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RESUMEN. El 4cido ursdlico ha mostrado una variada actividad biolégica, se
ha comprobado su potencial como anticancerigeno, antiinflamatorio, antimi-
crobiano y antiviral, ademads, ha sido empleado como agente emulsionante en
preparados farmacéuticos, cosméticos y alimentos, todo lo cual hace a esta sus-
tancia muy interesante. Este a4cido ha sido aislado de dos especies del género
Cestrum, el cual aparece en Cuba representado por 15 especies de las cuales
siete son endémicas y por lo tanto, es una amplia fuente por estudiar con el
objetivo de determinar la presencia o no del acido ursélico en ella. Se realiz6 el
estudio de las hojas de Cestrum laurifolium LHerit, especie que se encuentra
en diferentes regiones de Cuba. El material vegetal seco y pulverizado fue so-
metido a un proceso de extraccién con etanol. El extracto alcohélico obtenido
se concentré a presion reducida, se diluyo6 con agua y posteriormente se extrajo
con una mezcla benceno - éter [1 : 1 (v/v)]. La fase bencénica se concentré y el
crudo obtenido fue fraccionado por cromatografia de columna empleando 6xido
de aluminio, se us6é como fase mévil una mezcla de cloroformo - acetato de etilo
[80 : 20 (v/v)] y a partir de las fracciones de la 55 a la 84 se aislé un producto que al
ser recristalizado en cloroformo rindi6é un sé6lido blanco con temperatura de fu-
sién de 284 a 285° C y rendimiento de 1,55 %. Para la confirmacién estructural de
este compuesto se sintetiz6 un derivado y ambos se caracterizaron mediante las
técnicas espectroscopicas [Infrarrojo, Masas, Resonancia Magnética Nuclear de
carbono]. La sustancia aislada se identific6 como acido ursdlico.

ABSTRACT. Ursolic acid has shown a wide biological activity, its potential as
anticarcinogenic, anti - inflammatory, anti - microbial and antiviral has been
proven, also, it has been used as emulsifying agent in pharmaceuticals, cos-
metics and foods preparations all of that makes to this substance very interest-
ing. This acid has been isolated from two species of the Cestrum genus, which
appears in Cuba represented by 15 species of which seven are endemics and
therefore it is a wide source to study with the objective of determining the pres-
ence or not of ursolic acid. The study of Cestrum laurifolium LHerit leaves was
carried out, species that is in different regions of Cuba. The dry and powdered
vegetable material was submitted to an extraction process with ethanol. The
obtained alcoholic extract was concentrated at reduced pressure, then it was
diluted with water and later on it was extracted with benzene-ether [1 : 1 (v/v)].
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The benzene phase was concentrated
and the obtained crude was fractioned
by chromatographic column using
neutral aluminium oxide, as mobile
phase a mixture of chloroform-ethyl
acetate [80 : 20 (v/v)]was used and start-
ing from the fractions for 55 to 84 a
product was isolated. It was crystal-
lized from chloroform achieving a
white solid with a melting temperature
of 284 to 285° C and 1.55 % of yield. For
the structural confirmation of this
compound a derivative was synthe-
sized and the compounds were char-
acterized by means of the spectro-
scopic techniques (infrared, Mass,
nuclear magnetic resonance of carbon).
The isolated substance was identified
as ursolic acid.

INTRODUCCION

El 4cido ursélico también cono-
cido como urson, prunol, microme-
rol y malol [acido (33)-3-hidroxi-urs-
12-en-28-0ico] es una sapogenina
triterpénica pentaciclica que puede
aparecer en forma de aglicona o de
acido libre (Fig. 1).

Durante mucho tiempo se consi-
deré6 que el acido ursélico y sus sa-
les de sodio y potasio eran inactivos
desde el punto de vista farmacol6-
gicoy solamente se empleaban como
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Fig. 1. Estructura del dcido ursélico.

agentes emulsionantes en prepara-
dos farmacéuticos, cosméticos y ali-
mentos,'* sin embargo, estudios
cientificos han demostrado que esta
sustancia posee actividad anti-
carcinogénica (cdncer de piel fun-
damentalmente),>” antiinflamatoria,**°
antimicrobiana,!’'? antiviral,’® hepa-
toprotectora, antiulcerativa y puede
ser usada tanto sistémicamente!!
como en aplicaciones topicas.'*1®
Otros estudios han demostrado que
el acido ursdélico posee una potente
actividad inhibidora de la degradacién
enzimatica de la acetilcolina,'® ademas
de muy baja toxicidad aguda y créni-
ca, lo que lo hace muy interesante,
por otra parte, su isémero, conocido
como acido oleandlico [4cido (313)-3-
hidroxi-olean-12-en-28-oico] posee
igual actividad farmacolégica. Re-
cientemente, se comprobd la activi-
dad cardioténica y antidisritmica de
ambos isémeros.”

