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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar los alcaloides de las hojas de Ruta
graveolens L., y relacionar sus estructuras quimicas con la actividad mutagénica de las hojas,
demostrada en un trabajo anterior. Se aislaron 4 alcaloides, denominadoes "A”, "17, "2 y "3", que
fueron elucidados estructuralmente mediante espectroscopia UV e IR, ademds de sus constantes
fisicas y reacciones quimicas. El alcaloide "A" fue identificade como alcaloide acridénico, los
alcaloides 1y 2 fueron identificados como alcaloides furequinolinicos y el alcaloide "3” fue consi-
derado como alcaloide quinoldnico. Debido a su alto rendimiento y estructura quimica, se conside-
ra al alcaloide "A” como el principal responsable de la actividad mutagénica de las hojas de Ruta
graveolens L., mientras que los alcaloides 1"y "2", debido al bajo rendimiento, posiblemente no
participen en la mutagenicidad del extracto por ausencia de pruebas sobre su estructura.

SUMMARY

The purpose of this research has been to isolate and identify the alkaloids from the leaves of
Ruta graveolens L., and to relate their chemical structure with the mutagenic activity of the leaves,
which was demonstrated in a previous report. [t were isolated four alkaloids named “A” “1" "2” and
"3" which were structurally elucidated by their melting point, chemical reactions and by UV and IR
spectroscopy. The alkaloid "A” was identified as acridone alkaloid, and the alkaleid “1” and “2”
were identitied as furoquinoline alkaloids. The remaining one, alkaloid “3” was considered as
quinolone atkaloid. Due to its high amount and chemical structure, the alkaloid "A” was considered
as the main responsible of the mutagenic activity of the leaves of Ruta graveolens L., while alkaloids
"1" and "2" probably do not participate in the mutagenicity of the extract owing to their amount.

Finally, the alkaloid "3" was not considered in the mutagenicinity analysis on account of the absence
of data about its structure.

INTRODUCCION

La especie vegetal Ruta graveolens L., conocida como “ruda”, es una especie de am-

- plia difusidn y consumo, utilizada por sus propiedades emenagogas, antiespasmddicas
y vermifugas, entre otras.

En el trabajo de investigacion realizado por Callapifta y Jaimes (1997) (1), se de-

mostro 1a actividad mutagénica del exfracto acuoso de hojas de Ruta graveolens L.
mediante ¢l Test de Ames. |

En los trabajos realizados por Paulini y Col. (1989-1991) (2,3), se ha reportado la
actividad mutagénica de alcaloides aislados en la raiz de Ruta graveolens L.; dicha

actividad guardaba relacion con la mutagenicidad del extracto, determinada posterior-
mente.
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En consecuencia, nuestra investigacion estuvo orientada en aislar dichos alcaloides
u ofras estructuras quimicas relacionadas en las hojas de ruda cultivada en nuestro pais,

recordando que Ia composicion quimica de una planta varia de acuerdo a la region y
clima donde habita.

PARTE EXPERIMENTAL

La especie vegetal en estudio fue recolectada en ¢l mes de Sctiembre de 1998 en la
Provincia de Lima, en la localidad de Lurin, v fue clasificada en el Museo de Historia
Natural Javier Prado de la UNMSM de Lima, Per.

Se realizaron las determinaciones fisicas, quimicas y espectroscopicas. El punto de
fusion fue determinado en un Aparato de Punto de Fusion Kotler Modelo Reichert. La
actividad Optica fue medida en un Polarimetro Carl Zeiss 103176 y los espectros UV ¢
IR de Ias muestras fueron determinados en un Espectrofotdmetro UV Hewlett Packard y
en un Espectrofotometro IR (FT-1IR) Modelo Impact 410.

Para la realizacion del estudio, s¢ preparé un extracto diclorometanico a partir de
200 g. de polvo de hojas de ruda. Se confirm¢é 1a presencia de alcaloides en las hojas
mediante una cromatografia preliminar, utilizando como revelador el reactivo de
Dragendorff . Posteriormenie s¢ efectud una cromatografia en columna utilizando suce-
sivamente los siguientes sistemas de solventes: 1) Cloroformo; 1I) Cloroformo/Metanol
[00: 2 v/v; III) Cloroformo/Metanol 95: 5 v/v y 1V) Cloroformo/Metanol 90: 10 v/v.

