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Director.
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En los ltimos aflos, se ha manifestado una creciente preocupacion en los aspectos
ecologicos del planeta debido a la continua destruccion del habitat que provoca cada aio
la extincién de miles de especies!, lo cual ha generado un gran interds en los alimentos y
drogas naturales.

L.a existencia de una gran variedad de estos productos desde el té de manzanilla
hasta la goma de mascar de ginseng y mas recientemente ¢l taxol (diterpeno
pseudoalcaloide aislado de Taxus brevifolia que es el primero de una nueva clase de
agentes anticincer que estabiliza los microtibulos)2, ha provocado un mayor interés en el
estudio de la flora,

Al respecto, México comprende cerca del 12 % de la biota del mundo3 que
representa alrededor de 20,000 especies de plantas vasenlares. Nuestro pais tiene una
flora mas vasta que la de la antigua Union Soviética y aproximadamente del mismo orden
que los Estados Unidos y Canadé juntos® .

La gran varidad biologica de México puede ser ilustrada por una comparacion del
mimero estimado de especies que hay en el mundo (Tabla 1), con las presentes en el
territorio nacional .

TABLA I Numero de especies estintadas en el Mundo y México3.

Mundo México %
PLANTAS 266,000 29,000-34,000 10.9-12.78

Anthophyta 235,000 25,000-30,000 10.6-12.76

Orchidaceae 17,500 933 534

Cactaceae 1,650 900 54.50

Leguminosae 16,400 1,706 10.40
Cyeadophyta 100 9 9.0
Coniferophyta 550 80 14.54
Pteridophytn 12,000 900-1000 8.34
Bryophyta 16,600 2,000 12.04

£



El territorio mexicano y en particular su mitad meridonial, es una de las zonas
floristicamente mas ricas del mundo?, a la par con Malasia, Sudamérica y ciertus partes
de Centroamérica. La razon de la variedad de especies que presenta México reside en su
amplia variedad de condiciones elimdticas.

El reconocimicnto de la herbolaria mexicana relacionada con el descubrimiento de
propiedades curativas ha provoeado ¢l interés en ¢l estudio fitoquinico y farmacologico
de las mismas. M. MartinezS menciona las propiedades curativas  de la Buddieja
cordata, la cual se localiza en Veracruz, Valle de México y varios estados de la mesa
central en donde se conoce como tepozan, zayolizein, cayolizcin o coyolian .

En esta fuente de informacion se menciona que toma el cocimiento de las hojas,
corteza y raiz de este vegetal camo diurético. principalmente en caso de hidropesia, y se
aplica al exterior para curar heridas y para aliviar dolores reumdticos y "contra el pasmo”.

Por su parte Rzedowski?, menciona que las hojas de B. cordata se utilizan en
infusion para evitar el exceso de sudor y como diurético.

El cocimiento de las hojas del tepozan de cerro (B. sessiliflora), que se localiza en

Zumpango, Teotihuacdn, Tlalpan y Amecameca, se emplea para eurar tlceras”,

Por lo antes meneionado se justifica la realizacion del estudio quitmico de las
especies de Buddieja, en particular B, corduta y B, sessiliflora, con los siguicntes

objetivos generales:

1.-Recopilacion de la informacion bibliogrifica disponible del género Buddieja

2.-Aistar Jos metabolitos secundarios presentes en fas dos especies por medio de
téenicas cramatograficas.

3.-Elucidacion estructural de metabolitos secundarios nuevos y conocidos por
medio de reacciones quimicas y téenicas espectroscopicas.



H ANTECE DENTES



L1 Revision ded genero Meckdion

El género  Buddleju, originalmente  clasificado dentro de la fumilia
Loganiaceae por Leewenberg® y Rzedowski”, comprende alrededor de 100 especies.

Hutchinson® y Dahlgren?, clasifican el género Buddleja como una familia
independiente Buddlejacede. involucrada dentro del orden Scrophulariales. Clasiticacion
tontada por Index Kewensis!9.

La ausencia de alealoides indolicos en el género Buddleja, que son comunes en la
famitia de las Loganeaceas, dan un apoyo adicional a la clasificacion Buddiejaceae como
una familia independiente.

Las especies de Buddleja son arbustos o drboles que se encuentran en el tropico y
subtropico del Norte y Sudamérica, Asia y Africall, donde son utilizados en la medicina

tradicianal.

Distribitcion de especies del género Buddieja en el continente Americano.

B. globosa (El padiil), es un arbusto originario de la parte central de Chile y algunas
regiones del sur de Peri y Bolivia. Pérez de Barradas!? menciona que con el zuma de las
hojas curaban las Hagas y en infusion, los abscesos hepaticos, las diarreas y las hemoptis.

Del estudio quimico de esta especie Trim!3 aista el iridoide aucubina (1), Duft}!
obtiene los iridoides catalpol (2) y o-metil catalpol (3).

Harborne!3 detecta la presencia de los flavonoides luteolina  (4) v 6-
hydroxiluteolina (5) .

Martiné identificd de las flores los compuestos flavonoides acacetina-7-0-
rutinasida (linarina) (6), 7-O-glucdsido de apigenina (7). 3-0-rutendsido de quercetina (8),
7-O-glucdsido de escuatelfarecina (9), v el triterpeno lupeol (10).

Lopez!? identifico los triterpenos  Peamirina (1), acetato de P-amirina (12),
glutinol  (13), el esterol elondillasterol  (14), el p-cumarato de metilo (15) y el éster
metilico del dcido fertlico (16).

Houghton!8 reporta los ésteres fendlicos, docosanoato de p-hidroxicinamilo (17) y
lignoceato de p-hidroxicinamilo (18). Posteriormente Houghton y Hikino38, aislaron los
compuestos linarina (6), verbasedsido (19), echinacdsido (93) y dos iridoides que se les
nombrd, p-metoxicinamoilaucubina (56) y 6-p- metoxicinamoilacatalpol (57).



Pardo!?, aislo ¢l verbaseosido (3 4-diliidroxi-B-temiletiO-ce-L-ramnopiranosil(1-3 )-

(3-D-(4-O-cafeoil)glucopiranosa (19) evaluando Ly actividad antimicrobiana que prescuta .

Se menciona que umi decoccion de la contezn de raiz de B humboliana®t,
originaria dcl sur de Texas, E.U., se utiliza para curar infeceiones urinarias y reumatismo.

La parte aérea de B conucea, especic originaria de Bolivia conocida como
"quishura”, cs usada como remedio para enfermedades venéreas. Kubo? infornm sobre los
{lavonoles budlenoido A, kaempferol 7-(6"-p-caumaroglucosido ) (20) y budlenoido 13, 7-
(6"-p-coumaroilglucdsido) de isorhametina (21), presentando ambos compuestos actividad

inhibitoria de K enzima tirosinasa .

Las hojas de B, incana, que se encuentra en la region central de Ecuador y alpunas
partes de Bolivia y Chile, nombrada “quishuar", se utilizan para el trmamicnto de heridas

infectadast2,

En Brasil, B. brasiliensis Jage. denominada como "barcaseo”, de fa cual Teixeiruds,
dice que flores y hojas se emplean en las afecciones catarrales, sudorifico, dolares de
estonago y espalda, presentando también actividad atihemorroide.  Por su paste von
Reis?3 menciona que las hojas en infusion son usadas contra fa hinchazon. Haughton
comenta que varias especies de Brasil presentan actividad diurctica y antihemorroide (8.
stachyoides Chani. et Schlty, B. brasilensis whillst, B. brachiaia Cham. ¢t Schitr y 5.
elegans Cham. et Schitr). En Argentina B. tucumarensis Griseb, presenta actividad

astringente y estimulante™,

En México existen alrededor de 20 especies distribuidas en zanas pantropicales, 3
de las cuales habitan en el Valle de México”: B. cordata H.B.K,, B. sessiliflora H.B.K., B.
purviflora HBK., B. perfolisa WB.K. v B. scoridoides H.B.K.

