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El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Quimica de
Productos Naturales en el Instituto de Quimico Bioldgicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo bajo la
asesoria de la D.C Rosa Elva Norma del Rio Torres.

Con apoyo econdémico por parte del proyecto PROMED
Nuevo PT6, 2.32 Busqueda de Nuevos Productos Naturales con
Actividad Bioldogica en Especies de los Géneros Eupatorium y
Ageratina.
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INTRODUCCION

La diversidad de la flora ha sido admirada desde el tiempo en el que el
hombre empezaba a habitar Meso-América, luego la manipuldé para usarla a su
conveniencia: para alimentarse, curarse Yy ornamentarse, atribuyéndole

propiedades divinas.’

La Republica Mexicana cuenta con una inmensa diversidad de floray fauna
las cuales, coexisten de manera equilibrada y que el ser humano trata de estudiar,
analizar y comprender para su bien y el del planeta. En el estado de Michoacan
existe una variedad importante de flora que ha sido catalogada y utilizada por
nuestros ancestros aun desconociendo los compuestos activos de ellas. A pesar
de esta gran variedad de plantas que se utilizaban, otras especies se

desconocian.

Los vegetales producen una diversidad de sustancias, producto del
metabolismo secundario, algunas responsables de la coloracion y aromas de
flores y frutos, otras vinculadas con interacciones ecolégicas, como es el caso de
la atraccion de polinizadores. Actualmente, se ha demostrado que principalmente
la mayoria de ellos participan en el mecanismo de defensa de las plantas. Entre
estos ultimos, se consideran a las fitoalexinas, los alelopaticos, por mencionar
algunos.? La razén de ser de estos metabolitos permite una gama de usos en la
agricultura y en la medicina. Adicionalmente, las mdltiples funciones que
presentan en los vegetales permite la busqueda de nuevos agroquimicos
naturales, como insecticidas, herbicidas, reguladores de crecimiento, colorantes,
aromas, condimentos, antibiéticos, extractos alergénicos e inmunizantes

biolégicos, etc.

Un punto importante en el conocimiento de las moléculas implicadas en la
actividad de las plantas es la determinaciébn de su estructura y de su
comportamiento. Ello permite comprender la naturaleza y las modalidades de los

métodos de control, racionalizar los procesos extractivos, a veces prever la



Facultad de Quimico Farmacobiologia UMSNH-IIQB

actividad farmacoldgica, frecuentemente pronosticar la farmacocinética y la
biodisponibilidad; es preliminar a la sintesis. Estudiar las estructuras moleculares

es también comprender su origen.

El estudio de la parte quimica de las plantas ha dado respuestas de la
procedencia de las actividades medicinales de las plantas; dichas actividades
provienen de metabolitos que ellas producen y, aunque a la mayoria de estos no
se les conocen su funcidon metabdlica dentro del organismo vegetal, es de gran
interés para la quimica de los productos naturales determinar la estructura

molecular de aquellos compuestos que pudiera tener alguna actividad terapéutica.

Como parte de un estudio Fitoquimico integral de la flora de las plantas de
Michoacan, en el presente trabajo estudiaremos dos especies del género
Eupatorium. Algunas plantas de este género son ampliamente utilizadas en la
medicina tradicional como: antimicrobiano, astringentes, desinfectantes,
hepatoprotectores, anti-herpético, anti-reumatico, analgésico, asi como en el
tratamiento de fiebre, dolor de cabeza, Ulcera estomacal y diarrea ** por lo tanto

este género promete ser una fuente de drogas biolégicamente activas.
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ANTECEDENTES

Las plantas producen una increible diversidad de metabolitos secundarios,
cuya elaboracién puede estar influenciada por varios factores externos, tales como
las condiciones ambientales predominantes; por ejemplo, la presencia de
depredadores, infecciones producidas por parasitos, temperatura del agua,
profundidad y niveles de nutrientes. También factores internos influyen en la
presencia de un metabolito determinado, como el estado de desarrollo,
reproduccién, etc. Por lo que debido a estos parametros cambiantes, el contenido
quimico a menudo varia, dependiendo de cuando y dénde son recolectadas las
plantas. Las sustancias denominadas “metabolitos secundarios” generalmente
estan distribuidas en un numero limitado de grupos taxonémicos. Muchas de sus

funciones aun son desconocidas.

Un metabolito secundario es considerado como un compuesto que no
parece participar directamente en el crecimiento o desarrollo de un organismo, sin
embargo aquellos que los producen presentan ventajas en cuanto a las
condiciones de su entorno. Algunas de estas sustancias juegan un papel
importante en la proteccidn contra el ataque de patégenos y herbivoros; otros son
atrayentes de los animales para la polinizacion y la dispersion de los frutos y de
las semillas. Sin embargo, todavia se conoce poco de las maximas

potencialidades y beneficios que su utilizacién parece proporcionar a las plantas.®

PRODUCTOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO.

Los terpenos estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
encuentran dentro de los productos del metabolismo secundario de la plantas,
son un grupo de compuestos lipidicos diversos y numerosos. A continuacion se
muestra de manera general en el Esquema 1 las principales rutas del metabolismo

secundario de las plantas y sus derivados. >
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PRINCIPALES RUTAS DEL METABOLISMO SECUNDARIO
DE PLANTAS
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Esquema 1: Rutas del metabolismo secundario de plantas.® (Tomado de

http://www.um.es/bbmbi/Docencia/Antioxidantes/2007-11-13-AntioxidantesNaturales-DistribucionBiosintesis.pdf).

