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RESUMEN

En el presente trabajo se realizO una reinvestigacion del estudio quimico de
Ageratina glabrata para determinar la asignacion estructural de los epoxitimoles que
previamente habian sido reportados con algunas inconsistencias en su caracterizacion,

asi como establecer la configuracion absoluta del centro estereogeénico.

De las partes aéreas de Ageratina glabrata se aislaron por cromatografia en columna
seis derivados de timol, con base en sus datos de RMN de 1D y 2D, IR, UV, rotacion
especifica y difraccion de rayos X, se determinaron sus estructuras: isobutirato de 10-(2-
metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5c¢) isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20),
isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23), isobutirato de 10-cinamoiloxi-6-
hidroxi-8,9-epoxitimilo (26), isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (29), y (+)-
(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo  (25), de este dudltimo se
determind su configuracién absoluta por difraccién de rayos X, mediante los parametros
de Flack y Hooft.

Palabras clave: Ageratina glabrata, epoxitimoles, configuracion absoluta.

viii
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ABSTRACT

The present work describes the reinvestigation of the chemical study of Ageratina
glabrata in orderto structural assignments to determine the stereostructures of
epoxythymol derivatives previously reported with some structural inconsistencies, as well
as to establish the absolute configuration of the stereogenic center.

from the aerial parts of Ageratina glabrata were isolated six thymol derivatives by
column chromatography, their structures were determined on the basis of NMR 1D and
2D data, IR, UV, specific rotation and X-ray diffraction,: 10-(2-methylbutyryloxy)-8,9-
epoxythymol isobutyrate (5c), 10-isobutyryloxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (20), 10-
acetoxy-6-methoxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (23), 10-cinnamoyloxy-6-hydroxy-8,9-
epoxythymol isobutyrate (26), 9-benzoyloxy-6,8,10-trihydroxythymol isobutyrate (29), and
(+)-(8S)-10-benzoyloxy-6-hydroxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (25), the absolute
configuration of 25 was determined by X-ray diffraction analysis by means of Flack and

Hooft parameters.

Key words: Ageratina glabrata, epoxythymols, absolute configuration
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1 INTRODUCCION

Planta medicinal se le denomina a toda aquella que contenga en algunos
de sus 6rganos principios activos, capaces de producir efectos curativos contra
las enfermedades de los hombres y los animales en general. Se calcula que de
las 260,000 especies de plantas que se conocen en la actualidad, el 10% son
medicinales, es decir, se encuentran compiladas dentro de los tratados médicos
de fitoterapia modernos y de épocas pasadas. El estudio de los componentes
quimicos de las plantas medicinales se centra en las sustancias que ejercen una
accion farmacoldgica sobre el ser humano y los seres vivos; donde los principios

activos de las plantas pueden ser sustancias puras o mezclas (Cozme, 2008).

El interés por el uso, el estudio y la descripcion de la flora medicinal
mexicana ha sido constante a lo largo de la historia de nuestro Pais. Antes de la
llegada de los esparioles a territorio mexicano, existia un gran conocimiento y uso
de las plantas. Para la cultura azteca el mundo vegetal constituia una fuente
importante de elementos que satisfacian sus actividades y creencias, como la
alimentacion, religion, medicina entre otros. La sabiduria e interés por el mundo
vegetal se dejaba ver en la magnitud y variedad de sus jardines botanicos donde
se podia encontrar un amplio nimero de plantas utiles para curar diferentes
enfermedades (Zepeda & White, 2008).

Plasmado en el cédice De la Cruz Badiano se encuentra una amplia
descripcion del uso de las plantas antes y durante la conquista de México, usos
gue van desde analgésicos contra cefalea hasta curaciones del estado de animo.
El cddice incluye también la descripcion detallada de las plantas, su modo de

preparacion y su forma de uso (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, 1964).

Junto con Brasil, Colombia e Indonesia, México ocupa los primeros lugares
en las listas de diversidad bioldgica que se han elaborado en el mundo, por lo cual
nuestro Pais es considerado megadiverso, cuyo concepto se aplica a aquellos
paises que contienen un alto porcentaje de la biodiversidad del planeta. La
ubicacion geografica, distribucion orogréafica y el hecho de que se extiende dentro

de las regiones biogeograficas neartica y neotropical le han dado a México este
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titulo. Aqui se alberga del 10 al 12% de las especies descritas en el mundo, lo
cual equivale a entre 180,000 y 216,000, presentando también un alto grado de
endemismo (Beltran et al, 2011). En Meéxico, la familia Asteraceae esta
representada por especies de la tribu Heliantheae, seguidas por Astereae y
Eupatorieae (Villareal et al, 2006), dentro de esta Udltima tribu, se pueden
encontrar una gran cantidad de especies endémicas de México siendo las mas
numerosas las pertenecientes a los géneros Ageratina, Stevia y Verbesina
(Suarez-Mota & Villasefior, 2011).

En el presente trabajo se llevd a cabo el estudio de la determinacion
estructural de derivados de epoxitimol de Ageratina glabrata.
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2 ANTECEDENTES
2.1 LA FAMILIA ASTERACEAE

La familia de las asteraceas representa a la mayoria de las plantas con flor
conocidas, ya que presentan una gran capacidad de adaptacion, por lo que se les
puede encontrar en casi todas las zonas altitudinales en gran parte del mundo,
esta capacidad de adaptacion también las ha hecho prosperar en lugares donde
el hombre ha causado degradacion del ecosistema, incluso son consideradas en
algunos casos como una amenaza para los cultivos, malezas o plantas invasoras
en ciertas regiones (Redonda & Villasefior, 2011). Pueden presentar una gran
variedad de formas y tamafios que van desde pequefias plantas herbaceas,
arbustos hasta arboles, pero la disposicion de su inflorescencia las hace
inconfundibles debido la forma de sus flores que asemejan la forma de una
estrella (aster = estrella), presentan una serie de flores estériles o unisexuales
llamadas zigomorfas, las cuales sirven de proteccion a las decenas e incluso
cientos de pequefas flores que estan insertadas en la base carnosa del centro
(Tapia, 2010). Algunas han sido domesticadas y cultivadas desde la antigliedad y
otras conforman vastas extensiones de vegetacion natural; unos 40 géneros de
asteraceas son relevantes en la alimentaciéon humana y animal, fuentes de aceites
fijos, aceites esenciales, forraje, miel, polen, especias y colorantes. (Del Vitto &
Petenatti, 2009).

2.2 GENERO AGERATINA

Las plantas incluidas en el género Ageratina van desde hierbas hasta
arboles que tienen hojas simples, generalmente opuestas, de margenes enteros o
dentados, y superficies con o sin pelos; las inflorescencias son terminales y
generalmente tienen flores de blanco a lila. Se distribuyen en todos los
continentes, excepto en Oceania; en el continente Americano pueden encontrarse
desde el norte hasta el sur, incluyendo el Caribe (King & Robinson, 1970); y es

posiblemente el género mas distribuido de la familia Asteraceae en México, el



QB Determinacion Estructural de Derivados de Timol de Ageratina glabrata

cual posee 149 especies. Las Ultimas especies registradas del género Ageratina
en México se localizaron en el Estado de Oaxaca: A. hasegawana, A.
huahuapana, A. megacephala y A. ozolotepecana (Turner, 2010).

Derivados de timol se encuentran frecuentemente en el género Ageratina,
asi podemos encontrar que Bohlmann et al, en 1977 reportaron tres derivados de
timol de la raiz de Ageratina espinosara (Figura 1).

OH OCH; OCH;,3

l\@/ m N
OCH;, OCHj K@L@\(

Figura 1. Derivados de timol aislados de A. espinosara.

De las partes aéreas de A. anisochroma aislaron siete derivados de timol,
como se puede observar en la figura 2 estos derivados poseen un centro quiral en

el C-8 y se encuentran esterificados en el C-10 (Tamayo-Castillo et al, 1988).

OH Oi-Bu
8 10
OCinn OCmn

Oi-Bu
4 5a:R'=Cinn, R2=H 6a:R'=
5b: R‘1 = j= vaI R2 H 6b: R1 OH
5c: R'=MeBu, R2=H
5d: R' = Cinn, R?=0OMe
(o) (0] (o] (0}
Cinn i-Val i-Bu MeBu

Figura 2. Derivados de timol de A. anisochroma.
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Del extracto etandlico de tallos de Ageratina glechonophylla aislaron los
derivados de timol 7-9 (Delle Monache et al, 1984), los autores sugirieron que el
derivado 8 podria ser un artefacto de 7 producto de la apertura del epdxido

presente en su estructura (Figura 3).

(o) (o)
O)H/ O)S/ on
OAc OAc OH
HO HO
(0]
OH

OH
7 8 9

Figura 3. Derivados de timol de A. glechonophylla.

Del extracto etandlico de Ageratina ibanguensis aislaron al timol (10) y
carvacrol (11) (Figura 4); los cuales fueron probados contra bacterias Gram
positivas, Gram negativas, hongos filamentosos y levaduras, demostrando que

estos compuestos son los responsables de la actividad antimicrobiana en los

extractos de hojas y flor (Sanabria et al, 1999).
OH

OH

10 11

Figura 4. Timol y carvacrol.
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Se sabe que el timol (10) es un antioxidante de origen vegetal incluido en el
grupo de los denominados aceites esenciales, se encuentra de forma natural en
muchas plantas sobre todo en la familia de las labiadas: albahaca, tomillo, salvia,
orégano, ajedrea, menta, melisa (Carmona et al, 2002). Las aplicaciones de los
derivados del timol son variadas ya que presentan actividad antitumoral (Zee et al,
2001), anti-inflamatoria (Chen et al, 2011), asi como propiedades antibacterianas
(Liang et al, 2007) e insecticidas (Karpouhtsis et al, 1998).

