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RESUMEN

En la presente disertacion se describe el estudio de la composicion quimica de dos especies
endémicas de México, Ageratina cylindrica (McVaugh) R. M. King & H. Rob,
(Asteraceae) y Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R. M. King & H. Rob
(Asteraceae). El estudio fitoquimico de la especie 4. cylindrica condujo al aislamiento de
27 compuestos, 14 de los cuales no han sido descritos previamente en la literatura, ocho de
estos corresponden a derivados del timol y los seis restantes a derivados del acido ent-
kaurenoico. Se determin6 por primera vez la configuracion absoluta del compuesto 9, un
derivado del timol con un grupo epdxido, mediante espectroscopia de dicroismo circular
vibracional (VCD) en combinacidn con calculos teoéricos utilizando la teoria del funcional
de la densidad (DFT) y mediante la determinacién de los parametros de Flack y Hooft
obtenidos mediante difraccion de rayos X, utilizando radiaciéon de cobre. La Ageratina
petiolaris es conocida en el Estado de México como “hierba del Angel” y se utiliza para el
tratamiento de la diabetes, mientras que, en el estado de Michoacan se utiliza para el
tratamiento de desordenes estomacales. En este trabajo se evalu6 el efecto hipoglucemiante
del extracto acuoso y metandlico de las partes aéreas de A. petiolaris en ratas con
hiperglucemia inducida utilizando el modelo de la Streptozotocina-nicotinamida (STZ-NA)
empleando dosis de 40 y 60 mg/Kg en el caso del extracto acuoso y de 67 y 670 mg/Kg
para el extracto metanolico. Los extractos mostraron un efecto hipoglucemiante
significativo a las tres horas posteriores a la administracion. El estudio de los componentes
quimicos de ambos extractos condujo a la identificacion de L-chiro-inositol y dacido
clorogénico como constituyentes del extracto acuoso y como probables responsables de la
actividad. Los compuestos aislados de ambas especies fueron evaluados como
antiprotozoarios contra Giardia lamblia y Entamoeba histolytica y los resultados indican
que estos tienen un efecto débil sobre los parésitos. Los derivados del timol 9-13 se
evaluaron como inhibidores del hiperperistaltismo intestinal y se observd que los
compuestos 9 y 13 representan entidades quimicas con importante potencial como
antidiarreicos y que el sustituyente hidroxilo en la posicion C-6 del anillo del timol parece

ser importante para mantener la actividad de los compuestos.



ABSTRACT

In the present dissertation the isolation, structural characterization of secondary metabolites
from Ageratina cylindrica (McVaugh) R. M. King & H. Rob, (Asteraceae) and Ageratina
petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R. M. King & H. Rob (Asteraceae), two endemic species
of Mexico, is described. From the leaves of Ageratina cylindrica, through successive
chromatographic process 27 compounds were isolated, 14 of them were new chemical
structures, eight thymol derivatives, and six ent-kaurenoic acid glycosides. The absolute
configuration of a thymol derivative (compound 9) was established for the first time by
vibrational circular dichroism spectroscopy in combination with density functional theory
calculations, and by evaluation of the Flack and Hooft X-ray parameters. Ageratina
petiolaris is used traditionally in some communities in the State of Mexico for the
treatment of diabetes, and it is commonly known as “hierba del angel”. In the state of
Michoacan, it is used to treat stomach disorders. The hypoglycemic effect of the aqueous
and methanolic extracts from the aerial parts of Ageratina petiolaris were tested by the
streptozotocin-nicotinamide (STZ-NA) assay in rats. A single oral administration of the
water extract at doses of 40 and 160 mg/kg and doses of 67 and 670 mg/kg of the methanol
extract were evaluated. The tested extracts were able to reduce the increase of glucose
blood level after three hours of extract administration. L-chiro-inositol and chlorogenic acid
were isolated as important constituents of the plant and were identified in both extracts
along with other constituents. The antiprotozoal evaluation of the isolated compounds
against Entamoeba histolytica and Giardia lamblia trophozoites is described; all tested
compounds showed weak activity. Thymol derivatives 9-13 were also tested for
antipropulsive effect activity using the charcoal-gum acacia induced hyperperistalsis model
in rats. Compounds 9 and 13 showed high inhibitory effect in this model. The presence of a
hydroxyl group at the C(6) position in thymol derivatives 9 and 13 seems to be important
for the inhibition of hyperperistalsis.



1. ANTECEDENTES

Las plantas han sido utilizadas para el tratamiento de diversos padecimientos a
través de los siglos en todo el mundo. En las areas rurales de los paises en desarrollo son
utilizadas como la principal fuente de tratamiento para diversos padecimientos y los
compuestos derivados de ellas han mostrado ser una herramienta muy valiosa en la
busqueda de nuevos compuestos bioldgicamente activos. Se han descrito trabajos donde se
demuestra que aproximadamente el 60 % de los farmacos aceptados por la FDA estan
relacionados con los productos naturales, ya sea por semisintesis, modificaciones quimicas

N , . . , 1
o inspirados en algin metabolito secundario extraido de una fuente natural.

Datos descritos por la SEMARNAT indican que México se encuentra en quinto
lugar en el numero de plantas vasculares que crecen en su territorio y en tercer lugar en
plantas endémicas,” lo que lo convierte en un pais con una enorme fuente potencial de
productos naturales de origen vegetal con diferentes actividades biologicas que pueden se

exploradas.

A pesar de que se han registrado aproximadamente 400,000 especies de plantas en
la naturaleza, se considera que solo se ha estudiando la composicidon quimica de alrededor
del 1% de ellas, de manera que aun existe una alta probabilidad de encontrar nuevas

estructuras quimicas que resulten bioldgicamente activas.

La familia Asteraceae o Compositae es la familia mas grande de plantas con flores,
comprende aproximadamente 23,000 especies divididas en 12 subfamilias y 1,600
géneros.” Es una de las familias mas diversas y la mas ampliamente distribuida en el
mundo, excepto en el continente Antartico.* En el continente Americano existen alrededor
de 373 géneros descritos; alrededor de 371 de éstos crecen en México y 67 de ellos son

SO r 5
endémicos de nuestro pais.

En la familia Asteraceae se incluyen especies de importancia econémica; se han
descrito especies usadas como flores de ornato, otras son valiosas fuentes de caucho y
sustancias colorantes para textiles, en la industria alimentaria destacan sus usos como
colorantes, saborizantes y edulcorantes, ademds representan una importante contribucion a
la industria cosmética y apicola. En otro sentido, muchas especies son consideradas como

hierbas y malezas invasoras que causan importantes pérdidas econdmicas en la agricultura.



Especies de la familia Asteraceae se han usado desde tiempos ancestrales en la
medicina tradicional de muchos paises, entre ellos México, para el tratamiento de diversos
padecimientos. Las evaluaciones bioldgicas de algunas de estas especies han mostrado su
actividad como antihelmiticos, antihemorragicos, anti-inflamatorios, antimicrobianos,
diuréticos, analgésicos, hipoglucemiantes, antioxidantes y antiespasmodicos, entre otros.’
Ejemplo de lo anterior es el uso del “zoapatle” o “cihuapatli” (Montanoa tomentosa),
utilizada en México desde tiempos prehispanicos por sus propiedades ocitoxicas para
inducir las contracciones uterinas durante el parto y el “qinghao”, “ajenjo dulce o ajenjo
chino” (Artemisia annua), utilizada en China desde el siglo IV para el tratamiento de la
malaria y que fue objeto del premio Nobel de Medicina 2015, otorgado a la cientifica
Youyou Tu por sus investigaciones sobre extractos de plantas utilizadas en la medicina
tradicional china para el tratamiento de la malaria. Los trabajos de investigacion de la
investigadora Youyou Tu llevaron al aislamiento de la artemisinina y al desarrollo de
nuevas terapias basadas en este compuesto (“Artemisinin-based Combination Therapy™),

que constituyen hoy en dia el principal tratamiento recomendado por la OMS para el

tratamiento de la malaria.
1.1. El género Ageratina (Eupatorieae)

En el género Ageratina (Eupatorium) se incluyen aproximadamente 1,200 especies
distribuidas principalmente en las regiones tropicales de América, Europa, Asia y Africa,
aproximadamente 250 especies se concentran en México, América Central y en la
Cordillera de los Andes, ademés de algunas endémicas de los Estados Unidos, Canada, el

Caribe y sur del Brasil.”

Algunas especies del género Ageratina son utilizadas en el tratamiento de
. . . 8 . . , . 9 , .. .10
infecciones bacterianas, infecciones fingicas,” asi como agentes antiinflamatorios y

roe 11 ’ . . .. . , .
analgésicos. " De alli que se han obtenido diferentes compuestos con actividades bioldgicas
que podrian ser estructuras lideres en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos.
Entre los constituyentes principales de este género, se encuentran los terpenoides,

flavonoides y alcaloides pirrolizidinicos.'?



1.2. Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M. King & H. Rob

Ageratina petiolaris es una especie endémica de México."> Se encuentra distribuida
en la Republica Mexicana en los Estados de Veracruz, Tlaxcala, Tamaulipas, San Luis
Potosi, Puebla, Oaxaca, Nuevo Ledn, Michoacan, Estado de Mcéxico, Hidalgo,

Aguascalientes, Guanajuato, Durango, Coahuila y Chiapas."

La especie se encuentra entre las mas de 300 plantas con propiedades
hipoglucemiantes reportadas en México'” y entre las especies descritas en el Atlas de la

Medicina Tradicional Mexicana utilizadas para el tratamiento de la diabetes tipo 2.'°

Algunas comunidades del Estado de México refieren a la “hierba del angel” o
“yolochichotl” (Ageratina petiolaris) como tratamiento para la diabetes.'” En el estado de
Michoacén se utiliza para el tratamiento de algunos desordenes estomacales, dolores
musculares, dolor de cabeza, como anticoagulante, astringente, antihistaminico,
antirreumatico e inmunoestimulante.'® Ademas, también se le atribuyen propiedades

antibacterianas contra Helicobacter pylori.”

Hasta el momento, se han realizado tres estudios enfocados en la fitoquimica de
Ageratina petiolaris y se ha observado que los extractos menos polares se encuentran
constituidos principalmente por derivados del timol, lactonas sesquiterpénicas, cromenos,

triterpenoides y diterpenoides derivados del ent-labdano (Figura 1).%
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Figura 1. Constituyentes quimicos de Ageratina petiolaris.
1.3. Ageratina cylindrica (McVaugh) R.M.King & H.Rob
Ageratina cylindrica es una especie endémica de México,”' se encuentra incluida en
la flora de Jalisco, México, Michoacan y Morelos. Se caracteriza por sus flores rosas o

moradas; inflorescencia elongada formando un tirso ovoide o subcilindrico, inflorescencia

y brécteas verdes tomentosas; aquenios glutinosos con puntos resinosos (Figura 2).



Figura 2. Ageratina cylindrica, tomado de McVaugh, R. 1972. Contributions from the University of
Michigan Herbarium, 9(4): 393, f. 13.

McVaugh describi6 la especie originalmente como:

“ Frutex procerus, vel arborescens, caulibus 3-5-metralibus, ramulis foliisque
juvenilibus paullo arachnoideo-tomentosis glutinosisque, pendunculis phyllariisque
pauciglandulosis; folia mox glabrescentia pilis secum nervum medium et subtus in venarum
majorum axillis persistentibus; foliorum laminae late ovatae vel deltoideae, triplinerves vel
venis pinnatis, 6-11 cm longae, 5-9 cm latae, saepe tam latae quam longae, vel
sesquilongiores quam latiores, apice subobtusae, basi late truncato-sub-cordatae vel
rotundatae, marginibus quoque latere dentibus late triangularibus 30-40 dentatis, prope
basin integris et in petiolum 3-5 cm longum cuneatim decurrentibus; folia intflrescentiae
ramulorum integra vel subintegra, ovata, 1-3.5 longa; inflorescentia thyrsiformis, cylindrica
vel anguste ovoidea, (10) 30-50 cm longa, paucifoliata, ramis ascendentibus 5-15 cm
longis, 2-3-plo ramosis; capitula plurima, 21-27-flora, sub anthesi subrosea vel
purpurascentia, pendunculis  4-10 mm longis; involucrum 20-25 (-30), interiora

subaequalia ca 15, elliptico-lanceolata, acuta, 0.8-1 mm lata, exteriora vix breviora, extima



angustiora; corolla alba vel pallide subrosea, 5-6 mm longa, anguste tubuloso-campanulata,
lobis 0.8 mm longis pilosis; antherae1.3-1.5 mm longae, basi obtusae, appendicibus, 0.2-0.3
mm longis; styli ramuli filiformes, exserti 4 mm; achaenia 3.8-4.5 mm longa, nigrescentia,
S-angulata, clavato-columnaria, substipitata, globulis resinosis instructa, et prope apicem
etiam stipitato-glandulosa; pappus subroseus, biseriatus setis interioribus ca 30, barbellatis,
crassiusculis, apice paullo dilatatis, corollam subaequantibus, exterioribus paucis (ca 10) ,

0.5-1.5 mm longis; receptaculum glabrum.”??

1.4. Diabetes y medicina tradicional

Segun la Asociacion Americana de Diabetes, la diabetes mellitus se define como un
grupo de enfermedades caracterizadas por un alto nivel de glucosa plasmatica que es
resultado de defectos en la capacidad del cuerpo para producir o usar la insulina.” La
Organizaciéon Mundial de la Salud la ha dividido en 3 tipos principales: tipo 1, tipo 2 y
gestacional. La primera de ellas es de etiologia desconocida y se caracteriza por una
produccion ineficiente de insulina; la segunda, se debe a la utilizacién ineficaz de la
insulina y la tercera se caracteriza por hiperglucemia que aparece durante el embarazo y
alcanza niveles que, a pesar de que son superiores a los normales, son inferiores a los

establecidos para diagnosticar una diabetes de tipo 1 6 2.

La diabetes se ha convertido en un serio problema de salud publica; en 2015, la
Federacion Internacional de la Diabetes estim6 que aproximadamente 415 millones de
personas padecian diabetes a nivel mundial y prevé que para el 2040 esta cifra se
incremente a 642 millones de individuos.** Por otro lado, datos reportados por la
Organizacion Mundial de la Salud indican que en 2012 fallecieron 1.5 millones de personas
como consecuencia de este padecimiento, y que el 80% de estos decesos se registraron en

4 . . . 2
paises de ingresos bajos y medios.*

Las estadisticas indican que la diabetes tipo 2 es la de mayor prevalencia, afecta

aproximadamente al 90 % de los individuos que presentan este padecimiento.

Cuando la diabetes se detecta en etapas tardias o no se trata adecuadamente
ocasiona complicaciones graves de salud que afectan diversos érganos y sistemas. Los
principales efectos de una diabetes no tratada apropiadamente son nefropatia, retinopatia,

neuropatia, dislipidemia y enfermedades cardiovasculares. Ademas del desgaste fisico que

6



este padecimiento representa para el paciente, también implica un alto impacto en la
economia; se ha calculado que los gastos médicos de una persona con diabetes son de dos a

cinco veces mas altos que los de una persona sin este padecimiento.

En México, la situacion es muy similar a la del resto del mundo, segun datos
reportados por la Federacion Internacional de Diabetes 2015, México es uno de los paises
con mayor prevalencia de diabetes. Se calcula que aproximadamente 11.5 millones de

personas entre 20 y 79 afios padecen esta enfermedad.?

La diabetes es uno de los principales retos que enfrenta el sistema de salud
mexicano en términos de atencion médica y salud publica. Las terapias actuales para la
diabetes tipo 2 incluyen principalmente farmacos orales, tales como sulfonilureas,
biguanidas inhibidores de o-glucosidasas, y tiazolidinedionas, los cuales son empleados
como monoterapia o en combinacion. Sin embargo, todos ellos presentan efectos adversos
que deben ser anulados o minimizados (Cuadro 1). Por lo tanto, el desarrollo de nuevos
farmacos hipoglucemiantes mas seguros, accesibles y efectivos, sigue siendo una necesidad

urgente.

Cuadro 1. Farmacos hipoglucemiantes y principales efectos adversos

Categoria Ejemplo Principales efectos adversos
Sulfonilureas Glibenclamida Hipoglucemia e incremento de peso
Biguanidas Metformina Sintomas gastrointestinales (diarrea, nausea y

dolor abdominal), acidosis lactica y sabor
metalico.

Inhibidores de o-glucosidasas Acarbosa Sintomas gastrointestinales (diarrea, calambres
abdominales y flatulencias)

Tiazolidinedionas Rosiglitazona  Hepatotoxicidad

Tomado y modificado de Nat. Prod.Rep. 2012, 29, 580-606."

En este sentido, los productos naturales surgen como una alternativa viable para la
busqueda de nuevas entidades quimicas con potencial terapéutico como hipoglucemiantes
debido a la inmensa variedad estructural que presentan y utilizando como fundamento el

uso tradicional de las plantas para el tratamiento de multiples enfermedades.



Entre los productos que se han aislado de plantas y que presentan actividad
hipoglucemiante se encuentran principalmente los lignanos, flavonoides y terpenoides. La
Figura 3 muestra algunos de los compuestos aislados de especies de la familia Asteraceae

con potencial actividad como hipoglucemiantes.
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Figura 3. Compuestos con actividad hipoglucemiante aislados de especies pertenecientes a la familia
Asteraceae.”™

Por otro lado, se sabe que la poblacion recurre al uso de las plantas como una
alternativa “segura” y accesible y hace uso de ellas, ya sea como Unico tratamiento o en
combinacion con farmacos alopaticos. Cuando un paciente no se siente mejor después de
un corto periodo de tiempo utilizando el tratamiento convencional, busca otras alternativas.
En un estudio de campo llevado a cabo recientemente se observéd que del total de diabéticos
entrevistados 97 % estaban bajo prescripcion médica, 91 % usaban plantas medicinales
9

como complemento al tratamiento y solo 3% usaban exclusivamente plantas medicinales.”

En México, el uso de plantas para el tratamiento de la diabetes tipo 2 ha sido descrito



previamente;>’ sin embargo, en la mayoria de los casos no existen suficientes fundamentos

cientificos que avalen su uso.

Tomando como antecedente el uso tradicional de las plantas para el tratamiento de
la diabetes, asi como la amplia diversidad estructural en cuanto a entidades quimicas que
biosintetizan, es posible considerarlas como un punto de partida en la busqueda de nuevas
entidades quimicas con actividad biolégica asi como una herramienta de estudio para

validar su uso tradicional.
1.5. Diarreay plantas medicinales

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la diarrea se define como la
deposicion, tres o mas veces al dia (o con una frecuencia mayor que la normal para la
persona) de heces sueltas o liquidas. Las enfermedades diarreicas son la principal causa de
mortalidad y morbilidad en la nifiez en el mundo, representan la segunda causa de muerte
en nifios menores de cinco afios y ocasionan la muerte de alrededor de 760, 000 nifios al

ano.

En México, entre 2000 y 2010 la incidencia de este padecimiento disminuy6 un
24.8% y desde 1990 no estd incluida entre las principales causas de mortalidad. Aunque
estos datos son alentadores, también se ha observado que las mayores tasas de incidencia se
reportan en nifios menores a un afio,”’ lo que marca la pertinencia de la bisqueda y
desarrollo de nuevos farmacos adecuados para el tratamiento de este padecimiento en la

poblacién infantil.

