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SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

o) Desplazamiento quimico

AB Sistema AB

A.C. Asociacioén Civil

AcOEt Acetato de etilo

CONABIO Comisién Nacional para el Conocimiento y uso

de la Biodiversidad

cm Centimetro

d Doble

da Doble ancha

ddd Doble de doble de dobles
dd Doble de dobles

dt Doble de triples

g Gramos

h Horas

hex Hexano

Hz Hertz

J Constante de acoplamiento
km Kildbmetro

MeOH Metanol

mL Mililitro

mm Milimetro

OAc Grupo funcional acetoxi
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OMe Grupo funcional metoxi

ppm Partes por millén

RMN Resonancia Magnética Nuclear

RMN de *H Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
RMN de *C Resonancia Magnética Nuclear de Carbono
S Simple

sept sefal séptuple

sa Simple ancha

t Triple
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1 INTRODUCCION

La diversidad vegetal es un recurso esencial para el bienestar humano. A lo largo de
la historia las plantas han proporcionado alimentos, fibras, materiales de construccion,
medicinas, combustibles y muchos otros productos para satisfacer las multiples
necesidades de las poblaciones rurales y urbanas; esto se refleja a nivel mundial, pues
varias decenas de miles de especies vegetales son fuentes actuales o potenciales de

satisfactores para el desarrollo de las poblaciones (CONABIO, 2008).

La flora fanerogamica de México es una de las mas diversas del planeta. Existen
varias estimaciones sobre la riqueza floristica del Pais. ElI Doctor Jerzy Rzedowski
estimé que el Pais tiene una riqueza floristica de aproximadamente 22,800 especies
vasculares. (Rzedowiski, 1992). En 1993, Victor Toledo calcul6 cerca de 30,000
(Toledo, 1994). Sin embargo, un estudio posterior realizado por José Luis Villasefor
estim6 23,424 especies, cifras que colocaron a México en el tercer lugar de la
clasificacion mundial por su nimero de plantas vasculares (Villasefior, 2004). Ademas,
México tiene uno de los mayores indices de especies endémicas, situandose solo por
debajo de Sudafrica, lo que nos indica que contamos con aproximado de 10% de todas
las plantas con flores del mundo. Los datos demuestran que Chiapas, Oaxaca Jalisco,
Veracruz, Michoacan y Guerrero son los Estados con mayor numero de plantas
vasculares (Magaria et al., 2002).

Dada la importancia que a lo largo de los afios han jugado las plantas en la vida de
los seres humanos, el aprovechamiento de los productos naturales y los compuestos
con actividad farmacoldgica que de ellos derivan, este proyecto estd enfocado a la
busqueda y caracterizacion de los compuestos presentes en los extractos polares de

las partes aéreas de Ageratina glabrata.
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2 ANTECEDENTES

El metabolismo hace referencia a la capacidad de las plantas para transformar
moléculas simples en moléculas mas complejas o viceversa, para degradar moléculas
complejas en otras mas simples, esto es el metabolismo primario. Las plantas producen
compuestos de diversa naturaleza quimica que al parecer no tienen una funcion vital en
la planta ya que pueden variar de una a otra especie pero que cumplen diferentes
funciones, principalmente protectora contra amenazas como: depredadores y otras
plantas con las que compiten por el espacio, estos compuestos son llamados
metabolitos secundarios o productos naturales, y han sido aprovechados por el hombre
como colorantes, medicamentos, insecticidas, entre otros. Estos compuestos ademas
de no presentar una funcién definida, difieren de los metabolitos primarios en que
ciertos grupos presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no
todos los metabolitos secundarios se encuentran en todas las variedades de plantas; se
sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su
produccién restringida a determinado género de plantas, a una familia, o incluso a

algunas especies (Avalos et al., 2009).

Los metabolitos secundarios se pueden clasificar en tres grupos principales:
e Terpenos
e Compuestos fendlicos

e Alcaloides
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Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios. La
ruta biosintética de estos compuestos dan lugar a metabolitos secundarios que derivan
de la union de unidades de isopreno, se clasifican en monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos que contienen dos,
tres, cuatro, cinco, seis, ocho o mas unidades de isopreno respectivamente (Sepulveda
et al., 2003); ejemplos de monoterpeno como el mentol (1), sesquiterpeno como la
rasteviona (2), diterpeno como el crotonadiol (3), triterpeno como el sitosterol (4) y

tetraterpeno como el beta caroteno (5), se muestran en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Ejemplos de compuestos terpenoides.
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Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso que comprende desde
moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los
taninos y la lignina; en este grupo también se encuentran pigmentos flavonoides,
muchos de ellos implicados directamente en las interacciones planta-herbivoro (Avalos
et al., 2009). Estos compuestos se sintetizan tanto de la ruta de la acetil-CoA (6) como
la de la ruta del acido shikimico (7), incluso algunos polifenoles como el grupo de
flavonoides se generan cuando se unen fragmentos que provienen de ambas rutas;

ejemplos de estos compuestos se aprecian en la Figura 2.2 (Dewick, 2009).
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Figura 2.2. Metabolitos secundarios derivados de la biosintesis de compuestos

fendlicos.
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En el 2008, para la familia de los alcaloides se consideraban cerca de 15,000
metabolitos; generalmente se describen como compuestos heterociclicos que se
biosintetizan a partir de aminoacidos tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina,
arginina y ornitina, se pueden dividir segun su esqueleto base en alcaloides: quinoléicos
13, isoquinoléicos 14, indodlicos 15, tropanicos 16, quinolizidinicos 17, piperidinicos 18,
purinicos 19, pirrolizidinicos 20 (Figura 2.3) (Arango, 2008).
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Figura 2.3. Clasificacion de alcaloides segun su esqueleto.
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2.1 LA FAMILIA ASTERACEAE

