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Resumen

La inflamacion es parte del mecanismo de defensa del cuerpo. Es el proceso mediante el
cual el sistema inmunoldgico reconoce y elimina los estimulos dafinos y comienza el
proceso de curacion. En general, hay dos tipos de inflamacion: inflamacion aguda y crénica.
La inflamacidén crénica se ha relacionado con ciertas enfermedades, como diabetes,
enfermedad cardiaca y artritis reumatoide. Las ciclooxigenasas (COX), son un tipo de
enzimas oxidorreductasas que desempefan un papel clave en la formacién de moduladores
biolégicos como las prostaglandinas (PG); la inhibicion de estas enzimas es el principal

mecanismo de accion de todos los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

En este trabajo se aislaron y caracterizaron los metabolitos secundarios de Ageratina
espinosarum var. sp.; también se realiz6 la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de
los compuestos de esta variedad y de los metabolitos secundarios previamente

caracterizados de Ageratina espinosarum var. espinosarum.

Del estudio fitoquimico de Ageratina espinosarum var. sp. se identificaron los flavonoides
apigenina, acacetina, 7,4’-dimetilapigenina, kaempferol, 3,7,4’-trimetilkaempferol, 7,4'-
dimetilkamepferol y dos diterpenos de tipo labdano, el acido dihidrotucumanoico y el
dihidrotucumanol (1,5,6,8a-tetrametil-1,2,3-naftalenotriol, decahidro-5(5-hidroxi-3-

metilpentil)), que se aislé por primera vez.

El acido dihidrotucumanoico, dihidrotucumanol y el flavonoide 7,4’-dimetilkaempferol de
Ageratina espinosarum var. sp. y los compuestos sakuranetina, homoeriodictiol, taxifolina y
una mezcla: 4’-metilsakuranetina y persicogenina de Ageratina espinosarum var.
espinosarum fueron evaluados in vitro por su capacidad inhibidora frente a las
ciclooxigenasas (1 y 2) a través de kit inmunoenzimatico y de manera in silico mediante el

acoplamiento molecular sobre COX-1.

La evaluacion antiinflamatoria se realizd a tres concentraciones (10, 31.6 y 100 uM). Los
resultados obtenidos muestran comportamientos muy similares en el porcentaje de
inhibicion. Sobre Ila COX-1, los compuestos acido dihidrotucumanoico, 7,4-
dimetilkaempferol y taxifolina muestran un resultado dependiente de la concentracion, con
porcentajes de inhibicion a 10 uM de 54, 51.5 y 53.2 % respectivamente, con respecto a
indometacina (55.2 %) a 1.67 uM, concentracion a la cual llega al valor de ICso, mientras

que el flavonoide homoeriodictiol es el compuesto que presenta mayor porcentaje de
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inhibicion a las primeras dos concentraciones, sin embargo a 100 uM la actividad decae un
poco. El analisis de resultados frente a COX-2 indica que los compuestos presentan menor
actividad inhibitoria sobre esta isoforma, en la mayoria de los metabolitos con porcentajes
de inhibicién por debajo del 50% para las tres concentraciones evaluadas. Derivado de este
analisis la evaluacion de la inhibicion sobre ambas isoformas deberia realizarse a tres

concentraciones menores, para determinar con certeza el valor de su ICso.

La evaluacion de Docking mostro que los compuestos de tipo flavonoide de las dos
variedades de plantas se unen al sitio catalitico de la enzima COX-1 con buenos valores de

afinidad, aunque no mayores a ibuprofeno que fue el farmaco co-cristalizado en la proteina.
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Abstract

Inflammation is part of the body's defense mechanism. It is the process by which the immune
system recognizes and eliminates harmful stimuli and begins the healing process. In
general, there are two types of inflammation: acute and chronic inflammation. Chronic
inflammation has been linked to certain diseases, such as diabetes, heart disease and
rheumatoid arthritis. Cyclooxygenases (COX) are a type of oxidoreductase enzymes that
play a key role in the formation of biological modulators such as prostaglandins (PG); the
inhibition of these enzymes is the main mechanism of action of all non-steroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs).

In this work, secondary metabolites of Ageratina espinosarum var. sp. were isolated and
characterized; thus, the evaluation of the anti-inflammatory activity of the compounds of this
variety and of the previously characterized secondary metabolites of Ageratina espinosarum

var. espinosarum.

