o rox

o

NN N [N IR (e [ R [ S Ty 1)
BIRIRIBRE =B85 B ™

13 181N

30

f= |
@

207-209 (AcOEt)
184-186 (EtOH abs)
163-164 (Acet-Hex)

229-231 (MeOH)
207-207.5 (AcOEt)}
151-152 (EtOH abs)
no cristaiino

no cristalino
232-233 (MeOH)
244-245 (CHC13)
150-152 (MeOH aq)
no cristalino
148-148.5 (MeOH aq)
117-126

200-202 (EtOH)

193 (MeOH aq)

140 (MeOH aq)

247-248 (AcOEt)
211-212 (AcOEt)
118-135

+97.3 (EtOH)
+87.5 (EtOH)
+53 (CHC13)
+57 (CHC13)
+43 (CHC13)
+95.2 (EtOH)
+52  (EtOH)
+103 (CHC]3)

+76 (CHC13)
-59 (CHC13)
+38  (EtOH)

84 (CHCly)
+57  (CHCI4)
=52 {CHCl )
+56.4 (CHCT,)

-25  (MeOH)
-3 (cHety)
=74 (CHCl )
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1970 y Nakanishi, et af, 1974).

En relacibn a 1os métodos fisicos son muy pocas las revisio-
nes publicadas. Audier en 1966 describié los patrones de fragmen-
tacién caracteristicos de alqunas cucurbitacinas. Por 1o que res-
pecta a RMNlH y RMN13C se han descrito algunas revisiones (Lavie,
1964, 1983; Farnsworth, 1985). Con respecto al UV, IR, ORD y CD
no se conocen revisiones, sino ms bien los datos se encuentran
reportados en forma aislada. Finalmente cabe hacer notar que sdlo
se han reportado difracci6n de rayos X para muy pocas cucurbitaci-

nas (Kupchan, et af, 1971).

2.4.1 Espectroscopia UV e IR.

En general los espectros de UV e IR son caracteristicos
para los cromiforos presentes en las moléculas y por 1o tanto, su
mayor utilidad en 1a elucidacién estructural de las cucurbitacinas
ha sido por la deteccidn de ios mismos. Por ejemplo la presencia
de un sistente diosfenol, como en el caso de la cucurbitacina E
(4), es generalmente evidenciado a prioni, por los miximos de ab-
sorcidn observados al UV (x:igH 233, 267) y por las frecuencias
de absorcidn observadas al IR (“§§; 1664 cm'l) (Kupchan, ¢t at,
1967).

2.4.2 Resonancia Magnética Muclear.
Los espectros de RMNIH para las cucurbitacinas presentan un
perfil caracterfstico y como ya se indicé previamente se han rea-

1izado dos estudios comparativos en relacién al topico (Fransworth,
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et al, 1985 y Vande et al, 1982). En las Tablas 5, 6 y 7 se resu-
men los datos de RMﬁH de 11 cucurbitacinas {Farnsworth, et af, 1985);
estos datos son el resultado de un estudio de alta resolucién en
piridina, En la Tabla 8, se resumen datos espectroscépicos de 8
cucurbitacinas adicionales (Vande, et af, 1982} en CDC13, cuyas
estructuras se muestran en la Figura 9.

Datos espectroscopicos de RMN13C para ocho cucurbitacinas
representativas han sido analizadas en dos estudios (Bull, et ak,
1979 y Velde, et af, 1932). En la Tabla 9 se indican Tos desplaza-
mientos quimicos de los carbonos en CDC'I3 de estos compuestos.

En la Figura 10 se muestra el desplazamiento comparativo
de los carbonos cuaternarios (Parte A) y de los metilo (Parte B)

de las cucurbitacinas mencionadas.

2.4.3 Espectrometria de masas.

Los patrones de fragmentaciéin de los espectros de masas de las
cucurbitacinas son caracteristicos y por lo tanto, de gran utili-
dad para la elucidaci6n estructural de estos compuestos {Audier,
1966). Fragmentos de masa, caracteristicos para algunas cucurbi-

tacinas se resumen en la Tabla 10.

2.4 Actividad Biolégica.

Quizds Tas cucurbitacinas incluyen una de las categorias de
compuestos naturales mis versitiles en cuanto a actividad bioldgi-
ca se refiere. La mayorfa de los estudios descritos se refieren

a la actividad citotéxica y antitumoral de estos -compuestos



Tabla 5. Datos espectroscOpicos de RMN'M de algunas cucurbftacinas,

Protones .

2 3 10 18 L] 18 ki a 8 A 8
H-la 2,83,ddd  2.65,ddd * 2.67 ,ddd 2,45,ddd  2,30,ddd  2.45,ddd  2.30,ddd

6.3 6.34,d 6.34,d

K-18 1.59 1.62 * 1.37 1.54 1.50 * *
H-2 4.86 4,87,dd hod 5.00 - 4.14,m 5.49,ddd  4.14,m 5.47.,ddd - -
H=3 - - 3.46,dt - - 3.43,dd 5.05,d 3.4),dd 5.05,d - bl
-6 5.77,brd  5.67,d 5.80,d 5.04,brd  5.68,brd  5.72, 5.70,d 5.72,brd  5.70,brd  5.67,brs  5.67,brs
-7a 2,58,dm 2,25,dm 2,62,m 2.27,dm 2.23,dm 2,33,dm 2,28,m 2.34,m 2.24,m 2.25,dm 2.22,m
H-78 2.03,dd 1.95,m 2,0 1.99,dd * 1.90,m 1.78,dd 1.90,m 1.77,dd * »
H-8 3.29,d 1.95,d 3.27,4 1.92,d 2,010 1.93,d 1.88,d 1.93,d4 1.88,d 2.00,d 2.01.,d
H-10 3.20,brd  3.09,brd * 3.00,brd  3.76,brs 2.71,brd 2,70,brd 2.72,bed 2.70,brd 3.75,brs  3.77,brs
H-12a 3.38,d 3.37,d 3.34,d 3.16,4 3.37,d 3.16,d 2.93,d4 3.23,d 2.99,d 3.24,d 3,20,d
He128 2,97,d 2.98,d 2,93,d 2.81,d 2.94,d 2,78,d4 2.64,d 2.78,d 2.66,d 2.89,d 2.88,d
H=15a 2.10,dd  1.95,m 2.0 * 1.95,dd * * * * 1.92,dd  1.91,dd
H-158 1.81,d 1.73.d 1.83,d 1.68,d 1.76,d 1.71,d 1.44,d 1.69,¢ 1.50,d 1.23,d 1.72,d
H-16 5.12,m 5.10,dd 5.12,m 5,00,m 5.11,dd 4.99,m 5.81,dd 4.90,m 5.88,dd 6.03,dd 4.9
H-17 3.05,d 3.01,d 3.07,d 2.97,d 3.01,d 2.99,d 2,96,d 2.97,d 3.01,d 2.99,d 2.96,d
19 3.45,d - 3,54,dd - - - - - - - -
H-19b 4.77,d - 4,84,dd - - - - - - - -
H-232 7.36,d 7.34,d 7.36,d  7.48,d 7.35,d 7.48,d 7.42,d 3.29,m  3.22,m 7.48,d  3.32,m
H-23b - - - - - - . 3.50,m 3.32,m - 3.50,m
}-24a 7.41,¢ 7.40,d 7.40,d 7.55,d 7.40,d 7.56,d 7.54,d 2.23,m . 7.58,d 2.21,m
-24b - M - - - - - 2,23,m " - 2.21,m
2-0H 6.26,d €.28,d - 6.30,brs * 6.18,d - 6.18,d - . d
3-0H - - 6,07,d - - 6.37,d - 6.38,d - - -
16-0H 6.13,d 6.18,d 6.08,d 6.32,d 6.22,d 6.26,d - 6.,46,d - 6.40,brs  6.55,d
19-04 6.58,brs - 6.43,t - - - - - - - -
20-0H
25-0H 6.34,s 6.38,s 6.24,s 5,95,5 6.37,s 5.90,s 6.14,8 5.,65,5 6.33,s 5.98,brs  5.83,s

- - - 6.75,s - 73,8 6.76,s 5.76,5 5.75,8 6.72,brs  5.62,s

Espectros medidos en piridina-ds a 360MHz; los desplazamientas quimicos estén expresados en ppm.
como sigue: s, singulete; d, doblete; dd, doble de dobles; dt doblete de tripletes; dm, doblete de multipletes; ddd doble de
doble de dobles; m multiplete; br, ancho.

sSefia) totalmente obscurecida por otra sefal.

La multiplicidad esté ?slqmda

i 74



Tabla 6.

Valores de 1as constantes de acoplamiento.

Con:;ante Cucurbitacinas
acoplamiento I TR (R s 18w o om oW oz
"lﬂ.lfl 12.1 12,2 * 12.4 - 12.1 12,2 12.4 11.8
an ) 5.5 5.5 * 5.6 - 3.8 4.1 3.5 4,0 - -
v
‘)ln 10 3.2 3.6 * 3.6 2.7 3.9 4.0 3.5 4.0 2.6 2.7
y
"15.2 12.5 12.1 * v - 10.0 10.9 . 104 - .
J 13.0 12.3 13.0 - 12.5 12.6 11.2 10.0 - -
1g,10
']Z,J - - 6.4 - - 9.1 10.5 9.3 10.4 - -
‘!Z,OH 4,1 5.0 - * - 5.0 - 3.9 - " *
I3, 01 B - 4.9 . - 4.7 - 4.4 - - -
"G 7 5.7 5.4 5.6 7.4 * 5.4 5.6 5.5 4.8 . *
s
J 20.2 * * 18.8 - * 19.4 19.0 19.3 . *
Ta,78
"7::.8 8.1 7.6 1.6 7.5 8.5 8.2 8.2 1.7 1.9 8.1 8.4
J12.12 14.8 14,6 14.8 14.6 4.6 14.6 4.8 14.7 14.6 14.5 14,7
"15::.15[! 13.3 12,8 12.8 12.8 12.4 12,8 12,0 4.4 14.6 13.0 12,7
JlSq 16 10.2 1.8 * 7.1 10.7 7.0 7.8 8.0 7.8 8,0 8.6
f
"16 17 6.8 7.3 7.3 7.0 7.2 7.0 7.8 7.1 7.4 7.3 7.1
,
JIS.UM 4;: 4.7 12: 4.6 4.7 4.8 - 4.7 - 4.3
d19,19 2 - ve . - - - - . - -
Qo 16.0 1; 8w 1; 2 5 8 1; 3 ; . . : )
J23.24 . . . . 15, . 15.2 - - 15.2 -
las constantes de acoplamiento estdn medidas en plridina-ds; los valores de J estdn expresados en Hz,

*Valores de J no estimadas.