Algunas de las caracteristicas de los terpenos es que van de insolubles a
parcialmente miscibles en agua, son biosintetizados a partir de acetil-CoA e
intermediarios de la glicdlisis, ademas de ser compuestos derivados de la unién de
unidades de isopreno de 5-carbonos (CsHg). Estos terpenoides pueden tener
presente otros elementos como el oxigeno.®

H,C CH
2 \\c—c// 2
H3C/ “H

Fig. 1: Estructura del isopreno.
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BIOSINTESIS DE TERPENOS

La biogénesis de los terpenos involucra la conversibn de acetato a
mevalonato y desde ahi via isopentil pirofosfato a polienos aciclicos. Ciclizacién
y rearreglos de estos polienos aciclicos proporciona rutas razonables para la

mayoria de los esqueletos carbonados encontrados en la naturaleza.

La biogénesis de los diterpenos se considera a partir del geranil-geranil
difosfato, la ciclizacién via hidratacién, neutralizacién y rearreglos produce los

diferentes tipos de diterpenos que se muestran en el Esquema 2.°
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Esquema 2: Esqueletos basicos de  diterpenos. (Modificado  de
http://mail.fq.edu.uy/~planta/Cursos/teorico%20terpenos%202007,%20tema%2012.pdf).

Las diferentes modificaciones enzimaticas de los esqueletos comprende la
clasificacion de los terpenos de acuerdo al nimero de unidades de isopreno con
5
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los que cuenta la molécula. Algunas veces son compuestos muy modificados y es

dificil identificar al isopreno.

CLASIFICACION DE TERPENOS:®”

= Hemiterpenos: Contienen 1 unidad isopreno (5-C)

= Monoterpenos: Contienen 2 unidades de isopreno (10-C)
= Sesquiterpenos: 3 unidades de isopreno (15-C)

= Diterpenos: 4 unidades de isopreno (20-C)

» Triterpenos: 6 unidades de isopreno (30-C)

= Tetraterpenos: 8 unidades de isopreno (40-C)

» Politerpenos: Mas de 10 unidades de isopreno

2 cHOBP® /L\/mo”
A CoA ~—2 A = ——>  Hemiterpenos C5
3x Acetil-CoAA  Isopentilo difosfato Dimetilalil difosfato
I IPPisomerasa
e® <
Geranil /L\/\_/L\/W“
difosfato C10
> Monoterpenos
)\/crim«m
o]
Farnesil A\/\Wﬁ“ )
[ pirofosfato > | Sesquiterpenos Css
E A _sroeean
f ]
— Geranil geranil cHOo@P
I_ difosfato i Czo
2 ~—— 2080 Diterpenos
5 i /\/\)\/\/K/\/\N\/\/\(
> C
Triterpenos 30
2 @l
——> Fitoeno )\NJ\/W\/YWVY
> C
> Tetraterpenos 40

Esquema 3: Clasificacion general de terpenos. (Modificado de

http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/terpenoides.htm).



Facultad de Quimico Farmacobiologia UMSNH-IIQB

Los diterpenos constituyen un grupo muy amplio de componentes de los
vegetales cuya caracteristica comun es la de poseer una estructura basica con 20
carbonos y proceder biosintéticamente del acido mevalonico aunque existan un

gran nimero de estructuras distintas.

Se subdividen atendiendo al tipo de esqueleto carbonado, entre otros, como
biciclicos (tipo labdano y clerodano); triciclicos (tipo primario, abietano, cassano,
totarona y podocarpano); tetraciclicos (tipo kaurano, beyerano, atisano,
giberelano).’ En el Esquema 4 se muestran algunos ejemplos de diterpenos:

CO,H

CH
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Esquema 4: Ejemplos de diterpenos.’

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DITERPENOS

La actividad anti-bacterial de extractos naturales puede ser en muchas
instancias atribuidas a la presencia de diterpenoides. En algunas investigaciones
se han logrado aislar y caracterizar un nimero de diterpenoides que han tenido

actividad contra una variedad de microorganismos. °

Las investigaciones en laboratorios dedicados a la accion biolégica de estos
diterpenoides han revelado algunas caracteristicas comunes. Todos los
compuestos demostraron ser activos contra bacterias Gram positivas pero

inactivos contra bacterias Gram negativas.'®""

Se ha comparado la actividad
antimicrobiana de los diterpenoides aislados previamente con la de algunos de sus
derivados y compuestos relacionados descritos en la literatura, en busca de las
caracteristicas estructurales comunes que pudieron ser responsables de su
actividad. En un intento por validar la relaciéon estructura-actividad de esta clase

de compuestos.'®

Aunque los mecanismos de la accién de estos compuestos se pudieron
variar y haber aclarado para solamente algunos, se ha sugerido que algunos
diterpenoides derivan su actividad de su capacidad de cruzar o de danar las
membranas de la célula bacteriana. '#"

Los diterpenos poseen interés actual como futuros farmacos potenciales, ya
sean aislados directamente de la planta o derivados modificados. Uno de dichos
compuestos es la forskolina (coleonol) la cual se ilustra en la Fig.2, diterpeno
aislado de Coleus forskohlii. Han sido muy utilizadas, preparaciones de especies
de Coleus, en la medicina tradicional hindu, especialmente en el tratamiento de
dolencias cardiacas, célico abdominal. Se ha demostrado que la forskolina posee
actividad hipotensora, espasmolitica, cardiotdnica e inhibidora de la agregacion

plaquetaria.’
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Fig. 2: Forskolina aislada de Coleus forskohlii.'*