La diarrea es causada por diversos organismos bacterianos, virus y parasitos, la
mayoria de los cuales, se transmiten por agua con contaminacion fecal. Entamoeba
histolytica es el principal parasito causante de la amibiasis y se ha convertido en un grave
problema de salud piblica a nivel mundial;** la amibiasis es considerada como la tercera
parasitosis de importancia medica después de la malaria y la esquistosomiasis. Este parasito
es el de mayor incidencia en los paises en vias de desarrollo en América Latina, donde las
condiciones sanitarias, la explosion demografica y los inadecuados tratamientos
intensifican el desarrollo de la infeccion.™® Al igual que Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia es un protozoario que frecuentemente es responsable de infecciones

gastrointestinales, los tratamientos comunes para la erradicacion de estos parasitos, como el

9



metronidazol, son efectivos pero muestran efectos indeseables tales como dolor epigéstrico,
nauseas, vomitos, diarrea, anorexia, cefaleas, convulsiones, vértigo, encefalopatia,
meningitis aséptica, confusion, alucinaciones, trastornos transitorios de la vision,
neuropatia optica, neuritis, neutropenia, trombocitopenia, dafio hepatico, prurito, urticaria,
entre otros. Se han desarrollado multiples farmacos para el tratamiento farmacoldgico de
las infecciones diarreicas, sin embargo, como en el caso del metronidazol, no son
adecuados para el tratamiento de los nifios debido a los efectos secundarios y adversos que
presentan, por lo que la investigacion y desarrollo de nuevos agentes eficaces y selectivos
para mejorar la terapia contra la diarrea se ha incrementado notablemente y los productos
naturales juegan un rol crucial en el desarrollo de una nueva generacion de farmacos

antidiarreicos.

La diarrea puede ser causada por otros factores no infecciosos tales como trastornos
funcionales del intestino (sindrome del intestino irritable), enfermedades intestinales,
intolerancias alimentarias y reacciones medicamentosas. Independientemente de la
etiologia de la diarrea, esta representa un problema grave no solo para la poblacion infantil;
en adultos, el sindrome de intestino irritable es la principal causa de ausentismo laboral y
representa un impacto profesional negativo en el individuo, la sociedad y el Sistema de

Salud.**

Se ha hecho énfasis en el uso de la rehidratacion oral como terapia de reemplazo
para reconstituir los fluidos y electrolitos perdidos. Sin embargo, generalmente el
tratamiento para la diarrea no es especifico y la terapia debe enfocarse en la reduccion de
los movimientos intestinales y detencion rapida y eficaz de las evacuaciones, para tal
efecto, existen en el mercado farmacos sintéticos tales como los que se muestran en el
Cuadro 2, que estan disponibles para el tratamiento de la diarrea pero que presentan efectos

adversos e incrementan la resistencia de los patdgenos a los antibioticos comunes.

Por lo tanto, la investigacion y desarrollo de agentes mas efectivos y seguros para el

tratamiento de la diarrea contintia siendo un area de alto impacto en la investigacion.

En México se han descrito varias especies de plantas con potencial terapéutico para
el tratamiento de los desordenes gastrointestinales que actian ya sea como antibacterianos,

antiprotozoarios o por inhibicién de la motilidad intestinal.*
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En conclusion, la importancia de las investigaciones enfocadas a la busqueda de
productos naturales como alternativas de farmacos antidiarreicos continua siendo una de las
opciones mas viables para identificar y evaluar el potencial farmacologico de las plantas,

asi como de los metabolitos derivados de ellas.

Cuadro 2. Farmacos antidiarreicos y principales efectos adversos

Farmaco Efecto adverso

Antisecretores Sulfasalazina Erupciones, fiebre, dolor de

articulaciones y hemolisis

Subsalicilato de bismuto Ninguno a dosis terapéuticas
Atropina Vision borrosa
Mesalazina Nauseas, dolor abdominal y

dolor de cabeza

Antimotilidad Codeina Nausea, vomito y mareos
Difenboxilato de atropina Apnea, sedacion, obnubilacion
mental
Loperamida Calambres abdominales y
erupciones

11



2. JUSTIFICACION

Considerando la elevada incidencia e importancia de la diabetes mellitus tipo 2 y las
enfermedades diarreicas en México, se hace necesaria la busqueda de alternativas,
tratamientos y nuevas entidades quimicas que resulten mas accesibles, eficaces y que

minimicen los efectos indeseables de los farmacos disponibles en el mercado.

Por otro lado, el endemismo de nuestro pais permite explorar un alto niumero de
especies de plantas vasculares que han sido usadas desde tiempos ancestrales por sus
propiedades medicinales y que representan una fuente idonea para la busqueda de
novedosas entidades quimicas con efecto hipoglucemiante, asi como con propiedad

antidiarreica, antiprotozoaria y/o para el tratamiento de desordenes estomacales.

Las investigaciones en productos naturales pueden contribuir al descubrimiento de
nuevos compuestos activos con novedosas estructuras, las cuales podrian ser utilizadas
como lideres para el desarrollo de farmacos hipoglucemiantes y para el tratamiento de
desérdenes estomacales. En el presente proyecto se plantea el andlisis quimico y la
evaluacion bioldgica de dos especies de plantas, como posibles fuentes de antiprotozoarios
e hipoglucemiantes de origen natural. La primera de ellas, Ageratina petiolaris
seleccionada tomando en cuenta el criterio etnobotanico y Ageratina cylindrica por su
relacion taxondémica con la primera. Ademads, lo anterior, representard un aporte al

conocimiento quimico y biologico de la flora endémica de México.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento quimico y bioldgico de especies de la flora mexicana
mediante el estudio de dos especies del género Ageratina: Ageratina petiolaris y Ageratina

cylindrica.
3.2. Objetivos especificos

Aislar metabolitos secundarios presentes en las especies seleccionadas mediante

técnicas cromatograficas.

Flucidar la estructura de los metabolitos secundarios mediante las técnicas

espectroscopicas pertinentes y espectrometria de masas.

Evaluar la potencial actividad antiprotozoaria de los extractos organicos y acuosos
asi como de los compuestos puros aislados de las especies en estudio utilizando el método
de subcultivos como modelo experimental y empleando a Entamoeba histolytica y Giardia

lamblia como organismos de prueba.

Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso y metanolico asi como de los
compuestos puros aislados de las partes aéreas de Ageratina petiolaris utilizando modelos

biologicos convencionales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la potencial actividad antiprotozoaria de los extractos de
Ageratina cylindrica y Ageratina petiolaris

Los resultados de la evaluacion antiprotozoaria de los extractos contra Entamoeba
histolytica y Giardia lamblia (Cuadro 3) muestran que los valores de Clsy se encuentran
entre 25.2 mg/mL y 55.0 mg/mL y que los extractos mds activos corresponden a los
acuosos en ambas especies, lo que es congruente con el uso tradicional de A. petiolaris en

forma de infusion para el tratamiento de las afecciones estomacales.

La evaluacion de la actividad de los extractos indico que las especies propuestas son
buenos candidatos para la busqueda de nuevos agentes antiprotozoarios, lo que motivo la

realizacion de su estudio fitoquimico.
4.2. Estudio fitoquimico del extracto hexanico de Ageratina cylindrica

El estudio del extracto hexanico de Ageratina cylindrica condujo al aislamiento e
identificacion de 13 metabolitos de la especie. Siete de ellos resultaron compuestos
descritos con anterioridad en la literatura quimica como son el acido 2-a-iso-valeroiloxi-
eperuico (4) de naturaleza diterpénica, los acetatos de los triterpenos pentaciclicos:
baurenol (1), traxasterol (6) y pseudo-taraxasterol (7), el espatulenol (8) de naturaleza
sesquiterpenica, ademas de la mezcla de esteroles, B-sitosterol (2) y estigmasterol (3)
(Figura 4). Los seis compuestos restantes 9, 5, 10, 11, 12 y 13 corresponden a derivados del
timol cuyas estructuras no han sido descritas previamente y los cuales se nombraron

cylindrinoles A-F respectivamente.
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Figura 4. Metabolitos aislados del extracto hexanico de Ageratina cylindrica.

Los derivados del timol son compuestos que destacan entre los componentes
aislados del género Ageratina. La diversidad en cuanto a estructura quimica y especies
vegetales que los biosintetizan, asi como la probabilidad de tener centros estereogénicos,
incrementa la probabilidad de encontrar entre ellos nuevas entidades quimicas con
diferentes actividades bioldgicas. Esta clase de compuestos han sido descritos en 98
especies vegetales y en 42 géneros de la familia Asteraceae. Se encuentra documentado que
solo el 10 % de los derivados del timol han sido evaluados biolégicamente como
antibacterianos, antinflamatorios, antioxidantes, citotoxicos, piscicidas y agentes

alelopaticos.*®
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Cuadro 3. Resultados de la actividad antiprotozoria de los extractos acuosos y organicos de

Ageratina cylindrica y Ageratina petiolaris

Extracto Especie /Control Entamoeba histolytica Giardia lamblia
Clso (mg/mL) (IC) Clso (mg/mL) (IC)
Hexano A. cylindrica 47.5 (46.5-48.5) 43.7 (43.2-44.3)

Diclorometano A. cylindrica 52.6 (51.8-53.4) 45.5 (54.2-45.8)
Acetona A. cylindrica 48.1 (47.5-48.7) 51.7 (50.2-62.6)
Metanol A. petiolaris 56.2 (55.5-56.9) 59.0 (58.1-60.7)
A. cylindrica 51.7 (51.2-52.2) 55.0 (54.0-57.1)
Agua A. petiolaris 25.2/(25.7-24.8) 38.2 (38.6-37.9)
A. cylindrica 30.6 (31.1-30.2) 33.7 (34.1-33.2)
Emetina 1.05 (1.06-1.04)* 0.42 (0.43-0.41)*
Metronidazol 0.04 (0.05-0.03)* 0.21 (0.28-0.14)*
Metronidazol*” 0.23 (0.58-0.17) 1.22 (1.57-0.81)

Los resultados estan expresados como la media (n = 6). IC = intervalo de confianza al 95%. Los valores
marcados con * se consideraron con diferencia significativa respecto al control con p < 0.05. Cls, calculada

mediante un anélisis probit. * Controles positivos.

A continuacidén se describe la elucidacion estructural de los derivados del timol

aislados de Ageratina cylindrica.

4.2.1. Cylindrinol A: Isobutirato de (8S)-10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-

oxotimol (9)

Por razones de conveniencia, se discute detallada y primeramente la elucidacion de

la estructura del compuesto 9 (Figura 5).

El isobutirato de (8S)-10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-oxotimol (9) se aislo

como un aceite amarillo y posteriormente fue cristalizado en una mezcla de
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hexanos:CH,Cl, (2:1). El compuesto se caracterizd completamente mediante métodos
espectroscopicos, principalmente RMN de 'H y "*C incluidos experimentos mono- y
bidimensionales, asi como homo- y heteronucleares (DEPT, COSY, TOCSY, HSQC y
HMBC).

El espectro de RMN ' H de 9 (Cuadro 5) exhibié dos sefiales en la region de
protones aromaticos, una de ellas a 67.32 como una sefial doble (d) con constante de
acoplamiento, J = 0.4 Hz, que se asignd al proton H-2 con acoplamiento a larga distancia
con el proton para H-5, y otra a 67.21 como una senal doble de dobles (dd), con contantes
de acoplamiento, J = 0.8 y 0.4 Hz, que se asign6 al protéon H-5 con acoplamiento a larga
distancia con H-7 y acoplamiento para con H-2, de esta manera estas sefiales fueron
asignadas a H-2 y H-5 del anillo del timol, respectivamente. Dos sefiales a muy altas
frecuencias, una sefial simple aguda a ¢ 10.88 (intercambiable con D,0O) y una sefial doble
con un desplazamiento, 6 9.85, y una constante de acoplamiento, J = 0.8 Hz (no
intercambiable con D,0), fueron asignadas a los protones de un grupo OH fendlico en C-6
y un grupo aldehido en C-1, respectivamente con base en el desplazamiento quimico del
proton del fenol que se encuentra formando un puente de hidrégeno con el carbonilo del
aldehido en C-1 del anillo del timol. Lo anterior fue confirmado por los acoplamientos a
tres enlaces observados en el experimento HMBC entre el proton del metino aromatico a ¢
7.32 (H-2) y el carbonilo del aldehido (C-7, 6 195.6) y entre el proton del fenol (0 10.88) y
el carbon del metino aromatico C-5a 6 118.6 (o 7.21).

Adicionalmente, el proton aromatico H-2 (0 7.32) también mostré acoplamientos a
dos y tres enlaces con los cuatro carbonos cuaternarios del anillo aromético C-1 (0 120.5),
C-3 (0 141.3), C-4 (0 139.0) y C-6 (0 159.3). Por su parte, el proton aromatico H-5 (6 7.21)
mostrd acoplamientos con C-1, C-3, C-6 y con el carbono cuaternario sp® que soporta el

grupo epoxi (C-8, 0 57.3).
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Figura 5. Estructura del isobutirato de (85)-10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-

oxotimol (9).

Las sefales multiples observadas a ¢ 7.96 (2H), 7.56 (1H) y 7.43 (2H) indicaron la
presencia del grupo fenilo de un benzoato, mientras que la presencia de dos sefiales dobles,
una de ellas en 6 1.33 (3H, J = 6.8) y otra a 6 1.34 (3H, J = 6.8) junto con una sefial
séptuple en o 2.87 (1H, J = 6.8) revelaron la presencia de un grupo isobutirato en la

molécula.

En el espectro de RMN lH, se observan ademas, dos sistemas AB como sefales
dobles a 63.15, 2.88 (J=5.2 Hz) y 4.85, 4.45 (J = 12.4 Hz), las cuales fueron atribuidas a
los metilenos de las posiciones C-9 y C-10, bases del grupo epoxi y el benzoato

respectivamente.

El espectro de RMN °C mostro 19 sefiales representando 21 carbonos, los cuales,
acorde con el experimento DEPT, corresponden a dos CHs, dos CH,, nueve CH (dos pares

de ellos simétricamente equivalentes) y ocho carbonos cuaternarios.

La posicion relativa de los ésteres, fue establecida con base en las correlaciones
observadas en el experimento HMBC. El benzoato se ubicé en C-10 con base en los

acoplamientos de los protones del metileno en 6 4.85 (H-10a) y 4.45 (H-10b) con el
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carbonilo a 6 166.1 (C-1’), el cual a su vez, muestra acoplamiento con los protones
aromaticos a o0 7.96 (H-3°,7°). Consecuentemente, el isobutirato debe ubicarse en la
posicion C-3.

El espectro de masas determinado mediante el modo de ionizacion por electrospray
+

(ESI-MS) muestra un pseudo ion molecular de m/z = 407 correspondiente al ion [M+Na]

congruente con la formula molecular C,;H,00O7 + Na, lo que apoya la estructura propuesta.

La configuracion absoluta de 9 se establecio como (8S) por dicroismo circular
vibracional (DCV) en combinacion con calculos tedricos. Este método involucra la
comparacion del espectro de DCV experimental con el calculado mediante la teoria del
funcional de la densidad (DFT). Para esto, se inici6 con un analisis conformacional de
mecanica molecular utilizando el método de Monte Carlo y el campo de fuerzas MMFF94.
Este protocolo proporciond 223 conférmeros en un intervalo de energia de 10 kcal/mol
respecto al conférmero mas estable. Dado el alto nimero de conférmeros obtenidos, se
realiz6 un célculo de punto simple para todas estas estructuras utilizando el nivel de teoria
B3LYP/6-31G (d,p), se descartaron aquellas con una energia relativa por arriba de 5
kcal/mol respecto a la mas estable obteniéndose unicamente 66 confoérmeros. Las 66
estructuras obtenidas se sometieron a una optimizacion de geometria con el funcional
B3LYP y la base DGDZVP obteniéndose 31 conférmeros con energias relativas dentro de
una ventana de 3 kcal/mol. Finalmente, se calcularon las energias libres y la poblacion
conformacional asumiendo una distribuciéon de Boltzmann de estas 31 estructuras
conformacionales y se eliminaron aquellas con una abundancia menor o igual al 1%. Los
25 conformeros restantes representaron el 94% de la poblacion conformacional total. Los
espectros de IR y DCV se calcularon utilizando los momentos dipolares eléctricos y fuerzas
rotacionales respectivamente usando funciones Lorentzianas con un ancho de banda de 6
cm™ en cada caso. Finalmente, se obtuvieron los espectros ponderados considerando las 25
estructuras. El Cuadro 4 muestra los resultados de comparacion obtenidos usando el
software CompareVOA. Al nivel de teoria empleado, los indices de similitud entre los
espectros de IR y DCV fueron 86.5 y 66.9 respectivamente con un nivel de confianza del
76 %. Debido al bajo nivel de confianza obtenido, se optd por utilizar el funcional
B3PWO91. Los célculos involucrados redujeron el numero a 13 conféormeros que

representaron el 91.8 % de la poblacion conformacional total. Con este nivel de teoria, los

19



indices de similitud se incrementaron notablemente y el nivel de confianza fue del 100 %.
Se ha probado que los métodos DFT son adecuados para predecir las frecuencias
vibracionales en el IR, sin embargo, se sabe que los resultados obtenidos utilizando los
funcionales B3LYP y B3PWO1 sobreestiman las frecuencias con respecto a los resultados
experimentales, las cuales son corregidas por el software CompareVOA, que calcula el
factor de escalamiento (anH) requerido para ajustar las frecuencias calculadas con las
experimentales. Esto permite que la comparacion entre espectros de DCV calculados y
experimentales sea lo mas confiable posible. Con el objetivo de reducir este efecto en el
sistema, se decidi6 emplear el funcional PBEPBE (optimizado para el calculo de
frecuencias) y la misma base (DGDZVP). El Cuadro 4 muestra que aunque el indice de
similitud entre los espectros IR es menor, la comparacion de los espectros de DCV es mejor
que con los funcionales B3LYP, B3PWO91. La comparacion de los tres espectros calculados
con el experimental muestra que la configuracion del centro quiral en el compuesto 9 posee
una configuracion S. Los espectros calculados con el funcional PBEPBE asi como los

espectros experimentales se muestran en la Figura 6.

Cuadro 4. Valores de comparacién de los espectros de IR y DCV del compuesto 9 a diferentes niveles de

teoria
Método 3anH °S\: °Se S °ESI 'C (%) °CPU (min)
B3LYP/DGDZVP 0.972 86.5 669 260 409 76 215
B3PW91/DGDZVP  0.962 92.8 716 214 502 100 266
PBEPBE/DGDZVP 1.002 70.3 725 134 591 100 154

“Factor de anarmonizacion o escalamiento. "Indice de similitud de espectro IR con el enantiémero S. ‘Indice
de similitud del espectro DCV con el enantiomero S. “Indice de similitud del espectro DCV con el
enantiémero R. © Indice de similitud enantiomérica. " Nivel de confianza de las asignaciones estereoquimicas.
fTiempo promedio de calculo invertido por conférmero empleando un nodo con ocho procesadores de 2.93

GHz y 8 Gb de RAM.

