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INTRODUCCION

El auge que la quimica de los productes naturales ha temido
en México en los {iltimos afios, se ha visto incrementado por su
relacidn mds estrecha con otras disciplinas, como son biologia,
bioquimica y medicina, de manera tal que el quimico enfocado al
estudio de los productos naturales no se conforwa sbdlo con discer-
nir la estructura de un nuevo compuesto sino que ademds dhora se-~
lecciona de entre estos nuevos productos a aquellos que resultan
de interés por su actividad bioldgica y los tramsforma tratando
de modificar con esto dicha actividad y proporcionando con el in
cremento de ésta o con la disminucidn de la toxiecidad, wmaterial
para nuevas armas terapefiticas de origen natural.

La Repliblica Mexicana cuenta con un gran niimero de vegetales
enpleados como medicamentos en forma empirica, de los cuales muy
pocos han gido estudiados metddicamente y mis ailn, existen otros
vegetales que si bien wo se conoce su aplicacidn en la medicina
tradicional o empirica, resultan de gran interés desde el punto
de vista quimico-terapeiitico.

Esto motivé el presente estudio fotoquimico de una de las

lactonas sesquiterp&nicas contenidas en Viguiera budleiaeformis,

la budleina-A, para proporcionar primero un panorama general de la
reactividad fotequimica de dicha molécula al intentar la transfor-
macidén luminica de esta lactona en presencia de aminas, dioles,
tioles y alcoholes, variando algunos parémetros‘como temperatura,
longitud de onda de la luz incidente, concentracion de.budleina-A,

disolventes, etc,, y una vez establecidas las condiciones dptimas
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de reaccidn, o por lo menos las mis favorables, repetir la expe-
riencia a escala mayor para obtener cantidades adecuadas de fotg
productos y poder proponer asi su estructura quimica utilizando
las técnicas de RMN, IR, UV y espectrometria de masas. Se encon
trd por ejemplo que la budleina-A reacciona muy facilmente con
aminas y al ser activada fotoquimicamente en presencia de alco-
holes primarios permite la adicidn de una molécula de alcohol pre
ferentemente en la doble ligadura C4~C5.

Con ésto se pretende abrir camino para trabajos subsecuentes
que enfoquen mis a fondo el aspecto bioclSgico del cambio sucedido
estudiando el comportamiento de los derivados obtenidos, en rela-
cidn a las propiedades de la mdélecula original, como son su acti-
vidad citotdxica y su efecto inhibidor frente a bacterias Gram+‘

como aspectos mids interesantes.
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GENERALIDADES

Una gran parte de las reacciones quimicas requieren de la mo
dificacidn de la energia del sistema para que los cambios se efeg
tuen en tiempos razonables o bien para que los reactivos alcancen
la llamada energia de activacidn y puedan asi transformarse en
productos con rendimientos aceptables.

El aumento de la energia de un sistema que afecta directamen
te a la velocidad con que los reactivos se transforman en produc~-
tos puede lograrse suministrando al sistema energia de dos tipos
principalmente, el primer tipo se basa en el incremento de la tem
peratura que se traduce casi por completo en aumento en la energia
translacional del sistema (termoquimica) y el segundo tipo impli-
ca el suministro de energia en forma de luz (fotoquimica).

La administracidén de la energia fotoquimica se efectua a ba-
se de pequefios incrementos llamados '"cuantos™ o "fotdnes" que son
absorbidos por mel&culas individuales excitdndose el tiempo sufi-
ciente para efectuar una reaccidn.

Esto modifica principalmente a la energia rotacional y vibra
cional de la molécula,

Ahora bien, la diferencia entre los niveles translacionales
eg tan pequeiia que se considera como un nivel continuo, de manera
tal que no son importantes las restricciones culdnticas y cualquier
energfa es posible, por el contrario en el caso de la energia ro-
tacional y vibracional estdn cuantizados y sdlo algunos niveles
energéticos son permitidos.

La fotoquimica muestra, a diferencia de la termoquimica, cier-
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ta selectividad de grupos funcionales ya que existen grupos que
88lo se activan con determinada cantidad de energia y &sta puede
mis o menos seieccionarse en las fotorreacciones, de manera tal
que el sistema en exposicidén reciba una pequefia gama de energias
con un mdximo igual a la energia seleccionada.

Esto constituye una gran ventaja cuando se cuenta con una mo
l@cula polifuncional, ya que de este modo se consigue excitar so-
lo alguno o algunos de sus grupos funcionales (cromdforos).

El utilizar fotosensibilizadores constituye una arma mas pa
ra orientar a las reacciones por algilin camino definido., Asi te-
nemos, que en el caso del norborneno (fig. 1) se obtienen los
productos A y B cuando se utiliza acetona o benzofenona como sen
sibilizador respectivamente.

Labmagnitud de la energia suministradd depende de la longi-

tud de onda de la luz empleada seglin las ecuaciones:

E = hd 9 i
En donde:
¢ = Velocidad de la luz h = Cte de Plank
D= Frecuencia ’ " %= Longitud de onda

E = Energia
De modo que la energfa en Kcal/Mol estd dada por la ecuacidnt

-
E(Kcal/mol) = 3*g£z§y£g~

Por tanto para las longitudes de onda de 350, 300 y 253.7 nm
las energfas correspondientes serfan 81.7, 95.3 y 112.7 Kcal/mol

respectivamente, energia suficiente para provacar la ruptura de
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las uniones C-~C.

Existen dos métodos fotoquimicos para suministrar energfa a
un sistema, estos son: inmersidn e irradiacidén externa, los apa-
ratos empleados se ilustran en las figuras Nos. 2 y 3 respectiva-
mente. .

Al igual que en la termoquimica, las reacciones fotoquimicas
pueden estudiarse por grupos funcionales, Para el presente estu-
dio nos interesa profundizar en los cambios que se pueden produ~
cir sobre las olefinas cuando se hacen reaccionar con alcoholes
primarios por accidn de la luz ultravioleta.