De Ageratina adenophora aislaron tres derivados de timol 12-14 los cuales
presentaron actividad bioldgica, afectando la germinacion y el crecimiento de
Arabidopsis thaliana (Zhou et al, 2013) (Figura 5).

OCH,
OH
(o) (0]
OH X OH X
(0] (0]
R’ OH
HO HO
) OCH;
13: R'=OH

Figura 5. Derivados de timol aislados de Ageratina adenophora.

Derivados de timol que contienen una funcion epoxido en el C-8 han sido
aislados de Piptotrix areolare, Eupatorium fortunei, Ageratina cylindrica y
Galllardia aristata (Figura 6), los valores reportados para las mediciones de
rotacion especifica resultaron interesantes, ya que poseen solo un centro
estereogénico en la posicioén base de epoxido y sus diferencias radican en sus
sustituyentes, se considerd que el compuesto 15 existe en mezcla racémica dado
gue la rotacién especifica fue de 0 (Hernandez et al, 1986), mientras que para 16
y 17 (Tori et al, 2001), 19 y 20 (Bolhmann et al, 1969) reportaron valores
negativos, la medicién para 18 (Brito-Bustos et al, 2014) arrojé un valor positivo.
En la tabla 1 se resumen los valores de rotacion especifica de los compuestos

mencionados anteriormente.
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o HO.
o (o)
OHC (o}
o) o o
0)]\/\Ph
0 (o]
0 OH OAc

15 16 17

OHC

HO

Figura 6. Derivados de timol de P. areolare, E. fortunei, A. cylindrica y G. aristata.

Tabla 1. Rotaciones especificas de los compuestos 15-20.

Compuesto Rotacion especifica
15 [a]sse O (C 2, CHCl3)
16 [a]sse =32 (C 1.1, CHCl3)
17 [a]ss0 =8.5 (C 0.68, CHCl5)
18 [a]sse +25.5 (C 1.03, CHCl5)
19 [a]s7s =74 (c 1.75, Et,0)
20 [a]s7s —29.4 (¢ 1.5, Et,0)

Recientemente se reportd el primer estudio para la determinacion de la
configuracion absoluta del centro estereogénico (C-8) del derivado de timol 18 de
Ageratina cylindrica por rayos X y dicroismo circular vibracional (Brito-Bustos et al,
2014), siendo este un dato de relevancia dadas las aplicaciones que pudiesen

tener dichos compuestos.
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2.3 AGERATINA GLABRATA

Es un arbusto de hasta 2.5 m de altura; tallos lefiosos, cilindricos, de 2 a 3
mm de didmetro hacia la parte superior, estriados, amarillentos, glabros, a veces
algo resinoso-lustrosos; hojas opuestas, peciolo de 0.5 a 2 cm de largo, glabro,
lamina oblonga, de 1.5 a 8 cm de largo por 0.5 a 4 cm de ancho, apice agudo u
obtuso, borde aserrado o subentero, base cuneada, haz y envés glabros y
glanduloso-punteado, frecuentemente resinoso-lustroso, a veces algo
blanquecino, uninerve desde la base, membranacea o algo subcoriacea;
numerosos capitulos de 7 a 15 mm de largo dispuestos en corimbos compuestos
terminales, pedicelos glabros, resinoso-lustrosos; involucro campanulado, de 5
mm de largo por 4 mm de ancho, cubriendo menos de la mitad del largo de las
corolas, sus bracteas dispuestas en 3 series algo desiguales, oblongas u ovado-
lanceoladas, agudas u obtusas, verdes, a veces algo obscuras o con tinte rojizo
en el apice, glabras, estriadas y algo resinoso-lustrosas; flores de 15 a 18; corola
de 7 mm de largo, blanca, a veces con tinte rosado en los Iébulos, glabra; aquenio
de 3 mm de largo, algo piloso especialmente hacia el apice, vilano casi del largo
de la corola, cerdas blancas (Calderon de Rzedowski & Rzedowski, 2005).

En la medicina tradicional Ageratina glabrata (Figura 7) es conocida como
“Chamizo blanco”, “Hierba del golpe” y/o “Hierba de la mula” (Sanchez-Gonzalez
& Granados-Sanchez, 2008), se utiliza como analgésico para el tratamiento de

golpes y fracturas (Bello & Salgado, 2007).

Figura 7. Ageratina glabrata; A) Hojas B) Flores.
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2.4 ESTUDIOS QUIMICOS DE AGERATINA GLABRATA

En 1977, Bohlmann et al, aislaron de los extractos de éter de petréleo de
las partes aéreas y raices de Ageratina glabrata ocho derivados de timol con un
grupo epoéxido en el C-8 (Figura 8), la elucidaciéon estructural la establecieron
Unicamente con base en los datos de RMN de 'H (Tabla 2). Seis de estos
derivados correspondieron a estructuras nuevas, mientras que el compuesto 21 lo
reportaron por primera vez de Wedelia forsteriana (Bohlmann et al, 1976) y el
derivado 22 se encontr6 en las raices de Helenium mexicanum (Bohlmann &
Zdero, 1969).

20: R'=H, R2=j-Bu
21:R'=H, R2=Ac
22:R'=H, R2=Bz

23: R'=0Me, R%2=Ac
24: R'=OMe, R2=Bz
25:R'=0OH, R2?=Bz
26: R'=0H, R2=_Cinn
27: R'=0Ac, R2=Bz

Figura 8. Derivados de timol aislados de Ageratina glabrata.

Realizando un analisis de los desplazamientos quimicos reportados para
22-27, se observo que los protones H-9a y H-9b de los derivados 23, 24 y 25 se
asignaron a sefales con desplazamientos de 5.08 a 5.33 ppm; considerando que
estas estructuras presentan en esas posiciones protones base de epoxido que
normalmente se encuentran entre 2.00 y 3.00 ppm, estos datos de RMN de *H no

corresponden a esas estructuras y deben ser revisadas.
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Tabla 2. Datos de RMN de 'H de epoxitimoles 22-27.

22 23 24 25 26 27
2-H 6.79 (d) 6.75 (d) 6.75 (d) 6.65 (s) 6.70 (sa) 6.73 (sa)
5-H 735(d)  7.10(d)  7.10 (d) 6.56(s) 6.83(s) $6.90(s)
6-H 6.97 (dd) - - - - -
7-H 2.34 (s) 2.34 (s) 2.34 (s) 2.13 (s) 2.18 (s) 2.18 (s)
9-H 268 (d) 5.27*(sa) 5.27*(sa) 5.33*(sa) 2.67(d)  2.71(d)
9'-H 297 (d) 5.08*(sa) 5.08*(sa) b5.12*(sa) 2.88(d)  2.99 (d)
10-H 4.45(d) 4.71*(sa) 4.71*(sa) 4.90*(sa) 4.18(d)  4.48(d)
10"-H 462 (d) 4.71%sa) 4.71* (sa) 4.90*(sa) 4.30(d)  4.65(d)
RCO 7.94(dd) 1.10(d)  1.08(d) 7.98(dd) 1.96*(s) 7.97 (dd)
7.40(m) 2.30(m)  0.84(f) 7.40 (m) 1.96%(s)  7.42 (m)
1.56 (m)
2.28 (m)
OCHj - 3.82(s)  3.82(s) - - -

*Datos que no corresponden a los desplazamientos tipicos para este tipo de grupos funcionales.

Determinacion Estructural de Derivados de Timol de Ageratina glabrata
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En otro estudio quimico de A. glabrata realizado por Romo de Vivar et al
1971, reportaron del extracto etandlico de la planta completa un derivado de
timol al que denominaron eupaglabrina (28), cuya estructura también fue
establecida solamente con base en los desplazamientos de RMN de *H.
Realizando una comparacion entre el derivado 28 reportado por Romo de Vivar
y el derivado 25 reportado por Bohlmann en 1977, es evidente que la
conectividad de las mismas es diferente y en ambos reportes estos
compuestos son considerados el componente mayoritario (Figura 9).

(0}

})\ o
o
o o}
HO (o] H;Qi(
o

Figura 9. Derivados de timol 25 y 28 reportados de A. glabrata.

En nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo estudios
farmacoldgicos preliminares en A. glabrata, encontrando capacidad analgésica
de los extractos de cloruro de metileno (Garcia et al, 2011) y microbicida del
extracto metandlico de la hojas (Pardo, 2011), comprobando dichos efectos
segun su aplicacion etnofarmacologica. De los estudios quimicos se han
aislado del extracto de cloruro de metileno de las hojas de A. glabrata los
derivados de timol 22 y 25 (Talavera, 2012); y del extracto metandlico de hojas
se aislo al derivado de timol 29 (Pardo, 2011), cuyo derivado per-acetilado 30
se obtuvo al tratar dicho extracto con anhidrido acético y piridina (Arreaga,
2013) (Figura 10).
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ﬁp*g ﬂMg
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Figura 10. Compuestos aislados de hojas de A. glabrata.

De estos derivados de timol aislados de A. glabrata, a la fecha, no ha

sido determinada su configuracion absoluta.
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3 JUSTIFICACION

Las estructuras de derivados de timol descritas de Ageratina glabrata se
establecieron Unicamente por RMN de *'H y fueron detectadas algunas
discrepancias, por lo que es necesario realizar una reinvestigacion en cuanto al
estudio quimico para determinar la asignacion posicional de los ésteres
presentes en los derivados de timol y establecer la configuracion absoluta del

centro estereogénico.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asignacion posicional y la configuracion absoluta de los
derivados de timol presentes en Ageratina glabrata.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los extractos de hexanos, cloruro de metileno, acetato de etilo y
metanol de cada una de las partes de la planta.