From the phytochemical study of Ageratina espinosarum var sp., the flavonoids apigenin,
acacetin, 7,4'-dimethylapigenin, kaempferol, 3,7,4'-trimethylkampferol, 7.4'-
dimethylkamepferol were identified and two diterpenos of labdane type, dihydrotucumanoic
acid and dihydrotucumanol (1,5,6,8a-tetramethyl-1,2,3-naphthalenetriol, decahydro-5 (5-
hydroxy-3-methylpentyl)), which was isolated by first time.

The dihydrotucumanoic acid, dihydrotucumanol and the flavonoid 7,4'-dimethylkempferol of
Ageratina espinosarum var. sp. and the compounds sakuranetin, homoeriodictiol, taxifolin
and a mixture: 4'-methylsakuranetin and persicogenin of Ageratina espinosarum var.
espinosarum were evaluated in vitro for their inhibitory activity against cyclooxygenases (1
and 2) through immuno-enzymatic kit and in silico studies using molecular docking on COX-
1.

The anti-inflammatory evaluation was carried out at three concentrations (10, 31.6 and 100
MM). The results obtained show very similar behaviors in the percentage of inhibition. On
COX-1, the compounds dihydrotucumanoic acid, 7,4'-dimethylkampferol and taxifolin
showed a concentration-dependent result, with percentages of inhibition at 10 uM of 54,
51.5 and 53.2% respectively, with respect to indomethacin (55.2%). %) at 1.67 pM,
concentration at which it reaches the 1C50 value, while the flavonoid homoeriodictol is the
compound that presents the highest percentage of inhibition at the first two concentrations,

however at 100 uM the activity is diminished. The analysis of results against COX-2
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indicates that the compounds have lower inhibitory activity on this isoform, in most of the
metabolites with percentages of inhibition below 50% for the three concentrations evaluated.
Derived from this analysis, the evaluation of the inhibition on both isoforms should be carried

out at three lower concentrations, in order to determine with certainty the value of its ICso.

The docking studies showed that the flavonoid compounds of the two plant varieties bind to
the catalytic site of the COX-1 enzyme with good affinity values, although not higher than

ibuprofen, which was the drug co-crystallized in the protein.
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1. INTRODUCCION

El estudio de la inflamaciéon es de gran importancia desde el punto de vista fisiolégico y
farmacoldgico. Es un fendmeno complejo caracterizado por vasoconstriccion, seguida de
vasodilatacién, disminucion del flujo sanguineo, exudacién de liquido y acumulacion vy

migracién de leucocitos.’

A medida que las caracteristicas de la inflamacién aguda persisten, llega a volverse crénica
y este estadio de inflamacién es la base de reacciones de hipersensibilidad y enfermedades
inflamatorias cronicas, como la artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares,

diabetes, aterosclerosis y fibrosis pulmonar.?

Diferentes mecanismos moleculares estan involucrados en la respuesta inflamatoria, la ruta
del acido araquidonico (AA) inicia una cascada metabdlica fundamental en este proceso,
este precursor es metabolizado principalmente por tres enzimas, las ciclooxigenasa 1y 2
(COX) y la 5-lipoxigenasa resultando en la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos principalmente, los cuales modulan procesos fisioldgicos incluidos, el dolor, la
fiebre, la inflamacion, la formacion de coagulos sanguineos, la contraccion y relajacion del

musculo liso y la liberacion de acido gastrico.

Entre los tratamientos farmacolégicos mas utilizados para procesos inflamatorios tanto
agudos como cronicos se pueden mencionar los antinflamatorios no esteroideos (AINE’s)
cuyo mecanismo de accion se centra principalmente en la inhibicién de las ciclooxigenasas,
algunos AINES’s tradicionales y una clase de inhibidores llamados “coxibs” son mas
selectivos inhibiendo COX-2 que a COX-1. Esta afinidad por alguna de las dos isoformas
potencializara sus efectos farmacologicos, asi como toxicologicos. Una de las limitantes
importantes en el uso cronico de los AINEs es que producen efectos secundarios
importantes, principalmente a nivel de tracto digestivo, tales como Ulceras, erosiones y
perforaciones en casos mas graves.? Debido a lo anterior se ha recurrido a la busqueda de
nuevas alternativas farmacoldgicas que contribuyan a encontrar nuevos agentes menos
agresivos durante su consumo. Una alternativa importante en la busqueda de estos
compuestos es la fitoterapia. Asi, el estudio de principios activos con propiedades
terapéuticas obtenidos a partir de fuentes naturales ha cobrado gran importancia en los