B. cordata H.B.K conocida como "tepozan”, se localiza principalmente en el Valle
de México, Estado de México, Veracruz, Hidalgo, ete. Sus hojas y corteza de raiz se
utilizan como infusion para evitar ¢l exceso de sudor y como dinrético® 725,

B. sessiliflora HL.BK. ("mispatle" o "lengua de vaca"), distribuida desde Sonora a
Couahuila, San Luis Potosi, Valle de México y Qaxaca, El cocimiento de sus hojas se utiliza

para curar heridas y Glceras 3.7.25,



B parviflora HB.K. ("tepozin de cerro®) es una especie distribuida en el Valle de
México, Estudo de México, Sonora, Veracruz y Qaxacal. Se utiliza en el posparto y
rewmatismo. En el mereado de Sonora, 11 planta seea con zapote blanco se indica para bajar
la presion?s,

B. perfoliate TLBK. ("salvia de bolita”), localizada desde San Luis Potosi, Puebla,
Estado de México y Valle de México, se emplea como antisudorifico, diurético y
estomacals. 7,26,

B. scoridiodes H.B.K. ("escobillas"), se encuentra en el Valle de México, Estado de
México, Nuevo Ledn, Nuevo México y Texas. El cociimiento de sus hojas se utiliza contra
ta indigestion?, por otra parte las hojas molidas junto con pencas de nopal se utiliza para los

quentaduras?S,

Il Herbario Medicinal del IMSS25, menciona otras especies de Buddleja que son
utilizadas en la medicina tradicinal mexicana. De las regiones de San Juan Chamula y
Oxchue Chiapas, las especies B, crotonoides A. Gray ("tzaritzel ok tzelo"), las hojas tiernas
y hervidas se utilizan para controlar ¢l vomito. Las hojus hervidas de 8. nitida Benth
("tzotzil") y B. skutchii Morton ("tzelo pmt”) se utilizan para afiviar el dolor de estomago y
curar heridas. De las regiones de Xolutla y Quimixtlin, Puebla, se utilizan las ramas y flores
de B. elliptica Mart ("chacancantillo xuitl") junto con la hicrba del perro para "lo quemado”,
De B. microphylla H.B.K. ("zampatle"), tas hojas en infusion son utilizadas para las
hinchazones en forma de fomentos.

Entre ¢l material herborizado solo existe un e¢jemplar de B. americana L del
Pedregal de San Angel, que data de 1865 y no sc ha vuelto a colectar ninguno en ef Valle de
México. Es probable que se trate de un error, pues B. americana es una especie propia de
climas mas calurosos y himedos7, de esta especie {Houghton28, aisla el iridoide aucubina
1.

Especies de Asia,

B, davidi Franchet, originaria de China y Japon. Hojas y tronco pulverizado
presentan actividad antiséptica, una infusion de tas hojas se utiliza contra las ttceras. Del
estudio quimico de esta especie, Backer2? identifica los flavoniodes linarina (6) y acaceting
(10) . Paris30 aisla et iridoide aucubina (1), por su parte Duft! obtiene los iridoides catalpol
(2) y o-metil catalpol (3).

Yoshida3! aisla cinco sesquiterpenos de las rafces, fos cuales nombro budledinas A,
B.C, DyD(22-26).



Houghton3? reporta la presencia de coniferaldehido (27) v dos lignanos 28 v 29,
Posteriormente Hoghton33:4, aisla seis lignanas los cuales los nombré hudlenol A, 13, C,
D, Ey I (30-35) y un glucdsido de fenilpropanoide, orabanchina (30).

Rocder3S obtienen un alcaloide triciclico piperidinico, nombrado budamina (81).

Ahmadl36 reporta la presencia de un glicasida que nombré birindsido 1, (37).

Yamamotol37 obtiene de las rafces trece fenil glucasidos (38-50), un glucdsido de
iridoide  (51), y cuatro lignano iridiodes: uno lignan dihidrobenzolurano (52), v tres 2-
fenoxy-1.3-propancdiol (53-35).

B. japonica Hmsl. es muy siniilar a otras dos especies, B curviflora Hook. et Am y
B. Aindleyana Fortune, las cuales son nativas del este de China y Japon. Las hojas y flores
presentan actividad anticatarrad, contra la malaria y piscicida?. Del estudio quimico,
Susplugas? obtienen de las rafees el sesquiterpeno budleina A (22).

Yamamoto® uisla cuatro saponinas triterpénicas tipo oleanano que nombré
budlejasaponinas I IL 1Ty 1V (60-63) y saikosaponinaa (6+4),

Miyasedl, olticnen dieciséis acetil gluedsidos de iridoides, denominados
budlejosidos AI-A 16 (65-80).

B. officialis Maxim es una especie caracteristica de China y ulgunas regiones de
Malasia nombrada  “mi méng hit". La decoceion de las hojas es usada contra la gonorrea y
la hepatitis. Las flores en vino y miel se utilizan para aclarar trastornos visuales como las
cataratas*2, Del estudio quimico de las flores de esta especie Lixin, Xu3, detectaron el
flavonoide linarina (6).

Ning? detecta dos gluedsidos triterpénicos a los que nowbran, mimengésidos A
y B (82-83).

James? menciona  que las hojas y mices de B findleyana Yor, especie
caracteristica de China nombrada “zui yii cdo”, se emplea para combatir ¢f asma, catarro,
hemoptisis y nualaria . En ka misma region B. afbiflora Hemsl, se ocupa como espectorante.

B. asiatica (conocida también como B. neemda ), se localiza en una gran extension
de Asia que abarca desde el norte de la India y Nepal hasta el sur de China, Malusia,
Indonesia y Nueva Guinea. En In India son utilizadas las flores para cicatrizar heridas, en
China como abortivo y las raices en infusion contra la malaria. Del estudio quimico, Bate-
Smith#* deteeta 1a presencia del flavonol, kaempferol (92) y dos dcidos ferdlicos $9,90.



Sharma?® aisld de las hojas Los Mavonoides. limrina (6) ¥ querceting (V1)
Kapaort® obtiene nezela de sitosterel y - estigmasterol (58,59).

Mukherjeet? detecto cuatro lavonaides, 5,7-dibidoxi-3 -dimetoxi tlavona (8-4),
5-hidroxi- 3" d-dimetoxi-7-0-B-D-glucopiranosa (85),  S-hiddroxi-7.3F-trimetoxi Havona
(86), 5,7,3 d"tetrametoxi flavoms (87). Posteriomente Murkherje Maisluel  Shidroxi-

74 -dimetosi {lavona (88).

Una infusion de las hojas de £3. madagascare nsis Lam, originaria de Madagascar
nowmbrada como "seva” o "sevafotsy”  es usada para combatir ¢} asma y la bronguitis2t.
Kapoor'® aislan una mezela de sitosterol y estigmasierol (38,59) y dos flavonoides,

pectolinarigenina (93) y - salvigenina (94).
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L2 Biosintesis,

L.a biosintesis de los iridoides™? parte de la conjugacion de dos moléeulas de dcido
mevalonico Gieido-3,5-dibidroxi-3-metilpentanoico}9s, producicado el geraniol (96) y
erol (97), los cuales  san convertidos a los dioles 98y 99 respectivamente y
posteriormente en tos dialdehidos 100 y 101 os cuales se ciclizan para dar ¢f compuesto
iridoidal 102 (Esquent V).
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Esquema V

Por otra parte, los lipnanos son dimeros del fenilpropanoide, los cuales se derivan
del dcido shkimico a travéz del intermediario 103, que sufre una clectra-oxidacion de ¢l
fenol para dar el radical, seguido par una gran variedad de procesos dependiendo de la
regio y esteroquimica de fos compuestos iniciales (Esquema VI)33
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Esquema Vi

Se conoce que el pirofostato de famesilo es precursor de los sesquiterpenos y que
mediante ciclizacion intramolecutar produce los cationes germacrano (104) y humuleno
(105). El catién germaerano ¢s precursor biosintético del biciclogermacrano (106), por
medio de una ciclizacin intramolecular (Esquema VII)3,
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LT Buddieja cordata (corteza parte aérea)

L.a planta fué recolectada en el Valle de México en Septiembre de 1992 De la
parte adrea seea y molida se obtuvo el extracto metanolico que se trabajo por
cromatografia en columpa, de las {raceiones eluidas con CHCL-MeOH (3:2). se aislaron
solidos de punto de fusion 237-238 9C. Su espectro de masas por impacto electronico
presenta un i6n molecutar de m/z=196 [M-Cgl{12061"  que corresponde o fa formula
molecular (Cy6ta407).

En su espectro de infrarrojo se observan bandas  en 3360 eme! que denota fa
presencia de grupos hidroxilo, por lo que s¢ sometio a tratamienta con Aca0 en piridina
bajo condiciones usuales, Se obtuvo el derivado acetifado de pf. 75-78 © C el cual
presenta en el espectro de RMN! H - cinco singuletes en F951L 1991, 1.996, 2.026
2.048 ppm que integran para {res protones ciada uno ¥ que corresponden a cinco gpos.
acetifo por la banda de absoreion en el infrarrojo a 1754.1 el

El compuesto se identifica como O-metilcatalpol [, por comparacion de sus datos
espectrosedpicos con los reportados en la lieratura; ast en el espectro de RMNTI
(Espectro 1) la seial que se observa eu 8 6.39 como doble de doble (J=5.9, 1.8 Hz) que
integra para un proton corresponde al hidrogeno vinilico H-3, y fa localizada en 6§ 4.6
como doble (J= 7.8 Hz) pertenece al proton anomérico. El singulete en 8 3.4 que integra
para tres hidrogenos corresponde a protones de metoxilo, por su parte el twhiplete
centrado entre fas seriales § 4.9 y § 5.2 corresponde a los hidrogenos H-6, H-4 y H-1, asi
mismo ¢l multiplete centrado entre § 2,95 y & 3.3 corresponden a los hidrogenos del
aziear, el cuarteto end 2.3 pertencee al H-9 y el mulliplete en 8 2.2 corresponde a H-5,
las seiiales que se localizan en & 3.9 como doble (J=13 Hz) y 6 4.3 como multiplete
pertenecen a los hidrogenos del metileno en C-10
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De las fracciones eluidas con CHCR-MeOH (1:1) del mismo extracto se obticnen
537.7 mg de solidos, de punto de fusian de 179-180 9C, los cuales presentan un ion
molecutar de m/z=166 {M-Cgll1204)" v que corresponde a L formula molecular

C 15112200, determinado por espectrometria de masas por impacto electronico.