Diterpenos, aislados de varias plantas del género Salvia, han sido
investigados por su actividad farmacoldgica: analgésica, anti-inflamatoria,
hemostatica, antioxidante, anti-microbiana'® y como remedio antitumoral. Algunos
diterpenos han sido usados de manera eficiente contra el tratamiento de
enfermedades coronarias, como la angina de pecho, infarto al miocardio y
recientemente se ha encontrado que algunos compuestos de Salvia ssp (sobre
todo Salvia divinorum Epling & Jativa) son capaces de influir en el sistema

nervioso central induciendo efectos alucinégenos.'®

Dentro de este grupo figuran importantes compuestos naturales de
aplicaciéon en terapéutica. Un ejemplo tipico es el caso del Taxol® (Fig.3), también
conocido como Paclitaxel®, compuesto obtenido a partir de las cortezas de tejo
americano (Taxus brevifolia Nutt.) que ha mostrado una elevada eficacia en el

tratamiento de algunos tipos de canceres en la clinica. Este compuesto es un
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diterpeno triciclico con esqueleto basico del grupo de los taxanos y con una

funcién amida por lo que en ocasiones se considera como un pseudoalcaloide. '’

B
Df
oy OH
HO Qe $
El (@]
0] HO _ Hd‘
MH Q.. .0 /\:
O
C':< H,C
R

Fig 3: Estructura del Taxol."”

Existen en la literatura diterpenos de tipo labdano glicosidicos con actividad
citotéxica en lineas celulares de cancer humano, como se muestra en la Fig. 4, el
cual ha sido aislado del extracto metandlico de las partes aéreas de la planta Aster
spathulifolius.'®

10
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Fig 4: Diterpeno de tipo labdano.®

GENERALIDADES DEL GENERO EUPATORIUM

El género Eupatorium son hierbas generalmente perennes, arbustos o
arbolitos bajos; hojas opuestas o en ocasiones alternas; capitulos homégamos,
generalmente pequefnos, dispuestos en inflorescencias corimbiformes o
paniculiformes, rara vez solitarios; involucro cilindrico, turbinado, campanulado o
hemisférico, sus bracteas en numero variable, dispuestas en dos o mas series,
imbricadas, de longitud similar y entonces a menudo con caliculo, otras veces
desiguales y graduadas; receptaculo plano, convexo o cénico, desnudo; flores
pocas 0 numerosas, todas hermafroditas, blancas, rosadas, moradas o azulosas;
corola tubulosa, tubo corto, limbo brevemente pentalobulado o pentadentado,
anteras con la base obtusa y el apéndice del conectivo reducido o bien
desarrollado; ramas del estilo largas y sobresalientes, lineares o claviformes, a
veces coloreadas, su apice obtuso, sin pelos y cubierto de numerosas papilas
cortas; aquenios prismaticos de apice truncado, con cuatro a seis costillas bien
definidas, glabros o pilosos, vilano de pocas o numerosas cerdas capilares
persistentes y libres de la base .

El género Eupatorium (familia Asteraceae, tribu Eupatorieae, subtribu
Eupatoriinae es taxonémicamente compleja, por lo cual ha sufrido varias
clasificaciones'®. Representa el 10% de la familia Asteraceae y posee cerca de
2000 especies presentes en las regiones neotropicales ?° Debido a su complejidad
morfoldgica, la clasificacién de muchas de ellas era muy ambigua, hasta el estudio
en que R.M. King y H. Robinson las agruparon en nuevas taxonomias.?'
Generalmente éste género se encuentra en el centro de Europa, este de Asia, y

toda América.?? De los estudios reportados se han encontrado una gran variedad y

11
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diversidad de metabolitos secundarios. Como son: sesquiterpenlactonas tipo
guaiandlidas, germacrandlidas, heliangdlidas, eudesmandlidas, flavonoides,
diterpenos, benzofuranos, alcaloides, croémeno, derivados del timol y

longipinenos.®

DITERPENOS DEL GENERO Eupatorium

Del género Eupatorium se han identificado diterpenos de tipo labdano que
presentan actividad contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia
coli y Pseudomona aeruginosa, estos fueron obtenido de extractos hexanicos de
E. glutinosum ?*. El 4cido 3-O-B-D-glucésido 3,15-dihydroxy-ent-labd-7-en-17-oico
(Fig. 6) y su aglicona han sido aislados de E. glutinosum. Las estructuras fueron
determinadas por IR, RMN de una y dos dimensiones, la espectrometria de alta
resolucidn de masas, transformaciones quimicas, y la comparacion de datos
espectroscopicos con diterpenos estrechamente relacionado. Extractos totales
mostraron actividad antimicrobiana y citotdéxicas, mientras que los compuestos
aislados mostrarébn  solo actividad antimicrobiana. Estos resultados apoyan el

empleo vernaculo medicinal de la planta como un antimicrobiano.®

o™

Fig 6: Acido 3-O-B-D glucésido 3,15-dihydroxy-ent-labd-7-en-17-oico.’

