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Il. RESUMEN

En México, algunas especies del género Buddleja son conocidas como tepozanes y se
utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades.
Buddleja sp crece en el Oriente del Estado de Michoacdan, conocida popularmente como
“peralvillo”. Se emplea de manera tradicional para tratar enfermedades
gastrointestinales, asi como herpes labial. La familia Buddlejaceae cuenta con alrededor
de ocho géneros y aproximadamente 125 especies distribuidas en zonas tropicales y
subtropicales de América, Africa y Asia. Los géneros Buddleja y Polypremum son los
principales integrantes de esta familia que se encuentran en México. En el presente
trabajo se realizé el aislamiento e identificacion de terpenos de los extractos orgdnicos
de raiz, tallo, hoja y flor de Buddleja sp, obtenidos con disolventes en orden ascendente
de polaridad.

De los extractos no polares de raices, tallos, hojas y flores, se pudieron identificar
cadenas hidrocarbonadas tales como acido tetradecanoico (1), dcido hexadecanoico (2),
acido 9,12-octadecadienoico (3), acido 9,12,15-octadecatrienoico (4), el triglicérido del
acido octanoico (5), octacosano (6), tetracosano (7), ademds de identificar dos
sesquiterpenos: la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (8), de las partes aéreas y el
dehidro-aromadendrano (9) de la raiz. Del extracto hexdnico de tallos se aislaron el
estigmasterol (11).y el triterpeno B-sitosterol (10), este Ultimo también se aislé del
extracto hexanico de flores. Del B-sitosterol se prepard el derivado acetilado
correspondiente (12) y del estigmasterol se realizé su monoepoxidacién, obteniendo los
oxiranos, a-epoxiestigmasterol (13) y B-epoxiestigmasterol (14). Finalmente del extracto
hexanico de raiz se aisl6 una mezcla de compuestos de la cual se identificaron al
campesterol (15) y estigmasterol (11).
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lll. ABSTRACT

In Mexico, some species of Buddleja are known as tepozanes, they are used in traditional
medicine to treat various diseases. Buddleja sp grows in the East of Michoacan, tipically
known as “peralvillo”. It is used traditionally to treat gastrointestinal diseases, and cold
sores. Buddlejaceae family has about eight genera and about 125 species distributed in
tropical and subtropical areas of America, Africa and Asia. Buddleja and Polypremum
genders are primarily members of this family found in México. The present work
describes the isolation and identification of terpenes from the organic extracts of roots,
stems, leaves and flowers of Buddleja sp obtained with solvents in ascending order of
polarity.

Non-polar extracts of roots, stems, leaves and flowers, gave hydrocarbon compounds
such as tetradecanoic acid (1), hexadecanoic acid (2), 9,12-octadecadienoic acid (3),
9,12,15-octadecatrienoic acid (4), the triglyceride of octanoic acid (5), octacosane (6),
tetracosane (7), in addition to identify two sesquiterpenes: 6,10,14-trimethyl-2-
pentadecanone (8), from aerial parts and the dehydro-aromadendrano (9), from roots.
From hexane extract of stems stigmasterol (11) and the triterpene B-sitosterol (10) were
isolated. B-sitosterol was subjected to acetylation vyielding 12 and epoxidation
stigmasterol was carried out in basic medium yielding a-epoxistigmasterol (13) and B-
epoxistigmasterol (14). Finally, from the hexane extract of roots, a mixture of two
substances which there were identified as campesterol (15) and stigmasterol (11)
compounds.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de los siglos los seres humanos se han basado en la naturaleza para satisfacer
sus necesidades bdsicas y para obtener las sustancias utilizadas para tratar diversos
padecimientos y enfermedades. Las plantas han representado la base de sofisticados
sistemas de medicina tradicional que han existido desde hace miles de afios.

Los primeros registros, provienen de la medicina egipcia de aproximadamente 2900 afios
a.e.c., mas tarde alrededor de 2600 afios a.e.c., se encontraron en Mesopotamia escritos
en tablillas de arcilla en escritura cuneiforme referente a medicina herbolaria. El escrito
mas conocido de farmacéutica egipcia es llamado “Papiro de Ebers”, y data de 1500 afios
a.e.c. La Materia Médica de China ha sido ampliamente documentada en los siglos, con
el primer registro (Wu Shi Er Bing Fang), que contiene 52 recetas, que datan de alrededor
de 1100 anos a.e.c., aunque los registros de la Pent'sao tienen fama de ser incluso
anteriores.!

Figura 1. Cédice de la Cruz Badiano.

En el antiguo mundo occidental, los griegos contribuyeron sustancialmente al desarrollo
racional del uso de medicamentos a base de hierbas. El filésofo y cientifico natural,
Teofrasto (300 afios a.e.c.), en su libro “Historia de las plantas”, trata las cualidades
medicinales de diversas hierbas y Dioscdrides, que fue médico (100 afios e.c.), registré la
colecta, almacenamiento y uso de las hierbas medicinales durante sus viajes con los
ejércitos romanos. Por su parte Galeno (130-200 afios e.c.), practicé y enseid la farmacia
y Medicina en Roma, publicé mas de 30 libros sobre estos temas y es bien conocido por
sus recetas y férmulas utilizadas en medicamentos complejos.?



En México son notables los cddices mayas, mixtecos, mexicas y purépechas. De los
cddices aztecas, destacan el Codice Matritense, el Cddice Florentino y el Cédice de la
Cruz-Badiano, Figura 1, que ilustran maravillosamente la vida de la antigua Tenochtitlan,
sus habitantes y costumbres, entre las que destacan la herbolaria y la medicina, entre
otras ciencias.?

El Codice De la Cruz-Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis) es una
recopilacion grafica de las plantas medicinales usadas en la Nueva Espafia del siglo XVIy
su rigueza conceptual le ha ganado ser considerado una de las obras maestras de la
literatura médica mundial.?

En la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, pero la ciencia moderna
analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las plantas, quiere precisar,
comparar y clasificar sus diversas propiedades, no con el fin de disminuir esta confianza
en la naturaleza, sino agrupar las plantas de efectos similares, para conocer los principios
activos responsables de aliviar o curar enfermedades y extraerlos de las plantas que los
contienen, determinar sus estructuras quimicas, establecer su sintesis, proponer
modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad y finalmente, dar a
conocer a la humanidad los resultados de los estudios.3

Los principios activos tienen propiedades medicinales o preventivas, o también se dice
que funcionan incrementando el bienestar. El estudio de las sustancias de origen natural
gue poseen una virtud medicinal se conoce como farmacognosia, y el efecto que
ocasionan esas sustancias en el organismo se estudia en farmacologia. La fitoquimica
permite detectar y posteriormente identificar los principios activos responsables de las
propiedades atribuidas a las plantas.*

Por otro lado, el conocimiento estructural de los compuestos quimicos forman parte de
las plantas y podria dar lugar al disefo de rutas sintéticas diversas para producir
diferentes derivados; asi por ejemplo, el uso de la diosgenina como materia prima inicial
de la mayoria de hormonas esteroidales usadas corrientemente en la medicina, o dar
pauta para la sintesis de compuestos similares como el caso de la cocaina, que sirvié
como compuesto modelo para la produccidon de procaina y otros anestésicos locales.?

Por tanto es de gran importancia aislar los diferentes principios activos de las plantas,
gue se encuentran en las distintas partes de las mismas, o en sus extractos de diferente
polaridad.?