L0 su espectro de infrarrojo se observan bandas de absorcion de grupos hidroxilo
en 3300 em-! por To que se obtuvo su derivado acetilado de p.f. 123-125 0C que presenta
en su espectra de IR Ta banda de absorcion del carbonilo del éster en 175195 em-ly que
corresponde a seis gpas. acetato los cuales se observan en ¢l espectro de RMNITT del
derivado acetilado coma singuletes en 2.10 ppm que integra para scis protanes v tres
singuletes en 2,046, 2,033 y 2.019 ppm que integra en conjunto para doce hidrdgenos.

1L compuesto se identificd como aueubina 2, por comparacion de sus datos
espectroscopicos con los reportados en fa literatra; asi en el espeetra de RMN!II
(Espectro 2) las scfiales que aparccen en § 6.28 dd(J=6.3,1.9 Hz) y & 5.15 dd
(J=6.2,3.8 H1z) corresponde a fos hidrogenos vinilicos {1-3 v H-4 respectivamente, asi
mismo ¢l maitiplete en & 5.8 pertenece a 11-7. 1a seifal de hidrdgeno anomérico se observa
en 8 4.82 como doblete (J=7.4 11z), por su parte la seial correspondiente a los hidragenos
de metilteno geminal al oxhidrilo 1-10 aparece en & 4.65 como multiplete.

hio
™
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hOCH;» (l)GIu

Siguiendo con la deseripeion de la separacién de los constituyentes del extracto,
de las fracciones cluidas en CHCl3-MeOH (2:3), se aistan 500 mg de producto cristaling
que presentan un pf de 199-200 9C, que muestran en su espectro de infrarrojo bandas de
absorcion en 3340 ! caracteristicas de grupos hidroxilo, y bandas en 1450 cm -1, Il
compuesto se identifica como sacarosa por comparacion de sus datos fisicos v
espectroscopicos con los reportados et la literatura,

o
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111.2 Buddleja cordata (Corteza de raiz).

La plants fu¢ recolectda en el Vatie de NMoxico en marzo de 1993 De fa corteza
de ralz seea v molida se obtuvicron dos estractes, Lexinico v metimolice

{11.2.1 Exteacts Hexanico .

Se trobajo por cromatogratin o columna usando come eluvente hexano v
proporciones crecientes de AcOLt obteniendo 78 fracciones las cuales se rennieron de fa
siguiente manera (Ver parte experimentidl ).

Fracciones  27-39
31-35
30-42

De las fracciones 27-30 y después de sucesivas puriticaciones por cromatografia,
se aislaron sélidos de pt. 151-155 OC, [u],=t78.46 (0.00215 g/ml) (MeOH). En su
espectro de masas de alta resolucion por FAB* (Espectro 3) muestra un i6n molecular de
m/z=233 [M-1]* que coresponde a la formula molecular C5H2 {02

Su espectro en el inframojo (Espectro 4) muestra una banda en 3527.96 cm-l
correspondicnte al grupo hidroxilo y bandas en 1698.55 y 1636.04 cm! que indican la
posibilidad de un carbonilo a,f-no saturado en anillo de cinco miembros, comprobéndose
[a presencia del croméforo por ¢l maximo observado en UV a 245 nm (£=3287.36) y por
las sefiales simples en ¢l espectro de RMNI3C (Espectro 5) a § 206.245, 8 144.518 y §
163.864, la primera seiial se atribuye al carbono del carbonilo y las dos siguientes a los
carbonos vinilicos a y B del earbonilo.

En el espectro de RMNI3C no solo nuestra la presencia de un carbonilo o,p
insaturado, sino que confirma la formula encontrada por masas de alta resolucion, ya que
muestra 15 sefizles,

En su espectro de RMNIH (Especiro 6) se observan cuatro sefales de metilos de
los cuales uno es secundario al apavecer como doblete a & 1.08 d(J=6.5 Hz), dos
singuletes (posiblemente un gem dimetilo § 124y § 1.03) y ¢l cuarto ¢s vinilico [5 1.78
d(J=2 Hz)}, existe ademas un grupo oxhidrilo cuyn sefial aparecié a 8 7.35.



Las sefiales que se observan en o 249 d(J=18.5 Hz) y 6 2.81 d(J=18.5 Iz) ¢n
RMNTH corresponden a los protones de un metileny aislado como an sistema AB | esto
secorrobora par sy eorrelacion bidimensional ¢ su espeetro de RMNTH (COSY)
(Espectro 1) en el que se observa Lyinteraceion de los protones del metifeno eare i,

Ll degplazamiento quimico 2 bajo campo que presentan, supone (@ interaceisn con
un grupo electroneativo que eineste caso ex ¢l yrupo Indroxiio. Por otra parte los mispos
hidrdgenos del metifens presentan en ¢l espectro bidimencional de conclacién « iiga
distancia CoH o dos v tees enlaces (COLOC) (Espectro 9) una interaccion a ios enleces

con el carbono del carbonilo, ast misma este carbono (carhono de carbonilo) presenta
mieraceion atres enluces con los hideduenos del metilo vinitico
Lo desertto anertormente esti de aeaerdo con i estroctue pareidl A

HhanCE
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Naturaleza de cada uno de los 15 dtomeos de carbono.

Los experimentos de desacoplamiento electronice por transferencia de
polarizacion (DEPT) (Espectro 7) (Tabla 1) identifica las sefiales de los carbonas sp3 en
cuatro metilos, tres metilenos y tres metinos por lo que los cinco restantes ¢n RMNIC
son totalmente sustituidos. De tal manera que se clasifiean los 15 atomas de carbono de la
siguiente manera:

4 metilos
3 metilenos
C5H2207 3 metinos
2 ¢arbonos Letrasustituidos (uno,base de oxigeno)
2 carbonos vinilicos
1 carbeno de carbonilo

Como la formula C 1 5Hp709 requiere de cinco insaturaciones dos de lns cuales se
encuentran involucradas en un sistema de carbonilo «,f insaturado y una en el anillo de
cinco miembros debe tratarse de una sustancia triciclica por lo que at expander la fonnula
parcial A a una que contenga los elementos unteriores y que siga la regla del isopreno sc
llega a proponer las estructuras 3, 3uy 3b

24



TIPOS DE CARBONO § ppm

=0 206,245
Q= , 168.86+
C= 144,518
C-0 63,03
«ll 45.79
Clip 44.973
Cih 30.972
Cli 28.43
I 27.126
ol 26.408
Cllp 25.92
C- 22,591
CHg 18.712
Cli3 17.783
CH3 9.65

Tabla 1. Valores de RMN 13C y clasiticacion de cada uno de los 15 dtomos de
carbono de 3 (CDCl3, TMS; 125 Milz)



Con el objeto de seleccionar ln estructura mas probable se estudiaren la
correlaciones entre los diferentes protones mediante un espectro bidimensional de
RMNIH (COSY) (Espectro 10 y figura 1)

En el espectro de RMNTH se identifican las sciiales de unt metileno a 8 2.09 (1)
{dty y 8 0.91 (B) (dv) ambas seitales muestran claramente la interaccion entre si (Espectro
10). En el espectro de HMQC (Espectro 8 y ligura 2) ambas sefiales muestran
carrelacion con la sefal de metileno en RMNI3C § 25.92 (Tabia 2).
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Elhidrogeno de metileno Ha (8 2.09) presenta ademids interaceion con la senal a
& 149 (m) correspondiente al proton i de otro metifeno cuyo proton « se encuentraa o
1.74 (m) mostrando en ¢f espectro de HMQC (Iispectro 8) correlacion con una senal a
10.97 correspondiente af carbono de metifeno. Como la interaceion entre dos metilenos
solo ¢s posible con fa estructura 3 y 3b se desearta fa estruetura 3b

En el espectro COSY tambicn se observo que Ia sefial a & 091 atribuida a
hidrogeno de metileno, estd acoplada con un metina a & 117 y este a su vez con olro
metino a 8 1.37, se observa también el acoplamiento de este proton con los hidrogenos
del metilo vintlico a § L7, de tal manera que este acoplamiento lo presentan fas
estructuras 3 y 3a. Paradiferenciar las dos posibilidades hacemos uso de su espectro de
correlacion bidimencionat a 2 y 3 enlaces (HMBC) (Ispeetro 11), en el que se obscrva
que los protones del metilo gem 8 1.24, se encuentran a tres enlaces de fos carbonos de
fos metinos 8 27.126 y § 26.408, por lo que fa tnica posibilidad es la estructura 3.
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Eu fos experimento de NOESY (Espectro 12) se observa que tas sefial en é 2449 d
que cotresponde a un hidrdgene de metileno C-2, presenta proximidad con la sehal en &
1.08 d que pertencee a los bidrogenos de metilo 15, asi mismo esta sefial presenta
interacion can los protones del ciclapropana (11-6 y H-7), por sa parte ¢l proton pem del
metileno (C-2) presenta mayor desplazamiento 8 2.81, debida a que el grupo hidroxilo se
localiza en el mismo lado del plano.