Los primeros estudios fotoquimicos en forma sistemdtica sobre
alcoholes primgrios en fase liquida fueron efectuados por Berthelot
y Gaudechon (8) en 1910. Encontraron que la exposicidn a la luz
ultravioleta de un arco de mercurio a presidn provocaba principal-
men;e el desprendimiento de H,, estos resultados fueron corrobo-
rados por Bates y Taylor en 1927, al efectuar fotoensayos con eta-
nol y metanol en fase gaseosa, detectando también, la formacidn de
un enol.

CH ,-CH,-0H M H,+CH,=CHOH

3 2

Los investigadores Paneth y Hofeditz prueban en 1929 la exis-
tencia de radicales libres en el ataque del metano a una olefina
(26) y su transformacidn a los productos A y B, proponiendo el me-
canismo de reaccidn descrito en la figura Mo, 4 en la que el pri-
mer paso es la activacién de la doble ligaduralseguida del ataque
por parte del metanol con formacidn de un carbanidén y expulsidn

de un protén metandlico para compensar -asi la carga del metoxilo,
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el protdn puede atacar a otra doble ligadura para formar un
nuevo carbanidn que puede ser estabilizado por otro protdn y
formar el producto D o bien liberarse el protdn que aqui llamare-
mos (b) y formar el doble enlace del producte E. El otro camino
factible con respecto a A es la eliminacién del protdn (a) para
formar la olefina C o bien la estabilizacidn del carbanidn de A
para dar el producto metoxilado B.

En apoyo a este mecanismo se encuentran algunos ejemplos, co
mo las reacciones de cicloalquenos con metanol en presencia de luz
(31) (fig. 5), en las cuales la sensibilizacién de la olefina (F)
y el subsecuente ataque del metanol termina en la formacidén de
los productos G, H e I en los que se puede observar la equivalen
cia con E, B y D resgpectivamente.

En 1973 Xropp, et al (31), obtienen resultados interesantes
cuando exponen a la luz ultravioleta el 1l,2-dimetilciclohexeno
(fig. 6) en presencia de metanol, detectando la formaciSn de los
productos J a M, de los cuales sdlo K es obtenido por catdlisis dci
da. |

Cuando se introduce al sistema p-xileno como sensibilizador
los rendimientos aumentan considerablemente'pero s3lo se obtienen
los productos J y K. Los autores describen un mecanismo basado
en la fotoprotonacidn inicial de la doble ligadura (fig. 7) y a-
taque posterior del metanol, comprobando lo anterior con deuterio
(fig. 7a).

Un ejemplo importante por mostrarnos la.gran gama de produc-

tos que pueden ohtenerse en las fotorreacciones de olefinas con
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alcoholes primarios es la exposicidn a la luz ultravioleta del
2-metil-2-buteno en presencia de metanol (fig. 8).

Otra reaccidn interesante es la presentada en egte mismo tra
bajo por Kropp et al, utilizando oxIgeno y posteriormente meta-
nol para obtener un compuesto de adicidn (fig. 9).

Wos interesa considerar dos ejemplos mds por la similitud es
tructural con la budlefna-A, el primero es la reaccidn de piperidi
na con diversifolina para dar reacciones de adicidn a dobles liga
duras (fig. 10) segin Ciccio et al (13). EL otro ejemplo esta
constituido por los trabajos efectuados por C. Guerrero et al (3),

en los que se utilizan complejos de rutenio del tipo:

cl
(b:'}—-—P\ ‘u/CO
& T‘P/Rl Nco
cl

con los que se consigue obtener en presencia del metanol un com~
puesto de eliminacidn-adicidn, producto de la catdlisis de dicho
conplejo, asi como el derivado clorado en la posicidn 5 de 1la
budleina-A por tratamiento con dcido clorhidrico en el que se pre
senta transposicidn de la doble lipadura C4-C5 hacia C4-Cl5 (doble
ligadura hexociclica), este compuesto se describe en la figura 11.
La budleina-A es una lactona sesquiterpénica de la serie de
las germacrandlidas, fue aislada y caracterizada por A, Romo. de
Vivar, et al (1), se encuentra por lo menos en dos especies de

Viguiera; budleiaeformis (1) y augustifolia (2), dos arbustos de

la familia Compositae.
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La estructura quimica de esta lactona es la descrita en la
figura No. 12,

Muchas de ;as lactonas sesquiterpénicas presentan efectos
bioldgicos tales como actividad citotdxica (3), actividad antitu
moral, alergia en vertebrados, efectos téxicos (4), asi como ac-
tividad antimicrobiana (5) y antihelmintica.

Segin hidtesis que pretenden explicar este comportamiento
y establecer la relacidn estructura-actividad bioldgica (6), el
elemento principal o grupo funcional mis impottante es un metile
no hexocfclico en posicién e a una lactona, no obstante la pre-
sencia de otros grupos funcionales como epdxidos o esteres X -
”’ insaturados pueden aumentar considerablemente log efectos
biol&gicos (6).

Como puede observarse en la figura 12, la budleina-A contie~
ne ademis del metileno hexociclico ea la W-lactona, un @ster y
una cetona o -~ & insaturados, la funcidn hidroxile en Cl5 y el
doble enlace C4-C5 son también fotoquimicamente importantes.

Si bien no se conoce ningdn uso en la medicina empirica o trca
dicional de Viguiera budleiaeformis ni de Viguiera augustifolia y

por consiguiente de la budleina-A, si se pueden mencionar al menos

tres especies del género Viguiera con este uso (5), la raii de

V. excelsa se administra en forma oral como antidisent&@rico y expeg
torante, V. decurrens se ha utilizado para "envenenar" peces y las
hojas de V. montana aplicada sobre el vientre de las mujeres causa
la me#struacién.