2. ANTECEDENTES

Los organismos necesitan transformar una gran variedad de compuestos organicos. para
poder vivir, crecer y reproducirse Estas transformaciones requieren energia que
obtienen en forma de ATP y la presencia de sistemas enzimaticos. El conjunto de
reacciones especificas mediante el cual un organismo fabrica sus propias sustancias y
mantiene la vida se conoce como metabolismo.>

Las moléculas mas importantes para la vida son las proteinas, los hidratos de carbono,
las grasas y los dacidos nucleicos. A pesar de las caracteristicas extremadamente
diferentes de los distintos seres vivos, las rutas generales para modificar y sintetizar estas
sustancias son esencialmente las mismas para todos con muy pequefias modificaciones.
Estos procesos se conocen como Metabolismo Primario y los compuestos implicados se
conocen como metabolitos primarios.®

Azucares

Los carbohidratos son polihidroxialdehidos, polihidroxicetonas o compuestos que por
hidrélisis se convierten en aquellos. Como su nombre lo indica se componen de carbono,
hidrégeno y oxigeno también llamados sacaridos. Son utilizados por los seres vivos como
elementos energéticos y sustancias de reserva, que constituyen los compuestos mas
abundantes de las plantas y son productos de la fotosintesis entre otros.®

Se pueden encontrar una gran diversidad de monosacdridos; pentosas, hexosas,

desoxiosas y derivados, como acidos urdnicos, polioles y azicares aminados entre otros.”

Lipidos

Los lipidos son compuestos organicos que sélo se encuentran en los organismos vivos y
gue son solubles en disolventes no polares. Estos compuestos son clasificados como
lipidos en base a sus propiedades fisicas, como la solubilidad y a su estructura, por lo que
presentan una diversidad estructural y funcional.®®

Los acidos grasos son uno de los principales grupos dentro de los lipidos. Son acidos
carboxilicos con cadenas largas de hidrocarburo. La mayor parte de los acidos grasos
naturales contiene un niumero par de dtomos de carbono y no son ramificados porque
se sintetizan a partir de acetil-coenzima A Tabla 1.2



Tabla 1. Acidos grasos saturados e insaturados.

Simbolo Nombre comun Nombre sistematico Estructura
8:0 Acido caprilico Acido octanoico CH3(CH3)sCOOH
10:0 Acido caprico Acido decanoico CH3(CH,)sCOOH
) 12:0 Acido laurico Acido dodecanoico CHs(CH,)10COOH
Acidos - -
grasos 14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CH3(CH,)12COOH
saturados . . - .
16:0 Acido palmitico Acido hexadecanoico CH3(CH,)14COOH
18:0 Acido esteérico Acido octadecanoico CHs(CH,)16COOH
20:0  Acido araquidico Acido eicosanoico CHs(CH,)1sCOOH
Acido - .
24:0 . L. Acido tetracosanoico CH3(CH>),2,COOH
lignocérico
, Nombre Nombre
Simbolo . . . Estructura
comtun sistematico
Acido Acido 9-
Acidos 16:1n-7 salmitoléico hexadecenoico CH3(CH2)sCH=CH(CH2),COOH
grasos —
insaturado | 18:.1n.9  Acido oleico Acido 9- CH3(CHa)7 CH=CH(CH2),COOH
s octadecenoico
‘ . Acido 13- _
(Unoy dos 22:1n-9 Acido erlcico docosanoico CH3(CH2)7CH=CH(CH2)11COOH
enlaces - -
dobles) | 24:1n-9 Acido Acido 15~ CH3(CH2)7(CH=CH(CH2)13COOH
nervonico tetracosenoico
18:2n-6 Acido linoléico Acido 9',12 . CH3(CH2)a(CH=CHCH3)2(CH2)sCOO
octadecadienoico H
18:3n-6 Acido a- Acido 9,12,15- - 1 (CH=CHCHa)5(CH2)sCOOH
P linolénico octadecatrienoico
Acidos
rasos Aci Aci -
R 20:4n-6 Acido Acido 5,8,11,14- ) 1, (CH=CHCHa)a(CH:)2COOH
insaturado araquiddnico eicosatetraenoico
s ,
Acido Acido
, 20:5n-3 . , . 5,8,11,14,17- CH3CH2(CH=CHCH2)s(CH2).COOH
(Tres o mas timmoddnico . .
elcosapentaen0|co
enlaces _
dobles) Acido Acido
20:6n-3 , . 4,7,10,13,16,19- CH3CH2(CH=CHCH;)sCH.COOH
clupanoddnico .
docosohexenoico




Aminoacidos

Las proteinas de origen vegetal estan constituidas por alrededor de 300 aminoacidos en
forma libre, la mayoria de ellos son téxicos y cuyo interés en fitoterapia es practicamente
nulo. Sin embargo ciertos derivados de aminodcido tienen importancia farmacoldgica.’

Se tiene muy poca informacion acerca de la funcidon de los aminoacidos dentro de las
plantas, pero su numero y universalidad indican que no se trata de errores metabdlicos
por lo menos no en todos los casos.’

Se sabe que algunos se acumulan en las semillas de diversos géneros de plantas y
desaparecen a lo largo de la germinacién y pueden, por este motivo, ser considerados
como reserva de nitrégeno. En numerosos casos, participan en la conservacién y
supervivencia de la especie; asi, actian como inhibidores de la germinacién de pdlenes
extrafios sobre el estilo de la flor; y otros, como téxicos sobre depredadores.®

Nucledtidos

En toda célula viva hay nucleoproteinas y son sustancias formadas por proteinas
combinadas con polimeros naturales de acidos nucleicos. De todos los campos de la
guimica, el estudio de los acidos nucleicos quiza sea el mas valioso, puesto que estos
compuestos son las sustancias de la herencia. Los dos tipos de acidos nucleicos son el
ARN (4cido ribonucleico) y el ADN (acido desoxirribonucleico).t01!



Por otro lado, los metabolitos secundarios se definen como un grupo de compuestos
naturales que, en contraste con los metabolitos primarios, no estan directamente
involucrados en el crecimiento, desarrollo o reproduccion de los organismos.
Tipicamente, los metabolitos secundarios pertenecen a diferentes clases de sustancias
quimicas y se consideran como caracteristica para las especies individuales
(quimiotaxonomia) y podemos observar el metabolismo secundario en la Figura 2.1

Formacién de metabolitos
secundarios \
Ruta del acido shikimico.
A partir de metabolitos ‘ CO, +H,0
primarios Aci CO.H
¢ Fotosintesis AC!d’() . z
Shikimico
Polisacaridos
Glicssidos € Glucosa + otros
carbohidratos .
HO\\\\\\ OH
Ruta del dcido OH

mevalonico

Acidos Mevaldnico /

CH,COCO,H Péptidos ¢
Acido pirtvico
Aminoacidos

¢ aromaticos

CH,COCoA Aminoécidos / ‘l,
Acetll CoA =D ifati

alifaticos

<«
HC,0.
OH
¢ ¢ \ Acidos cindmicos
Alcaloides
Policétidos \1'
Monoterpenos, ¢
Diterpenos, Cumarinas
Sesquiterpenos, Lignanos

Acidos grasos Flavonoides

¢ Antraquinonas
Escualeno Antraciclinas
Triterpenos
Esteroides Ruta del acetato

Figura 2. Metabolismo secundario de las plantas y productos naturales que genera el proceso.
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Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas
como atrayentes. Muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y frutos,
jugando un papel esencial en la reproduccion atrayendo a insectos polinizadores, o
atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento,
contribuyendo de esta forma a la dispersién de semillas.!?

Otros compuestos tienen funcién protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a
diferentes patégenos, actuando como pesticidas naturales.'?

Podemos mencionar que los metabolitos secundarios también son denominados
productos secundarios o productos naturales y los podemos agrupar en cuatro tipos o
clases:

e Terpenoides

e Fenilpropanoides
e Alcaloides

e Glicosidos

Terpenoides.

