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RESUMEN

Existen diversos compuestos que inactivan a las denominadas especies
reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (NOS), estos
compuestos son conocidos como antioxidantes los cuales pueden encontrarse de
manera natural en una gran variedad de especies vegetales, entre ellas las especies
de la familia Asteraceae. Dentro de esta familia, uno de los géneros mas distribuido es
Ageratina, en este género se encuentra A. glabrata de la cual se ha reportado el

aislamiento de derivados de timol funcionalizados con un anillo de epéxido.

En el presente trabajo se aislaron por cromatografia en columna de fase directa
dos derivados de timol funcionalizados de las partes aéreas de Ageratina glabrata, en
base a sus datos de RMN, IR y UV, se determinaron sus estructuras como: isobutirato
de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (19) e isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-
trihidroxitimilo (22), a los cuales se les realizé un ensayo de captura de radicales libres
por el método DPPH, mostrando el compuesto 19 nula actividad antioxidante, mientras

gue el compuesto 22 mostré capacidad de neutralizacion de DPPH.
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ABSTRACT

Several compounds are capable to inactivate both the reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (NOs); and these chemical compounds are known
as antioxidants of which can be found naturally in a wide variety of plants including
those from the Asteraceae family. One extensively and distributed genus of this family
is Ageratina, and in this genus is A. glabrata, from which the isolation of thymol

derivatives functionalized with an epoxide ring have been reported.

In the present work, from the aerial parts of Ageratina glabrata two thymol
derivatives were isolated by column chromatography. By its NMR, IR and UV, data their
structures were determined as 10-benzoyloxy-8,9-epoxy-6-hydroxythymyl isobutyrate
(19) and 10-benzoyloxy-6,8,9-trihydroxythymyl isobutirate (22). Which underwent a
capture assay of free radicals by DPPH method, showing that the compound 19

showed no antioxidant activity, whereas 22 showed an interesting capability in DPPH
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neutralization.

Keywords: Ageratina glabrata, thymol derivatives, antioxidant.
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1 INTRODUCCION

El timol (2-isopropil-5-metil fenol) es un compuesto de origen natural que se
puede encontrar comunmente en los géneros Thymus y Origanum, esta constituido
por un tolueno funcionalizado con un grupo isopropilo en posicion 4 y un hidroxilo en
posicion 3, es usado en la industria cosmética, alimenticia y farmacéutica por sus
diversas aplicaciones como antimicrobiano, analgésico y su capacidad de
neutralizacion de radicales libres,! los cuales estan estrechamente relacionados con
los procesos de inflamacién que se considera como una respuesta del sistema
inmunoldgico frente al crecimiento y propagacion de invasores extraiios como virus y
bacterias donde participan células especializadas que pueden eliminar a dichos

agentes patégenos.?

Diversos estudios han demostrado que los procesos inflamatorios estan
estrechamente relacionados con las denominadas especies reactivas de oxigeno
(ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (NOS), las cuales causan peroxidacion
lipidica, uniones cruzadas de proteinas y oxidaciones de los enlaces peptidicos
produciendo debilitamiento en las proteinas estructurales y/o rompimiento de la

cadena simple de ADN.3

Existen diversos compuestos que inactivan a estas especies reactivas y son
conocidas como antioxidantes las cuales pueden encontrarse de manera natural en
una gran variedad de especies vegetales utilizadas por el hombre desde tiempos
remotos y cuyo uso se ha transmitido a través de las generaciones;* entre ellas, las
especies de la familia Asteraceae,® las cuales se pueden encontrar en casi todas las
altitudes y regiones climaticas del mundo dada su alta capacidad de adaptacion. En
México se encuentran representadas casi todas estas regiones climaticas por lo cual
la familia de las asteraceas esta ampliamente distribuida principalmente en los Estados
de Chiapas, Jalisco, Veracruz, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, se estima que en
México se pueden encontrar mas de 22,411 especies de plantas vasculares que
comprenden aproximadamente el 10% de la flora del mundo, lo que lo coloca en los
primeros lugares dentro de la clasificacion de la flora global, solo por debajo de Brasil

con alrededor de 56,000 especies, Colombia con 50,000 y China con 27,000; dentro
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de esta familia uno de los géneros mas distribuido es Ageratina® cuyas especies se
caracterizan por ser arbustos de hasta dos metros de altura con tallos cilindricos,
lefiosos, hojas opuestas, glabras y aserradas e inflorescencias en forma de corimbos

que van de colores blanco a rosado.’

Desde el afio 1969 se han reportado derivados de timol de especies del género
Ageratina como: A. espinosara, A. glechonophylla, A. ibanguensis, A. adenophora y A.
cylindrica funcionalizados con diferentes ésteres como benzoato, isobutirato, cinamato
y angelato, por mencionar algunos. Los cuales han mostrado actividad como agentes
antimicrobianos, antiinflamatorios, antibacterianos, antiprotozoarios, citotdxicos.!
Dentro de este género encontramos a la especie Ageratina glabrata, la cual es
conocida en la medicina tradicional mexicana como chamizo blanco, hierba de la mula,
hilo y es empleada como analgésico para mitigar los sintomas de contusiones, entre

los que se encuentra el dolor y la inflamacién.”-°

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado el efecto analgésico del extracto
total de hojas de A. glabrata el cual fue probado en animales de experimentacion bajo
los métodos de plato caliente y retirada de la cola,® también se ha reportado el
aislamiento de derivados de timol funcionalizados con diferentes ésteres y un anillo de
epoxido, asi como un derivado de cadena abierta y su respectivo derivado

acetilado.1112

En el presente trabajo se describe el aislamiento, purificacién y caracterizacion
de los componentes mayoritarios de las hojas de Ageratina glabrata y su potencial de

captura de radicales libres por el método DPPH.
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2 ANTECEDENTES

El timol (Figura 1) al igual que su isdbmero posicional, carvacrol, funcionan como

marcadores principales para definir la calidad de aceites esenciales de especies de

i OH
1

Figura 1. Estructura del timol.

orégano en el mundo.*?

