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RESUMEN

De la fraccion soluble en agua, proveniente del extracto etandlico de la
hojas de Agerarina arburifolia, sc aislaron los glicésidos: quercetagetina-6-
methoxy-3-0-f-galactésido 1 y quercetina-3-O-f-galactdsido 2. Sus estruc-
turas fueron determinadas con base en sus dates espectroscopicos y los de
sus agliconas. El compuesto 1 es de rara ocurrencia en la naturaleza: EIl
presente trabajo complementa sus datos espectroscopicos.

ABSTRACT

From the aqueous fraction ol the extract of Ageratina arburifolia leaves,
two glycosides were isolated. They were identified as guercetagetine-6-
methoxy-3-0-B-galactoside 1 and quercetine-3-O-f- galactoside 2. Their
structures and the structures of the aglicones, were elucidated by
spectroscopic data. The occurrence ol 1 is rare in nature; in addition we
extended its spectroscopic data.

INTRODUCCION

El extenso género Ageratina, \ribu Eupatoriae (Asteraceae) esta distribuido
principalmente en América Tropical. Se han estudiado aproximadamente 33
especies y entre los compuestos aislados se encuentran los flavonoides con
alto grado de oxigenacion.

En un trabajo previo con esta especie (1), se han aislado tres compuestos del
extracto cloroférmico. los cuales fueron caracterizados como los dcidos
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(-)Kaur-16-en-19-0ico, 2-Hidroxi-6-metoxibenzoico y la 7-hidroxi-6-metoxi-
cumarina.

Como continuacién del estudio quimico con esta especie, el presenie traba-
jo comprende el andlisis de la fraccion polar, de la cual se aislaron dos
flavonoides glicosidicos. Estos compuestos no han sido aislados previamen-
te del género Ageratina, constituyéndose éste el primer reporte de flavonoides
de A. arbutifolia.

PARTE EXPERIMENTAL

La especie Ageratina arbutifolia (Benth) King & Robinson, se recolecté a
2.040 m de altura sobre ¢l nivel del mar. Un ¢jemplar reposa en el Herbario
Nacional. COL 204124,

Obtencion de los compuestos 1 v 2

Las hojas secas (100 g), se molieron v se¢ extrajeron segin la metodologia
previamente descrita (1), El residuo insoluble en cloroformo se llevé a
sequedad. se suspendid en agua y se extrajo exhaustivamente con clorofor-
mo y acetato de etilo, La fraccidn acuosa se liotilizd (17 g) y se separ6 por
CC de vacio continuo. Silica Gel: AcOEt-MeOH-H,0 (75:15:10), efectuan-
do gradiente de elucion hasta finalizar con MeOH 100%. Las fracciones de
interés (por su contenido en flavonoides) se recromatografiaron sucesiva-
mente en CC de Sephadex LH-20, MeOH: RP-18, H,0-MeOH, obteniéndose
por liofilizacion un sélido amarillo, que se presentaba como un compuesto
homogéneo en diversos sistemas cromatogrificos; pero que en CCDB: Celu-
losa. TBA (60:20:20) y AcOH 15%, se detectd la presencia de dos compo-
nentes. Estos se separaron por CCDP: Celulosa. Fenol saturado con agua. Se
obtuvieron 20 mg de 1 y 15 mg de 2. Estos compuestos se analizaron
espectroscopicamente.

Hidrélisis de los compuestos 1 y 2

Los compuestos 1 (10 mg) v 2 (5 mg) se sometieron a hidrolisis por reflujo
con HCI 2N, durante 30 minutos. controlando la reaccién por CCD. Por
enfriamiento, precipitaron sendos sélidos (compuestos la y 2a), los cuales
s¢ separaron, lavaron y cristalizaron. Se confirmé su pureza por CCD y
analizaron por UV, La identidad del compuesto 2a se corrobord por co-
cromatografia con un patron auténtico de quercetina.

La fraccion acuosa procedente de la reaccion de hidrolisis, se neutralizo vy

desalinizé con resinas de intercambio idnico, El residuo liofilizado, se
analizd cromatograficamente en celulosa, n-BuOH-Bz-Pyr-H O/42:8:25:25.
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Caracteristicas de los compuestos obtenidos

Quercetagetina-6-metoxi-3-O-f-galactosido (1)

Sélido amarillo; pf 192-193 °C

UV A . nm: MeOH 260, 358: +NaOMe 274, 340h, 410; +AICL, 276, 434;
+A|Cl /HCI 270, 372: +AcONa 268, 372: +AcONa/H BO, 265, 380.

IR (KBr} Y cm': 3436, 2954, 2925, 2856, 1655, l607 15l8

RMN'H (300 MHz, DMSO-d6/CDCI,, TMS int.): ver tabla 1.