Los isoprenoides, son mejor conocidos como terpenoides o terpenos. Son un grupo de
productos naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que derivan
biosintéticamente del 4cido mevaldnico (AMV). Wallach (1887) propuso la clasificacion
de éste grupo de compuestos atendiendo al nimero de atomos de carbono de los
mismos Tabla 2.13

Terpeno, en el sentido mas estricto, se refiere a una serie de isémeros, hidrocarburos
insaturados de la féormula general CioH16 Y se pueden encontrar en el vapor (etéreo) de
los aceites esenciales de origen vegetal. La palabra deriva del aleman "Terpentin"
(trementina en inglés o terebenthine en francés), los primeros compuestos de esta clase
se aislaron de la trementina, y su primer uso es comunmente atribuido a Kekulé.*

La unidad estructural basica de los terpenoides es el isopreno cuya férmula es 2-metil-
1,3-butadieno (Figura 3), constituido por cinco &tomos de carbono. Su unidn sucesiva da
lugar a los distintos tipos de terpenos conocidos.*3



H,C CH,

Figura 3. Estructura del isopreno.

Aungue el isopreno se habia considerado en un principio como base estructural de una
serie de compuestos terpenoides, fue el quimico aleman Otto Wallach quien primero
reconocio la importancia de esta regularidad en la estructura de los terpenos. Wallach
establecid que la tarea mas critica en el estudio de terpenos de aceites esenciales, se
basa en la identificacidn de derivados cristalinos, siendo ésta la Unica forma para separar
e identificar las sustancias quimicas con certeza. Wallach (1887) esboz6 la que seria
conocida como "regla del isopreno", debida a Ruzicka (1922).%4

Tabla 2. Clasificacidn de terpenos segun Wallach (1887).

Grupo N° de atomos de carbonos N° de unidades de isopreno

Hemiterpeno 5 1
Homoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3
Diterpenos 20 4
Sesterterpenos 25 5
Triterpenos 30 6
Tetraterpenos 40 8
Politerpenos 5n n

El grupo de los terpenos, incluye hormonas, pigmentos carotenoides (carotenos y
xantofilas), esteroles (ergosterol, B-sitosterol), derivados de los esteroles (glicdsidos
cardiacos), latex y aceites esenciales (proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las
plantas). Aunque las citoquininas y las clorofilas no son terpenos, contienen en su
estructura una cadena lateral que es un terpeno. A la vista de esta variedad de
compuestos, es evidente que muchos terpenos tienen un importante valor fisiolégico y
comercial, ejemplos de este tipo de compuestos se presentan en la Figura 4.2



OH OH

Mentol S-(-)-Limoneno R-(+)-Limoneno Citronelol

OH

Tl

HO

T e

Acido ursélico Acido cativico
Figura 4. Compuestos terpenoides.

Derivados fendlicos.

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, poli-fenoles o
fenilpropanoides y todas ellas derivan del fenol, un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo Figura 5.2

OH

Figura 5. Estructura del fenol.



Las plantas producen gran cantidad de compuestos fendlicos, tanto en términos de
diversidad molecular y de cantidad absoluta de estos compuestos. Los
fenilpropanoides,y los policétidos de plantas relacionadas, tienen multiples funciones
bioldgicas.!

Las funciones de derivados fenilpropanoides son tan diversas como su estructura.
Algunos fenilpropanoides son pigmentos de bajo peso molecular que se encuentran en
las flores, antibidticos (fitoalexinas), protectores UV, repelentes de insectos, y también
participan en las interacciones planta-microorganismo. Ademas, funcionan como
complejos, componentes poliméricos de estructuras superficiales y de apoyo, como la
suberina, lignina y otros componentes de la pared celular.?

La formacién de los compuestos fendlicos da inicio con el aminoacido fenilalanina por
eliminacién de una molécula de amonio para formar dcido cindmico. Este se alimenta en
diversas rutas biosintéticas generando diversos compuestos polifendlicos.>*3

CO,H
HO CO,H
R HO” : ~0
OH OH

R

Acido p-cumarico  H . -

Acido cafeico OH Acido clorogénico OH

Acido ferulico OCHj;

OH o] OH
HO,
HO () o) HsCO
(o)
Esculetol cumarina Fiscién antraquinona

Figura 6. Compuestos fenilpropanoides.
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Alcaloides

En lo que se refiere al empleo de los alcaloides en la medicina, es relativamente reciente.
Ya que se han aislado sustancias terapéuticamente activas. El primer farmaco
investigado quimicamente fue el opio, que es latex seco de Papaver somniferum que se
utilizé durante siglos por sus propiedades analgésicas y narcéticas.'®

Un alcaloide es un compuesto orgdnico de origen natural nitrogenado formando parte
de un heterociclo, y por consiguiente basico, de distribucion restringida y dotado, a bajas
dosis, de marcadas propiedades farmacoldgicas. Los alcaloides, son compuestos que se
encuentran esencialmente en las Angiospermas. Algunos autores estiman que entre un
10-15% de ellas sintetizan este tipo de moléculas.®

OCH,

Tiloforina, (Alcaloide indolizidinico)

i fe)
I

Lobelina, (Alcaloide piperidinico)

Figura 7. Ejemplos de Alcaloides.
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Glicosidos

Los glicosidos son metabolitos secundarios donde su nombre hace referencia al enlace
glicosidico entre una molécula de azucar unida a un grupo hidroxilo de otra molécula.
Por ejemplo, los glucdsidos cianogénicos son el producto, de una aglicona tipo a-
hidroxinitrilo y de un azucar, principalmente D-glucosa. La distribucidn de los glucésidos

cianogénicos en el reino vegetal es relativamente amplia, algunos pertenecen a las

familias Fabaceae, Rosaceae, Linaceae, Compositae y otras.1%®

H

Z o

\\O
N
N

HO

Estructura de la Linamarina de Manihot esculenta (Yuca)

=

HO

OH

Estructura de la (R)-vicianina de Davallia trichomanoides Blume

OH

,:nlll||I

HO,

o
Estructura de la digitoxina de Digitalis purpurea

H

Figura 8. Ejemplos de Glicdsidos.
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2.1. Familia Buddlejaceae

Esta constituida por arboles o arbustos y en raras ocasiones plantas herbaceas de hojas
opuestas, decusadas, a veces alternas o dispuestas a manera de verticilos, estipulas,
comunmente conectando las bases de las hojas, [dminas por lo regular con pubescencia
estrellada y glandular, sobre todo en el envés; inflorescencias terminales o axilares,
pedunculo con hojas o bracteas en su base, las flores frecuentemente dispuestas en
cimas, las cuales a su vez se agrupan a manera de paniculas, racimos o verticilos; flores
tetrameras, en raras ocasiones pentameras, actinomorfas o ligeramente zigomorfas,
perfectas o funcionalmente dioicas; cdliz sinsépalo, en ocasiones profundamente
partido; corola sinpétala, generalmente actinomorfa, tubular, hipocraterimorfa o
campanulada; estambres, insertos en el tubo corolino, dehiscentes longitudinalmente;
ovario suipero, en muy raras ocasiones semiinfero, usualmente con tejido nectarifero en
su base, bilocular o rara vez tetralocular, évulos anatropos, estilo, estigma por lo comun
ligeramente bilobado; fruto por lo regular en forma de cdpsula septicida, en ocasiones
carnoso o indehiscente, raramente loculicida; semillas diminutas, a menudo aladas y con
endospermo carnoso.'”*®

Figura 10. Distribucidn geografica de la Familia Buddlejaceae.
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La familia cuenta con alrededor de ocho géneros y aproximadamente 125 especies
distribuidas en zonas tropicales y subtropicales de América, Africa y Asia, Figura 10. El
criterio de Cronquist, considera a la familia Buddlejaceae como un taxdn independiente
de Loganiaceae.”1?

Aln, cuando existen trabajos moleculares que apoyan este punto de vista, hay
evidencias que ademads sugieren que la familia es un taxén parafilético asi, Buddleja,
Nicodemia, Emorya y Gomphostigma formarian parte de Buddlejaceae, la cual a su vez
muestra gran afinidad hacia Scrophulariaceae; Sanago y Peltanthera se presentan mas
relacionados con Gesneriaceae, Polypremum con Tetrachondraceae y Retzia con
Stilbaceae, de acuerdo con Oxelman, por lo que se requiere de un estudio mas profundo
para determinar una adecuada circunscripcion de la familia.’