Recientemente se le ha encontrado actividad bioldgica a la



‘..__hL_. D*
D
¥ “heon >=< — >_<"

\Cll o

> >—<&o
~/ \:*‘ *

FIGURA 7a FIGURA 7b
>.____< + u3co.>._—\
+
+

H

N /
yé N cu ou >

H CO

) +
FIGURA 8 >—‘\



budlefna-A (7) al inhibir el desarrollo de bacterias Gram+ " in

vitro" tales como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus encon-

trandose una concentracidn =inima de inhibicidn a 60 pg por mili
litro y menos de 1 pg por mililitro respectivamente, otros micg
organismos frente a los cuales presenta efecto inhibidor son Sar-

cina lutea y Bacillus cereus. En el caso de las c&lulas proce-

dentes de tejido canceroso (3) se observa un aumento en al nilmero
de c8lulas multinucleadas, esto hace pensar en cariocinesis elevada
y ausencia de citocinesis, lo cual constituye un efecto bioldgicou

interesante de la budleina-a

Efecto antibacteriano "in vitro" de la budlefna-A

frente a Staphylococcus aureus ( 1, 15y 60 xg/ml)
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PARTE EXPERIMENTAL

Se trabajd con dos lotes de Viguiera budleiaeformis, uno re

colectado en la carretera México-Toluca a la altura del Km. 40 y
el otro en el Km. 24 de la carretera federal México-Puebla,

Las hojas y flores secas (4.2 kgs.) se extrajeron con clorg
formo a temperatura ambiente durante 72 h. (dos veces}). ”Los ex-
tractos se evaporaron a presidn reducida hasta sequedad quedando
480 g. que se disolvieron en etanol (1 L.) en frio, se adiciond
despu@s un litro de aguna y se filtrd sobre celita, la solucidn
etandlica se extrajo tres veces con hexano, luego se agregd una
solucidn saturada de cloruro de sodio (1l L.) y se extrajo con
cloroformo concentrindose esta fase a presidn reducida pfopor—
cionando 74 g. de residuo seco. Este residuo se disolvid en una
ninima cantidad de cloroformo y se cromatografid en columna de
Silicagel 60 (l:40). Cuando se utilizd alumina alcoa F-20 no se
consiguid aislar budleina-A.

Las fracciones elufdas con cloroformo-acetona 3% se reunie=
ron y cristalizaron con acetona-éter etilico, dando cristales
blancos con Pf=110-111°C para un rendimiento del 0.03% en el caso
de la variedad recolectada en la carretera Mé&xico-Toluca y rendi-
miento de 0.36% en el caso de la variedad recolectada en la carre
tera HéxicofPuebla.

La budlefna-A se identificd por espectroscoplia de RMN, IR,
UV y masas (Espectros 1,5,9 y 17),

El estudio fotoquimico de la budleina-A.se efectud, en las

condiciones mostradas en la tabla 1.
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FOTOENSAYOS CON BUDLEINA-A

TABLA 1
FOTO. BUD. ) h® TIEMPO RENDI- % BUDLEINA
ft A REACTIVO 0 REAC. CLAVE RE MIENTO A
(mg) . (A) (he) (2 RECUP.
1 46 Acetona (10 ml) 3500 16 FB1 . 0.53 12.6 50
2 98 Acetona (10 ml) 2537 17.5 ‘FBL 0.53  20.4 3l
FB2 0-.86 1.5
3 97 Acetona (10 ml) 3000 41.5 FBL - 0.53 5.2 27
4 100 Acetona (10 ml) 3000 18 7 producﬁos con rendi -
Acetofenona (10 wl) miento muy bajo.
5 50 Benceno (10 ml) 2537 8 FB3 0.48 6.0 80
8 productos con rendi
miento muy bajo
6 50 Acetonitrilo (10 ml) 2537 2 Polimerizacidn excesiva -
7 500 Acetonitrilo (10 ml) 2537 2 FB4 0.92 1.4
Agua (140 ml) FB5 0.85 0.9 60
FB6 0.81 " 0.5
TB1 0.45 17.1
-8 200 Cloroformo (40 ml) 2537 3.5 FB22 0.71 22.5 ]
FB23 0.64 10.0 12
FB24 0.48 9.0
9 50 Cloroformo (10 ml) 3000 5 Descomposicidn <=
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FOTO. BUD. h) TIEMPO RENDI- % BUDLEINA
# A REACTIVO ° REAC. CLAVE RE MIENTO A
(mg) (A) (h.) (%) RECUP,
10 50 n-butilamina (10 ml) 2537 0.75 B2 0.53 3.1
TB3 0.3 16.0 20
FBS 0.5 1.1
FB9 0.41 0.8
11 50 Trietilamina 2537 0.75 6 productos con muy
bajo rendimiento 10
12 50 n-butilmercaptano . 2537 0.50 6 productos con rendi -
miento bajo y Rf mayor
que la budleina-A
13 50 L-leucina (175 ng) 2537 1 FB1O  0.49  12.0 20
Agua (14 ml) 2 productos con muy
Acetonitrilo (1 ml) bajo rendimiento
14 25 «~-cetoglutarico (10 2537 2:5 FB1l 0.4 15.1
mg) Acetona (5 ml) FB12 0.21 8.0 5
15 . 300 Metanol (300 ml) 3000 5 FB30  0.68  18.0
FB31 0.66 10.1 3
FB32 0.58 206.)
16 300 Metanol (300~m1) 2537 0.75 FB31 0.66 3.2 .
' FB33 - 0.64 31,2 -
FB32 0.58 Jo.4
17 100 isopropanol (300 ml) 3000 b, 5 FB17 0.51 16.0 18
.. FB18 0.57 0.8
18 50 “isopropanol (10 wl) 2537 3.5 No se obtuvo ningin

producto definido.
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¥rora., BUD. hp» TIEMPO RENDI~ % BUDLEINA
# A REACTIVO ° REAC. CLAVE RE MIENTO A
(mg) (A) (h.) (%) RECUE,
19 300 Alcohol teramilico 3000 5.5 FB19 0.58 21.0
(300 m1) FB20 0.48 14.4 -
FB21 0.32 13.4
20 50 Alcohol teramilico 2537 4 Descomposicidn -
’ {10 ml)
21 50 n-octadecanol (100 mg) 3000 4 FB16 0.51 24,0 30
22 50 n-octadecanol - (50 mg) 2537 2.5 5 productos con muy 43
bajo rendimiento
23 100 Etilenglicol 3000 3 FB25 0.26 15.2
(100 wl) FB26 0.20 18.0 -
FB27 0.07 21,2
24 50 Etilenglicol (8 ml) 3000 .75 Descomposicidn --
Tetrahidrofurano (2 ml)
25 50 — Etilenglicol (9 ml) 3000 3.5 Descomposicidn --
Acetonitrilo (1 ml)
26 . 210 Etilenglicol) (150 ml} 2537 2.5 FB28 0.60 56.2 -
Acetonitrilo (150 ml) '
217 100 Etilenglicol (100 ml) 2537 2.5 FB29 0.48° 35,1 -
Acetonitrilo (100 ml)
28 50 1,6-hexandiol . 3000 3 3 productos con bajo 5