RMN"C (75.42 MHz, DMSOadﬁICDCI‘, TMS int.): ver tabla 1.

EM (IE 70eV) m/z (% int. rel.): M+ 332 (100), 333 (17.93), 317 (9.42), 314
(37.17), 289 (82.72), 286 (8.64), 137 (24.48), 109 (9.29).

Quercetina-3-0-B-galactésido (2)

Sélido amarillo, pt 233-234 °C

UV A .. nm: MeOH 258, 268h, 356; +NaOMe 272, 340h, 406; +AICI,
274, 426 +AICI/HCI 272, 300h, 364, 400; +AcONa 264, 378; +A¢.ONa/
H.BO, 264, 7.76

IR (KBr) v cm': 3435, 2954, 2927, 2856, 1622, 1560, 1528.

RMN'H (300 MHz, DMSO-d /CDCIL,, T™MS int.) & ppm(int. multiplicidad)
asignacion: 6.26 (1H. d, 1=2.0 Hz) H-t‘s. 6.40 (1H.d, J=2.0 Hz) H-8, 7.94 (1H.
d,J=2.2 Hz) H-2", 6.91 (1H.,d,J=8.7 Hz) H-5', 7.50 (1H.dd, J =8.7, 1,=2.2 Hz)
H-6',4.97 (1H, d, J=8.6 Hz) H-1" , 3.45-3.87 (6H, m), 12.26 (1H, s).

EM (IE 70eV) m/z (% int. rel.): M+ 302 (43.55). 303 (11.65).

6-Metoxi-3,5,7,3' 4" -pentahidroxiflavona (1a)

Sdélido amarillo; pf 264-265 °C.

UV A . nm: MeOH 258, 370: +NaOMe 274, 334h, 416 (desc.); +AlCI, 273,
458: +AIC1/HCI 268, 310h, 360h, 428; +AcONa 262, 386: +AcONa/H BO,
262, 390.

IR (KBr) y em': 3436, 1657, 1608, 1560, 1525,

Quercetina (2a)
Sélido amarillo; Analizado por UV y co-cromatografia con patrén auténtico
de Quercetina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los compuestos 1 y 2, aislados del extracto acuoso presentan espectros UV
caracterfsticos de flavonoles O-sustituidos en la posicion C-3 (2). La hidrélisis de
estos compuestos producen agliconas cuya banda T se encuentra desplazada a
mayor longitud de onda, con relacidn a la banda I de los compuestos no hidrolizados.
deduciéndose asi que la porcion glicosidica se encuentra en la posicion C-3.
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El UV de 1 con adicion de AICI/HCI indica orto-dihidroxi-sustitucidn,
ademads la magnitud del desplazamiento batocromico remanente de la banda
I, muestra una posible O-sustitucidn en la posicion C-6 (3). El comporta-
miento con los demas reactivos de desplazamiento, permite deducir la
presencia de hidroxilos en las posiciones C-5, C-7 y probablemente en C-3'
y C-4',

El EM muestra para la aglicona un ién molecular M+ 332, C _H,, O,
vy fragmentos correspondientes a m/z [M-H.O]"; [M-+CH_]";
[M - («CH +CO)|*. cuyas intensidades relativas pcrmi-len deducir metoxi-
lacion en la posicion C-6 (4). Se observan las sefiales de los iones B+ v
[B,-COJ* obtenidos por una fragmentacién via Il (2), propia de flavonoles,
indicando también que en el anillo B hay dihidroxi-sustitucién.

El RMN'H muestra la presencia de OH quelatado (8 12.39 ppm), asignable
al hidroxilo en posicion C-5. Se observan las sefiales tipicas de una sustitu-
cion 3', 4' ; lo mismo que las senales correspondientes a los protones en C-
8 y al grupo metoxilo. En la tabla | se presentan las asignaciones, las cuales
se confirman por las correlaciones COSY 'H-'H. El doblete en 8 4.97 ppm
(1H, J=8.6 Hz) corresponde al proton anomérico del azicar; la magnitud de
la constante de acoplamiento indica una interaccion axial-axial entre los
protones H-1" y H-2" | la cual cprresponde al anomero B. Entre & 3.45 -
3.87 ppm se localizan las sefales para los otros protones del azicar, las
cuales aparecen muy concentradas y no es posible hacer la asignacidn
directa, sinembargo el espectro COSY permite asignar la senal & 3.82 ppm
a H-2" por su correlacion con la sefial del protén anomérico. lgualmente
las sefiales & 3.45 v 3.61 ppm se asignan a los protones H-5" y H-6" por la
correlacién observada entre ellos. El desplazamiento de la sefial del protéon
anomeérico da como azicar probable la galactosa, descartindose la glucosa,
cuya senal debe aparecer a campo mas bajo. La identidad fue confirmada
como galactosa por CCD con patrones auténticos. Con base en el anterior
andlisis sededuce la estructura 6-metoxi-3,5,7.3".4' -pentahidroxiflavona-3-
O-B-galactgsido (figura ).