20



[ 60
Observed VCD 40

Aex10°

20 Calculated VCD

L 600
[ 450
[ 300
[ 150

Observed IR

Molar Absorptivity, s

1200

600- Caleulated IR

Molar Absorptivity, &

1500 1400 1300 1200 1100 1000

7 /em”
Figura 6. Grafico de los espectros IR y DCV experimentales y calculados para el compuesto 9 a un nivel de
teoria PBEPBE/DGDZVP.

La configuracion S para el compuesto 9 también se determind mediante la
evaluacion de los parametros de Flack y Hooft por difraccion de rayos X utilizando
radiacion de cobre, confirmando de esta manera los datos obtenidos mediante DCV/DFT.
Los parametros de Flack (x) y Hoof (y) obtenidos para el enantiomero S correspondieron a
-0.1 (2) y 0.02 (5) respectivamente; mientras que para la estructura invertida se determin6
x)=1.1(2) y (y) =0.98 (5), por lo tanto, la configuracion absoluta del centro quiral en el
compuesto 9, corresponde al enantidmero S en concordancia con la determinacion por
DCV/DFT. La Figura 7 muestra la estructura cristalina de 9 obtenida por difraccion de

rayos X.

De esta manera se determiné la estructura y configuracion absoluta del cylindrinol

A, como: isobutirato de (8S5)-10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-oxotimol (9).

Es importante mencionar que esta es la primera vez que se lleva a cabo este tipo de
estudios en un derivado del timol conteniendo un grupo epoxido en su estructura, ya que
todos los compuestos de este tipo aislados previamente, se describen como aceites, por lo

que no existen datos acerca de su estructura cristalina ni de su configuracion absoluta.
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Figura 7. Estructura cristalina del isobutirato de (85)-10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-oxotimol (9)

obtenida por difraccion de rayos X.
4.2.2. Cylindrinol C: Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-oxotimol (10)

El espectro IR del compuesto 10 mostrd absorciones caracteristicas de grupos
carbonilos de éster y aldehidos a 1760, 1763 y 1704 cm™. Los datos de RMN (Cuadro 5)
del compuesto 10, resultaron muy similares a los del cylindrinol A. En el espectro de RMN
'H, se observan los cambios inherentes a la ausencia del OH fendlico en C-6.
Consecuentemente, en la region de los protones aromaticos, se observaron las sefiales
tipicas de un sistema ABX, correspondientes a la sustitucion 1, 3, 4 del anillo aromatico. Al
igual que en el compuesto 9, un andlisis detallado de las constantes de acoplamiento
observadas en el espectro del compuesto 10, mostré a H-2 como una sefial doble de dobles
con acoplamientos meta y para en 0 7.62 (4JH.2,H_6 = 1.6, 3] w215 = 0.4 Hz), H-5 como una
doble de triples en ¢ 7.75, con acoplamientos orto, para y a larga distancia con el proton
del aldehido en C-7 (3JH_5,H-6 = 8.0, 5JH_5H_2 = SJH_5,H_7 = 0.4 Hz), y H-6 como una senal

doble de dobles con acoplamientos orto y meta en 6 7.79 CJ = 8.0, *T = 1.6).

Como en el caso del cylindrinol A, se observaron las sefiales atribuidas a un grupo
benzoato y una sefial simple ancha a 6 10.00 correspondiente al proton del grupo aldehido y
su correspondiente carbono a 6190.8, el cual mostrd correlaciones en el espectro HMBC
con las senales asignadas a H-2 y H-6 indicando que el grupo aldehido (C-7) esta
localizado en la posicion C-1 del anillo del timol. Los datos anteriores fueron concluyentes
para establecer la estructura del compuesto 10 y su relacion con 9, diferenciada solamente
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por la ausencia del grupo hidroxilo fenolico en C-6. Por lo tanto, la estructura del
compuesto 10 (cylindrinol C) fue determinada como el isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-

epoxi-7-oxotimol (Figura 8).

El espectro de masas de alta resolucion determinado por el método FAB™ mostré un
pseudo ion molecular [M+H] * de m/z 369.1337 (calculada 369.1338), que es congruente

con la formula molecular C,H,0Og+ H.
4.2.3. Cylindrinol B: Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-hidroxitimol (5)

El compuesto 5 presentd un pseudo i6n molecular [M+H] " a m/z 371 en el espectro
de masas obtenido por la técnica DART, el cual es consistente con la formula molecular
C,1H2,06+H. En el espectro IR mostr6d absorciones caracteristicas de grupos hidroxilo en
3401 cm™ y carbonilos de éster en 1754 y 1722 y cm™. Su espectro de RMN 'H (Cuadro 5)
muestra en la region de protones aromaticos las sefales correspondientes a un benzoato
como en los compuestos anteriores y de un anillo de tipo timol trisustituido como en el caso
del cylindrinol C. El espectro difiere de los anteriores por la ausencia de las sefales
atribuibles al aldehido y la presencia de una sefial simple en 6 4.70 (2H) asignable a un
metileno bencilico que se ubicd en la posicion C-1. En el espectro HMBC se observan
correlaciones de los protones de este metileno (H-7) con C-1 (6 143.2), C-2 (6 121.0), C-5
(0129.5) and C-6 (6 124.3), lo que confirma la propuesta.

En el caso de 5, se observaron acoplamientos bencilicos de H-6 y H-2 con H-7 con

una constante de acoplamiento de 0.4 Hz.

De acuerdo con lo anterior, el compuesto 5 (cylindrinol B) se identificé como

isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-hidroxitimol (Figura 8).
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Figura 8. Estructuras de los isobutiratos de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-oxotimol (10) y 10-

benzoiloxi-8,9-epoxi-7-hidroxitimol (5).

4.2.4. Cylindrinol D: Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-acetiloxitimol
(11)

En espectro de RMN 'H (Cuadro 5) del compuesto 11 se observan sefiales muy
similares al compuesto 5, excepto por el desplazamiento quimico de los protones del
metileno en C-1, los cuales, estan desplazados a frecuencia mas alta, 65.10 (2H), con
respecto al desplazamiento de los mismos en el caso de 5 (64.70 s, 2H), ademas de la
presencia de una sefial extra caracteristica del metilo de un acetato en 6 2.11 (3H). El
espectro de RMN °C confirma tal aseveracion ya que en él se observan dos sefiales

adicionales, una de ellas en 6170.8 y la segunda 621.1.

Como en el caso del cylindrinol B (5), en el compuesto 11 también se observaron

acoplamientos bencilicos entre los protones H-2 y H-6 con H-7

El espectro de masas de alta resolucion de 11, determinado por la técnica FAB”
muestra un pseudo i6n molecular [M+H]" de m/z 413 que concuerda con la formula

molecular Cy3H404.
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12 H
13 OH

Figura 9. Estructuras de los isobutiratos de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-hidroxitimol (11), 10-

benzoiloxi-8,9-epoxi-7-isobutiriloxitimol (12) y 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-isobutiriloxitimol (13).
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Cuadro 5. Datos de RMN *H (400 MHz, CDCl,) y **C (100 MHz, CDClIs) de los compuestos 5y 9-11.

5 9 11
Posicion Oy (J en Hz) e oy (J en Hz) e Ju (J en Hz) e Ju (J en Hz) ¢
1 143.2,C 120.5, C 137.8,C 138.0, C
2 7.10 dt (1.6, 0.4) 121.0, CH 7.32d(0.4) 126.8, CH 7.62 dd(1.6,0.4) 123.6, CH 7.09 dq (1.6, 0.8) 122.4, CH
3 149.1,C 141.3,C 149.6, C 149.1, C
4 128.4,C 139.0,C 135.8,C 129.2,C
5 7.55d(7.6) 129.5, CH 7.21dd (0.8,0.4) 118.6,CH 7.75 dt (8.0, 0.4) 130.2, CH 7.56 d (7.6) 129.6, CH
6 7.25ddt (7.6, 1.6,0.4) 124.3, CH 159.3,C 7.79 dd (8.0, 1.6) 127.4, CH 7.25 ddt (7.6, 2.0, 0.8) 125.8, CH
7 4.70 sa 64.6, CH, 9.85d (0.8) 195.6, CH 10.00 sa 190.8, CH 5.10 sa 65.4, CH,
8 57.1,C 57.3,C 57.3,C 57.1,C
9a 3.13d(5.2) 51.1, CH, 3.15d(5.2) 51.2, CH, 3.18d(5.2) 51.2, CH, 3.14d(5.2) 51.1, CH,
9b  2.86d(5.2) 2.88d(5.2) 2.89 d (4.8) 2.86d(5.2)
10a  4.79d(12.4) 66.1,CH,  4.85d(12.4) 659,CH,  4.86d(12.4) 66.0,CH,  4.78d(12.0) 65.9, CH,
10b 4.48d (12.4) 4.45d(12.4) 4.47d(12.4) 4.48 d (12.0)
1’ 166.1, C 166.1, C 166.0, C 166.1, C
2’ 129.5,C 129.6,C 129.5,C 129.6, C
3,7 7.97 m 129.8, 2CH 7.96 m 129.9, 2CH 7.94 m 129.8, 2CH 7.97 m 129.8, 2CH
4,6" 742m 128.4,2CH 743 m 128.7, 2CH 7.42 m 128.6, 2CH 743 m 128.6, 2CH
5’ 7.56 tt (7.6, 1.6) 133.3, CH 7.56 m 133.6, CH 7.56 tt (7.6, 2.0) 133.5,CH 7.56 m 133.4, CH
1" 175.5,C 175.6,C 175.1,C 1753,C
2" 2.86 hep (6.8) 344, CH, 2.87 hep (6.8) 344, CH 2.90 hep (6.8) 344, CH 2.87 hep (6.8) 344, CH
3"y4" 1.32,1.33,d(6.8) 19.1,19.2, CH; 1.33,1.34d(6.8) 19.1,19.2,CH; 1.347,1.354d(6.8) 19.0,19.1, CH; 1.33,1.34d (6.8) 19.1,19.2, CH;4
1
g
374 2.11,s
OCHj; 170.8, C
OCOCH; 21.1, CH;
C6-OH 10.88 s
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Cuadro 6. Datos de RMN *H (400 MHz, CDCls) y *C (100 MHz, CDCls) de los compuestos 12-15

12* 13 14 15
Posicion  Jy (J en Hz) o oy (J en Hz) o 31 (Jen Hz) o on (J en Hz) o
1 1384, C 122.9,C 142.3,C 143.2,C
2 7.07d (1.5) 122.2, CH 7.12s 118.3, CH 7.09 dt (1.6, 0.8) 121.1,CH  6.89 da (1.6) 116.5, CH
3 149.1,C 141.8,C 148.4,C 157.0,C
4 129.0, C 131.9,C 131.9,C 121.5,C
5 7.56 d (8.0) 129.5, CH 7.00 s 1259, CH 7.34 d (8.0) 130.3,CH 7.10d(8.0) 127.1, CH
6 7.24 dd (8.0, 1.5) 125.5, CH 153.5,C 7.23,ddt(7.6,1.6,0.8) 124.4,CH 6.85ddt(8.0,1.6,0.8) 118.2,CH
7 5.10 sa, 65.1, CH, 5.06s 62.7, CH, 4.71s 64.7,CH, 4.62sa 64.8, CH,
8 57.1,C 57.1,C 140.3,C 78.8,C
9a  3.14d(5.5) 51.1,CH, 3.12d(5.2) 51.1,CH, 553 dt (1.6, 1.2) 117.7,CH, 4.59d(11.6) 67.6, CH,
9%  2.86d(5.5) 2.86d(5.2) 5.7 dt (1.6, 1.2) 456d(11.6)
10a 4.78 d (12.0) 65.9, CH, 4.76 d (12.0) 65.7, CH, 5.04t(1.2) 66.7,CH, 4.69s 68.1, CH,
10b  4.48d(12.0) 4.48 d (12.0) 5.04(1.2)
1’ 166.1, C 166.1, C 166.2, C 167.0, C
2’ 129.8,C 129.7, C 129.7, C 1294, C
3,7 7.96dd(8.0,1.5) 129.8, 2CH 7.98 m 129.8, 2CH 8.02 m 129.8,2CH 7.98 m 129.9,2CH
4,6 7.42Dbrt (8.0) 128.5,2CH 7.42 brt 128.6, 2CH 7.43 m 128.5,2CH 7.43m 128.7, 2CH
5 7.561(7.5,1.5) 133.3, CH 7551t (7.2,1.6) 133.4,CH 7.56 1t (7.6, 1.2) 1332,CH  7.57 tt (7.6, 1.6) 133.7, CH
" 175.3,C 175.8,C 175.7,C 177.8,C
2" 2.86 hep (7.0) 344, CH 2.84 hep (7.2) 34.3, CH 2.79 hep (6.8) 343,CH 2.54 hep (6.8) 34.1,CH
3"y4" 1.3281.334,d(7.0) 19.13, 19.08, CH; 1.31,1.32d(7.2) 19.1,19.2, CH; 1.28 d (6.8) 19.0,2CH; 1.11,1.10,d (6.8) 19.0 , 2CH;
1" 2.60 hep (7.0) 175.3,C 179.8, C
27 1.18d(7.0) 34.4, CH 256 hep (7.2)  34.1,CH
37,47 19.1,19.2, CH; 1.16 d (6.8) 18.9, 19.0, CH;
C6-OH 791s
C3-OH 8.94 s

*Datos de RMN 'H obtenidos a 500 MHz y '*C a 125 MHz.



4.2.5. Cylindrinol E: Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-isobutiriloxi-
timol (12)

El espectro de masas del compuesto 12 mostré un pseudo ion molecular [M+H]" en
una relacion masa/carga de 441 que es consistente con la féormula molecular C,sH,307, El
espectro IR mostrd bandas de esteres en 1755 y 1724 cm™. El espectro de RMN 'H (Cuadro
6) mostro, sefiales caracteristicas de un segundo ester isobutirico en ¢ 2.60 (hep, J= 7.0 Hz)
y 1.18 (6H, d, J = 7.0). En el espectro de RMN "*C (Cuadro 6) se observaron las sefiales
inherentes a la presencia de un isobutirato extra en la molécula, 6 175.3, 34.1, 19.1 y 19.2.
El carbonilo (6 175.3) correspondiente al segundo isobutirato mostré acoplamientos con la
sefal del metileno en ¢ 5.10 (2H) en el espectro HMBC indicando asi que este sustituyente
esta en la posicion 7 del anillo del timol. El resto del espectro fue muy similar a los
compuestos ya descritos. Por lo tanto, el compuesto 12 (cylindrinol E) fue identificado

como isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-isobutiriloxitimol (Figura 9).

4.2.6. Cylindrinol F: Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-

isobutiriloxitimol (13)

Los espectros de RMN 'H y °C, del cylindrinol F (13), fueron muy similares a los
de los compuestos 12 y 9 (Cuadro 6) y llevaron a su identificacién como el isobutirato del
10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-isobutiriloxitimol (F). En la regién de los protones
aromaticos del espectro de RMN 'H, ademas de las sefiales del grupo benzoato, solo se
observaron como en el caso del compuesto 9, dos sefiales simples correspondientes a dos
protones con disposicion para (6 7.12, H-2 y 7.00, H-5). Los desplazamientos quimicos de
estos protones son congruentes con la presencia de un grupo hidroxilo adicional en C-6 en
comparacién con el compuesto 12. Los datos de RMN "*C (Cuadro 6) también resultaron
muy similares a los de los compuesto 12 y 9, y apoyan la estructura propuesta. En el
espectro de °C, se observan también los cambios inherentes a la presencia de un hidroxilo
extra en C-6 en comparacion con el compuesto 12, como son la ausencia de la sefial del
proton aromatico en ¢ 7.24 y la presencia de la sefial de un carbono cuaternario aromatico a

0 153.5.
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El espectro de masas determinado mediante el modo de ionizacion FAB muestra un
pseudo ion molecular de m/z = 457 correspondiente al ion [M + H] congruente con la

formula molecular C,5sH,90g que apoya la estructura propuesta.
4.3. Estudio fitoquimico del extracto de diclorometano

El estudio del extracto de diclorometano de A. cylindrica, condujo al aislamiento de
los compuestos 9, 10 y 13 aislados previamente del extracto hexéanico, asi como de dos
nuevos derivados del timol (14 (cylindrinol G) y 15 (cylindrinol H)) no descritos en la
literatura. Adicionalmente, se aislo el compuesto 16 que fue identificado como el
flavonoide kaempherol. Las estructuras de los compuestos 14 y 15 se ilustran en la Figura

10 y la elucidacion estructural de cada uno de ellos se describe a continuacion.

4.3.1. Cylindrinol G: Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-dehidro-7-
hidroxitimol (14)

El compuesto 14 (Figura 10) se aislé6 como un aceite incoloro, de peso molecular
354 uma, establecido con base en su espectro de masas determinado por la técnica DART",
el cual es congruente con la formula molecular C,;H»,0s. Los espectros de RMN 'H y B¢
(Cuadro 6) indicaron que la estructura de 14 esta muy relacionada con el compuesto 5.
Tanto el espectro de RMN 'H como 1C, muestran la diferencia debida a la presencia de un
grupo metileno terminal en el compuesto 14, en vez del grupo epoxi. Consecuentemente, en
el espectro de RMN 'H de 14, no se observan las sefiales del sistema AB atribuido a los
protones del grupo epoxi como en los compuestos previamente descritos. Sin embargo, en
el espectro se observaron dos sefales dobles de triples en 0 5.27 y 5.53 (J= 1.6 y 1.2 Hz),
las cuales se atribuyeron a un metileno terminal. En el espectro de RMN "°C, las sefiales
correspondientes a los carbonos olefinicos se observaron en ¢ 117.7 (CH,) y 140.3 (CH) y
se atribuyeron a C-9 y C-8, respectivamente, apoyando la presencia de un doble enlace
olefinico terminal en vez del grupo metileno que soportaba al grupo epoxi en el compuesto
5. De acuerdo con los datos anteriores, la estructura del cylindrinol G (14) se establecio
como el isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-dehidro-7-hidroxitimol, el cual podria ser

considerado como el precursor del compuesto 5 (cylindrol B).
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Figura 10. Estructura del isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-dehidro-7-hidroxitimol (14) y 10-benzoiloxi-7,8-
dihidroxi-9-isobutiriloxi-timol (15).