ultimos afios.*
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El género Ageratina es utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de
padecimientos inflamatorios, fiebre y ulceras, propiedades que han sido demostradas,
adicionalmente a su actividad antibacteriana, entre otras. De acuerdo con ello, el presente
proyecto propone realizar el estudio quimico de Ageratina espinosarum var. sp. y la
evaluacién de los compuestos obtenidos de esta, asi como la de los metabolitos
previamente caracterizados de una segunda variedad de Ageratina espinosarum® en un

modelo in vitro de actividad antiinflamatoria basado en la inhibicién de ciclooxigenasas.

De igual manera, verificar los resultados experimentales mediante un estudio de
acoplamiento molecular in silico de los compuestos activos frente a COX-1, y asi contribuir
a la busqueda de compuestos que ayuden a mejorar los actuales tratamientos para la

inflamacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Fisiopatologia de la inflamacién

La inflamacion es la respuesta fisiologica de defensa del organismo a estimulos nocivos,
como patégenos, células dafiadas, traumas fisicos o irritantes, entre otros. Sin embargo, es
también en algunas ocasiones un proceso dafino, que puede provocar complicaciones en
varias patologias como artritis reumatoide, diabetes, ateroesclerosis y cancer.® Se
caracteriza por los siguientes signos y sintomas: rubor (enrojecimiento o eritema), tumor
(aumento de volumen, edema), calor (aumento de la temperatura local) y dolor,
posteriormente se afiadié un quinto signo clinico, la pérdida de la funcion.” Este proceso
presenta dos fases bien diferenciadas: aguda y crénica, las cuales se describen en la tabla
1.8

Tabla 1. Principales diferencias entre la inflamacion aguda y crénica.

AGUDA CRONICA
Causada por: Daiio tisular debido a Patoégenos que el cuerpo
trauma, invasion no puede eliminar,
microbiana o compuestos incluidos algunos tipos de
NOCivos. virus, cuerpos extrafios que

permanecen en el sistema
o respuestas inmunitarias
hiperactivas.

Aparicion: Rapida. Lenta.
Duracion: Algunos dias De meses a afos
Resultado: La inflamacion mejora, se La muerte tisular y el
convierte en un absceso o engrosamiento y
se vuelve croénica. cicatrizacion del tejido
conectivo.

Recuperado de "Everything you need to know about inflammation”, de Nordqvist, C, 24 de
noviembre de 2017. Recuperado de

https://www.medicalnewstoday.com/articles/248423.php.

La respuesta inflamatoria consiste en varios procesos fisioldgicos, todos los cuales se
desencadenan por la liberacién de sustancias farmacolégicamente activas como la
histamina y la heparina. Estos mediadores quimicos de inflamaciéon aguda son liberados
por los mastocitos, células sensibles que se encuentran diseminadas a través de los tejidos

conectivos ordinarios y que reaccionan al dafio tisular u otras alteraciones.®
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2.2. Fases de la inflamacion:

La respuesta inflamatoria puede englobarse en dos fases, cada una mediada por diferentes

mecanismos:

Fase 1: Inicia tras producirse el estimulo inflamatorio. En esta fase se produce activacion
de factores de la coagulacion, plaquetas y del sistema de contacto que libera 6xido nitrico
(NO), histamina, y serotonina, produciendo vasodilatacién y, por ultimo, la cascada del

complemento responsable de la degradacién del patégeno.™

Fase Il: Se conoce como respuesta fagocitica o efectora. En ella, los leucocitos
polimorfonucleares (PMN’s), como los neutrdfilos, contribuyen a la microcirculacion,
activando la agregacion plaquetaria, la cascada de coagulacion e inhibiendo la fibrindlisis.
Ademas, se disminuye o cesa el flujo sanguineo en la zona afectada. Los factores
quimiotacticos que se mueven por medio de un gradiente quimico difunden del foco local y
activan las células endoteliales capilares, PMN’s y monocitos, al unirse a receptores de
membrana. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1) son
considerados mediadores pro-inflamatorios primarios que inducen otros mediadores pro-

inflamatorios secundarios denominados quimiocinas.!