En México se conocen tres géneros, de los cuales se ha detectado la presencia de
Buddleja y Polypremum, Figura 11y 12.%7

Figura 12. Buddleja saligna.
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2.2. Género Buddleja

Descripcion botanica

El género Buddleja esta compuesto por arboles o arbustos dicdicos, que miden desde
menos de 1 metro hasta 30 metros de alto, en ocasiones dicdicos, ramas jovenes con
pubescencia brillante; hojas pecioladas o sésiles, ovadas, lanceoladas, oblongas o
elipticas, densamente estrellado-tomentosas en las ramas jévenes y el envés de las
hojas; inflorescencias en paniculas, capitadas o en cabezuelas esféricas axilares; flores
blanco-verdosas, amarillas o amarillento-anaranjadas, mas bien pequefas, caliz
persistente, I6bulos de la corola imbricados o valvados en el botdn, oblongos u ovado-
redondeados; estambres con los filamentos adheridos a la garganta de la corola; ovario
bilocular y bicarpelar, con muchos 6évulos, estilo corto, estigma casi entero a
manifiestamente bilobado, a veces algo bilabiado; frutos capsulares con dehiscencia
loculicida y septicida o indehiscentes, semillas pequefias, numerosas o escasas, aladas o
sin alas. Su corteza es rugosa y fracturada, en promedio un fruto puede tener 80 semillas,
de las cuales el 30% son vanas.820

Taxonomia y Distribucién

El género Buddleia fue nombrado en honor al naturalista inglés Adam Buddle (1660-
1715), frecuentemente se le nombra Buddleja, por una antigua costumbre de escribir

una “i” alargada.?®

El género Buddleja consta de aproximadamente 100 especies, nativas de Norte vy
Sudamérica, del Este y Sur de Africa, y del Sur de Asia. El género se ha colocado en varias
familias, incluyendo la Loganiaceae y la Tubiflorae. Actualmente se encuentra en la

familia Buddlejaceae. A continuacién se muestra la organizacién taxondmica en la Tabla
3_19,20

Tabla 3. Organizacién taxondmica del género Buddleja.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Scrophulariales
Familia Buddlejaceae
Género Buddleja
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México cuenta con 16 especies distribuidas en toda la republica. El nombre genérico se
ha citado de diversas maneras a través del tiempo (Buddleia, Buddleja o Buddleya). No
obstante, el Cddigo Internacional de Nomenclatura Botdnica vigente indica que se trata
de un nombre conservado, por lo que la denominacidn Buddleja, establecida por Linneo,
debe considerarse como de ortografia correcta.’

Principales usos del género

El género tiene poca importancia econdmica, sélo un nimero muy reducido de especies
son empleadas como ornamentales. En México muchas se conocen ampliamente con el
nombre general de “tepozdn” y se utilizan en medicina vernacula para curar una gran
variedad de enfermedades.’

En México, el género Buddleja se encuentra ampliamente distribuido, desde altitudes de
2200 a los 3000 msnm. El género Buddleja presenta diversos usos econémicos, como
son: para reforestacion, forraje, construccién y fabricacion de herramientas; asi como
uso medicinal, siendo esté el que predomina en todas las especies de Buddleja (Tabla 4).
Las especies con uso forrajero son B. skutchii, B. cordata, B. crotonoides, B. americana,
B. nitida y B. parviflora.*>?°

Tabla 4. Uso medicinal de algunas especies del género Buddleja.

Especie Uso Parte utilizada Forma
B. americana Diurético y estomacal, combate el Hojas. Coccion.
insomnio, para problemas
dermatoldgicos padecimientos
gastricos y respiratorios.
B. cordata Evita exceso de sudor y como Hojas. Coccidn, infusién
diurético. Raicesy y ungiento.
Corteza.
B. skutchii Relacionada con enfermedades
femeninas.
B. sessiliflora Para las ulceras Hojas. Coccion.
B. perfoliata Como diurético y estomacal. Hojas. Infusion.
B. curviflora Para la disenteria.
B. officinales Hipertensidn, diabetes, nefritis y
cancer.
B. davidii En heridas, y lesiones relacionadas con
lepra y para tratar la malaria.
B. scordioides Contra la indigestidén, empacho, Hojas y raices. Infusidn.
fiebre, aliviar la disenteria y la diarrea. Partes aéreas.
En nifios y lactantes para evitar
colicos.
Protector solar.
B. parviflora Hidropesia, sinusitis, y como Tallos. Infusion.
antiséptico.
B. madagascariensis Asma, tos y bronquitis. Hojas. Infusidn.
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2.4. Perfil quimico del género Buddleja

2.4.1. Terpenoides en el género Buddleja
Monoterpenos

Los principales monoterpenos presentes en este género, especialmente en hojas y tallos
jévenes de la planta, son consistentes iridoides de un esqueleto de 9 carbonos con un
éster o enlace glicosidico en C-6. Algunos compuestos reportados incluyen aucubina y el
mayor grupo de iridoides contienen catalpol junto con su metoxibenzoilo y analogos p-
metoxicinamoilo.?!

Las flores de algunas especies tienen un distintivo olor, bastante fuerte y es probable
gue esto se deba a compuestos volatiles que bien puede ser monoterpenos no
glicosilados. Sin embargo, no se han realizado estudios sobre la constitucion quimica de
los compuestos volatiles de flores, a pesar de sus posibles propiedades atrayentes de

insectos.?!
RO H RO H
\ \
o) o)
CH,OH CH,OH
o) o)
H OH H OH

HOH,C 0 OH HOH,C O OH

HO HO

Aucubina Catalpol

Sesquiterpenos

Se han registrado en las raices y corteza de algunas especies de Buddleja., una serie de
compuestos cariofilanos conocido como buddledina A, buddledina B, buddledina C y
buddledina D. La dehidrobuddledina se aislé a partir de raices de B. globosa, ademas de
tres sesquiterpenos que tienen un esqueleto de humuleno; uno de éstos fue el
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compuesto conocido zerumbona, los otros dos fueron nuevos y nombrados buddledonas

A y B.21’22

CHs CH,

H3C

H,C

R
Buddledina A H
Buddledina B OH
Buddledina C COOCH;

HO

CHs
CHs

H3C H3C

H,C

Dehidrobuddledina

H3C

H3C

H3;C

Buddledona A

O
H3C
H;C

CH,
Buddledina D

(6]

CH,
CH, ‘
H,C
Zerumbona

CHs
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Diterpenos

Los diterpenos reportados como el “abietano” llamado buddlejona que fue detectado
en B. albiflora Hemsl. De las flores de B. officinalis Maxim., se han reportado cantidades
apreciables de otros tipos de diterpenos, como el éster aciclico crocetina-gentiobiosa, su
derivado diesterificado también ha sido reportado y se utiliza como colorante amarillo
en alimentos. Estos ésteres también se encuentran en las flores de otras especies tales
como Crocus sp. y presumiblemente, son los principales compuestos responsable del
intenso color amarillo que se encuentran en la base de la superficie interior del tubo
corolar en las flores de las especies Buddleja.???