4.3.2. Cylindrinol H: (10-Benzoiloxi-7,8-dihidroxi-9-isobutiriloxi-timol (15)

El peso molecular del compuesto 15 (cylindrinol H) fue consistente con la férmula
molecular C;;H2407, con base en el espectro de masas determinado por la técnica ESI" de
alta resolucion y en los datos obtenidos por RMN (Cuadro 6). En el espectro de RMN "°C
se observaron tres sefiales a 0 68.1, 67.6 y 64.8, que por sus desplazamientos quimicos y de
acuerdo con los experimentos DEPT, deben corresponder a carbonos unidos a oxigeno. El
experimento HSQC mostr6 que estos carbonos correlacionan con las sefiales de los
protones a ¢ (H) 4.69 (s), 6 4.56/4.59 (AB, J = 11.6 Hz) y 4.62 (sa), respectivamente. El
sistema AB centrado en 4.58 se asigno al metileno en C-9 con constante de acoplamiento (J
= 11.6 Hz) de mayor magnitud que las observadas en los compuestos anteriores, mientras
que una sefial simple a 6 4.69 (2H) se asign6 a los protones del metileno C-10 base del
benzoato y la sefal a ¢ 4.62 (2H) se atribuyo a los protones del metileno C-7, base de un
alcohol primario. En el espectro HMBC se observan las correlaciones entre el metileno C-9
y un carbonilo en 6 177.8 y este, a su vez, con las sefales adscritas a los protones de un
grupo isopropilo en §2.54 (hept, 1H, J=7.2), 1.11 (d, 3H, J=7.2 Hz) y 1.10 (d, 3H, J =
7.2 Hz), lo que indica la presencia de un isobutirato en C-9. En el espectro de RMN 'H,
ademas de las senales correspondientes al benzoato, se observan las sefales caracteristicas
de un anillo aromatico trisustituido a 6 6.89 (da, 1H, J= 1.6 Hz), 7.1 (d, 1H, J=8.0 Hz) y
6.85 (ddt, 1H, J = 8.0, 1.6, 0.8 Hz) correspondientes al anillo del timol. Las diferencias
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observadas en los desplazamientos quimicos de los protones de los metilenos 7, 9 y 10, con
respecto a los del compuesto 5, indican que en el compuesto 15 el isobutirato se ubica en la
posicién 9. Por otro lado, en el espectro de RMN °C se observa la sefial de un carbono
completamente sustituido en 6 78.8 que se asignd al carbono base del hidroxilo terciario.
Todo lo anterior permitié la identificacion del cylindrinol H (15) como el 10-benzoiloxi-

7,8-dihidroxi-9-isobutiriloxi-timol (Figura 10).

Es importante mencionar que compuestos de este tipo pueden ser artefactos
obtenidos por transposicion del grupo éster de C-3 a C-9 durante el proceso de aislamiento
y purificacion. Asi, el compuesto 15 podria ser un artefacto proveniente de la apertura
hidrolitica del anillo oxirano del compuesto 5 seguido por la transposicion del isobutirato
de la posicion C-3 a C-9. Se ha descrito previamente el aislamiento de artefactos de este
tipo, formados durante el proceso de aislamiento’’ o posterior a la purificacion.’®
Recientemente, fue reportado el aislamiento de un derivado del timol de Ageratina
grabrata, cuya estructura fue establecida como el isobutirato del 10-benzoiloxy-6,8,9-
trthidroxi-timol (37) (Figura 11), el cual, mostr6 efecto analgésico en la prueba de placa
caliente.” Sin embargo, un analisis de los datos espectroscopicos publicados indica que la
estructura del compuesto reportado debe corresponder al isomero 38 (Figura 11), en el que

el isobutirato se encuentra la posicion C-9 en vez de C-3, y debe ser corregida.

HO. HO.

OH OH

37 38

Figura 11. Estructuras propuestas del derivado del timol aislado de Ageratina glabrata.

Se han descrito derivados del timol que no presentan actividad Optica, los cuales se

han identificado como racematos mediante la separacion de los enantiomeros por HPLC
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utilizando columnas quirales o mediante su andlisis con el uso de reactivos de
desplazamiento quiral. Los compuestos 10 y 11 no presentan actividad dptica por lo que es
posible sugerir que se encuentran como mezclas racémicas. Mientras que 5, 12, 13 y 15 en
los que el valor de rotacion Optica es muy cercano a cero deben encontrarse como mezclas

enantioméricas en las cuales predomina el enantiomero S, como es el compuesto 9.
4.4. Estudio fitoquimico del extracto de acetona de Ageratina cylindrica

El estudio fitoquimico del extracto acetonico de Ageratina cylindrica llevo al
aislamiento e identificacion de 5 compuestos, dos flavonoides de estructura conocida:
kaempherol (16) y astragalina (20) y tres diterpenos derivados del 4cido ent-kaurenoico de
estructuras no descritas en la literatura (17-19). Las estructuras de los diterpenos se ilustran
en la Figura 12 y las caracteristicas espectroscopicas que condujeron al establecimiento de

sus estructuras se detallan en los siguientes parrafos.

HO
6" 5
"
HOHO 3
R4 Ro
17 H H
18 Ac H
19 H Ac

Figura 12. Derivados del acido ent-kaurenoico aislados del extracto de acetona con Ageratina cylindrica.

El compuesto 17 mostr6 una formula molecular de Cs;;Hs0O;, determinada por
espectrometria de masas empleando el método ESI" de alta resolucion. El espectro IR
presentd bandas de absorcion para grupos OH y COOR en 3370 y 1732 cm’
respectivamente. Los espectros de 'H y °C del compuesto 17 fueron muy similares a los
del paniculosido V (24), el cual, fue aislado por primera vez en 1977 de Stevia paniculata™
y posteriormente de Francoeuria crispa.*' Como en el caso del paniculosido V (24), el
espectro de RMN 'H del compuesto 17 (Cuadro 9) muestra dos sefiales simples atribuibles

a dos grupos metilo en 6 1.28 y 1.30 y otras dos sefiales en ¢ 5.08 y 5.88 que corresponden
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a un metileno exociclico, las cuales mostraron en el experimento HSQC correlacién con un
carbono metilénico en J 106.5. Estas senales indicaron que se trata de una estructura
relacionada con el 4cido ent-kaurenoico. El espectro de 'H, también mostré dos sefiales
dobles en 6 4.80 (J = 8.0 Hz) y 6.29 (J = 8.0 Hz), asignables a protones anoméricos, las
cuales mostraron en el experimento HSQC correlacion con los carbonos en 6 107.3 y 96.2
respectivamente, lo que sugiri6 la presencia de dos unidades glicosidicas formando parte de
la molécula. La magnitud de las constantes de acoplamiento de los protones anoméricos
indicé que ambos carbohidratos deben encontrarse como fS-pirandsidos. La presencia de
una sefial doble en la region de alta frecuencia, ¢ 1.59 con constante de acoplamiento, J =

6.4 (3H) sugirié que uno de los residuos glicosidicos correspondia a una metil pentosa.

La posicion relativa de las unidades glicosidicas, se determind con base en los
acoplamientos 'H-""C a dos y tres enlaces observados en el espectro HMBC. En éste, se
observo acoplamiento entre el grupo carbonilo en 6 177.4 (C-19) y el proton anomérico en
0 6.29, indicando que una de las uniones glicosidicas debe encontrarse en C-19 como un
éster, mientras que la otra debe ubicarse en C-15 ya que el otro proton anomérico mostrd
acoplamiento con el carbono en J 91.1 (dy 4.11) asignado a C-15. La identificacion de los
sistemas de spin de cada uno de los monosacéridos y la asignacion completa de sus sefiales
de protén y carbono, se llevd a cabo mediante el anélisis de los espectros COSY, HSQC,
TOCSY y 1D-TOCSY, lo que permitid la identificacion de los dos sistemas de spin. Uno
de estos, constituido por el monosacérido unido al carbonilo C-19, cuyo proton anomérico,
on 6.29 (H-17, ¢ 96.2), mostro correlacion en el experimento COSY con la sefial de H-2”
(0 4.23) y en el experimento 1D-TOCSY con las sefales a ¢ 4.28 (H-37), 4.36 (H-47), 4.04
(H-5") y 4.42/4.48 (oc 62.6) (2H-6’"). Los desplazamientos quimicos de H-3"- H6” se
determinaron de acuerdo con los experimentos COSY y 1D-TOCSY. El otro sistema de
spins esta conformado por el proton anomérico H-1°, oy 4.80 (oc 107.3), de la metil pentosa
unida en C-15 de la aglicona, el cual mostré acoplamiento en el experimento COSY con H-
2’ (0 4.41) y con las sefiales de los metinos a 6 4.12 (H-3"), 4.06 (H-4’), 3.79 (H-5") y la
sefial doble del metilo a 6 1.59 (H3-6", oc 17.8) en los experimentos TOCSY y 1D-TOCSY.

: - , - 1
Los desplazamientos quimicos de los carbonos asi como las constantes de acoplamiento H-
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1 .. . . ., . . .
H permitieron la identificacion de los azucares como residuos pS-glucopiranosil y f-

fucopiranosil respectivamente.

En el espectro de RMN BC (Cuadro 9) se observan 32 sefiales; correspondientes a
tres grupos metilo, diez metilenos, 14 metinos y cinco carbonos cuaternarios de acuerdo
con los experimentos DEPT. Un carbonilo (0 177.4), un metileno olefinico (0 106.5), un
carbono olefinico totalmente sustituido asi como 17 sefiales a bajas frecuencias se
asignaron al esqueleto de kaurano (aglicona); mientras que las sefiales de diez metinos entre
0 62.6 y 107.3 junto con la sefial de un metileno, ¢ 4.48, 4.42 y la sefial del grupo metilo en
0 17.8 se asignaron a las unidades glicosidicas, las cuales, después de la hidrélisis acida del
compuesto 17, se identificaron como D-glucosa y L-fucosa con base en la actividad Optica
determinada a partir de sus correspondientes acetatos; D-glucosa ([0]*p +35.4 (c 0.0048,
CHCL;) y L-fucosa ([a]®p -33.2, ¢ 0.0028, CHCl;), asi como la comparacién por

cromatografia de gases de sus derivados sililados con los de estdndares comerciales.

La estereoquimica del centro quiral C-15, base del grupo fucosilo de los compuestos
aislados no pudo establecerse inequivocamente mediante el analisis de los espectros de

RMN 'H (desplazamiento quimico, multiplicidad y constantes de acoplamiento de H-15).

En este sentido, algunos autores coinciden en que la sefial correspondiente a H-15
en la serie en la que el glicosido tiene orientacion beta, H-15 alfa, se observa como una
sefal triple con J = 3 Hz (como es el caso del compuesto 17), y en la serie de glicdsidos con
orientacion alfa, la sefial de H-15 se presenta como una sefial simple ancha.** Sin embargo,
en la literatura se describen casos como el del 4cido rutendoico donde las multiplicidad de
la sefial depende del disolvente empleado; de tal manera que en el espectro determinado en
CDCl; la sefial correspondiente a H-15 alfa se reporta como una sefial triple con J = 2.9 Hz,
en cambio, cuando se emplea piridina ds (disolvente empleado para la determinacién de la

RMN de 17) la sefial se observa como una sefial simple ancha.*

Otros investigadores argumentan que la sefial correspondiente a H-15 es
caracteristica entre ambas series (o y f); en la serie alfa, se observa como un doble de

doble (J = 3, 2 Hz) mientras que en la serie beta como una sefial simple ancha.**

Mas aun, Puebla et. al.*® sostienen que en el espectro de RMN "°C, la sefial de C-17

es distintiva en ambas series, ya que cuando la orientacion del sustituyente en C-15 es alfa,
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la sefial para C-17 se observa en aproximadamente 104 ppm y cuando el sustituyente en C-
15 es beta, la sefal para C-17 se encuentra entre 108-111 ppm. En el caso de los

compuestos aislados de Ageratina cylindrica, la seial de C-17 se encuentra en =~ 106.5

Ante la dificultad para asignar de manera confiable la configuracion de C-15, en los
compuestos aislados, se recurridé a la determinacion de la configuracion absoluta de la
aglicona 35, utilizando el método de DCV/DFT, mediante la comparacion de los espectros

experimentales con los calculados, utilizando la teoria del funcional de la densidad (DFT).

La comparacion del espectro de DCV experimental y el calculado es un método que
permite determinar la configuracion absoluta de un solo centro quiral en presencia de otros
centros quirales y es una valiosa herramienta en la determinacién de la configuracion

o . , 46
absoluta de un significativo nimero de productos naturales.

El analisis por DCV es preferible utilizarlo con los derivados acetilados o metilados
de un producto natural ya que los alcoholes o acidos libres presentan interacciones
intermoleculares soluto-disolvente y soluto-soluto que se refleja en menores indices de
similitud cuando se compara el espectro experimental con el espectro calculado utilizando
DFT, motivo por el cual, en nuestro caso se prepar6 el derivado acetilado y metilado de la
aglicona (32) (Figura 13) para la determinacion de la configuracion absoluta mediante el

método DCV/DFT.

Para obtener el compuesto 32 se realizé primeramente una hidrolisis acida, la cual
condujo al acido 15-ox0-(16R)-ent-kauran-19-oico (33) en lugar del compuesto deseado
(32). Se ha descrito previamente que cuando el compuesto 32 se encuentra en medio acido
diluido, sufre una transposicion de tipo Wagner-Meerwein que conduce al compuesto 33,
también se ha documentado que esto solo se lleva a cabo cuando el sustituyente ubicado en
C-15 tiene una orientacion f, mientras que su epimero es estable bajo las mismas
condiciones.#’ Este resultado sugiere que la orientacion del grupo fucopiranosilo presente

en los compuestos aislados de A. cylindrica poseen una orientacion f.

Aunque el compuesto 33 ya ha sido descrito, no existen datos de su estructura

cristalina, la cual, se describe por primera vez en este trabajo (Figura 14).
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Con el proposito de obtener la aglicona 32 y evitar la formacion del producto de
transposicion 33, se llevo a cabo una degradacion quimica utilizando el método descrito por
Takamoto.*® En este caso, la hidrolisis alcalina de 17 condujo al compuesto 34 (Figura 13),
el cual, al ser tratado con peryodato de sodio (NalO4) seguido de la adicion de KOH
condujo al compuesto 35 (Figura 13), el cual, a su vez, sin previa purificacion, fue
sometido a acetilacion seguida de esterificacion para obtener el compuesto conocido como

metil xilopato (32), aislado previamente de Phebalium rude.*

Con la finalidad de comparar los datos y comprobar en este caso la utilidad del
método de determinacion de la configuracion absoluta, adicionalmente, se obtuvo el
compuesto 36, epimero en C-15 de 32 (Figura 13), utilizando una muestra autentica de

acido grandiflorico.

La configuracion absoluta de los epimeros 32 y 36, se obtuvo mediante la
comparacion de los espectros IR y DCV teéricos y experimentales. Para ello, se realiz6 una
busqueda conformacional utilizando mecéanica molecular y el campo de fuerzas MMFF94,
lo cudl condujo a 12 conférmeros de energias en un intervalo de 10 kcal/mol. Para cada uno
de los epimeros, tnicamente dos confoérmeros (32a, 32b, 36a y 36b) en un intervalo de
energia de 0.2 kcal/mol representaron el 99.99% de la poblacién conformacional total.
Estos cuatro conformeros fueron sometidos a un célculo de punto simple usando el
funcional hibrido B3PW91 y la base DGDZVP. Debido a que tanto 32a y 32b, asi como
36a y 36b (Figura 15) se siguieron manteniendo con energia similar, las dos parejas de
conférmeros se optimizaron utilizando el mismo nivel de teoria (Cuadro 7). Las fuerzas
rotacionales permitieron obtener las absortividades molares para cada conférmero usando
funciones Lorentzianas de 6 cm™ de ancho. Finalmente se calcularon los espectros IR y
DCV utilizando la energia libre de Gibbs para calcular el factor para ponderar cada espectro
individual. Los espectros IR y DCV para ambos epimeros se muestran en las Figuras 16 y
17. El Cuadro 8 muestra los resultados de comparacion obtenidos utilizando el software
CompareVOA. En el caso del compuesto 32 los indices de similitud de los espectros de IR y
de DCV, Siz y Sk, fueron 95.1 y 86.1 respectivamente, con un nivel de confianza de 100%,
mientras que en el caso de 36 los valores fueron de 97.3 y 83.9 con el mismo nivel de
confianza. En el mismo cuadro se puede observar que las comparaciones cruzadas entre

ambos epimeros muestran altos valores de los indices de similitud pero menores que las
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comparaciones previas ademas de que los niveles de confianza son menores que en el caso
de la configuracion correcta, con lo que se confirma que la configuracion de compuesto 32

es 15R mientras que para 36 es 158S.

Ry Rp
32 Me Ac 33
35 H H

Figura 13. Compuestos 32-36.

D %2

Figura 14. Estructura cristalina del acido 15-oxo0-(16R)-ent-kauran-19-oico (33) obtenida por difraccion de

rayos X.
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32a 32b

36a 36b

Figura 15. Isémeros conformacionales mas estables de los compuestos 32 y 36 obtenidos con el nivel de

teoria B3PW91/DGDZVP.
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Cuadro 7. Energias relativas y poblaciones conformacionales de los compuestos 32 y 36

: b d d T d
Conformeros AEwmwrros” Yommeres.  AEsp”  %sp”  AEopr® %opr  ACGpspwer  Yomapwer

32a 0.00 51.8 042 330 034 36.0 0.70 235
32b 0.04 48.2 0.00 67.0 0.00 64.0 0.00 76.5
36a 0.00 56.0 0.24 398 0.30 37.4 0.00 52.5
36b 0.14 44.0 0.00 60.2 0.00 62.6 0.06 47.5

*Energia relativa de mecanica molecular referidas a 73.03 y 72.74 kcal/mol para 32 y 36, respectivamente.
°Poblacién conformacional (%) de mecanica molecular. “Energia relativa de punto simple; los valores de
energia de los conféormeros mas estables para 32 y 36 fueron -751396.8 y -751396.5 kcal/mol,
respectivamente. ¢ Poblacion conformacional. *Energia relativa de las estructuras optimizadas; datos relativos
a -751439.7 kcal/mol para 32 y -751439.1 kcal/mol para 36. "Energia libre relativa a -751135.1 kcal/mol para
32y -751133.9 kcal/mol para 36.
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Figura 16. Comparacion de los espectros IR y DCV experimentales y calculados a un nivel de teoria

B3PW91/DGDZVP para 32.

39



Observed VCD L &0
L 30
. MO
W Lo ~+
. =
L-30 2
{ Calculated VCD - -60
20
o 10+
> [o !
™
= ]
10 4
201 Observed IR 400 =
=
=
=
~ 200 8
£
MV\__- 5
T
w Lo =
= . =
Z 9909 calculated IR
= _
S 600
g -
= 300 -
«©
= i
= o}

T T T T T T
1500 1400 1300 1200 1100 1000
v rem’

Figura 17. Comparacion de los espectros IR y DCV experimentales y calculados con nivel de teoria

B3PW91/DGDZVP para 36.

Cuadro 8. Valores de la comparacion de los espectros de IR y DCV para los compuestos 32 y 36 asi

como de las comparaciones cruzadas

Compuesto anH* Sig” Sg° CY(%)
32 0.972 95.1 86.1 100
36 0.974 97.3 83.9 100

32E vs 36C° 0.969 94.2 67.0 82

36E vs 32C' 0.976 93.1 67.7 85

“Factor de anarmonizacién o escalamiento. “Indice de similitud del espectro IR. ‘indice de similitud entre los
espectros de DCV. “Nivel de confianza de las asignaciones estereoquimicas. “Comparacién del espectro
experimental de 32 y el espectro calculado de 36. ‘Comparacion del espectro experimental de 36 y espectro

calculado de 32.

La estereoquimica en C-15 del compuesto 32 también fue fundamentada por el
efecto NOE observado entre H-15a 0 5.15 (t, /= 2.5 Hz) y H-14 a 6 4.04 (d, J = 12.0 Hz),

tal como se encuentra documentado para el caso de derivados del acido ent-kaurenoico

. . ., 4
sustituidos en C-15 con una orientacion S.%°

Con base en todo lo anterior, la estructura de 17 se establecid inequivocamente

como 19-p-p-glucopiranosil-15-f-L-fucosiloxi-ent-kaur-16-en-19-ato. Adicionalmente se
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demostrd la utilidad del método DCV para la determinacion de la configuracion de un

centro quiral en presencia de otros centros quirales.