Lo anteriormente descerito esta de acuerdo con la estereoquimica y conformacion
de los cnantidmeros de 3 (figura 3).

/\ll 1
12

Figura 3

L3 compuesto se identifica como 1-hidroxiciclocolorenona®® por comparacién de
sus datos fisicos y espectroscdpicos con los repartados en la literatura, en la que proponen
configuracion relativa representada por la figura B.
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Configuracion absolnta
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Figura 4 Espectro de DC de 3 en MeOlH

Con ¢l proposito de establecer la configuracion absoluta de 3, se analizo su
espectro de  dicroismo  circular (CD)  (Figura 4) el cual muestra efecto Cotton
positivo (Agyzq +27).

Ciperotundona

Lo que de acuerdo con lu regla del octante "inverss" que siguen todas fas
ciclopentenonasS? (con excepeion de fa ciperotundona). Esta observacion sugiere que ¢l
enantidmero correcta es el representado por la estruetura 3-B, con conliguracion IR,
6R,7S y 10S. Lo anterior estd basado en el sistema C=C-C=0  representado por los
modelos de Dreiding de la molécula (Figura 5).
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Frgur 3

b4 resuliado de la dispersion wtatoria anomala, puede ser mostraddo por ki regla de
fos octantes, Ja cual indica ¢l signo de un determinado domo en el punto Pcyiz),

La repha de os octantes indica gqué signo de la contribncion de un determinado
Atomo en el punto prx.p.2) de acuerdy con la distribucion rotatona andmala varian con el
praducta simple v.z de sus coardenadas.,

De scuerdo con ta figura 6, fa moléeula a-hidroxiciclocalarenona (3). se presenta
con las coordenadas definidas paca los planos vpaz y y-r0 Bl grpo carbonito esta
simado en ¢! plino x-p y estit biseetado por ¢f phano y-z. Con este sistena se puede
focalizar ¢l dtomo o los dtomos sustituyentes en uno de los ocho octantes defimdos par +

yviyyte

Larepla det octante indica que el cuadrante superior derecho ¢ inferior izquierdo
tienen conteibucion al efecto Cotton negativo y ¢ cuadrante supenior izquierdo y inferior
derecho contribuyen al efeeto Cotton positiva (Figura 7)

Para ¢l caso de la regla del octante "inversa" Jus contribuciones al clecto Cotton
positivo esta en los cuadrantes supedior derecho ¢ inferior izquicrdo y las del efecto
Colton negativo ef cuadrante superior dereeho ¢ inferior izquierdo (Figura 7)

Fignra 7 Contribueién al efecto Cotton

; - -
- f s -
Regla del octante Regla def vetante "mversa”

3
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De fas mismas fracciones 27-30. tomando las que presentan menor polaridad
despues de sueesivas purificaciones por cromatogratia, se aislo un compuesto e
consistencia aceitosa que presenta un ion molecular de mez-217 (M-I correspondiente
a fa formula molecular Cy31120, determinado por espectrometria de masas de alta
resolucién por FABY (Espectro 13),

En su espectro de infrarrojo (Espeetro 14 muestra bandas en 1094229y 1622.29
el que corresponden & un carbonilo «,3-no saturado en un aniflo de cinco miembros,
comprobindose 1a presencia de este croméforo en el espectro de ultravioleta por ¢l
miximo observado a 260 nm (€+3287.36), y por las sefales observadas en el espectro de
RMN 3¢ (Espeetro 15) en 208.21, 140.32, 176.34 ppm correspondientes a carbonos sp,
donde 1a primera sefial pertenece al carbono def carbanilo y las dos siguientes a carbonos
vinilicos pertenecientes a la insaturaciones e} del carbonilo.

En el espectro de RMNITH (Espeetro 16) presenta gran similitud con el del o-
hidroxiciclocolorenona (Espectro 6) en el que se observan cuatro sefiales en & 173
diJ=1.8 Hz), 6 1.02 s, 6 125 s y 8 0.8 d(J=7.0 Hz) siendo ta primera la del metifo
vinilico, la segunda v tercer sefal a hidrogenas de metilos gem v fa altima a los protones
de metilo secundario.

La diterencia mas notable con respeetro a la sustancia 3, es la sefal del nietileno
C-2 como un doble de doble en & 2.5 dd(J=18.4,6.4 Hz) y un multiplete en § 2.07
integrando cada una de las sefales para un protén, ambos acoplados con un multiplete a &
2.07. Esta filtima senal debe corresponder a H-1 que se encuentra en lugar del QI de a
estructura 3. De acuerdo con 1o antes expuesto a la sustancia menos polar debe
corresponder o la estructura 4.
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Debido a o inestabilidad del compuesto en diseusion ¢ preparo s 24-
dinitrolenilhidrazana, comprobiandose I presencia del gpo. imino en ol espectio de
infrarrajo (Uspectro 17) par la banda observada en 3307.26 em-1. Ei su espectio de
masas por impacto electronico (Espectro 18) presentd i ion molecular de miz 398 M!
correpondiente a L fornnela molecutar C 1Ny Oy,

ko el espectro de RMNH (Espeetro 19) se observa una seial en 6 913 did- 2.4
112) que corresponde at 113" det anillo aromatico asi mismo las sefales cn é 8.28 como
doble de doble dd(J:-9.5, 2.5 Hz) pertencee al H-5"y en 8 7.98 como doblete d(3=9.6 {17)
al H-6" ademnis de lus sefales correspandientes a cuatro metilos: un vinilico, das gem y un
metilo secundario en & 192 d(J=1.5 112), & 1.02 6, § 125 5 y & 0.8 d{J=6.8 1iz)
respectivamente. Sus - desplazamientos  quimicos en RMNI3C (Espectro 20) son
localizaidos por medio de su espeetro de correlacién heteronuelear C-11 a un enlace
(HETCOR) (Espectro 21) encontrindose que las sefales centradas en & 9.47, 8 16.63, 5
29.23 y 8 17.67 corresponden a los carbonos de los metitos, donde v primera s del
metilo vinilico la seguna y tercera de tos metitos gem y a dltima del metilo doblete.

Asignadas fas sefiales de los carbonos de los metilos se distingen en el espeetro de
(APT) (Espectro 22) once sefiales en la fase positiva, cuatro de fas cuades son cuartetos
(metilos) y el resto dobletes, tres de estas pertenecen a tos carbonas de metino def anillo
aronidtico y las otras tres pertenecen a carbonas de metino con hibridacién sp3, por su
parte en la tase negativa del espectro se abservan tres tripletes que corresponden a
carbonos de metifeno  asi que las sefales tocalizadas en & 4545, 8 32.13 y 6 31.29
corresponden a carbonos de metinos con hibridacion sp3 y Tas observadas en 8 31.98, &
31.5Ey 6 21.21 son las de earbonos de metilenos,

Localizadas las sefiales en RMNI3C de los carbonos de metinos y metilenos
(Tabla 4), se encuentra su desplazamiento quimico en su espectro de RMN Uit (Tabla 3) al
hacer uso de su espectro de correlacion heterconuclear C-H a un enlace (HETCOR)
(Espectro 21), encuentrindose que ¢f multiplete centrado en 8 1.66m pertenceen a
hidrogenos de nietiteno (5 21.24 RMN13C), 15 mismo las seiales localizadas en & 1.65m
y o 143 meorrelactonan con el carbono de metileno 5 31,98 RMNI3C,

E1 maltiplete centrado en § 3,11 pertencee a hidrogeno de metino cuya seial en
RMNI3C apareee en 8 45.43, asi mismo tas sefiales localizadas en o 2.82 dd(J=174.6.9
[lz)y §2.30 dd()=17.4, 2.5 Hz) corresponden a protones de metiteno (5 31.51 RMNI3C)
y (ue junto con la seiial anterior Torma un sistema ABX el cual es comprobado al
ohservarse en su - espectro bidimensional H- (COSY) (Espeetro 23), la correlacion
entre el hidrogeno de metino 8 3.1m con fos protones del

M



netileno  antes mencionado asi como  con los  hidrdgenos  del metilo  vinilico
comprobdndose a constante de acoplamiento que presenta d2 1.5 112 por su posicion
alilica, asi mismo se observa también en ¢l espectro COSY la comrelacion entre los
hidrogenos del metilo doblete en & 0.82 d(J=6.8 11z) con la sefial en & 2.05
qdd(J=8.5,4.2,2.3 112) que corresponde a su hidrogeno base.