Este monoterpeno se biosintetiza a través de la via del difosfato de dimetilalilo
y difosfato de isopentenilo. Biogenéticamente esta relacionado con el p-cimeno y otros
derivados con esqueleto de p-menteno, sugiriendo su formacion a partir de

enolizaciones y deshidrataciones (Figura 2).14

~

p-cimeno \
difosfato de dimetilalilo \
+ —>
D —
OPP —_—
w]/\/ / OH
difosfato de isopentenilo /
timol

y-terpineno

Figura 2. Biogénesis del timol.
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En la industria, el timol se utiliza como un aditivo en diversos productos
comerciales (Imagen 1), incluyendo productos alimenticios: utilizdndose en la
produccion de bebidas refrescantes y en general como aditivo alimentario, cosméticos:
utilizado en jabones, lociones para después del afeitado y articulos de tocador,
productos farmacéuticos: en la formulacion de enjuagues bucales, pastas de dientes,

formando parte de linimentos antiinflamatorios, jarabes, entre otros.*®

Aromatherapy

®)
physalis
z Tomillo
— . timol
. 2 PR
i R PN - 100% puro y natural
DIENTRS Y BNCIAS, LI :;n&ww

Extracei6n: destilacién

Imagen 1. Ejemplos de productos comerciales que contienen timol.

La actividad antioxidante del timol es una cualidad de interés en la farmacologia
ya que toda sustancia que retrasa o previene el deterioro, dafio o destruccion
provocados por una oxidacién puede prevenir enfermedades degenerativas como el

cancer.

Ademéas de buen antioxidante, los estudios biolégicos han demostrado la
relevancia de timol como agente antimicrobiano, antiinflamatorio, antibacteriano,
antiprotozoario, citotoxico o agentes alelopaticos, siendo la ultima la actividad mas

ensayada.

Existen diversas formas para clasificar a los antioxidantes, desde una
perspectiva de su origen y su presencia en el organismo, es posible distinguir entre
aquellos antioxidantes que son normalmente biosintetizados por el organismo
(enddgenos) y aquellos que ingresan a éste a través de la dieta (exdgenos).'® Ejemplos

de estos se aprecian en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los antioxidantes.

Exégenos Endégenos
Vitamina E Glutation
Vitamina C Acido tiético
Betacaroteno Coenzima Q
Flavonoides Superoxidodismutasa
Licopeno Glutatiénperoxidasa

La actividad antioxidante de los fenoles depende de la aromaticidad, de los
efectos de los sustituyentes en el anillo y la fuerza de interacciones de enlaces de
hidrogeno entre el fenol y el disolvente. EI mecanismo de reaccion de los compuestos
fenolicos generalmente se asocia a la labilidad del enlace oxigeno-hidrogeno del
hidroxilo en el fenol; la ruptura de este enlace es homolitica, donde el radical hidrégeno
es capaz de estabilizar al radical libre, mientras que el grupo fendxido, por su
estabilidad puede mantenerse hasta encontrar otra molécula analoga para reaccionar

y neutralizarse por completo.t’
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Figura 3. Esquema de reaccion radicalaria de compuestos fendlicos antioxidantes.

Por otra parte, los radicales libres son moléculas o fragmentos moleculares que
tienen un electron no apareado en su Orbita externa. Este es inestable y da lugar a la
reactividad de radicales libres. Las especies reactivas de oxigeno incluyen grupos
superéxido, hidroxilo, peroxilo. Mientras que los radicales libres de nitrégeno
involucran grupos oxido nitrico y dioxido de nitrégeno. Los radicales libres de oxigeno
y nitrdgeno se pueden convertir facilmente a otras especies reactivas no radicales que
también son peligrosos para la salud como peroxido de hidrogeno, ozono, &cido
hipocloroso, acido nitroso, peroxinitrito, triéxido de dinitrdgeno, lipido perdxido, que son
radicales no libres y generalmente llamados oxidantes que pueden conducir facilmente
a reacciones de radicales libres en los organismos vivos. Por lo tanto, ROS y NOS
pueden incluir especies radicales y no radicales.® Estas especies se producen en
animales y seres humanos bajo condiciones fisioldgicas y patolégicas. Los radicales
libres pueden generarse como sustancias endégenas su produccion en el cuerpo es
continua y una parte normal de nuestra fisiologia.® El proceso biolégico asociado con

la generacién de radicales libres involucra los siguientes aspectos (Imagen 2).18
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Conservadores y quvmecos en alimentos

" .\w Radiacion
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@do. 0_-.+ uv
Proceso de Inflamacién Contaminacion

Imagen 2. Factores que favorecen la produccién de especies reactivas de Oxigeno y
Nitr6geno. Tomado de British medical bulletin (1999).

Sistema inmune: las células del sistema inmunoldgico generan oxi-radicales y

especies reactivas de oxigeno en respuesta a patdogenos.