12
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El acido 7-hidroxi-8 (17) labden-15-oico (acido salvico Fig. 5) y su acetato,
los cuales inhiben preferencialmente el crecimiento de bacterias Gram positivas,

fueron aislados del extracto cloruro metilénico de tallos y hojas de E. salvia.®®

OH
w
(0]

17

Fig 5: Acido 7-hidroxi-8 (17) labden-15-0ico.%®

Un nuevo diterpeno de tipo kaureno, caracterizado como &cido 15-
decanoiloxi-kaur-16-en-19-6ico (Fig.7) ha sido aislado del extracto hexanico de flor
de E. betonicaeforme, asi como después de llevar a cabo varias cromatografias en

columnas con silica gel lograrén aislar este metabolito secundario.?

COH
R= COCH,(CH,),CHs

Fig 7: Acido 15-decanoiloxi-kaur-16-en-19-6ico.?
13
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Del extracto hexanico de la parte aérea de la planta E. macrocephalum

Less. Se aisl6 el diterpeno identificado como 19-O-B-D-glicosido 9,15-
dihidroxikaureno (Fig 8).%’

0}\0 Glu

Fig 8: Diterpeno 19-O-B-D-gltcosido 9,15-dihidroxikaureno.?’

Recientemente se llevé a cabo una revision de todos los componentes
aislados de las plantas del género Eupatorium y su actividad biolégica.?®

Algunos autores han desarrollado patentes para el tratamiento de diferentes
enfermedades, empleando plantas del género Eupatorium. (Tabla 1)

Tabla 1:Patentes del uso de plantas del género Eupatorium

PLANTA ACTIVIDAD REFERENCIA
E. fortunei Antirreumatica 29
E. fortunei Anorexia infantil 30
E. japonicum Cancer de higado 31
E. adenophorum | Repelente para mosquitos 32

14



Facultad de Quimico Farmacobiologia UMSNH-IIQB

Estudios acerca de la actividad antimicrobiana de los extractos de E.
lindleyanum DC han reportado que puede ser un ingrediente funcional para la
conservacion de alimentos ya que puede actuar como un preservador natural,
ademas presenta una actividad antimicrobiana efectiva contra bacterias Gram (+)
y Gram (-).%®

Los extractos de E. buniiifolium han mostrado actividad antioxidante, que
podria coincidir con el uso en la medicina tradicional de Argentina. El efecto
observado se debe tal vez a la presencia de compuesto fendlicos y flavonoides a
los cuales se les ha caracterizado como compuestos eliminadores de radicales

libres.3*

Del extracto cloroférmico de hojas de E. birmanicum se han aislado dos
compuestos: B-sitosterol, B-sitosterol-D-glucésido y acido-o-coumarico; asi como
del extracto metandlico de hojas se han aislado tres compuestos: cerebrésido,
ceramida Yy rutinosido-3-O-quercetina. Las estructuras de los compuestos aislados
fueron caracterizadas por diferentes métodos espectrocopicos.®

Se ha reportado que el aceite esencial de E. capillifolium y E.
compositifolium se puede utilizar como combustible para el motor de diesel y

gasolina en forma refinada o sin refinar y puede ser un substituto de ambos.*

De aceite esencial de E. fortunei Turcz se han aislado compuestos de tipo
terpenoide como son: p-cimeno, linalool, B-caryofileno, a-humuleno, a-curcumeno.

Asi como derivados del timol tienen actividad citotoxica. %’

Se ha aislado de E. chinense L., una flavona identificada como Eupalinin-A,
la cual en estudios realizados in-vitro esta flavona induce autofagocitosis en
células humanas con leucemia tipo HL60.®

Un sesquiterpeno cadinano (Fig. 9), incluyendo su derivado dimérico y un
analogo del perbxido cadinano, se ha aislado de las hojas de E. adenophorum.
Su estructura incluyendo la configuracién absoluta fue determinada en base a la

interpretacion de los datos espectroscopicos y cristalografia de rayos X.
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Demostrando que presenta citotoxicidad in vitro contra variedades de células del

cancer HCT-8, Bel-7402, y A2780.%

Fig. 9: Sesquiterpeno cadinano.*®

Recientemente de E. glehnii se ha aislado un sesquiterpeno identificado
como Guaiaglehnin. Su estructura fue determinada en base a la interpretacion de

datos espectroscopicos asi como de una comparacion genética con una

hiyodorilatona.*?

Por lo mencionado anteriormente es importante contar con estrategias para

la busqueda de especies vegetales que sean utilizadas como fuente de productos

naturales.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio quimico de las flores del

género Eupatorium; E. petiolare y E. cardiophyllum

METODOLOGIA Y RESULTADOS

Eupatorium cardiophyllum

Eupatorium cardiophyllum (Fig. 10) es un arbusto que mide de 1-2 m de
altura, tallos duros de 6-8 mm de diametro; presenta hojas opuestas ligeramente
dentadas, acorazonadas, de 5-6 nervaduras; con pequefas flores en cabezuelas

de color blanco, cada cabezuela consta de 23-28 flores simples. °

Fig. 10: Eupatorium cardiophyllum.
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Un lote de 240 g de flor de E. cardiophyllum colectada el 22 de Febrero
del 2006 en el kilbmetro 51 de la carretera Morelia-Zacapu, previamente secada a
la sombra, se someti® a maceracion a temperatura ambiente con 3 litros de

hexano, durante 8 dias por tres veces.