2. Aislar mediante técnicas cromatograficas derivados de timol.

3. Determinar las estructuras mediante métodos  fisicos vy
espectroscopicos.

4. Determinar la configuracion absoluta de los derivados de timol.

14
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5 METODOLOGIA

La metodologia se resume en el esquema 1.

. iy separacién por
colecta de la especie obtencién de los paracion p
técnicas
vegetal extractos e
cromatograficas
determinacion de la o
. Ly caracterizacion por
configuracion metodos fisicos £ cacid
absoluta de los 1COS Y purificacion
espectroscopicos

compuestos aislados

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

Para iniciar la busqueda y caracterizacion de los derivados de timol de
Ageratina glabrata, se realizaron cuatro colectas de la planta cerca de las
localidades de Patzcuaro, Cuanajo, San José la Cumbre (Mil Cumbres) y
Quiroga. La planta se separ6 en sus diferentes partes: raiz, hoja, tallo y flor, se
seco a la sombra por dos semanas. Transcurrido este tiempo, cada una de las
partes se maceraron a temperatura ambiente de manera secuencial con

hexanos, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimientos de los extractos de A. glabrata.

COLECTA
Parte de | . ) _ Mil _
la planta Disolvente Patzcuaro Quiroga cumbres Cuanajo
Peso 435 g
Hexanos - 29 - -
Raiz | CHCh : 1g : -
MeOH - 16 g - )
Peso 500 g 100 g 215 g
Hexanos 3649 - 49 18 ¢
CHClI, 44 g - 69 59
Hoja AcOEt 119 - 29 .
MeOH 53¢ - - -
Peso 100 g 4709 100 g 3650
Hexanos 29 13 g 1g 139
Tallo ACOEt lg 3g 1g i
Peso 460 g 230 g
Hexanos - 16 g - 189
CH,Cl, - - B} 5g
Flor AcOEt - 35¢ - )
MeOH - 83¢g B} 39 g

Los extractos totales se analizaron preliminarmente por RMN de *H con
la finalidad de identificar sefiales caracteristicas de derivados de epoxitimol. En

las siguientes figuras se muestra de manera representativa los espectros de
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RMN de 'H de aquellos extractos (Figuras 11-16) que mostraron sefiales
caracteristicas de derivados de timol con una funcionalizacién de epoxido,
entre 8.00 y 6.50 ppm se observaron sefiales de protones arométicos, entre
4.80 y 4.40 ppm aparecieron sefiales que correspondieron a los protones base
de oxigeno del sitema AB de la posicion 10. Entre 3.80 y 3.20 ppm se
observaron dos sefiales dobles pertenecientes a los protones base de epdxido
de la posicién 9. Como se observo que los derivados de timol se encuentran
como componentes mayoritarios en los extractos totales de cloruro de metileno
de hojas de Cuanajo (Figura 11), hexanico de tallos (Figura 12) y flores (Figura
13) de Cuanajo, hexanico de tallos de Quiroga (Figura 14), hexanico de tallos
(Figural5) y de diclorometano de hojas de Patzcuaro (Figural6). De igual
manera en base al andlisis de los datos de RMN de *H obtenidos se pudo notar
gue las colectas que se encuentran en una region geografica cercana como lo
son Patzcuaro, Quiroga y Cuanajo presentaron sefiales de epoxitimoles,
comparados con los obtenidos de la colecta de Mil Cumbres, que mostraron
sefales de baja intensidad en la region de los protones base de epoxido

esperadas para los timoles (Figura 17).
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aromaticos N
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Figura 11. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto total de CH,Cl, de hojas de Cuanajo de A. glabrata.
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aromaticos
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Figura 12. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; del extracto hexanico total de tallos de Cuanajo de A. glabrata.
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aromaticos
A
[ |
10b 9b
10a 9a WW
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 90
ppm

Figura 13. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDClI; del extracto hexanico total de flores de Cuanajo de A. glabrata.
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aromaticos 9a 9b
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del extracto hexanico total de tallos de Quiroga de A. glabrata.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del extracto hexanico total de tallos de Patzcuaro de A. glabrata.



QB Determinacion Estructural de Derivados de Timol de Ageratina glabrata

7
aronléticos
[ |
10b 9b
10a 9a
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

23
Figura 16. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del extracto total de CH,Cl, de hojas de Patzcuaro.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del extracto total de hexanos de tallos de Mil Cumbres.
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En base al anélisis de RMN de 'H de los extractos totales se inici6 el
aislamiento de los derivados de timol con el extracto de diclorometano de las
hojas de la colecta de Péatzcuaro, por ser este en el cual las sefales
caracteristicas de derivados de timol epoxidados se observaron de forma
mayoritaria. Un lote de 5 g de extracto se llevé a cromatografia en columna
usando gel de silice como fase estacionaria, hexanos y mezcla de hexanos-
CH.CI; en orden de polaridad ascendente como fase mévil, se obtuvieron 100
fracciones de 10 mL. En la polaridad hexanos-CH,Cl, (4:1) se obtuvieron
cristales en forma de agujas con punto de fusion de 112-114 °C. En el espectro
de RMN de 'H (Figura 18) se observ6 en 7.97 ppm una sefial doble de dobles
con J = 7.8y 1.5 Hz que integr6 para dos protones, correspondiente a los
protones aromaticos H-3” y H-7”, en 7.55 ppm se observé una sefal triple de
triples con J = 7.8 y 1.5 Hz para el proton aromatico H-5”, en 7.41 ppm se
encontré la sefal triple con J = 7.8 Hz de los protones aroméaticos H-4" y H-6",
en 6.93y 6.81 ppm, se observaron dos sefales simples para los protones H-5y
H-2 en posicion para del anillo aroméatico. En 4.76 y 4.47 ppm se observaron
dos sefales dobles con J = 12.3 Hz para los protones H-10a y H-10b, mientras
gue en 3.10 y 2.85 ppm se observaron dos sefiales dobles con J = 5.3 Hz, para
los protones base de epoxido H-9a y H-9b, en 2.82 ppm se observo una seiial
séptuple con J = 6.8 Hz para el proton metinico H-2’ de isopropilo, en 2.21 ppm
aparecio la sefial simple de los protones del metilo de la posicién H-7, en 1.30 y
1.29 ppm se observaron dos sefales dobles con J = 6.8 Hz correspondientes a

los metilos de isopropilo de las posiciones H-3’ y H-4’.

En el espectro de RMN de **C (Figura 19) se observaron, en 175.0 y
166.0 ppm las sefales de carbonilo de ésteres C-1’y C-1” respectivamente, en
151.7 y 141.7 ppm se observaron dos sefiales para los carbonos cuaternarios
base de oxigeno de las posiciones C-6 y C-3 respectivamente; en 133.2 ppm
se observo la sefal del carbono C-5”, los carbonos C-3” y C-7” se encontraron
en 129.7 ppm, en 129.5 ppm se observo la sefial para el carbono C-4. En 128.4
ppm se localizaron las sefiales para carbonos C-4” y C-6”, en 127.1, 125.8,
124.7 y 114.7 ppm se observaron las sefiales para los carbonos C-2”, C-1, C-2
y C-5 respectivamente, en 65.5 ppm se observo la sefial para el carbono C-10

base de benzoato, mientras que en 57.0 ppm se encontrd la sefial para el
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carbono cuaternario C-8 base de epodxido, en 51.0 ppm se localiz6 la sefial
para C-9 base de epdxido, en 34.1 ppm se observé la sefial para el carbono C-
2’ base de isopropilo. En 19.0 ppm se localizé la sefial para los carbonos
pertenecientes a los metilos de isopropilo 3’ y 4°, en 15.7 ppm se encontrd la
sefial que corresponde al carbono de metilo de la posicion C-7.

En el experimento COSY (Figura 20) se observo la correlacion del metilo
H-7 en 2.21 ppm con el hidrégeno H-2 en 6.81 ppm y se confirmd este
acoplamento al observar que la sefial de H-8 es mas pequefia que la de H-5 en
6.93 ppm , ademas de las correlaciones correspondientes a los metilenos H-9 y
H-10. En 2.82 ppm se localizé una sefial séptuple para el proton metinico base
de isopropilo H-2’ que present6 una correlacion con los protones de los metilos

de isopropilo en 1.30 y 1.29 ppm.

En el experimento g-HSQC (Figura 21) se observo la correlacion de H-5
en 6.93 ppm con C-5 en 114.7 ppm, mientras que la sefial del H-2 en 6.81 ppm
correlacioné con la sefal del carbono C-2 en 124.7 ppm, las sefales de los
hidrogenos H-9 y H-9a en 3.10 y 2.85 ppm correlacionaron con la sefial del C-9

en 51.0 ppm.

26



QB Determinacion Estructural de Derivados de Timol de Ageratina glabrata

3 7" 4" 6" 34
| 755 745
ppm
5
9b
2 104 10b 9a
2'
OH
_ . ) W
8I.O | 7I.5 | 7I.0 | 6I.5 | 6I.0 | 5I.5 4I.5 4I.0 | 3I.5 | 3I.O | 2I.5 | 2I.O | 1I.5
ppm 27

Figura 18. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25).
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Figura 19. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; del (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25).
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Figura 20. Experimento COSY del (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25).
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Experimento g-HSQC del (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25).
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El experimento g-HMBC (Figura 23) fue de gran utilidad ya que nos
permitio realizar la asignacion posicional de los ésteres sobre el anillo de timol.
Se observé la correlacién del carbonilo C-1’ en 175.0 ppm con el protén H-2’
base de isopropilo en 2.82 ppm y con los protones de los metilos de isopropilo
en 1.30 y 1.29 ppm. Por otro lado, la sefal del carbonilo C-1” en 166.0 ppm
correlacioné con las sefiales de H-3” y H-7” en 7.97 ppm y con las sefales en
476 y 4.47 ppm correspondientes a H-10a y H-10b. Adicionalmente, las
sefiales de los protones de metileno en la posicién H-10 en 4.47 y 4.76 ppm
correlacionaron con los carbonos C-8 y C-9 del epo6xido. El carbono cuaternario
C-8 en 57.0 ppm mostré una correlacion con H-5 en 6.93 ppm. En la tabla 4 se
resumen las correlaciones encontradas en el experimento g-HMBC. Algunas
correlaciones se muestran de manera grafica en la figura 24. Con el analisis de
la ubicacion de estos carbonilos pudimos descartar la estructura de la
eupaglabrina (28) reportada por Romo de Vivar y proponer al isobutirato de 10-
benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25) (Figura 22).

o)

"Rkt Oy

28 25

Figura 22. Eupaglabrina, reportada por Romo de Vivar.
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Figura 23. Experimento g-HMBC del (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25).
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos de RMN de'H y *3C.