rendimiento
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FQTO. BUD, h» TIEMPO RENDI~ % BUDLEINA
l A REACTIVO o REAC. CLAVE RE MIENTO A
(mg) (a) {(h.) (%) RECUP,
29 50 1,6~hexandiol (100 mg) 2537 3 No se observd ningfin -
Acetona (10 ml) producto defindido
3¢ 50 ‘ttanolamina (10 al) 2537 2.5 TB4 0.26 20.1
: FB14 0.13 7.2 25
FB13 0.07 8.4
31 50 Etanolamina (5 wl) 2537 1.25 8 productos con rendi Cam
Acetonitrilo (5 ml) miento muy bajo
32 50 Ltanolamina (1 ml) 2537 2 T84 0.26 8.3
15

Benceno (9 nl)
Acetonitrilo
(0.5 mi)

FB15 0.18 4.0
FB13 0.07 17.0
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INFORMACION ADICIONAL A LA TABLA 1

1 Fotoensayos con acetona (Fl a F4).

Todas estas exposiciones luminicas fueron efectuadas entre
35° y 40°C en atmbsfera de argdn, controlando la fatorreaccibn por
cromatografia en capa fina (CCF), eluidas en hexano-acetona (l:1l).

Los productos de los fotoensayos fueron separados por croma-
tografia en placas preparativas (CPP), al recuperarse de &stas los
productos FBl (fotobudleina No. 1) y FB2 mostraron descomposicidn,
misma que aumentd al ser calentados em vapor para su concentracidn.
En el caso de F3 y F4 la gran cantidad de productos mostrados por
CCF después de la recuperacidn impidid el tratamiento por CPP. Por
estas razones no se obtuvieron espectros satisfactorios de estos
ppoductos.

Simultaneamente se efec:u& el control térmico calentando una
solucidén de budleina-A en acetona y -manteniendo el sistema en ausen
cia de luz.

Se adicionaron posteriorm?nte unas gotas de HCl y se mantuvo

la reaccifn a temperatura ambiente durante 16 horas.
IT Fotoensayo con benceno (F5)

EL fotoensayo en benceno se efectud entre 35° y 40°C, la di-
solucidn se consiguid por calentamiento antes de la exposicién, se
hizo burbujear argdén al sistema por 15 minutos, ELl disolvente se

elimind por destilacidn al vacio.
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III Fotoensayos con acetonitrilo (F6 y F7)

La fotorreaccidn nmero 6 se efectud en las coundiciones descri
tas para F5, en el caso de F7 la temperatura de reaccidn fue en-
tre 15° y 20°C, se burbujeo argdn durante todo el tiempo que durd
la exposicidn a la luz ultraviocleta, la irradiacidn se suspendid
al observarse turbiedad en el tubo de reaccidn, la solucidn se vir
tid en agua (30 ml) se extrajo con acetato de etilo (3 veces), la
fraccidn orgénica se secd (NaZSO4 anh.), 2l disolvente se elimind
por destilacidn a presidn reducida y el aceite obtenide se fraccio
nd por CPP (acetato de etilo 100%).

Se efectud el control térmico de F7 a temperatura ambiente du

rante 72 horas.

Iv Fotoensayos con cloroformo (F8 y F9).

Las fotorreacciones con cloroformo (atmdsfera de argdn y tem-
peratura entre 30-35°C) se recuperaron por concentracidn al vacio

y se fraccionaron en CPP (hexano-acetona,l:l),

v Fotoensayo con n-butilamina (F10)

Cuando la budleina~A y la n-butilamina se ponen en contacto
la solucidn toma un color amarillo intenso, se expuso esta solucidu
a la luz ultravioleta a temperatura de 35° a 40°C en atmdsfera de
argdn.

La fotorreaccidén se termind virtiendols en agua acidulada (HC1)
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y se extrajo con acetato de etilo, se secd y se concentrd a presidn
reducida, el aceite obtenido se separd por CPP (acetato de etilo
100%).
La reaccidn térmica se efectud a temperatura ambiente durante

30 minutos controlada por CCF a intervalos de 5 minutos.

Vi Fotoensayo con trietilamina (F11)

La exposicidn a la luz se llevd a cabo en atmdsfera de argdn
(35°y 40°C). Una vez que la budleina-A reacciond (CCF) la solu-
cidn se virtid en agua y se extrajo primero con benceno, luego con
acetato de etilo y este ge lavd dos veces con agua, el disolvente
se elimind por destilacidn al vacio y el aceite obtenido se traba

j8& por CPP (hexano:acetona,2:1).

VII Fotoensayo con n~butilmercaptano (F12)

En este caso la fotorreaccidn se efectud en atmdsfera de ar-
gdn a temperatura entre 35° y 40°C con burbujeo de argdn.

Se disolvid primero la budleina~-A en un minimo de acetonitri
lo adicionandosele posteriormente el n-~butilmercaptano.

Una vez terminada la fotorreaccidn se concentrd en rotavapor

y se trabajd en CPP.

VII1 Fotoensayo con L-leucina (F13)

Se expuso a la luz ultravioleta una suspensién formada por Bud
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leina~A disuelta en un minimo de acetonitrilo y L-leucina disuelta
en agua. Al dar por terminada la reaccidn (35° y 40°C en atmdsfe-
ra de argdén) por descomposicidn de la budleina-A se virtid en agua
y se extrajo con acetato de etilc (tres veces), la fraccidn orgi-
nica se concentrd a presidn reducida una vez seca y se¢ trabajd por
CPP (acetato de etile 100%).

Se intentd la cristalizacidn de la fraccidn correspondiente a
FB1l0 sin &xita, por lo que se volvid a intentar su purificacidn por

CPP en ausencia de luz. v

1X Fotoensayo con dcido ™-cetogluti3rico (Fl4)

La fotorreaccidn (35~40°C) se efectud con burbujeo previo de
argdén durante diez minutos. Se evapord la acetona al vacio y el
s8lido obtenido se lavd con hexano, el precipitado obtenido se secd
y sometid a CPP y la fraccidn hexinica se tratd de critalizar en

acetato de etilo 100%.