=74



Tabla 7. Oesplazamientos quimicos de protones de grupos metilo y acetato,

Cucurbi tacinas

2 14 10 18 4 13 37 2 38 A4 28
.30 L1 1.26 1.10 1.12 1.21 1.12 1.21 112 112 1.13
11,42 119 1.44 1.19 121 1.23 1.14 1.24 1.12 121 1.22
1.50 1,27 1.50 1.30 1,30 1,29 1.16 1.31 1.16 1.32 1.3
153 142 1.583 1.43 1.45 1,43 1.21 1,37 1.22 143 1.3
1.54 1.50 1.56 1.43 1.51 1.45 1.22 1,37 1.23 1.45 1,38
1.67 1,56 1.66 1.46 1.54 1.46 1.50 1.47 1.41 1.46 1.46
1.69 1,57 171 1.5 1.60  1.50 1.51 1.52 1.41 1.54 1.56
1.88% 1,69 1.87% 1.58 1.7 1.60 1.54 1.58 1.53 1.62 1.60

1.89* 1.89% 1.98% 1.97°

2.08° 2,132

213" 2,152

Los desplaramientos quimicos estén medidos en p1r1d1nn-d5 2 360 Mz
Todas 1as seffales fueron observadas como singuletes

Sehal de ecetato,

‘9z



27.

Tabla 8, Datos espectroscépicos de N.MN1H en CDC13 de
algunas cucurbitacinas,

Protones 18 3 4 “ 4 a 42 28

1 - - - 5,97 5,90 6.35 6.34 5.96
(d3) {d3) (d3) (d3) (d3)

H 4,44 5.48 4.42 - - - -
{dd 12,6) {dd 13,6} (dd 12,6)
6 5.78 5,77 5,79 5.76 577 5,79 580 5.77
{m 10} m 12) {m 12) (m 10) (m 10) (m 10} (m 10} (m 10)
10 - - - 3.5 3,51 3,53 3.54 3,51
m?}) (m72) M7} m7) (m7)
122 3.30 3.24 3.25 3.8  3.20 3.21 322 3.23
(bd 14)  (bd 15)  (bd 15) (bd 15) (bd 15) (bd 15) {bd 15) (bd 15)
128 2.70 2.74 2.68 273 2.66 2.78  2.19 2,73
(¢ 14) (4 15} (d15)  (d15) (d 15) (d15) (d 15) (d 15)
16 4.34 5,17 4,31 4.38 4,39 6,19 5.21 4.35
(bt 7) (bt 7} {bt 7) (bt 7) (bt 7) (bt7) (bt 7) (bt7)
17 2.54 2,74 2.61 2.54 2,49  2.68 2.73 2.6}
(d 7) (d 7) (d 7} (d7) (@d7) {(d7) (d7) (d7)
23 6.62 6.67 - 6.62 6,54  6.66 6.41
(d 15) (d 15) (d 15) {d 15} (d 15} (d 15)
2 7.4 7.13 - 7.3 7,03 7.2 .14
(d 15) {d 15) {d 15) (d 15) {d 15) (d 15)
Metilos
18 0.98 1.03 0.97 1.00 097 1.05 1.04 1.00
19 1.40 1.43 1.43 1.40 1.42 1.43 1.42 1.44
21 1.36 1.30 1.37 1.3 134 130 130 1,37
26 1.34 1.41 1.22 1.36 1.55 1.41 1.57 1.23
27 1,36 1.39 1.25 1,36 1,55 1,39 1.58 1,26
28 1.34 1.31 1.34 1,38 138 L33 L4 141
29 1.30 1.28 1.28 1.26 1.25 1.29 .29 1.26
30 1.09 1.10 1.08 1.04 1.02 1.05 1.04 1.04
2-0Ac - 2.14 - - - 2,20  2.20 -
16-0Ac - 1.82 - - - 1.82 1.82 -
25-0Ac - - - - 2.01 - 2,02 .

Los desplazamientos quimicos estdn en ppm; 1as constantes de acoplamiento (en Hz)
y 1a multiplicidad estdn indicados en paréntesis,
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Figura 9.

R=Ac

R=Ac 23,24-dihidro

R=R1=AC R2=H

R=R1=R2=H 23,24-dihidro

R=R1=Ac Ry=H

R=R=Ry=Ac

Estructuras adicionales de cucurbitacinas.

28.



Figura 9.

(29) ReR
{30) ReH 23,24-dihidro
(31) R=Ac

(19) R
(20) R-H 23,24-dihidro
(21) R=Ac 23,24-dihidro

Estructuras de cucurbitacinas. (Continuacién).

29.
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Tabla 9. Datos espectroscdpicos de RMN13C para

algunas cucurbi

tacinas.

Cucurbitacinas

Carbonos 18 39 40 24 4 4 42 28
1 36.0 32.0 36.0 115.0 115.2 131.7 131.5 115.0
2 7.7 733 716 144.6 1448 1334 143.3 1447
3 212.4 205.7 212.4 198.7 198.9 195.0 194.9 198.7
4 503  48.4 50,3  47.6  47.7  48.1  48.0  47.6
5 1406 139.8  140.5  137.0 136.6 136.2  136.1  136.9
6 1203 120.4  120.4 1207 120.6 12,4  121.3 12007
7 24.0 23.7  23.9 236  23.5 235 237  23.6
8 42,5 421 2.4 41.6  41.6 4.3 412 41.6
9 48.4 8.1  48.4  48.8 48,9  48.4 484  48.8
10 338 .3 313.8  34.7 4.6 368 357 34,7
1 213.1 211, 2131  212.9  24.0 212.6 212.4  213.0
12 4.8 8.6  48.7  48.8 8.6  48.9  4B.8  4B.8
13 48.3 50,0  48.4  48.3  48.0  49.9  49.8  48.3
1 50.9 5.3 0.8 0.8  50.4  S51.4 5.4  50.8
15 45.6 431  45.4  45.7  45.3  43.4  43.3  45.6
16 71.5 73.7 70.9 71.6 70.8 713.7 73.5 71.0
7 §7.3 5.0 5.8 5.4  58.0  54.2 4.2  57.8
18 2001 1908 19.8 20,0 19.8 19.8 197  19.8
19 19.3 189 189 186 17.6 183 181  18.3
20 8.2 717 7192 81 788 17 771 79.2
21 24.0 236 2.5  24.0  23.8  23.7  23.5 245
22 202.7 201.3  215.6 202.7 203.1 201.3 200.9  215.4
23 119.1 1185 30,9 119.0 120.6 118.6 119.3  30.9
2 186.0 155.5  37.0 155.9 1513 186.7 152.7  37.0
25 7.2 713 703 7Lz 796 7Lz 790 703
2% 289 2905  29.0  29.0 26.0  29.6  26.6  28.7
7 296 29.7  23.9 296 26,0  29.7  26.3  29.9
28 2103 21,3 2.3 2001 19.7  20.3 202  20.2
29 294  28.6 29.3 27.94 21.8 212 2.2 27.9
30 20,1  20.0  20.0 20,1 20,0  20.2 20,2 2001

2-0hc - 20,7 . - - 2003 20.6 -

- 17001 - - - 169.0  168.9 -

: 2007 - - - 0.7 20, -

16-0Ac - 17001 - - o, boL e -

- - . . 1 . 1.8 -

25-08C - - - - 17156 - 170.3 -

Los desplazamientos qufmicos estdn en ppm,
como referencia interpa.

utilizado CfJC'l3 como disolvente y TMS
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Figura 10. Comparacién de los desplazamientos de los carbonos cuater-

narios (Parte A) y de los metilos (Parte B) de algunas cu-
curbitacinas.



Tabla 10. Fragmentos caracterfsticos en Espectrometrfa de Masas de algunas cucurbitacinas.

A B [4 1] E H Epi-1s0-8 Iso-8 L
% abundancia m/e % abundancia m/e % abundancia m/e % abundancia m/e % abundancia m/e % abundancia - m/e i m/e 1 mfe b4
41 25 43 29 41 21 41 15 43 96 41 25 9% 100 96 100 13 28
43 55 10 43 100 [X] 59 67 8 43 100 101 13 97 10 142 26
45 21 57 13 45 42 85 14 87 12 55 2l 1ni 8 109 8 164 100
67 17 87 12 55 14 67 10 96 100 69 23 112 11 m 8 401 14
87 16 96 100 60 22 69 14 11 13 87 30 13 . 7 112 9 480 13
9 18 105 8 69 12 8 18 112 12 91 22 115 22 113 6
95 2 111 12 95 1 96 100 113 22 96 67 147 5 135 k]
96 100 112 8 96 27 m 22 121 10 m 26 159 6 137 3
m 22 11 10 111 95 112 19 136 6 112 20 173 25 164 4
13 21 149 8 1m 10 13 18 164 26 146 32 175 11 203 2
Espectrometrfa de masas por impacto electrbnico a 70 eV,
Cucurbitacinas /e
Cucurbitacinas m/e Epl-1s0-0 498 (M*-60)
385
N 1s0-B 498 (H*-60)
A 514 (M) 3
4% 85
o e L 516 (M)
o |- 498 (*-18)
40 +
c 500 (M - 60)
482
470
[] 516 {M')
403
385 @
E 556 f":} ®
1 514 (M




(Bean, 1985; Hylands, et af, 1975; Kupchan, et af, 1971, 1973;
Schun, et af, 1985; Silapa, et af, 1985; Xinde, et af, 1984;
intern alia)

Estas evaluaciones se han realizado principalmente en carci-
noma nasofaringeo y en cultivo de c€lulas KB. Se ha demostrado
(Kupchan, et af, 1972), la importancia de sistemas conjugados ale
tamente electrofilicos en relacion a la toxicidad de diversas cla-
ses de terpenoides. La saturacifn del doble enlace conjugado
A23:2% ep Jas cucurbitacinas estd acompafiada por una disminucién
en la toxicidad. Consecuentemente las reacciones de la cetona
conjugada de 1a cadena lateral con macromoléculas biolégicas pue-
den jugar un importante papel en el mecanismo por el cual las cu-
curbitacinas ejercen sus efectos citotdxicos. También Ta marcada
disminucion en la citotoxicidad al acetilar el grupo hidroxilo de
C-16 de la cucurbitacina B, sugiere que un grupo hidroxilo libre
puede ser importante para la reactividad de la cetona conjugada.
Entonces 1a interacci6n entre el grupo hidroxilo de C-16 y la
cetona de C-22 puede activar la cetona a,g-insaturada hacia el
ataque nucleofilico por la macromolécula biol6gica como se mues-
tra en la Figura 11. Finalmente, Vigar, et af proporcionaron evi-
dencias de que el grupo COCH3 en C-25 es importante para dicha
actividad (vigar, et af, 1973).

33.
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Figura 11. Mecanismo de accién del efecto citotoxico de las
cucurbitacinas (Kupchan, et af, 1972).

Tambi&n se ha demostrado que las cucurbitacinas incrementan
la permeabilidad capilar en ratas (Lavie, et af, 1971), que poseen
efectos anticonceptivos en ratones hembra (Shohat, et af, 1972),

Yy que tienen una accidn preventiva contra la hepatitis y la cirro-
sis inducidas en ratas (Han, et af, 1980); se ha encontrado tam-
bien que ejercen una actividad antigiberelina en semillas de
arroz {Sen, et af, 1973), y que tienen efectos anti-alimentarios

para los insectos (Nielsen, ot af, 1977).