Proceso metabdlico: los radicales libres se pueden generar durante el
metabolismo de formacion del acido araquiddnico, plaguetas, macréfagos y células
musculares lisas. La peroxidacion lipidica es una importante fuente de radicales libres
y pueden formarse a partir de varias fuentes como la citocromo oxidasa mitocondrial,
xantina oxidasa y mieloperoxidasa (neutrofilos). Las mitocondrias generan de forma
continua y abundante oxi-radicales y especies reactivas de oxigeno como residuos

toxicos a través de una serie de procesos metabolicos.

La inflamacion libera citoquinas, activa neutrofilos y macrofagos para producir

radicales libres.

El estrés mental y del cuerpo pueden desencadenar la produccion de radicales
libres como un subproducto toxico. Ademas, las hormonas que median la reaccion de
estrés en el cuerpo como cortisol y las catecolaminas pueden degenerarse a radicales

libres destructivos.
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Contaminacién: contaminantes del aire (amianto, benceno, monoéxido de
carbono, cloro, formaldehido, ozono y tolueno). Disolventes quimicos (productos de
limpieza, disolventes de pegamento, pinturas, perfumes y pesticidas), y los
contaminantes del agua (cloroformo y otros trihalometanos), son todos generadores
potentes de radicales libres. La quema de materia organica durante la coccion, los
incendios forestales, y las actividades volcanicas.

Radiacion: las radiaciones UV, rayos X médicos dentales, rayos gamma, y

radiacion de microondas.

Factores dietéticos: aditivos alimenticios, el alcohol, los alimentos de origen
animal, alimentos que han sido asados a la parrilla o cocidos a altas temperaturas,
quemados o dorados, aceites vegetales hidrogenados, azlcar y procesados de

alimentos que contienen altos niveles de peroxidos de lipidos.

Las toxinas y drogas: el tetracloruro de carbono, anilina, colorantes, tolueno y

drogas como adriamicina, mitomicina C, nitrofurantoina, clorpromazina, entre otras.

Otros factores: humo producido por los automéviles, fumar productos de

tabaco.18

Entre los métodos para determinar el potencial de las moléculas para la
captacion de radicales libres, se encuentran aquellos que emplean radicales libres
estables como indicadores.'® El poder antioxidante depende del método elegido, la
concentracion y la naturaleza de las propiedades fisicoquimicas de los antioxidantes
estudiados.!” EI DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un radical libre que se reduce en
presencia de antioxidantes manifestandose un cambio de color en la soluciéon cuando
se mezcla con una sustancia que puede donar uno o varios atomos de hidrogeno, la
concentracion del radical DPPH disminuye mientras que aparece la forma reducida
DPPH-H provocando un cambio de coloracién de morado a amarillo (Figura 4).2° Este
es un método colorimétrico conveniente cuando la capacidad de captacion de radicales

libres de los compuestos se investigan quimicamente.
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Figura 4. Mecanismo de reaccion de DPPH.

Especies capaces de neutralizar radicales libres pueden encontrarse de forma

abundante en la naturaleza, incluyendo especies del reino vegetal.

2.1 LA FAMILIA ASTERACEAE

Teofrasto, verdadero padre de la botanica, establecio la existencia de varios
cientos de especies vegetales y de algunas familias cuyo sistema de clasificacién se
basaba en el modo de crecimiento, de hecho nosotros aun reconocemos algunos de
los géneros que el introdujo como Narcissus, Crocus y Cornus, posteriormente
Disocdrides se ocupO6 de agrupar las especies conocidas por sus propiedades

medicinales.?!

Imagen 3. Representacion de Céatedra de botanica por Teofrasto

Otros intentos por introducir cierto orden en la clasificaciéon de las especies
vegetales sucedieron siglos después. En la edad moderna, el primero que tratdé de

establecer una clasificacion fue Joseph Pitton de Tournefort (1656-1708) mediante la
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introduccién de un sistema clasificatorio natural basado en la «realidad objetiva de las
especies, los géneros y las clases». Casi simultaneamente, John Ray redactd su obra
monumental, Historia plantarum generalis (1686-1704), en la que intentd distribuir de
una manera racional las plantas y definir con precision, basicamente, la nocion de
especie a través del establecimiento de sus relaciones con una comunidad de origen.
En 1731, Carl von Linné desarrollé un sistema de nomenclatura binomial que se
convertiria en clasico, basado en la utilizacion de un primer término, escrito en letras
mayusculas, indicativa del género y una segunda parte, correspondiente al nombre
especifico de la especie descrita, escrita en letra mindscula. Por otro lado, agrupo los
géneros en familias, las familias en clases, las clases en tipos (fila) y los tipos en

reinos.2?

A lo largo de la historia, para el establecimiento de la familia Asteraceae
diversas adecuaciones han sido propuestas. Pese a las aportaciones de Teofrasto en
el siglo cuarto a.C. sobre las asteraceas, las verdaderas contribuciones respecto al
conocimiento y sistematica de la familia comenzaron con el francés Henri Cassini
mediante numerosas publicaciones durante el periodo 1812-1831 las cuales incluian
descripciones muy detalladas de la morfologia de las asteraceas y en 1816 establecid
19 tribus en la familia. En 1822 el Codigo internacional de nomenclatura botanica
permitié6 también el uso del nombre Asteraceae Dumortier nombre asignado a la
familia.?® Lessing en 1832 redujo a ocho el nimero de tribus y de Candolle en 1838 a
tres. Otro contribuyente al conocimiento de ésta familia fue George Bentham quien en
1873 traté a las asteraceas en su obra Genera Plantarum (1862-1883) junto con
Joseph Dalton Hooker. Fue Bentham quien establecio 13 tribus, que son las que
tradicionalmente se usan hoy, como se observa en la tabla 2.2324 Para 1972 se
establecié el nombre de Compositae por Giseke.