Transcurrido éste tiempo se filtraron y concentraron a sequedad en el

rotavapor. El residuo fue resuspendido en metanol, para eliminar las grasas.

Fig.11: Obtencién de extracto hexanico: A) Flor, B) Maceracion con hexano,
C) Filtrado, D) Concentracion del extracto.

18
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El extracto hexanico fue analizado por resonancia magnética nuclear de
hidrogeno, para observar la naturaleza y abundancia de los componentes;
detectandose una mezcla de compuestos tipo terpenoide ya que las principales
sefnales se encuentran de 1 a 2 ppm.

1g del extracto desengrasado fue purificado por cromatografia en columna
usando como fase mdvil mezcla de Hexano-AcOEt en orden ascendente de
polaridad, (Fig. 12) se colectaron fracciones de 10 ml, de las fracciones (27—40)
eluidas con hexano-acetato de etilo 9:1 se obtuvo un aceite incoloro que al ser
analizado por cromatografia de gases mostré el cromatograma de la Fig.13 donde

se observa un compuesto mayoritario con un tiempo de retencién 20.97 min.

Fig. 12: Cromatografia en columna
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Abundance
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El espectro de masas (Fig.14) del compuesto mayoritario mostré un

Fig. 13: Cromatograma de gases de las fracciones 27-40.

ion

molecular de 306 uma correspondiente a un CooH3402 y cuya comparacion del

patrén de fragmentacién con el de la base de datos nos indicé que se trataba del

acido cativico, con una certeza del 99%.
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Scan 807 (20.952 min): RENRT-3.D (*)
Abundance
109
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i | ala L]
‘ “, “H L, ‘w“ WM M ‘w HMHH‘\M WH‘ I A 284

104 135 149
‘ ‘ 195 221 >36 250 o633
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

o}

m/z--=

Fig.14: Espectro de masas del Acido cativico.

Con el fin de comprobar la identificacion del &cido cativico se procedio a
realizar la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno y
Carbono-13.

El espectro de "H-RMN a 400 MHz (Fig.15) mostré una sefial multiple en
5.38 ppm correspondiente a un hidrogeno vinilico, en 2.39 se observé una senal
doble de dobles con constantes de acoplamiento de J=15.01 y 5.86 Hz, en 2.15 se
observo otra sefnal doble de dobles con constantes de acoplamiento de J=15.01y
8.42 Hz, senales correspondientes a los hidrogenos 14 y 14’ los cuales al estar en
una posicién a a un grupo carbonilo presentan este desplazamiento. En 1.65 ppm
se observéo una sefial simple ancha que integra para 3 hidrégenos que
correspondi6é al metilo vinilico 17, en 0.99 ppm se observd una senal doble que
integra para 3 hidrégenos que corresponde al metilo secundario 16, en 0.87, 0.85
y 0.75 ppm se observaron tres senales simples correspondientes a los metilos

terciarios correspondientes a los H-18, 19 y 20 respectivamente.
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El espectro de resonancia magnética nuclear de *C (Fig.16) presenté 20
senales, lo que nos indicé que se trataba de un compuesto diterpénico, en 179.51
ppm se observé una sefial correspondiente carbonilo del acido carboxilico, en
135.26 y 122.20 ppm se observaron las sefales correspondientes a un doble
enlace en las posiciones 8 y 7. La asignacion del resto de las senales se realizd
mediante el experimento DEPT y HETCOR.

El experimento COSY (correlacibn homonuclear) figura 17 sirve para
identificar hidrogenos vecinos por lo tanto algunas asignaciones fueron realizadas

en base a este experimento.

192q
18

L{\&? (7.6) L
h-ﬁ @f - (7.17) A

LB T e e B e o B TR e S|
5.0 4.0 30 20 1.0
pom{f2)

Fig.17: Experimento de correlacién homonuclear (COSY) del Acido cativico.
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La sefial en 5.38 ppm asignada para H-7 correlaciona con las sefiales en
1.92 y 1.63 ppm correspondientes a los protones H-6 y H-17. La sefnal en 2.39
ppm correspondiente al H-14’ correlaciona con las sefales en 2.39 y 1.95 ppm
correspondientes a H-14 y H-13.

El espectro de RMN de '*C fue asignado en base al .experimento HETCOR
(Fig.18): Asi por ejemplo podemos ver que la seial en 0.74 ppm asignada a H-20
correlaciona con la sefal en escala de carbono 13.14 ppm, por lo tanto esta sefal
corresponde a C-20. De la misma manera la sefial en 5 ppm correspondiente a H-
7 correlaciona con la sefial en 121.78 ppm en escala de carbono por lo tanto esta
sefal se le asigna al C-7.

14 14

~l

20
1

—100

ppm

5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (f2)

Fig.18: Experimento de correlacién heteronuclear (HETCOR) del Acido cativico.
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El acido cativico fue aislado por primera vez de Prioria capuifera, Griseb en

1938*". Posteriormente se aislé de Eperua falcata, reportandose una actividad

anti-fingica por estos autores .** También se ha logrado aislar de Copaifera

cearensis.”® Asi como el balsamo de Copaifera langsdorfii L. y la Copaifera

multijuga Hayne utilizado para restauraciéon de obras de arte.** Siendo esta la

primera vez que se aisla del género Eupatorium.