Posicién 53c o'H g-HMBC
1 125.8 /
2 124.7 6.81 15.7,151.7, 141.7
3 141.7 /
4 129.5 /
5 114.7 6.93 151.7,141.7, 125.8, 57.0
6 157.1 /
7 15.7 2.21 151.7, 125.8, 124.7
8 57.0 /
9 51.0 2.85y3.10 65.5, 57.0
10 65.5 447y 4.76 166.0, 127.1,57.0 51.1,
1’ 175.0 /
2 34.1 2.82 175.0, 19.0
34 19.0 1.30y 1.29 175.0
1”7 166.0 /
27 127.1 /
3,7 129.7 7.97 129.7, 133.2, 166.0
4” 6" 128.4 7.41 129.7,128.4
5” 133.2 7.55 129.7

Mediante recristalizaciones con hexanos-acetona se obtuvieron cristales
adecuados que fueron analizados por difraccion de rayos X de monocristal,
confirmando la estructura propuesta por RMN de 1D y 2D para el compuesto
25. Por lo que los datos de RMN de *H descritos por Bohlmann y colaboradores
deben ser revisados. La estructura molecular fue resuelta por métodos directos
y refinada a un indice de discrepancia del 8.6%. El analisis de los parametros
Flack y Hooft (Flack, 2008; Flack & Bernardinelli 2008) permitié definir la
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configuracion absoluta (8S) del compuesto 25, como se muestra en la Figura
25, resultando el valor del parametro Flack x= 0.0(9) y Hooft y= 0.3(8) para la
configuracion correcta y los valores para la configuracién opuesta fueron x =
1(9) y y = 0.5(8). Estos pardmetros fueron calculados con el programa Olex2
v1.1.5 (Dolomanov et al, 2009).

Figura 24. Correlaciones observadas del g-HMBC del (+)-(8S)-isobutirato de
10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25).
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Figura 25. Estructura de rayos X del (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-
epoxi-6-hidroxitimilo (25).

Continuando con el analisis, el extracto de hexanos de los tallos de la
colecta de Patzcuaro se sometio a purificacion. Un lote de 30 g se eluy6 en una
columna cromatografica de 4.5 cm de diametro en 6 pulgadas de gel se silice
como fase estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt (49:1, 23:2, 9:1 y 22:3),
se obtuvieron 92 fracciones que se monitorearon por cromatografia en placa
finay RMN de *H. Las fracciones eluidas en la polaridad hexanos-AcOEt (49:1)
se recromatografiaron en una columna cromatografica de 4.5 cm de diametro
en 6 pulgadas de gel de silice como fase estacionaria y como fase movil
hexanos y mezclas de hexanos-acetona (4:1 y 7:3), como fase movil
obteniendo un total de 190 fracciones. En base al andlisis por cromatografia en

capa fina se realiz6 una recromatografia de las fracciones 50 a 70 en una
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columna de 2 cm de didmetro con 6 pulgadas de gel de silice como fase
estacionaria y una mezcla de hexanos-AcOEt (4:1) de la que se obtuvieron 235
mg de una miel amarilla, la cual se analiz6 por RMN de *H (Figura 26). En 6.88
ppm se observo una sefal simple que integré para el protén de la posicion H-5
del anillo aromético de timol, en 6.79 ppm se localiz6 una sefial simple para el
protén del anillo aromético H-2, en 4.54 y 4.19 ppm se encontré un par de
sefiales dobles con J = 12.0 Hz, para los protones de H-10, en 3.81 ppm se
localizé una sefial simple que integrd para los tres protones del grupo OMe, en
3.03 y 2.80 ppm se observaron dos sefiales dobles con J = 5.6 Hz,
correspondiente a los protones base de epoxido de la posicion H-9; mientras
qgue en 2.80 ppm se localiz6 una sefal séptuple con J = 7.2 Hz, la cual se
asigno al proton metinico de la posicion H-2’, en 2.17 ppm se observo la sefial
simple caracteristica para el metilo aromatico de la posicion H-7, en 2.02 ppm
se encontro6 la sefial simple que integro para tres protones del acetato H-2”, en
1.31 y 1.30 ppm se localizaron dos sefales dobles con J = 7.2 Hz para los
metilos de isopropilo H-3' y H-4".

En el espectro de RMN de **C (Figura 27) se observ6 en 175.6 ppm la
sefal para el carbonilo del éster C-1’, en 170.3 ppm se observo la sefal para el
C-1”, en 155.3 ppm se localizé la sefal para el carbono base de oxigeno de la
posicion C-3, en 141.3 ppm se ubico la sefal para el carbono base de metoxilo
C-6, en 128.2 y 126.6 ppm se observaron las sefiales para C-4 y C-1
respectivamente, en 124.3 y 109.5 ppm se encontraron las sefiales para los
carbonos metinicos C-2 y C-5 respectivamente; en 65.1 ppm se observé la
sefal para el carbono C-10 base de benzoato, en 56.7 ppm se observé la sefial
para el carbono cuaternario base de epoxido C-8, en 55.6 ppm se ubico la
sefal del carbono C-9 base de epdxido, en 55.6 ppm se localizé la sefial para
el carbono del OMe, en 34.0 ppm se encontré la sefial del carbono C-2’ base
de isopropilo, en 20.6 ppm se ubico al carbono del metilo C-2”. En 18.9 ppm se
encontrd la sefal para los carbonos 3’ y 4’, por ultimo en 16.0 ppm se localizé

la sefial para el carbono del metilo en posicion C-7.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl;z del isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23).
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Figura 27. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; del isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23).



QB Determinacion Estructural de Derivados de Timol de Ageratina glabrata

En el experimento COSY (Figura 28) se observé la correlacion del metilo
H-7 en 2.17 ppm con el H-2 en 6.79 ppm. En 2.80 ppm se localiz6 la sefal
séptuple correspondiente al protdbn metinico base de isopropilo H-2’ el cual
present6 una correlacion con los protones de los metilos en 1.31 y 1.30 ppm.
En 3.81 ppm se localizé la sefial simple que para el metilo de metoxilo la cual
mostré una correlacion con los hidrégenos H-2 y H-5 en 6.79 y 6.88 ppm

respectivamente.

En el experimento de correlacién heteronuclear HETCOR (Figura 29) se
observo la correlacion entre los metilos H-3' y H-4’ en 1.20 y 1.29 ppm con los
carbonos de metilos de isopropilo C-3’ y C-4’ en 18.9 ppm. En 2.02 ppm de
ubico la sefal simple que corresponde al metilo del grupo acetato que presento
una correlacion con el carbono C-2” en 20.6 ppm, la sefial séptuple en 2.80
ppm mostro una correlacion con el carbono base de isopropilo C-2’ en 34.0
ppm, las sefales simples en 6.88 y 6.79 ppm mostraron correlaciones con las

sefales en carbono C-5y C-2 en 109.5y 124.0 ppm.

En el experimento TOCSY (Figura 30) se observo la correlacion entre la
sefal simple del metilo aromatico en posicion H-7 en 2.17 ppm y las sefales
simples correspondientes a los hidrogénos H-5 y H-2 en 6.88 y 6.79 ppm
respectivamente, mientras que las sefiales dobles de los protones H-10a y H-
10b mostraron correlacién con la sefial simple en 2.02 ppm para el metilo del
grupo acetilo con lo cual se puddé demostrar la conectividad en esta parte de la

estructura.
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Figura 28. Experimento COSY del isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23).
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Figura 29. Experimento HETCOR del isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23).
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Figura 30. Experimento TOCSY del isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23).
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Realizando una busqueda bibliogréfica se encontré que este compuesto
habia sido reportado anteriormente (Bohlmann et al, 1977) llamado: isobutirato
de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23). Aponte y colaboradores en el 2011
lo aislaron del extracto etandlico de la raiz de la planta Mikania decora, el cual
en un ensayo biolégico presentd actividad antiproliferativa frente a células de
fibroblastos de raton Balb/c 3T3, células de cancer de pulmén humano H460,
carcinoma de prostata humano DU145, adenocarcinoma de mama humano
MCF-7; melanoma humano M-14; adenocarcinoma de colon humano HT-29,
leucemia mielégena crénica humana K562, células epiteliales de rifion
normales de mono verde africano VERO; de igual manera, mostré actividad
moderada frente a amastigotes axénicos de Leishmania amazonensis. Cabe
resaltar que en este trabajo se hizo referencia a que la actividad
antiproliferativa de los derivados de timol pudo deberse a la presencia de los
grupos 8,9-epoxi y acetoxi lo cual puede abrir la puerta a futuros ensayos
biologicos.