La familia Asteraceae forma parte del grupo vegetal mas diverso de las plantas
vasculares, su distribucion es practicamente cosmopolita, es una de las familias mas
comunes, ya que se encuentran en la mayor parte de los habitats y presentan una
amplia variedad en cuanto a formas de vida, estructura floral, mecanismos de

polinizacién y dispersién de semillas. La rigueza a nivel mundial de esta familia se
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estima entre 1,500 y 1,700 géneros y entre 24,000 y 30,000 especies, con centros de
diversificacién en el Mediterraneo en el viejo mundo, la region del Cabo en Africa,
Australia, México y la Cordillera de los Andes en Sudamérica.® En el caso particular de
México se sefiala la existencia de 361 géneros y 3,012 especies, siendo una de las
familias més abundantes debido a la situacién geogréfica, clima, orografia, geologia y
suelos que generan una importante riqueza floristica y de comunidades vegetales
donde practicamente existen todos los climas descritos a nivel mundial. Esto ha
influido en que sean de gran importancia botanica, quimica y farmacolégica, ya que se
han empleado miembros de ésta familia para el tratamiento de diversos malestares y

padecimientos que afectan a los seres humanos.?42°

Tabla 2. Variedad de Tribus y subespecies de la familia Asteraceae.

Tribu Género Especie Subespecie Total
Arthemideae 13 26 1 27
Asterae 38 338 42 380
Calenduleae 1 1 0 1
Cardueae 4 47 2 49
Eupatorieae 61 589 51 640
Heliantheae 171 1175 180 1355
Inuleae 15 70 3 73
Lactuceae 25 75 6 81
Liabeae 3 23 0 23
Mutisieae 8 90 11 101
Seneciioneae 19 228 15 243
Tageteae 19 128 20 148
Vernonieae 10 71 11 82

11
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2.2 GENERO AGERATINA

El género Ageratina se distribuye en todos los continentes, excepto en la
Antérdida; en el continente Americano pueden encontrarse desde el norte a sur,
incluyendo el Caribe; es posiblemente el mas distribuido de la familia Asteraceae en
México, el cual posee 149 especies (Imagen 4).22 Los miembros de este género son
especies vegetales que van desde hierbas hasta é&rboles con hojas simples,
regularmente opuestas, los margenes enteros o dentados y superficies con o sin pelos,
las inflorescencias son terminales y generalmente tienen flores que van de blanco a

lila.24

Imagen 4. Mapa de distribucion global del género Ageratina.

Las plantas de éste género se caracterizan por poseer gran variedad de
metabolitos secundarios como compuestos fendlicos y terpenos derivados de timol.
Este ultimo se ha encontrado como esqueleto base funcionalizado con diferentes
ésteres para dar lugar a una interesante variedad de derivados de mayor complejidad,
incluso algunos de ellos con centros estereogénicos. Derivados de timol
funcionalizados se han encontrado en 88 especies vegetales distribuidas en 38
géneros de la familia Asteraceae incluyendo Ageratina.*

En 1977, Bohlmann et al, reportaron tres derivados de timol (2-4) de la raiz de
Ageratina espinosara,?® de los cuales 2 y 3 se encuentran funcionalizados con un

grupo hidroxilo en las posiciones 2 y 7 respectivamente, 4 presenta un grupo acetato

12
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en la posicion 7, ademas estos derivados se encuentran funcionalizados con grupos

A

metoxilo en las posiciones 6 y 3 (Figura 5).

OH OCHj,4 OCHj,3
OCH, OCH,3
3 4

Figura 5. Derivados de timol aislados de A. espinosara.

Del extracto etanodlico de tallos de Ageratina glechonophylla aislaron los
derivados de timol 5-7,%” 5 se encuentra funcionalizado con un grupo isobutirato en la
posicion 3 y acetilado en la posicién 10, los autores sugirieron que el derivado 6 podria
ser un artefacto de 5, producto de la apertura del epoxido presente en su estructura,
por su parte, 7 se encuentra funcionalizado en las posiciones 3,9 y 10 con grupos
hidroxilo (Figura 6).

(0] (o)
OAc OAc OH
HO HO
(o]
OH

OH
5 6 7

Figura 6. Derivados de timol de A. glechonophylla.

Del extracto etandlico de Ageratina ibanguensis aislaron timol (1) y carvacrol (8)

(Figura 7); los cuales fueron probados contra bacterias Gram positivas, Gram
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negativas, hongos filamentosos y levaduras, demostrando que los compuestos son
responsables de la actividad antimicrobiana en los extractos de hojas y flor.?®

OH
OH
1 8

Figura 7. Timol y carvacrol.

De Ageratina adenophora aislaron tres derivados de timol 9-11 los cuales
presentaron actividad biolégica, afectando la germinacion y el crecimiento de

Arabidopsis thaliana (Figura 8).%°

OCHs

OH
(0] \
OH
(0]
R4
HO 0
OH AN
(6]
9: R1=H
10: R1= OH HO
HO
OCH;
1 OH

Figura 8. Derivados de timol aislados de Ageratina adenophora.