CH3
CH3
CHj3
(@)
OH
H;C CHj3
Buddlejona
HOH,C CHs CHs, OH
(0] N
(e)
HO
O O—ch, X X X o
OH o S
Ho CH, CHs
HO
OH

Crocetina-gentiobiosa
Triterpenos

Durante algun tiempo se sospeché de la presencia de saponinas en las hojas de especies
de Buddleja, debido al uso de las hojas para la limpieza, lavado y como venenos para
peces. Los primeros cuatro compuestos glucésidos de saikosaponina reportados, se
aislaron de las partes aéreas de B. japonica Hemsl.,, estos fueron nombrados:
buddlejasaponinas I-IV, Buddlejasaponina |, que también se ha aislado de las hojas de B.
madagascariensis Lam., y dos compuestos relacionados llamados mimengosido A vy
mimengosido B aislados de las flores de B. officinalis Maxim., conocido como 'Mi Meng
Hua' en la Medicina Tradicional China.?!
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HsC o
HO o Ho 7CH,OH
o o CH,OH
/ 0
R’
HO
OH  “oH
R R’
Saikosaponina A OH H
Buddlejasaponinall OH Ramnosa (1-4) de glucosa
Buddlejasaponina Il OH Xilosa (1-4) de glucosa
Buddlejasaponina lll OH Xilosa
Buddlejasaponina IV OH Glucosa
Mimengosido A H Ramnosa (1-4) de glucosa

2.4.2. Estudios fitoquimicos reportados del género Buddleja

Buddleja thyrsoides Lam.

La especie Buddleja thyrsoides Lam., de Argentina, Brasil, Uruguay y Paraguay es
popularmente conocida como “barbasco” y “cambarazinho”; en el tamizaje fitoquimico
del aceite esencial se reportaron 12 componentes que representan el 91.4% de su
composicion total. Los componentes principales. Germacreno D (27.16%), 1,10-di-epi-
Cubenol (13.37%), Cadinol (12.95%), Biciclogermacreno (9.00%), Globulol (8.59%), y E
cariofileno (5.26%).232*

Buddleja cordata

En Oaxaca popularmente lo conocen como “tepozan” y “zompancle”, son principalmente
usadas en infusién para desinflamar zonas afectadas en los animales.
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Los estudios fitoquimicos describen que entre los componentes aislados de B. cordata
se encuentran los fenilpropanoides aislados principalmente de partes aéreas tales como
el verbascdsido o actedsido, los acidos hidroxicindmicos: p-cumadrico, cafeico, ferulico, y
el flavonoide linarina. Las propiedades terapéuticas de la planta se han asociado
principalmente con los compuestos del tipo fenilpropanoide por presentar una o varias
de las siguientes actividades: parasiticida, antimicrobiana, analgésica, antiviral,
antiproliferativa o citotdxica, antihipertensiva, antioxidante, antipirética y anti-
inflamatoria. También se han identificado metabolitos del tipo terpenoide como el
sesquiterpeno buddledina A, con actividad plaguicida y antifingica y el iridoide aucubina
con actividad antibacterial y antioxidante.?>26

OH

R = Rutinosa

a—pineno Linarina

Buddleja perfoliata y Buddleja scordioides

La Buddleja perfoliata conocida popularmente como “salvia de bolita” se emplea como
diurético, para desinfectar heridas y contra infecciones gastrointestinales y la B.
scordioides conocida como “escobilla” y utilizada artesanalmente para fabricar escobas,
ademas la coccién de sus hojas sirve para la digestién. Hay estudios donde se han
reportado compuestos comunes como la linarina y el verbascdsido.?’

En cuanto a B. scordioides encontramos compuestos como el manitol, metilcatalpol y
siringinina, este Ultimo se reporta por primera vez en el género Buddleja, ademas de que
se encontraron saponinas derivadas del oleanano, uno de estos derivados es la
buddlejasaponina |, también se ha descrito el a-pineno en un 96% del aceite esencial de
B. perfoliata.”’
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Buddleja saligna y Buddleja davidii

La Buddleja saligna, es una planta medicinal de Sudafrica y se ha informado de su uso
como antidiabético y antimalarico. Se han descrité tres terpenoides conocidos el acido
betulinico, betulona y espinasterol. Los estudios fitoquimicos reportados de B. davidii en
relacién con la mayoria de las otras especies, encontramos la linarina aislada de las flores
junto con la acacetina y su aglicona libre y su glicésido iridoide aucubina; y a partir de las
hojas se han reportado los iridoides relacionados catalpol y metilcatalpol; ademas de las
cuatro buddledinas A-D sesquiterpénicas. El reporte de Houghton informé la presencia
de coniferaldehido y compuestos de tipo lignanos en el tallo de esta especie.?%?®

Tl

HO HO

= TIID

= TID

Acido betulinico Espinasterol

Buddleja salviifolia y B. madagascarensis Lam.
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La Buddleja salviifolia, conocida como “madero sabio sudafricano”, es un arbusto usado
por varias tribus en Africa del Sur donde utilizan las hojas para el tratamiento de
infecciones oculares y enfermedades neurodegenerativas. Hay estudios donde aislaron
y caracterizaron los productos naturales acteosida y quercetina, las cuales exhiben un
amplio espectro de actividad antibacteriana.?’

La B. madagascarensis Lam., es un arbusto o enredadera de Madagascar cultivada y
naturalizada en muchas regiones tropicales y subtropicales. Esta planta en Madagascar
es conocida como “seua” o “seuafotsy”.3°

En Madagascar la planta se utiliza para tratar la disenteria, se ha empleado como un
sustituto de jabdon y como un remedio para el asma, la tos y la bronquitis; en Uruguay las
hojas frescas se utilizan en infusion para tratar afecciones bronquiales. Debray en 1971
detectd en las hojas y corteza de la raiz de esta especie alcaloides y saponinas; y Kapoor,
en 1981 aislé de las hojas una mezcla de n-alcanos vy triterterpenos como B-sitosterol,
estigmasterol, y B-amirina, otros compuestos que se han descrité actualmente son la
hesperetina y el 7-O-glucdsido diosmetina.?%3°

Estigmasterol B-sitosterol

Buddleja globosa

La Buddleja globosa Hope es un arbusto de 1.5 a 3 metros de altura con ramas jovenes

n  u

pubescentes amarillentas, conocida vulgarmente como “matico”, “palqui

III III

o “paiil”, en
estudios previos se identificaron como componentes mayoritarios el feniletanoide

verbascdsido y el flavanoide 7-O-glucésido de luteolina.3!

Otros estudios mencionan su actividad antifungica, donde cuatro compuestos conocidos
fueron responsables de dicha actividad, el diterpeno buddlejona, el bisditerpeno
maytenona y los dos sesquiterpenos buddledina A y la buddledina B.3?
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De acuerdo con la literatura las especies del género Buddleja son una fuente abundante
de substancias terpenoides, por lo que resulta interesante conocer los componentes
terpénicos presentes en la Buddleja conocida como “peralvillo” del municipio de
Zitacuaro, ubicado en la region oriente del Estado de Michoacdn a través de su
aislamiento e identificacién por métodos fisicos y espectroscopicos.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el aislamiento e identificacidn de terpenos del género Buddleja (peralvillo) del
oriente del Estado de Michoacan.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener lo extractos de hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol
de las diferentes partes de Buddleja sp (raiz, tallo, hoja y flor).

» Separacion cromatografica de los componentes de los extractos obtenidos.

» Caracterizar mediante métodos fisicos y espectroscépicos los compuestos
obtenidos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La Buddleja sp fue colectada en el oriente de Michoacdn en el municipio de Zitacuaro, es
conocida tradicionalmente como “piralvillo”, “Hierba del tapdn” y “Peralvillo”; en la
medicina tradicional se utilizan las hojas en infusién para enfermedades
gastrointestinales ademas de utilizarse para el herpes labial. Esta planta crece en climas
templados y florece principalmente en verano.

Figura 13. Cerro Cacique de la H. Zitacuaro, Michoacan.

Figura 14. Buddleja sp mejor conocida como “peralvillo”.
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La Buddleja es conocida popularmente como “peralvillo”, y fue separada en cada una de
sus partes, estds se secaron a la sombra, después la raiz fue sometida a reflujo; mientras
que los tallos, las hojas y las flores se sometieron a maceracién, con disolventes en orden
ascendente de polaridad (hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol), se
filtraron y se llevaron a sequedad con ayuda del rotavapor. Cada uno de los extractos se
resuspendieron en metanol para precipitar las grasas, la metodologia se puede observar
en la Figura 15.