Las plantas que integran esta familia son un grupo altamente heterogéneo
respecto a la morfologia de sus partes vegetativas (raices, tallos, hojas, flores y frutos),
ya que presentan casi todos los tipos de formas, disposicion y arreglo; en cambio es
muy homogéneo en cuanto a la morfologia de su inflorescencia que las hace
inconfundibles y se presenta como una cabezuela o capitulo que aparenta ser una sola
flor pero si se le observa con detalle esta compuesta en algunos casos de cientos de

flores diminutas insertadas en una base carnosa (Tapia, 2010).

Es la familia de fanerégamas con mayor diversidad a nivel mundial; representa
del 8 al 10% de la flora mundial y abarca 22,750 taxones especificos e infraespecificos
con 1,620 géneros incluyendo algunos de los mas numerosos como Senecio,
Eupatorium, Hieracuim y Helichrysum. Es de distribucibn cosmopolita, pues esta
presente en todos los continentes, excepto la Antartida y Groenlandia; ocupa habitats
desde el nivel del mar hasta el limite altitudinal de la vegetacion. La mayor diversidad se
localiza en las zonas tropicales, subtropicales y templadas; abundan en biomas de
montafia y en regiones aridas y semiaridas (Colares, 2010). Las hay desde diminutas
plantas herbaceas de unos cuantos milimetros de tamafio, hierbas lefiosas solo en la
base, trepadoras, arbustos y hasta arboles. Su diversidad puede deberse a sus
excelentes mecanismos de dispersién y a su capacidad de adaptarse a diversos
entornos ecolégicos. Para México se reportan alrededor de 323 géneros y 3,351

especies.

Desde el punto de vista econémico tienen relevancia, ya que incluyen usos
como: plantas comestibles como la lechuga (Lactuca sativa) y la alcachofa (Cynara
acolymus), ornamentales como los géneros Aster; Caléndula (Calendula officinalis),
Dalia (Dahlia ssp.), medicinales como la Manzanilla (Matricaria chamomilla), Artemisa
(Artemisia absinthium) y oleaginosas como el Girasol (Helianthus annuus). Figura 2.4
(Tapia, 2010).
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Figura 2.4. Miembros de la familia Asteraceae. A) Lechuga (Lactuca sativa). B)
Alcachofa (Cynara scolymus). C) Caléndula (Calendula officinalis). D) Dalia (Dahlia sp).
E) Girasol (Helianthus annuus). F) Manzanilla (Matricaria chamomilla).

2.2 GENERO AGERATINA

Las plantas incluidas en el género Ageratina van desde hierbas hasta arboles
gue tienen hojas simples, generalmente opuestas, de margenes enteros o dentados, y
superficies con o sin pelos. Las inflorescencias son terminales y generalmente tienen
flores de blanco a lila, es posiblemente el género mas distribuido de Asteraceae en
México ya que posee 149 especies (Turner, 2010). El género se distribuye en todos los
continentes, excepto en el continente Australiano (Figura 2.5); en el Continente
Americano se distribuyen ampliamente desde el norte hasta el sur, incluyendo el Caribe
(King, 1970).
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Figura 2.5. Distribucion mundial del género Ageratina.

2.3 AGERATINA GLABRATA

Es un arbusto de hasta 2.5 m de altura; tallos lefiosos, cilindricos, de 2 a 3 mm de
diametro hacia la parte superior, estriados, amarillentos, glabros, a veces algo resinoso-
lustrosos; hojas opuestas, peciolo de 0.5 a 2 cm de largo, glabro, ldmina oblonga, de
1.5 a 8 cm de largo por 0.5 a 4 cm de ancho, apice agudo u obtuso, borde aserrado o
subentero, base cuneada, haz glabro, envés glabro y glanduloso-punteado,
frecuentemente resinoso-lustroso, a veces algo blanquecino, uninerve desde la base,
membranacea o algo subcoridcea; numerosos capitulos de 7 a 15 mm de largo
dispuestos en corimbos compuestos terminales, pedicelos glabros, resinoso-lustrosos;
involucro campanulado, de 5 mm de largo por 4 mm de ancho, cubriendo menos de la
mitad del largo de las corolas, sus bracteas dispuestas en 3 series algo desiguales,
oblongas u ovado-lanceoladas, agudas u obtusas, verdes, a veces algo obscuras o con
tinte rojizo en el apice, glabras, estriadas y algo resinoso-lustrosas; flores de 15 a 18;
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corola de 7 mm de largo, blanca, a veces con tinte rosado en los lébulos, glabra;
aquenio de 3 mm de largo, algo piloso especialmente hacia el 4pice, vilano casi del

largo de la corola, cerdas blancas (Calderén de Rzedowski et al., 2005).