De las fracciones (102-165) eluidas con hexano-acetato de etilo 75:25 se

obtuvo un aceite incoloro que por analisis por cromatografia de gases nos indicé

que se trataba de un compuesto mayoritario con un tiempo de retencién de 22.43

min.
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- 21.52|\\ _24.
2207/9 22418

Tnne~>o

T T T 7 7 T T T T T T
10.00 15.00 20.00 25.00

Fig.19:

Cromatograma de gases de las fracciones 102-165.

El espectro de masas (Fig.20) del segundo compuesto mayoritario mostré

un i6n molecular de 324 uma correspondiente al CxoH3s03 y cuyo patrén de

fragmentacién al ser comparado con la base de datos nos indicé que se trataba
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del acido labdandlico; como se puede apreciar el idbn molecular difiere en 18
unidades con respecto al acido cativico lo que nos sugiri6 que se trataba de un
compuesto de estructura muy parecida encontrdndose se ademas una gran

similitud en el espectro de masas.

Scan 871 (22.369 min): RENRT-8.D (*)
Abundance

55

95

137

177

291

531245 306

263

T
I P Y= N P il
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z-->

Fig. 20: Espectro de masas del Acido Labdandlico.

El espectro de "H-RMN a 400 MHz (Fig.21) mostré un patrén de sefiales similares
a las observadas en el acido cativico, en 2.40 ppm una senal doble de dobles con
constantes de acoplamiento de J = 14.64 y 6.60 Hz, en 2.14 ppm se observo una
sefial doble de dobles con constante de acoplamiento de J =14.64 y 7.87 Hz
senales correspondientes a los H 14 y 14’, cabe menciona que no se observaron
sefiales de protones vinilicos, por lo tanto la sefal simple en 1.15 ppm
correspondiente al metilo 17 se ve modificado en su desplazamiento quimico. En
0.98 ppm se observd una sefal doble que integra para tres hidrégenos
correspondiente al metilo secundario 16, en 0.86 ppm se observé una sefial simple
correspondiente al metilo terciario 18, en 0.78 ppm se observa una senal simple
que integra para 6 hidrégenos correspondientes a los metilos 19 y 20 que se

encuentran sobrepuestos.
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El espectro de resonancia magnética nuclear °C (Fig.22) presentd 20
senales, lo que nos indic6 que se trataba de un compuesto diterpénico, en
177.76 ppm se observo la sefial correspondiente a la sefial del acido carboxilico,
en 74.70 ppm se observo la sefial de una carbono cuaternario base de oxigeno

en el carbono 8.

19 13 v’ 20

| i
0 4.0 20 400 380 30 Ho 320 3.0 280 60 40 20 200 180 16.0

Fig.23: Expansion del espectro de '*C de la zona alifatica del Acido labdandlico.

La asignacion de sefales de esta zona alifatica se analiz6 primeramente
mediante un experimento DEPT, el cual nos indico la existencia de 5 CHz, 8 CHy,
3 CH y 4 C. El experimento de correlacion heteronuclear fue de gran utilidad para

lograr la asignacion total del espectro de '*C.

Las asignaciones fueron realizadas en base al experimento COSY (Fig.24)
como se puede observar la senal en 2.40 ppm correspondiente al proton H-14
correlaciona con la sefial en 1.97 ppm correspondiente al proton H-13. Asi mismo
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la senal en 1.97 ppm del H-13 correlaciona con la sefal 0.96 ppm
correspondiente al protén H-16.

Fig.24: Experimento de correlacién homonuclear (COSY) del Acido labdanélico
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El espectro de RMN de '3C fue asignado en base al experimento HETCOR
(Fig.25). Asi podemos ver que la sefal en 0.76 ppm correspondiente a la sefal
sobrepuesta de los H-19 y 20 correlacionan con las senales 21.1 ppm y 15.16
ppm en la escala de carbono corresponden al C-19 y 20 respectivamente. Asi
mismo la sefal en 1.97 ppm correspondiente al H-13 correlaciona con la senal
30.55 ppm del escala de carbono a la cual se le asigna el C-13.

13 19 20

19.20

pom (Tl
@ % .'.. » 2
mom A
Fig.25: Experimento de correlacién heteronuclear (HETCOR) del Acido
labdandlico.
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El acido labdandlico ha sido aislado de las siguientes especies: Copaifera

43 46

cearensis Espeletiopsis muisca®; Cistus palinhae; y de Cistus

symphytifolius.”” Esta es la primera vez que se aisla del género Eupatorium.

El acido labdandlico es ampliamente utilizado para la obtencién de
Ambrox® mismo que es utilizado como una fuente de fijadores en la perfumeria
asi como en la restauracién de obras de arte®® y en la terapéutica como promotor
en la sintesis celular de colageno base,*® la obtencién de este derivado el género

Eupatorium promete ser una buena fuente.

Eupatorium petiolare

Ageratina petiolaris o Eupatorium petiolare (Fig.26) es un arbusto de 2 m de
altura; con tallos lefiosos; hojas opuestas con borde crenado-dentado,
lanceoladas, 3-5 nervaduras; flores de 35-40 corola de 4-5 mm de largo, blancas,

glabras, cerdas blanco-rosadas.'®

Fig. 26: Ageratina petiolaris.
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Un lote de 115 g de flor de Ageratina petiolaris o Eupatorium petiolare,
colectada en el kilbmetro 51 de la carretera Morelia-Zacapu colectada el 22 de
abril del 2007 previamente secada a la sombra, se sometieron a maceracién a
temperatura ambiente con 3 litros de hexano, durante 8 dias por tres veces.
Transcurrido éste tiempo se filtraron y concentraron a sequedad en el rotavapor. El
residuo fue resuspendido en metanol, para eliminar las grasas.