Figura 7

En el espectro de correlacion bidimensionat H-11 (NOESY) (Espectro 24y se
observa que H-6, H-7y H-15 interaceionan entre si, por lo que se encuentran en el mismo
lado de ta molécula, por su parte se observa interaceion entre H-10 y H-H quedando en
la cara posterior de fa moltécula, par otra parte fa aproximidad del hidrogeno de grupo.
imino can H-2 y la det prowdn aromitico H-6' con los hidrogenos del metilo vinilico
indica una conformacion E de la imina (Fig 10).

E1 producto natural (4) se identilica coma (+)-ciclocolorenona por cormparacion
de sus datos fisicos y especroseépicos con los reportados en la literatura$5:36,57,
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1 93.030

2 44.973 2u 281d(18.5)
3} 200.245 2 2.494d(18.5)
4 144518 6 1.35dd(9.2)
5 168.864 7 L17m

6 26408 Su 2.09d1(15.3)
7 27,126 8 0.91dt(15.12)
S 2592 9t E74m

9 30972 9B F49m

1) 45.79 10 1.5dm

H 22.59]

12 17.783 12 1.03s

13 28.43 13 1.247s

14 9.65 14 1.784(2)

15 18.712 15 1.08d(6.5)

TABLA 2

RMNI3C ge 3 (CDCI3,TMS; 500MHz)  RMNIH de 3(CDCI3,TMS; 125 Milz)
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2.96m
2.5d4d(18.4,0.4)
2.07dd(18.4,2.3)
1.48d(8.5)
1.3m

2.0m

1.0m

1.7m

1.5m

I.6m

1.02s

1.25s
1.73d(1.8)
0.8d(7.0)

31m
2.82dd(17.4.6.9)
2.30dd(17.4.2.5)
1.2m

1.45m

1.66m

1.66m

1.45m

1.65m
2.05qdd(8.5,4.2.2.3)
1.24s

1.24s

1.924(1.5)
0.82(6.8)
9.13(2.4)
8.28(9.5,2.5)
7.98(9.6)

Tabla 3. RMNI de 4 y 5 (CDC13, TMS; 200MLz)
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| 204y
2 40.16
3 208.21
4 140.32
S 176.34
6 3167
i 32.24
b 2101
0 ERRY)
10 4247
Il 2593
12 28.52
13 16,49
[t 8.1
I> 1741
3

4

5

0

Tabla A4 RMNIIC de by S(CDCITNS; 50 M)

43443
IR
161.21
136.74
161.81
3129
27.06
2121
3198
213
25.07
16.63
2023
9.47
17.67
|-44.9]
128.5
123.82
137.08
129.82
116.31



Siguiendo con fa deseripeion deb extracto hexinico, de las fracciones 31-35 y
despuds de sucesivas purificaciones las gue presentan menor pofaridad se aistan 9.0 g
de un aceite puro el coaf se identifica como (+)-eiclocolorenona (3), por comparacion de
sts datos espectroseapicos con los de sy muestr anténtica .

Por su parte las fracciones que presentin mayor polaridad y despucs de sucesivas
purilicaciones por cromatografia, se aislaron 29.5 mg de solidos de p.t. 128-130 °C, que
presenta un ion molecular de w/2-354 MY correspondiente a la formula molecular
CooHy g0, determinade por espectrometria Je masas por impacto electronico,

Fa su espectro de intrarrojo se observa en 3005 em! una pequeiia banda propia
de la vibracién de estiramiento del enlice Csp-H correspondiente a insaturaciones de
tipo aromatica ademas de las bandas observadas entre 800 y 1250 ent-! representativas de

estramiento ded antllo aromdtico

EF compuesto se identifica como sesamina (6), por comparacion de sus constantes
fisicas y datos espeetrosedpicos con los reportados en fa literatura3®, asi que en su
espectro de RMNTH (Bspectro 25) las seffales observadas en 8 6.85d04=1.5 12) que
integra para dos hidrogenos (2H) y 6 6.79 m (4H) corresponden a los hidrogenos dof
anilto aromdtico H-2', 11-5" y H-6", por su parte ¢l singulete en 8 5.95s (4H) pertenece a
los protones de metilo base de cetal H-9. Las sefales en § 3.04m (21D y 6 4.71d(J=4.4
hz) (2H) correponden a tos hidrogenos de metino en H-1 y H-2 respeetivamente, por su
parte Jos protones de metileno H-4 y 114 se lacalizan cn § 3.86 dd(J=9.1.6.8 Hz) (2H) y &
4.24 dd(J=9.1,3.6 H2) (2H).




Fracciones 36-42 se purificaron por cromatografia, aislindose 0.5 myg de solidos
con p.f. 139-14 OC los cuales se identificaron como mesela de f-sitosterol
estigmasterol por comparacion de sus datos espectroseapicos con los de una muestra
auténticit,

111.2.2 Fxtracto Metandolico,

De las fracciones eluidas con hexano100 %, de las que presentan menor polaridad
se aislaron 60.4 mg de un acvite puro y posteriormente 36.3 mg de sélidos con p.f. 150-
155 9C v que se identificaron como (+)-ciclocalorenona (4) y a-hidroxiciclocolorenona
(3) respectivamente los cuales ya se habian aislado en el extracto hexinico y discutido su
estructura  anteriormente, por lo que se identificaron al comparar sus  datos
espectroscopicos con los de una muestra auténtica.

Las fracciones de mayor polaridadse aislaron 19.4 mg de solidos de p.f. 150
1519C, identificandose  como  sesumina  (6), por comparacion de  sus  datos
espectrosedpicos con los de una muestra auténtica.



L3 Buddieja sessiliflora (Cortera de vaiz),

La planta fue recolectad en Ozumba Fdo. de México en Agosto de 1993, De la
corteza de la raiz seca y molida se obtuvieron dos extractos . hexinico y metanolico

L3I Extractn Hexinico,

Las tracciones eluidas con MHex-AcOEt (85;13) y despues de sucesivas
purificaciones por cromatogralia, fas que presentan menor polaridad se aislaron 6.1 myg de
un aceite puro identificado como (+)-viclocolorenona (4), por su parte las fracciones que
presentan mayor polaridad se aislaron 9 my de sélidos con p.t. 128-130 0C identificados
como sesamina (6), ambos compuestos fueron obtenidos y discutidos anteriormente del
extracto hexanico de Buddleja cordata, por 1o que su dentiticacion fué por comparacion
de sus datos espectroseopicos con los de muestras auténticas.

111.3.2 Extracto Metandlico.

Las fracciones cluidas con CHCl3-MeOH (4:1), de las que presentan mayor
polaridad, se aislan 2.6122 p. de solidos con p.t. 210-230 OC, el compuesto se identifica
como O-metil catalpol (1), por su parte las fracciones que presentan mayor polaridad y
despues de purificarlas por cromatogratia se aislaron 588.1 g de sélidos que presentan
.. 175-180 9C, identificandose el compuesto como aucubina (2). Ambos compuestos se
aislaron y discuticron sus estructuras del extracto metandlico de Buddleju cordata (Parte
aerea), por lo que su identificacion fué por comparacion de sus datos espectropscopicos
con los de muestras auténticas
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MATERIAL Y APARATOS UTIHLIZADOS

Puntos de fusion: Fueron detrminados en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos

Colurnnas para Cromatografia; Se utilizé como fase estacionaria Gel de Silice G
seg. Stahl para cromatognfia en capa fina (Merk) mallas 70-230 ASTM.

Cromatografia en capa fina (CCF): Se utilizaron cromatofolios Alugram Sil
GlUVasy (Macherey-Nagel Puren MN) y se utilizé como revelador una solucion de

sulfato cérico en dcido sullirico 0.2 N.

Espectros de UV; Se comicron en un Espetrofotometro UV-VIS Perkin-Eimer
552.

Rotaciones opticas; Se determinaron en un polarimetro Digital Jas Co. DIP-360.

Espectro de Dicvismo Circular (CD); Se realizaron en un Espectrofotdmetro
JASQ J500A. '

Espectros de [R: Se levaron acabo en Espectrofotometros Perkin-Elmer 2838 y
Nicolet 55X.

Espectros de RMNTH y RMNI3C: Corridos en los Espectrofotdmetros Variam
Geminiy VXR.

Fspeciros de masis; Se realizaron en un Espeetrémetro Hewlett Packard 5988
GC/MS System y un Espectrdmetro JEOL JIMS-SX102A.



V.U ESTUDIO QUINHCO DE Baddleja cardate. PARTE AFEREA

IV.LE Material vegetal,

La planta se recoleetd en Septiembre de 1992 en of Valle de México. Un
ejemplar de referencia se encuentra en e Herbario de Iy ENEP Jztacals UNAM (Voucher
No 250060)

V.12 Exteaceion,

Lu parte aérea de la planta seea y molida (608 g), se somelio a extracciones con
metanof por tres dias (este procedimiento se repitio tres veces). La solucion se filed y
concentro al vacio dejundo 53 g de extracto, al cual se le realizaron lavados con hexano y

n-hutanol quedando al final 44,12 ¢ de extracto metanolico

1V.1.3 Purificaciin,

El extracto metandlico (44.12), se tratd por cronmtografia en columna, empacada
con 900 g de gel de silice pars cromatogratio en capa fina {¢.c.f). La clucion se comenzo
con cloroformo-metanol (9:1), y se fué awmentando la polaridad con metanol hasta el 100
Y (se recibieron fracciones de 40 ml), esta se siguid por cromatagrafia en capa fina.