La especie A. glabrata (Figura 2.6) es conocida comunmente como “Chamizo
”, “Hierba de golpe” y/o “Hierba de la mula” (Sanchez-Gonzalez, 2008); se utiliza

blanco”,
en la medicina tradicional como analgésico para el tratamiento de golpes y fracturas
(Bello, 2007).

Figura 2.6. Ageratina glabrata; A) Hojas B) Flores.

2.4 ESTUDIOS QUIMICOS REPORTADOS DE ESPECIES DEL
GENERO AGERATINA

Del extracto etandlico de Ageratina ibanguensis aislaron al timol (21) y carvacrol (22)
(Figura 2.7) los cuales fueron probados en bacterias grampositivas, gramnegativas,
hongos filamentosos y levaduras demostrando que estos compuestos son los

responsables de la actividad antibacteriana y antifingica en los extractos de hojas y flor
(Sanabria et al., 1999).
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OH

HO

21 22

Figura 2.7. Estructuras de 21y 22.

El extracto metandlico de A. conyzoides fue probado en modelos de
regeneracion de tejidos in vivo, demostrando una capacidad de regeneracion del tejido
mayor que en el grupo control, comprobando las propiedades regenerativas de dicha

especie (Oladejo et al., 2003).

Del extracto metandlico de las hojas de A. adenofora se reportaron por primera
vez los derivados de cadinano 23-25 (Figura 2.8) (He et al., 2008).

H S H = H :

23 24 25

Figura 2.8. Cadinanos aislados de A. adenofora.

Narciso y colaboradores reportaron la actividad antinflamatoria del extracto
etandlico de los tallos de A. sternbergiana mediante el método de edema subplantar

concluyendo que la dosis de 200 mg/kg es la que presenta mayor actividad

10
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antinflamatoria, el analisis fitoquimico demostré la presencia de azucares, flavonoides,

alcaloides, esteroides, cumarinas, taninos y aminoacidos (Leén et al., 2011).

Por otra parte, han sido reportados cuatro flavonoides 26-29 (Figura 2.9) de los
extractos de hojas de A. havanensis los cuales se probaron frente a los virus de herpes

simple humano de tipo 1 y 2, demostrandose que los mejores efectos se obtuvieron del
extracto de acetato de etilo (del Barrio et al., 2011).

OH OH
H,CO o O H,CO o ©/

OH O OH O
26 27
OH
OGlu OGlu
H;CO O o O H,CO O o] O
OH O OH O
28 29

Figura 2.9. Flavonoides aislados de A. havanensis.

Estudios farmacoldgicos en humanos demostraron que los extractos de las
partes aéreas de A. pichinchensis tiene interesante capacidad de estimulacién en la
produccion de fibroblastos en pacientes con Ulceras venosas cronicas, por lo que podria
sugerirse el uso de esta especie como complemento en el tratamiento contra la

insuficiencia venosa crénica (Romero-Cerecero, 2012).

11
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2.5 ESTUDIOS QUIMICOS REPORTADOS DE AGERATINA
GLABRATA

En 1976, Bohlmann y colaboradores aislaron de los extractos de éter de petréleo
de raiz, hoja y flor de Ageratina glabrata, once derivados de timol con dos diferentes
funcionalidades (epoxido y alqueno) como se muestra en la Figura 2.10 (Bohlmann et
al., 1976).

R, R, R, R,
O\n)\ 30 H |Ac 34 | OCH, |COC¢Hs
o 31 H |COCH(CH,), 35 | OH [COCgHs
R1 OR, 32 H |COCgHs 36 | OH |COCH=CHCgH;
o 33 H JAc 37 | OAc |COCgH5
Ry R2
o\/k 38 | H | COCH(CH.),
o) 39 | H |COCH(CH;)CH,CH,
R1 OR, 40 [ OH |COCgH5

Figura 2.10. Derivados de timol aislados de A. glabrata.

En un estudio previo nuestro grupo de trabajo reporto el efecto analgésico de los
extractos de cloruro de metileno de hojas de A. glabrata en animales de
experimentacion en modelos térmicos de dolor agudo de plato caliente y retirada de la
cola demostrando su efecto analgésico 5 horas posteriores a su aplicacion (Garcia et
al., 2011). Adicionalmente se aisl6 y evalué la actividad microbicida de dos
componentes mayoritarios del extracto metandlico de hojas que correspondieron al 10-
benzoiloxi-6,8,9-trihidroxi-3-isobutirato de timilo (41) y el 6-O-B-D-glucopiranosiloxi-3-
hidroxi-p-ment-1-eno (42) (Pardo, 2011) (Figura 2.11).

12
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OH

HO O

OH
41 42

Figura 2.11 10-benzoiloxi-6,8,9-triihidroxi-3-isobutirato de timilo (41) y 6-O-B-D-

glucopiranosiloxi-3-hidroxi-p-ment-1-eno (42).

En el estudio quimico del extracto de CH,CI, de hojas de A. glabrata, se aislaron
y caracterizaron los sesquiterpenos 43 y 44 de tipo eudesmano, asi como 3 derivados
de timol 32, 35 y 41 y la preparacion del derivado acetilado 45 (Figura 2.12) (Talavera,
2012).