34,



0BJETIVOS

1. Objetivo general.

Continuar el estudic fitoquimico de las fracciones de mayor
polaridad obtenidas en el estudio preliminar (Camacho y Rios,
1987), como parte de un estudio sistemitico de Rubiaceas mexica-
nas, usadas en medicina tradicional.

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

a) E1 sabor extremadamente amargo en las fracciones de mayor
polaridad, sugerfa la presencia de cucurbitacinas adicionales.

b) E1 uso de la planta como agente antiamibiano.

2. Objetivos especificos.

2.1 Separar y purificar algunos de los constituyentes de algunas

de las fracciones de mayor polaridad.

2.2 Identificar mediante métodos qufmicos, espectroscépicos y es-

pectrométricos las sustancias aisladas.

2.3 Efectuar algin estudio biolégico del extracto metandlico, asi

como de los compuestos aislados.

2.4 Proporcionar los compuestos caracterizados a la I0CD para su

evaluacion como agentes antiamibjanos y antimaldricos.

35,



2,5 Correlacionar los resultados obtenidos con la informacion

previamente descrita en la literatura en cuanto a:

a) Composicién quimica de la especie estudiada con aquellos
taxondmicamente relacionados.

b) Actividad bioldgica del extracto metanélico, de las sus-
tancias aisladas y su posible relacifn con las propiedades medi-

cinales de 1a planta.

36.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. Estudio fitoquimico.

1.1 Materiales y métodos.

L1.1

1.1.2

1.1.3

Material vegetal. La planta {partes aéreas) fué colectada
en 1a barranca de Tolantongo, Hidalgo, el 23 de abril de
1986 y fué identificada por el Dr. David Lorence del Ins-
tituto de Biologia de la UNAM, Una muestra se depositd

en el Herbario Nacional (Voucher DL5040). E1 material
vegetal se dej6 secar a temperatura ambiente y se cortd
en trozos pequefios, posteriormente se pulverizd en un mo-

lino de cuchillos Modelo Wiley 4.

Extraccién y fraccionamiento preliminar.

(ver Esquema 1 y Tabla 1).

Andlisis cromatogrdficos. Los andlisis cromatogrdficos en

capa fina se efectuaron siguiendo las técnicas convenciona-
les utilizando placas de vidrio recubiertas de sili-

ce (silica gel GF254, Merck), varios sistemas de eluyentes

y diferentes agentes cromogénicos.

Los sistemas de eluyentes y reactivos reveladores empleados

se encuentran resumidos en la Tabla 11.
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Tabla 11. Sistema de eluyentes y agentes cromogénicos utilizados para los andlisis
cromatogrd ficas en capa fina.

Sistemas de Composicidn Proporcidn Referencia
eluyentes
I Hexano/AcOEt Diversas proporciones —_—
11 CHC1 5/MeOH " " —
111 AcOEt/MeOH " " _—
v AcOEt/CHCY 3 " " —_—
v AcOEt/MeOH/H,0 10:1:3 Yamada, 1978
VI CMC13/MeOH/H20 13:2:1 "
Vi IsopOH/AcOEL/H,0 83:11:6 Stahl, 1969
VIII CHC]B/MeOH/HZO 64:50:10 Bauer, 1984

Agentes cromogénicos*

Reactivo Composicidn Referencia
Acido sulfirico (A) H2504 20% Yamada, 1978
Sulfato cérico (8B) 12 g sulfato cérico Stahl, 1969

22.2 m 142504 conc.
350 g hielo picado
Anisaldehido (c) 0.5 m} anisaldehfdo Stahl, 1969
9 ml etanol
0.5 ml H2504 conc.
1 ml &cido acético

*Para el desarrollc de color era necesaric calentar por 2 minutos aproximada-
mente a 110°C,



39.

1.1.4 Aislamiento y purificacidn de los compuestos.
a) Aislamiento de la 2-g-D-glucocucurbitacina B (43).

Las fracciones 759-787 (6.0 g) de 1a columna original eluf-
das con AcOEt/MeOH (9:1) (Tabla 1), se recromatografiaron en una
columna empacada con 395 g de gel de sflice (desactivada aproxima-
damente al 10%); la elucién se inicid con CHCI3 al 100%, prosiguien
do con una mezcla de CHC]B/MeOH. aumentando progresivamente la can-
tidad de MeOH. Se recogieron un total de 821 fracciones de 100 m}
cada una; cada fraccidn fue analizada por c.c.d. combinando aquellas
cromatograficamente similares. En la Tabla 12 se resumen los sis-
temas de eluyentes empleados, el niimero de fracciones eluidas con
cada uno de ellos y las fracciones combinadas. De las fracciones
555-561 eluidas con CHC13/Me0H (95:5), se obtuvo un sélido crista-
lino ligeramente amarillo de sabor amargo, soluble en AcOEt y MeOH,

con p.f. 137-140°C. El rendimiento de 43 fué de 1.743 g.

b) Aislamiento de la 2-8-D-glucocucurbitacina F-25-acetato (44).

De las fracciones 613-638 eluidas con CHC13/He0H (93:7) se
obtuvieron 0.950 g de un s61ido 1igeramente amarillo de sabor amar-
go; al analizario cromatogrdficamente, utilizando el sistema II de
la Tabla 11, y de eluir cinco veces se observaron cuatro compuestos.

0.745 g de este polvo se recromatografiaron en 42 g de si-
lice en seco, empleando como eluyente una mezcla de AcOEt/MeQH/
Hy0 80:1:3 (Yamada, et af, 1978); se recogieron un total de 114

fracciones de 10 ml cada una; cada fracci6n fue analizada por c.c.d.
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combinindose aquellas cromatogrdficamente similares; en la Tabla 13
se resumen los sistemas de eluyentes empleados, el nimero de frac-
ciones elufdas de cada uno de ellos y las fracciones combinadas.
De las fracciones 29-49 de esta columna, se obtuvo un sélido amor-
fo de color blanco y de sabor amargo, soluble en AcOEt y MeOH con

p.f. 122-127°C. E] rendimiento de 44 fué de 492 mg.

c) Aislamiento de (45).

Las fracciones 788-861 (33.1285 g) de la columna original
(Tabla 1), se purificaron con carbbn activado, obteniéndose un 1§~
quido denso, aceitoso, de color amarillo, extremadamente amargo;
este se recromatografié en una columna empacada con 134.71 g de
gel de silice {(desactivada aproximadamente al 30%), la elucidn se
hizo con CHC! 3-Me0H en diferentes proporciones (Tabla 14); se re-
cogieron un total de 182 fracciones de 50 ml cada una, combinando
aquellas cromatogréficamente similares; de las fracciones 64-105,
eluidas con CHCI3-Me0H 85:15, se obtuvo un sélido cristalino de
sabor dulce, soluble en MeOH y Hzo. de p.f. 90-97°C. El rendi-
miento de 45 fué de 4.3567 g. Por otra parte, las fracciones
862-904 (210 g) de la columna original (Tabla 1) se recromatogra-
fiaron en una columna empacada con 394.24 g de silice (montada en
seco); 1a elucidnse inicié con CHC13 100%, prosiguiendo con la mezcla
de CHCl 3/Me0H. aumentando progresivamente la cantidad de MeOH; se re
cogieron un total de 422 fracciones de 100 ml cada una; cada fraccidn

fué analizada por c.c.d. combinando aquellas cromatogréficamente simila- .



Tabla 12. Fraccionamiento vfa cromatografia en columna de las fracciones 759-787 de
Ta columna original.

Eluyente Proporcibn No. Fracciones Fracciones Compuestos Observaciones

combinadas aislados adicionales

CHCI3 100% 1- 73 1- 17 - -

18- 22 - -
23- 73 - -

CHC13/Me0H 99.5:0.5 74-106 74-106 - -

CHC'|3/M90H 99:1 107-143 107-143 - -

CHC13/Me0H 98:2 144-161 144-161 - -

CHC1 3/Mt‘.'OH 87:3 162-229 162-229 - -

CHCY 3/I‘1e()H 96:4 230-489 230-489 - -

CHC1 3/Me0H 95:5 490-561 490-569 43 S61ido cristalino ligera~-
mente amarillo de sabor
amargo

CHCT4/MeOH  94:6 562-612 570-577 - -

578-584 - -
585-598 - -
599-605 - -
606-612 - -
CHC13/Me0H 93:7 613-752 613-638 Mezcla de 4 pro- S61ido cristalino 1igera-
ductos mente amarillo de sabor

amargo

639-657 - -

"1y



Tabla 12. Fraccionamiento vfa cromatografia en columna de las
de 1a columna original. {Continuacidn)

fracclones 759-787

Eluyente Proporcién No Fracciones Fracciones Compuestos Observaciones
combinadas aislados adicionales

658-666 - -
667-711 - -
712-752 .- -

CHCI3/Me0H 90:10 753-787 753-787 - -

CHc13/Me0H 85:15 788-799 788-788 - -

,CHCY 5/MeOH 70:30 800-821 800-821 - -

44



Tabla 13.

Fraccionamiento via cromatograffa en columna de las
fracciones 613-638 de la Tabla 12.

Eluyente

Proporcin

Fracciones combinadas

Compuestos
aislados

Observaciones

AcOEt/MeOH/H,0

80:1:3

1- 21
22- 25
26- 28

29- 49
50~ 70

71- 84
85-114

S611do amorfo blanco, de
sabor amargo

ey



Tabla 14. Fraccionamiento vfa cromatograffa en columna de las
fracciones 788-861 de 1a columna original (Tabla 1).

Eluyente Proporcibn No. Fracciones Fraccfones Compuestos Observaciones
combinadas afslados

CHC1 3/Me0H 9:1 3- 85 3- 6 - -

7- 11 - -

12- 30 - -

31- 38 - -

39~ 59 - -

60- 63 - -
CHCI3/Me0H 85:15 89- 98 64-105 45 S61ido cristalino, de

sabor dulce
CHC]BIMeOM 80:20 99-110
. 105-110 -

CHC13/Me0H 70:30 111-153 111-153 -
CHCI3/Me0H 60:40 154-173 154-173 -
MeOH 100 174-182 174-182 -

47



Tabla 15. Fraccionamiento via cromatograffa en columna de las
fracciones 862-904 de 1a columna original (Tabla 1).

Eluyente Proporcidn to, de fracciones Fracciones Compuestos Observaciones
combinadas aislados
CHC14 100% 1- 54 1- 46 - -
47- 54 - -
CHC1 5/MeOH 95:5 55- 96 55- 96 - -
90:10 97-317 97-103 - -
104-170 - -
171-191 - -
192-219 - -
220-275
80:20 318-379 276-357 45 S61ido cristalino, de
sabor dulce
358-400 - -
70:30 380-391 401-409 - -
60:40 392-409 - -
1:1 410-420 410-420 - -
MeOH 100% 421-425 421-425 - -

1
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lares. En la Tabla 15 se resumen los sistemas de eluyentes emplea
dos, el nimero de fracciones eluidas con cada uno de ellos y las
fracciones combinadas.