Se obtuvieron 4 fracciones alcaloidicas “A”, 17, *2” y 3", Estas fracciones fueron
purificadas por cromatografia a escala preparativa, utilizando en el caso de la fraccion
“A” los siguientes sistemas de solventes: I) Cloroformo/Metanol 20: 1 v/v; 1I) Clorofor-
mo/Metanol 98 : 2 v/v; 111) Benceno/Acetato de etilo 4 : 1; IV) Tolueno/acetato de etilo/
Acido formico 5: 4 : 1 v/v; V) Tolueno/Acetato de etifo/iso-propanol 5:4: 1 v/ivy VI)
Cloroformo/iso-propanol 95 : 5 v/v.

En el caso de Ias fracciones “17, “2” y *3”, se utilizaron los siguientes sistemas de
solventes: 1) Cloroformo/Metanol 20 : 1 v/v; I1) Cloroformo/Metanol 98 : 2; y II) Benceno/
Acetato de ctilo 4 : 1.

La elucidacidn estructural de Ios cuatro compuestos aislados se realizo mediante la
determinacién del Punto de Fusién, espectroscopia UV y espectroscopia IR. El alcaloi-
de “A” dio reaccidn negativa con la solucién de bromo en tetracloruro de carbono y
tampoco dio lectura en ¢l polarimetro.
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RESULTADOS

Los resultados estdn expresados en las tablas y figuras.

- TABLA I: Caracteristicas Fisicas y Quimicas del Alcaloide «A»

Rendimiento 50%
Aspecto Cristales acicularres largos, de
| color amarillo
Movilidad Cromatogréfica (Rf) 0.93
Punto de Fusion 169 °C
Rotacion Optica 0*C
T=18°C

Solvente: Metanol

Ensayo del Bromo en
tetracloruro de carbono

Negativo

TABLA II: Caracteristicas Fisicas y Quimicas del Alcaloide «1»

Rendimiento

10%

Aspecto

Cristales acicularres largos, incoloros

Movilidad Cromatografica (Rf)

(.94

Punto de Fusion

164 °C

TABLA III: Caracteristicas Fisicas y Quimicas del Alcaloide «2»

—

Rendimiento

10%

| Aspecto

Cristales acicularres largos, incoloros

Movilidad Cromatografica (Rf)

Punto de Fusion

173 &C

090 | __l

TABLA IV: Caracteristicas Fisicas y Quimicas del Alcaloide «3»

Rendimiento

30%

Aspecto

L

Cristales acicularres cortos, de color
blanco

Movilidad Cromatografica (Rf)

0.69 -~

Punto d;Fusién

aa

185 °C
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FIGURA N? 1: Modelo Tedrico de Intercalacion entre dos Pares
de Bases del Alcaloide Acridénico “Arborinina’.
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FIGURA N°® 2: Espectro Ultravioleta del Alcaloide “A”.
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DISCUSION

En el presente trabajo, logramos aislar 4 alcaloides a partir del extracto
diclorometanico de las hojas de Ruta graveolens L. El alcaloide “A” fue identificado
como acridonico debido a su coloraciOn amarilla y a las caracteristicas de su espectro
UYV, que nos muestra la presencia de picos que corresponden a las tres bandas de grupo
reportadas para los alcaloides acridénicos. Asi tenemos que el pico a 274 nm correspon-
de a la banda 111 comprendida entre 240 a 280 nm, ¢l pico a 324 corresponde a la banda
11 comprendida entre 280 a 330 nm y con aprariencia de un hombro, y finalmente ¢l
pico a 400 nm, que corresponde a la banda 1 comprendida entre 380 a 430 nm. En el
caso de la espectroscopia IR, los grupos reportados corresponden al grupo acridonico,
destacandose la presencia del pico a 3350 cm? indicando grupo hidroxilo, el pico a
1625 cm™ indicando grupo carbonilo aromatico conjugado a dobles enlaces adyacentes
y los picos a 1588 cm'! y 1479 cm! , correspondientes al doble enlace C — C del sistema

de anillos aromaticos de la molécula. Las estructuras propuestas son las que seilalamos
a continuacién:

' QO OH Q OH
‘ . OCH3
N OCHE N Cl'CH3
| |
CHa CH3 .
1 - hidroxi - 3- metoxi - N - metil - acridona Arborinina
(Ruta). (Ruta).