43 44 32

Figura 2.12. Compuestos aislados del extracto de CH,ClI, de hojas de A. glabrata.
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Como se puede observar, no hay un estudio de los compuestos presentes en el
extracto metanolico de hojas de A. glabrata; y dada la importancia de ampliar los
estudios quimicos de esta especie, nos dimos a la tarea de hacer una estudio quimico

preliminar en el extracto mencionado para contribuir con datos que enriquezcan la
quimiotaxonomia de este género.

14
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

e Realizar un estudio quimico preliminar del extracto metandlico de hojas y flores

de Ageratina glabrata.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los extractos de hexano, cloruro metileno y metandlico de A.
glabrata.

2. Realizar una reaccion de acetilacion al extracto metandlico.
Aislar y purificar por cromatografia los extractos acetilados en fase directa.

4. Caracterizar mediante métodos espectroscépicos los compuestos aislados.

15
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Un lote de 200 g de hojas de A. glabrata se sometid a maceracion primeramente
con hexano, seguido de cloruro de metileno, con la finalidad de extraer los compuestos
menos polares que ya habian sido reportados en nuestro grupo de trabajo.
Posteriormente se continuaron las maceraciones con metanol; de este extracto se
obtuvieron 23.7 g de una miel verde oscura de la cual se tom6 una muestra para su
anélisis por RMN de 'H (Figura 4.1), donde se observé un conjunto de sefiales en la
region de los aromaticos y en la region de los hidrégenos bases de alcohol, lo que nos
indicé que la mezcla de compuestos contiene derivados polihidroxilados. Situacion que
haria muy dificil llevar a cabo su separacién por cromatografia en columna por

gravedad.

Razon por la cual el extracto metandlico crudo se peracetild en condiciones de
anhidrido acético/piridina por 24 h a temperatura ambiente, para tener compuestos
menos polares y facilitar la purificacion. Una vez extraida la reaccion, el crudo se
analiz6 mediante RMN de 'H (Figura 4.2), el cual mostr6 alrededor de 2.00 ppm un
conjunto de sefales simples tipicas de metilos de acetatos. De igual manera se observé
el desplazamiento de las sefiales que originalmente se encontraban en la region de
3.00-4.00 ppm, como bases de alcohol hacia 5.00-6.00 ppm que corresponde a
desplazamiento de protones bases de ésteres, corroborando la presencia de grupos

hidroxilos.

Un lote del extracto acetilado se sometié a cromatografia en columna.
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

En la polaridad hexano-CH,Cl, 4:1 se obtuvieron 61 mg de un sélido blanco
ceroso. En su espectro de RMN de 'H (Figura 4.3) se observé un patrén de sefiales
atribuido a un triterpeno funcionalizado; en 4.66 ppm se apreci6 una sefial doble ancha
con J= 2.4 Hz que se asignd al proton vinilico H-29a; de igual manera, en 4.53 ppm se
encontré una sefal doble de dobles con J= 2.4 y 1.6 Hz respectivamente asignada a H-
29b, este acoplamiento evidencié una correlacion alilica con los protones del metilo
terciario CH3-30; en 4.44 ppm se encontrd una sefial doble de triples con J=12.0y 6.0
Hz perteneciente al protdn base de éster H-3, lo cual indicé que el acoplamiento mayor
estd dado por la correlacién trans-diaxial entre los protones de H-3 y H-2a y el
acoplamiento menor demostré el acoplamiento de tipo axial-ecuatorial entre H-3 y H-2b
asi como el acoplamiento de tipo “W” con el proton H-5; en 2.35 ppm se observo una
sefal doble de triples con J= 10.4 y 5.0 Hz asignada al protén en posicion alilica H-19;
se encontro en 2.25 ppm la sefal triple la cual mostré un acoplamiento vecinal (J= 7.4
Hz) y fue asignada al metileno alifatico H-2’ en posicion alfa a carbonilo de éster,
explicAndose asi su desplazamiento hacia campo bajo; en 1.65 ppm se observé la
sefal simple ancha del metilo vinilico CH3-30; finalmente en 1.00, 0.91, 0.82 y 0.75 ppm
se observaron las sefales simples de los metilos CH3-28, CH3-27, CH3-24, CH3-25 y

CHj3-23 respectivamente.

En el espectro de RMN de **C (Figura 4.4) fueron observadas 40 sefiales lo cual
confirmoé que se trataba de un triterpeno esterificado; se observo la presencia de una
sefal tipica de carbonilo de éster en 173.8 ppm; en 150.8 ppm se localizé la sefal del
carbono vinilico cuaternario C-20, asi como la del metileno vinilico C-29 en 109.6 ppm
caracteristicas de un esqueleto de lupano; en 80.5 ppm fue observada la sefial del
carbono base de éster C-3; un grupo de siete sefiales entre 29.0 y 30.0 ppm fueron
observadas y asignadas a una cadena alifatica tipica de acidos grasos saturados;
también se realiz6 una expansion en la regién que comprende entre 14.0 y 52.0 ppm
gue es la zona mas poblada del espectro, donde se pudieron apreciar claramente el
resto de las sefiales correspondientes a la parte aliciclica del esqueleto del triterpeno
(Figura 4.5).
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

En su espectro de masa mostr6 un ién molecular [M]+ de 664 m/z que
corresponde a la férmula CysHgoO2. El patrén de fragmentacién del espectro de masa
asi como los datos de RMN de 'H y *C demostraron que se trataba del palmitato de
lupeilo (46) (Figura 4.6); estos datos fueron comparados con los datos de la literatura
(Serreqi et al., 2000).