De las hojas de Ageratina cylindrica aislaron al derivado de timol 12 (Figura 9)
funcionalizado con un grupo isobutirato en la posicién 3, un grupo aldehido en 7 y un

grupo benzoato en la posiciéon 10, que mostro ligera actividad antiprotozoaria contra

14
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Entamoeba histolytica y trofozoitos de Giardia lamblia y un alto efecto inhibidor sobre
el movimiento hiperpropulsivo del intestino delgado en ratas. Este es el primer reporte

de la configuracién absoluta del Unico centro estereogénico de un derivado de timol.®

o
OHC o)
o)
8S
HO g o
0
12

Figura 9. Derivado de timol aislado de Ageratina cylindrica.
2.3 AGERATINA GLABRATA

Ageratina glabrata es un arbusto de hasta de 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, lamina 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 oscuras o con tinte rojizo en el apice, glabras, estriadas y algo resinoso-
lustrosas; flores 15 a 18; corola de 7 mm de largo, blanca, a veces con tinte rosado en
los I6bulos, glabra; aquenio de 3 mm de largo, algo piloso especialmente hacia el apice,

vilano casi del largo de la corola, cerdas blancas.*°
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En la medicina tradicional Ageratina glabrata (Imagen 5) es conocida como
“chamizo blanco”, “hierba del golpe” y/o “hierba de la mula”.? Se emplea como

analgésico para el tratamiento de golpes y fracturas.3!

Imagen 5. Ageratina glabrata.

En 1971, en un estudio quimico de Ageratina glabrata realizado por Romo de
Vivar et al, reportaron del extracto etandlico de la planta completa un derivado de timol
al que denominaron eupablabrina (13),3? cuya estructura fue establecida solamente

con base en los desplazamientos de RMN de *H (Figural0).

HO

13

Figura 10. Derivados de timol reportados de A. glabrata.

En 1977, Bohlmann et al, aislaron de los extractos de éter de petréleo de las
partes aéreas y raices de A. glabrata ocho derivados de timol con un grupo epéxido

en el C-8 (Figura 11). Seis de estos derivados correspondieron a estructuras nuevas,
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mientras que el compuesto 15 lo reportaron por primera vez de Wedelia forsteriana®

y el derivado 16 se encontré en las raices de Helenium mexicanum.3*

14: R'=H, R2=i-Bu
15: R'=H, R2= Ac
16: R'=H, R2=Bz

o
17: R'= OMe, R?= Ac
o 18: R'= OMe, R?= Bz
” 8 oR? 19: R'=0OH, R%*=Bz

20: R'=0OH, R2=Cinn
o 21: R'= OAc, R2= Bz

Figura 11. Derivados de timol aislados de A. glabrata.

En nuestro grupo de trabajo se han llevado estudios farmacologicos
preliminares en A. glabrata, encontrando capacidad analgésica de los extractos de
cloruro de metileno® y microbicida del extracto metandlico de las hojas®¢ comprobando
dichos efectos segun su aplicacion etnofarmacolégica. De los estudios quimicos de A.
glabrata se aislo del extracto de cloruro de metileno de las hojas el derivado del timol
16 funcionalizado en la posicién 3 con un gupo isobutirato y en la posicion 10 con un

grupo benzoato (Figura 12).37

O

16

Figura 12. Epoxitimol aislado de hojas de A. glabrata.

Del extracto de cloruro de metileno de hoja de A. glabrata se aislé un derivado

de timol 19, con las mismas funciones que el derivado 16, adicionalmente un grupo

17
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hidroxilo en la posicién 6. Por otra parte del extracto metandlico de hojas de se obtuvo
un derivado de timol de cadena abierta 22 que al ser tratado con anhidrido acético y

piridina dio como resultado un derivado peracetilado 23 Figura 13.11 12

Figura 13. Derivados de timol aislados de hojas de A. glabrata.
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3 JUSTIFICACION

La inflamacion y el cancer estan estrechamente relacionados con los radicales
libres, los cuales, por su reactividad modifican quimicamente las proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y acidos nucleicos de las células promoviendo un funcionamiento
inadecuado. Se sabe que el timol es un antioxidante de origen vegetal que se
encuentra de forma natural en muchas especies vegetales. En Ageratina glabrata se
han reportado derivados de timol como componentes mayoritarios, por lo que es
necesario aislar derivados de timol y realizar un ensayo de captura de radicales libres
mediante el método DPPH para determinar la posible actividad antioxidante de los

mismos.
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4 HIPOTESIS

Los componentes mayoritarios 19 y 22 presentes en Ageratina glabrata pueden
presentar actividad antioxidante, ya que existen reportes de que los compuestos

fendlicos tienen la capacidad de capturar radicales libres.
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antioxidante de los derivados de timoles mayoritarios
aislados de Ageratina glabrata.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

+ Aislar mediante técnicas cromatograficas derivados de timol mayoritarios de
Ageratina glabrata.

« Caracterizar las estructuras mediante métodos fisicos y espectroscépicos.

* Realizar un ensayo de captura de radicales libres por el método de DPPH.
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6 METODOLOGIA

La metodologia a seguir para el desarrollo de este proyecto se resume en el
esquema 1.

1

Esquema 1. Diagrama de la metodologia empleada.
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7 DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizé la colecta de Ageratina glabrata en la desviacion a Cuanajo a 1 Km
de la carretera Patzcuaro-Santa Clara del Cobre el 2 de Marzo del 2015. La especie
vegetal se separ6 en sus diferentes partes: raiz, hoja, tallo, flor, se secaron a la sombra
durante dos semanas a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo, cada una de
las distintas partes se maceraron a temperatura ambiente de manera secuencial con

hexanos, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol.