Cuadro 9. Datos de RMN *H (400 MHz, piridina-ds) y **C (100 MHz, piridina-ds) de los compuestos 17-

19

17 18 19
Posicion &y (J en Hz) &, tipo Su (J en Hz) e, tipo Su (J en Hz) &, tipo
la 1.82,d(13.2) 41.2, CH, 1.75, m 41.0, CH, 1.80, s 41.2, CH,
1b 0.83,td (13.2,3.6) 0.75,td (13.2, 3.6) 0.83, td (12.0, 4.0)
2a 223, m 20.0,CH, 2.18,m 20.0,CH, 2.21,s 20.0, CH,
2b 1.40, m 1.38, m 1.39, m
3a 2.39,m 38.8,CH, 2.35,dd (13.6,2.8) 389,CH, 2.31,m 39.0, CH,
3b 1.00, m 0.85, td (13.6, 4.4) 145, m
4 44.6, C 445, C 445, C
5 1.25,dd (12.0, 1.6) 57.1,CH 1.12,dd (12.0, 1.2) 56.8, CH 1.87, m 46.8, CH
6a 2.48,d (13.6) 22.5, CH, 2.48, m 22.4, CH, 2.45, m 22.4, CH,
6b 2.13,dd (13.6, 1.6) 2.10, m 2.11, m
7a 235, m 39.0,CH, 2.33,m 37.0,CH, 2.22,m 37.0, CH,
7b 1.46, m 1.47, m 1.01, m
8 46.8, C 46.7,C 46.8, C
9 1.90, m 46.7, CH 1.83, m 46.7, CH 1.22, m 57.2,CH
10 40.1,C 40.1,C 40.1,C
11a 1.60, m 18.9, CH, 191, m 18.8, CH, 1.88, m 18.8, CH,
11b 1.42, m 1.83, m 143, m
12a 1.61, m 34.4, CH, 1.60, m 34.3, CH, 1.56, m 34.3, CH,
12b 1.46, m 1.44, m 1.43, m
13 2.58, sa 41.1,CH 2.58, sa 41.1,CH 2.57,sa 41.1,CH
14a 225, m 372,CH, 221,m 38.6,CH, 2.37,m 38.8, CH,
14b 1.02, m 1.03, dd (12.0, 4.4) 1.01, m
15 4.11,t(2.0) 9I.I,CH  4.10,t(2.4) 90.1,CH  4.10,t(2.4) 91.3,CH
16 157.3,C 157.2,C 157.0,C
17a 5.88,brs 106.5,CH, 5091,brs 106.4,CH, 5.84,s 106.6, CH,
17b 5.08,brs 5.09,dd (1.2) 5.07,dd (1.2,1.2)
18 1.28,s 29.1,CH; 1.23,s 28.9,CH; 1.27,s 29.0, CH;
19 177.4,C 177.4,C 177.4,C
20 1.30, s 16.6,CH; 1.28,s 16.5,CH; 1.30,s 16.5, CH;
I 4.80,d (8.0) 107.3,CH  4.87,d (8.0) 107.0,CH  4.87,d (8.0) 107.1,CH
2 4.41,t(8.8) 729, CH 4.36,dd (9.2) 73.0, CH 4.62,dd (10.0, 8.0) 69.7, CH
3 4.12,dd (9.2, 3.6) 76.0, CH 4.28,dd (9.6, 4.0) 73.6, CH 5.42,dd (10.0, 3.2) 78.5, CH
4' 4.06, dd (3.6, 0.8) 73.1, CH 5.64,dd (3.6, 1.2) 74.6, CH 4.25,dd (4.0, 0.8) 70.5, CH
5' 3.79, qd (6.4,0.8) 71.8, CH 3.90, qd (6.4, 0.8) 70.1, CH 3.82, td (8.0, 0.8) 71.5, CH
6 159, d (6.4) 17.8,CHy 137, d (6.4) 17.4,CH; 154, d (8.0) 17.6, CH,
" 6.29, d (8.0) 962,CH 628, d (8.0) 962,CH 628, d (8.0) 96.2, CH
2" 4.23,t(8.8) 79.6, CH 4.25,t(8.8) 79.6, CH 4.23,t(8.0) 79.6, CH
3" 428,1(8.8) 745,CH  428,1(8.8) 745,CH  428,t(8.8) 74.5,CH
4 436,1(9.2) 715,CH  437,dd(9.6,92) 715,CH  435,t(8.8) 71.5,CH
5" 4.04,ddd (9.2,4.4,2.4) 79.8, CH 4.04,ddd (9.6,4.4,2.4) 79.8, CH 4.04,ddd (9.2,4.4,2.4) 79.8, CH
6"a 4.48,dd (12.0,2.4) 62.6,CH, 4.47,dd(12.0,2.4) 62.5,CH, 4.47,dd (12.0,2.8) 62.5, CH,
6" 4.42,dd (12.0, 4.0) 4.40,dd (12.0, 4.4) 439, dd (12.0, 4.4)
OCOCH; 1.80, s 21.1,CH; 1.95,s 21.4, CH;
OCOCH; 1714, C 171.2,C
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Los compuestos 18 y 19 presentaron perfiles espectroscoOpicos similares al
compuesto 17, con los cambios inherentes a la presencia de un grupo acetato, que permiten
proponer las estructuras mostradas en la Figura 12. El compuesto 18, mostr6 un pseudo i6n
molecular [M + Na]" de m/z 691.3316, determinado por HRESI-MS, lo cual define la
formula molecular C34Hs,0;3 (calculada para C34Hs;O,3 + Na, 691.3306). Los espectros de
RMN 'H y "*C (Cuadro 9) muestran perfiles similares a los de 17, excepto por el
desplazamiento de H-4’ el cual se observa como una sefal doble de dobles, d 5.64 (J = 3.6,
1.2 Hz) y la presencia de una sefial simple a 6 1.81 (3H) en el espectro de RMN 'H,
mientras que en el espectro de °C, la diferencia se restringe a la presencia de dos sefiales
extras, 0 171.4 y 21.1, asignadas al grupo acetato. El desplazamiento de H-4" a frecuencias
mayores, 0 5.64, comparado con el desplazamiento de H-4’ (0 4.06, dd, J = 3.6, 0.8 Hz) en
17, es indicativo de la esterificacion en esta posicion. Lo anterior, se confirm6 por la
correlacion observada en el espectro HMBC entre la sefial de H-4", 6 5.64 y el metilo en 6
1.81 (H-6"), con la senal correspondiente al carbonilo del acetato en ¢ 171.4. Por lo tanto, la
estructura del compuesto 18 quedd establecida como el 19-f-D-glucopiranosil-15-4-(4-

acetoxi-f-L-fucosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-ato.

El compuesto 19, al igual que 18, mostré un pseudo ion molecular [M + Na]" de m/z
691.3316, que junto con el espectro de RMN "°C indic6 una formula molecular C34Hs,01s.
Los espectros de RMN 'H y "°C mostraron sefiales muy similares a 17, excepto por la
presencia de las sefiales extras del metilo y el carbonilo del acetato en el espectro de °C y
el desplazamiento quimico de H-3’, que en el espectro de 'H se encuentra desplazado a
frecuencias menores, ¢ 5.42 (dd, J = 10.0, 3.2 Hz), comparado con el compuesto 17, en el
que H-3" se encuentra en ¢ 4.12 (dd, J = 9.2, 3.6 Hz), indicando que el grupo acetato se
encuentra en C-3’. De esta manera, se concluyé que 19 es un isémero de 18 y su estructura
se establecid como 19-f-D-glucopiranosil-15-4-(3-acetoxi-f-L-fucosiloxi)-ent-kaur-16-en-
19-ato.

Los derivados del 4cido ent-kaurenoico tienen una amplia distribucion en la familia
Asteraceae. Sin embargo, la biosintesis de este tipo de compuestos en especies del género

Ageratina es limitada, entre los pocos que se han aislado, se pueden citar los diterpenos

aislados de Ageratina vacciniaefolia y Eupatorium betonicaeforme (Figura 18).”°
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Los derivados glicosilados del ent- kaurano y compuestos relacionados han atraido
1 .y . . , . , . 51
a atencion debido a su potencial terapéutico y su valor econémico como edulcorantes.”” En
este sentido, los glucdsidos del esteviol aislados de Stevia rebaudiana son usados por su
bajo contenido calérico como sustitutos de la sacarosa, ademas de que presentan
actividades biologicas tales como hipoglucemiantes, antitumorales, anticancerosos,

. . . g . )
antihipertensivos y antidiarreicos.’

OH

“ ///OH

OH

HO
HO

OH
OH

R= COCH,(CH,),CH; 6 H

Figura 18. Diterpenos aislados de Ageratina vacciniaefolia y de Eupatorium betonicaeforme.

4.5. Estudio fitoquimico del extracto de metanol de Ageratina cylindrica

El perfil quimico del extracto de metanol de A. cylindrica, mostrd6 componentes
muy similares al extracto de acetona. Su estudio, condujo al aislamiento e identificacion de
los compuestos 17-19 descritos previamente, asi como de la astragalina (20), sacarosa (21)
L-chiro-inositol (22) y acido clorogénico (23) (Figura 19). El L-chiro-inositol (22) tiene una
distribucion limitada en la naturaleza y ha sido aislado solo de algunas especies vegetales

como Cremanthodium ellisii,>® Euphorbia resinifera,”® y Euphorbia pilulifera.”
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Figura 19. Estructuras de los compuestos 21-23.
4.6. Estudio fitoquimico del extracto acuoso de Ageratina cylindrica

Como resultado del estudio fitoquimico del extracto acuoso de A. cylindrica, se
aislaron e identificaron once compuestos (17-27); ocho corresponden a derivados del acido
ent-kaurenoico; tres de ellos, 17-19 aislados antes del extracto de acetona, los compuestos
20-23 aislados del extracto de metanol, ademas del paniculosido V (24), mientras que los
compuestos 25-27 (Figura 20) de estructuras muy relacionadas con 17-19, son compuestos

no descritos previamente en la literatura,

El compuesto 25 mostré un pseudo ién molecular [M + Na]™ a m/z 487.2667
(calculado para C,sH49O7; + Na, 487.2672) en su espectro de masas de alta resolucion
determinado por la técnica ESI, que corresponde a la formula molecular CysH490O7. En su
espectro de RMN °C (Cuadro 10) se observaron 26 sefales, 20 de ellas debidas a la
aglicona vy seis a una unidad glicosidica. Los datos de RMN 'H y "*C (Cuadro 10) fueron
muy similares a 17 excepto por la ausencia de las sefiales atribuidas a la glucosa en la
posicion C-19. El andlisis de sus datos de RMN permiti6 su identificacion como el acido
15-p-(f-L-fucosiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico  (25). El compuesto 25 también fue

identificado como el producto de hidrolisis basica del compuesto 17.
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Los compuestos 26 y 27 fueron aislados como mezcla (4.5 mg) y no se separaron
debido a la pequeiia cantidad de muestra aislada. Sus espectros de RMN 'H y "*C (Cuadro
10) fueron similares a 18 y 19 respectivamente excepto por la ausencia de las sefales
atribuidas a la glucosa en C-19 y se identificaron como el acido 15-p-(4-acetoxi-f-L-
fucosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-oico (26) y el acido 15-f-(3-acetoxi-f-L-fucosiloxi)-ent-
kaur-16-en-19-oico (27). De los compuestos aislados como productos naturales, no se
pudieron determinar completamente los datos de RMN, sin embargo, la hidrolisis
enzimatica de la mezcla de los compuestos 17-19 usando S-glucosidasa de almendras,

produjo suficiente cantidad de 26 para su caracterizacion total (Cuadro 10).

El paniculosido V (24) ha sido descrito previamente en la literatura, de €l solo se
encontraron datos parciales de RMN, por lo que, en el presente trabajo se describen los
datos completos de RMN 'H y °C, asignados con base en experimentos mono y

bidimensionales, asi como homo y heteronucleares.

R1 R,
25 H H
26 Ac H
27 H Ac

Figura 20. Compuestos 24-27 aislados del extracto acuoso Ageratina cylindrica.
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Cuadro 10. Datos de RMN *H (400 MHz, piridina-ds) y **C (100 MHz, piridina-ds) de los compuestos

25-27
25 26* 27**
Posicion ou (J en Hz) dc, tipo 6u (J en Hz) éc, tipo
la 1.81,s 414,CH, 1.84,m 41.2, CH,
1b 0.87, td (13.6, 4.0) 0.81, td (13.5, 4.0)
2a 2.25, m 203,CH, 2.24,m 20.3, CH,
2b 1.48, m 1.45, m
3a 2.38,td (13.2, 4.0) 39.0,CH, 2.42,m 38.9, CH,
3b 1.01, m 0.89, td (13.0, 4.0)
4 443,C 442,C
5 1.23, m 56.6,CH 1.11,dd (12.0,2.0) 56.4,CH
6a 221, m 22.8,CH, 2.42,d(12.0) 22.8, CH,
6b 2.14, m 2.14, m
7a 2.05,d (12.0) 373,CH, 1.05,dd (11.5,4.5) 372, CH,
7b 1.05, m 2.04,d (11.5)
8 46.8, C 46.7, C
9 1.21,m 46.7,CH 1.85,d(7.5) 46.7, CH
10 40.1,C 40.1,C
lla 1.92, m 18.8,CH, 191,m 18.8, CH,
11b 1.44, m 1.42, m
12a 1.58, m 344,CH; 1.58,m 344, CH,
12b 1.48, m 1.46, m
13 2.61,s 41.1,CH  2.62,s 41.1,CH 2.61,s 41.1,s
14a 2.46,d (12.8) 38.9,CH, 2.05,d(11.5) 37.2, CH,
14b 1.00, dd (13.2, 4.0) 1.06, dd (11.5, 4.5)
15 413, m 91.0,CH 4.11,t(2.5) 90.9, CH
16 157.2,C 157.1,C
17a 592, 106.4,CH, 5.94,s 106.4,CH, 5.09,s 106.6, CH,
17b 5.11,t(1.2) 5.12,s 5.88,s
18 1.33,s 29.7,CH; 1.28,s 29.7,CH; 1.32,s 29.7, CH;
19 180.7,C 180.8, C 180.7, C
20 1.21,s 16.7,CH;  1.19,s 16.6,CH; 1.21,s 16.6, CH;
I 4.85,d (8.0) 107.3,CH 4.91,d(8.0) 107.1,CH  4.92,d(7.6) 107.1, CH
2 4.44,dd (9.2,8.0) 72.9,CH  439,dd(9.5,8.0)  73.0,CH 4.65,dd(10.0,7.6) 72.8,CH
3 4.14,dd 9.2,32)  76.0,CH  430,dd(9.5,3.5)  73.6,CH 5.46,dd(10.0,32) 78.6,CH
4' 4.09,dd (3.2, 0.8) 73.1,CH 5.66,d (3.5) 74.6,CH 4.28,d (4.0) 70.5, CH
5' 3.85,1td (8.0, 0.8) 71.8,CH  3.96,q(6.5) 70.1,CH  3.88,qd (6.4, 0.8) 71.6, CH
6' 1.64,d (8.0) 17.8,CH; 1.42,d(6.5) 17.4,CH; 1.58,d(6.4) 17.6, CH;
OCOCH3 1.82,s 21.1,CH; 1.96,s 21.4, CHs
OCOCH;3 171.0,C 171.2,C

*Datos de RMN 'H obtenidos a 500 MHz y "°C a 125 MHz.

**Datos parciales del compuesto 27.



4.7. Actividad antiprotozoaria y antidiarreica de compuestos aislados de Ageratina
cylindrica

Los resultados descritos en el Cuadro 11 indican que tanto los derivados del timol
(5, y 9-13) como los derivados del acido ent-kaurenoico (17-19 y 25) presentan una
actividad débil sobre los parasitos de prueba en comparacion con el efecto del metronidazol
(farmaco de referencia). Con fundamento en el hecho de que Ageratina petiolaris es una
especie usada en la medicina tradicional para el tratamiento de la diarrea y considerando los
derivados del timol que se han aislado de esa planta, se decidi6 evaluar la actividad de los
derivados del timol aislados de Ageratina cylindrica como inhibidores del
hiperperistaltismo intestinal en ratas utilizando el modelo experimental de

hiperperistaltismo inducido con goma acacia.’

Los resultados obtenidos (Cuadro 11) indican que el compuesto 9 posee una
actividad comparable a la loperamida que es el farmaco de eleccion para el tratamiento de
los casos de diarrea aguda y crénica. El ensayo del compuesto 13 presentd una actividad
superior a la loperamida en varios 6rdenes de magnitud (25 veces), esto permite sugerir que

9 y 13 poseen un importante potencial como farmacos antidiarreicos.

Algo interesante que debe notarse es que el compuesto 12 muestra un débil efecto
en la prueba siendo la ausencia del grupo hidroxilo en C-6 la tinica diferencia con 13. Entre
9 y 10 se tiene la misma diferencia estructural y 10 presenta una actividad mas débil que 9,
lo que indica que el grupo hidroxilo en C-6 es importante para la inhibicion del

hiperperistaltismo intestinal en ratas.

En el Cuadro 11 se observa que el kaempherol es el compuesto con mayor actividad
antiprotozoaria y probablemente aporta una importante contribucion a la actividad de los

extractos de diclorometano y acetona.
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Cuadro 11. Actividad antiprotozoaria y antipropulsiva de los compuestos aislados de Ageratina

cylindrica

Compuesto/Control

Entamoeba
histolytica
Clso uM (CI)?

Giardia lamblia
Clso pM (CI)*

Inhibicion del
hiperperistaltismo

intestinal

IDso pmol/kg + SD°

10
11
12
13
17
18
19
33

Acetato de
baurenilo (1)

2a-iso-valeroiloxi-

eperuico (4)
Kaempferol (16)
Astragalina (20)

Emetina®
Metronidazol®

Loperamida®

237.0 (237.8-236.7)
184.9 (186.9-180.7)
287.5 (289.2-286.2)
86.9 (87.1-85.7)
210.2 (210.9-209.8)
213.2 (214.3-212.5)
41.8 (42.06-41.6)
49.6 (50.1-49.4)
52.6 (53.0-52.4)

73.5 (85.8-73.9)

127.3 (129.3-124.8)

184.2 (185.5-181.0)

27.6 (28.0-27.3)
136.6 (136.8-136.4)
2.18 (2.2-2.14)

0.23 (0.58-0.17)

251.9 (252.2-250.5)
167.4 (168.7-165.8)
226.2 (226.8-224.9)
134.0 (135.2-133.5)
164.5 (165.2-163.9)
151.1 (152.4-149.6)
40.4 (40.7-40.1)
79.8( 69.9-69.2)
49.0 (49.3-48.7)

98.5 (98.7-97.8)

170.3 (172.0-168.2)

210.3 (212.3.209.6)

30.4(30.8-30.1)
106.0 (106.3-105.8)
0.83 (0.87-0.82)

1.22 (1.57-0.81)

0.85+0.005

29.34+£3.8

63.34 £0.70

SE

0.008 + 0.001

0.2+ 0.001

* Los resultados estan expresados como el promedio de n = 6. IC = intervalo del confianza al 95%. Cls,

calculada mediante un analisis probit.” Los resultados estan expresados como el promedio de n = 6 + EEM.