X Fotoensayos con metanol (Fl5 y F16)

Estas fotdSlisis (10~15°C y armbsfera de argdn) se recuperaron
por concentracidn al alto vacio y se fraccionaron por CPP (hexano
-acetona),.

Se corrid un control térmico disolviendo budleina-aA en metanol
manteniendo la solucifn a temperatura ambiente durante 24 horas,
posteriormente 8 horas a reflujo y finalmente se inteﬂté catalizar

la reaccidn con una gota de HCl/HZO. Se intentd tambi&n la cata-



lisis con HZSOQ/HZO.

X1 Fotoensayos con isopropanol (F17 y F18)

Estos fotoensayos se efectuaron entre 10 y 15°C (atmdsfera de
argén). Se destild el alcohol a presidn reducida, separindose por

CPP los productos FB17 y FB18,

XI1 Fotoensayos con alcohol teramilico (F19 y F20)

Una vez terminada la fotorreaccidn No. 22 (10-15°C) se elimi-
nd el disclvente por destilacidn a presidn reducida y el aceite re
sultante se Erqccion& por CCF (hexano-acetonas2:il).

La fotorreaccidn No. 23 (35-40°C) se recuperd virtiéndola en
una mezcla de agua-etanol (6:1) y extrayendo con acetato de etile,

elimindndose éste por destilacidn al vacio.

XIIL Fotoensayes con n-octadecamol (F21 y F22)

Se utilizd acetona para disolver los reactivos (35-40°C y at
mésfera de argén). Una vez terminada la fotorreaccidn se crista--
1iz8 en frio el n-octadecanocl en exceso, el aceite residual se

fracciond por CPP (hexano-acetona 2:1).

XIV Fotoensayos con etilenglicol (F23 a F27)

El fotoensayo No. 23 (atm@sfera argdn 10+15°C) se recuperd

por concentracidn al alto vacfo y se fracciond por CPP.
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Los fotoensayos efectuados con adicidn de acetonitrilo F25-27
(10-15°C) se recuperaron evaporando durante una hora en rotavapor,
posteriormente se virtid en HZO’ se extrajo con acetato de etilo Yy
gse secd, concentrindose después a presidn reducida. El1 aceite ob-
tenido se fracciond por CPP, la fraccién que contenia el producto
principal se cristalizdé en hexano-acetona. Se efectud un control
térmico en ausencia de luz disolviendo budleina-A en etilenglicol

y manteniendo la solucidn a temperatura ambiente durante dieciseis

horas.

XV Fotoensayos con l,6-hexandiol (F28 y F29)

La budleina-A y el 1l,6-~hexandiol se disolvieron en acetona
(argdn pof quince minutos), se controld la temperatura entre 35 y
40°C. Una vez que se consumid la.budlefina~A (CCF) se dif por ter
minada la irradiacion, se destild el disolvente a presidn reducida,
se cristalizd el 1,6~hexandiol (eter etflico) y el aceite resultan

te se fracciond por cep {hexano~acetona,2:1).

XVI Fotoensayos con etanolamina (F30 a F32)

Estos fotoensayos se llevaron a cabo entre 35 y 40°C (atmbs-
fera de argén). La mezcla de reaccidn de F30 se virtié en agua
extrayendo con acetato de etilo y descilSndolo posteriormente a
presidn reducida. Las fotorreacciones 31 y 32 se recuperaron por
evaporacidn al vacio y los aceites residuales de los t;es fotoensa

yos se fraccionaron por CCF. Se efectud un control térmico'disol-

viendo budleina~A durante tres horas en etanolamina.
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DLSCUSION

La budlefina~A es un sesquiterpeno que en los Gltimos afios eg
ti siendo estudiada desde diferentes puntos de vista, actividad
bioldgica (3), actividad quimica (34) y en nuestro caso su compor
tamiento bajo la accidn de la luz ultravioleta (350, 300 y 253.7
nm) .

El primer paso en el presente trabajo consistid en obtener
budleina-A de su fuente natural (ver parte experimental) en can-
tidad suficiente para encontrax, como primer punto, un disolven=-
te que sirviera de seno de reaceidn y efectuar posteriormente fo
torreacciones con diferentes compuestos a fin de obtener un pang
rama de reactiyidad entre la budleina-A y grupos funcionales co-
mo R-OH, R-NH_, R-COOH, etc.:

La budleina-A obtenida se verificd por medio de espectrosco-
pia ( espectros 1L, 5, 9 y 17).

La tabla 1 presenta un resumen de la variacidn de pardmetros
(temperatura, longitud de onda, etc.) y reactivos empleados en
‘el presente estudio.

En el caso de los fotoensayos con acetona se efectuaron a
nivel piloto y a manera de control para saber, de acuérdo a los
produétos formados, cual es el fotoefecto de la acetona sobre la
budleina-A; se observa que los tiempos de exposicidn a la luz ul
travioleta son prolongados aun con la introduccidn de un fotosen
sibilizador (acetofenona) y que ademds los cambios son minimos re
cuperdndose buen porcentaje de budlefna-A. El control térmico no

mostrd ningfin cambio siginificativo,
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Cuando se utilizd benceno, el tiempo de exposicidn fue menor
y se obtuvo mayor ndmero de productos pero el porcentaje de budlei‘
na-A recupérada fue mucho mayor (80%)., La mezcla de productos ob-
tenidos resultd dificil de separar por CPP.

Al emplear acetonitrilo como disolvente se observa que reac-
ciona mas ripidamente con la budleina-A en presencia de luz ultra-
violeta produciendo por solidificacidn un polvo amarillo metd3lico
que no mostrd sefiales importantes en RMN. No se observa la pre-
sencia de budleina-A recuperada.

Cuando se fotorreacciona budleina~A con una mezcla de aceto-
nitrilo-agua (1l:14 v/v) se obtiene una mezcla de productos, el
mds abundante de los cuales se obtiene por reaccidn térmica y no
responde 4 los intentos de purificacidn, descompomiéndose por
accidn del calor, .