Un lote de 1,464 g de hoja se macerd a temperatura ambiente en orden de
polaridad ascendente con hexanos, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol. Del
macerado de cloruro de metileno se obtuvieron 25 g de extracto total los cuales se
sometieron a cromatografia en columna empleando gel silice como fase estacionaria,
hexanos y mezcla de hexanos-acetona como fase maovil. En la polaridad hexanos-
acetona (17:3) se obtuvieron 0.90 g de cristales incoloros en forma de aguja con punto
de fusién de 112-114 °C. En el espectro de RMN de *H (Figura 14) se observé en 7.97
ppm una sefial doble de dobles con J = 7.8 y 1.4 Hz que integré para dos protones,
correspondientes a los protones aromaticos H-3” y H-7”, en 7.55 ppm se aprecio una
sefal triple de triples con J = 7.8 y 1.4 Hz para el proton aromatico H-5", en 7.42 ppm
aparecio una sefial triple con J = 7.8 Hz correspondiente a los protones aromaticos H-
4” y H-6”, este grupo de sefales caracteristico de un grupo benzoato; en 6.93 y 6.81
ppm se observaron dos sefiales simples para los protones H-5 y H-2 de las posiciones
para del anillo de timol. En 4.77 y 4.47 ppm se mostraron dos sefiales dobles con J =
12.2 Hz asignados a los protones H-10a y H-10b, mientras que en 3.11y 2.85 ppm se
encontraron dos sefales dobles con J = 5.2 Hz para los protones base de ep6xido H-
9a y H-9b, en 2.83 ppm se observé una sefal séptuple con J = 7.2 Hz para el proton
metinico H-2’ de isopropilo, en 2.21 ppm se aprecio la sefal simple de los protones del
metilo de la posicion H-7, en 1.31y 1.30 ppm se observaron dos sefiales dobles con J
= 7.2 Hz correspondientes a los metilos de isopropilo de las posiciones H-3’y H-4’. En
el espectro de RMN de 13C (Figura 15) se observaron en 175.8 y 166.0 ppm las sefiales
de carbonilo de ésteres C-1" y C-17, respectivamente; en 151.6 y 141.6 ppm se

mostraron dos sefales para los carbonos cuaternarios base de oxigeno de las
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posiciones C-6 y C-3, respectivamente; en 133.1 ppm se mostro la sefial del carbono
C-5”, en 129.6 ppm se encontraron los carbonos aromaticos C-3”y C-7”, en 129.5 ppm
se observé la sefal para el carbono cuaternario C-4, en 128.3 ppm aparecieron las
sefales para los carbonos meta al carbonilo de benzoato C-4”y C-6”, respectivamente;
en 127.2, 125.7, 124.6 y 114.6 ppm se observaron el resto de las sefales
pertenecientes a carbonos aromaticos asignados a C-2°, C-1, C-2 y C-5,
respectivamente; en 65.4 ppm aparecio la sefial correspondiente al carbono C-10 base
de benzoato, mientras que en 56.9 ppm y 51.1 ppm se observaron las sefiales para
los carbonos de oxirano C-8 y C-9, en 34.1 ppm se mostro la sefial para el carbono
metinico C-2’, en 19.0 y 18.9 ppm se encontraron las sefales para los carbonos
pertenecientes a los metilos de isopropilo C-3’ y C-4’, respectivamente; en 15.7 ppm

se observo la sefal correspondiente al carbono de metilo de la posicion C-7.

Este andlisis espectroscépico reveld la presencia del derivado de timol
denominado isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (19), cuyos datos

fueron iguales a los descritos por nuestro grupo de trabajo.*?
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClz del isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (19).
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Figura 15. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDCIs del isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (19).
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Por otra parte, un lote de 26 g de extracto metandlico de hojas se sometié a
cromatografia en columna fase directa, en la polaridad hexanos-acetona (7:3) se
obtuvieron 0.89 g de una miel marrén, los cuales se analizaron por RMN de H. En el
espectro de RMN de *H (Figura 16) se observé en 7.98 ppm una sefial doble de dobles
con J =8.2y 1.2 Hz, correspondiente a los protones aromaticos de la posicion H-3” y
H-7”, en 7.56 ppm se aprecio una sefial triple de triples con J = 7.4y 1.2 Hz para el
proton aromatico H-5", en 7.41 ppm se encontré una sefal triple con J = 7.6 Hz para
los protones aromaticos H-4” y H-6”, en 6.66 ppm se observd una sefial simple para el
proton aromético de la posicion H-2, en 6.59 ppm se mostré una sefial simple
correspondiente al proton aromatico de la posicion H-5, en 4.65 ppm se observé un
sistema AB con J = 12.2 Hz correspondiente a los protones H-9a y H-9b, en 4.58 y
4.51 ppm se apreciaron dos sefales dobles con J = 12.0 Hz para los protones H-10a
y H-10b base de benzoato, en 2.53 ppm se encontro la sefial séptuple con J = 7.0 Hz
para el proton metinico de la posicion H-2’ en 2.17 ppm se mostro la sefal simple para
el metilo H-7, en 1.09 ppm se observo una sefal doble con J = 7 Hz de los metilos de
isopropilo H-3’ y H-4'. En el espectro de RMN de 3C (Figura 17) se encontraron entre
177.7 y 166.8 ppm las sefiales de carbonilo de los ésteres C-1’y C-1” respectivamente,
en 149.6 y 146.9 ppm se observaron dos sefales para los carbonos cuaternarios base
de oxigeno de las posiciones C-6 y C-3 respectivamente, en 133.5 ppm se aprecio la
sefal del carbono C-5”, entre 129.7 y 112.8 ppm se localizaron las sefales de los
carbonos aromaticos de la molécula, en 78.1 ppm se observé la sefal para el carbono
cuaternario base de alcohol C-8, en 67.9 ppm se encontro la sefial del carbono base
de oxigeno en C-9, en 67.3 ppm se mostro la sefial del carbono base de éster C-10,
en 33.9 ppm se encontro la sefial del carbono terciario base de isopropilo de la posicién
C-2’, en 18.7 ppm se observaron las sefales traslapadas para los carbonos de metilo
de las posiciones C-3’ y C-4’; finalmente, en 15.5 ppm se localizé la senal
correspondiente al carbono de metilo de la posicion C-7. El analisis espectroscopico
revel6 la presencia del derivado de timol denominado isobutirato de 10-benzoiloxi-
6,8,9-trihidroxitimilo (22), cuyos datos fueron iguales a los descritos por nuestro grupo