Figura 4.6 Estructura quimica del palmitato de lupeilo (46).

Continuando con el analisis quimico del extracto metandlico peracetilado de las
hojas de A. glabrata, en la polaridad hexano-CH,Cl, 1:1 se obtuvieron 35 mg en forma
de miel verde claro en cuyo espectro de masa mostré un ién molecular [M + 1]* de 433
m/z que corresponde a la formula C1sH2401-. En su espectro de RMN de *H (Figura 4.7)
se observé una sefial doble de dobles con J=7.6 y 3.0 Hz en 5.43 ppm perteneciente a
los protones H-1 y H-4, lo cual permitié deducir que hay acoplamientos de tipo axial-
ecuatorial y ecuatorial-ecuatorial; en 5.39 ppm se encontré una sefial doble de dobles
con J= 6.0 y 3.0 Hz correspondiente a H-2 y H-5; en 5.28 ppm se observé una seiial
doble de triples con J= 7.6, 3.0 Hz que fue asignada a los protones H-3 y H-6; entre

2.00 y 2.20 ppm se observaron tres sefales atribuidas a los metilos de acetilo.
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En el espectro de RMN de'*C (Figura 4.8) se ubicaron entre 169.8 y 169.0 ppm
tres sefiales pertenecientes a los carbonilos de acetilo; en 69.7 ppm se observo la sefial
correspondiente a los carbonos terciarios C-1 y C-4; en 68.8 ppm se localiz6 una seial
para los carbonos terciarios C-2 y C-5; en 67.2 ppm se encontré una sefial para los
carbonos terciarios C-3 y C-6; finalmente alrededor de 20.0 ppm se encontraron las tres
sefales pertenecientes a los metilos de acetato. Como se pudo apreciar, en los
espectros de RMN de *H y '3C solamente aparecieron la mitad de las sefiales
esperadas para el compuesto, lo cual se debié a que la molécula presenta un eje de
simetria C, que atraviesa los enlaces C-1-C-2 y C-4-C-5, siendo equivalentes los
hidrégenos H-1 con H-4, H-2 con H-5 y H-3 con H-6. Por lo anterior podemos proponer
que se trata del compuesto peracetoxi neo-inositol (47).

OAcC

AcO OAc

OAcC

Figura 4.9. Estructura quimica del peracetoxi neo-inositol (47).
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

Tentativamente se ha propuesto la estructura del neo-inositol para el compuesto
47, ya que los datos obtenidos experimentalmente hasta este punto no son suficientes
para hacer dicha afirmacion, asi pues en la revision bibliografica (Hipps et al., 1973) se
encontré una serie de estructuras de inositol (Figura 4.10) entre las cuales se encuentra
47; lo anterior abre la posibilidad de continuar con la investigacion de este compuesto

para determinar su estereoestructura definitiva.
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OH

48 OH

neo-inositol scyllo-inositol muco-inositol

OH 51

OH

myo-inositol D-chiro-inositol allo-inositol

epi-inositol cis-inositol L-chiro-inositol

Figura 4.10. Isbmeros del inositol.
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

En la polaridad hexano-CH,Cl, 3:2 se obtuvieron 200 mg de una miel viscosa
verde la cual al ser analizada por RMN de 'H se observé una mezcla de compuestos
por lo que se decidié hacer una recromatografia en columna de la cual en la polaridad
hexano-AcOEt 4:1 se obtuvieron 25 mg del compuesto 45 En su espectro de RMN de
'H (Figura 4.11) se observaron entre 7.95 y 7.44 ppm las sefiales caracteristicas de un
grupo benzoato, en 7.95 ppm se observo una sefial doble de dobles con J=8.4y 1.3 Hz
para los protones H-3” y H-7"’; en 7.57 ppm se localiz6 una sefial triple de triples con J=
7.4y 1.3 Hz para H-5"; en 7.44 ppm se ubic6 una sefial doble de doble de dobles para
las posiciones H-4” y H-6” con J= 8.4, 7.4, 1.3 Hz; en 7.16 ppm se observo una sefial
simple y en 6.96 ppm aparecié una sefial doble con J= 0.7 Hz de los hidrégenos en
posicion para del benceno tetrasustituido H-5 y H-2 respectivamente. Se observaron
dos sistemas de acoplamiento AB para los metilenos H-9 y H-10; en 2.52 ppm se
encontré6 una sefial séptuple con constantes de acoplamiento vecinal (J= 7.0 Hz)
asignada al proton metinico de un grupo isobutirato H-2’; en 2.38, 2.32 y 2.00 ppm se
localizaron las tres sefiales simples de los metilos de acetilo; en 2.17 ppm se observo la
sefal simple desplazada a campo bajo de los protones del metilo en posicién CHs-7; en
1.10 y 1.08 ppm se localizaron las sefiales dobles de H-3' y H-4’ que pertenecen al

isobutirato que funcionaliza a la molécula.
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