%
Evaporacién del disolvente
S

Fracciones cromatogréficas

Precipitacion de grasas

Figura 15. Metodologia de la planta del género Buddleja (Peralvillo).
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Tabla 5. Rendimientos obtenidos de los extractos, expresado en gramos.

Solvente Raiz ( 1870g) Tallo (1650g) Hoja(760g) Flor(30g)
| 1.2 4.0 15 0.870
Hexano Il 0.646 3.5 3.2 0.474
Il 0.474 1.7 2.2 0.484
I 4.0 8.0 6.4 0.978
CH,Cl, Il 3.348 2.1 2.2 0.560
11 0.522 1.3 1.9 0.487
| 1.9 3.2 4.2 0.862
AcOEt Il 1.2 2.2 2.8 0.463
11 0.600 1.9 2.1 0.120
| 28 3.4 4.4 2.5
Metanol Il 15 1.6 2.5 1.3
11 11 1.3 1.8 1.2

El andlisis de los extractos hexanicos de las diferentes partes de la planta por medio de
RMN de H nos permitié observar que en cada una de las muestras la presencia de
cadenas hidrocarbonadas de acidos grasos, y posteriormente fueron enviados a
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa, identificdndose por
comparacion de sus patrones de fragmentacion con la base de datos NIST 2011.

Tabla 6. Compuestos en mayor abundancia en el precipitado metandlico de los extractos en
crudo de cada una de las partes de Buddleja sp.

Nombre RT(min) Calidad* Flor Hoja Tallo Raiz
Acido tetradecanoico  12.79 84 ° °
Acido hexadecanoico  14.43 98 ° ° ° °
Acido 9,12- 16.73 84 .
octadecadienoico
Acido 9, 12, 15- 16.86 88 .
octadecatrienoico
Triglicérido qel acido 26.73 96 '
octanoico
Octacosano 25.82 85 °
Tetracosano 19.90 86 °

"Calidad correspondiente a los datos NIST 2011.
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Las condiciones en que se sometieron cada una de las muestras de los extractos en crudo
a cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa. Fueron con una fuente de
ionizacion de 200°C por impacto electrénico a 70 eV por 30 minutos, iniciando con una
temperatura inicial de 50°C.
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Figura 16. Espectro de masa del Acido tetradecanoico (1).
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Figura 17. Espectro de masa del Acido hexadecanoico (2).
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Figura 18. Espectro de masa del Acido 9,12-octadecadienoico (3).
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Figura 19. Espectro de masa del Acido 9,12,15-octadecatrienoico (4).
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Figura 20. Espectro de masa del Triglicérido del 4cido octanoico (5).
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Figura 22. Espectro de masa del Tetracosano (7).
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Al realizar el andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa se
identificaron los sesquiterpenos 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (8)
(hexahidrofarnesil acetona) y el dehidro-aromadendrano (9).

Tabla 7. Sesquiterpenos representativos de Buddleja sp.

Nombre RT(min) Calidad® Flor Hoja Tallo Raiz
6,10,14-trimetil-2- 13.34 90 o o .
pentadecanona
dehidro- 11.44 82 .
aromadendrano

)L/\)\W

58 Experimental
1004
VAl
50 85 95 109
124
45 || e 437 a5y 165 179 187194 207 221 235 250 268
[ ! . 137 151 165 179 193 210 225 235 : 268
95 109 123 250

501 0 ® Base de datos
001 L 58

40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Figura 23. Espectro de masa de la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona.
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77 19 131 145
501 55 65 K | | 202
45 1) [59., ! !6!9. !!!§=1..8§ !|.| I !:|:!=| .”: th ih L 178179 187 193 oo =
5 6569 77815 | | | ' 174

501 41 w 187 Base de datos
100 * ! 159 2

' 145

40 50 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

Figura 24. Espectro de masa del dehidro-aromadendrano.
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Primeramente se realizd el analisis del primer extracto hexdnico de la flor (30 g)
obteniéndose 0.870 g de un aceite denso en 2.9% de rendimiento respecto al peso inicial
de las flores. Posteriormente se determind su espectro de RMN de *H observandose las
sefiales de los componentes mayoritarios, se vieron sefiales en la regién de los
aromaticos y de los hidrégenos bases de alcohol (Figura 26). El extracto fue sometido a
cromatografia en columna usando como fase mévil Hexano-AcOEt en orden ascendente
de polaridad, de las fracciones gruesas eluidas con Hexano-AcOEt 8:2 se obtuvieron 30
mg de un sdélido blanco.

Este residuo se re-cromatografié en columna, empleando como eluentes mezclas de
Hexano-AcOEt en orden ascendente de polaridad. De las fracciones eluidas con Hexano-
AcOEt 93:7 se obtuvieron 10.6 mg (ren 1.21%) como agujas incoloras (Figura 25.);
correspondiente al B-sitosterol (10) con un punto de fusidon de 142 °C. En su espectro de
RMN de *H (Figura 27), mostré en 5.35 ppm una sefial doble con J= 5.40 Hz que se asignd
al protén vinilico H-6; en 3.52 ppm se observé una sefial multiple debida al metileno base
de alcohol H-3; ademas de las sefiales simples de los metilos presentes en la molécula,
Tabla 8.

Figura 25. Cristales del B-sitosterol.

Tabla 8. Desplazamientos (ppm) para las sefiales simples de los metilos.

CHs ppm
19 0.92
24 0.84
26 0.82
27 0.80
28 0.68
29 1.01

En el espectro de RMN de 13C (Figura 28) se distinguieron 29 sefiales caracteristicas de
un triterpeno; en 140.7 ppm y 121.7 ppm se observaron las sefiales correspondientes a
un enlace doble en las posiciones del carbono vinilico C-6 y C-5; en 71.8 ppm se vio el
carbono base de alcohol y entre 56.01 y 11.8 ppm se observaron el resto de las sefiales

caracteristicas del triterpeno.1%33
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Enseguida, el extracto hexanico crudo de tallos (1650 g) fue analizado por Resonancia
Magnética Nuclear de *H, observandose la naturaleza y abundancia de los componentes
(Figura 29), de dicho extracto se tomd una muestra de 4g (0.24%) fue purificado por
cromatografia en columna colectdndose fracciones de 15 ml. En las fracciones eluidas
con Hexano-AcOEt 93:7 se obtuvieron 22 mg de agujas incoloras (ren 0.55%) que
correspondieron al B-sitosterol (10) (Figura 30). Debido a lo anterior, al asignar las
sefiales, coincidieron con el espectro de hidrégeno de RMN del B-sitosterol extraido de
las flores, Figura 27.

En las fracciones eluidas con Hexano-AcOEt 9:1 se obtuvieron 4.3 mg (ren 0.1%) de
cristales que correspondieron a estigmasterol (11). En su espectro de RMN de 'H (Figura
31) se observo en 5.36 ppm se observo una sefal doble que se asigné al protdn vinilico
H-6; en 5.01 ppm y 5.15 ppm se mostraron sefales multiples que se asignaron a los
protones vinilicos de las posiciones H-20 y H-21 respectivamente asi como el metileno
base de alcohol H-3 en 3.53 ppm. Cabe mencionar que del tallo se obtuvo la mayor
cantidad de B-sitosterol.
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Asi mismo se realizd el andlisis del extracto hexanico crudo de raiz (1870 g) a partir de
una muestra de 2.32 g (0.12%) del peso inicial. Mediante RMN de *H (Figura 32), se
observaron sefales en la regidon de los aromaticos y en la regién bases de alcoholes. El
extracto hexanico se separd por cromatografia en columna usando mezclas de
disolventes Hexano-AcOEt en orden ascendente de polaridad, y se colectaron fracciones
gruesas con Hexano-AcOEt 49:1 obteniendose 44 mg (1.89%) de una mezcla de
compuestos, la cual se recromatografié en columna usando como mezcla de disolventes
Hexano-CH;Cl; 65:35 para la separacion de los compuestos mayoritarios; debido a esto
se obtuvo un rendimiento menor, donde se obtuvieron 35 mg de la mezcla de
compuestos sin apreciar un cambio significativo; en el espectro,de RMN de 'H (Figura
33) se observd en 3.52 ppm una sefial multiple para protén base de alcohol, asi como
una sefal doble en 5.35 ppm para un protdn vinilico concluyendo que podria tratarse de
un triterpeno.