SD= desviacion estandar. ¢ Controles positivos. SE = Sin efecto.
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4.8. Evaluacion del potencial hipoglucemiante de Ageratina petiolaris

Como es ampliamente conocido, la diabetes mellitus se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial y las plantas representan una alternativa como
coadyuvantes para el tratamiento de este padecimiento. Las plantas han sido empleadas
desde la antigiiedad para el tratamiento, no solo de la diabetes sino de muchas otras
enfermedades, sin embargo, la mayoria de ellas no han sido evaluadas farmacologicamente
ni se han determinado las entidades quimicas responsables de su efecto. Por lo que los
estudios enfocados al sustento cientifico del uso tradicional de las plantas asi como la
determinacion de los compuestos responsables de la actividad, representan no solo un
avance en el conocimiento quimico de las plantas, sino una via factible para el
descubrimiento de nuevas moléculas que podrian resultar mas accesibles y eficaces para el

tratamiento de diversos padecimientos.

En 2005 se reportd una lista de 306 plantas mexicanas con efecto hipoglucemiante,
entre las cuales se encuentra Ageratina petiolaris para el tratamiento de la diabetes,” la
cual se encuentra a la venta en el mercado mas grande de plantas medicinales de América
Latina en la ciudad de México, el “Mercado de Sonora”. Para este proposito, los
vendedores recomiendan hervir 20 g de las partes aéreas de la planta en 0.5 L de agua;
considerando este hecho, se investigd el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso y
metanolico de la especie en ratas con diabetes inducida por el método NA-STZ y se

identificaron los principales constituyentes de los extractos probados.

La STZ, 2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa, es un producto
natural con propiedades antibioticas extraido de Streptomyces achromogenes que resultd
particularmente toxico para las células B pancreaticas de los islotes de Langerhans,’’
produciendo hiperglucemia, lo que motivo su uso en un modelo animal de diabetes. Su
mecanismo de accién no estd completamente establecido, pero se sabe que la entidad
glucosidica, facilita el transporte de la molécula a través de la membrana de las células beta
pancredticas utilizando el transportador GLUT 2 y que la fraccidon nitrosourea es la
responsable de la toxicidad. Se ha demostrado que la administracion de STZ provoca dafio
al ADN por un proceso de alquilacion. Como resultado del dafo al ADN, se desencadenan

procesos de reparacion tales como la activacion de la enzima poli-(ADP-ribosa) polimerasa
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1 (PARP-1), lo que culmina en la disminucion de NAD' (Nicotinamida-Adenina
Dinucledtido) y ATP. La desfosforilacion del ATP induce la actividad de la xantina oxidasa
provocando la formacion de radicales superdxido, que aunado a la generacion de radicales

NO procedentes de la STZ, contribuyen al dafio oxidativo celular.

Estudios previos in vitro e in vivo han mostrado que la NA (nicotinamida) es capaz
de proteger efectivamente a las células £ del dafio causado por STZ. Se ha propuesto que el
mecanismo por el cual ejerce su accion protectora consiste en su capacidad para inhibir a la
enzima PARP-1 y por su caracter antioxidante protege a las células del dafio ocasionado

por los radicales libres.”®

También se sabe que la accion protectora de la NA en las células £ disminuye con el
tiempo transcurrido después de la administracion de STZ a las ratas. Esta disminucion, es el
resultado de la degradacion de ATP ya que la absorcion de NA por las células f es ATP-
dependiente. En la mayoria de los experimentos, la NA se administra a las ratas 15 min

antes de STZ.

El farmaco STZ es el agente de eleccion para la induccion de la diabetes
experimental tipo 2 debido a que presenta varias ventajas frente a otros inductores; mayor
tiempo de vida media, hiperglucemia sostenida, menor incidencia de mortalidad y por lo

tanto desarrollo de las complicaciones asociadas a la enfermedad.

Los resultados del efecto hipoglucemiante agudo de los extractos acuoso y

metanolico de Ageratina petiolaris se muestran en la Figura 21.

Se observa que a la dosis de 40 mg/Kg el extracto acuoso disminuye
significativamente los niveles de glucosa en ratas hiperglucémicas cuando se compara
contra el grupo control hiperglucémico a los 180 minutos después de haber sido tratadas, y
que cuando la dosis de incrementa a 160 mg/Kg este efecto se observa desde los 60 minutos
y permanece constante hasta los 180. En cambio, la comparacion de los niveles de glucosa
que presenta el grupo tratado a los diferentes tiempos (60, 120 y 180 min) contra los niveles
que presentaron antes del tratamiento (T0), muestra que la dosis menor disminuye

significativamente la glucosa desde los 120 minutos y la dosis mayor desde los 60.
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En el caso del extracto metandlico a dosis de 67 mg/Kg no muestra efecto
hipoglucemiante en este modelo experimental. Sin embargo, al incrementar la dosis a 670
mg/Kg, se observa un efecto hipoglucemiante significativo desde los 120 min cuando se
compara el grupo hiperglucémico tratado con el grupo hiperglucémico sin tratamiento y un
efecto significativo desde los 60 minutos posteriores al tratamiento cuando se compara con

los niveles de glucosa que present6 antes de la administracion del extracto.

-®- Control Normal

200
- Control hiperglucémico
- & Glibenclamida
% Ex. acuoso (Dosis=40mg/Kg)
g 1504 -0~ Ex. acuoso (Dosis=160mg/Kg)
.6% 4 Ex. metanol (Dosis=67mg/kg)

@ Ex. metanol (Dosis=670mg/kg)
- L-CHI (Dosis=3.73mg/kg)

100 T T T
0 60 120 180

Tiempo (minutos)

Figura 21. Efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso y de metanol de Ageratina petiolaris en ratas
hiperglucémicas. Cada grupo representa el promedio (n = 11) = EEM para los animales de cada grupo. Los
datos se analizaron mediante una ANOVA de dos vias seguida de un analisis estadistico Bonferroni. a =
diferencia significativa respecto al tiempo cero dentro del mismo grupo con p < 0.05. b = diferencia
significativa con respecto al control hiperglucémico al mismo tiempo con p <0.01.

Teniendo como base estos resultados anteriores y con el objetivo de encontrar los
metabolitos que le confieren la actividad a la planta, se realizo el estudio fitoquimico de

ambos extractos.

4.9. Estudio fitoquimico del extracto acuoso y metanolico de Ageratina

petiolaris

El estudio quimico de los extractos de A. petiolaris, condujo al aislamiento,
purificacién e identificacion del L-chiro-inositol (22) y acido clorogénico (23) como los

principales constituyentes del extracto acuoso. El acido clorogénico es un compuesto con
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probada actividad hipoglucemiante que ha demostrado su capacidad para bloquear la
produccion hepatica de glucosa y se ha identificado como el principal constituyente del
extracto acuoso de Cecropia obtusifolia y C. peltata, plantas utilizadas tradicionalmente
para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.> El b-chiro-inositol, ha sido identificado
como uno de los constituyentes activos de Momordica charantia y Cucurbita ficifolia,
especies utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes tipo 2,°° mientras que
el efecto del L-chiro-inositol aun no ha sido descrito, esto quizd debido a que su
distribucion en la naturaleza es limitada y ha sido aislado solo de algunas especies vegetales
como Cremanthodium ellisii,®" Euphorbia resinifera,® Euphorbia pilulifera.> En el
presente trabajo se evaluo el efecto hipoglucemiante del L-chiro-inositol en ratas diabéticas
a una dosis de 3.73 mg/Kg (Figura 21). Los resultados mostraron una diferencia
significativa con respecto al tiempo cero desde los 60 min posteriores a la administracion y
una diferencia significativa respecto al control hipoglucémico a los 180 min. Es importante
hacer notar que ambos compuestos (22 y 23) estan presentes en el extracto metandlico y
acuoso, la concentracion en el extracto metanolico es menor que en el acuoso, lo que
explica su menor efecto. Los resultados obtenidos permiten proponer a estos dos
compuestos como dos de los componentes responsables de la actividad mostrada, y

respaldan el uso tradicional de la especie para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

Ademas de los compuestos mencionados, la separacion del extracto acuoso llevo al
aislamiento e identificacion del diterpeno 4 y los benzoatos de bencilo 28-31 (Figura 22)
como componentes minoritarios, mientras que del extracto metandlico se aislo el benzoato

de bencilo 31 (Figura 23) en adicion a los ya mencionados en el extracto acuoso.

R, O
R
R3 O/\© 2
OCHs
R1 R Rs
28 OH H H
29 OCH; H H
30 OCH; OCHs H
31 OH H OCHs

Figura 22. Benzoatos de bencilo aislados del extracto acuoso y de metanol de Ageratina petiolaris.
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El compuesto 4 ha sido aislado previamente de Fleischmannia viscidipes® y de
Eupatorium (Ageratina) petiolaris.*®® Los compuestos 29 y 30 han sido aislados
previamente de la misma especie y los compuestos 22, 23, 28 y 31 se describen por vez
primera en la especie. Aunque el compuesto 28 se ha aislado antes de Ageratina petiolaris
y de otras especies, no se encontraron datos de su estructura cristalina por lo que en este

trabajo se describe por primera vez (Figura 23).

Figura 23. Estructura cristalina del compuesto 28 obtenida por difraccion de rayos X.
4.10. Actividad antiprotozoaria de los compuestos aislados de Ageratina petiolaris

Como se observa en el Cuadro 12, los compuestos aislados de Ageratina petiolaris
muestran baja actividad contra los organismos de prueba, lo que sugiere que la actividad
que presenta el extracto acuoso (Cuadro 3), este dada, por un sinergismo entre sus

constituyentes y no por un compuesto en particular.

Cuadro 12. Actividad antiprotozoaria de los compuestos aislados de Ageratina petiolaris

Compuesto/Control  Entamoeba histolytica Clsy uM (IC)*  Giardia lamblia Clsy uM (IC)?

L-chiro-inositol (21) 475.98 (474.86 - 478.21) 522.34 (520.11 - 523.46)
Acido clorogénico (23) 96.9 (96.32 - 97.46) 118.36 (117.23 - 118.92)
28 184.2 (185.5 - 181.0) 210.3 (212.3 - 209.6)
29 106.9 (108.2 - 106.6) 130.6 (131.4 - 129.8)
30 90.4 (91.2 - 88.6) 122.8 (123.5 - 123.7)
Emetina™" 2.18(2.2-2.14) 0.83 (0.87 - 0.82)
Metronidazol™" 0.23 (0.58 - 0.17) 1.22 (1.57 - 0.81)

* Los resultados estan expresados como el promedio de n = 6. IC = intervalo del confianza al 95%. Los
valores marcados con * se consideraron con diferencia significativa respecto al control con p < 0.05. Clj,

calculada mediante un analisis probit. "Controles positivos.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo, representan una contribucién al
conocimiento quimico y bioldgico de especies de la flora mexicana y reafirman el valor de

las plantas como fuente de nuevas entidades quimicas con potencial farmacologico.

El estudio fitoquimico de la especie Ageratina cylindrica condujo al aislamiento de
27 compuestos, 14 de los cuales no han sido descritos previamente en la literatura, ocho de
ellos corresponden a derivados del timol y los seis restantes a estructuras relacionadas con

acido ent-kaurenoico.

Se determind por primera vez la configuracion absoluta y la estructura cristalina de

un derivado del timol con un grupo epoxido en su estructura (compuesto 9).

Se determind la configuracién absoluta de los nuevos derivados del acido ent-
kaurenoico mediante espectroscopia de dicroismo circular vibracional en combinacion con
calculos tedricos utilizando la teoria del funcional de la densidad poniendo en evidencia la
utilidad de esta herramienta para la determinacion de la configuracion absoluta de un centro

quiral en presencia de otros centros quirales.

Se describe por primera vez la estructura cristalina del 4cido 15-oxo-(16R)-ent-
kauran-19-oico (compuesto 33), producto de la hidrdlisis acida de los derivados del &cido

ent-kaurenoico, sustituidos en C-15 con una orientaciéon f.

La evaluacion de los derivados del timol como inhibidores del hiperperistaltismo
intestinal indica que los compuestos 9 y 13 representan entidades quimicas con importante
potencial como antidiarreicos y que un sustituyente hidroxilo en la posiciéon C-6 del anillo

del timol es importante para mantener la actividad de los compuestos.

La investigacion de Ageratina petiolaris como una especie hipoglucemiante
condujo a la identificacion de L-chiro-inositol y acido clorogénico como los principales
constituyentes del extracto acuoso y como probables responsables de la actividad que
mostrd dicho extracto en las pruebas de actividad hipoglucemiante in vivo, lo que

proporciona soporte cientifico al uso tradicional de la especie.

La evaluacion de los compuestos aislados contra Giardia lamblia y Entamoeba

histolytica indica que los metabolitos presentan una baja actividad contra estos parasitos y
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que la actividad mostrada en el extracto acuoso debe estar dada por el efecto de sus

constituyentes en conjunto y no por un compuesto en particular.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL
6.1. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos. Los espectros IR fueron obtenidos en un espectrometro IR Bruker Tensor 27.
Las RO fueron medidas en un polarimetro Perkin-Elmer 323. Los espectros UV fueron
realizados en un espectrometro Shimadzu UV 160U. Los espectros de DCV fueron
adquiridos en un espectrometro BioTools dualPEM Chiral/R FT-VCD (Jupiter, FL). Los
experimentos de RMN 1D y 2D fueron realizados en un espectrometro Bruker Advance II1
a 400 MHz para 'H and 100 MHz para °C y en un Varian, Unity Inova 500 MHz para 'H y
125 MHz para "*C. Los desplazamientos quimicos (J) estan referenciados con el TMS vy las
constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hz. Los espectros de HRESI-MS se
determinaron en un espectrometro de masas Waters Synap G2S HDMS Q-TOF y/o en un
Bruker micrOTOF-Q II, Los espectros DART-MS en un The AccuTOF JMS-T100LC y
FAB-MS en un JEOL JMS-SX102A. Los datos de rayos X fueron colectados en un

difractometro Agilent Xcalibur Atlas Gemini.
6.2. Métodos cromatograficos

Las separaciones por cromatografia en columna abierta (CCA) se realizaron sobre
gel de silice de malla 230-400 (Macherey-Nagel) o Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech)
de acuerdo a las técnicas convencionales empleando diferentes sistemas de elucion. La
cromatografia en columna “flash” se realizé usando la metodologia descrita por W. Clark
Still et. al.*® utilizando como fase estacionaria gel de silice de malla 230-400 (Macherey-
Nagel) u octadecilsilicio (C;s) (Sigma Aldrich). La CCF fue realizada en placas Macherey
Nagel Sil G/UVjs4 de 20 x 20 cm y 0.25 a 2.00 mm de espesor, segin el caso. El
seguimiento del progreso tanto de cromatografias como de reacciones se realizd6 mediante
cromatografia en capa fina analitica (CCFa) utilizando cromatofolios de gel de silice de
0.20 mm con indicador de fluorescencia adquiridas de Macherey Nagel. La visualizacion de
las placas se llevd a cabo con una lampara de luz UV Espectroline modelo CX-20 a dos
longitudes de onda (254 y 365 nm) y/o utilizando reveladores de sulfato cérico amoniacal

y/o 6leum.

56



6.3. Evaluacion de la actividad antiprotozoaria

Giardia lamblia IMSS: 1090-1 se cultivd en medio TYI-S-33 modificado,
suplementado con 10% de suero de ternera y bilis bovina. Entamoeba histolytica HM1
IMSS se cultivo a 37 °C en medio TYI-S-33 suplementado con 10 % de suero de bovino
(inactivado por calentamiento). Los trofozoitos se mantuvieron en condiciones axénicas.
Los estudios se realizaron utilizando trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento. Los
ensayos de susceptibilidad in vitro se llevaron a cabo incubando trofozoitos de E.
histolytica (6 x 10°) o G. lamblia (5 x 10*) a 37 °C durante 48 h en presencia de los
compuestos a evaluar disueltos en DMSO a diferentes concentraciones (2.5-200 pg/mL).
Después de la incubacion, se tom6 un inoculo de 50 pL de cada tubo y se transfiri6 en
medio fresco para ser incubado durante 48 horas adicionales en ausencia del compuesto a
evaluar. Cada evaluacion incluyd metronidazol y emetina como controles positivos, un
control (medio de cultivo, trofozoitos y DMSO) y un blanco (medio de cultivo). El nimero
final de parasitos se determind utilizando un hemocitometro y se determiné el porcentaje de
inhibicién de crecimiento por comparaciéon con el control. Cada prueba se realiz6 por
duplicado y se repiti6 al menos tres veces. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis
probit y el porcentaje de trofozoitos viables se determind por comparacion con el control.
Los valores de concentracion inhibitoria media (Clsg) se obtuvieron mediante un analisis de

regresion graficando probit versus log de la concentracion.
6.4. Determinacion de la actividad inhibitoria de la propulsién intestinal

La evaluacion de la actividad antipropulsiva se realizo siguiendo el método descrito
por Calzada.®* Se emplearon grupos de 6 ratas machos de la cepa Sprague-dawley cuyo
peso oscilo entre los 200 y 250 g, obtenidas del bioterio del IMSS (Instituto Mexicano del
Seguro Social). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el “Animal Care and
Use Committee” del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI. El
manejo de los animales se realizd6 de acuerdo a la NOM 0062-ZO0O-1999 titulada
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio”. Las ratas se mantuvieron en ayunas durante toda la noche y agua ad libitum.

El experimento incluy6 un grupo blanco (DMSO 2 % en agua + carbon activado al

2% en agua), un control negativo (DMSO 2% en agua + solucion de goma de acacia al 5%-

57



carbon activado al 10% en agua) control positivo (10 mg /Kg de loperamida en DMSO al
2% en agua + solucion de goma acacia al 5%-carbon-activado al 10% en agua ) y un grupo
de prueba (compuesto a diferentes concentraciones en DMSO al 2% en agua + solucion de
goma acacia al 5%-carbon activado al 10% en agua). La administracion se realiz6 via
intragastica. Los compuestos puros, asi como la loperamida fueron administrados 20 min
antes de la administracion de la suspension de carbon activado-goma acacia. Se dejaron
transcurrir 30 min y los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, se disecto el
intestino delgado desde el piloro hasta el ileon y se midio el avance del carbon activado-

goma acacia en el tubo digestivo.
Los datos se analizaron mediante una prueba ¢ de Student.
6.5. Evaluacion de la actividad hipoglucemiante

La evaluacion del efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de Ageratina
petiolaris se realizo siguiendo el método propuesto por Massielo.”” Se emplearon cinco
grupos de 12 ratas de la cepa Wistar incluyendo machos y hembras de 2 meses de edad y
entre 250 y 300 g de peso, adquiridas del bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Las
unidades experimentales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (25
°C), humedad (55 %), periodos de luz oscuridad de 12 x 12 h, acceso libre al alimento
(Purina, Rodent Laboratory Chow 5001) y agua ad libitum. Se les administré una dosis de
150 mg/Kg de nicotinamida (NA) en solucion isotonica al 0.9 % por via intraperitoneal.
Después de 15 minutos se administrd una dosis de 65 mg/Kg de estreptozotocina (STZ)
disuelta en buffer de citratos a un pH de 4.5 por via intravenosa. Después de 24 h y durante
siete dias consecutivos, se monitorearon los niveles de glucosa plasmatica. Las muestras de
sangre se obtuvieron de acuerdo al procedimiento descrito en la guia del “Institutional
Animal Care and Use Committe” (10/09/99) (IACUC, 1999). El criterio de inclusion de
una rata en el experimento fue un nivel de glucosa entre 180 y 220 mg/dL. El experimento
incluy6 un grupo blanco (ratas normales a las que se les administr6 solucion fisioldgica), un
control negativo (ratas diabéticas a las que se les administrd solucion fisiologica), un
control positivo (ratas diabéticas a las que se les administro glibenclamida) y grupo de
prueba (ratas diabéticas a las que se les administro el extracto o compuesto de prueba). Las

determinaciones de glucosa se realizaron por duplicado, la primera de ellas 5 min antes de
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la administracion oral de los extractos, vehiculo o farmaco (TO) y después a los 60, 120 y
180 min. La concentraciéon de glucosa se determindé mediante el empleo de equipos

Accutrend GC (Roche).