2.3. Caracteristicas generales de la ciclooxigenasa.

La prostaglandina H sintetasa (PGHS) conocida también como ciclooxigenasa (COX) es la
enzima clave en la sintesis de las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Es una
enzima bifuncional, ya que posee dos actividades cataliticas distintas: ciclooxigenasa y

peroxidasa.'?

El primer paso en la formacion de prostaglandinas es la liberacion por hidrélisis del acido
araquidonico (AA), a través de la accion de la enzima fosfolipasa A, (PLA2). Una vez
liberado, la actividad ciclooxigenasa es la responsable de oxidar al AA a hidroperoxi
endoperoxido (PGGy) por introduccién de dos moléculas de oxigeno, PGG; se difunde al
sitio activo de la peroxidasa (POX) y sufre una reduccion de dos electrones para formar el
hidroxiendoperoxido (PGH.)."® La PGH; se transforma mediante diferentes isomerasas
especificas del tejido/células (sintasas) a prostaglandinas (PGE2, PGD,, PGFqa, PGl) y
tromboxano A, (TxA.). (Figura 1)

Las prostaglandinas realizan funciones relacionadas con la homeostasis de diversos

organos, regulando el dolor, la inflamacion y el desarrollo de neoplasias. ™
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Figura 1. Las enzimas COX catalizan el paso comprometido en la sintesis de prostaglandinas.
Recuperado de “Fisiopatologia de la ciclooxigenasa-1 yciclooxigenasa-2”, de 15. Garcia Meijidea J.
J. Rev Esp Reumatol, 2000, 27, 33-5.

2.4. Isoformas de la COX.

La ciclooxigenasa se encuentra en al menos dos isoformas: La COX-1 y COX-2. Aunque
ambas ciclooxigenasas tienen similar afinidad por el acido araquidénico, difieren en su
patron de expresién, regulacion y distribucion en los tejidos. Actualmente se ha
caracterizado y clonado una forma variante de la COX-1, la COX-3, que esta expresada

principalmente en la corteza cerebral y corazén.®

La COX-1 se encuentra expresada de manera “constitutiva” en casi todos los tejidos,
desempefia un papel importante en la sintesis de los prostanoides para propositos
fisiolégicos y regula funciones como la citoproteccion gastrointestinal, la homeostasis
vascular, la perfusion renal y la funcion plaquetaria.’” La COX-2, en cambio, en situaciones
normales, es indetectable en la mayoria de tejidos y células, pero se expresa en respuesta
a estimulos proinflamatorios. Existen érganos como el cerebro, el rindn y el hueso, en donde

la COX-2 se expresa en forma constitutiva.'
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2.4.1. Estructura de las ciclooxigenasas.

Las isoenzimas COX son hemoproteinas hemodiméricas glicosiladas de 576 y 581
aminoacidos, respectivamente, ancladas a la membrana en el reticulo endoplasmico (RE).
La estructura tridimensional de la COX-1 ovina se informé por primera vez en 1994 y las

estructuras cristalinas de la COX-2 humana y murina siguieron rapidamente.'®

Ambas enzimas presentan una masa molecular muy similar (70 kDa). Las estructuras
cristalinas son bastante homologas estructuralmente y consistentes con una identidad de
secuencia alta (aproximadamente 60 %)."® Cada mondémero consiste de tres dominios
estructurales (Figura 2a): un dominio corto del factor de crecimiento epidérmico N-terminal
(EGF), un dominio a-helicoidal de unién a la membrana y un dominio catalitico C-terminal
grande y globular, este ultimo contiene los dos sitios activos, el ciclooxigenasa y el

peroxidasa, cada uno en lados opuestos de la enzima (Figura 2b).%

Sitio activo peroxidasa

a la membrana Sitio activo ciclooxigenasa

Figura 2. Estructura secundaria de la ciclooxigenasa. a) Dominios estructurales. b) Sitios activos.
Recuperado de “Ciclooxigenasas: biologia estructural, celular y molecular”’, de Smith WL, Annu Rev
Biochem. 2000. 69, 145-82.

2.5. Inhibidores de las ciclooxigensas.
2.5.1. Antiiflamatorios No Esteroideos (AINEs)

Son una amplia clase de agentes farmacologicos con propiedades analgésicas y
antiinflamatorias. También son ampliamente utilizados por sus efectos antitrombaéticos y
son esenciales en el tratamiento de manifestaciones clinicas producidas por enfermedades
de caracter inflamatorio. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de las

ciclooxigenasas, imitando la interaccién que protagonizaria el AA con la misma.
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Estos farmacos se clasifican en dos tipos, los AINEs “no-selectivos” y los inhibidores

selectivos de la COX-2.
2.5.1.1. AINEs No selectivos.