Se realiz6 una comparacion entre los desplazamientos de RMN de *H
reportados por Bohlmann vy colaboradores, en 1977 y los obtenidos
experimentalmente para el compuesto 23 los cuales se resumieron en la tabla
5, donde puede observarse que varios de los desplazamientos mostraron
diferencias significativas entre ambos compuestos. Por lo tanto, los
desplazamientos y la estructura reportados por Bohlmann deben ser

corregidos.
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Tabla 5 . Desplazamientos de RMN de 'H para el 10-acetoxi-6-metoxi-
8,9-epoxitimilo (23).

posicion  A. glabrata 1977 Experimental

2 6.75 6.79
5 7.10 6.88
7 2.34 2.17
9a 5.27* 3.03*
9b 5.07* 2.80*
10a 4.71* 4.54*
10b 4.71* 4.19*
2 2.30* 2.80*
3 1.10 131
4 1.10 1.30
27 2.02
OMe 3.82 3.81

En la misma polaridad hexanos-AcOEt (4:1) se obtuvieron 200 mg de
una miel amarilla la cual en su espectro de RMN de *H (Figura 31) se localizé
en 7.33 ppm una sefial doble ancha con J = 7.5 Hz, para el proton de la
posicion H-5; en 7.02 ppm se observo una sefial doble ancha que presenté J =
7.5 Hz, para el proton H-6; mientras que en 6.84 ppm se observo una sefial
simple asignada al proton de la posicion H-2, en 4.56 y 4.18 ppm se localizaron
dos sefiales dobles con J = 12.4 Hz, que integraron para un proton cada una,
correspondientes al H-10, en 3.01 ppm se ubicé una sefial doble con J = 5.4 Hz
para el proton de la posicién H-9a, en 2.82 ppm se localizé una sefal séptuple
con J = 6.8 Hz para el proton H-2’ caracteristica de un metino de isopropilo, en
2.76 ppm se ubicé una sefial doble con J = 5.4 Hz para el proton de la posicién
H-9b, en 2.34 ppm se observd una sefial multiple de H-2” traslapada con la

sefial simple correspondiente al metilo aromatico H-7, en 1.60 y 1.42 ppm se
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localizaron dos sefales multiples correspondientes a los hidrégenos
diasterotopicos H-3a” y H-3b”. En 1.33 ppm se observo una sefial doble con J
= 6.8 Hz que integr6 para 6 protones correspondiente a los metilos de
isopropilo de las posiciones H-3' y H-4’; en 1.07 ppm se observé una sefial
doble con J = 6.8 Hz, que integr6 para 3 protones perteneciente al metilo H-4";
finalmente, en 0.82 ppm se localizdé una sefal triple con J = 7.6 Hz que integro
para 3 protones atribuida al metilo H-5".

En su espectro de RMN de **C (Figura 32) se observaron, en 175.8 y
175.1 ppm las sefales para los carbonilos de los ésteres C-1" y C-1”
respectivamente, en 148.5 ppm se observé la sefial para el carbono cuaternario
base de oxigeno C-3, en 139.9 ppm se localizo la sefial para el carbono
cuaternario C-4, en 128.8, 126.6, 125.9 y 122.8 ppm se ubicaron las sefiales de
los carbonos del anillo aromatico C-5, C-6, C-1 y C-2, respectivamente, en 64.9
ppm se localizo la sefial para el carbono base de 2-metilbutirato C-10, en 56.8 y
50.5 ppm se ubicaron las sefiales para los carbonos base de epoxido C-8 y C-9
respectivamente, en 40.8 ppm se localizo la sefial para el carbono C-2”, en
34.1 ppm se observo la sefial para el carbono base de isopropilo C-2’, en 26.5
ppm se ubico la sefal del carbono de metileno C-3”, en 21.0 ppm se localizé la
sefial de carbono del metilo aromatico de la posicion C-7, en 18.9 ppm se
localiz6 la sefal perteneciente a los carbonos de los metilos de isopropilo C-3’ y
C-4’, por ultimo en 16.4 y 11.4 ppm se ubicaron dos sefales para los carbonos

de los metilos C4” y C-5”, respectivamente.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del isobutirato de 10-(2-metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5¢).
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Figura 32. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; del isobutirato de 10-(2-metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5c¢).
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En el experimento COSY (Figura 33) se observo la correlacion entre la
sefial doble de doble de dobles perteneciente al proton H-6 en 7.02 ppm con la
sefial doble en 7.33 ppm que corresponde al protén H-5 con lo cual se pudo
demostrar el tipo de sustitucion del anillo aromatico de timol, la sefial doble en
1.07 ppm de H-4" mostrd una correlacion con la sefial multiple en 2.34 ppm del
protén de la posicién H-2”, finalmente se observo la correlacién entre la sefal
multiple en 0.82 ppm para H-5" con las sefiales presentes en 1.60 y 1.42 ppm
de los protones diasterotdpicos de las posiciones H-3a” y H-3b”, ademas de las
correlaciones tipicas de los sistemas AB de las posciones H-9 y H-10, asi como
las correlaciones correspondientes al sistema de isopropilo.

En base al experimento HETCOR fue posible realizar la asignacion del
espectro de RMN de '3C (Figura 34). Se observéd la correlacién entre las
sefales en 7.33, 7.02 y 6.84 ppm correspondientes a los protones del anillo
aromatico de timol con las sefiales de carbonos en 128.8, 126.6 y 122.8 ppm
para los carbonos de las posiciones C-5, C-6 y C-2, respectivamente, con lo
gue se pudo demostrar la trisustitucion de dicho anillo aromatico, la sefial en
2.34 ppm para la sefial multiple de H-2” presentd una correlacion con la senal
en 40.8 ppm perteneciente al carbono de la posicion C-2”, las sefiales en 1.60
y 1.42 ppm de H-3a” y H-3b” mostraron correlacion con la sefial de carbono
gue se encontro en 26.5 ppm de la posicion C-3”, la sefal doble en 1.07 ppm
mostro una correlacion con la sefial en 16.4 ppm para C-4”, finalmente en 0.82
ppm se localizé una sefial multiple correspondiente a los protones del metilo H-

5” que presentd acoplamiento con la sefial del carbono en 11.4 ppm para C-5".
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Figura 33. Experimento COSY del isobutirato de 10-(2-metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5c¢).
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Realizando una busqueda bibliografica se encontré que este compuesto
fue reportado por Bolhmann y colaboradores en 1969 como isobutirato de 10-
(2-metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5c), posteriormente se aislé6 de los aceites
esenciales de la raiz de la planta Inula helenium (Stojakwska et al, 2006), asi
como del extracto metandlico de la raiz de Arnica montana (Weremczuk et al ,
2006), es importante mencionar que los datos de RMN de 'H para este
compuesto fueron descritos solamente por Bolhmann y colaboradores; sin
embargo, no se ha podido establecer una comparacion con los datos obtenidos
experimentalmente debido la diferencia de los disolventes empleados para su
andlisis por RMN.

Tabla 6. Datos de RMN de 'H para el compuesto 5c.

Posicion A. glabrata (CCl,) Experimental (CDCl3)
2 6.78 6.84
5 7.29 7.33
6 6.96 7.02
7 2.34 2.34
9a 2.87 3.01
9b 2.79 2.76
10a 4.45 4.56

10b 4.11 4.18
2 2.79 2.82
3 1.29 1.33
4 1.29 1.33
2” 2.35 2.34
3a” 1.50 1.60
3b” 1.50 1.42
4” 1.08 1.07
5” 0.81 0.82

Por otro lado, un lote de 20.4 g de extracto hexanico de las hojas de A.

glabrata de la colecta de Patzcuaro se sometié a separacién cromatografica en
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una columna de 4 cm de didmetro con 6 pulgadas de gel de silice como fase
estacionaria y con mezclas de hexanos-AcOEt (19:1, 9:1, 17:3 y 4:1) de la cual
se obtuvieron 77 fracciones que se monitorearon por cromatografia en capa
fina y RMN de 'H. En la fracciéon 40 se obtuvieron 50 mg de una miel verde
compuesta por una mezcla de timoles (Figura 35), por lo que se sometié a
cromatografia en placa preparativa con una mezcla hexanos-acetona (7:3), se
obtuvieron 20 mg de una miel verde en la banda principal con un Rg = 0.42 en
cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 36) se observd una mezcla de
epoxitimoles observandose sefiales de un doble enlace trans que sugirio la
presencia de un grupo cinamato, por lo cual se someti6 a una segunda
cromatografia en placa preparativa con la polaridad hexanos-acetona (4:1), se
obtuvieron dos bandas las cuales se analizaron por RMN de 'H, la banda
menos polar correspondié al compuesto 25, mientras que en el espectro de la
segunda banda (Figura 37) se observo en 7.67 ppm una sefal doble con J =
16.0 Hz para el proton de la posicion H-3”, en 7.50 ppm se aprecio una sefal
multiple para los protones de las posiciones H-6" y H-8" del anillo de cinamato,
de 7.41-7.38 ppm se localizoé una sefal multiple que integré para tres protones
correspondiente a H-7”, H-9” y H-5", en 6.90 ppm se localizé una sefial simple
para el proton H-5 del anillo aromatico, en 6.81 ppm se observé una seiial
simple para el proton H-2 del anillo aromatico, en 4.63 y 4.36 ppm se
localizaron dos sefales dobles con J = 12.0 Hz para los protones del metileno
H-10,en 6.41 ppm se observo una sefial doble con J = 16.0 Hz para el protén
vinilico de cinamato H-2”, mientras que en 3.07 ppm se localizo la sefial doble
con J = 5.2 Hz del protén H-9a. En 2.83 ppm se observd una sefial séptuple
con J = 7.2 Hz para el protdon metinico de isopropilo de H-2’, en 2.82 ppm se
localizé la sefial doble con J = 5.2 Hz del protén H-9b, en 2.21 ppm se observo
una sefal simple que integrd para tres protones pertenecientes al metilo de la
posicion H-7, en 1.31 ppm se localiz6 una sefial doble con J = 7.2 Hz para seis

protones correspondiente a los metilos de isopropilo H-3' y H-4’.
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; de la fraccién 40.
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Figura 36. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; de la mezcla de compuestos 25 y 26.