Las fraceiones de menar polaridad se desecharon ya que cantenian grasas y ceras

Las fracciones cluidas con cloroformo-metanol (3:2) presentaron solidos y se
trabajaron por separado. Los solidos presentes se lavaron con AcORt, se decantaron y
cristatizaran de Me,CO-MeOL, dando 851.1 mg, pf 237-2380 que presentaron un peso
molecular de 376 que correponde a la formula molecular CyHp40;4, determinado por
EM de 112
IR v max = 3360, 2820, 1655, 1470, 1360, 1310 em-!

BBl compuesto se dentificd coma O-metil catalpol (1), por comparacion de sus
datos fisicos y espectroseapicos con 1os reportados en fa literatura 142949,
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Las fracciones cluidas con clorolonmo-metanol (1:1) presentan solidos de
consistencia aceitosa que una vez lavados con AcOEHCHCH, decantados y enistalizados
de CHC3-MeOH, pesaron $37.7 mig. Su peso molecular de 340 determinado por 4 de
11X que corresponde a la formula molecular Cshs04.
pt179-1809C,

IR v max=3280, 1650, 1475 cm!

Il compuesto se identificd como avcubina (2), por comparacion de sus datos

fisicos y espectroseopicos con los reportados en fa literainral449,

Las Gltimas fracciones eluidas con cloroformo-metanal (1:1) se reunicron con las
eluidas de cloroformo-metanol (2:3), obteniéndose 4.49 p. de extriacta of cual se trabajd
por cromatografia en columna, usando gel de sifice para e.c.f., como fase cstacionaria ¥
CHCl3-MeOH (3:1) como tase movil, la eual s¢ siguid por cromatografia cen capa tina;
{se recibicron fracciones de 25 mi) fas fincciones mas polares se aisfaron 462 myg de
producto salido .
pt 189-190 0C
IR v max = 3380, 2900, 1145, 1025 cm !

£ compuusto se identifica come sacarosa por comparacion de sus datos fisicos y

espectroscopicos con los reportados en la literatura 3,

1V.1.4 Derivados.
1V.1.4-1 Acctilacion de O-metil catalpol.

A 55 mg deb producto se le adicionaron tml de piridina y Imi de anhidrido
acético, dejando reaccionar  temperatura ambiente; la reaccidn se siguié por
cromatografia en capa fina v se pard con agua. El producto de reaccion se extrijo con
AcOEU avindota con HCHal 26% hasta pl1 dcido. Posteriormente can solucidn saturada
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de NallCO5 hasta pH neutro y finalmente con agua. Se seeo con sulfato de sodio anhidro,
se decantd y concentrd obteniendo 52.7 myg de extracto

[} producto de acetilacion (5.7 mg) se purificd por cromatogratia en columna,
usando como eluyente AcOLEHex (3:1), recibiendo fraceiones de 10 ml. Se obtuvieron
52.7 mg de producto solido pura.
pf 75-78 OC
IR v max=2802,6, 17541, 1653.9, 1368.7 em!

IV.1.4-2 Acetilacion de aucubina,

Se acetitaron 53 mg de producto solido, con 1 mi de piridina y 1 ml de de
anhidrido acético, a temperatura ambicnte. Se siguia el mismo procedimicento que en la
acetilacion anterior

El producio de acetifacion se purifico por cramatografia en columng, usando
como cluyente AcOBt-Hex (1:1), f producto solido se filtearo, obteniendo 46.6 mg Jde
acetato de aueubing,
pf 123-125 ¢C
IR v max= 2891.1, 1751.9, 1661.2, 13715 cov-.
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IV.2 ESTUDIO QUIMICO DY Buddlejo corduta (CORTEZA DY RAIZ)

IV.2.1 Material vegetal,

La planta se vecolectd en el mes de Marzo de 1993 cn ¢l Valle de México. enla
Chlad Universitaria de 1o UNAM. Un ¢jemplar de referencia se encuentra en el Herbario
de la ENEP Tztacata, UNAM (Vauceher No. 23000).

1V.2.2 Extraceion,

1015.0 ¢ de corteza de raiz seea v molida se someticron a extracciones con
hexano, durante tres dias (proceso que se repitid tres veees) el disolvente se filtvd y se
coneentrod al vacio obteniendo 14.0 g de extracto hexdnico. Posteriormiente se sometio a
extraceion con metanol durante tres dias (proceso que se repitio tres veees), se filteo el
disolvente y se concentrd obteniendo §1.3 g de extracto metanolico.

A ambos extractos hexdnico y metandlico se les realizaron prucbas contra

hacterias Gram (), resultando ser activo el extracto metandlico (Esquema 1),
1V.2.3 Purificacion de Fxtractos (Hexdanico y Metandlico).
1V.2.3-1 Purificacion del Extracto Hexanico (Esquema (1),

Iixtracto hexdnico (14 g), se purilico par cromatografia en columna, usando como
tuse estacionaria 310 g de gel de silice para placa y como fase movil hexano, aumentando
la polanidad con acetato de etilo hasta el 100 %, la cval se siguid por cromatografia en
capa fina (se recibicron fracciones en promnedio de 25 mi).

Las fracciones s¢ reunieron tomando en cuenta los constituyentes presentes en

cada una quedando de la siguiente manera:

FRACCIONES POLARIDAD
10-26 Hex-AcOEt 41
27-30) 41
3135 4l
36-42 41
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FRACCIONES 27-30.

El extracto (1,62 g) se punificd por cromutogratia en cotumma ueando como fase
estacionaria 40 g, de gel de siiee para placa v como fase movtd Hexe AcOlt (414, se
rectbieron fracciones de 10-15 ml.

Las fracciones que presentan menor polaridad (740 mg), se purificaron por
cromitografia en columna usando 22 g. de gel de silice past placa y como eluyvente Hex-
AcOEL (8:2), (se recibieron fracciones de 3-10 ml.), obteniéndose 300 mg. Je un aeeite,
que se purifico (se divide en dos partes ) en placa preparativa (el de silice, 2 mm),
utilizando como eluyente Hex-AcOF1 (7:3), una vez eluida In placa, se observo en UV, Se
selecciond la franja que absorvid a 254 nm y la silice se favo con AcORL filtrd y
coneentro.

Ll proceso de purilicacion por placa preparativa se repitio quedando finalmente
62.9 mg de aceite puro, el cual presenta un peso molecular de 218 p/mol (C)5H,0)
determinado por EM de [E, el campuesto se identiticd como (+)-ciclocolorepona®?.50.57
&)

UV (MeOFD L max: 260 nm (£=5974)

[o o =+ 14 (McOH).

IR (CHClyy v max =2920.57, 1694.229, 1622.29, 145597, 1383.55 cm-!.

EIMS 70 eV m/z= 217[M-1]4(45.5), 216[M-2)*(100), 201[216-CH3]"(10), 176|M-
CHp=COJ*{(39.5), 175[M-C3117]* @3,

RMNUBC 75 MHz (CDCl3) § ppm= 29.485(C1), 40.160(C2), 208.20(C'3), 176.34(C4),
140.32(C5),  3L674(C6),  32.295(C7),  21.10MCE),  3Z467(CY),  -12.460(C10),
25.928(C11), 28.517¢C12), 16.480(C13), 8.197(C-14), 17.405(C185).

Las fracciones de mayor polaridad presentan productos solidos, éstos se filtran
obteniendo 113.9 mg, de esta cantidad se toman 40 mg, los cuales se puritican par placa
preparativa (gel de silice, 2mm) wtilizando como eluyente Hex-AcOEt (7:3). Una vez
eluida la placa preparativa el compuesto se identificd por UV la silice se lavo con
AcOEL, filtrdndose y concentrando al vacto, los solidos presentes ceristalizaron en Hex-
AcOEL, obteniendo 30 mg de solidos puros, que presentan un peso molecular de 234
(Cy5H707) determinado por EM de alta resolucion por FAB*. El compuesto se
identifica como |l -hidroxiciclocolorenona’® (4)
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prolsi-1asoe

UIVMeOT) 2max: 245 o (e:=328 7,

DC MO (CTEXTNND T A g <27

fu]r o 786

IR (CHCL) vmax - 3527.90, 2980.29, 1698 58, 1030.04, 1457.35, 1388.92 e
FABMAS  (peg-nba) - Observado myz - 23301520 estimado mdz- 2331542 [M-
L1511 0a] 100), 29[ -CH | 157),

RMNIIC 125 MHz (CDCR) 6 ppme 93.030(C1),  44.973(C2), 200.245(C3),
PAESTS(CA To8804(C5), 20408(C0o),  27.126(C°7),  25.920(C8),  30.972(C9),
5. 79(CTOY, 223910 T7.783(CT20 28 43(C13), 9.65CHDL I8.TIACTS).