Los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA de dos vias seguida de un

analisis estadistico Bonferroni.
6.6. Material vegetal

Ageratina cylindrica y Ageratina petiolaris fueron colectadas en Tenancingo,
Estado de México, México en febrero del 2012. El material botanico fue identificado por el
Dr. José Luis Villasefior y una muestra de cada espécimen fue depositado en el Herbario
Nacional MEXU, del Instituto de Biologia de la UNAM, registrados como Ageratina
cylindrica: MEXU-1 333 472 y Ageratina petiolaris: MEXU-1 333 471.

6.7. Preparacion de los extractos de Ageratina cylindrica
El material vegetal se separ6 manualmente en hojas, tallos y flores, se seco a

temperatura ambiente y a la sombra, y se molié en un molino de cuchillas.

Se pesaron 400 g de material y posteriormente se realiz6 la extraccion por
percolacion, utilizando disolventes de polaridad ascendente, obteniéndose los extractos de

hexano (170 g), diclorometano (19 g), acetona (21 g) y metanol (63 g).

El extracto acuoso se prepard mediante el método de infusion. Se tomaron 100 g del
material molido, se trataron con 1 L de agua destilada hirviendo; se dejo enfriar y se filtr6 a
través de papel filtro, por gravedad. El proceso se repitid 3 veces. El filtrado se liofilizo

obteniéndose 33 g de residuo del extracto acuoso.
6.8. Aislamiento de los metabolitos secundarios de Ageratina cylindrica
6.8.1. Estudio fitoquimico del extracto de hexano

El extracto de hexano se sometido a CC en gel de silice usando un gradiente de
elucion con AcOEt/hexanos (0:100-100:0) hasta obtener 144 eluatos, los cuales se
combinaron en 12 fracciones primarias (A-L) mediante su evaluacion en CCFa. En la
fraccion E (64 mg) (eluida con AcOEt/hexanos 90:10) cristalizo el compuesto 1 (30 mg).
En la fraccion F (1.4 g) se obtuvo un precipitado blanco que fue identificado como una

mezcla de 2 y 3. La fraccion G (32 mg) se separd por CCFp en gel de silice utilizando una
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mezcla de hexanos:acetona (3:1) como sistema de elucion obteniéndose los compuestos 4
(5 mg) y 5 (7 mg) como aceites amarillentos. En la fraccion H, se obtuvo una mezcla de 6 y
7 como un so6lido blanco (58 mg). La fraccion I (80 mg) se sometié a CCFp obteniéndose el
compuesto 8 (20 mg). La fraccion J (907 mg) se sometid a CC en Sephadex LH-20
utilizando metanol como eluyente, obteniéndose los compuestos 9 (20 mg), 10 (5 mg), 11
(15 mg), 12 (15 mg) y 13 (15 mg) como aceites incoloros. El resto de las fracciones no
fueron analizadas debido a la escasa cantidad de muestra y a su complejidad en cuanto a

composicion.
6.8.2. Estudio fitoquimico del extracto de diclorometano

El extracto de diclorometano se someti6 a CC usando un gradiente de elucidon con
AcOEt/hexanos (0:100-100:0) hasta obtener 56 aluatos, los cuales se combinaron en 5
fracciones primarias (A-E) mediante su evaluaciéon en CCFa. La fracciéon A (350 mg) se
sometid0 a CC en Sephadex LH-20 usando como sistema de elucién una mezcla de
hexanos/AcOEt (2:1) para obtener los compuestos 9 (250 mg) y 10 (20 mg); el compuesto
9 fue cristalizado en una mezcla de CH,Cly/Hexanos. La fracciéon B (80 mg) se sometio a
CCFp con la misma mezcla de elucion para obtener el compuesto 13 (40 mg), la fraccion C
se someti6 a CCFp utilizando una mezcla de hexanos/AcOEt (2:1) como disolvente de
elucion para obtener los compuestos 14 (8 mg) y 15 (12 mg) como aceites incoloros. En la
fraccion E cristalizo el compuesto 16. El resto de las fracciones no fueron tratadas debido a

la poca cantidad de muestra y a la complejidad en cuanto a composicion.

Cylindrinol B (Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-hidroxitimol, 5): Aceite incoloro;
[a]sso 2.4 (c 0.01, acetona); UV (MeOH) Ansx (log €) 204 (2.89), 223 (2.80), 272 (1.88)
nm; IR (CHCI3) vmay 3401, 2934, 2878, 1754, 1722, 1270 cm™'; RMN 'H y '*C (CDCls) ver
Cuadro 5; DART-MS m/z 371 [M + H]".

Cylindrinol A (Isobutirato de (8S)-10-benzoiloxi-8,9,epoxi-6-hidroxi-7-oxotimol, 9):
Cristales incoloros; (CH,Cl-hexanos); pf 74-75 °C; [a]sso +25.5, [a]s7s +27.1, [a]s46 +30.9,
[]436 +52.6 (¢ 1.03, CHCL3); UV (MeOH) Amsx (log €) 224 (3.27), 255 (2.91), 332 (2.41)
nm; IR (CHCL3) vmax 3692, 2940, 2854, 1758, 1723, 1666, 1270 cm '; RMN 'H y “*C
(CDCls) ver Cuadro 5; FABMS m/z 385 [M]" (96), 136 (60), 192 (20), 105 (100), 71 (35),
43 (30); HRESI-MS m/z 407.1101[M + H]" (calculada para C,;H00; + Na, 407.1109).
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Cylindrinol C (Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-oxotimol, 10): Aceite incoloro;
[a]sso= 0 (c 0.01, acetona); UV (MeOH) Amsx (log €) 206 (3.14), 228 (3.00), 281 (2.23) nm;
IR (CHCl3) vmax 2982, 2832, 1760, 1723, 1704, 1270 cm™'; RMN 'H y °C (CDCL) ver
Cuadro 5; FAB-MS m/z 369 [M+H]" (100),307 (58), 289 (35), 154(84), 136 (37), 105 (14);
HRFAB-MS m/z 369.1337 [M + H]" (calculada para C»;Hy0Og + H, 369.1338).

Cylindrinol D (Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-acetiloxitimol, 11): Aceite
incoloro; [a]sge 0, (¢ 0.01, acetona); UV (MeOH) Amsx (log €) 205 (3.25), 251 (3.22) nm; IR
(CHCl3) vinax 2938, 2878, 1725, 1452, 2385,1270 cm '; RMN 'H y °C (CDCl5) ver Cuadro
5; FAB-MS m/z 413 [M+1]" (67), 353 (15),231 (46), 203 (25),161 (22), 105 (100), 71(21),
43 (19); HRFAB-MS m/z 413.1592 [M+H]" (calculada para C»3H»407 + H, 413.1600).

Cylindrinol E (Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-7-isobutiriloxitimol, 12): Aceite
incoloro; [a]ssg +2.4 (¢ 0.01, acetona); UV (MeOH) Ansx (log €) 205 (3.19), 222 (3.14) nm;
IR (CHCl3) vinax 2932, 2856, 1755, 1724, 1270 cm'; RMN 'H y '°C (CDCls) ver Cuadro 6;
FAB-MS m/z 441 [M+1]" (34), 407 (28), 231 (39), 91 (23), 154 (100), 136 (80), 105 (80),
95 (58), 71 (35), 55 (83), 43 (74).

Cylindrinol F (Isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-isobutiriloxitimol, 13):
Aceite incoloro; [a]ssg +7.9 (¢ 0.01, acetona); UV (MeOH) Anax (log €) 204 (2.99), 2227
(2.79), 282 (2.18) nm; IR (CHCl3) vy 3281, 2980, 2878, 1752, 1722, 1272 cm™'; RMN 'H
y 1*C (CDCls) ver Cuadro 6; FAB-MS m/z 457 [M+H]" (100), 280 (31), 369 (44), 247(64),
177 (33), 105 (73), 71 (14), 43 (8); HRFAB-MS m/z 457.1851 [M+H]" (calculada para
Cy5sH29O0g +H, 457.1862.

Cylindrinol G (Isobutirato de benzoiloxi-8,9-dehidro-7-hidroxitimol, 14): Aceite
incoloro; UV (MeOH) Anax (log €) 205 (3.09), 227 (2.97) nm; IR (CHCI3) vimax 2933, 2877,
1751, 1720, 1273, 116 cm™'; RMN 'H y *C (CDCl;) ver Cuadro 6; DART-MS m/z 355
[M+H]".

Cylindrinol H (Isobutirato de 10-benzoiloxi-8-hidroxi-9-isobutiriloxi-7-hidroxitimol,
15): Aceite incoloro; [a]sgg +0.42 (¢ 0.01, acetona); UV (MeOH) Ansx (log €) 204 (2.92),
224 (2.73), 276 (2.07) nm; IR (CHCl3) vmax 3353, 2931, 2856, 1724, 1272 cm'; RMN 'Hy
BC (CDCls) ver Cuadro 6; HR-ESI-MS: 411.1414 [M + Na]". (calculada para C, H,407 +
Na, 411.1420)
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Analisis por DCV del compuesto 9: Una muestra de 7.9 mg del compuesto 9, se disolvid
en 150 pL. de CDCl5 100% deuterado y se colocd en una celda de BaF, con un paso de luz
de 0.1 mm. Los datos fueron adquiridos usando una resolucion de 4 cm™ y un tiempo de
coleccion de 40 h, dividido en bloques de yhlh. Se promediaron 35 bloques de 1 h y se
obtuvo la linea base sustrayendo el espectro del disolvente adquirido bajo las mismas
condiciones de la muestra. La estabilidad de la muestra se monitore6 por espectroscopia de

RMN 'H antes y después de la medicion del espectro de DCV.

Métodos computacionales para la determinacion de la configuracion absoluta del
compuesto 9: La busqueda conformacional se llevd a cabo con un nivel de teoria de
mecanica molecular empleando el campo de fuerzas MMFF94 incorporado en el software
Spartan 04 (Wavefunction, Irvine, CA, USA). Se obtuvieron 223 conférmeros con una
energia relativa de 10 kcal/mol por arriba del conformero de mas estable. El numero de
conférmeros se redujo considerando aquellos dentro del rango de 5 kcal /mol, y se
sometieron a un céalculo de punto simple con el nivel de teoria BLYP/6-31G(d,p). Las
geometrias de los 66 conférmeros dentro de las primeras 5 kcal/mol fueron optimizadas a
con el funcional B3LYP y la base DGDZVP empleando el programa Gaussian 09W.% Se
obtuvieron 31 conférmeros con frecuencias no imaginarias en el andlisis vibracional y con
una energia libre (G) en el rango de 3 kcal/mol por arriba del conférmero mas estable. Los
espectros de IR y DCV se obtuvieron utilizando los 23 conférmeros de abundancia mayor a
1%. Para los funcionales B3PW91 y PBEPBE se sigui¢ la misma estrategia para obtener
los conformeros mdas abundantes considerando una distribucion de Boltzmann. Los
espectros calculados y experimentales fueron comparados utilizando el software
CompareVOA.®" Todos los calculos gaussianos se llevaron a cabo usando un nodo de

supercomputo con ocho procesadores a 2.93 GHz y 8Gb de RAM.
6.8.3. Estudio fitoquimico del extracto de acetona

El residuo del extracto crudo se someti6 a lavados sucesivos con CH,Cl,, acetona y
metanol. Se pesaron 7 g de la fraccion soluble en acetona y se sometieron a CC en
Sephadex usando metanol como disolvente de elucion. Se obtuvieron 32 eluatos de 60 ml
cada uno. Los eluatos se reunieron de acuerdo con su perfil cromatografico en 5 fracciones

primarias (A-E). La fraccion B (120 mg) fue sometida a CCFp utilizando como disolvente
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de elucion una mezcla de AcOEt/MeOH/H,0 (200:16:7) eluida tres veces para obtener los
compuestos 17 (20 mg), 18 (35 mg) y 19 (7 mg). En las fracciones C y D cristalizaron
espontaneamente los compuestos 20 (70 mg) y 16 (53 mg), respectivamente. El resto de las
fracciones no fueron analizadas debido a la pequeiia cantidad de muestra y a la complejidad

en cuanto a composicion.

19-B-p-glucopiranosil-15-g-L-fucopiranosiloxi-ent-kaur-16-en-19-ato (17): Polvo blanco;
pf 145-150 °C; [0]*p -31.6 (c 0.01, MeOH); IR (KBr) vmay 3370, 2924, 2856, 1732, 1655,
1061 cm™'; RMN 'H y '*C (piridina ds) ver Cuadro 9; HRESI-MS m/z [M + Na]" 649.3222
(calculada para C3;Hs5001, + Na, 649.3200).

19-p-p-glucopiranosil-15-f-(4-acetoxi- #-L-fucopiranosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-ato (18):
Polvo blanco; pf 150-152 °C; [a]*b -46.6 (¢ 0.01, MeOH); IR (KBr) vinax 3373, 2925, 2857,
1724, 1655, 1602, 1240, 1070 cm™'; RMN '"H y "*C (piridina ds) ver Cuadro 9; HRESI-MS
m/z [M + Na]+ 691.3316 (calculada para C34Hs,0;3+ Na, 691.3306).

19-B-p-glucopiranosil-15-f-(3-acetoxi- #-L-fucopiranosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-ato (19):
Polvo blanco; pf 145-148 °C; [oc]ZSD -33.0 (¢ 0.01, MeOH); IR (KBr) v 3691, 3597, 2929,
1856, 1734, 1602, 1022 cm'; RMN 'H y °C (piridina ds) ver Cuadro 9; HRESI-MS m/z
M + Na]+ 691.3316 (calculada para C34Hs,0;3+ Na, 691.3306).

Metil xylopato (19-f-metil-15-a-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-ato, 32): A una solucion de
17 (17 mg) en H,O (2.0 mL), se adicionaron 23 mg of NalOy y se agitaron a temperatura
ambiente por 18 h. Posteriormente se adicionaron 20 mg de KOH a la mezcla de reaccion y
se pusieron en condiciones de reflujo por 1 h. A continuacién se adicionaron 2.0 mL de
agua y el pH se ajusto a 4-5 con AcOH. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (10 mL
x 3). La fraccion organica se lavo con agua (25 mL), se secd con Na,SO4 anhidro, y se
evaporo el disolvente a presion reducida para obtener 35, el cual, sin purificacion se
sometio a un proceso de esterificacion con diazometano seguido de acetilacion en anhidrido
acético y piridina, para dar 32 (1 mg), el cual, fue identificado por sus datos de RMN

comparados con la literatura.®®

19-f-metil-15-f-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-ato (36): Se obtuvo mediante un proceso de

esterificacion y acetilacion similar al descrito para 35 de una muestra autentica de acido

63



grandiflorico (15 mg) aislado de Montanoa Gigas,” sus datos de RMN fueron congruentes

con los descritos en la literatura.

Hidrdlisis alcalina de 17: Una muestra de 17 (30 mg), disueltos en una solucion de KOH
en etanol al 10% se calentd a 70 °C por 4 h. Posteriormente se acidulé con acido acético y
se elimind el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido de esta manera se disolvio
en agua y se extrajo con n-butanol (10 mL x 3). La fraccion butanodlica se destilo a presion
reducida, para dar un sélido blanco amorfo, el cual fue identificado de acuerdo con sus

caracteristicas espectroscopicas como 34 (18 mg).

Hidrolisis acida de 17-19: A una mezcla de 17-19 (35 mg) disuelta en metanol (5 mL) se
le agregaron 10 mL de HCI al 10% y se mantuvo en reflujo por 8 h, posteriormente se dejo
enfriar y se extrajo con CH,Cl, (20 mL x 3). De la fase organica, después de eliminar el
disolvente, se obtuvo el compuesto 33, el cual se caracterizd espectroscopicamente por sus
datos de RMN 'H y C comparados con los datos previamente descritos en la literatura.”
La fase acuosa se neutralizd6 con KOH 1IN y se extrajo con n-BuOH, se lavd con agua (10
mL x 3) y después de remover el disolvente, se prepararon los derivados sililados de los
azucares mediante tratamiento con bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (Merck) utilizando el

método ya descrito’' y se analizaron por CG.

Determinacién de la configuracion de la fucosa: Se pesaron 60 mg de 34 y se sometieron
a hidrolisis acida por el método descrito en el parrafo anterior, la fase acuosa se neutralizo
con Na,COj y se extrajo con n-BuOH (20 mL x 3). El residuo obtenido después de remover
el disolvente a presion reducida y sin previa purificacion, se acetilo y se purificé por CCFp
usando una mezcla de hexanos:AcOEt (2:1) para obtener 3 mg del acetato de fucosa, el cual
se identificd por sus caracteristicas espectroscopicas en RMN y su rotacion especifica
[a]*D -33.2 (¢ 0.003, CHCl5), como L-fucosa.

Determinacién de la configuracion absoluta de los derivados del acido ent-kaurenoico
mediante DCV: Muestras de 7.0 mg de 32 y 9.4 mg de 36 se disolvieron en 150 pL de
CDCI; 100 % deuterado y se colocaron en una celda de BaF, con un paso de luz de 0.1 mm.
Los datos se adquirieron durante 6 h con 4 cm” de resolucién para las muestras y
disolvente. Los seis bloques de una hora se promediaron y se obtuvo el espectro final

sustrayendo el espectro del disolvente medido en las mismas condiciones de la muestra. La
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estabilidad se monitoreo a través de RMN 'H antes de después de la determinacion de los

espectros de DCV.