Estos farmacos inhiben ambos tipos de la enzima COX, ejemplos de AINEs no selectivos

se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. AINEs No Selectivos de COX.2!

Nombre quimico Estructura

Ibuprofeno

Naproxeno

Acido acetilsalicilico Os__OH
O\”/
5 I

Indometacina Cl

Ketorolaco O

S
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Recuperado de “Cardiovascular Risk Associated with NSAIDs and COX-2 Inhibitors”, de A.
Perry L., US Pharmacist. 2014, 39(3). 35-38.

2.5.1.2. AINEs Selectivos.

También conocidos como “Inhibidores selectivos de COX-2” inhiben, como su nombre lo

indica solo la enzima COX-2, lo que permite principalmente el alivio de la fiebre, el dolor y

la inflamacion. Se ha informado que el uso de estos farmacos por periodos prolongados

aumenta el riesgo de eventos cardiovasculares, por o que algunos han sido retirados del

mercado y otros siguen siendo monitoreados por si necesitan alguna accién regulatoria

adicional.?? Ejemplos de inhibidores selectivos de COX-2 son: (Tabla 3):
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Tabla 3. AINEs Selectivos de COX-2.23
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Nombre quimico Estructura
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Etoricoxib

Recuperado de "Nonsteroidal antiinflammatory drugs”, de Waller, D. G., 2018. P. 744,

Elsevier.

Se ha establecido una asociacién clara entre el consumo regular de AINEs (en particular
de Aspirina) y una reduccion en la incidencia de cancer de colon y en los desérdenes
neurodegenerativos.?* La capacidad de estos compuestos para inhibir las ciclooxigenasas,
les confiere sus propiedades terapéuticas, asi como sus efectos secundarios

caracteristicos.?®

2.5.1.3. Efectos Adversos.

Los AINE’s son de los farmacos mas utilizados en el mundo, y por tanto se debe tener
importante consideracion en la prevalencia de los eventos adversos que se presenten con
el uso de los mismos. La inhibicion de la COX-2 es la responsable de los efectos
terapéuticos, sin embargo, la inhibicion de la COX-1 provoca una disminucion de las PG’s
fisiolégicas, el uso de medicamentos no selectivos conlleva a la aparicion de una serie de
efectos adversos, los mas comunes son trastornos gastrointestinales (desde dispepsia
menor hasta Ulceras mayores, sangrado y perforacion), dafo en los rifiones y efectos

cardiovasculares.?®

Los estudios actuales han permitido conocer las bases estructurales para comprender el
tipo de inhibicion sobre las ciclooxigenasas y las variaciones en las interacciones de los
AINEs con ambas isoférmas y con ello contribuir a mejorar la selectividad hacia las mismas.
Una de las herramientas indispensables para obtener este tipo de informacion es el

acoplamiento molecular o Docking.

2.6. Docking molecular.

El acoplamiento molecular (conocido como docking) es un procedimiento de la quimica in

silico ampliamente utilizado para predecir energias y modos de union entre moléculas
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pequenas o “ligandos” y la macromolécula, proteina, DNA o RNA; esta informacion es de

gran utilidad para el disefio y descubrimiento racional de medicamentos (Figura 3).

EPreparacién del sistema)

'

Calculo de Docking

Scoring o puntuacion

[Post-procesamiento)

-Determinacicn de la
estructura de la proteina Prediccion de la
estructura de la proteina

Prediccion del
sitio de union

Figura 3. Procedimiento general del acoplamiento molecular.?
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El proceso de acoplamiento implica dos pasos basicos:

a) La prediccion de la conformacién del “ligando”, asi como su posicién y orientacion
dentro de los sitios de union del receptor (denominados posturas).
b) La funcién de scoring, utilizada para dar una prediccion precisa de la energia de

interaccion asociada con cada una de las conformaciones de union.?®

Existe una clasificacion que divide los métodos de acoplamiento segun los grados de

flexibilidad de las moléculas involucradas:
2.6.1. Docking “rigido”.