FRACCIONES 31-35,

El extricto (1.9 g) se purifican por cromatografia en columna  usando conto

cluyente Hes-AcOF (8:2), se reeibicron fracciones de 10-18 ml

Las tracciones de menor pofaridad (350 mg) se purifican por cromatografia en
columna con 15 g de gel de silice para placa como fase estacionaria y como eluyente
Hex-AcOLt (8:2) tse recibicron fracciones de 10 ml), se reunen las fracciones que
presentan compuesto mayoritwio guedando 200 mg de extracto ef eual se purifica por
placa preparativi, wtilizando como cluyente Hex-AcOE (7:3), una vez eluida la placa el
compuests se identified por UV, fa silice se lava con AcOLt, se tilra y concentra
quedando 30 my, que se trabajan por cromatografia en columna, usando como eluyente
[lex-AcOLBL (7:3) (se recibieron fracciones de 1 ml), obteniéndose 9.6 mg de aceite puro
el cual preseata los mismos datos espectroseopicos que la (+)-cielocolorenoni.

Las tracciones de mayor polaridad presentan solidos que cristalizados en hexano
dan 4 mg. pLo128- 130 9C. Las aguas madres se reunen con las fracciones adjuntas,
nbteniendo 610 my de extracto que,se purilica por cromatogratia en columna, usando
como cluyente  tlex-AcOEt (7:3) (se reciben fraceiones de 5-10 ml). de las cuales se
aislaron solidos que cristalizan de hexano, estos présentan el mismo Rf y pf que los
aistados anteriomente, dando 25.6 mg (total 29.6 mg). £l compuesto presena un peso
moleeular de 354 detenminado por M de (1,
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IR (KBr) v max= 2970, 2841, 1300, 110, 1250, 10335, 925 ¢l
RMN HH 200 MHz (CDCly) 6 ppmr =4.71¢d, 2H J=d4 1z). 3.04(m, 21 ), 3.80(dd. 211
J=0.1, 6,8 Hz), 4.24(ddd, 201391, 3.6 [12), 5.95¢5, 41D, 6.793(2H), 6.798C2HD, 6.84(211).

Ll compuesto se identifica como sesamina (5) por comparcion de sus dutos

fisicos y espectroscopicos con los reportados en la Titeratura 0.

FRACCIONES 36-42.

Las fraceiones que presentan mayor polaridad se reunen obtentendo 110 mg de
extracto que se purifico par placat preparativa (gel de silice 2 mm), usando como cluyente
Hex-AcOEL(7:3), una vez cluida fa placa sc observd un componente mayoritario por 1V,
el cudl se aisla lavando la silice con AcOL, se fitra ¥ concentra, obteniendo 6.5 myg de
solidos que presentan pt de 139-141 OC, el compuesto se identifica como mezela de

B-sitosterol-estipmasterol (0).
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1V.2.3-2 Purilicacion del oxtracto metandlico (Usquema Ui,

Eleatneto (813 ) se purilican por cromatogratia en columta, ussnado e fase
estacionaria | Rg degel de silice pars placa v como fase movil cloroformo v elomforme-
metanol (9:1),

Eluyene Fracciones.
CHOCY 128,
CHCL=MeO (9:1) 30- 146,

El extncto de fos fracciones S-11 (5.47 g) se wabajan por cromatografia en
columna wsando 1293 p de get de silice paea placi y Hex-AcOE (8:2), coma eluyente
{se reeiben fracciones de 15-20mib),

Elextricto de s fracciones que presentan mayor polaridad (148.7 mg) se purifico
por placa prepsrativa, wsando camo elwyente Hex-AcOET (7:3). una vez eluida ta placa,
estd presentd m compuesto mayoritario observado por UV, La silice se lavo con AcO-t y
concentrdr obleniendo 1.2 my de silidos que presentan un pf Jde 128-130 9C. 1
compiesto se identiticd cono sesaming (3) por comparacion de sus datos espetroswpicos

con fos de uma muestiaoriginal.

Porotra purte elextracto de Ias fracciones que presentan menor polaridad (277 g
se purilicaron por cromatogralia en colunna usaudo 45 g de gel de silice para placa v
Hex-AcOEL (95:5),como eluyente (se reciben fracciones de 10-15 mb). Se reunicron las
que presentan similitud de constituyentes, seperdndose en fracciones (A) y (B).

Las fueciones que presentan mayor polaridad ( B )se reunen con las aguas madres
de sesomina obteniéndose 101.3 mg de extracto el cual se purifica por plica prepamtiva
usando como eluyente Nex-ActEt (7:3), obteniendo 8.3 mg de sélidos, los cuales fueron
identificados cano sesamina por compuracion de sus datos fisicos y espectioseo picos.

Las fracciones que presentan menor polarida (A) (128 g) se purifican por
cromatografiaea columm ean 25.6 g de el de silice para plaea y como eluyente hexano-
acetonia(97:3) (sereciben fracciones de S-10 mb).

De tas fracciones que - presentan menor polaridad, se aistan 1664 mg de acite
impura que se puritica por placa prepartiva, usando como chiyente Hex-AeOQLt (7:3),
obtenidndose 60.3nip deaccite puro, el wual se identifica como (+)-ciclocolvrenona (3).
por comparacion de sus dutos espectroseapicos con los de una muestra autéuticn.
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Frees 1o de Tas Tracciones seoreunen., genet cindo 035 mg de residuo el cual se
purilica por  comatografia en columng utilizndo 20 mg de gel de silice conw fase
estacionia v Nex-AcOEU83:13) como cluvene (se reciben fracciones de 5-10 ml). Lis
fraccionsd=e menor polaridad se reunen dandodl.o g de extracto o enal se puritica por
crornagat e en columma usando 2 g de gel desilice paa placac como fase estacionariay
Hexc-AdBU ¢ 83:13). como tase movil, aistandose T 1.1 mg de un aceite que prosenta los
mis mos i1 o s espeetroscdpieos que (H-cictowloreryona (3). Do las fracciones de mayor
polaridd s aisfaron 30.3 my de product solzdo aue e identiticaron como -
hid roxitdo<olprenona (4), por comparacion desus Latos espectroseopicoscon los de uiia

muetraoign nal,

IV. 2.4 Deriee 2oy,
IV. 2.4, 25 Diniro fenithidrazona de (+)-ciclcoto =enona,

Prepar-aicion de hidrazina: a 4053 mg de 2-4- 0 en 3 ml de agua le agaden 2 ml
de Geidosl £0ernico coneentrado, se agita la soludon < wavemente hasta disolucion, despues

se warep 10 el de vtanol.

Peperracion de la 2,4-Dinitrofenilhidwona  de (+)-Ciclocolorenona. Se tommn

5E.<3 myde ¢ -+)-ticlocolorenona (3) y se disuclven ery 0.4 mi de etanol. Posterionmente se
le agrepil solucidn preparada recientemente (3 mi ) de 24-DFH y se deja reaccionara
tem pertia azmbiente por 12 hrs. Posteriormente ¢l producto solido formado se filtra (50
mg) yse pukrilica por cromatografia en colimnt usando como eluyente Hex-AcOFt
(M7:3) (sereciben fracciones de Sml ), de fa cual se aiistan 18 mg de praducto solido, que
presenimurz peso molecular de 424 determinadi por EM de alta resolucion por FAR*
pi= 22406 AC
IR L ma= 3307, 1594, 1516, 1334 e
EINAS MeV™ 1wz 398[{M*](90), 383iM-15] (5.0).
RMINHCT S MHz (CDCl3) & ppm= 45.45(C1), 31L51(C2), 16L21(C3), 136.74(C1),
169.27(05),  3LW(CE), 27.66(CT), 21.2HC8), 2 1.33(CY), 31.13(CLO), 25.07(CI),
16.63(C1Y), 2923(C13), 9.47(CHE, 17.69(CI5), T<4.91(CL), 128.5(C2", 123.82(CY),
137 .08(C. 7.20.82(C5", 116.31{C06")



QU
Saadilci v diia
CORYIAA D e
P de estto
C.C.
Hex-AcOkt
T.s b
27-30 31535 36-47
1.62¢g 1.9¢ 100my
C.C. C.C. c.C
Jex-AcOlit Jex-AcORL Hex-AcOFRL
(8:2) (8:2) (7:3)
76([)—11_\; 1139 mg [350 ng dmy
C.C. sesamina
~C. Hex-AcOET
fex-AcOLt 40 mg (8:2) am
(8:2) frac. adjuntas
PP
300 mg Hex-AcOlt 610 mg
(7:3) 200 g
PP, CA
Hex-AcOEL 30my p.r. fex-AcOR
(7:5) 1-Hidroxiciclocolore- Hex-AcOE (7:3)
nona 7:3)
629 my 30 mg 26.0 my,
(1)-Ciclocolorenona SCSATII
C.C.
Iex-AcOFE 0.5 mg
(7:3) fi-sitoste