QB Determinacion Estructural de Derivados de Timol de Ageratina glabrata

3l 4l

5" 7" 9"

3"

6" 8"

2" 9b
10b 9a

J' wl | u 2 . ML UWUL

7.5

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5
ppm
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Realizando una busqueda bibliografica se encontré que este compuesto
fue descrito por Bohlmann y colaboradores en 1977 como isobutirato de 10-
cinamoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (26) del extracto de Ageratina glabrata de
una mezcla de Et,O-MeOH-Eter de petréleo (1:1:1) y de las partes aéreas de
Ageratina anisochroma (Tamayo-Castillo, 1988). En la tabla 7 se muestran los
datos reportados por Bohlmann y los experimentales correspondientes al
compuesto 26 los cuales mostraron difererencias significativas por lo que es
importante completar el andlisis por RMN de 1D y 2D, para establecer de

manera inequivoca la estructura de este compuesto.

Tabla 7. Datos de RMN de 'H en CDClI; para el isobutirato de 10-
cinamoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (26).

Posicion Experimental Literatura
2 6.81 6.70
5 6.90 6.83
7 2.21 2.18
9a 3.07* 2.67*
9% 2.82 2.88
10a 4.63* 4.18*
10b 4.36 4.30
2 2.83
3 1.31 1.96
4 1.31 1.96
3” 6.41
2” 7.67
57, 77,9” 7.14-7.38
6” 8” 7.50
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Por otra parte, un lote de 26 g de los extractos metandlicos de hojas de
la colecta de Patzcuaro se sometié a cromatografia en una columna de 4.5 cm
de didmetro con gel de silice de fase normal como fase estacionaria y mezclas
de hexanos-acetona (4:1, 7:3, 3:2, 1:1) y finalmente se eluyé con metanol, con
lo que se obtuvieron 20 fracciones, en la polaridad hexanos-acetona (7:3) se
obtuvieron 2.02 gramos de una miel rosa, que se recromatografiaron en una
columna de 2.5 cm de didmetro con 6 pulgadas de gel de silice como fase
estacionaria y mezcla de hexanos-AcOEt (4:1) como fase movil, de donde se
obtuvieron 900 mg de una miel roja, de la cual una muestra se analiz6 por RMN
de 'H (Figura 38) en su espectro se observo en 7.97 ppm una sefial doble de
dobles con J = 8.4y 1.2 Hz, correspondiente a los protones de la posicién H-3”
y H-7”, en 7.53 ppm se observo una sefal triple de triples con J =7.6 y 1.3 Hz
para el proton aromatico H-5”, mientras que en 7.38 ppm se encontré una
sefal doble de dobles de dobles con constantes de acoplamiento de J = 8.8,
7.6, 1.2 Hz, para dos protones aromaticos H-4” y H-6", respectivamente; en
6.63 ppm se localizd una sefial simple para el protén de la posicion H-2. En
6.60 ppm se aprecio una sefial simple para el proton de la posicion H-5, en
4.64 ppm se observd un sistema AB que casi colapsa a un sistema A;
observandose sus respectivas satelites con un valor de J = 12.4 Hz, en 4.56
ppm se observo una sefial doble con J = 12.0 Hz para el protén H-10a, en 4.48
ppm aparecié la sefial doble con J = 12.0 Hz para el proton H-10b
correspondientes a los protones base de benzoato. En 2.50 ppm se localizé la
sefal séptuple con J = 6.4 Hz para el proton metinico de la posicion H-2’, en
2.14 ppm se localizé la sefial simple para el metilo H-7, en 1.07 ppm se

observo una sefial doble con J= 6.4 Hz de los metilos de isopropilo H-3’ y H-4'.

En el espectro de RMN de **C (Figura 39) se observaron en 177.8 y
166.9 ppm las sefales de carbonilo de los ésteres C-1" y C-17,
respectivamente, en 149.2 y 147.1 ppm se observaron dos sefiales para los
carbonos cuaternarios base de oxigeno de las posiciones C-6 y C-3
respectivamente, en 133.5 ppm se observo la sefial del carbono C-5”, entre
129.7 y 112.7 ppm se localizaron el resto de las sefiales de los carbonos
aromaticos de la molécula, en 77.8 ppm se observé la sefial para el carbono

cuaternario base de alcohol C-8, en 67.8 ppm se encontré la sefial del carbono
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base de oxigeno C-9, en 67.2 ppm se encontro la sefial del carbono base de
éster C-10, en 33.8 ppm se ubico la sefal del carbono terciario base de
isopropilo de la posicién C-2’; finalmente, en 18.7 y 15.6 ppm se localizaron las
sefales de los tres carbonos de metilo de las posiciones C-3’, C-4’ y C-7,

respectivamente.

Realizando una busqueda en la literatura se encontr6 que este
compuesto habia sido reportado anteriormente en nuestro grupo de trabajo
(Talavera, 2012) los desplazamientos experimentales de RMN de 'H coinciden
con los reportados para el compuesto 29. Se puede proponer que este
compuesto es producto de la apertura y racemizacion del anillo de epéxido de
25. (Delle Monache, et al,1984), debido al valor de rotacion especifica cercano

a cero.

Tabla 8. Datos de RMN de 'H en CDCl; para el isobutirato de 10-
benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (29).

Posicion Experimental Literatura

2 6.63 6.63

5 6.60 6.64

7 2.14 2.14
9a 4.66 4.65
9% 4.63 4.65
10a 4.56 4.58
10b 4.48 4.50
2 2.50 2.50

7 2.14 2.14
3,4 1.07 1.06
37,77 7.97 7.96
5” 7.53 7.52
4”, 6 7.38 7.36
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (29).
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Figura 39. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; del isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (29).
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Del fraccionamiento de 3.67 g del extracto hexanico de hojas de la
colecta de Péatzcuaro en la polaridad hexanos-AcOEt (4:1) se obtuvieron 90 mg
de una miel amarilla en cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 40) se observé
una mezcla de derivados de timol, donde sobresalen las sefiales caracteristicas
de los compuestos 23 y 25 asi como una sefial séptuple en 2.52 ppm y dos
sefales dobles en 1.30 ppm para un segundo sistema de isopropilo, lo que
sugirié la presencia de un segundo sistema de isobutirato, por lo cual se
decidi6 someter a placa preparativa un lote de 90 mg que se llevaron a cabo
cuatro desarrollos en un sistema de solventes hexanos-AcOEt (19:1). De la
banda principal con un Rg = 0.84 se obtuvieron 15 mg de una miel amarilla la
cual se analiz6 por RMN de 'H (Figura 41). En 7.34 ppm se observé la sefial
doble con J = 7.6 Hz para el proton de la posicion H-5 del anillo aromatico de
timol, en 7.03 ppm se ubic6é una sefial doble de dobles con J =7.6 y 0.4 Hz
para el proton H-6, en 6.85 ppm se observo una sefal simple perteneciente al
proton H-2. En 4.56 y 4.18 ppm se localizaron las sefiales del metileno H-10,
ambas sefales presentaron una J = 12.0 Hz; en 3.02 y 2.78 ppm se
encontraron las sefales dobles con J = 4.0 Hz para los protones H-9, en 2.84
ppm se localizé una sefal séptuple con J = 7.0 Hz para el proton de la posicion
H-2' de isobutirato, en 2.51 ppm se localizé una segunda sefial séptuple con J
= 7.0 Hz que corresponde al metino de isopropilo de la posicion H-2”, en 2.33
ppm se ubico una sefial simple que integrd para tres protones pertenecientes al
metilo aromatico H-7, en 1.32 ppm se encontr6é una sefal doble con J =7.0 Hz
gue integro para los 6 protones del metilos H-3’ y H-4’, en 1.10 ppm se localizé
una sefial doble con J = 7.0 Hz que se asigndé al metilo de la posicion H-3”,
finalmente en 1.07 ppm se observé una sefial doble con J = 7.0 Hz para los

protones del metilo H-4".

En su espectro de RMN de **C (Figura 42) se observaron 15 sefiales. En
176.4 y 175.8 ppm se localizaron las sefiales para los carbonos de carbonilo C-
1” y C-1’ respectivamente, en 148.5 ppm se ubicé la sefal para el carbono
base de éster C-3, en 139.9 ppm la sefal para el carbono cuaternario C-1, en
128.9 ppm se localiz6 la sefial para el carbono C-5, en 126.7 ppm se observé la
sefal para el carbono C-6, en 125.9 ppm se ubicoé la sefial para el carbono C-4,

en 122.9 ppm se observo la sefial del carbono C-2, en 64.8 ppm se localizé la
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sefial del carbono base de éster C-10, en 56.9 ppm se ubicé la sefial del
carbono base de epdxido C-8, en 50.6 ppm se ubicé la sefial para el carbono
base de epoxido C-9, en 34.1 ppm se localizé la sefial del carbono terciario de
isopropilo C-2’, en 33.8 ppm se ubico la sefial para el carbono metinico de
isopropilo C-2”, en 21.1 ppm se observé la senal para el carbono aromético C-
7; finalmente, entre 19.0 y 18.8 ppm se ubicaron las sefiales correspondientes
a los carbonos de los metilos de ambos grupos isobutirato.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; de la fraccién 42.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClI; del el isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20).
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Figura 42. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; del el isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20).
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En el experimento COSY (Figura 43) se observo la correlacion entre la
sefial doble en 7.34 ppm del proton H-5 con la sefial doble de dobles en 7.03
ppm para el protén H-6 con lo cual se pudo comprobar la trisustitucidén del anillo
aromético de timol, también se observaron las correlaciones de la sefial
séptuple del metino de isopropilo H-2’ (2.84 ppm) con la sefial doble en 1.32
ppm correspondiente a los metilos H-3’ y H-4’, de igual manera se observo la
correlacion entre la sefial séptuple correspondiente a H-2” en 2.51 ppm con las
sefales dobles en 1.10 y 1.07 ppm de los metilos de isopropilo H-3” y H-4",
con lo anterior se pud6 demostrar la presencia de dos sustituyentes isobutirato

en la estructura.