De las fracciones 276-357 se obtuvieron 6.5756 g adiciona-
les del producto 45. E1 rendimiento total de 45 fué de 10.9323 g.

1.1.5 Caracterizacion de los compuestos aislados.

- Determinacién de las constantes fisicas y espectroscipicas.

Los puntos de fusidn fueron medidos en un aparato Fischer-
Jhones y no estdn corregidos. Los espectros de IR fueron regis-
trados en un instrumento Nicolet FT-IR 5X de un s6lo haz, en pas-
tilla de KBr por el sedor Alejandrq Correa de la Compafifa Negromex.

1H y de RMN13C se determinaron en un espectrd-

Los espectros de RMN
metro FTBO Varian utilizando como disolvente CDCI3 y piridina-d5 y
como referencia interna TMS.

Los espectros de masas fueron obtenidos en un aparato
Hitachi-Perkin Elmer RMVGD.

Las rotaciones dpticas se determinaron en un polarimetro

Perkin-Elmer 241.

- Prueba de Molisch para carbohidratos.

A una pequefia cantidad de los compuestos, 43, 44 y 45 se di-
solvieron en 3 ml de agua destilada, se les adicioné 1 ml de solu-
cién reactivo de a-naftol (10X en etanol); seguidamente se agrega-

" ron por 1as paredes del tubo 2 gotas de H2504 concentrado, 6bservag

dose para cada uno de ellos una coloracién violeta en la interfase



de los 1fquidos. La coloracién observada era indicativa de una

prueba posftiva para carbohidratos.

- Hidr6lisis enzimdtica con celulasa de Jos compuestos 43 y 44.

A 100 mg de 43 y 44, por senarado se adicionaron 10 ml de
agua destilada y 200 mg de celulasa (Sigma, tipe I). La mezcla se
dej6 a 36°C durante 72 horas. Al cabo de este tiempo cada una‘de
las mezclas fué sujeta a extraccicn convencional con CHC]3, para
rendir las agliconas correspondientes. Posteriormente cada una
de ellas se purificG mediante una cromatografia preparativa en ca-
pa delgada sobre silice wtilizando el sistema CHC),/MeOH (8:2).
Es de hacer notar que el término de la hidrélisis fué verificada
cromatogrdficamente utilizando el sistema II y el agente cromogéni-
co A de la Tabla 11.

En ta Tabla 16 se indican los compuestos sometidos a hidro-
1isis enzimdtica, el rendimiento de los compuestos obtenidos y sus

puntos de fusidn.,

- Determinacidn de aziicares en Tos productos de la hidrélisis enzi-
mitica de los compuestos 43 y 44.

La fase acuosa se pasé por una columna con resina intercam-
biadora de aniones (Yamada, et af, 1978} utilizando agua como elu-
yente.

La presencia de glucosa en ambos compuestos fué determinada
en el eluato obtenido anteriormente, por medio de c.c.d. en sili-

ce utilizando los sistemas VII y VIII y el agente cromogénico C

47.
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de la Tabla 11. Como patrones de referencia se utilizaron arabino-
sa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, manitol, sacarosa, sor-

bitol, sorbosa y xilosa.

- Hidr6lisis enzimdtica de 43 y 44 con 8-glicosidasa.

5 mg de 43 y 44 se agregaron en 1 ml de agua destilada con
§ mg de g-glicosidasa (Sigma, Tipo II); se incubaron a 36°C durante
72 horas. El término de la hidr6lisis fué verificada cromatografi-
camente utilizando el sistema Il y el agente cromogénico A de la

Tabla 11, rindiendo las agliconas correspondientes.

- Obtencién de 28-D-gluce-23,24-dihidro-cucurbitacina F-25-acetato (46).

280 mg de catalizador Pd-C (10% Pd, Merck), se pre-hidrogena-
ron durante 45 minutos a una presidn aproximada de 1 Kv:/cw.z‘ Al ca-
bo de este tipo se agregaron 200 mg de 44 disueltos en 120 m de
AcOEt/EtOH (1:1) (Bauer, et al, 1985); la mez¢la se hidrogend duran-
te 48 horas en las mismas condiciones antes indicacas. E1 término
de 1a reaccién fué verificada cromatogrdficamente utilizando el sis-
tema V y el agente cromogénico A (Tabla 11).

El crudo de la reaccidn se filtrd a través de una pequefia
cantidad de celita; el filtrado obtenido resulté una mezcla de 44
y del producte hidrogenado 46, La mezcla anterior se resolvid en
sus componentes, via una cromatografia preparativa en capa delga-
da de sflice, empleando el sistema V (Tabla 11) como eluyente.
Luego de eluir cinco veces y procesar 1a placa de la manera habitual

se obtuvieron 40 mg de un s6iido amorfo, 46, de color bian-

co, de sabor amargo con p.f. 115-119°C,



Tabla 16.

Compuesto

2-B-D-Blucocucurbi-

tacina B (43)

2~g-D-Glucocucurbi-
tacina F-25-acetato (44)

2-B-D-Gluco-23,24-
dihidro-cucurbitacina
F-25-acetato {46)

Hidr1isis enzimdtica con celulasa de los compuestos 43, 44 y 46.

Peso del Producto Peso del producto Punto de fusién
compuesto {aglicona) hidrotizado °C

100 mg 43a 12 mg 215-220

100 mg 44a 14 mg 205-210

40 mg 463 12 mg 192-197

“6v



Compues to

Tabla 17, Derivados acetilados de los productos cbtenidos.

Peso del
compuesto

50 mg

10 mg

60 mg

10 mg

50 mg

Derivado
acetilado

rS
o

Y
3]

43¢

o~
o

4

S
I
o

3
o
o

l

Peso del producto
acetilado

48 mg

9 mg

47 mg

10 mg

50 mg

Punto de fusi6n
o

104-106
90- 94
107-110
97-102

87- 92

05



- Obtencién de la 23,24-dihidrocucurbitacina F-25 acetato (46a).
40 mg de 46 se agregaron en 1 ml de agua destilada con 5 mg

de celulasa (Sigma, tipo I), se incubé a 36°C durante 72 horas.

El término de la reaccién fué verificada cromatogrdficamente uti-

lizando el sistema Il y el agente cromogénico A de la Tabla 11,

rindiendo 12 mg de 46a, como sélido amorfo, blanco, de sabor amar-

go, con p.f. 230-235 (ver Tabla 16).

- Preparacién de derivados acetilados.

Para formar los derivados acetilados, se empled 1 ml de
anhidrido acético y 1 ml de piridina por cada 100 mg de muestra.
En todos los casos la mezcla de reaccidn se dejé durante 24 horas
a temperatura ambiente; pasado este tiempo, a la mezcla de reac-
ci6n se le adiciond hielo (con el fin de hidrolizar el exceso de
anhidrido acético). Posteriormente se extrajo con AcOEt (2 veces)
y la fase orgdnica obtenida se lavé primero con HC) 1IN, Tuego con
una solucidn de NaHCO3 al 10%, y por Gltimo con agua destilada. La
fase orgdnica resultante se secd sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtrd y se evapord a sequedad obteniéndose asi los productos
acetilados.

En l1a Tabla 17, se indican los compuestos y sus derivados
acetilados, el rendimiento de los productos obtenidos y sus puntos

de fusién.

51.
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Reduccidn de 43 con NaBH,

A una solucidn de 30 mg de NaBH4 en 5 m! de etanol absolute, se
le adicionaron 50 mg de 43 y 10 ml de etanol. Se dejaron reaccionar
con agitacidn durante 40 minutos, verificando cromatogrdficamente el
final de la reacci6n utilizando el sistema CHC13/MEOH 8:2 y el agen-
te cromogénico B de 1a Tabla 11. ‘

Posteriormente se agregaron 5 ml de agua y se neutralizé con
HC1 al 5%; se hicieron varias extracciones con AcOEt a 1a mezcla de
reaccifn, la fase orgdnica se lav6 con agua, se seco con sulfato de

sodio anhidro y se concentrd, obteniéndose 10 mg de 44.
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Determinacidn de la actividad fasciolicida .in vitno del ex-
tracto metandlico de la Cdgarnilla mexgscana Aiello y de los com-
puestos 2-8-D-Glucocucurbitacina B (43) y 1a 2-2-D-Glucocucurbi-
tacina F-25-acetato (44).

Paralelamente al estudio fitoquimico se efectud una evaltua-
¢ibn in vitho, de la actividad fasciolicida del extracto metandli-
co de 12 planta y de los glicdsidos 43 y 44.

Estas evaluaciones fuercon realizadas con 13 Bidloga Bertha -
Sanchez del Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias, quien
conjuntamente con Ibarra. ha desarrollado una metodologia adecuada

para este tipo de evaluaciones (Ibarra, 1984, Sinchez, 1986).

1. Preparacién de las sustancias objeto de evaluacidn,

A 5 mg del extracto metandlico y de cada uno de los productos
43 y 44, se les agregé 0.1 ml de etanol puro. Llas soluciones ante-
riores se 1levaron a un volumen final de 10 ml con agua destﬂa_da.
Los dos compuestos se evaluaron por triplicado a concentraciones” -
de 50 y 10 ng/ml; el extracto metanélico se evalub también por

triplicado a concentraciones de 50 y 1%.

2. Preparacién del patrdn de referencia.
A 5 mg de un patrdn de referencia (Diamfenetida acetilado) se
agreg6 0.1 m) de etanol puro y se 1levd a un volumen final de 10 ml

con agua destilada, utilizdndose concentraciones de 50 y 10 pg/ml.

3. Como blanco, se utilizé etanol puro al 50 y al 10%.
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4. Preparaci6n del medio de cultivo RMP1 1640,
Este medio Se encontraba ya preparado; estd constitufdo de:
50% v/v de suero de ternera, 2% v/v de eritrocitos de conejo,

50 u/ml de penprocilina y 100 mg/ml de estreptomicina.

§. Preparacién del medio de activacién.
Se preparé burbujeando CO2 puro durante 5 minutos a través de

10 m! de agua destilada frfa.

6. Preparaci6n del medio de emergencia.
Se prepara con 6% v/v de bilis de bovino y 94% v/v de solucién
salina de Hanks en pH de 7.4.

7. Obtenci6n de las metacercarias recién desenquistadas.

Las metacercarias de F, hepdtica recién desenquistadas, se ob-
tuvieron colocando quistes en un frasco que contenga previamente el
medio de activacidn. Después de incubar a 37°C durante 1 1/2 horas,
por sedimentacién se lavan los quistes 2 veces con aproximadamente
2 ml de agua destilada y se afiaden 5 m1 del medio de emergencia pre
calentado, incubdndose nuevamente durante 2 1/2 horas a 37°C, Al
cabo de este tiempo la mayorfa de las metacercarias han desenquis~

tado y estdn listas para ser utilizadas en las pruebas.