El extracto hexanico fue analizado por resonancia magnética nuclear de
hidrogeno, para observar la naturaleza y abundancia de los componentes;
detectandose una mezcla de compuestos tipo terpenoide. 1g del extracto
desengrasado fue purificado por cromatografia en columna, se colectaron
fracciones de 10 ml, las fracciones (27-40) eluidas con hexano-acetato de etilo 9:1
correspondieron al acido 2a-isovaleroxiepertico. El espectro de 'H-RMN a 400
MHz (Fig. 27) mostr6 una senal multiple en 5.20 ppm correspondiente al H-2, se
observé en 4.86 y 4.50 ppm dos senales simples anchas correspondientes a los
hidrégenos H-17 y H-17’ del metileno exociclico; se observé en 0.87 ppm una
sefnal simple que integra para 3 hidrégenos correspondientes al metilo 20. En 0.91
ppm se observo una sefal doble con una constante de acoplamiento de J = 6 Hz
que corresponde al metilo 16, en 0.95 ppm se observé una sefal simple
correspondiente al metilo 19, en 1.00 ppm se observdé una senal simple
correspondiente al metilo 18, en 0.94 ppm se observa una senal doble con una
constante de acoplamiento de J = 6 Hz que integra para 6 hidrégenos

correspondiente a un isopropil.

La identificacion del compuesto se logré comparacion de los datos
reportados en la literatura.>®
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PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 400 MHz y de *C a
100 MHz, asi como los diagramas bi-dimensional de correlacién '*C/'H
(HETCOR), 'H/H' (COSY) se determinaron en un aparato Varian Mercury Plus-
400. En todas las determinaciones se utiliz6 como disolvente cloroformo

deuterado (CDCI3) y como referencia se utilizé tetrametisilano (TMS).

Los espectros de Masas se llevaron a cabo en un Cromatdgrafo de Gases

HP 5890 series Il Plus, acoplado a un espectrometro de Masas HP 5989-B.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer
16F PC FT-IR utilizando como disolvente cloroformo.

Para las separaciones cromatograficas se utilizé silica gel 60-230 mallas,
utilizando como fase movil diferentes diluciones hexano-acetato de etilo a distintas

proporciones.

Aislamiento del Acido cativico y Acido labdandlico

Un lote de 240 g de flor de E. cardiophyllum colectada el 22 de Febrero
del 2006 en el kilbmetro 51 de la carretera Morelia-Zacapu, previamente secada a
la sombra, se sometieron a maceracién a temperatura ambiente con 3 litros
hexano, durante 8 dias por tres veces. Transcurrido éste tiempo se filtraron y
concentraron a sequedad en el rotavapor. El residuo fue resuspendido en metanol,
para eliminar las grasas, filtrandose y evaporandose a sequedad quedando 12¢g

de extracto puro poco denso de color ambar.

Del extracto hexanico de flor se tomé 1 gramo para someterlo a una
separacién cromatografica en columna utilizandose 30g silica gel 60-230 mallas,
una columna de vidrio de 3 cm de diametro , como fase movil para el

empacamiento se utilizé hexano.
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Una vez aplicado el gramo del extracto se inicié la elusion en orden
creciente de polaridad, utilizandose como disolventes hexano, acetato de etilo y
mezcla de estos en distintas proporciones. Se colectaron fracciones de 10ml cada

una.

Fig. 30: Cromatografia en columna

De las fracciones eluidas con Hexano-AcOEt 90:10 se obtuvo un sdélido
ligeramente amarillo. Del andlisis espectroscépico se pudo identificar que
correspondia al acido cativico.

Acido cativico. Sélido ligeramente amarillo. [a] o= +9.7 (c =0.11, EtOH).IR vmax=
3014 (OH), 1706 (C=0), 1208 (C-0). EMIE m/z 306 [M*] (18), 291 (16), 191 (44),
182 (80), 122 (84), 109 (100), 95 (62), 81 (50), 69 (55), 55 (84). 'H-RMN (400
MHz, CDCl3) & 5.38 (1H,s.a, H-7), 2.39 (1H, d.d , J=15.01 Hz, J= 5.86 Hz, H-14),
2.15 (1H, d.d , J=15.01 Hz, J= 8.42 Hz, H-14’) ,1.65 (3H, s.a, H-17), 0.99(3H, d, J=
6.5 Hz,H-16), 0.87 (3H, s, H-18), 0.85 (3H, s, H-19), 0.75 (3H, s, H-20). '*C-RMN
(100 MHz CDCls) 5 179.51(C, C-15), 135 (C, C-8), 122.20 (CH, C-7), 55.20 (CH,
C-5), 50.13 (CH, C-9), 42.29 (CH,, C-14), 41.26 (CH,, C-3), 39.33 ( CH,, C-17),
39.12 (CH,, C-1), 36.83 (C, C-10), 33.15 (CHg, C-19), 32.94 (C, C-4), 31.05 (CH,
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C-13), 24.45 (CHj, C-6), 23.79 (CH,, C-11), 22.08 (CHa, C-17), 21.84 (CH3, C-18),
19.87 (CHa, C-16), 18.79 ( CH,, C-2), 13.53 (CHs, C-20).