Esta aproximacién es analoga al modelo de uniéon de “llave-cerradura”, los primeros
estudios de acoplamiento utilizaban este método, tanto el ligando como la proteina se

consideran entidades rigidas. 2°
2.6.2. Docking “flexible”.

Es la forma mas comun de acoplamiento en la actualidad, se basa en el modelo “ajuste

inducido”, por lo tanto el ligando como el receptor son conformacionalmente flexibles.°

Los enfoques computacionales han demostrado ser exitosos en la identificacion de nuevos
posibles objetivos farmacoldgicos, disefiar nuevos farmacos y desarrollarlos para tener
éxito en el proceso de desarrollo terapéutico. Los productos naturales ofrecen una fuente
inagotable de compuestos para ayudar en el disefio de productos moleculares

farmacol6égicamente importantes.

2.7. Familia Asteraceae.

Comunmente conocida como la flor del sol, la familia de las margaritas o la familia de las
compuestas (Compositae), representa la familia mas grande de las plantas con flores, ya
que agrupa aproximadamente 1,600 géneros y 25,000 especies que estan diseminadas en
casi todos los habitats terrestres excepto en la Antartida.®' La familia a su vez se divide en
17 tribus y tres subfamilias.*?

Ocupa un lugar prominente en nuestra vida diaria, ya que incluye muchos cultivos

alimenticios de importancia econdmica (girasol, lechuga, alcachofa, escarola y cartamo),
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asi como plantas ornamentales populares (gerbera, crisantemo, aster, dahlia, zinnia y
caléndula).®

Las especies de mayor importancia son Baccharis trimera (Less) DC. (tojo), Matricaria
chamomilla L. (manzanilla), Cynara scolimus L. (alcachofa), Vernonia condensata Baker
("boldo-da-bahia") y Arnica montana L. (arnica). Estas son ampliamente utilizadas y
comercializadas como productos herbales, lo que sugiere que las especies de la familia
Asteraceae tienen un potencial significativo como fuente de compuestos con actividad
farmacologica.*

Estudios fitoquimicos han identificado la presencia de aceites esenciales, compuestos
fendlicos, terpenoides, alcaloides, lignanos, saponinas, estilbenos, esteroles vy
polisacaridos. Su actividad antioxidante se atribuye generalmente a la presencia de
sustancias fendlicas. Debido a sus propiedades bioactivas, se usan cominmente para tratar
diversas enfermedades, incluyendo inflamacién, hipertension, aterosclerosis, diabetes

mellitus, hipercolesterolemia, fibrosis hepatica, osteoporosis, asma y Ulceras.®*

2.7.1. Antecedentes del género Ageratina.

El género Ageratina (Syn) Eupatorium pertenece a la tribu Eupatorieae. Comprende
aproximadamente 250-290 especies distribuidas en regiones tropicales de América,
Europa, Africa y Asia.’® Las especies de este género se usan en la medicina popular en
diferentes partes del mundo, como emolientes en el tratamiento de las heridas y cortaduras
leves, asi como antibacterianos y anticoagulantes.® La corteza fresca de A. adenophora es
aplicada in situ para tratar el dolor de las heridas abiertas, la infusion de las hojas de A.
sternerbergina se administra por via oral para tratar colicos y trastornos digestivos.*’. Por
ello han suscitado interés cientifico en el estudio de dichas especies y contribuir en el

aislamiento de los compuestos responsables de dichas actividades.

2.7.1.1. Composicion quimica.

Se ha investigado la composicion quimica de los extractos alcoholicos de diferentes
especies de Ageratina reportando flavonoides, cromenos, lactonas sesquiterpénicas,
diterpenos, triterpenos, flavonas y flavanonas.®? A continuacion se presentan ejemplos de

estudios quimicos del genero Ageratina y la variedad de compuestos que se han aislado.

-
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2.7.1.1.1. Acidos grasos.