7. Evaluacidn.

Las pruebas se realizaron en una campana de flujo laminar, bajo
las mayores condiciones posibles de esterilidad. Las duelas recién
desenquistadas se desinfectaron durante 1 1/2 horas, colocéndolas

para tal efecto en el medio de cultivo con 50 u/ml en penprocilina
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y 100 pg/ml de estreptomicina. Posterjormente se trasladaron con-
una micropipeta a cajas multicdmaras para cultivo de tejidos con
capacidad de 3 ml por pozo, los que previamente contenian 70% de
medio de cultivo a base de suero de ternera y medio RMPI (1:1) con
antibi6éticos (50 u/ml de penprocilina y 100 ug/ml de estreptomici-
na}, 10% de eritrocitos de conejo al 2%, 10% del medio donde se
encontraban las fasciolas (con 10 duelas por pozo) y 10% de la sus
tancia a evaluar, dando un volumen final de 2 ml por pozo. Ense-
guida se incubaron durante cuatro dfas a 37°C con 5% de COZ‘

Al cabo de este tiempo, se evalud el efecto de cada producto,
realizando las observaciones con ayuda de un microscopic invertido.
La evaluacién final consistid en apreciar en el medio de cultivo
las diferentes alteraciones sufridas por las duelas., en base a la
motilidad que presentaron los parisitos de los lotes experimenta-

les, en relacién con los parasitos de los lotes testigo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las fracciones de mayor polaridad obtenidas del extracto
metandlico de as partes aéreas de la Cigamilla mexicana Aiello
se obtuvieron dos Glucocucurbitacinas, las cuales fueron caracte-
rizadas mediante mEtodos quimicos y espectroscbpicos como: la
2-g-D-glucocucurbitacina B (43) y la 2-g-D-glucocucurbitacina F-25-
acetato {44) representando esta dG1tima un nuevo producto natural.

La discusidn de 1a elucidacién estructural de ambos compuestos
serd el objetivo fundamental de la presente seccidn.

La evaluacién de las dos Glucocucurbitacinas anteriores como
posibles agentes fasciolicidas de acuerdo al método descrito por
Ibarra, et al, (Sanchez, 1984), no proporciond resultados alentado-
res. Sin embargo, el extracto metanslico de Ta planta a concentra-
ciones de 50 y 1% resultd ser activo.

Es de hacer notar que la evaluaciGn bioldgica como fasciolicida
del extracto metan6lico de la planta y de las glucocucurbitacinas
aisladas, no se efectud siguiendo como criterio el uso popular de
1a Cigarrilla, sino mds bien debido a que paralelamente al estudio
fitoquimico la Bi6loga Bertha Sinchez gentiimente brindé l1a oportu-

nidad para efectuar dicha evaluacidn.

4.1 Identificaci6n de la 2-g-D-Glucocucurbitacina F-25-acetato (44).
El compuesto 44 se aislé al recromatografiar las fracciones
613-638 de la Tabla 12. Se obtuvo como un sGlido amorfo, de color

blanco, de sabor extramadamente amargo, con p.f. 122-127°C, dptica-



* 57,

mente activo, soluble en AcOEt y MeOH. E1 rendimiento total de es-
te compuesto fué del 0.0316% (en base al peso de planta seca).

Su férmula molecular se establecié como C38H58013 {andlisis
elemental y RMN de13c) que permite un indice de insaturacién de 10.
Sus constantes fisicas y espectroscépicas se resumen en la Tabla 18.

La solubilidad de 44 en disolventes de alta polaridad, asf como
el resultado positivo de una prueba de Molisch sugiricron su natura-
leza glicosfdica. La hidrdlisis enzimitica de una pequeia cantidad
del producto natural con celulasa y B-glicosidasa, confirmd lo ante-
rior ya que al analizar cromatogrificamente los productos de la reac
citn, & detecté a la glucosa como dnico azdcar presente y a upa sus-
tancia de menor polaridad que 1a materia prima.

Por tratamiento con piridina y anhidrido acético, en las condiﬁ-
ciones habituales, se obtuvo el derivado heptaacetilado (44b}.

£l espectro IR de 44 (Espectro E-1) mostrd bandas caracterfis-
ticas para grupos hidroxilo (3425 cm_l), carbonilo de éster (1721
cm—l). cetona conjugada (1691 cm-l) y doble Tigadura conjugada
(1630 en™1).

by

Como se puede apreciar en la Figura 12, el espectro de RMN
en Py-d5 permitid detectar tan s6lo en forma clara, la presencia
en 1a molécula de un grupo acetato (5=1.88) y de varios metilos

terciarios.



Tabla 18, Constantes ffsicas y espectroscSpicas de la 2-a-D-pluco-cucurbitacina
F-25-acetato {44) y su derivado acetilado {41b).

43_4_
p.f. 122-127°¢C
Ladp + 5.5 (MeOH)
1R ,tg; ! 3438, 2974, 2929, 2879, 1733, 1689, 1630, 1462, 1372, 1264,
ow 1127, 1080, 1058, 1624, 990
WO~ 0 RUNTH 0.99 (s, 3H, Me-), 1.06 (s, 3H, Me-), 1.12 (s, 3H, Me-),
HO (80MHz,  Py-dg, §) 1.30 (s, 3H, Me-}, 1.38 (s, 3H, Me-}, 1.46 (s, 64, Me-),
1.52 (s, 3, Me-), 1.88 (s, 3 Ac-), 2.67 (d, Jel2iiz, 1N,
o1 H-12), 2.70 {d, Ja7Hz, 1H, H-17}, 3.04 (d, Jel2Hz, IH, H-12),
3.23 (m, 2H H-6), 3.43-5.25 (m), 5.62 (m, 1M, H-6), 6,60
{d, J=16Hz, I H-23), 7,15 (d, J=16Mz, 1H, H-24)
rnt e 213 (s, C-11), 204,09 (s, €-22), 169.76 (s, C-Ac), M9 (d,
(80Miz, Py-dz, ¢) c-24), 141.74 (s, C-5), 122.49 (d, C-23), 119 (d,C-6}, 106.2

(d, C-1'), 83.16 {d, C-2), 80.53 {d, C-3), 79.81 (s, C-20),
79.65 (s, C-25), 78,39 (d, C-3'), 78.2 {d, C-5'), 75.79 (d,
¢-2'), 71.57 (4, C-4'), 70.84 (d, C-16), 62,71 (t, C-6'),



Tabla 18. Constantes fisicas y espectroscdpicas de la 2-p-D-gluco-cucurbitacina
F-25-acetato (44) y su derivado acetilado (44b). (Continuacién).

Andlisis elemental

a“u

59,5 (d, C-17), 51,03 (s, C-14), 49.11 (s, C-13), 48.87 (t,
€-12), 48.54 (s, C-9), 46.27 (t, C~15), 42.51 (s, C-4}, 34.31
(t,c-1), 33.22 (d, C-8), 29.93 (c, C-29),

26.64 (c, C-26), 26.18 (c, C-27), 22.31 (c, C-21), 24.20 (t,
¢-7}, 22.21 (c, C-Ac), 21.74 (c, C-28), 20.35 (e, C-30),
20,28 (c, C-18), 19.04 (c, C-19), 43,24 (c, C-10).

C1aH5e0 3
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Tabla 18, Constantes ffsicas y espectroscépicas de la 2-g-D-Gluco-cucurbitacina
F-25-acetato (44) y su derivado acetilado (44b).

p.f.

Kor _ -1
1R cm
Ac max
Rl

{80Mi2, COC1 5, 5

Acl
Ae

b

107-110°C

3452, 2976, 2939, 1742, 1695, 1630, 1433, 1371, 1241, 1176,
1129, 1040, 983

0.97 {s. 6H, H-18 y H-30), 1.09 (s, 3H,H-29), 1.20 (s, 3H,
H-28), 1.25 (s, 3M,H-21), 1.39 (s, 3, H-19), 1.55 (s, 6H,
1-26 y H-27), 1.84 (s, 3, H-Ac), 1.95 (s, 3H, H-Ac), 2.03

(s, 3, H, Ac), 2,67 (d, J=7Hz, 1H, H-17}, 2.65 (d, 14, JaldHz,
H-128), 3.20 (d, J=1dHz, 14, H-12a), 4.20 (m, 2H, H-6'),

460 {d, Je7Hz, H-1'}, 4.6 (d, J=10Hz, 14, H-3), 5.67 {m,

1K, H-6), 6.35 (d, J=16Hz, 1K, H-23), 7.12 (d, d=i6Hiz, IH,
H-24), 2.00 (s, 6H), 2.10 (s, 34}, 2.11 (s, ).

09
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Figura 12. Espectro de RN'H de 44 en Py-dg.

E1 espectro de rin3c (Espectro E-2) mostrd resonancias para 38
carbonos, y permitié por una parte confirmar la naturaleza glucosidi-
ca del compuesto y por la otra, establecer que el producto natural
era el acetato de una sustancia, altamente oxigenada, que poseia
ademds una doble ligadura disustituida y otra trisustituida.

Las observaciones que permitieron concluir 1o anterior fueron
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las siguientes:

a) Las resonancias a § 106.2, 78.39, 78.20, 75.79, 71.57 y 62.71,

b

c

d

e

f

)

)

-~

—

~—

eran fdcilmente asignables a la B-D-glucosa, de acuerdo a la com-
paracifin con modelos previamente descritos en la literatura
(Laurie, 1985, Yamada, 1978).

AS§ 169.76 y § 22.21, se observaron las sefiales caracteristi-
cas de un grupo acetato.

A campo alto se observaron sefales para ocho metiles (8§ 29.93,
26.64, 26.18, 25.31, 21.74, 20.35, 20.28 y 19.04).

En 1a zona donde resuenan los carbonos unidos a oxigeno, ademds
de las sefiales correspondientes a la glucosa, se observaron sefa-
les para cinco carbonos base de oxfgeno: tres de ellos (5 83.16,
80.53 y 70.84) de acuerdo a la multiplicidad observada debfan
corresponder a funciones oxigenadas secundarias y los otros dos

a carbonos oxigenados terciarios (6 79.81 y 79.65).

En Ta regi6n de los carbonos oleffnicos se observaron tres doble-
tes a & 149.97, 122.49 y 119.00, asf como un singulete a 4
141.40.

Estas sefales correspondfan en concordancia con la multiplicidad
y €1 desplazamiento quimico a una doble ligadura disustituida
a,B-insaturada (6 149.97 y 122.49) y a una doble ligadura tri-
sustituida (5 141.40 y 119.00).

Por arriba de § 200 se observaron dos singuletes caracteristi-
cos del carbonilo de una cetona «,p-insaturada en un caso (&
204.09) y de una cetona en anillo de 6 miembros en el otro (¢
213.00).



g) Las restantes 11 sefiales correspondian a singuletes, dobletes y
tripletes atribuibles a carbonos cuaternarios, metinos y metile-

nos respectivamente.

Como se menciond previamente la férmula molecular establecida
permitia un indice de insaturacién de 10 y requerfa 13 oxigenos.

13C se

De la informacién estructural obtenida del espectro de RMN
satisfacian 6 de las 10 insaturaciones permitidas. Por otra parte,
de los trece oxigenos, dos correspondfan a funciones cetfnicas, dos
a un grupo acetato, cinco al azdcar, uno al enlace 0 glicosidico y
dos a funciones carbinlicas secundarias de acuerdo a los resulta-
dos de la acetilacién, restando tan sélo un oxfgeno por asignar.