De las fracciones(102-165) eluidas con Hexano-AcOEt 75:25 se obtuvo
aceite ligeramente amarillo. Del andlisis espectroscépico se pudo identificar que
correspondia al acido labdanolico.

Aceite ligeramente amarillo.[a] .= +22 EMIE m/z 324 [M*] (2), 306 (16), 291
(24), 191 (29), 177 (35), 153 (17), 137 (44),%123 (44),109 (60), 81 (77), 69 (100),
55 (90). "H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 2.40 (1H, d.d, J=14.64 Hz , J= 6.60 Hz, H-
14), 2.14 (1H, d.d, J =14.64 Hz, J=7.87 Hz, H-14’), 1.15 (3H, s, H-17), 0.98 (3H, d,
J= 6.5 Hz, H-16), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19-20). "*C-RMN (100 MHz
CDCl3) 5 177.76 (C, C-15), 74.70 (C, C-8), 61.74 (CH, C-9), 56.04 (CH, C-5), 44.22
(CHa, C-7), 41.92 (CHa, C-3), 40.84 (CH,, C-1), 39.77 (CHa, C-12), 39.63 (CH,, C-
14), 39.10 (C, C-10), 33.37 (CH3, C-19), 33.22 (C, C-4), 30.75 (CH, C-13), 23.89
(CHg, C-17), 21.85 (CHa, C-11), 21.47 (CH3, C-18), 20.47 (CHy, C-6), 19.89 (CHs,
C- 16), 18.42 (CH,, C-2), 15.45 (CHs, C-20).

Aislamiento del Acido 2a-isovaleroxieperuico

Un lote de 115 g de flor de Ageratina petiolaris, colectada en el kilbmetro 51
de la carretera Morelia-Zacapu colectada el 22 de abril del 2007 previamente
secada a la sombra, se sometieron a maceracion a temperatura ambiente con 3
litros de hexano, durante 8 dias por tres veces. Transcurrido éste tiempo se
filtraron y concentraron a sequedad en el rotavapor. El residuo fue resuspendido
en metanol, para eliminar las grasas filtrandose y evaporandose a sequedad

quedando 99 de extracto puro.

Del extracto hexanico de flor se tomé 1 gramo para someterlo a una
separacién cromatografica en columna utilizandose 30g silica gel 60-230 mallas,
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una columna de vidrio de 3 cm de diametro, como fase movil para el

empacamiento se utilizé hexano.

Acido 2a-isovaleroxiepertico. Aceite incoloro. '"H-RMN (400 MHz, CDClg) &
5.20 (1H, m, H-2), 4.86 (3H, s.a, H-17), 4.50 (3H, s.a, H-17’), 0.87 (3H, s, H-20),
0.91 (3H, d, J= 6 Hz, H-16), 0.95 (3H, s, H-19), 1.00 (3H, s, H-18), 0.94 (6H, d, J=
6 Hz H-isopropil). RMN '®C, 178.14(C, C-15), 172.90 (C, C-1’), 147.17(C, C-8),
107.24(CHy, C-17), 70.32(CH, C-2), 57.63(CH, C-5), 54.12(CH, C-9), 43.56(CH,,C-
3), 42.18(CH,, C-14), 41.96(CH,, C-1), 41.13(C, C-10), 39.03(CH, C-12),
38.13(CH, C-2), 35.86(CH, C-3'), 33.78 (C, C-4), 32.86 (CH3, C-19), 31.78(CH,, C-
7), 30.88 (CHa, C-13), 24.16(CH,, C-6), 23.60(CH,, C-11), 21.25 (CHs, C-18),
19.93(CHa, C-16), 19.34(CHs, C-5’), 16.15(CHg, C-20), 11.28 (CH3, C-4").
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Mezcla (ml)
Hexano Acetato de | Volumen (ml)
etilo

100 0 100

95 5 200

90 10 200

85 15 200

80 20 200

75 25 200

70 30 100

65 35 100

60 40 100

55 45 100

50 50 50

40 60 50

30 70 50

20 80 50

10 90 50

0 100 50

Tabla 1.- Mezclas de disolventes

utilizados en la cromatografia en columna
de E. cardiophyllum.

42



Facultad de Quimico Farmacobiologia UMSNH-IIQB

CONCLUSIONES

Del extracto hexanico de flor de Eupatorium cardiophyllum se aislaron dos
diterpenos los cuales mediante procedimientos cromatograficos se lograron
separar y purificar los cuales correspondieron al acido cativico y acido labdandélico.
Se caracterizaron en base a sus datos fisicos y espectroscépicos por comparacién

con los datos reportados en la literatura.
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Fig. 31: Acido cativico Acido labdanélico

Este es el primer estudio quimico que se reporta de E. cardiophyllum.
Siendo la primera vez que estos compuestos se aislan de género Eupatorium, ya
que anteriormente se habian aislados de otros géneros como son Eperua, y

Copaifera, Prioria.
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Del extracto hexanico de flor de Euparotium petiolare (Ageratina petiolaris)
se aislé6 un compuesto de tipo diterpeno que mediante procedimientos
cromatograficos se logré6 separa y purificar, el cual correspondié al acido 2a-

isovarexieperuico. Se caracteriz6 en base a sus datos espectroscopicos por

comparacién con los reportados en la literatura.

Fig. 32: Acido 2a-isovaleroxiepertico
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