El acido ursélico ha sido aislado
de numerosas especies con diversos
origenes filogenéticos formando par-
te fundamentalmente de la cera que
recubre frutos y hojas,!? entre las
familias en las que ha sido reporta-
da su presencia esta la familia
Solanaceae,'® de ella han sido estu-
diadas dos especies del género
Cestrum: el Cestrum parqui LHerit"
y el Cestrum diurnum L.2° Este géne-
ro se encuentra en Cuba representa-
do por 15 especies de las cuales siete
son endémicas?! por lo que constitu-
ye una amplia fuente por estudiar.

Por todo lo anteriormente expues-
to, se decidié investigar la presencia
onodel dcido ursélico en las hojas del
Cestrum laurifolium LHerit, conoci-
da como galan de dia de sabana y que
se encuentra en bosques y arroyos de
la region oriental de Cuba y las pro-
vincias de Villa Clara y Pinar del Rio.

MATERIALES Y METODOS

Las hojas del Cestrum laurifo-
lium LHerit fueron colectadas en la
Estacién Experimental de Plantas
Medicinales de Topes de Collante en
la provincia de Sancti Spiritus en la
regién central de Cuba. (NUmero de
Herbario de la Estaciéon Experimen-
tal de Plantas Medicinales “Juan To-
mas Roig”: 4 199).

En el proceso de extraccién y se-
paracién se usaron etanol comercial
(re-destilado), benceno (= 99,5 %,
Merck), éter etilico (= 99,5 %, Merck),
cloroformo (= 99 %, Merck), acetato
de etilo (= 99,5 %, Merck), sulfato de
sodio anhidro (= 99 %, Merck) y 6xi-
do de aluminio neutro, Act. IT (p. cro-
matografia, Merck), los reactivos en
la obtencién del derivado fueron
metanol secado (= 99,5 %, Merck),
diazometano (98 %, BDH), acido acé-
tico (99,8 %, BDH) y n-hexano (= 99 %,
Merck). En la caracterizacién espec-
troscopica se emple6é bromuro de
potasio (Spectrosol, BDH), deutero-
cloroformo (Spectrosol, BDH) y TMS
(Uvasol, Merck) mientras que el se-
guimiento por cromatografia de capa
delgada se usé gel de silice 60F,,,
(BDH), vainillina (= 99 %, Merck) y
acido perclérico (60 %, Merck).

PARTE EXPERIMENTAL
Proceso de extraccion del acido
ursolico

Las hojas recolectadas de Cestrum
laurifolium se trocearon y se some-
tieron a proceso de secado, primero
a temperatura ambiente en lugar
fresco y aireado de 48 a 72 h y poste-
riormente en estufa con temperatura
entre 40 y 50 °C por 48 h, el material
vegetal seco se moli6 hasta polvo fino
(80 mallas) en un molino refrigerado
con agua, con lo que se obtuvo un
rendimiento final de 250 g . A conti-
nuacion, se empleé el método descri-
to por Wall y col.? el polvo se macerd
en etanol 95 % por 24 h y luego, se
extrajo por reflujo con etanol al 95 %
durante seis horas. Este proceso se
repitié cuatro veces. Los extractos
alcohdlicos se unieron y concentra-
ron a presiéon reducida hasta aproxi-
madamente un litro. A la disolucién
anterior se le anadi6 igual cantidad
de agua y se sometié a proceso de
extraccién con una mezcla de bence-
no-éter etilico[1: 1 (v/v)].

El extracto bencénico obtenido se
lavé varias veces con agua y se
deshidraté con sulfato de sodio anhi-
dro, luego se concentré a presién
reducida hasta sirope. El crudo se
purificé por cromatografia de colum-
na que se preparé por via humeda,
empleando 6xido de aluminio neu-
tro de actividad IT como fase estacio-
naria y como fase mévil, una mezcla
de cloroformo-acetato de etilo en
concentraciones variables, con lo
que se logré el aislamiento de un
compuesto que se caracterizé a tra-
vés de la determinacién del punto de
fusién, cromatografia de capa delga-
da, técnicas espectroscopicas y la
preparaciéon de un derivado.

Sintesis de un derivado por esteri-
ficacion

Se disolvieron 500 mg del com-
puesto anteriormente aislado, puri-
ficado en 50 mL de metanol seco. La
disolucién se colocé en un bano con
hielo y se le anadi6 lentamente
diazometano, hasta que cesé6 el des-
prendimiento de nitrégeno. Posterior-
mente se le agregaron unas gotas de
acido acético. El producto se concen-
tré y recristaliz6 de una mezcla de
acetato de etilo - n-hexano. El deri-
vado se caracterizé a través de la de-
terminacién del punto de fusién,
cromatografia de capa delgaday téc-
nicas espectroscopicas.