de trabajo.1?
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Figura 16. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCIz del isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (22).
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Figura 17. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz en CDCIs del isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (22).
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Con los compuestos aislados 19 y 22 se realiz6 un ensayo de captura de
radicales libres por el método de DPPH. Se ensay6 una curva control empleando acido
ascorbico a concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 pg/mL disuelto en
DMSO. Por otra parte se realizo el ensayo para los compuestos 19y 22, a las mismas
concentraciones descritas anteriormente, estas diluciones fueron preparadas en una
placa de 96 pocillos, posteriormente se agregaron 5 uL de DPPH+ 5mM, se incubaron
durante 20 min en obscuridad permitiendo asi que se llevara por completo la reaccion,
finalmente se midio la absorbancia a 515 nm. Los resultados obtenidos mostraron que
el compuesto 19 (isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo) presento nula
actividad antioxidante, mientras que el compuesto 22 (isobutirato de 10-benzoiloxi-
6,8,9-trihidroxitimilo) presenté moderada capacidad de neutralizacion de DPPH pues
la CEso calculada fue de 167.42 uM. Cabe mencionar que los ensayos se llevaron a
cabo por triplicado y se validaron a partir de curvas obtenidas con el acido ascérbico
cuya CEso fue de 22.14 pM. (Tabla 3 y grafico 1). Debido a que la actividad antioxidante
depende de los distintos grupos de compuestos y del numero de hidroxilos
sustituyentes, de acuerdo a la facilidad con la que el atomo de hidrégeno desde el
grupo hidroxilo puede ser donado a la especie radical la estructura quimica del
compuesto 22 es propicia para secuestrar radicales libres, por lo tanto se puede decir
gue este compuesto al presentar el anillo del epoxido abierto (glicol) y tener mayor
namero de sustituyentes hidroxilo presenta una mayor capacidad de neutralizacion de
radicales libres, mostrando mayor actividad antioxidante en comparacién con el
compuesto 19 que contiene so6lo un sustituyente hidroxilo en su anillo aromatico. Al
presentar 19 y 22 diferencias de funcionalidades Unicamente en las posiciones 8 y 9,
y de que 19 presentd nula capacidad de neutralizacion de radicales libres, podemos
proponer entonces que la presencia de los grupos hidroxilo OH-8 y OH-9 en 22 son

importantes para observar dicha actividad.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en el ensayo de captura de radicales libres por

DPPH.
Muestra Captacion de radicales Captacion de radicales
libres DPPH CEso libres DPPH CEso (UM)
(Hg/mL)
Acido ascorbico (Curva 3.90 22.14
control)
Compuesto 22 64.7 167.42

% de capacidad antioxidante

—T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 20
[og/mL]

Grafico 1. Representacion de la captacion de DPPH del compuesto 22.
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8 CONCLUSIONES

Del extracto de cloruro de metileno de las hojas de Ageratina glabrata se aislo
al isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (19) y del extracto metandlico

de hoja se aisl6 al isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (22).
o
o]
0 o)

OH

HO o HO o

o
OH

19 22

A estos compuestos se les realizé un ensayo de captura de radicales libres por
DPPH, de los cuales el compuesto 19 mostré6 nula actividad antioxidante y el
compuesto 22 mostré moderada actividad de neutralizaciéon de DPPH pues la CEso
calculada para este compuesto fue de 167.42 pM.
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9 PARTE EXPERIMENTAL

9.1 GENERALIDADES

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H a 400 MHz y de RMN de
13C a 100 MHz, se determinaron en un espectrémetro Varian Mercury Plus-400. En
todas las determinaciones se utiliz6 como disolvente deuterocloroformo (CDCls) y
como referencia interna se utilizo tetrametilsilano (TMS). Los espectros fueron

procesados empleando el programa MestRE Nova.

Los puntos de fusidn se obtuvieron mediante el instrumento, Fisher Scientific,

los cuales no estan corregidos.

Los valores de rotacion especifica se determinaron en CHCIs en un polarimetro
Perkin-Elmer 341.

Los espectros de UV fueron determinados en un espectrofotometro Perkin-
Elmer-Lambda 12.