Métodos computacionales para los derivados del acido ent-kaurenoico: La busqueda de
los conformeros mas estables de los epimeros 32 y 36 se llevo a cabo con mecanica
molecular utilizando el campo de fuerzas MMFF94 incluido en el software ComputeVOA
(Biotools, Jupiter, FL., USA). Se inici6 con 12 conférmeros en una ventana de 10 kcal/mol
para cada molécula, después se realizd un recorte de conformeros considerando aquellos
contenidos en el intervalo de energia relativa de 0.2 kcal/mol que representaron el 99.99 %
del total de la poblacién conformacional. Estos conféormeros se sometieron a un calculo de
punto simple a con un nivel de teoria B3PW91/DGDZVP de donde se obtuvieron dos
conformeros para cada una de las estructuras. La geometria de los conférmeros 32a, 32D,
36a y 36b se optimizo6 al mismo nivel de teoria empleando el programa Gaussian 09W. Las
estructuras optimizadas de ambos conférmeros no presentaron frecuencias imaginarias en el
analisis vibracional y la energia libre relativa entre estos conformeros fue de 0.7 kcal/mol
para 32 y 0.06 kcal/mol para 36. Los 4 conféormeros fueron considerados para el célculo de
los momentos dipolares eléctricos y las fuerzas rotacionales. Los espectros de IR y DCV se
obtuvieron pesando la contribucion de cada conféormero considerando una distribucion de
Boltzman y un ancho de banda de 6 cm™. Los espectros calculados y experimentales se
compararon usando el programa CompareVOA (Biotools, Jupiter, FL, USA). Todos los
calculos Gaussianos se realizaron usando un nodo de supercomputo con 16 procesadores de

2.60 GHz y 16 Gb de RAM.
6.8.4. Estudio fitoquimico del extracto de metanol

La evaluacion por CCFa del extracto metandlico mostré una composicion muy
similar al extracto de acetona por lo que se someti6é a una CC en gel de silice utilizando
como sistema de elucion una mezcla de AcOEt/MeOH/H,0 (200:16:7), se obtuvieron 50
fracciones de 100 mL cada una, las fracciones se reunieron de acuerdo con su perfil
cromatografico en CCFa en 6 fracciones (A-F). De la fraccion A se obtuvo por
cristalizacion espontanea el compuesto 20 (20 mg). En la fraccion B cristalizé el compuesto
21. El compuesto 22 (120 mg) cristalizd de manera espontanea en la fraccion D. De la

fraccion DE (40 mg) se obtuvo el compuesto 23 (40 mg). De la fraccion F (400 mg) se
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obtuvo una mezcla de los compuestos 17-19, los cuales se separaron de la manera descrita

en el caso del extracto de acetona.
6.8.5. Estudio fitoquimico del extracto acuoso

El extracto acuoso se fracciond en una columna de Sephadex LH-20 usando MeOH
como eluyente, obteniéndose 9 fracciones (A-I). La fraccion D (950 mg) se sometio a CC
“flash” utilizando C18 como soporte, una mezcla de MeOH/H,O (3:1) como fase mévil y
un flujo de 5 mL/min. Se obtuvieron 50 eluatos (25 mL cada uno), los cuales se reunieron
en quince fracciones mayoritarias (D1-D15) con base en su perfil cromatografico evaluado
en CCFa). La fraccion D1 se sometio a CCFp con una mezcla de EtOAc/MeOH/H,0
(200:16:7) como sistema de elucion para obtener el compuesto 24 (25 mg). El compuesto
17 (30 mg) se aislé de forma pura de la fraccion D3. Los compuestos 18 (100 mg), 19 (25
mg) y 25 (15 mg), se aislaron de la misma manera de las fracciones DS, D11 y DI3
respectivamente. La fraccion ED15 resulté una mezcla de 26 y 27 (4.5 mg). El compuesto
22 cristalizd de manera directa en la fraccion F. La fraccion G (30 mg) se sometiéo a CCFp
con n-butanol:2-propanol:acido formico:H,O (48:17:18:17) para obtener el compuesto 23

(15 mg), el compuesto 20 fue aislado de la misma manera de la fraccion 1.

15-B-L-fucosiloxi-ent-kaur-16-en-19-ato (25): Polvo blanco; pf 142-146 °C; [a]*b -36.7 (¢
0.01, MeOH); IR (KBr) vimsx 3368, 1731, 1706, 1655, 1231 ecm'; RMN 'H y *C (piridina
ds) ver Cuadro 10; HRESI-MS m/z [M + Na]™ 487.2667 (calculada para CagH4007 + Na,
487.2672).

15--(4-acetoxi-L-fucosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-ato (26): Polvo blanco; pf 149-152 °C;
[a]*D -28.0 (c 0.0051, MeOH); IR (KBr) vmsx 3596, 1735, 1693, 1449, 1370, 1242 cm ';
RMN 'H y Bc (piridina ds) ver Cuadro 10; DART-MS m/z [M + H]" 507.

15-p-(3-acetoxi-L-fucosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-ato  (27): RMN 'H (pyridina-ds, 500
MHz): Datos parciales extraidos de la mezcla de 26 y 27; 6 2.61 (1H, s, H-13), 5.88 (1H, s,
H-17a), 5.11 (1H, s, H-17b), 1.32 3H, s, CHs-18), 1.21 (3H, s, CH3-20), 1.96 (3H, s,
OCOCH3), 4.92 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1"), 4.65 (1H, dd, J = 10.0, 7.6 Hz, H-2'), 5.46 (1H,
dd, J=10.0, 3.2 Hz, H-3"), 4.28 (1H, d, /= 4.0 Hz, H-4"), 3.88 (1H, qd, /= 6.4, 0.8 Hz, H-
5", 1.58 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH;-6"); °C RMN (CDCls, 125 MHz) ¢ 41.1 (CH, C-13),
106.6 (CH,, C-17), 29.7 (CHs, C-18), 180 .7 (C, C19), 16.6 (CH;, C-20), 171.2 (C,
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OCOCH;), 21.4 (CH;, OCOCH3), 107.1 (CH, C-1'), 72.8 (CH, C-2), 78.6 (C, C-3"), 70.5
(CH, C-4'), 71.6 (CH, C-5"), 17.6 (CHs, C-6).

19-4-p-glucopiranosil-15-4-(p-glucopiranosiloxi)-ent-kaur-16-en-19-ato  (Paniculosido
V): polvo blanco; pf 168-172 °C (reportado®'® 173-175 °C), Los datos de RMN *C fueron
esencialmente los mismos que los reportados.’’ RMN 'H (pyridina-ds, 400 MHz): § 1.82
(1H, d, J = 12.4, H-1a), 0.83 (1H, td, J = 12.4, 3.2, H-1b ), 2.19 (1H, m, H-2a), 1.38 (1H,
m, H-2b), 2.34 d (1H, d, J = 12.8, H-3a), 0.95 (1H, dd, J = 13.6, 4.4, H-3b), 1.30 (1H, m,
H-5), 2.43 (1H, m, H-6a), 2.08 (1H, m, H-6b), 2.44 (1H, m, H-7a), 1.48 (1H, m, H-7b),
1.92 (1H, m, H-9), 1.90 (1H, m, H-11a), 1.43 (1H, m, H-11b), 1.62 (1H, m, H12a), 1.46
(1H, m, H-12b), 2.57 (1H, br s, H-13), 2.22 (1H, m, H-14a), 1.00 (1H, m, H-14b), 4.11
(1H, t, J= 2.4, H-15), 5.89 (1H, br s, H-17a), 5.09 (1H, dd, J = 1.6, 0.8, H-17b), 1.24 (3H,
s, CH3-18), 1.29 (3H, s, CH3-20), 5.04 (1H, d, J= 7.6, H1"), 4.12 (1H, t, J = 8.8, H-2"), 4.27
(1H, m ov, J=9.2, H-3"), 4.25 (1H, m ov, H-4"), 3.92 (1H, ddd, J = 8.8, 4.8, 2.8, H-5"), 4.54
(1H, dd, J=11.2, 2.8, H-6'a), 4.42 (1H, dd, J = 12.0, 4.0, H-6'b), 6.27 (1H, d, J = 8.0, H-
1"), 4.21 (1H, t, J = 8.8, H-2"), 4.28 (1H, t, J = 8.4, H-3"), 4.34 (1H, t, J = 9.2, H-4"), 4.03
(1H, ddd, J = 9.2, 4.4, 2.4, H-5"), 4.46 (1H, dd, J = 12.0, 2.4, H-6"a), 4.38 (1H, dd, J =
12.0, 4.8, H-6"b).

Hidrolisis enzimatica de la mezcla de 17-19: Se tomaron 60 mg de una mezcla de 17-19 y
se disolvieron en 20 mL de buffer de acetatos 0.1 M y pH 5.0. Se adicionaron 12 000 uL de
B-gucosidasa de almendras (Sigma-Aldrich 49290). La mezcla se mantuvo en agitacion y a
50 °C por 96 h. Posteriormente se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL) para obtener una fraccion
organica conteniendo una mezcla de (25-27), los productos fueron identificados por CCFa

comparando con muestras autenticas como referencia.

Determinacion de la configuracion de la glucosa: La fase acuosa de la hidrolisis
enzimatica descrita en el parrafo anterior, se extrajo con n-BuOH (20 mL x 3), y se tratd de
la misma forma que para el caso de la fucosa para dar 5 mg del acetato de D-glucosa, el

cual se identifico por sus caracteristicas espectroscopicas en RMN y su rotacion especifica

[a]*p +35.4 (¢ 0.01, CHCL,).
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6.9. Preparacion de los extractos de Ageratina petiolaris

Las partes aéreas se secaron a temperatura ambiente y a la sombra, y se molieron en

un molino de cuchillas.

El extracto de metanol se prepar6 usando 100 g del material seco y molido se
extrajo mediante el método de maceracion; se utilizéo un 1 L de metanol y se consideré un
tiempo de 48 h como tiempo de extraccion; el disolvente se elimind a presion reducida y se

obtuvieron 24 g de extracto.

El extracto acuoso se obtuvo a partir de 100 g del material seco y molido, por el
método de infusion ya descrito para el caso de Ageratina cylindrica. Después de liofilizar,

se obtuvo un extracto crudo de 27 g.
6.9.1.Estudio fitoquimico del extracto de metanol

El extracto metanolico de A. petiolaris (3 g) se sometié a CC sobre Sephadex LH-
20, utilizando metanol como disolvente de elucidn, se obtuvieron 18 eluatos de 100 mL
cada uno. Los eluatos se reunieron en 8§ fracciones primarias (A-H) con base en su similitud
cromatografica en CCFa. La fraccion E (950 mg) se sometié a CC “flash” en C,;3 usando
metanol como fase mévil y un flujo de 5 mL/min. Se obtuvieron 50 eluatos de 25 mL cada
uno, los cuales se combinaron en 4 secundarias (EA-ED) después de su analisis por CCFa.
El compuesto 22 (80 mg) cristalizo6 en la fraccion EA. La fraccion EB (50 mg) se sometio a
CCFp sobre C18 usando un sistema de elucion consistente en una mezcla de MeOH/H,0O
(1:2) para obtener el compuesto 23 (5 mg). La fraccion EC (250 mg) se purifico mediante
CCFa utilizando una mezcla de hexanos/AcOEt (3:1) como fase movil para obtener el
compuesto 4. La fraccion ED se sometié a CC sobre tonsil usando CH,Cl, como disolvente
de elucion obteniéndose 19 eluatos de 5 mL cada uno, los cuales se reunieron en tres
fracciones (EDA-EDC). La fraccion EDC (300 mg) se sometio a CCFp usando una mezcla
de hexanos/AcOEt (3:1) como fase moévil para obtener los compuestos 4 (20 mg), 28 (15
mg), 29 (30 mg), 30 (10 mg) y 31 (5 mg). El resto de las fracciones no se trabajé debido a

la complejidad en cuanto a composicion.

6.9.2. Estudio fitoquimico del extracto acuoso
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El extracto crudo (17 g), se traté con metanol obteniéndose una fraccion soluble en
metanol (10 g), la cual se concentré a presion reducida. El residuo obtenido de esta manera
se disolvid en agua y se sometid a un proceso de particion liquido/liquido utilizando
CH,Cl,. Ambas fases se concentraron a presion reducida para obtener 50 mg y 9.85 g de
residuo de las fases orgéanica y acuosa, respectivamente. El residuo de la fase acuosa se
separ6 utilizando una columna de Sephadex LH-20 usando metanol como disolvente de
elucion, hasta obtener 52 eluatos de 50 mL cada uno, los cuales, se combinaron en 7
fracciones mayoritarias (A-G) de acuerdo a su perfil cromatografico en CCFa. La fraccion
D (250 mg) fue sometida a CC en fase reversa sobre octadecilsilano (C18) usando agua
como fase movil hasta obtener 50 eluatos de 10 mL cada uno, los cuales, se combinaron en
8 subfracciones (DA-DH) de acuerdo con su perfil cromatografico en CCFa. La fraccion
DF (180 mg) se sometio a CCFp en fase reversa (C18) y utilizando una mezcla de
H,O/MeOH (2:1) para obtener el compuesto 23 (35 mg). La fraccion DG (500 mg) se
fracciond sobre Sephadex LH-20 usando metanol como disolvente de elucion hasta obtener
30 eluatos de 5 mL cada uno, los cuales se combinaron en 5 fracciones (DGA-DGE), el

compuesto 22 (250 mg) cristaliz6 en la fraccion DGB.

El residuo de CH,Cl, se separo por CCFp utilizando una mezcla de Hexano: AcOEt
(v/v 3:1) para obtener los compuestos 4 (2 mg), 28 (2 mg), 29 (5 mg), 30 (2 mg).
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Figura 45. Espectro de masas (ESI") del compuesto 25.
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Tabla 1. Datos cristalogréaficos y de refinamiento para el compuesto 9.

Cddigo de identificacion
Foérmula empirica

Peso molecular
Temperatura

Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensiones de celda unitaria

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion

F (000)

Tamaio del cristal

Rango Theta para la coleccion
indice de rangos

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Integridad para Theta = 25.242°
Correccion de la absorcion

Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros

Bondad de ajuste sobre F2
indice R final
fndices R (Todos los datos)

Parametro de estructura absoluta

231QUL13

Ca1 Hy Oy

384.37

298 (2) K

0.71073 A

Monoclinico

P2,

a=28.7340 (4) A o= 90°.
b=11.2293(5) A B=106.1860 (10)°.
c=10.4223 (4) A v =90°.
981.67 (7) A3

2

1.300 Mg/m3

0.098 mm-1

404

0.413 x 0.358 x 0.232 mm3

2.035 a 25.264°.

-10<=h<=10, -13<=k<=13, -12<=I<=12
9987

3561 [R (int) = 0.0731]

99.9 %

Ninguna

Matriz completa de minimos cuadrados en F2
3561/122/293

0.928

R1=0.0354, wR2 =0.0618
R1=0.0733, wR2 =0.0736

0.1 (6) la estructura absoluta no puede ser
determinada confiablemente
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Tabla 2. Datos cristalogréaficos y de refinamiento para el compuesto 28.

Cddigo de identificacion
Foérmula empirica

Peso molecular
Temperatura

Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensiones de celda unitaria

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion

F (000)

Tamaio del cristal

Rango Theta para la coleccion
indice de rangos

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Integridad para Theta = 25.242°
Correccion de la absorcion
M¢étodo de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Bondad de ajuste sobre F2
Indice R final

fndices R (Todos los datos)

246QULI15
Cis His Oy4

258.26

296 2)K

0.71073 A
Monoclinico
P2i/c
a=7.5238(9) A
b=24.168 (3) A
c=14.6577 (19) A
2661.8 (6) A3

8

1.289 Mg/m3
0.094 mm-!

1088

0.423 x 0.260 x 0.240 mm?3

2.711 a 25.429°.

-9<=h<=9, -29<=k<=28, -17<=I<=17
24532

4856 [R (int) = 0.0906]

99.7 %

Ninguno

o=90°.

v = 90°.

B=92.930 (5)°.

Matriz completa de minimos cuadrados en F2

4856 /2 /351

1.050

R1=0.0472, wR2 =0.1241
R1=0.0623, wR2 =0.1359
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Tabla 3. Datos cristalograficos y de refinamiento para el compuesto 33

Cddigo de identificacion
Formula empirica

Peso molecular
Temperatura

Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensiones de celda unitaria

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion

F (000)

Tamafio del cristal

Rango Theta para la coleccion
indice de rangos

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Integridad para Theta = 25.242°
Correccion de la absorcion
Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Bondad de ajuste sobre F2
indice R final

fndices R (Todos los datos)

Parametro de estructura absoluta

274QUL14
Ca0 H30 O3
318.44
299(2) K
1.54178 A
Ortorrombico
P2, 2 24

a=9.8171 (2) A a=90°.
b=10.8252 (2) A B=90°.
c=33.6771 (5 A ¥ =90°.

3578.94 (6) A3

8

1.182 Mg/m3

0.610 mm-!

1392

0.316 x 0.276 x 0.154 mm3
2.624 a 68.360°.

-11<=h<=11, -13<=k<=11, -40<=1<=40

29025
6538 [R (int) = 0.0731]
99.9 %

Analitica

Matriz completa de minimos cuadrados en F2

6538/2 /427

1.095

R1 =0.0445, wR2 = 0.1067
R1=0.0500, wR2 =0.1113
-0.01 (11)
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ABSTRACT: The leaves of Ageratina cylindrica afforded a thymol derivative that was characterized by physical and
spectroscopical methods as (85)-8,9-epoxy-6-hydroxy-10-benzoyloxy-7-oxothymol isobutyrate (1). The abselute configuration of
1 was established as 85 by vibrational circular dichroism spectroscopy in combination with density functional theory calculations
and by evaluation of the Flack and Hooft X-ray parameters. Compound 1 showed weak antiprotozoal activity against Entamoeba
histolytica and Giardia lamblia trophozoites and a high inhibitory effect on hyperpropulsive movement of the small intestine in

rats.

Agerafing eylindrica (McVaugh) R M. King & H. Rob
{Asteraceae) is endemic to Mexico, with distribution in the
states of Jalisco, Mexico, Michoacan, and Morelos. This nation
is a main center of diversification of Asteraceae, with about 381
genera and 3021 spedes, of which more than 60% are
endemic." It is well known that several Asteraceae spedes are
used as traditional herbal medicines throughout the world, and
thymol derivatives are well represented in the family
Asteraceae,® particularly within the tfribes Senecioneae,
Eupatorieae, [nuleae, and Helenieae. All known chiral 8,9-
epoxythymol derivatives, isolated from the genera Donoricum,’
Inula,™® Marshallia,® Kaunia” Calea, Agemtma,am Arnicat
Hofmeisferia,lz Asteriscus,'® Vieraea,™* Cal'IiIepis,lS B:’showa,m
Porophyllum,” Schizogyne,”™ and Carpesirn,' are reported as
oils whose absolute configuration has not yet been determined.
Recently, the biological activities of thymol derivatives have
attracted considerable attention, since these compounds have
shown significant antibacterial, cytotoxic, and phytotoxic
properties.*”

Diarrheal disease is one of the most common causes of
morbidity and mortality in many developing countries. It is the

@ 14 A Th | 50 d
< ACS Publications Rrnarican Soxicty of Prarmacogndsy

358

leading cause of child death, and it has been estimated that the
disease causes about three million deaths of children under §
years of age per year™ Patients suffering from diarhea or
dysentery usually show a wide range of symptoms such as
stomachache, cramps, bloating, or tenderness. Two of the most
common causes of such symptoms are Entamoeba histolytica
and Giardia lamblia, protozoa that cause amoebic dysentery
and giardiasis, respectively. Investigation of new powerful and
selective agents to improve the therapy for diarrheal disease has
been increased, and natural products play a crucial role in the
development of a new generation of anticdiartheal drugs.

In this paper we describe the isolation, structural character-
ization, and antidiarrheal activity of the thymol derivative 1
from A cylindrica. Tts absolute configuration, the first one for a
chiral 8,9-epoxythymol derivative, was established by vibrational
dreular dichroism (VCD) and X-ray crystallography.
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Published: Febmary 6, 2014
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