Caracterizacion fisico quimica

Las temperaturas de fusién del
compuesto aislado y su derivado sin-
tetizado se determinaron en un equi-
po FRANK Kunster (RDA) y fueron
corregidas. Los espectros IR fueron
registrados en pastillas de KBr, em-
pleando un equipo Carl Zeiss
Specord 75 IR. Los espectros de ma-
sas se realizaron en un espectréme-
tro JEOL-JMS-DX-300 con ionizacién
electrénica a 70 eV y los espectros
RMN 13C fueron registrados en un
espectrégrafo JEOL-FX 90 Q, a
22,5 MHz, utilizando CDCI, como di-
solvente y TMS como estandar inter-
no. La determinacién del nimero de
hidrégenos unidos a cada carbono se
determiné mediante la técnica
INEPT.

El seguimiento de la separaciéon
por cromatografia de columna y del
proceso de sintesis del derivado fue
realizado por cromatografia de pla-
ca delgada empleando gel de silice
60 F,,, (espesor: 0,25 mm). Como fase
moévil se usé una mezcla de clorofor-
mo - acetato de etilo [50 : 50 (v/v)].
Las placas se revelaron asperjan-
dolas con el reactivo de vainillina 2 %
en 4cido perclérico 50 % y luego, ca-
lentdndolas a 120 °C en una estufa
por 365 min.

RESULTADOS Y DISCUSION
Proceso de extraccion

El proceso de extracciéon de las
hojas se complic6 por la gran canti-
dad de pigmentos que fueron remo-
vidos del material vegetal con el uso
de un disolvente como el etanol, por
lo que el proceso de separaciéon y
purificaciéon fue dificil. Bakker y
col.2 realizaron un estudio para eva-
luar la eficiencia de diferentes disol-
ventes en la extracciéon de acidos
triterpénicos a partir de Plantago
major, ellos no recomiendan la ex-
traccién de estas sustancias de la
parte foliar de las plantas con
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metanol, precisamente por la gran
cantidad de clorofila que es extraida
con este disolvente y si, el uso de clo-
roformo, diclorometano, tolueno y
una mezcla cloroformo-metanol [2:1
(v/v)]. Baricevic y col.’ también uti-
lizaron cloroformo como disolvente
de extraccién, sin embargo, otros
han usado con este objetivo tanto el
metanol®?4? como el etanol.26:

Al eluir la columna cromatogra-
fica con cloroformo - acetato de etilo
[80 : 20 (v/v)] y a partir de las fraccio-
nes 55 ala 84 fue aislado un compues-
to que fue recristalizado de clorofor-
moy que rindié un sélido blanco con
rendimiento de 1,55 % y temperatura
de fusiéon de 284 a 285 °C . En croma-
tografia de capa delgada empleando
como fase mévil una mezcla de cloro-
formo-acetato de etilo [50 : 50 (v/v)]
el compuesto aislado mostré un Rf
= 0,20.

Para su identificacién se emplea-
ron las técnicas espectroscépicas de

IR, Masas (Figuras 2 y 3), las princi-
pales senales de los espectros obte-
nidos se reportan a continuacién.

En IR fueron detectadas las se-
nales correspondientes a la vibra-
cion del grupo hidroxilo (v,) en
3450 cm™, la del grupo carbonilo del
acido carboxilico (v_,) en 1 695 cm™
y la caracteristica del grupo C-O del
hidroxilo (v, ;) en 1020 cm™. El espec-
tro de masas mostré un pico intenso
correspondiente al ién molecular (M)
am/z de 456 D, el cual correspondié a
la férmula molecular C, H,O,. El
pico base correspondié a la m/z de
248 D, que es tipico para a y B-
triterpenos, otros fragmentos detec-
tados fueron los de m/z 438,423,410,
300, 203, 189, 133, 119, 105, 81, 69, 55
y 41. Todos estos datos espectroscé-
picos y la temperatura de fusién del
compuesto coincidieron perfecta-
mente con los reportados por dife-
rentes autores para el acido
ursoélico.*

—— .
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Sintesis de derivado por esterifica-
cion

La esterificacién es el método
mas recurrido para la obtencién de
derivados con el objetivo de confir-
mar la presencia de sustancias
carboxilicas y esta ha sido emplea-
da por varios autores.?% para com-
probar la presencia de 4cido ursélico
que es el compuesto que se sospe-
cho haber aislado. Se emprendid en-
tonces la sintesis del ursolato de
metilo (Fig. 4) que adicionalmente pre-
senta una solubilidad apropiada para
el registro del espectro de RMN-13C.