En el espectro de RMN-*3C (Figura 4.12) se observé en 176.1 ppm la sefial para
el carbonilo del isobutirato C-1’; entre 169.3, y 168.6 ppm se encontraron las tres
sefales de los carbonilos de los grupos acetato. En 165.6 ppm se localiz6 la sefal del
carbonilo C-1” del grupo benzoato; entre 146.8 y 121.6 ppm se ubicaron doce sefiales
correspondientes a los carbonos aromaticos; en 80.5 ppm aparecié la sefial del carbono
cuaternario C-8; se observaron las sefales de los carbonos metilénicos C-10 y C-9 en
63.3 y 62.6 ppm respectivamente; entre 21.2 y 20.7 ppm se localizaron las tres sefales
pertenecientes a los metilos de acetato; en 33.8, 18.7 y 18.6 ppm se encontraron las
sefales de los carbonos C-2’,C-3’ y C-4’ pertenecientes al grupo funcional isobutirato,

finalmente en 15.9 ppm se observo la sefal del metilo C-7.
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

Los datos espectroscopicos fueron comparados con una muestra auténtica con

lo que se demostro que se trataba del derivado de timol 45 (Figura 4.13).

Figura 4.13. Estructura del 10-benzoiloxi-6,8,9-triacetoxi-3-isobutirato de timilo (45).

Adicionalmente, se llevé a cabo un estudio quimico del extracto metandlico de
las flores de A. glabrata; para lo cual, se tomaron 200 g de flores y se sometieron a
maceracion en polaridad ascendente con hexano, cloruro de metileno y metanol, del
extracto metandlico se obtuvieron 17.5 g, del cual se tomé una muestra y se le
determiné su espectro de RMN de *H. (Figura 4.14), en el cual se observa una menor
proporcion de sefiales en la region de hidrogenos bases de heteroatomos. El extracto
fue sometido a peracetilacion, bajo las mismas condiciones que el extracto de hojas y
fue analizado mediante RMN de 'H (Figura 4.15), el espectro mostr6 en
aproximadamente 1.90 a 2.40 ppm un conjunto de sefales simples de metilos de

acetatos lo cual demostro la presencia de oxhidrilos.
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

El extracto acetilado fue sometido a separacion cromatogréfica empleando gel de
silice como fase estacionaria y mezclas de hexano-CH,Cl, en orden creciente de
polaridad. En la polaridad 1:1 se obtuvieron 25 mg de una miel verde la cual se
caracteriz6 por RMN de *H (Figura 4.16) donde se observé en 13.03 ppm una sefial
simple perteneciente al proton del hidroxilo OH-5, esta sefial es tipica de hidrogenos
que forman enlaces por puentes de hidrégeno; en 7.84 ppm se localizé una sefial doble
con J= 9.0 Hz que integrd para dos protones y fue asignada a los protones H-2’ y H-6’;
en 7.03 ppm se observo otra sefial doble con J= 9.0 Hz que fue asignada a los
hidrégenos de las posiciones H-3’ y H-5’; tambien se localizaron en 6.78 y 6.63 ppm dos
sefales simples pertenecientes a los protones arométicos H-8 y H-3; en 3.94 y 3.90
ppm se observaron las dos sefales simples de los grupos metiléter; en 2.39 ppm se
localizé una sefial simple que integré para tres protones atribuida al metilo del acetato.
Los datos anteriores nos llevan a la conclusion que se trata de un flavonoide
parcialmente acetilado. La estructura fue comparada con los datos de la literatura
(Sujatha et al, 2013) este compuesto es conocido como pectolinaringenina el cual
presenta propiedades analgésicas. Estos compuestos solo difieren en el grupo acetato

en la posicién 7, producto de la acetilacion parcial.

Pectolinaringenina 56

Figura 4.17. Estructuras de Pectolinaringenina y del 7-acetil-pectolinaringenina.
(56).
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

En la misma polaridad hexano-CHCl, 1:1 se obtuvieron 5 mg de una miel verde
cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 4.18) se observé a 12.83 ppm una sefial simple
que pertenece al grupo OH-5 que forma puente de hidrogeno; en 7.85 ppm se localizé
una sefal doble con J= 9.0 Hz para los protones aromaticos H-2" y H-6’; en 7.03 ppm
se observo una sefal doble con J= 9.0 Hz para los protones aromaticos H-3' y H-5’; en
6.84 ppm se localizé una sefial doble con J= 2.0 Hz para el protdon aromatico H-8; en
6.64 ppm se encontrd una sefal simple para el protén H-3; en 6.56 ppm se observo una
sefial doble con J= 2.0 Hz para H-6; en 3.90 ppm se observo una sefal simple del
grupo metoxilo y finalmente en 2.34 ppm se localiz6 una sefial simple para el grupo
acetato. Estos datos sugieren la presencia de un flavonoide parcialmente acetilado 60
(Figura 4.19) El compuesto se compard con los datos de la literatura (Pinzon et al,

2011). Al igual que el flavonoide anterior, solo se encuentra acetilado en la posiciéon 7.

Acacetina 57

Figura 4.19. Estructuras de Acacetina y del 7-acetilacacetina (57).
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Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

5 CONCLUSIONES

Del extracto metandlico acetilado de hojas de A. glabrata, se aislaron los
siguientes compuestos: 10-Benzoiloxi 6,8,9-triacetoxi-3-isobutirato de timilo (45),

Palmitato de lupeilo (46), peracetoxi neo-inositol (47).