En el experimento HETCOR (Figura 44) se observo la correlacion entre
la sefial simple en 6.85 ppm correspondiente a la posicion H-2 y la sefal de
carbono terciario C-2 en 122.9 ppm, la sefial doble en 7.34 ppm del protén H- 5
mostré una correlacion con la sefial de carbono C-5 en 128.9 ppm, la sefial en
7.03 ppm correspondiente a H-6 correlaciono con la sefal del carbono terciario
C-6 en 126.7 ppm. Por otra parte, se observaron las correlaciones entre la
sefal de 2.84 ppm de H-2’ con la sefial de carbono terciario C-2’ en 34.1 ppmy
la correlacion de las sefiales en 1.32 ppm con la sefial en 19.0 ppm para C-3’y
C-4’, la sefial séptuple correspondiente a H-2° en 2.51 ppm mostré6 una
correlacién con los carbonos C-3” y C-4” en 18.8 ppm pertenecientes a los

metilos de un sistema de isopropilo.

En el experimento g-HMBC (Figura 45) se observo la correlacion entre
los protones H-3” y H-4” en 1.32 ppm con la sefal del carbonilo C-1” en 176.4
ppm, este a su vez presenta una correlacion con los protones H-10a y H-10b
en 7.56 y 4.18 ppm respectivamente, los cuales correlacionaron con C-9 base
de epodxido en 50.7 ppm y con el carbono cuaternario C-4 en 125.9 ppm, este
altimo a su vez mostrd correlacion con el protén de la posiciéon H-6 en 7.03
ppm. Finalmente, se observé la correlacion entre el proton H-6 en 7.03 ppm
con C-7 en 21.1 ppm, en base a lo anterior se pudo determinar la conectividad

de esta estructura como se muestra en la figura 46 y en la tabla 9.
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Figura 43. Experimento COSY del isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20).
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Tabla 9. Datos de RMN del compuesto 20.

Posicion s°C 5'H g-HMBC

1 139.9 /
2 122.9 6.85 148.5,126.7, 125.9, 21.1
3 148.5 /
4 125.9 /
5 128.9 7.34 148.5, 139.9, 56.9
6 126.7 7.03 125.9,122.9, 21.1
7 21.1 2.33 139.9, 126.7, 122.9
8 56.9 /
9 50.6 3.02y2.87 56.9, 64.8
10 64.8 456y 4.18 176.4, 125.9, 56.9, 50.7
1 175.8 /
2’ 34.1 2.84 175.3, 18.9, 19.0
3 19.0 1.32 175.3, 34.2, 18.9,
4 19.0 1.32 175.3, 34.2, 19.0
1” 176.4 /
2” 33.8 2.51 176.4, 18.8

3" 4” 19.0 1.10 y 1.07 176.4, 33.8, 18.8

Realizando una busqueda bibliografica se encontré que este compuesto
habia sido reportado anteriormente por Bohlmann y colaboradores en 1977,
destacando que el espectro de RMN de *H de la literatura fue medido en CCl,
por lo cual los desplazamientos reportados en la literatura no pudieron ser
comparados con los obtenidos experimentales ya que presentaron diferencias

significativas, por lo que es necesario medir nuestro compuesto en CCl,.
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Figura 46. Correlaciones observadas del g-HMBC del el isobutirato de 10-
isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20).

Tabla 10. Desplazamientos de RMN de 'H para el isobutirato de 10-
isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20).

Posicion Experimental CDCl; Literatura CCl4
2 6.85 6.78
5 7.34 7.29
6 7.03 6.96
7 2.33 2.34
9a 3.02 2.87
9% 2.78 2.63
10a 4.56 4.45

10b 4,18 411
2 2.84 2.79
3 1.32 1.29
4 1.32 1.29
2” 251 2.44
3” 1.10 1.09
4” 1.07 1.07
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Adicionalmente, a los compuestos 25 y 29 se les realiz6 un ensayo de
captura de radicales libres por el método de DPPH. Se ensay6 una curva
control empleando &cido ascorbico a concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5
y 6.25 pg/mL disuelto en DMSO. Bajo estas mismas condiciones se realizo el
ensayo para el compuesto 29. Por cada 195 pL de muestra se agregaron 5 pL
de DPPH*® 5 mM; estas diluciones fueron preparadas en placa de 96 pocillos,
se incubaron por 20 min en obscuridad. Se midi6 la absorbancia a 515 nm. En
este ensayo el compuesto 29 mostr6 una capacidad importante de
neutralizacion de DPPH pues la CEsp calculada fue de 52.3 uM (Tabla 11 y
gréfico 1); mientras que el compuesto 25 mostré nula actividad antioxidante.
Cabe mencionar que los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y se
validaron a partir de las curvas obtenidas con el acido ascorbico cuya CEs, fue
de 22.6 uM (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados obtenidos en el ensayo de captura de radicales
libres por DPPH.

Captacion de Captacion de
Muestra radicales libres radicales libres
DPPH CEsg (ug/mL) DPPH CEsp (UM)
Acido ascorbico (Curva 3.08 22 6
control)
compuesto 29 22.43 +2.28 52.3
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DPPH

Gréfico 1. Representacion de la captacion de DPPH por triplicado del
compuesto 29.
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7/ CONCLUSIONES

El comparativo de especimenes de Ageratina glabrata colectadas en las
distintas zonas del Estado de Michoacan, permitié determinar que las ubicadas
en la region de Patzcuaro presentaron mayor abundancia de epoxitimoles.

Del extracto de cloruro de metileno de las hojas de Ageratina glabrata de la
colecta de Patzcuaro se aisl6 el (+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-
6-hidroxitimilo (25). A través de experimentos de RMN 1D y 2D, y difraccion de
rayos X se establecid la conectividad y configuracién absoluta 8S de la misma
mediante los parametros Flack y Hooft; si bien con el valor de R = 8.6% se
pudo determinar la configuracidon absoluta, este valor es elevado, por lo que

debe ser refinado.

S
HO 2
0

O
O :
5

Del extracto hexanico de tallos de Ageratina glabrata de la colecta de

2

Patzcuaro se aislaron el isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23)

y el isobutirato de 10-(2-metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5c).

>l ol

23 5c
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Del extracto hexanico de hojas de A. glabrata de la colecta de Patzcuaro
se aislo el isobutirato de 10-cinamoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (26) y el
isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20).

Oﬁ)\ Oﬁ)\
0 o
0 o)
HO 0 =z (o}
e} o
26 20

Del extracto metanolico de las hojas de A. glabrata de la colecta de
Patzcuaro se aislo el isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (29). Se
propone que este compuesto es producto de la apertura y racemizacion del
anillo de epoxido, ya que este compuesto mostr6 una rotacién especifica

cercana a cero.

29

A los compuestos 25 y 29 se les realizd un ensayo de captura de
radicales libres por DPPH, donde el compuesto 25 mostré nula actividad

antioxidante, mientras que el compuesto 29 presenté moderada actividad (22

pg/mL).
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 GENERALIDADES
Los espectros de resonancia magnética nuclear de RMN de 'H a 400

MHz y de RMN de **C a 100 MHz, asi como los diagramas bidimensionales de
correlacién de **C-'H (HETCOR) y 'H-'H (COSY) se determinaron en un
espectrémetro Varian Mercury Plus-400. En todas las determinaciones se utlizé
como disolvente deuterocloroformo (CDCl3) y como referencia interna se utilizé
tetrametilsilano (TMS); los experimentos g-HSQC y g-HMBC se determinaron
en un aparato VARIAN Mercury 300, asi como los espectros de RMN de'H a
300 MHz y RMN de **C a 75 MHz. Los espectros fueron procesados
empleando el programa MestRe Nova.

El analisis de difraccion de rayos X de monocristal se llevé a cabo en un

difractdmetro Bruker-Nonius CAD4 de irradiacion de CuK,.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se obtuvieron con el instrumento Thermo
Scientific Nicolet IsS10FT IR Spectrometer con accesorio ATR, cristal de ZnSe y
regiéon de 4000 a 650 cm™, los datos se representaron en nimeros de onda

(cm™) para los méaximos principales de absorcion.

Los puntos de fusion se obtuvieron mediante el instrumento, Fisher

Scientific, los cuales no estan corregidos.

Los valores de rotacion especifica se determinaron en CHCI; en un

polarimetro Perkin-Elmer341

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

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

determinaron, utlizando una hoja de célculo Microsoft Office Excel® 2010.
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8.2 MATERIA VEGETAL

Ageratina glabrata fue colectada en cuatro localidades del Estado de
Michoacan.

Colecta de Quiroga: 18 de febrero de 2012, km 52 carretera Quiroga-
Zacapu, Colecta Mil Cumbres: 31 de agosto de 2013, km 211 carretera México-
Morelia, Colecta Patzcuaro: 19 de diciembre de 2013, desviacién a Cuanajo a 1
km de la carretera Patzcuaro-Santa Clara del Cobre, Colecta Cuanajo: 26 de
febrero de 2014, km 3 de la carretera Patzcuaro-Cuanajo.