Las cuatro insaturaciones y el oxigeno faltante, podfan enton-
ces corresponder a una estructura tetraciclica y a un alcohol ter-
ciario, respectivamente. La estructura tetraciclica en cuestidn,
debido al alto nimero de metilos y al nimero de carbonos de la par-
te aglicona, encajaba perfectamente con la de un triterpeno tetra-
ciclico.

E1 andlisis del espectro de RMN1

H del derivado heptaacetilado
44b (Espectro E-4), cuyas constantes fisicas y espectroscépicas se
indican en la Tabla 18, verificé por una parte, la presencia en la
molécula de una sola unidad de glucosa y de dos funciones carbing-
licas secundarias, ya que se observaron siete sefiales para grupo
acetato a ¢ 1.84, 1.95, 2.00, 2.03, 2.10 y 2.11. Cuatro de es-

tas sefiales correspondfan al az{car acetilado, dos a las funciones

carbindlicas secundarias, y la (1tima se encontraba ya en la molé-

63.
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cula original.

Por otra parte, se reconfirmd la presencia de la doble ligadu-
ra trisustituida ya que a § 5.67 se observd uh multiplete atribui-
ble a un prot6én vinilico y se determind inequivocamente que la doble
Hoadura disustituida era trans, ya que a § 6.35 y 7.12 se obser-
varon dos dobletes (J=16Hz) caracteristicos de un sistema AB de una
doble ligadura trans disustituida (Ver Figura 13).

Este espectro mostré también varias sefiales para metilos y las
sefiales correspondientes a los protones base de los acetatos. De
estas Oltimas s610 eran facilmente distinguibles el multiplete ca~
racteristico del metileno {H-6') del azdcar, que aparecia a §

4.20. Finalmente se observd un doblete (J=7Hz) a § 4.60 atribuible
al proton anomérico. Tanto la zona oleffnica como la regiGn de pro

tones base de funciones oxigenadas se ilustran en la Figura 13.

Figura 13. Regidn olefinica y de protones unidos a funciones oxige~
nadas del espectro de RMNIH del derivado acetilado 44b.
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A fin de determinar la naturaleza de la aglicona del compuesto
44, se hicieron varios intentos de hidr6lisis dcidas bajo diferentes
condiciones (Kupchan, 1971-1973; Yamada, 1978); sin embarge, en nin-
guno de los casos se logrd separar producto alguno, ya que aparente-
mente bajo las condiciones de hidrélisis el producto se descomponfia.

En vista de los resultados anteriores se procedid a efectuar
una hidrélisis enzimdtica con celulasa de una mayor cantidad del
producto 44 tal como se describif en la parte experimental. Esta
hidré1isis permitié la separacién de la aglicona 44a cuyas caracte-
risticas se indican en 1la Tabla 19, y de la glucosa. El azicar
fué caracterizado cromatogrdficamente utilizando los sistemas cro-
matogrdficos VII y VIII, y como agente revelador "C" (Ver Tabla 11).

E1 andlisis de los espectros de masas de la aglicona (Espectro
E-5) y de RMNlu (Espectro £-6) de su derivado acetilado {44c), per-
mitid concluir que el esqueleto base de 44a era el de un triterpeno
del tipo cucurbitano.

La informacidn del espectro de masas de 44a que sustentd la
conclusidn anterior se resume en la Figura 14 y los aspectos mds
importantes fueron los siguientes:

a) La presencia de un i6n a m/z 96 (CGHBO. pico base), que resulta
de Ta ruptura del enlace 20-22 con la simultdnea migracién de
un protdn del hidroxilo en C-20 y pérdida del sustituyente en
C-25.

Este fragmento es caracteristico de cucurbitacinas que presentan

una doble Tigadura entre 23 y 24 y resulta de gran utilidad pa-



Tabla 19, Constantes fisicas y espectroscépicas de 1a Cucurbitacina F-25-acetato
(442) y su derfvado acetilado (44c).

p.f.
KBr -1
KR max 7

EMIE
m/z (%)

nite
(90Mz, COC1y, o)

AcQ

EMIE
n/z (2)

re0”

44a

205-210°C

3220, 2980, 2932, 1725, 1690, 1650, 1450, 1371, 1262, 1180,
1125, 1085, 1030

500 (M-60, 1,2), 482 (0.8), 457 (0.7), 405 {1.3), 387 (12),
369 (11), 113 (18.4), 112 (13), 111.1 (19.1), 96.3 (100),
43,1 (38.1)

44c

0.99 {5, 3H, H-18), 1.04 (s, 3H, H-30}, 1.08 (s, 3H, H-29), 1.21
(s, 34, H-28), 1.24 {s, 3H, H-21), 1.40 (s, 3H, H-19), 1.56 (s,
3H, W-27), 1.84 (s, 3H, H-Ac), 1.97 (s, 34, H-Ac), 2.02 (s, M,
H-Ac), 2.04 (s, 3H, H-Ac), 2.,6-2.75 (m), 3.20 {d, IH, J=14kz,
H-12), 4.24 (s, 1H, OH), 4.66 {d, 1M, J=10ilz, H-3), 4.93 (dd,
1H, J=10.5Hz, H-2), 5.15 (t, J*7Hz, H-16), 5.73 (m, 1H, H-6},
6.43 (d, J=1542, H-23), 7.14 (d, 1H, J=15Hz, H-24)

627 (M-60+1, 11), 567 (50), 507 (81.4), 447 (100}, 133 (56.4)

"99
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Figura 14. Fragmentos mds importantes del espectro de masas de 44a.
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ra determinar finalmente 1a estructura de 1a cadena lateral de un
cucurbitano.
En e] caso especifico de la aglicona 44a debia corresponder a la

de la estructura parcial que se indica en la Figura 15.

Figura 15. Estructura de la cadena lateral del compuesto 44.

b) E1 i6n a m/z 405 [ (M-155), C24H3705],resu1tante también de un
rompimiento entre el enlace C-20 y C-22, pero sin transferencia
de hidrogeno, permitid concluir que en C-25 se encontraba un
acetato terciario y en €-20 un hidroxilo terciario. La ubica-
cidén de un hidroxilo terciario en C-20 confirmaba inequfvocamen-

13¢ 4an

te 1a informacion proporcionada por el espectro de RMN
glicésido en relacion a la naturaleza de los diferentes carbonos
base de oxigeno. Por otra parte, Ta pérdida consecutiva de dos
moléculas de agua a partir del i6n a m/z 405 para originar los
fragmentos a m/z 387 (C24I|3504) y 369 (C24513503) es caracteris-
tico de los espectros de masas de varias cucurbitacinas trihidro-

xiladas en la parte tetraciclica de la molécula (Kupchan, et at,

1970).



c) Finalmente, otro pico diagnfsticamente importante se observé a

m/z 111 (C7H110). £1 origen de este i6n no es claro y puede ori-

ginarse por la migraci6n del metilo en C-20 a C-22 con la conse-
cuente fusién del enlace 20-22 y la pérdida del sustituyente en

C-25. (Kupchan, et a&, 1970; Rice, et af, 1981; Duncan, et al,

1968).

En relacifn al espectro de RMNIH (Espectro £-6) cabe hacer no-
tar que este fué un tanto similar al del glicGsido acetilado 44b,
difirfendo en la ausencia de las sefiales del aziicar, y por lo tanto
permitfa obtener una informacién més ciara acerca de la aglicona,
Los aspectos mis importantes de este espectro fueron los siguien-
tes:

a) A campo alto se observaron sefiales para ocho metilos a 6 0.99,
1.04, 1.08, 1,21, 1.24, 1.40 y 1.56.

b}y A& 1.84, 1.97, 2.02 y 2.04 se observaron cuatro sefales para
acetato, es decir tres menos que para el glicdsido.

c) A& 2.65 se encontraba el doblete (J=7Hz) caracteristico para
el H-17 de la estructura tipo.

d) A s 3.20 se encontraba una de las sefales dobles (J=12Hz) del
sistema AB que conforman los protones H-12 y H-12'; estos proto-
nes de acuerdo al desplazamiento quimico y en base a considera-
ciones biogendticas debfan ser vecinales a un grupo ceto ubicado

en C-11.

~—

e

tén y que desaparecia al registrar el espectro con DZO'

A 5 4,24 se observé una sefial simple que integraba para un pro-
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f)ASs 4.66, 5 4.93y & 5.15 se encontraban una sefial doble

(J=10Hz), otra doble de duble (J=10,5Hz) y un triplete respec-
tivamente, asignables a tres protones base de &steres secunda-
rios. E1 valor de J de 7Hz para el triplete centrado en § 5.1
sugirié que este debfa corresponder a H-16. También el patrén
de acoplamiento observado para las otras dos sefiales permitid
inferir que estos protones estaban mutuamente acoplados y que

por lo tanto eran vecinales.

La Gnicas posiciones factibles para la ubicacién de estos dos
protones vecinales eran 1a 2 y la 3, con una esteroquimica « y

B respectivamente. Esta regitn del espectro se ilustra en
la figura 16,

5.15 4.93 4.66
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Figura 16. Regidn de los protones base de éster de la aglicona del

compuesto 44.



g) A 6 5.73 se observd el multiplete del protén vinflico trisus-
tituido que de acuerdo a la comparacibn con modelos adecuados
es atribuible a H-6.

h) Finalmente, se observé el sistema AB caracteristico de los pro-

tones H-23 y 24 a & 6.43 (d, J=15Hz) y & 7.14 (d, J-15Hz).

La presencia en el espectro de cuatro sefiales para metilo de
acetato y tan solo tres protones base del &ster indicaba en con-
gruencia con los resultados del espectro de masas que uno de los
acetatos era terciario. AsT mismo el sinqulete a & 4.24 intercam-
biable con 020 confimaba Ta asignacién del hidroxilo terciario en
c-20.

Resumiendo entonces 1a aglicona era un triterpeno de tipo
cucurbitano, con una cadena lateral como la indicada en la Figura
15, una doble ligadura entre C-5 y C-6, un grupo ceto en C-11 y
con tres funciones carbindlicas secundarias, una de ellas en la
posicion 16 y las otras dos en las posiciones 2 y 3.

En base a la informacidon anterior la estructura de la aglico-
na correspondia a 1a de la Cucurbitacina F-25-acetato. La compro-
bacidn inequivoca de que este era el caso, se logrd al comparar
el producto obtenido de 1a hidrdlisis del dihidro derivado del
glicésido 44, con una muestra auténtica de la 23,24-dihidrocucur-
bitacina F-25-acetato. Tanto el producto de hidrglisis del gli-
c6sido reducido, asi como su derivado acetilado (46b) resultaron
idénticos en todos sus aspectos a la 23,24-dihidro-cucurbitacina

F-2b-acetato y a su derivado acetilado respectivamente.
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En 1a Tabla 20 se resumen las caracterfsticas fisicas y espec-
troscipicas de ambos compuestos (46a y 46b).