OAc

AcO O

OAc

45

OAc

47
Del extracto metandlico de flores de A. glabrata acetilado se aislaron

Unicamente  derivados flavonoides parcialmente acetilados: 7-acetil-

pectolinaringenina (56), 7-acetilacacetina (57).
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OMe OMe
AcO o AcO o
|| ||
MeO
OH o OH o
56 57

La acetilacion de los extractos metandlicos de A. glabrata permitié obtener
derivados menos polares al formarse sus respectivos derivados acetilados, lo

que facilité su purificacién e identificacion.

Los compuestos fueron caracterizados por RMN-*H y RMN-*3C.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAL VEGETAL

Ageratina glabrata fue colectada el dia 10 de Febrero de 2010 en el Km 202 de la
carretera México-Morelia, Via Mil Cumbres. La planta fue identificada por el Dr. J.
Rzedowski, conservando un ejemplar en el Herbario del Instituto de Ecologia Patzcuaro
A.C.

La planta se separ6é en sus distintas partes (hojas, flores, tallos y raices), se
secaron a la sombra por 15 dias y se obtuvieron los extractos de hexano, cloruro de

metileno y metanol de las hojas y flores.

6.2 OBTENCION DE EXTRACTOS

Dos lotes de 200 gramos, uno de hojas y otro de flores secas y trituradas se
sometieron a extraccion por el método de maceracion a temperatura ambiente,
utilizando como disolventes hexano, cloruro de metileno y metanol por periodos de tres

dias y tres periodos por disolvente respectivamente.

6.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR Y ESPECTROMETRIA
DE MASA

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H y **C fueron medidos en
un equipo Varian Mercury Plus 400 a 400 MHz y 100 MHz respectivamente, utilizando
cloroformo deuterado (CDCIl3) como disolvente, y como referencia interna
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masa fueron medidos en un equipo Hewlett-
Packard 5890 series Il a 70 eV.
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6.4 ACETILACION

6.4.1 ACETILACION DEL EXTRACTO METANOLICO DE HOJAS

17 g del extracto metanodlico de hojas se mezclaron con 10 mL de cloruro de
metileno, 15 mL de piridina, 40 mL de anhidridro acético, la mezcla de reaccion se dejo
en agitacion por 24 h. Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se vertio sobre
hielo y se extrajo con AcOEt en un embudo de separacién, se realizaron cuatro lavados
con acido clorhidrico al 5%,dos lavados con agua, cuatro lavados con solucion saturada
de bicarbonato de sodio y finalmente dos lavados con agua destilada, posteriormente
se secO la muestra con sulfato de sodio anhidro; se concentr6 en rotavapor,
obteniéndose 19.7 g del crudo de reaccién. Este procedimiento se repitié hasta obtener

30 g de extracto acetilado.

6.4.2 ACETILACION DEL EXTRACTO METANOLICO DE FLORES

6.0 g de extracto metandlico crudo de flores se mezclaron con 5 mL de cloruro de
metileno, 6.0 mL de pirdina, 14.0 mL de anhidrido acético, la mezcla de reaccion se
dejo en agitacion por 24 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo la mezcla
de reaccién se vertié sobre hielo y se extrajo con AcOEt, en un embudo de separacion,
se realizaron cuatro lavados con acido clorhidrico al 5%, dos lavados con agua, cuatro
lavados con solucién saturada de bicarbonato de sodio y dos lavados con agua
destilada, posteriormente se secé la muestra con sulfato de sodio anhidro, se concentrd

en rotavapor, obteniéndose 10.7 g de extracto acetilado.

6.5 CROMATOGRAFIA DE LOS CRUDOS DE LA REACCION

Los extractos acetilados de las hojas y flores se sometieron a purificacion por

separado, en una columna cromatogréfica de 3 cm de didmetro por 15 cm de altura,

con gel de silice de 230-400 mallas como fase estacionaria previamente impregnada
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con el extracto acetilado y cloruro de metileno, usando polaridades de hexano-CH,Cl,
9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1 y CH,Cl,, seguido de CH,Cl,-metanol 9:1, 4:1, 7:3, 3:2 y 1:1, por
altimo se barri6 con metanol como fase movil, obteniendo un promedio de 100

fracciones de 100 mL.

6.6 ANALISIS QUIMICO

Palmitato de lupeilo (46). En la
polaridad hexano-CH.Cl, 4:1 se
obtuvieron 61 mg de un soélido blanco
ceroso. RMN de *H (400 MHz, CDCls)
0. 4.66 (1H, da, J= 2.4 Hz, H-29a,),
4.53 (1H, dd, J= 2.4, 1.6 Hz, H-29b),
4.44 (1H, dt, J=12.0, 6.0 Hz, H-3), 2.35
(1H, dt, J= 10.4, 5.0 Hz, H-19), 2.25
(2H, t, J= 7.4 Hz, H-2"), 1.65 (3H, sa,

J

H-30), 1.00 (3H, s, H-28), 0.91 (3H, s,
H-27), 0.82 (6H, s, H-24, H-25), 0.75 (3H, s, H-23). RMN de **C (100 MHz, CDCls) &:
173.8 (C, R’'COOR), 150.8 (C, C-20), 109.6 (CH,, C-29), 80.5 (CH, C-3), 55.5 (CH, C-5),
50.4 (CH, C-9), 48.3 (CH, C-19), 48.0 (CH, C-18), 43.1 (C, C-17), 43.1 (C, C-14), 43.0
(C, C-8), 40.8 (CH,, C-22), 40.0 (CH,, C-1), 40.0 (C, C-4), 38.4 (CH, C-13), 37.1 (C, C-
10), 36.6 (CH,, C-16), 34.2 (CH,, C-7), 29.9 (CH,, C-21), 28.0 (CH3, C-23), 27.5 (CH,
C-15), 27.5 (CHy, C-2), 25.2 (CH,, C-12), 23.8 (CH,, C-11), 19.3 (CHs, C-30). EMIE [M]"
(%); 664 (4), 410 (7), 297 (5), 257(7), 229 (10), 216 (13), 203 (30), 189 (70), 175 (20),
161 (22), 147 (25), 135 (33), 121 (45), 109 (57), 95 (68), 81 (68), 67 (47), 57 (100), 55
(94).