Los alcaloides “1” y “2” fueron 1dentificadas como furoquinolinicos debido a sus
constantes fisicas y las caracteristicas de su espectroscopia UV e IR. En el caso del
espectro ultravioleta, el alcaloide “1” muestra un pico a 244 nm y ¢l alcaloide “2” a 248
nm, luego, ambos alcaloides muestran una banda ancha entre 290 a 330 nm. Este espec-
tro es caracteristico del grupo furoquinolinico, pues su compuesto mas simple, denomi-
nado “dictamnina”, tiene un espectro similar que es considerado €l espectro patrén de
este grupo de alcaloides, con un pico a 245 nm y una banda ancha entre 290 a 330 nm,
con picos diminutos que constituyen una estructura fina. La espectroscopia IR sefiala la
presencia de picos comunes a ambos compuestos.

Los picos a 1625 cm™ y 1621 cm™ (alcaloide 17 y 27, respectivamente) indican
. presencia del doble enlace N - C del anillo furano, que aparece como una banda aguda
~ubicada entre 1639-1616 cm™ y que aparece en todos los compuestos que presentan
dicho grupo. Los picos a 1587 cm™, 1525 cm™ y 1475 cm?! en ¢l caso del alcaloide “17,
y los picos a 1574 cm' y 1496 cm™ en ¢l caso del alcaloide 27, corresponden al doble
enlace C — C aromatico presente en la molécula. Los picos a 1265 cm! y 1276 cm™
(alcaloide “1” y *“2”, respectivamente) corresponden tanto a la presencia de aril-aquil



Ciencia e Investigacion 77

éteres como al enlace C - O — C que se observa en la fraccidon correspondiente al anillo
furano.

Debido a la presencia del pico a 3461 ¢m™ del alcaloide “1”, sugerimos que su
estructura corresponda a un alcaloide furoquinolinico hidroxilado, careciendo de datos
adicionales que pcrmitan determinar en forma mas completa su estructura. A diferencia
de este caso, el alcaloide “2” ha sido identificado como el alcaloide furoquinolinico
denominado *“skimmianina”, debido a la similitud de sus datos correspondientes al punfo
de fusién (Skimmianina = 176 °C; alcaloide “2” = 173 9C), especroscopia ultravioleta y
espectroscopia IR. La estructura propuesta 1a presentamos a continuacion:

| OCH, |
oW
CH,0 N’/ O
OCH,

En el caso del alcaloide “37, éste fue identificado como alcaloide quinolénico, de
acuerdo a los datos obtenidos en el espectro UV e IR. Sin embargo, no fue considerado
ene I estudio por ausencia de otros datos que ayuden a sugerir la posible estructura.

En el trabajo realizado por Callapiiia y Jaimes (1), se demostrd con claridad el efecto
mutagénico del extracto acuoso de hojas de Ruta graveolens L. mediante el ensayo de
Ames, y la mutacion observada era correspondiente al corrimiento del marco de lectura.
Este tipo de mutaciones s inducido por compuestos aromdaticos, planares y policiclicos
que, en razén de su estructura, tienen la facilidad de intercalarse entre dos pares de
bases del ADN. La acridina y estructuras relacionadas son agentes mutagénicos clasi-
cos debido a su naturaleza triciclica ardmatica planar, cuya drea es casi igual a la exis-
{ente entre dos pares de bases del ADN (4,3).