Como se puede apreciar en el espectro de RMNlH del derivado
acetilado 46b, era casi idéntico al de la aglicona acetilada 44a,
difiriendo fundamentalmente en la ausencia de las sefiales para el
sistema AB de la doble ligadura de Ta cadena lateral. Como se pue~
de apreciar en la Figura 17 la regién de los protones base del

éster de 46b, era pricticamente igual a la de 44 acetilada.

ppm  5.70 5,07 4.61 3.20
4.90

N SO L L N A0 LI .
6 5 q

Figura 17. Regién de protones base de funciones oxigenadas de la
23,24-dihidro-cucurbitacina F-25-acetato.
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Constantes fisicas y espectroscdpicas de la 23,24-dihidro-cucurbitacina
F-25-acetato (46a) y su derivado acetilado (46b).

p.£.

E“]D

uy MeOH

max ™ {109)

KBr -1
IRy om

RN
(COCY 1-0M50-dg, ¢)

riantde
{C0C1 5-He0D, 8)

_46a

231-232°C

s + 47 (MeOll)

206 (3.769), 228 (2.684), 284 {2,431)

3562, 3451, 3409, 2983, 1708, 1694, 1452, 1372, 1280, 1022

0.85 (s, 34, H-18), 0.90 (s, 3H, K-30), 1.01 (s, 3K, H-29),
1.12 (s, I, H-28), 1.24 (s, M, H-21), 1,34 (s, 3H, H-19},
1.40 (s, BM, H-26 y H-27}, 1.90 (s, 3, H-Ac), 2.77 (d,
J=7Hz, IH, H-17), 3.09 (d, J=15Hz, 1H, H-12}, 3.30 (d, J=15Hz,
14, H-12'), 3.50 {m, H-3), 3.75 (bs, OH), 4.12 {m, H-2), 4.22
(dd, J=7Hz, 14, H-16), 5.63 {bd, J=5.5Hz, IH, H-6}

214,10 (s, C-22), 213.00 (s, C-11), 170.71 {s, C-Ac), 140.80
(s, C-5), 116.70 (d, €-6), 81,60 (s, C-25), 80.43 {s, C-20),
79.06 (d, €-3), 70.33 (d, €-16), 70.12 (d, C-2), 57.60 (d,
c-17), 60,36 (d, C-14), 48.45 (¢, C-12), 48,29 (s, C-9), 47.87
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Tabla 20, Constantes fisicas y espectrosclpicas de la 23,24-dihidro-cucurbitacina
F-25-acetato (46a} y su derivado acetilado (46b). (Contfnuacidn}.

EMIE
m/z {%)

a6a

(s, C-13), 45.15 (t, C-15), 42.58 (d, C-8), 41.69 (s, C-4),
34,55 (t, C-24), 33.65 (d, C-10), 32.86 {t, C-1), 30.74

(t, C-23), 25.57 (¢, C-27), 25.36 (c, C-26), 24.19 (c, C-21),
23.40 {t, €-7), 21.71 {c, C-Ac), 21.13 (c, C-28), 19.65, {c,
c-30), 19.28 (c, C-18), 18.53 (c, C-19)

502 {2, M-60), 484 (6, M-60-18), 405 (32), 387 (40), 369
(28), 351 (10), 157 (20), 113 (65.6), 87 (100), 69 (68.4),
43 (78.8)
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Tabla 20. Constantes ffsicas y espectroscépicas de la 23,24-dihidro-cucurbitacina
F-25-acetato (46a) y su derivado acetflado (46b). (Continuacién).

KBr -1
IR max ™
RN
(coct g, &)

46b

3430, 2975, 1739, 1698, 1369, 1249, 1627

0.85 s, ), 1.01 (s, M), 1,05 (s, 3H), 1.20 (s, GH), 1.37
(s, 3H), 1.92 (s, 34), 1.45 (s, 3H), 1.90 (s, 3M, H-Ac), 1.95
(s, 6H, H-Ac), 2.02 (s, 3, H-Ac), 2.65 (d, J=7Hz, K~17), 2.60
{d, Jdel5iz, H-12), 3.20 (d, J=15Hz, H-12'), 4.2 (s, IH, OH-20),
4.61 (d, J=10Hz, H-3), 4.90 (dd, J=10,6Hz, H-2), 5.07 (dd,
Ja7Hz, H-16), 6.76 (bd, J«5.5Kz, H-6).
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Figura 18, Patrdn de fragmentacidn de la 23,24-dihidro-cucurbitacina F-25-acetato.
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El espectro de masas de 46a era también similar al de 44b y
diferia bdsicamente en 1a ausencia del pice a m/z 96, y en la pre-
sencia de iones intensos a m/z 113 y 87. En la Figura 1B se ilus-
tra el patrdn de fragmentacidn de la 23,24-dihidrocucurbitacina
F-25 acetato.

A este punto de la discusidn tan sblo restaba por establecer
la posicibn de unidn de 1a 8-D-Glucosa a 1a Cucurbitacina F-25-
acetato. La unidn glicosidica podia ser en cualquiera de las tres
funciones carbindlicas secundarias de la aglicona {OH en C-16, en
C-2 o en C-3).

En principio 1a unidn con el hidroxilo de C-3 se descarté de-
bido a que el desplazamiento quimica observado para el doblete
correspondiente a H-3 cra casi iqual en el glicésido acetilado y
en la aglicona acetilada & H3 {aglicona) 4.66 y & H3 (glicé~
sido) 4.61. Para discernir entre las posiciones 16 y 2, se
realizaron experimentos de desacoplamiento en el glicdsido y el
razonamiento perseguido era,por una parte, irradiar la zona donde
se ubicaba H-17 (& 2.5-2.75), y observar alguna modificacién en-
tre 4.75 y 5.25, donde debfa aparecer H-16, si la uni6n glicosi-
dica no se establecia con el hidroxilo en 16. Por la otra, irra-
diar entre 3.75 y 4.0 {donde debia resonar el protdn base del
0 glicésido) y observar en la zona comprendida entre 5 4.5 y
5.25, donde resonaban los restantes protones base de funciones
oxigenaks de la parte aglicona.

En el primer caso, es decir al irradiar en 5§ 2.67 se observé
que el multiplete entre 4.75 y 5.25 se modificaba, 1o cual suge-

ria que posiblemente 1a unién glicosidica no era con el OH en 16.
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En el segundo caso, al irradiar entre § 3.75 y 4.0 se observé
que 1a sefal doble asignada al H-3 se simplificaba, observindose
claramente el doblete para el protdn anomérico. Este experimento
claramente indicd que la unién glicosidica debfa ser con el hidro-
xilo en 2. Los experimentos de desacoplamiento se ilustran en la
Figura 19.

La reduccidn con NaBH4 de 1a Arvenina I (43) glicdsido obteni
do también en este estudio, permitié obtener un compuesto idéntico
a 44 en todos sus aspectes, confirmando inequivocamente que la
unién glicosidica se establecfa a través del hidroxilo en 2.

En base a la discusifn anterior se concluyd que el compuesto
44 era la 2-g-D-glucocurbitacina F-25-acetato, el cual no ha sido
previamente descrito, y por 1o tanto es un nuevo producto natural.
Este compuesto no presenté actividad fasciolicida a concentracio-
nes de 50 y 10 ug/ml al ser evaluado como se indicd en la seccién

experimental.

4.2 Identificacién de la 2-p-D-glucocucurbitacina B (43).

E1 compuesto 43, se aislé al recromatografiar las fracciones
759-787 de la columna original, seglin se indicd en la seccidn ex-
perimental. Se obtuvo como un sGlido cristalinc, ligeramente ama-
rillo, de sabor extremadamente amargo, con p.f. 137-140°C, dptica-
mente active, soluble en AcOEt y MeOH. El rendimiento total de

este compuesto fud de 0.1120% {en base al peso de planta seca).
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Figura 19, Experimento de desacoplamiento para 44b y 43b.
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Su férmula molecular se establecis como CSBHGUOIB‘ que permite
un fndice de insaturacidn de 10.

Las constantes fisicas y espectroscépicas de 43 se resumen en
1a Tabla 21.

E1 sabor extramadamente amargo, una prueba positiva de Molisch,
1a susceptibilidad a 1a hidr6lisis enzimdtica y la similitud de los
pardmetros espectroscopicos con aquellos del 44, permitieron inferir
a prioni que también el combuesto 43 era un glicocucurbitano.

E] Espectro de IR (Espectro E-11) mostrd las mismas bandas de

I

absorcién que el del comnuesto 44. Igualmente el espectro de RMN
en Py-ds (Espectro E-12) era semejante, observéndose también sefiales
para ocho metilos y una sefial para acetato.
El espectro de RMN13C (Espectro E-13) mostrd resonancias para
38 carbonos y también indicd claramente 1a presencia de glucosa
(6 104.08, 78.3, 78.00, 75.70, 71.4, 62.6), de una doble ligadura
trisustituida (6140.8 y 12050) y de otra disustitufda {s 150.1
y 122.52), de un acetato (& 170 y 20.28) y finaimente de tres
grupos ceténicos (6§ 212.7, 211.2 y 204.2).
Este espectro diferia fundamentalmente con respecto al del com-
puesto 44 en lo siguiente:
a) A campo bajo (& 211.2) se observé una sefial adicional correspon
diente a un grupo carbonilo de cetona.
b) En la zona donde absorben los carbonos unidos a oxigeno se obser-
v6 una sefial menos que para el compuesto 44. La resonancia fal-

tante era para un carbono secundario.



Tabla 21, Constantes fisicas y espectroscépicas de la 2-g-D-gluco~cucurbitacina B
(43) y su derivads acetilado (43b}.

p.f.

Kor -1
IR oy &

R

{80 Mz, Py-ds. 8)

a3
(80Mnz, Fy-d, o)

Andlisis elemental

a3
137-140°C

3125, 2977, 2925, 1721, 1691, 1630, 1464, 1372, 1263, 1127,
1079, 989

{Ver tspectro 12)

212.7 (s, C-11), 2112 (s, C-3), 204.2 (s, C-22}, 170 (s, C-Ac),
150.1 (d, €-24), 140.8 (s, C-5), 122.52 (d, C-23), 120.50 (d,
c-6), 104.08 (t, c-1'), 79.8 {s, C-20}, 79.7 (s, C-25), 78,50

(d, C-2}, 78.3 (d, C-3'), 78.00 (d, C-§'), 75.70 (d, C-2'}), 71.4
(d, €-4'}, 70.7 (d, C-16), 62.6 {t, €-6'), 59.70 (d, C-17), 51.5
(s, €-14), 50.9 (s, C-13), 49.1 (t, C-12), 48.8 (s, €-9), 48.5
{s, C-4), 46.32 (t, C-15), 42.9 (d, C-10}, 35.17 (d, C-8), 34.3
{d, C-1), 26.68 (c, C-29), 26.5 (c, C-27), 26.75 {c, C-26), 25.47
(c, £-78), 24,20 (t, C-7), 21.7 {c, C-18), 20.4 (t, C-19), 20.28
(s, C-Ac), 19.90 (c, C-21), 1B.86 (c, €-30)

C3a''60013
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Tabla 21,

Constantes ffsicas y espectroscdpicas de la 2-8-D-gluco-cucurbitacina B
{43) y su derivado acetflado (43b). (Continuacién),

p.f.