Se procedid a enviar la muestra a cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masa para la identificacidon de los componentes, Figura 34.

Una vez mas se identificaron los componentes por comparacion con datos NIST 2011 de
acuerdo con sus patrones de fragmentacion. Al realizar el andlisis se establecié como
constituyentes mas abundantes y por su calidad al campesterol (15) y al estigmasterol
(11).

Figura 34. Equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa.
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Figura 35. Espectro de masa del Campesterol (15) con un 89% de calidad.
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Figura 36. Espectro de masa del estigmasterol (11) con un 70% de calidad.
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Acetilacidn del B-sitosterol

Para obtener mas evidencias sobre este compuesto, se prepard su derivado acetilado del
B-sitosterol (12) disolviendo 3.1 mg de cristales de B-sitosterol en piridina/anhidrido
acético durante 8 h en bafo de vapor, (Figura 37). Transcurrido este tiempo se
obtuvieron 3.5 mg del crudo de reaccion, el cual se analizé6 mediante RMN de H (Figura
38) se observod en 2.01 ppm la sefial tipica del metilo de acetilo, ademas se aprecié el
desplazamiento de la base de alcohol de 3.52 ppm hacia 4.60 ppm ahora como protdn
base de éster. Las demas sefiales no presentaron cambio significativo con respecto al B-

sitosterol, Tabla 9.

Figura 37. Preparacion del acetato del B-sitosterol.

Tabla 9. Comparacién del desplazamiento quimico (ppm) de RMN de *H del acetato B-sitosterol,

en CDCls.

Sefales Experimental Literatura®®

H-3 4.60 4.60

H-6 5.35(J=4.8 Hz) 5.38 (J=4.8 Hz)
CH3-19 0.92 (J = 6.5 Hz) 0.92 (J = 6.5 Hz)
CHs-24 0.84 0.84
CH3-26 0.82 (J = 2.0 Hz) 0.82 (J = 2.0 Hz)
CHs-27 0.80 0.80
CHs-28 0.68 0.67
CHs-29 1.01 1.00

OAc 2.01 2.0
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Epoxidacion del estigmasterol

Una de las reacciones sobre dobles enlaces es la epoxidacion y para preparar el epdxido
se utilizd el estigmasterol aislado de los tallos de Buddleja; empleando acido m-
cloroperbenzoico en CH,Cl; y adicionando bicarbonato de sodio y agua en agitacion por
4 h atemperatura ambiente, el crudo de reaccién fue purificado por cromatografia flash.

En la polaridad Hexano-AcOEt 8:2 se obtuvieron 3.2 mg (ren 80%), como agujas incoloras,
las cuales se analizaron por RMN de 'H; observandose el desplazamiento hacia campo
alto del protdn vinilico de H-6 de 5.35 ppm a alrededor de 3 ppm; por lo cual el 4cido m
cloroperbenzoico dio lugar a la oxidacidn regioselectiva del alqueno A>® formandose una
mezcla con proporcion 3.2:1 de los dos isdmeros a-epoxiestigmasterol (13) y PB-
epoxiestigmasterol (14); siendo mayoritario el a-epoxiestigmasterol. También se
observé el desplazamiento de la base de alcohol H-3 de 3.53 ppm a 3.91 ppm. El resto
de las senales de los metilos no tuvieron cambios significativos.

La relacién que guardan los dos isdmeros se puede observar en el espectro de RMN de
'H (Figura 39), en cuanto al espectro de RMN de 3C (Figura 40) se observé el
desplazamiento de los carbonos del doble enlace C-5=C-6, para el a- y B-
epoxiestigmasterol; al igual que el desplazamiento del carbono base de alcohol C-3 de
72.1 ppm a 69.4 ppm, no observandose cambios significativos en el resto de las sefiales
Tabla 12.

Tabla 10. Comparacion de desplazamientos (ppm) de RMN de *3C del a- y B-epoxiestigmasterol
con el estigmasterol.

Epoxiestigmasterol RMN de *3C del estigmasterol?
C-3 69.4 72.1
C5a 68.7
141.1
C-5B 65.6
C-6a 59.2
121.8
C-6B 63.6
C-20 138.1 138.7
C-21 129.3 129.6
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvieron los respectivos extractos de raiz, flor, hojas y tallos mediante el uso
disolventes en orden ascendente de polaridad, para realizar el analisis e identificacidn
de terpenos de Buddleja sp.

De los extractos hexanicos no polares de raices, flores, hojas y tallos se identificaron
cadenas hidrocarbonadas como el acido tetradecanoico (1), el acido hexadecanoico (2),
el 4cido 9,12-octadecadienoico (3),el acido 9,12,15-octadecatrienoico (4), el triglicérido
del el acido octanoico (5), el octacosano (6) y el tetracosano (7) como componentes
mayoritarios.

OH
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OH 2
o
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Ademas se identificaron dos sesquiterpenos, en las partes aéreas la 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona (8) y en raices el dehidro-aromadendrano (9).

Del extracto hexanico de tallos se aislaron el estigmasterol (11).y el triterpeno B-
sitosterol (10), este ultimo también se aisld del extracto hexanico de flores. Del B-
sitosterol se preparé su derivado acetilado correspondiente (12) en condiciones
estandar de reaccidn para alcoholes primarios y secundarios; del estigmasterol se realizé
su respectiva epoxidacion obteniendo los dos isémeros el a-epoxiestigmasterol (13) y el
B-epoxiestigmasterol (14) siendo el mayoritario el a-epoxiestigmasterol, demostrando
gue el 4cido m-cloroperbenzoico favorece al isémero a en medio bdsico, mientras que
el isdbmero B ha sido reportado como mayoritario empleando permanganato de

potasio.3*

o H
g

>

Ilinn

10 R= H 13 = a—epoxiestigmasterol
12 R = AcO 14 = B—epoxiestigmasterol
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Del extracto hexdnico de las raices se identificd una mezcla de compuestos, entre ellos
el campesterol (15) y el estigmasterol (11).

\\\\\\\\
N

X

.|\\\\\\H

HO HO

11 15

Al terminar de realizar el analisis de los extractos no polares, se vio que la planta Buddleja
sp mejor conocida como “peralvillo”, contiene diversos compuestos terpenoides,
ademas de que la abundancia de los metabolitos presentes permiten que se propongan
modificaciones estructurales. Ya que resultan importantes en busca de una posible
alternativa para el tratamiento de algunos padecimientos.

51



6. PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Para las cromatografias en columna abierta se utilizé gel de silice malla de 230-400 (fase
estacionaria) y disolventes en orden ascendente de polaridad (fase mavil). Las fracciones
eluidas se analizaron por cromatografia en capa fina, observandose en luz UV y reveladas
con sulfato cérico amoniacal. Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Fisher-
Johns y no estdn corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H 400 MHz y *3C 100 MHz se
adquirieron en un equipo Varian Mercury Plus empleando cloroformo deuterado (CDCls)
como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los espectros de
masa se adquirieron por impacto electrénico a 70 eV en un equipo de marca Thermo
Scientific, Single Quadrupole Mass Spectrometer and Gas Chromatograph.

Material vegetal

La materia vegetal fue colectada el dia 4 de abril del 2015 en Zitacuaro, Michoacan. Cerca
del Fraccionamiento Las Rosas (19°44'45.98" N, 100° 14' 35.86" W). La planta se llevé al
Herbario del Instituto de Ecologia en Patzcuaro A.C. donde fue identificado el géneroy
se encuentra en estudio para conocer la especie. La planta se separd en sus distintas
partes: raices, flores, tallos y hojas las cuales se secaron a la sombra y posteriormente se
obtuvieron sus extractos de hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol.