Las mediciones del potencial antioxidante fueron realizadas en un
espectrofotometro de luz Ultravioleta-visible, Biotek® modelo ELx808, a una longitud
de onda de 515 nm, operado por el programa de computo Gen 5 version 2.01.14. Los
pardmetros estadisticos de las absorbancias medidas, se determinaron, utilizando una

hoja de calculo Microsoft Office Excel® 2010. OriginPro 8
9.2 MATERIA VEGETAL

Ageratina glabrata fue colectada en la desviacion a Cuanajo a 1 Km de la

carretera Patzcuaro-Santa Clara del Cobre el 2 de Marzo del 2015.
9.3 OBTENCION DE EXTRACTOS

Ageratina glabrata, se separé en sus partes: raices, tallos, hojas y flores, se
secaron a la sombra por dos semanas, posteriormente se maceraron durante tres dias
por separado en polaridad ascendente y por triplicado con hexanos, cloruro de

metileno y metanol obteniendo los extractos correspondientes.
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9.4 ANALISIS QUIMICO

Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (19)

Del extracto de cloruro de metileno
de hojas de Ageratina glabrata se
obtuvieron 900 mg de cristales incoloros
p.f. 112-114°C [a]sss +9.9, [a] 578 +10.0,
[a]ase +17.1, (c 0.8, CHCIs); UV(EtOH)
Amax Nm: 228; IR (CHCI3) Vmax cm™ : 3595,
3446, 2983, 1749,1722, 1453, 1273,
1119 RMN de !H (400 MHz, CDCIs) o:
7.97 (2H, dd, J = 7.8, 1.4 Hz, H-3”, H-7"),
7.55 (1H, tt, J = 7.8,1.4 Hz, H-5"), 7.42 (2H, t, J = 7.8 Hz, H-4", H-6"), 6.93 (1H, s, H-
5), 6.81 (1H, s, H-2), 4.77 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10a), 4.77 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10b),
3.11 (1H, d, J =5.2 Hz, H-9a), 2.85 (1H, d, J = 5.2 Hz, 9-b), 2.83 (1H, sept, J = 7.2 Hz,
H-2), 2.21 (3H, s, H-7), 1.31 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-3"), 1.30 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-4).
RMN de *3C (100 MHz, CDCl3) 6: 175.8 (C, C-1’), 166.0 (C, C-1"), 151.6 (C, C-6), 141.6
(C, C-3), 133.1 (CH, C-5"), 129.6 (CH, C-3”, C-7"), 129.5 (C, C-4), 128.3 (CH, C-4",C-
6”), 127.2 (C, C-2"), 125.7 (C,C-1), 124.6 (CH,C-2), 114.6 (CH, C-5), 65.4 (CH2, C-10),
56.9 (C, C-8), 51.1 (CHz, C-9), 34.1 (CH, C-2’), 19.0 (CHs, C-3’), 18.9 (CHs, C-4’), 15.7
(CHs, C-7).

Isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (22)

Del extracto metandlico de hojas de

Ageratina glabrata se obtuvieron 890 mg

J{ de una miel marron, [a]sse -1.0, [a]s7s -1.2,
7 2 [a]sa6 -1.5, [a]ase -3.2, [a]zes BE (Cc 2.46,
CHCls), UV (EtOH) Amax nm: 296, 228; IR:
(CHCI3) vmax cm™: 3604, 3425, 1715,
1470, 1272, 1158; RMN de H (400 MHz,
CDCI3) 6: 7.98 (2H, dd, J = 8.2, 1.2 Hz, H-
3", H-7”), 7.56 (1H, tt, J = 7.4, 1.2 Hz, H-
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5”), 7.41 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-4”, H-6"), 6.66 (1H, s, H-2), 6.59 (1H, s, H-5), 4.65 (2H,
AB, J = 12.2 Hz, H-9a, H-9b), 4.53 (1H, d, J = 12 Hz, H-10a), 4.51 (1H, d, J = 12 Hz,
H-10b), 2.53 (1H, sep, J = 7 Hz, H-2°), 2.17 (3H, s, H-7), 1.09 (6H, d, J = 7 Hz, H-3', H-
4. RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &: 177.7 (C, C-1’), 166.8 (C, C-1"), 149.6 (C, C-6),
146.9 (C, C-3), 133.5 (CH, C-57), 129.7 (CH, C-3”, C-7”), 129.1 (C, C-4), 128.5 (CH, C-
47, C-6”), 126.0 (C, C-27), 120.0 (C, C-1), 120.0 (CH, C-2), 112.8 (CH, C-5), 78.1 (C,C-
8), 67.9 (CHz, C-9), 67.3 (CH2, C-10), 33.9 (CH, C-2’), 18.7 (CHs, C-3’, C-4’), 15.5 (CHs,
C-7).

9.5 ENSAYO DE CAPTURA DPPH

Se pesaron 10 mg del compuesto 19 y del compuesto 22, posteriormente se
colocaron en un tubo Eppendorf y se disolvieron en 500 yL de metanol, de igual
manera se pesaron 10 mg de acido ascorbico se colocaron en un tubo Eppendorf y se
disolvieron en 500 yL DMSO, guedando asi cada uno de los compuestos en una
concentracion 20,000 pg/mL. De esta diluciéon se tomaron 100 pL se colocaron en otro
tubo Eppendorfy se diluyeron en 900 pL de MeOH teniendo en ellos una concentracién
de 2,000 pg/mL. Se tomaron 40 pL de muestra de cada uno de los compuestos y se
colocaron en la primera fila de una placa de 96 pocillos, posteriormente se colocaron
20 pL de MeOH en las siguientes seis filas de canales de la placa, se tomaron 20 L
de muestra de la primera fila y se fueron pasando a las posteriores 5 filas, en la sexta
se desecharon quedando de tal manera nuestras seis filas con 20 pL de muestra las
cuales se disolvieron con 175 yL de MeOH vy en la fila nUmero siete se colocaron 195
puL de MeOH siendo esta nuestro control negativo. Se adicion6é a cada canal de
nuestras siete filas 5 yL de DPPH+ 5 mM, quedando en diluciones de 200, 100, 50, 25,
12.5,6.25y 3.125 pg/mL, se dejo la placa sobre hielo cubriéndola de la luz por 20 min,

una vez transcurrido ese tiempo se tomo la lectura de absorbancia a 515 nm.
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