1R KBr ot

max cn

wavy
(80 iz, COCT4, 6)

a3
104-106°C

3460, 3417, 2980, 2932, 1759, 1695, 1630, 1464, 1371, 1226,
1176, 1129, 1102, 1040, 982

1.04 (s, 3, H-18), 1.09 (s, 3H, H-30), 1.26 (s, 3H, K-29),
1.30 (s, 6H, H-21 y H-2B), 1.42 (s, 34, H-19), 1.54 (s, 6H,
H-26 y H-27}, 1.88 (s, 3H, Ac-16); 2.05 (s, OH, Ac), 2.32

{s. 3, Ac}, 2.67 (d, J=12Hz, 1H, H-12), 2.77 {d, J=7Hz, IH,
H-17}, 3.27 (d, J=12iz, 14, H-12'), 3.65 (m, IH, H-5'), 4,16
(m, 2H, H-6'), 4.51 (dd, J=i2,6Hz, IH, H-2), 4.67 (d, Je7Hz,
1H, H-}'), 4.85-5.35 (m, H-16, H-2', H-3', H-4'), 5.67 (m, IH,
H-6), 6.32 (d, J=16lz, 1H, K-23}, 7.02 (d, J=16Hz, 1H, H-24).
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La acetilacién de 43 en condiciones habituales permitio obte-
ner el derivado hexaacetilado (43b), cuyas constantes ffsicas y es-
pectroscépicas se resumen en la Tabla 2). La obtencidn de este de-
rivado, aunado a la presencia de una sefial adicional en la regidn
de los carbonilos y a la ausencia de una sefial para un carbono se-
cundario unido a oxigeno en el espectro de RMNIac de 43,en compa-
racidn con el espectro de 44, sugirieron que uno de los hidroxilos
de 44 se encontraba como grupo ceto en 43. A juzgar por los des-
plazamientos quimicos de los singuletes & 28.68 y & 18.86 el grupo
ceto debia estar en la posicidn niimero tres del esqueleto base,

El espectro de RMNlH del derivado acetilado 43b {Espectro E-15)
confirmé tambi&n como en el caso del compuesto 44 la presencia de:
a) Una sola unidad de glucosa ya que se observaron tres sefiales que

integraban para los 15 protones correspondientes a sus grupos -
acetato (6 1.88, 2.05y 2.12): cuatro correspondian al azdcar,
uno a una funcidn carbindlica secundaria y el Gltimo que se en-
contraba ya en la molécula original.

b

—

Una doble ligadura trisustituida (§ 5.67).

c

~—

Una doble ligadura conjugada trans disustituida (& 6.23 y 7.02,
J=16Hz) .

A diferencia del compuesto 44 y como se puede observar en la
Figura 19, la zona entre ¢ 4.5 y 5.25 era menos compleja, observin-
dose claramente a 6 4.51 una sefial doble de dobles (J=10,5Hz) facil-

mente asignable a H-2. Asf mismo a 6 4.5]1 se encontraba la sefial



a4,

correspondiente al protdn anomérico.

La hidrGlisis enzimdtica con celulasa y g-glicosidasa confir-
maron la naturaleza p-glucosidica de 43; al igual que en el caso
anterior 1os diferentes intentos de obtener la aglicona mediante
una hidrélisis dcida no fueron satisfactorios. Al analizar croma-
togrdficamente Tos productos de 1a hidrdlisis enzimdtica, se pudo
detectar a 1a D-glucosa como {(inico azidcar presente y a la aglicona
correspondiente., Esta Gltima se separd del crudo de la reaccidn
tal como se indicé en la seccién experimental. Se obtuvo como un
sGlido cristalino de p.f. 215-220°C; sus constantes fisicas y es-
pectroscépicas se resumen en la Tabla 22.

El andlisis del espectro de masas {Espectro E-16) de la agli-
cona confirm6 inequivocamente que su estructura base era la de un
cucurbitano, ya que se observaron fragmentos a m/z 96 {pico base),
111 y 113 como en el caso de 1a aglicona de 44.

Otros fones importantes se observaron a m/z 403 [ CpyH:04(0.6 ]
y m/z 385 [ Coqlz305, 403-Hy0 (0.57. E1 fragmento a 403 al igual
que el fragmento observado a m/z 405 para 44, resulta de la pérdida
de la cadena lateral, por ruptura entre C-20 y C-22. Las dos uni-
dades de masa menos es consistente con la presencia de un grupo ce-
to, en lugar de uno de los hidroxilos de la aglicona 44a.

Cabe hacer notar que la informacidn proporcionada por el espec-
tro de masas era indicativa de una cadena lateral idéntica a la de
a4,

Por tratamiento con anhidrido acético y piridina de 1a aglico-



na 43a, se obtuvo el derivado triacetilado (43c), cuyas constantes

fisicas y espectroscépicas se resumen en la Tabla 22. El espectro

RMNIH {Espectro E-17) resulté similar al de la aglicona 44a, difi-

riendo en los siguientes aspectos:

a) A campo alto se observaron seffiales para ocho metilos a & 1.01,
1.09, 1.24, 1.30, 1.41 y 1.56, en tanto que para 44 se observaron
a 60,99, 1.04, 1.08, 1.21, 1.24, 1.40 y 1.56.

b) A 6 1.85, 2.01 y 2.13 se observaron tres sefiales para acetato,
una menos que para 44a.

c) En la zona donde resuenan los protones de ésteres solo se obser-
v6 el triplete {J=7Hz) caracteristico para H-16 y un doble de
dobles a & 4.51, consistente con 1a ubicacién en C-3 de un grupo

ceto. Esta zona se ilustra en la Figura 20.

£n base a la informacién anterior se concluyé que l1a aglicona
era la cucurbitacina B.

Para establecer la posicidn de unidén de aziicar, la compara-
cidn de los espectros de RMN del alic6sido acetilado y de la agli-
cona acetilada fué de gran ayuda. Como se puede observar en 1a
Figura 21 la sefial atribuible a H-2 aparecid en el glicdsido ace~
tilado a ¢ 4.51 en tanto que en la aglicona acetilada se observd en
§ 5.45.

Este efecto paramacnético observado para la sedal H-2 era con-
sistente con 1a unidn del aziicar en 1a posicién 2 de la aglicona.

En base a la evidencis anterior se identificé al compuesto 43
como la 2-8-D-Glucocucurbitacina 8 (Arvenina 1), la cual habfa sido

previamente aislada de Ya Anagallds anvensis, Primulaceae (Yamada,
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Figura 20. Regién de protanes base de éster de 1a aglicona del
compuesto 43,
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Tabla 22. Constantes fisicas y espectroscOpicas de 1a cucurbitacina B (43a)
¥ su derivado acetilade (43c).

p.f.

wm KBro g1

max "

EMIE
nfz {%)

witH
(BOMHz, COC14, 3)

EMIE
(m/z (%)

43

3846, 3411, 3222, 2976, 2926, 1719, 1628, 1459, 1257, 1195,
1126, 1091, 1056, 1022, 986

498 (M-60, 1.4), 455,3 (0.6), 385 (0,5), 369 (0.4), 367 (0.4),
113 (10), 112 (14.1), 111,2 (15.6), 96 {100}, 43 {22.9)

a3

1.01 (s, 3, H-18), 1,09 (s, 3, H-30), 1.24 (s, 3H, H-29),
1.30 (s, 6H, H-21 y H-28), 1.41 {5, 34, H-19), 1.56 (s, 6H,
H-27 y H-26), 1.85 (s, 3H, H-Ac-16), 2,01 (s, M, H-Ac-25),
2.13 (s, M, H-Ac-2), 2.67 (d, J=12Hz, IH, H-12), 2.77 (d, LK,
H-17), 3.25 (d, IH, Je12Hz, H-12'), 5.15 (t, J=7Hz, IH, H-16),
5.45 (dd, J=10,60z, 1H, H-2), 5.75 (m, 1H, H-6), 6.37 (d,
J=16Hz, 1H, H-23), 7.12 {d, J=16Hz, 1H, H-24)

582 (M-60, 1), 487 (4}, 427 {5), 385 (2), 367 (4), 291 (25),
189 {6), 177 (6). 159 {4), 137 (4), 111 {12), 96 (100).
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Figura 21. Regién asignada a H-2 tanto para el glic6sido acetilado
{43b) como para la aglicona acetilada {43c).
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1978). Es de hacer otar que los pardmetros fisicos y espectroscd-
picos del compuesto 43 coincidieron con los previamente descritos
por Yamada, et af. Sin embargo, los experimentos de descopiamien-
to realizados en el compuesto 43 indicaron que la asignacidn del
multiplete centrado a & 3.64 como H-10 del esqueleto base no es
correcto; de acuerdo a los estudios ilustrados en la Figura 19, esa
sefial parece corresponder al H-5' del aziicar, ya que al irradiar
el multiplete centrado a § 4.16 (H-6') la sefial en § 3.64 se sim-
plifico; por el contrario, al irradiar en & 3.64 se modifico el
multiplete correspondiente a H-6' N

Al igual que en el caso anterior, este compuesto no presentd
actividad fasciolicida a concentracicnes de 50 y 10 ug/m} al ser

evaluado, como se indico en la seccifn experimental.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

El estudia fitoquimico de las fracciones mds polares obtenidas
del extracto metandlico, puso de manifiesto la presencia de

dos glucocucurbitacinas, 1as cuales fueron caracterizadas por
métodos quimicos y espectroscipicos, como: 1la 2-g-D-glucocu-
curbitacina F-25-acetato (44} y la 2-g-D-glucocucurbitacina B
(a3).

Es de hacer notar que es la primera vez que se describe el ais-
lamiento del glicdside de la cucurbitacina F-25-acetato como
producto natural.

Por 1o que respecta al éompuesto 43, ya habia sido descrito por

Yamada, et af, 1978, como constituyente de la Anagallis anvensis.

Este trabajo constituye el primer reporte de glucocucurbitacinas

en Rubiaceae.

ia presencia de cucurbitacinas en la Cigawiilla mexicana, {hasta
el momento se han identificado cinco) es de importancia quimio-
taxonbmica, ya que estos parecen ser metabolitos caracterfsti-
cos de algunas especies de Rubiaceae estrechamente relacionados
con tintoninz ¥ que se caracterizan por poseer cortezas extrema-

damente amargas.

La evaluacifn del extracto metanSiico como potencial agente



fasciolicida arrojo resultados positivos a concentraciones de
50 y 1%, mientras que para los compuestos 43 y 44 se obtuvie-
ron resultades poco alentadores a concentraciones de 50 y
10 pg/m¥. La evaluaci6n se realizd en base a 1a motilidad
que presentaron los pardsitos de los lotes testigos {Sénchez,

1984). :

Finalmente, 1a continuacifn del estudic fitoquimico de la
Cigannilla mexicana representa una contribucién adicional al

conocimienta de 1z flora medicinal mexicana.

9z.
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