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RESUMEN

Del extracto etanélico de las hojas de Ageratina arbutifolia se aislaron tres com-
puestos correspondientes a los dcidos (—) Kaur-16-en-19-0ico y 2-Hidroxi-6-
metoxi benzoico y a la 5-Hidroxi-6-metoxi cumarina, Las estructuras fueron
determinadas con base en los estudios espectroscépicos y quimicos, Por metila-
cibn exhaustiva de los &cidos se obtuvieron el Kaur-16-en-19-0+to de metilo y el
2 6-Dimetoxi benzoato de metilo.

ABSTRACT

Three compounds were isolated from the ethanolic extract of Agerating arbu-
tifolia. These were characterized by spectroscopic and chemical data as: (—)
Kaur-16-en-19-0ic acid, 2-Hydroxy-6-methoxy benzoic acid and 5-Hydroxy-6-
methoxy coumarin. Methylation of isolated acids compounds yielded Methyl
kaur.16-en-19-0ate and Methy| 2,6-dimethoxy benzoate,

INTRODUCCION

La quimica del género Ageratina (Compositae) ha sido ampliamente estudiada
en los Glitimos afios. De muchas especies pertenecientes a este género se han aisla-
do diversos tipos de compuestos, principalmente sesquiterpenos (entre ellos
lactonas), diperpenos, cromenos, flavonoides y derivados de timol (1-18). El
estudio quimico de este género presenta especial interés tanto desde el punto de
vista taxondmico, como desde el punto de vista biolégico, por la posible activi-
dad que pueden presentar algunos de los metabolitos propios de este género,

La especie Ageratina arbutifolia, objeto de este estudio, crece como maleza en
nuestro territorio y de ella no se conocen estudios quimicos previos, De la frac-
cién soluble en cloroformo se aislaron tres compuestos cuyas estructuras corres-
ponden a un acido kaurénico, a un derjvado del dcido benzoico y a una cuma-
rina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La fracciéon soluble en cloroformo, proveniente del extracto etanélico de las ho-
jas de A, arbutifolia, se sometid a purificacion por cromatografia, obteniéndose
tres compuestos, cuyas estructuras se discuten a continuacion: ‘

Acido (—) Kaur-16-en-19-cico (1)

El compuesto | presenta caracteristicas de diterpenc con base en su espectro
RMNTH y su férmula empirica CogH3002 (MY 302 y andlisis elemental). Su
espectrc IR presenta sefiales tipicas de acido carboxflico, 1.690 em1 (C= 0) v
3.400-3,600 cm”! (OH). EI RMNTH presenta una sefial a 12 ppm gue integra
para un proton, intercambiable con deuterio, correspondiente al hidroxilo del
grupo carboxilico. Se detecta la presencia de metileno terminal por las sefiales
2 3.070 y 1.650 ecm™! en el IR y 4.75 ppm en el RMNH que integra para dos
protones. Las otras sefiales de RMNTH muestran dos grupos metilos a 0.98 y
1,26 ppm; protones metinicos y metilénicos no terminales por las sefiales entre
1.6 - 2.8 ppm que integran para 21 protones,

El EM presenta sefiales m/z a: 302 (67%o) asignable al ién molecular y las co-
rrespondientes a M'* 15; M - 43; M'* . 45; M"* - 46 explicables por pérdidas
de "CH3, 'C3Hy, 'COOH y [Hy 0+ CO]del i6n molecular respectivamente.

La metilacién exhaustiva del compuesto | con diazometano produce el com-
puesto 11, Comparando los espectros de | y || se observa para el compuesto 11
en el RMNTH ausencia de la sefial correspondiente al hidroxilo (sefial a 12 ppm)
y la presencia de un grupo metoxilo, por la aparicién de una nueva sefial a 3.59
ppm que integra para tres protones. En el IR de 1l se observa desplazada la sefial
del carbonilo a 1.715 cm"!, debida al C =0 del éster.

1:R=H
Il:R=Me

“SCOOR

Fig. 1

48 REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL, 18 Nos. 1.2 (1989)



El anterior anélisis permite concluir que el compuesto | corresponde a un acido
monocarboxilico, diterpénico con un metileno terminal y dos grupos metilos.
Los datos espectroscpicos, las constantes fisicas (punto de fusién y rotacién
especifica) y pruebas cualitativas (prueba de Bayer) coinciden con las reportadas
(19) para la estructura | (Fig, 1). Asi mismo, las caracteristicas de Il (Fig 1) co-
rresponden a las de su éster metilico.

Estudios relacionados con su actividad bioldgica mostraron que este dcido inhibe
el crecimiento de bacterias tales como Staphilococus aureus v Candida albicans
(19). Pocas especies del género Ageratina se han caracterizado por contener di-
terpenos (11) y el compuesto | no se preserita cominmente en este género.