8.3 OBTENCION DE EXTRACTOS
Ageratina glabrata, se separd en sus partes: raices, tallos, hojas y flores,

se secaron a la sombra por dos semanas, posteriormente se maceraron por
separdo en polaridad ascendente y por triplicado con hexanos, cloruro de
metileno, acetato de etilo y metanol obteniendo un total de 32 extractos.

8.4 ANALISIS QUIMICO
(+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimilo (25)

Del extracto de cloruro de
metileno de hojas de la colecta de
Patzcuaro se obtuvieron 100 mg de
cristales incoloros p.f. 112-114 °C [d]sso
+9.9, [d]s7s +10.0, [a]s46 +11.0, [a]sz6
+17.1, (c 0.8, CHCl3); UV (EtOH) Amax
nm: 228; IR (CHCl3) Vimax cm™ :3595,
3446, 2983, 1749, 1722, 1453, 1273,
1119 RMN de *H (300 MHz, CDCls) &: 7.97 (2H, dd, J = 7.8, 1.5 Hz, H-3”, H-
7”), 7.55 (1H, tt, J = 7.8, 1.5 Hz, H-5"), 7.41 (2H, t, J = 7.8 Hz, H-4”, H-6"), 6.93
(1H, s, H-5), 6.81 (1H, s, H-2), 4.76 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-10a), 4.47 (1H,d J
=12.3 Hz, H-10b), 3.10 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-9a), 2.85 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-9b),
2.82 (1H, sept, J = 6.8 Hz, H-2'), 2.21 (3H, s, H-7), 1.30 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-
3’), 1.29 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-4’). RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 175.0 (C, C-
1), 166.0 (C, C-1"), 151.7 (C, C-6), 141.7 (C, C-3), 133.2 (CH, C-5"), 129.7
(CH, C-37, C-7"), 129.5 (C, C-4), 128.4 (CH, C-4”, C-6"), 127.1 (C, C-2"), 125.8
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(C, C-1), 124.7 (CH, C-2), 114.7 (CH, C-5), 65.5 (CH,,C-10), 57.0 (C, C-8), 51.0
(CH,, C-9), 34.1 (CH, C-2), 19.0 (CHs, C-3’, C-4’), 15.7 (CHs, C-7).

isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (23)

Del extracto hexanico de tallos de Ageratina
glabrata de la colecta de Péatzcuaro se
obtuvieron 235 mg de una miel amarilla, [d]sso
+28.0, [a]s7s +29, [a]s46 +33.1, [alazs +58.6, (C
1.05, CHCl3); UV (EtOH) Amax nm: 284, 278,
221; IR: (CHCIl3) Vmax cm™: 2983, 1746, 1506,
1466, 1179; RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &:
6.88 (1H, s, H-5), 6.79 (1H, s, H-2), 4.54 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-10a), 4.19 (1H,
d, J = 12.0 Hz, H-10b) 3.81 (3H, s, OMe), 3.03 (1H d, J = 5.6 Hz, H-9a), 2.80
(1H, d, J = 5.6 Hz, H-9b), 2.80 (1H, sept, J = 7.0 Hz, H-2’), 2.17 (3H, s, H-7),
2.02 (3H, s, H-2”), 1.31 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-3’), 1.30 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-4).
RMN de *3C (100 MHz, CDCls) &: 175.6 (C, C-1’), 170.3 (C, C-1”), 155.3 (C, C-
3), 141.3 (C, C-6), 128.2 (C, C-4), 126.6 (C, C-1), 124.3 (CH, C-2), 109.5 (CH,
C-5), 65.1 (CH,, C-10), 56.7 (C, C-8), 55.6 (CH,, C-9), 50.6 (CHs, OMe), 34.0
(CH, C-2'), 20.6 (CH3, C-2"), 18.9 (CH3, C-3’, C-4’), 16.0 (CHs, C-7).

isobutirato de 10-(2-metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimilo (5c¢)

Del extracto hexanico de tallos de
Ageratina glabrata de la colecta de
Patzcuaro se obtuvieron 200 mg de un
miel amarilla, RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) 6: 7.33 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-5)
7.02 (1H, da, J = 7.5 Hz, H-6), 6.84 (1H,
sa, H-2), 4.56 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-10a),
4.18 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-10b), 3.01 (1H, d, J = 5.4 Hz, H-9a), 2.82 (1H, sept,
J =6.8 Hz, H-2’) 2.76 (1H, d, J = 5.4 Hz, H-9b), 2.34 (3H, s, H-7), 2.34 (1H, m,
H-2"), 1.60 (1H, m, H-3a”), 1.42 (1H, m, H-3b”), 1.33 (6H, d, J = 6.8 Hz, H-3’,
H-4’), 1.07 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-4"), 0.82 (3H, t, J = 7.6, H-5”). RMN de **C
(100 MHz, CDCI3) 175.8 (C, C-1’), 175.1 (C, C-1’), 148.5 (C, C-3), 139.9 (C, C-
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4), 128.8 (CH, C-5), 126.6 (CH, C-6), 125.9 (C, C-1), 122.8 (CH, C-2), 64.9
(CH,, C-10), 56.8 (C, C-8), 50.5 (CH,, C-9), 40.8 (CH, C-2"), 34.1 (CH, C-2),
26.5 (CHp, C-3"), 21.0 (CHs, C-7), 18.9 (CHs, C-3', C-4’), 16.4 (CH3, C-47), 11.4
(CHs, C-57).

isobutirato de 10-cinnamoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (26)

Del extracto hexanico de hojas de Ageratina
glabrata de la colecta de Patzcuaro se
obtuvieron 5 mg de una miel verde, RMN de
'H (400 MHz, CDCls) &: 7.67 (1H, d, J = 16
Hz, H-3”), 7.50 (2H, m, H-6”, H-8"), 7.41-
7.38 (3H, m, H-9”, H-5”, H-7"), 6.90 (1H, s,
H-5), 6. 81 (1H, s, H-2), 6.41 (1H, d, J = 16 Hz, H-2"), 4.63 (1H, d, J = 12.0 Hz,
H-10a), 4.36 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-10b), 3.07 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9a), 2.83
(1H, sept, J = 7.2 Hz, H-2)), 2.82 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9b), 2.21 (3H, s, H-7),
1.31 (6H, d, J = 7.2 Hz, H-3’, H-4).

isobutirato de 10-benzoiloxi-6,8,9-trihidroxitimilo (29)

Del extracto metanolico de hojas de
Ageratina glabrata de la colecta de Patzcuaro
se obtuvieron 900 mg de una miel roja, [alsse-
1.0, [d]s7s —1.2, [d]s4s —1.5, [a]aze —3.2, [a]zes
BE (c 2.46, CHCI3); UV (EtOH) Anax nm: 296,
228; IR: (CHCl3) Vimax cm™: 3604, 3425, 1715,
1470, 1272, 1158; RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) 6: 7.97 (2H, dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-3”, H-7"), 7.53 (1H, tt, J = 7.6, 1.3 Hz,
H-5"), 7.38 (2H, ddd, J = 8.8, 7.6, 1.2 Hz, H-4”, H- 6”), 6.63 (1H, s, H-2), 6.60
(AH, s, H-5), 4.64 (2H, AB, J = 12.4, Hz H-9a, H9b), 4.56 (1H d, J = 12.0 Hz, H-
10a), 4.48 (1H d, J = 12.0 Hz, H-10b), 2.50 (1H, sept, J = 6.4 Hz, H-2), 2.14
(3H, s, H-7), 1.07 (6H, d, J = 6.4 Hz, H-3’, H-4’). RMN de **C (100 MHZ, CDCl5)
6. 177.8 (C, C-1"), 166.9 (C, C-17), 149.2 (C, C-6), 147.1 (C, C-3), 133.5 (CH,
C-5”), 129.7 (CH, C-3”, C-7"), 129.1 (C, C-4), 128.4 (CH, C-4”, C-6"), 126.1 (C,
C-2”), 1201 (C, C-2), 119.9 (CH, C-1), 112.7 (CH, C-5), 77.8 (C, C-8), 67.8
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(CHj, C-9), 67.2 (CH,, C-10), 33.8 (CH, C-2'), 18.7 (CHs, C-3", C-4’), 15.6 (CHs,
C-7).

isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (20)

Del extracto hexanico de hojas de
Ageratina glabrata de la colecta de Péatzcuaro
se obtuvieron 15 mg de una miel amarilla,
RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 7.34 (1H, d, J
= 7.6 Hz, H-5), 7.03 (1H, dd, J = 7.6, 0.4 Hz, H-
6), 6.85 (1H, s, H-2), 4.56 (2H, d, J = 12.0 Hz,
H-10a), 4.18 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-10b), 3.02
(1H, d, J = 4.0 Hz, H-9a), 2.84 (1H, sept, J = 7.0 Hz, H-2), 2.78 (1H, d, J = 4
Hz, H-9b), 2.51 (1H, sept, J = 7.0 Hz, H-2”), 2.33 (3H, s, H-7), 1.32 (6H, d, J =
7.0 Hz, H-3’,H-4’), 1.10 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-3"), 1.07 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-4").
RMN de *3C (100 MHz, CDCls) &: 176.4 (C, C-1"), 175.8 (C, C-1’), 148.5 (C, C-
3), 139.9 (C, C-1), 128.9 (CH, C-5), 126.7 (CH, C-6), 125.9 (C, C-4), 122.9 (CH,
C-2), 64.8 (CH,, C-10), 56.9 (C, C-8), 50.6 (CH, C-9), 34.1 (CH, C-2’), 33.8
(CH, C-27), 21.1 (CHs, C-7), 19.0 (CH3, C-3’), 18.9 (CH3, C-4’), 18.8 (2 CHj3, C-
3”, C-4”). C-3’' y C-4’ podrian estar intercambiados.
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