Este método también ha sido uti-
lizado para facilitar la separacién de
los &cidos triterpénicos oleandlico y
ursélico durante el proceso de ex-
traccién. %30 David y col.? realiza-
ron la metilacién directa de las
fracciones que contenian ambos
triterpenos con diazometano ge-
nerado in situ. Los derivados asi
obtenidos fueron posteriormente
separados y purificados por cro-
matografia de columna.

Fig. 4. Estructura del ursolato de metilo.

En el caso bajo estudio, al proce-
der con la esterificacién del produc-
to aislado, se obtuvo como derivado

45, ¥ fase

(cm™) un sélido con temperatura de fusién

3'5 3'0 2'5 2'0 15 1'0 5 de 112 a 114 °C . Este compuesto en

cromatografia de capa delgada, em-

Fig. 2. Espectro IR del dcido ursélico. pleando gel de silice 60 F
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Fig. 3. Espectro de masas del acido ursolico.
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moévil cloroformo - metanol [95 : 5 (V/
v)] mostré un Rf = 0,67.

El compuesto obtenido fue carac-
terizado empleando las técnicas

r_,»r/\.

espectroscopicas de IR, Masas, RMIN
BC (Figuras 5 a 7). Las principales se-
nales de los espectros obtenidos se
reportan a continuacién.

En IR fueron detectadas las se-
nales correspondientes a la vibracion
del grupo hidroxilo (v,) entre 3 450
y 3 300 cm™, la caracteristica del
carboxilato (v._,) en 1700 cm™, la del
grupo C-O del hidroxilo secundario
(Vo) en 1010 cm™y una nueva sefial
en 1200 cm™ correspondiente al gru-
po éster (v.,,). En el espectro de
masas se encontré un pico intenso
correspondiente al ién molecular
(M*) a una m/z de 470 D, el cual co-
rrespondié a la féormula molecular
C, H,,0,y que confirmd la introduc-
cién del grupo metilo. Las demas se-
hales mostraron una gran similitud
con las obtenidas y anteriormente re-

(cm™) .
T T T T T T T portadas para el compuesto aislado.
35 30 25 20 15 10 5 Los desplazamientos quimicos de *C
Fig. 5. Espectro IR del ursolato de metilo. del ursolato de metilo fueron C, 33,0;
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Fig. 6. Espectro de masas del ursolato de metilo.
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Fig. 7. Espectro RMN 3C del ursolato de metilo.
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C, 27,3; C, 18,8; C, 38,8; C, 55,1; C,
18,4; C,37,2; C,39,5; C,47,5; C,, 37,0;
C,234;C,1253; C,138,0; C, 42,0;
C,28,1;C,24,3;C,,48,2;C,52,8;C,
39,1; C,, 38,8; C,, 30,7; C,, 36,7; C,,
28,3;C,, 15,6;C,, 15,7, C,, 16,9; C,, 23,7;
C, 177,7; C, 16,9; C,, 21,3 y O-CH,
51,3. Con estos datos registrados de
RMN C ademas de poder confirmar
las senales de correspondientes a los
C-29 y C-30 se pudo observar la pre-
sencia de una nueva senal, en este
caso, correspondiente al carbono del
grupo metilo introducido por
esterificacion. Al comparar los datos
espectroscopicos y la temperatura
de fusién del compuesto con los re-
portados para el ursolato de meti-
10252830 se pudo comprobar que todos
eran consistentes con estos.
Después de analizar toda la infor-
macién obtenida se pudo concluir
que el compuesto aislado del extrac-
to de las hojas de la especie Cestrum
laurifolium L Herit era el acido
ursoélico. Por otra parte, al comparar
el rendimiento obtenido con los re-
portados para otras especies tales
como Coffea arabica (0,05 % en ho-
jas),® Salvia officinalis (2,1 % en
hojas y 1 % en ramas),?” Ocimum
sanctum (2,0 a 2,5 %), Salvia tribola
y Rosmarinus officinalis (1 %) en ho-
jasy planta completa,® se pudo afir-
mar que se encuentra en cantidades
aceptables para el uso de esta espe-
cie como fuente de acido ursdlico.

CONCLUSIONES

Se logr6 aislar de las hojas del
Cestrum laurifolium LHerit una
sapogenina triterpénica pentaci-
clica, la cual fue identificada me-
diante el uso de las técnicas espec-
troscépicas de IR, Masas y RMN 3C
y la determinacién de los Rf y tem-
peraturas de fusién como &acido
ursolico. Para confirmar este resulta-
do también se obtuvo un derivado del
compuesto por esterificacion, el
cual se caracteriz6 usando las téc-
nicas senaladas anteriormente y
se identificé6 como ursolato de
metilo.

El rendimiento obtenido median-
te el proceso de extraccién emplea-
do es aceptable para considerar el
uso de esta especie como fuente de
acido ursolico.
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