OH 1: R=OMe; R =Gal
Ia: R=OMe: R =H
2: R=H; R1=Ga|
OH 2a: R=R =H

Figura 1.
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El espectro RMN"C y DEPT confirman la estructura propuesta. Se deduce
que las sefales para carbonos alifdticos oxigenados corresponden a 5 metinos
asi'ganbles a los carbonos C1"-C5"” |, la sefial en & 60.6 ppm que s¢ invierte
cotresponde al C-6" y la senal en § 59.7 ppm al metilo del grupo metoxilo.
En la region aromdtica se localizan cuatro seiales, que corresponden a
cuatro carbonos melinicos, asignables a C-8, C-2', C-5" y C-6". En la tabla
1 se muestra las asignaciones hechas para todas las senales. Estas se hicie-
ron por comparacion con las publicadas para compuestos glicosidicos simi-
lares (4).

La hidrdlisis de 1 produjo la aglicona 1a cuyo UV exhibe maximos a 370 vy
258 nm, indicando una estructura de flavonol, con hidroxilo libre en la
posicién C-3; corrobordndoese asi que el enlace O-glicosfdico, electivamen-
te se encontraba en esta posicion. Por el andlisis UV con reactivos de
desplazamiento, se deduce que el compuesto la corresponde a la 5,7,3'.4'-
tetrahidroxi-6-metoxiflavonol, también llamado Patuletina (figura 1).

El compuesto 1 es de rara ocurrencia en la naturaleza. Se ha aislado
previamente de lpomopsis aggregata (5) y Pallenis spinosa (6). Esle consti-
tuye el primer reporte en el género Ageratina. Resulta tambign interesante
esta estrucutura desde el punto de vista quimiotaxonémico ya que la sustitu-
cion 6-metoxi se ha postulado como caracteristica del género y el hallazgo
de esta estructura complementa los datos que en este sentido hemos encon-
trado en otras especies colombianas de Ageratina (7-9).

El compuesto 2 presentd en el UV con reactivos de desplazamiento. un
comportamiento andlogo al del compuesto 1, exceptuando la magnitud del
desplazamiento remanente en la banda I (44 nm) del espectro con AICI/
HCI, relativo al espectro en McOH, lo cual indica que la posicién C-6 no
estd O-sustituida (3).

El andlisis de RMN'H y COSY 'H-'H, muestra ¢l mismo tipo de sustitucion
del compuesto 1 exceptuando la posicién C-6, que en este caso se encuentra
libre. Se observa la seial para un protén a § 6.26 ppm interactuando con la
sefial del protén a & 6.40 ppm, con acoplamiento meta, asignables a los
protones en C-6 y C-8. Las senales correspondientes al azicar son andlogas
a las observadas para ¢l compuesto 1. lo cual indica que el azicar corres-
ponde a la galactosa; cuya identidad se corroboré por CCD.

La hidrélisis del compuesto 2 produjo la aglicona 2a, que se identificd
como Quercetina por UV y co-cromatograffa con una muestra auténtica. Se
confirma asi la unién O-glicosfdica en C-3.
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Con base en el anterior andlisis se deduce que ¢l compuesto 2 corresponde a
la quercetina 3-O-f-galactosido (figura 1). Este compuesto se ha aislado de
varias especies. entre las cuales estdn Hypericum perforatum (2). Verbesina
encelioides (10), pero del género Ageratina estd es la primera vez ghe se
aisla.

Tabla 1. RMN'H Y RMN"C (300MHz). Asignaciones para el compuesto 1.

RMN'H RMN"C

& (multiplicidad) C o DEPT
b 6.51 (1H.8) = 157:3 C
2" 7.94 (1H,d,J=2.2 Hz) 3 133.7 C
5 6.91 (1H.d.J=8.8 Hz) 4 177.5 [
6' 7.50 (1H,dd,J =8.8 Hz, 1,.=2.2 Hz) 5 151.5 C
6-OMc  3.89 (3H.s) 6 130.8 C
1" 4.97 (1H,d,J=8.6Hz) 7 156.8 C

2"-6" 3.45-3.87 (6H.m) 8 93.5 CH
2" 3.82 9 151.7 %
i 3.45 10 104.2 C
6" 3.61 ' 120.7 C

5-0OH 12.39 (1H) 2! 114.5 CH
OH 5.30 (1H) 3 143.5 C
4 147.7 &

5 116.5 CH

6' 120.9 CH

| 104.7 CH

Zz" 71.1 CH

g 73.2 CH

4" 67.9 CH

i 74.8 CH

6" 60.6  CH,

-OCH, 59.7 CH,
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