(+)-Cicl
S4

9.6 mg

ocolorenona

estigmasterol



ESQUEMA I Buddieja cordutu
CORTEZA DE RALZ
81.3 g extracto metandlico
C.C.
Hex-AcOFL

T
547
C.C.
[ex-AcOLt
(8:2)
2‘27[;,' exto, 148.7 mg exto.
C.C. p.p.
Hex-Acctona (95:5) Hex-AcOEL(7:3)
E\ B F. 1 mg sesamina
1.28 g exto. frac. polares I
ain de sesamina
e l
Hex-Acetona
(97:3) 10L1.3 mg exto.
166.4 mg 035 mgl; exto. PP
C.C. Hex-AcOE
p.p. Hex-AcOFEt (7:3)
Hex-AcOEL 85:15)
(7:3) ] 8.3 mg sesamina
44.6 myg exto. 36.5mg
60.4 C.C. 1-Hidroxiciclocoforenona
(+)-Cicloco- Hex-AcOEL (85:15)
lorenona
HL1mg
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V.3 ESTUDIO QUINICO DE Buddieja sessiliflora. CORTEZA DU RALZ,

IV.3.1 Materind vegetal,

La planta se recoleetd en agosto de 1993 cn Ozumba, istado de México. Un
cjemplar de referencia se encuentra en el Herbario de T ENEP {ztacala UNAM (Voucher

25064).
IV.3.2. Extraccion,

Un lote de 252,55 p de corteza de raiz seca y molidi se sometio a extriceiones cou
fiexano por tres dias (el proceso que se repitid tres veees), se filro fa solucion v se
cancentrd obteniéndose 2.01 g de extracto hexinico, el matenal 1o disuelto s¢ extrajo con

metanol obtentendo 31,7 g de extracta,

1V.3.3. Purificacion. (Esquema 1V).

1V.3.3-1. Purificacion del extracto hexinieo,
L1 extracto (2.01 g) se pwriticd por eromatogratia en colunua, usando como fase
estacionaria 50 g de gel de silice para placa y como fase mévil hexano aumentando {a

polaridad con AcOE asta ¢ 100 %, la cual se siguio por cromatografia en placa fina.

Polaridad Eluyente Fracciones
100 % Hex |
9:1 Hex-AcOli 2-19
85:15 Hex-AcOLt 20-30
7:3 Hex-AcOL 31-34
100 % AcOL( 35-39

Las fracciones se reunicron de acuerdo con fa similitud de los constituyentes
presentes en cada una de ellas, quedando de Ia siguiente manera,
21-25
26-29
31-39



FRACCIONES 21-25,

EL extracto (23 mg) se puritican por cromatografia en columma, usando como
cluyente  Hex-AcOBU (1) {se reciben fracciones de 1 ml) de las fracciones menps
polares se aislo 6.1 mg de aceite que se identilica como ( #)-ciclocolorenona (3), por
comparicion de sus datos espeetroscopicos con los de una muestra original.

De las fracciones mas polares se aislaran 2.1 myg de producto sélido, que se
idemifico coma sesamina (5), por comparacion de sus datos Tisicos v espectroseopicos

con Jos de una muestri auténtica.

FRACCIONES 26-29.

Fstas tracciones presentan solidos amarlus (150 my), que se puritican por placa
preparativa usando como cluyente Hex-AcOEL (7:3), una vez eluida la placa se identitica
un compuesto mayaritario por UVL se aisla favando fa stlice eon AcOE se filtra y
concentra obteniendo 9 mg de producto solidn que presentan el mismo pf'y RE que los

aislados anteriormente, se identilican como sesamina.

1V.3.3-2 Purificacion del extracto metandlico,
EY extriteto se purilica (31.7 g) por cromatografia en columna, usando coma fase
estucionaria 700g de gel de silice para placa y como fase movil cloroformo, aumentando

la polaridad con MeOF asta el 100 % (se recibieran fraceiones de S0mb ),

Polaridad Eluyente Fracciones
41 CHCI3-MceOH 31-49
7:3 CHCI3-MeO11 50-63
i1 CHCl3-MeOfH 64-75
37 CHCl3-MeOH 76-79
100 % MeOH 80-83



FRACCIONES 34-39,

Todas las fracciones preseman producto sohido, e favaron con Acob L e
decantaron v cristalizaron de acetena-mictanol, Fnototad seoobtivierop 26120 0 de
producto solido. que presentaron un ptde 240-230 O¢

1 campuesto se identifica como coma O-NMetil catatpol (1), por comparacion di

sus propiedudes fisicas y espectroscopicds  con wma muestra atentica,

FRACCIONES 40-50,

3.42 g de Bl extracto (5.42 g) s¢ puriticar por cromimgratia en columint, usando
fase estacionaria 125 ¢ de gel de stlice y como fase movil claroformo-metanol (73:25) (se
recibieron fracciones de 30-50 ml), de las enales se aislaron 388.1 mg de producio solido
que cristalizaron de acctona-metanol, con pf de 175-180 0C . 1 compuesto se identifico
como aucubina (2) por comparacion de sus dato fisicos v espectroscapieos con los de um

muestra auténtica.,



ESQUEMA IV Eiaddlvji sessiliflora f{’x'" "
CORTED A BF RALZ N
EER B ’
Hevamo e
! l ‘) .
Fxto Hex Matenal remanente
200
MeOH
C.C. T
Hex-AcOFEt Exto, MeOl Mat no
i e remancnte
21-23 26-29
25 mg
C.C. p.p.
Hex-AcOEL Hex-AcOEL
(8:2) (7:3) CC.
I 1 CHCl3-MeOH
6.1 mg 2.0mg
(+)-Ciclocolorenona sesantina
9.2 mg
sesamina
2.1122 g 542¢g
O-Metil Catatpol
C.C
CHCl3-McOH
588 mg
Aucttbina
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v CONCLUSIONES



El género Buddieja comprende cerea de T4 especies, el cual fué originaliente
clasificado dentra de la familia Logancaceae, actualmente esta ordemdo dentro de uni
familia independiente Buddicjaceae. 1o ausencia de aleafoides indolicos en el género
Buddleja que son comunes en Loganeaceae da un apoyo a la clasificacion Buddlejaceae
como una familia independiente.

Las especies del género Budkdfeja san arbustos o drboles originanios de zonas
templadas y tropicales de América, Asiay Africa, sus extractos acuosos son usados como
antiillamatorios, diuréticos, antiscpticos ete. Fa Mdxico se cuenta con 20 especies
distribuidas en zonas pantropicales, S de las cuales habian en el Valle de México, en
particulac B cordata y 8. sessiliftore son usadas en fa medicina tradicional como
diurético, antiséptico y para cicatrizar heridas,

No existen antecedentes de estudios quimicos de especivs del género Budddleja en
Meéxivo, por lo que ¢l presente trabajo es el primero en contribuir al conocimienta de 1a
especie en el territorio nacianal,

Del extracto metanolico de fas raices de B cordata y B. sessiliffora se aislaron fos
iridoides aucubina (1) y O-metileatalpol (2), los cuales san comunes dentro def género
Buddlefa, de ambos productos se obtuva el derivado acetilada, identilicandose los
compuestos por compuaracion de sus dafos espectrosedpicos con fos reporiados en
literatura. Por otra parte se reporta que el producto de hideolisis de la aucubina
(aucubato) es el que le da la propiedad antiséptica a Ja especic.

HQ
N
1]
e
HUL Gu
1
CH,0

CHaOH Gy

2

6l



Pl dos endractos onanivos e 8 coomdata v 3 seasidiflora e aiala el sesquaterpeno
¢+ eciclucalaretion G campiesto que preseita aetivida ™ antunieenbiana v alelopatica,
por =i parte del exttacio hesanies de A cordida e st e-hidroxiaclocolorenoma (3)
duterminandone it contiawacton ahaeiots por dicmor-mo cirenbar Los sesquiterpenosy
mencionados nose habian reponade deatro el senero Budidfesu

P \
iy )
,/’;
[
iR
B! (+)-ciclhcolorenona
O ¢-hidroacicloceolorenona,

Los  compuertos penciotiados se determinenn por sus caracteristicas
espectroscopicas como RAMNTH L RMNIC) BEPT, COLOC, HMBC, HMGC. NOESY
ast camo el denvido 2 5-diniteorentthideazena de la Cociclocatorenona.

e los wistos extacus hesdnicos de 55, cordara v & sessiiflora se aisto el
liphano sesaming, sustaneia que sirve como sinergétivo e los insecticidus del piretro {6),
determinando su estructura por comparaeion de sus datos espectroseidpicos con los
reportados en da liesatura, Finalmente se obtuvieson de estos mismos extractos los
asteroles sitosterol-estigmasteral identilicindose por comparacidn de sus espectros con
Jos de una muesten autdntica.
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