Otro compuesto probado como disolvente fue el cloroformo ob-
servidndecse que de los tres productos obtenidos uno de ellos (FB22)
podia sépararse del resto de la fotorreaccidn (Espectros 2, 11 y 21).
Este producto continfla en estudio con vias a determinar su estruc-
tura quimica.

Una vez establecida la fotorreactividad de la budleina-A con
estos disolventes se inicid el estudio fotogquimico con diversos

compuestos:

AMINAS
Se observa una termorreaccidn instantdnea al entrar en contac-

to la budlefna-A con la n-butilamina produciendo dos compuestos
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bien definidos mds o menos estables a la luz ultravioleta.

La exposicidn luminica de la mezcla de termocompuestos obte
nida genera dos productos de muy bajo rendimienfo en un tiempo re
lativamente corto. La reaccidn té€rmica produjo dos cdmpuestos pre
sentes en F10 (TB2 y TB3) desapareciendo totalmente la budlaina-a
a los treinta minutos.

El bajo rendimiento y la termolabilidad de los fotoproductos
impiedieron su estudio espectroscdpico.

Cuando se usa trietilamina mo existe reaccidn t&rmica instan-
tanea pero los productos obtenidos no pueden separarse, aun cambian
do los sistemas de elusidn y cristalizacidn, descomponi&ndose por
efecto del calor y 5i0,.

TIOLES

Al emplear n-~butilmercaptano neo se aprecio cambio térmico,
pero a los cinco minutos de exposicidn se podian apreciar ya seis
productos muy difusos que no respondieron a los intentos de cris-
talizacidn ni purificacidn por CPP en diferentes mezclas de elucidn
por lo que solo se pudo obtener un espectro de IR (Espectro No. 18)
de la fot8lisis total en el que se pueden apreciar algunos cambios
interesantes como la aparicidn de una sefial a 740 cm—l posiblemen-
te debida al enlace C~-S. Existen varios problemas que impiden el
estudio profundo en algunos casos como &€ste y los principales son

el hecho de que Viguiera budleiaeformis sea una planta anual y el

rendimiento tan pequefio de budleina-4 que de.ella se obtiene, aunque

ahora sabemos que se encuentra en mayores cantidades en otras varie



dades de Viguiera (34).

AMINOACLDOS

Los dos productos obtenidos con L-leucina resultaron en muy
bajo rendimiento debido a su termolabilidad y sensibilidad a
Sio2 afin realizando la CCF en ausencia de luz, por lo tanto su es

tudio espectroscdpico resultd imposible.

ACIDOS ORGANICOS

De los dos compuestos resultantes de la fotorreaccidn con el
dcido = ~-cetoglutarico, el mds abundante no pudo separarse del dci
do y el de menor concentracién resultd sumamente termoldbil. No

pudo efectuarse el estudio egpectroscdpico.

ALCOHOLES
Al efectuarse la irradiacidn con 1émparaé de 300 nm de la
"budleina-A en metanol (Fl5) se obtuvieron tres productos, el pro~
ducto menos polar FB30 presentd una pequeiia impureza que no pudo
elininarse por CPF descomponiéndose por el calor. El segundo pro-
ducto en polaridad (FB31) se‘obtﬁvo en menor cantidad pero resul-
té mds fleil de purificar por ser mds resistente al tratamiento
térmico. El producto menos polar (FB32) es el mds abundante e igual
mente resistente que FB31,
Cuando se utilizaron limparas de 253.7 nm se obtuvieron tam-
bién tres productos, el mds polar de los tres resultd sét FB30 obte

nido también en la fotorreaccidn a 300 nm en las mismas condiciones,
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s6lo que en &ste caso el rendimiento fue menor presentando el mis
mo comportamiento mostrado en la fotorreaccifn anterior.

E1l producto de polaridad intermedia (FB3l) no se obtuvo en la
fotorreaccidén a 300 nm, se pudo aislar por CPP (hexano/acetona) con
Rf=0.64 y rendimiento del 31.2% en forma de un aceite incoloro,
la espectroscopia de este producto es la siguiente:

Presenta en espectrometria de masas (Espectro No. 4) el ion
molecular m/z 388 (3.540), el pico base estd a m/e 83.2 (1L00J) v
m/z 55 (52%), observindose taﬁbién M-18 (m/z 360). Su IR (Es-
pectro No. 24) muestra bandas caracteristicas de una 3(2H)Furanpo
na, 1720 cm-l (grupo ceto) y 1600 cm_l (doble ligadura endlica).

La absorcidn en el UV (A mdx 275 nm, £, 8500) (Espectro No. 8,
indica que este producto de-fo£otransformacién contiene una do-
ble ligadura que aumenta la conjugacidn de la 3(2H)furanona. Mues
tra ademds en IR bandas a 1780, 1655 y un par de dobletes a campo
bajo en el espectro de RMN (Espectro No. 16) a 5.7 (d,1H,J=1.5 Hz)
y a 6.36 ppm (d,1lH,J=1.5 Hz) caracterfisticas de una ¥-lactona con
juéada con un metileno exocfclico. En el UV también se observa
(& mdx 215,f, 21200) de la lactona, en EM el pico base es m/z 83,
que es caracteristico de un &ster angélico ( =6—CMe=CHMe) mismo
que muestra en RMN la sefial miltiple centrada en 6.08 ppm del pro
tén vinilico, sefiales dobles centradas en 1.74 y 1.90 ppm corres-
pondientes a los metilos Cl9 y C20.

La doble ligadura que aumenta la conjugacidn del sisteﬁa
3(2H) furanona tiene caracteristicas de un megileno exociclico ye

que en RMN se observa como dos sefiales anchas (3) centradas en 5.8
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(1#) y 5.97 (14) ppm.

Por otro lado la sefial mlltiple en 6.17 que corresponde al
protdn vinilico €5 de la budleina-A no aparece en el espectro de
este fotoproducto, en cambio se observa un sistema ABX que se atri
buyd a los protones H5, H6 y H7 donde se asignd la seiial doble de
dobles centrada a 4.41 ppm (JAB=Q H?) presentando cada rama del do
blete una mayor multiplicidad debida a la interaccién con los pro-
tones vinilicos del metileno exociclico en C4, asignidndose a HS
(parte B). La sefial de la parte X del sistema se observa como una
sefial miltiple centrada en 3.65 ppm (H7).