44



Estudio Quimico de los extractos metandlicos de Ageratina glabrata

R= OAc

Peracetil neo-inositol (47). En la polaridad hexano-CH,Cl,
1:1 se obtuvieron 35 mg de una miel verde claro. RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) &: 5.43 (2H, dd, J= 7.6, 3.0 Hz, H-1,
H-4), 5.39 (2H, dd, J= 6.0, 3.0 Hz, H-2, H-5), 5.30 (1H, t, J=
3.0 Hz H-3), 5.28 (t, J= 3.0 Hz, H-6). RMN de *3C (100
MHz, CDCl3) & 169.8 (C, OAc), 169.7 (C, OAc), 169.0 (C,
OAc), 69.7 (CH, C-1, C-4), 68.8 (CH, C-2, C-5), 67.2 (CH,
C-3, C-6), 20.7 (CHs, Ac). 20.6 (CHs, Ac). 20.5 (CHg, Ac).

EIME [M+1]" (%); 433 (0.1) 373 (0.1), 270 (3), 210 (29), 199 (6), 186 (1), 168 (44), 126

(25), 115 (19), 43 (100).

r
(0]
OAc
AcO (0]
OAc
\_

10-benzoiloxi-6,8,9-triacetoxi-3-isobutirato  de
timilo (45). En la polaridad hexano-CHCl, 4:1 se
obtuvieron 25 mg una miel verde viscosa. RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) d: 7.95 (2H, dd, J= 8.4, 1.3
Hz, H-3”, H-7"), 7.57 (1H, tt, J= 7.4, 1.3 Hz, H-5"),
7.44 (2H, ddd, J= 8.4, 7.4, 1.3 Hz, H-4", H-6"),
J 7.16 (1H, s, H-5), 6.96 (1H, d, J= 0.7 Hz, H-2),

5.10 (1H, d, J= 11.3 Hz, H-10a), 4.96 (1H, d, J= 11.4 Hz, H-9a), 4.91 (1H, d, J= 11.3 Hz,
H-10b), 4.80 (1H, d, J= 11.4 Hz, H-9b), 2.52 (1H, sept, J= 7.0 Hz, H-2’), 2.38 (3H, s,
OAc), 2.32 (3H, s, OAc), 2.17 (3H, sa, H-7), 2.00 (3H, s, OAc), 1.10 (3H, d, J= 7.0 Hz,
H-3"), 1.08 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-4’). RMN de **C (100 MHz, CDCl3) &: 176.1 (C, C-1"),
169.3 (C, OAc), 168.7 (C, OAc), 168.6 (C, OAc), 165.6 (C, C-17), 146.8 (C, C-6), 145.1
(C, C-3), 133.2 (CH, C-57), 132.2 (C, C-2”), 129.6 (CH, C-3"), 129.6 (CH, C-7), 129.3
(C, C-4), 128.4 (CH, C4”), 128.4 (CH, C-6"), 127.4 (C, C-1), 126.5 (CH, C-2), 121.6 (CH,
C-5), 80.5 (C, C-8), 63.3 (CH,, C-10), 62.6 (CH,, C-9), 33.8(CH, C-2’), 21.2 (CHs, OAC),
21.1 (CHs, OAC), 20.7 (CH3, OAC), 18.7 (CH3, C-3'), 18.6 (CH3, C-4’), 15.9 (CHs, C-7).
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7-acetil-pectolinaringenina (56). En la
polaridad hexano-CH,Cl, 1:1 se obtuvieron
25 mg de una miel verde. RMN de *H (400
MHz, CDCl3) & 13.03 (1H, s, OH-5), 7.84
(2H, d, J= 9.0 H-2' Hz, H-6’), 7.03 (2H, dd
J= 9.0 Hz, H-3, H-5), 6.78 (1H, s, H-8),
6.63 (1H, s, H-3), 3.94 (3H, s, OMe), 3.90
g (3H, s, OMe), 2.39 (3H, s, OAC).

7-acetil-acacetina (57). En la polaridad
hexano-CH,ClI, 1:1 se obtuvieron 5 mg de
una miel verde. RMN de 'H (400 MHz,
CDCl) &: 12.83 (1H, s, OH-5), 7.85 (2H, d,
J= 9.0 Hz, H-2’, H-6’), 7.03 (2H, d, J= 9.0
Hz, H-3, H-5’), 6.84 (1H, d J= 2 Hz, H-8),
6.64 (1H, s, H3), 6.56 (1H, d, J= 2 Hz, H-
“ 6), 3.9(3H, s, OMe), 2.34 (3H, s, OAC).
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