De los alcaloides aislados, el alcaloide “A” es el que se aislé en mayor cantidad en el
presente trabajo de investigacion y fue identificado como acrid6nico. Este nacleo es un
sistema policiclico relacionado a la acridina, como se indica a continuacion:

O
8 9 1 1

. 180 5
B B

6 AT 8
S N 4 N
| |
Acridina. CH

3

N - metil - acnidona
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. Por lo que reiine las caracteristicas estructurales que le permiten intercalarse con
facilidad entre dos pares de bases del ADN y consecuentemente inducir mutaciones. En
la figura |1 {mostrada en la seccion de resultados), ilustramos un modelo tridimensional
donde se observa la intercalacion de un alcaloide acridénico (Arborinina) entre dos
pares de bases del ADN (C - G, G - C). En este modelo teorico podemos observar la
formacidn de puentes de Hidrdgeno entre 1os 4tomos de Hidrégeno de la molécula inter-
calada y los atomos de Nitrogeno y Oxigeno de 1as bases. Ademas, de acuerdo al modelo
tedrico de intercalacion se debe producir 1a interaccion entre los orbitales pi del sistema
de amllos aromaticos y de los dobles enlaces de los pares de bases. De esta manera
ilustramos la intercalacidn del nitcleo acridénico como un acontecimiento tedricamente
posible y que sustenta la reactividad con el ADN de estos compuestos. El modelo esta
basado en el modelo de intercalacion de Lerman (1963) (6).

Existen varios reportes que seiialan la reactividad de este grupo de alcaloides con el
ADN, exhibiendo una diversidad de efectos relacionados, ya sea mutagénicos,
antitumorales y antivirales (3). El hecho de haber aislado un compuesto con estas carac-
teristicas lo seflalan como una estructura con altas probabilidades de ser reactivo con el
ADN. En los estudios de mutagenicidad realizados con alcaloides acridonicos de Ruta
graveolens L., 10s alcaloides isogravacridoncloro y rutacridona ep6xido, que se encuen-
tran en la raiz, exhiben mutagenicidad en el Test de Ames correspondiente al corri-
miento del marco de lectura y sin activacion metabolica, exactamente igual a la
mutagenicidad del extracto acuoso de hojas de Ruta graveolens L., en tanto que el
alcaloide rutacridona, que la literatura reporta se halla en las hojas, exhiben
mutagenicidad en el Test de Ames, por corrimiento del marco de lectura, pero sin acti-
vacion metabdlica, Ninguno de los tres compuestos mencionados fueron aislados en
nuestro trabajo, lo que sugeriria la existencia de otra estructura acridénica, con poder

mutagénico potencial dadas las caracteristicas estructurales, pero ain por confirmar
experimentalmente.,

Con relacion a los alcaloides “1” y “2”, ambos identificados como furoquinolinicos,
st accion enzimatica seria inducida principalmente por la luz ultravioleta
(fotomutagenicidad) debido a 1a presencia del doble enlace en la porcidn furano de su
estructura, que forma un enlace covalente fotoinducido luego de la irradiacién UV. En
nuestro trabajo, el alcaloide “2” fue identificado como skimmianina, ¢l cual tiene acti-
vidad fotomutagénica comprobada (6 y 7) y produce mutaciones por sustitucion de ba-
ses en ¢l ensayo de mutagenicidad del test de Ames. Este alcaloide, al igual que el
alcaloide “1” tuvieron un rendimiento bajo, sin embargo queda abierta la posibilidad de
que en un ensayo de esta naturaleza pueda detectarse I actividad fotomutagénica.

A diferencia de los grupos alcaloides antes mencionados, no se conocen estudios de
mutagenicidad en alcaloides quinolonicos, por lo que no existen pruebas suficientes
como para hacer una evaluacion del poder mutagénico del alcaloide “3”, identificado
como graveolina debido a sus constantes fisicas y espectroscopia UV e IR.
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CONCLUSIONES

De las hojas de Ruta graveolens L., se ha aislado un alcaloide acrid6nico, identifica-
do como arborinina, €l cual se presenta en mayor cantidad, y cuya estructura, al cumplir
con el modelo de intercalacion de Lerman, esta relacionada a actividad mutagénica.

Se han aislado 2 alcaloides furoquinolinicos, uno de ellos hidroxilado, y ¢l otro
identificado como skimmianina, de ios cuales el dltimo posee actividad mutagénica y
fotomutagénica comprobada.

Se ha aislado un alcaloide quinolénico identificado como graveolina, presente en

cantidad apreciable, pero se carece de datos suficientes para deducir su posible efecto
mutagénico.
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