Tambi&n en el espectro de RMN de I se observan: seiial mGlti-
ple centrada en 5.16 ppm (1H) que se atribuyd a H8, una sedal sim-
ple a 5.74 ppm (S, lH) debida al protdn en C2; la sefal simple
3.57 ppm (3H) que confirma la presencia de un grupo metoxflo en la
molécula; finalmente el metilo.lS es el responsable de la sefial a
1.46 ppm (S, 3H),

De acuerdo a estos datos se propone la estructura I para este
fotoproducto, donde la estereoquimica en C5 del hidrdgeno esta anti
con respecto al H6 (de acuerdo a los modelos de Dreiding) y que
explica la constante de acoplamiento que presenta (J=4 Hz).

Este arreglo puede observarse en los prcductos obtenidos de
la budlefna-A cuando fue tratada con ﬁCl/CHCl3 (3) (estructura A)
y cuando se somete a la acetilacidn (3) (estructura B), sSlo que
H5 aparece como un singulete posiblemente debido a la naturaleza
del sustituyente, lo que provoca cambios en los inguloé entre H5

y H6. La transposicidn alilica en el caso del presente trabajo
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ESTRUCTURA B R=CO—CH3
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ESTRUCTURA IV

R = CH2—CH2—CN
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se logra por accidn de la luz ultravioleta y aque al efectuar ex-
periencias con bu&leina-A en presencia de metanol a temperatura
ambiente o calentando a reflujo durante largos intervalos de tiem
po no se observa ningln cambio similar ni afin cuando se cataliza
la reaccidn con HCl (Espectro No. 28).

El producto mds polar obtenido en esta fotorreaccidn (FB32)
con Rf=0.58 y rendimiento del 36.4% se separd por CPP en forma de
aceite incoloro y se le asignd la estructura IILa en base a los
siguientes datos espectroscdpicos (adicidn de metanol a la doble
ligadura C4~C5 en forma antimarkovnikoff): Presenta en E,M. (Es~
pectro No. 3) el idn molecular a m/z 406, asi como el'pico base
m/z 83, m/z 55 (60.8) caracteristico del &ster angélico (0-CO-
C(me)=CH-Me, mt-18 (m/z 388). La absorcidén en el UV a jmdx 260
nm'(;,8700) hace pensar que esta molé&cula no presenta el doble en
lace adicional a la doble ligadura C2~C3 como en el caso del produc
to anterior. ELl IR de IIa (Espectro No. 25) muestra las bandas de
hidroxilo en 3450 cm-l, el sistema 3(2H)furanona produce bandas a

1715 y 1600 cn™t

, pudiéndose observar a 1770 y 1655 bandas caracte
risticas de una ¥-lactona, La RMP (Espectro No. 15) presenta en
la zona de los protones vinflicos las siguientes sefiales en 6,31 -
y 5.69 ppm dos sefiales anchas del metileno hexociclico (2H) de la
¥-~lactona y una sefial simple a 5.75 ppm de HZ (lH); se observan
también dos sefiales miltiples centradas a 6.0 ppm y 6,66 que son
caracteristicas del protdn vinflico de un @ster angdlico y de un

égter tiglico respectivamente, lo que indica la existencia de

una fotoisomerizacidn de este sistema. La seial mltiple centrada
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a 5.05 ppm se debe a H8, los dos tripletes centrados a 4.835 (lH)
y 4.80 ppm (1H) (J=8 Hz) se asignaron al protén No. 6; la sefial
doble»a 4,06 (J=4 Hz) que integra para dos protones se atribuyd

al hidrdgeno del metilo en C el protdén No. 5 es el responsa-

15}
ble de la sefial triple a 3.94 ppm (1lH,J=8 y J=8 Hz); en 3.455
(8,3H,0Me) y la sefial mdltiple a 3,3 ppm (lH) se debe a H7. Los
metilos de la mol&cula se observan como seiiales mdltiples a 1.905,
1.76 y 1.69 ppm (vinilicos) y los hidrSgenos del Me-Cl4 como una
sefial simple a 1.37 ppm (S, 3H). El UV de este producto (Espectro
No. 7) a Amdx 212 nm produce (g,54000) y a mdx 260 (ﬁ,2600).
Cuando se intentd acetilar e hidrolizar este producto no se obtu-
vo en ningdn caso algin producto abundante y homogé&neo (Espectro
No. 27)

Se continud el fotoestudio con otros alcoholes para estable-
cer la reactividad fotoquimica de éstos con la budleina-A, asf te
nemos que al emplear como reactivo al isopropanol con luz de 300
nm se observaron dos productos mésvo menos homogéneos, en bajo ren
dimiento, que no respondieron a la cristalizacifn; de é&stos el mis
abundante (16.07%) se estudid por IR (Espectro No. 19) en el caso
de la irradiacidn con luz de 253.7 nom no se consiguid sepafar nin~
gln producto homogéneo a pesar de que la budleina~A expuesta se
transformd totalmente. Se utilizé tambiém alcohol teramflico con
luz de 300 y 253.7 nm, esta dltima produje un comportamiento simi-
lar al descrito anteriormente, en tanto que la exposicifn a 300 am
generd tres productos sumamente inestables ya que se descompusie~

Ton a pesar de la baja temperatura a que fu? sometido (mds o menos
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30°C% el producto mis estable (FB20) con Rf=0.48 y rendimiento del
14.4% se estudid por RMN e IR (Espectros 10 y 20).

En el caso del fotoensayo con n-octadecanol la exposicidn a
la luz ultravioleta de 253.7 nm‘no produjo ningdn compuesto homogé-
neo y el fotoensayo a 300 nm did un solo producto pero no se pudo
separar del n-octadecanol recuperado debido a su elevada termola-
bilidad.

El estudio fotoquimico con dioles se inicid con el 1,6 hexan
dioi perﬁ no se obtuvieron resultados significativos debido a los
bajos rendimientos y a la dificultad para eliminar el diol de la
mezcla de reaccidn.