Acido 2-Hidroxi-6-metoxibenzoico (111)

El compuesto 11| corresponde a una molécula aromética, con base en sus carac-
teristicas espectroscopicas (UV 209, 250 nm; RMN'HB6-75 ppm). Se deduce
la presencia de un dcido carboxilico por su alta solubilidad en solucién de bicar-
bonato de sodio y su |R caracteristico con sefiales a 3.400-3.500 y 3.150 em 1,
correspondientes a hidroxilos y a 1.685 asignable a carbonilo de un grupo carbo-
x{lico. El RMNTH indica la presencia de un metoxilo por la sefial simple obser-
vad a 4,10 ppm que integra para tres protones y la presencia de un hidroxilo
por la sefial a 5,75 ppm que integra para un protdn y que se intercambia con
deuterio.

El EM muestra un id6n molecular m/z 168, compatible con una formula empirica
CgHgOy4, confirmada por el andlisis elemental v concordante con la estructura
del icido benzoico disustituido por un metoxilo y un hidroxilo. El RMNTH
indica un patron de sustitucion 1,23 para el anillo aromdtico: se observa una
sefial triple a 7.45 ppm que integra para un proton con acoplamienta orto a
otros dos protones no equivalentes, que se presentan como un par de dobletes,
con desplazamientos de 6.70 y 6.58 ppm:.. El EM muestra sefiales correspondien-
tes a las pérdidas de Hp0, [H20 + COJ, [Hp0 + CO + ‘Me] del ién molecular,
entre otras. El hecho de presentar una sefial muy intensa (98%b) para el i6n co-
rrespondiente a [M'* - Ho0 ] indica que el hidroxilo debe encontrarse en posicién
orto al carboxilo.

Con base en el anéalisis anterior se tiene como posibles dos ordenamientos que
corresponden a las estructuras |11 v |V (Fig. 2); sinembargo se descarta la estruc-
tura IV por los resultados de la metilacion exhaustiva. El espectro RMN1H del
compuesto metilado V (Fig. 2) muestra la presencia de tres metoxilos y la equi-
valencia de los protones H3 y Hg; equivalencia que no se presentaria con la me-
tilacion de la estructura IV, ya que en este caso se produciria el producto VI,

La anterior conclusién gueda confirmada por la coincidencia de sus constantes
fisicas con las publicadas en la literatura (20). E! compuesto |11 se conoce como
producto de sintesis y su presencia en la naturaleza es rara. Sinembargo este me-
tabolito estaria relacionade con el compuesto VI y andlogos (Fig. 3), aislados
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de las especies Agerstina petiolaris (3), A. anisochroma (12) y (A. dendroides
(2).

7-Hidroxi-8-metoxicumarina (VI11)

El tercer compuesto obtenido presenta las caracteristicas propias de las cumari-
nas. Produce fluorescencia azul cuando se le expone a la luz UV, El espectro UV
presenta r aximos a 344 y 296 nm, asignables a los anillos pirdnico y bencénico.
Otros méaximos a 260, 252 y 228 nm, concuerdan con los espectros tipicos de
las cumarinas. El hecho de presentar a 344 y 228 nm las bandas més intensas
(€= 12.019 y 13.824 respectivamente); lo mismo que a 260 y 252 nm, bandas
de intensidad similar (E= 4800 y 5.136 respectivamente) indican la posible es-
tructura de una cumarina 6.7-dioxigenada (23).

El espectro de masas muestra un idén molecular a m/z 192, lo que permite dedu-
cir una farmula empirica CygHgCy4, concordante con una cumarina sustituide
por un hidroxile y un metoxilo. La sefial obtenida a m/z 177 (70%), explicable
por una pérdida de ‘CH3 del i6n molecular, perrite concluir que el metoxilo se
encuentra en la posicion 6, ya que esta fragmentacién estéd favorecida (por la
formacién del sistema p-quinoide, de estabilidad alta) frente a la fragmentacién
obtenida por la pérdida de CO, del ién molecular m/z 164 {35%) (Fig. 4) (24).

Del analisis anterior se deduce que la estructura de la cumarina debe correspon-
der a la 5-Hidroxi-6-metoxicumarina (VII1) (Fig. 4), hecho corroborado por la
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coincidencia con los datos espectroscopicos y constantes fisicas publicadas para
este compuesto (24, 25), Las cumarinas y en particular ésta, no aparecen entre
los metabolitos aislados del género Ageratina; aungue si se encuentran en otros
géneros de Asteraceae y entre ellos Eupatorium, dentrc del cual habia sido ubi-
cada, anteriormente, la especie aqui estudiada.

PARTE EXPERIMENTAL

La planta fue recolectada en los alrededores de la laguna El Sisga, Cundinamarca,
a 2,040 m de altura sobre el nivel del mar y determinada por R. Jaramillo (Insti-
tuto de Ciencias Naturales. Universidad Nacional de Colombia). Un ejemplar
reposa en el Herbario Nacional bajo el namero COL 204124.