Obtencidon de extractos

Por su dureza la raiz fue cortada en astillas y se dejé bajo reflujo con hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol. Mientras hojas tallos y flores se sometieron
a maceracioén a temperatura ambiente empleando los mismos disolventes que en el caso
de la raiz.

Obtencion del B-sitosterol de flores

Del extracto hexanico de flor 0.870 g se purificaron en cromatografia en columna
empleando como fase mévil Hexano-AcOEt en orden ascendente de polaridad, las
fracciones eluidas se monitorearon por CCF; en la polaridad Hexano-AcOEt 93:7, donde
se obtuvieron 10.6 mg (ren 1.21%) del compuesto caracterizado como B-sitosterol (10).

Agujas incoloras, p.f. 142 °C, RMN de *H (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 5.35 (1H, d, J = 5.4 Hz,
H-6), 3.52 (1H, m, H-3), 1.01 (3H, s, CH3-29), 0.92 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-19), 0.84 (3H, s,
CHs-24), 0.82 (3H, d, J = 2.1 Hz, CH3-26), 0.80 (3H, s, CH3-27), 0.68 (3H, s, CH3-28).
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RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm: 140.7 (C, C-5), 121.7 (CH, C-6), 71.8 (CH, C-3), 56.7
(CH, C-14), 56.0 (CH, C-17), 50.1(CH, C-9), 45.8 (CH, C-22), 45.7 (C, C-13), 42.2 (CH2, C-4),
39.7 (CH2, C-12), 37.2 (CH2, C-1), 36.4 (C, C-10), 36.1 (CH, C-18), 33.9 (CH,, C-20), 31.8
(CHa, C-7), 32.0 (CH, C-8), 31.9 (CHa, C-2), 29.1 (CH, C-25), 28.2 (CH2, C-16), 26.4 (CH,, C-
15), 26.0 (CH,, C-21), 23.0 (CH,, C-23), 21.0 (CH,, C-11), 19.8 (CHs, C-26), 19.3 (CHs, C-27),
19.0 (CHs, C-19), 18.7 (CH3, C-28), 11.9 (CHs, C-24), 11.8 (CHs, C-29).

Obtencion del B-sitosterol de tallos

Del extracto hexanico de tallos 4 g se purificaron en cromatografia en columna como
fase moévil Hexano-AcOEt en orden ascendente de polaridad, las fracciones eluidas se
monitorearon por CCF; en la polaridad 93:7 Hexano-AcOEt, se obtuvieron 22 mg (ren
0.55%) del compuesto caracterizado como B-sitosterol (10).

Agujas incoloras, p.f. 140 °C, RMN de *H (400 MHz, CDCl3) & ppm 5.35 (1H, d, J = 5.5 Hz,
H-6), 3.53 (1H, m, H-3), 1.01 (3H, s, CH3-29), 0.92 (3H, d, J = 6.5 Hz,CH3-19), 0.84 (3H, s,
CHs3-24), 0.82 (3H, d, J = 2.1Hz, CHs-26), 0.80 (3H,s,CHs-27), 0.68 (3H, s, CH3-28).

Obtencion del estigmasterol de tallos

4 g del extracto hexdanico de tallos obtenido fue purificado en cromatografia en columna
como fase mévil Hexano-AcOEt en orden ascendente de polaridad, las fracciones eluidas
se monitorearon por CCF; con la polaridad 9:1 Hexano-AcOEt, se obtuvieron 4.3 mg (ren
0.1%) del compuesto caracterizado como estigmasterol (11).

Agujas incoloras, p.f. 138 °C, RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 5.35 (1H, d, J = 5.4 Hz,
H-6), 3.53 (1H, m, H-3), 1.01 (3H, s, CH3-29), 0.91 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-19), 5.01 (1H, m,
H-20), 5.15 (1H, m, H-21), 0.85 (3H, s, CH3-24), 0.82 (3H, d, J = 2.1 Hz, CH3-26), 0.80 (3H,
s, CH3-27), 0.66 (3H, s, CH3-28).

Obtencion del acetato de B-sitosterol

A una solucién de 3.1 mg de estigmasterol extraido de la parte de tallo de Buddleja sp en
0.5 mL de piridina se le adiciono 0.5 mL de anhidrido acético. La mezcla se calentd en
bafo de vapor por 8 h. Transcurrido este tiempo se vertid sobre hielo y se extrajo con
acetato de etilo. Se realizaron lavados con acido clorhidrico al 10%, solucién saturada de
bicarbonato de sodio y agua. Posteriormente se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se
filtré y se concentrd en rotavapor, obteniendo 3.5 mg del crudo de reaccién como un
sélido blanco cristalino, con p.f. de 110 °C (12).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 5.35 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6), 4.60 (1H, m, H-3), 2.01
(3H, s, OAc), 1.01 (3H, s, CH3-29), 0.92 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-19), 0.84 (3H, s, CH3-24),
0.82 (3H, d, J = 2.0 Hz, CH3-26), 0.80 (3H, s, CH3-27), 0.68 (3H, s, CH3-28).

Epoxidacion del estigmasterol

Una solucion de 4.3 mg de estigmasterol en 2 mL de diclorometano se enfrié en bafio de
hielo por 10 minutos. Posteriormente, se adicionaron lentamente 4 mg de acido m-
cloroperbenzoico y 1 mg de bicarbonato de sodio. La mezcla se agité en frio durante 10
minutos y después se retiré del bafio de hielo, se dejo reaccionar a temperatura
ambiente por 4 h. transcurrido este tiempo la reaccidon se evapord a sequedad y la mezcla
se vertid sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se realizaron lavados con solucidn
saturada de bicarbonato de sodio y agua destilada. Posteriormente se secd con sulfato
de sodio anhidro, se filtré y se concentré en rotavapor, obteniendo 4.8 mg del crudo de
reaccién, que se purificd en columna por cromatografia flash. De las fracciones eluidas
con Hexano/AcOEt 8:2 se obtuvieron 3.2 mg de agujas incoloras, como mezcla de los dos
isdmeros a-epoxiestigmasterol (13) y B-epoxiestigmasterol (14).

Agujas incoloras, RMN de H (400 MHz, CDCls) 6 ppm: 3.06 (1H, s, H-68), 2.90 (1H, d, J =
4.42 Hz, H-6 a) 3.93 (1H, m, H-3), 1.01 (3H, s, CH3-29), 0.89 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH-19),
0.84 (3H, s, CH3-24), 0.82 (3H, d, J = 1.68 Hz, CH3-26), 0.80 (3H, s, CH3-27), 0.63 (3H, s,
CHz-28).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 69.4 (C, C-5a), 59.27 (CH, C-60.), 65.6 (C, C-5p), 63.7
(CH, C-6B), 69.46 (CH, C-3), 56.8 (CH, C-14), 55.9.0 (CH, C-17), 51.1(CH, C-9), 45.8 (CH, C-
22), 45.7 (C, C-13), 42.3 (CH2, C-4), 39.9 (CHa, C-12), 37.2 (CHy, C-1), 36.1 (C, C-10), 34.8
(CH, C-18), 33.9 (CH,, C-20), 31.8 (CH,, C-7), 32.4 (CH, C-8), 31.1 (CH,, C-2), 29.2 (CH, C-
25), 28.1 (CH,, C-16), 26.1 (CH2, C-15),25.3 (CHa, C-21), 23.0 (CH2, C-23), 21.1 (CHa, C-11),
19.8 (CHs, C-26), 19.0 (CHs, C-27), 18.9 (CH3, C-19), 18.7 (CHs, C-28) 11.9 (CH3, C-24), 11.8
(CH3, C-29).
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