A pesar del inconveniente de su alto punto de ebullicidn, gue
podria dificultar el aislamiento de los productos, se intentaron
diferentes fotorreacciones con etilenglicol (ver parte experimental)
el mejor resultado se obtuvo cuando la irradiacidn se hizo disol-
viendo la budleina-A en un volumen de acetonitrilo y adicionando
posteriormente otro de etilenglicol (1.4:1:1,W/V/V) recien desti-
lado. Despu@s de eliminar el disolvente al alto vacio el aceite
regsultante se disolvid en un minimo de acetona y se purificd por
CPP (hexano-acetona); la fraccidn de Rf=0.60 y rendimiento del
56.2% produjo unos cristales ligeramente amatrillos con P£=105-109°C
al cual se le asignd la escfuctura ITTa en base a los siguientes
datos espectrofotométrigos.

En el UV (Espectro No. 6) muestra absorcidén a 218 (§,20600) y
281 nm (F,9900) indicativo de que este compuesto tienevuna doble

ligadura que aumenta la conjugacidn del sistema 3(2H)furanona



- 37 - ‘

(L710 y 1590 cm-l en IR y un singulete a 5,7 ppm correspondiente
a H, en RMN)} siendo exociclica porque en RMN (Espectro No. 1l2) se
observan dos sefiales simples a 5.99 (l1H) y 5.8l ppm (lH). En el
IR (Espectro No. 22) muestra bandas a 1770 y 1650 en ! de la
¥-Lactona «- fino saturada (lo que justifica los dobletes a 6.3 y
5.64 ppm (2H) asi como a 3500 t:m-1 de un grupo hidroxilo (que al
adicionar D20 simplifica sus sefiales a 2.25 ppm). Ahofa bien H5
se presenta en 4.34 (S,1H), H6 en 4,37 ppm (S, 1H), H7 a 2.61 ppm
(S, 1i) y H8 a 5.1 ppm como un multiplete (lH). Los metilenos del
etilenglicol explican la seiial simple a 3.75 ppm (2H). La sefial
de los metilos vinilicos del &ster angélico corresponden a las se
flales mGltiples a 1.91, 1.8 y 1.7 ppm y la sefial del hidrdgeno vi
nilico a 6.1 ppm (m, 1lH); por dltimo a los protones de C9 corres~-
ponde la sefial (d,d) centrada en 2.6 ppm'(lu J=14 y J=4 Hz). La
acetilacién de IIla en condiciones normales produjo IIIb cuyes da
tos espectroscbpicos sefialan que se llevd a cabo la acetilacisdn
de tn alcohol primario, observandose en IR (Espectro No. 23) la
banda del éster a II.735:cm_l asi como en RMN (Espectro No. 13) la
sefial simple a 2.14 ppm (CH3-00m0)’y los metilos del etilenglicoy
se observan como una sefial compleja centrada a 3.75 ppm conservan
dose todas las seflales de los demds hidrdgenos de la molécula ori
ginal (IIla).

El control té&rmico de esta fotorreaccidn catalizado cun
HCl/HZO no mostrd la aparicidn de IIIa y en cambio se observd abun
.dante descomposicidn,

Se pensdé en utilizar reactivos que contuvieran dos grupos fun
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cionales pero diferentes entre si, esto llevd a realizar fotorreac
ciones con etanolamina; como mejor funciond fue cuando se utilizd
benceno como medio de reaccidn y un minimo de acetonitrilo para
disolver la budleina-A. Este fotoensayo produjo tres compuestos
de los cuales el mds abundante se obtuvo también por reaccifn tér
mica debido posiblemente a la gran reactividad que muestra la bud
leina-A frente a las aminas. Los productos fotoquimicos resulta-
ron ser muy inestables ante los tratamientos normales de purifi-
cacion.

La @#ltima reaccidn efectuada con este tipo de productos es
la exposicidn a la luz ultravioleta de la budleina-A frente a la
etilencianhidrina, de la que se pudo aislar un producto que pre-
senta en IR (Espectro No. 29) la banda esperada del nitrilo a
2250 crn_l y en RMN (Espectro No. 30) las sefiales de los metilenos
del grupo adicionado. |

Aunque se sigue trabajando con este Gltimo compuesto podria

asignarsele la estructura IV,
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El mejor rendimiento de budleina-A provino de la variedad de

Viguiera budleiaeformis recolectada en la carretera México-Puebla,
utilizando como soporte cromatogrificosilica-gel 60 y ecristalizan
do las fracciones eluid;s con cloroformo~acetona 3% en acetona-eter
etflico.

Cuando se buscé un disolvente para ser utilizado como medio de
reaccidn en el presente estudio fotoquimico que por primera vez se
efectlda con este tipo de germacrandlidos, se observd que la aceto-
na mostraba baja reactividad frente a la budleina~A produciendo pg
guefios cambios en tiempos largos de exposicidén a la luz ultraviole
ta, abati@ndose &stos con la introduccidn al sistema de un fotosen
sibilizador (acetofenona). E1 acetonitrilo produjo amplia polime-
rizacidén en un tiempo relativamente corto de exposicidn.

Resulta interesante continuar con los fotoensayos utilizando
budleina-A disuelta por una parte de cloroformo y por otra en eta-
nolamina, posiblemente disminuyendo la temperatura de reaccidn se
consigan productos mds homogéneos,

La budlefna-A sufre fotoadiciones y fototransposiciém alilica
cuando se irradia en presencia de alcoholes preferentemente en la
doble ligadura C4-C5, resultando interesante recalcar la gran reac
tividad mostrada con las aminas primarias. Esto puede implicar un
aumento en actividad biol8gica de algunos dé estos nuevos deri-
vados porque no sdlo la doble ligadura exociclica (Cl1-Cl13) de la
¥-lactona, como se piensa (4), es la causante de ella gino que la

doble ligadura adicionada por la fototransposicidn contribuiria
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al aumento de esta actividad.

Resulta,'por tanto, muy interesante para apoyar lo antes men
cionado que estos fotoproductos se estudien en este sentido (act}
vidad antibacteriuna) y establecer asf ea 1o pusible la relacidn
estructura-actividad bioldgica. Por lo pronto se esta iniciando
este estudio con la preparacién en mayor cantidad de los fotopro
ductos cuyas estructuras han sido satisfactoriamente determina-

das.
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