Extraccibn y purificaciébn de los compuestos |, 111 y VIII

La planta recolectada se secd al aire. Las hojas (2 Kg) se molieron y se extraje-
ron con etanol en soxhlet durante 48 horas. El etanol se evaporé a presion redu-
cida y el extracto obtenido se redisolvié en el minimo volumen de etanol calien-
te y se agregd un volumen igual de agua. Se dej6 en reposo 24 horas, al término
de las cuales se separd el fléoulo formado, obteniéndose un filtrado de color
café, El filtrado se concentré a presién reducida y se extrajo con cloroformo.
La fraccion cloroférmica seca se evapord a presion reducida . Esta fraccion (30g)
se separd por CC de sflica gel (700 g) utilizando como eluyente cloroformo, Se
separaron tres COmMpuestos:

compuesto | (200 mg), se cristalizé en etanol; el compuesto 111 (50 mg), en n-
hexano; el compuesto VIII, purificado por una nueva cromatografia (15 mg).

La pureza de los compuestos se controlo per C.C.D.
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Obtencién de los ésteres metilicos de | y 111

Los compuestos | y 111 (20 mg) disueltos en éter se trataron con exceso de diazo-
metaro, obteniéndose los compuestos 41 y V. El derivado 11 fue purificado por
cromatografia en columna de silica (benceno - metanol) y el V por cristalizacion
de n-hexano. A continuacién se presentan las propiedades de los compuestos
aislados y de los derivados obtenidos:

I. Acido {—) Kaur-16-en-19-oico:

pf 178°C: [c:]Dr — 99.3 (c= 1.06 CHC13). Prueba de Bayer positiva. Con éacido
sulflrico toma coloracion rojo intensa.

IR (KBr) em*1: 3.400 - 3.600, 3.070, 2.990, 2.850, 1.690, 1.650, 1.430 - 1.480,
1.260, 875.

RMNTH (60Mz, CC I4) 6: 12 (1H); 4.75 (2H); 2.63, 2.3, 2.05, 1.82, 1.57 (21H);
1.26 (s, 3H); 0.98 (s, 3H).

EM (70eV) m/z (int. relativa): 302 (67), 287 (58), 259 (100), 257 (23), 256
(24), 243 (76), 187 (38), 148 (43), 131 (100), 123 (35), 121 (42), 119 (42),
109 (42), 105 (48).

Analisis elemental: encontrado: 79.53% C, 10.08% H, 10.38% O; calculado
para CogHz007: 79.47% C.8.93% H, 10.60% O.

11, {=) Kaur-16-en-19-0ato de metilo:
IR (KBr) em-1: 1.715, 1.655, 1.230, 1.150, entre otras.

RMNTH (60Mz, CDCIS) 6: 485 (2H); 3.59 (5,3K);2.70 - 1.55 (varias sefiales
anchas; 21H); 1.15 (5,3H); 0.85 (s,3H).

111, Acido 2-Hidroxi-6-metoxibenzoico:

pf 134-1359C; soluble en bicarbonato de sodic al 5%.
UV (MeOH) Anm (E): 209 (11.216); 250 (10.412); 310 (4.495).

IR (KBr) em'1: 3.400 - 3.600, 3,150, 2.950, 2.820 (bandas anchas): 1.685
1.615, 1.575, 1.455, 1.395, 1.320, 1.235.

i’

RMNTH (60Mz, CD3COCD3+ DMSO) 8: 7.45 (t, J=9Hz, 1H); 6.70 (dd, J= 9Hz,
1H); 6.58 (dd, J=9Hz, 1H) J.,: no calculadas por baja resolucién; 5.75 (m, 1H);
4.10 {s,3H).

EM (70eV) m/z (int. relativa): 168 (29); 150 (98); 122 (55.8); 107 (100); 79
(14.3); 51 (9); 39 (10).
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Anélisis elemental: encontrado: 57.14% C, 4.76% H, 38.10% 0; calculado
para CgHgO4: 57.05% C, 4.81% H; 38.14% 0.

IV, 2 ,6-Dimetoxi-benzoato de metilo:

RMNTH (60Mz, CCly) 8: 3.78 (s, 9H); .43 (d, J= 9 Hz,2H); 7.14 (1, J=9 Hz,
1H), entre otras.

VIil. 5-Hidroxi-6-metoxi cumarina:

pf 204°C.
IR (KBr) em-1: 3.310, 2.915, 1.690, 1.600, 1,560, entre otras UV (MeOH) A
nm (€): 344 (12.019), 296 (5.568), 260 (4.800), 252 (5.136), 228 (13.824).

EM (70eV) m/z (int. relativa): 192 (100%), 177 (70%), 164 (35%0) 149
(70%0), 121 (35%0), 106 (8%0), B1 (15%0), entre otras.
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