Algunas especies del género Ageratina tienen sinonimia con el género Eupatorium, el cual
es uno de los mas representativos de la familia Asteraceae. Mediante la purificacién del
extracto de diclorometano de Eupatorium perfoliatum se identificarén el acido oleico (1),
acido linoleico (2) y acido a-linolenico (3).*® ElI compuesto (1) fue reportado como el
constituyente mayoritario del aceite esencial de las partes aéreas frescas de Ageratina

adenophorum asi como los acidos grasos insaturados, acido palmitico (4) y acido estearico

(5)_39
0]
HO)W:VWV(1)
O
HO)J\/\/\/\/\/\/\/\/\CH3 (2)
O
H O)W— — — 4
@)
O

2.7.1.1.2. Terpenos.

Los terpenos representan la clase mas grande de moléculas pequefias en el planeta, tienen
una estructura quimica que consiste en unidades de isopreno (CsHs).*° Los hidrocarburos

terpénicos se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno:

. Monoterpenos: 2 unidades de isopreno, 10 atomos de carbono.
. Sesquiterpenos: 3 unidades de isopreno, 15 atomos de carbono.
. Diterpenos: 4 unidades de isopreno, 20 atomos de carbono.
. Triterpenos: 6 unidades de isopreno, 30 atomos de carbono.
S 14
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. Tetraterpenos: 8 unidades de isopreno, 40 atomos de carbono.

Comprenden numerosos metabolitos secundarios con actividades farmacologicas

importantes, tales como antivirales, antimalaricos, antibacterianos y antiinflamatorios.*'

2.7.1.1.2.1. Monoterpenos.

Ageratina adenofora es una planta herbacea invasora, nativa de México y Costa Rica que
ha causado graves pérdidas econémicas del habitat nativo de China; el estudio del aceite
esencial de las partes aéreas dio como resultado el aislamiento de monoterpenos y
sesquiterpenos como son p-cimeno (6), acetato de bornilo (7), a-felandreno (8), canfeno (9)
y 6-2-careno (10), los cuales fueron los componentes mas abundantes. Este aceite se
evalué para determinar su actividad antibacteriana y mostré tener actividad contra
Arthrobacter protophormiae, Escherichia coli, Micrococcus Iuteus, Rhodococcus
rhodochrous y Staphylococcus aureus. 4142

En otros estudios de esta especie se encontraron tres nuevos metabolitos del extracto
etandlico, uno es derivado del timol, 2a-metoxil-3B-metil-6-(acetil-O-metil)-2,3-
dihidrobenzofurano (11) y dos monoterpenos de tipo careno, acido-(1a,6a,7a)-8-hidroxi-2-
careno-10-oico (12) y (1a,6a)-10-hidroxi-3-careno-2-ona (13). Los compuestos 12 y 13
fueron evaluados mediante el ensayo antifungico de microdilucion, por su parte el
componente 13 tuvo actividad inhibitoria contra la germinacién de la espora Magnaporthe
grisea con valores de ICsp 0.623 mM.43-44

De A. jahnii se aislaron los monoterpenos, -mirceno (14), limoneno (15) y a-pineno (16),

estos fueron los metabolitos mas abundantes del aceite esencial.®®

S % o &

@)
(6) (7) (8) (9)
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El extracto de diclorometano de las hojas de A. glabrata se fraccioné por CC,
proporcionando un compuesto puro derivado del timol y con estructura novedosa, 10-
benzoiloxi-6,8,9-trihidroxi-timol isobutirato.*® La importancia de esta especie en la medicina
tradicional mexicana estd dada por su uso para tratar el dolor y los trastornos
gastrointestinales asociados con infecciones bacterianas. Bustos-Brito y colaboradores en
una investigacion detallada, obtuvieron cuatro nuevos derivados del timol, 10-Benzoiloxi-
8,9-dehidro-6-hidroxitimol isobutirato (17), 10-benzoiloxi-8,9-dehidro timol (18), 10-
benzoiloxitimol (19) y 10-benzoiloxi-6,8-dihidroxi-9-isobutiriloxitimol (20), junto a (8S)-10-
benzoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxitimol isobutirato (21) y otros dos compuestos ya conocidos
identificados como: 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6-metoxitimol isobutirato (22) and 10-
benzoiloxi-8,9-epoxitimol isobutirato (23), el compuesto 21 fue el mas potente antiamebio y
antigiardial, esto sugiere que este metabolitos podria tener un papel importante en la
actividad antidiarreica de A. glabrata.*®

En otra investigacion, del extracto hexanico de las hojas de esta especie se aislaron
derivados de epoxitimol, 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimol isobutirato (24), 10-benzoiloxi-8,9-
epoxitimol isobutirato (25), (+)-(8S)-10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol isobutirato (26) y

(+)-(8S)-10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol isobutirato (27).4
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(27)

2.7.1.1.2.2. Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos lipofilicos incoloros, menos volatiles que los
monoterpenos y tienen olores intensos. La biosintesis proviene de tres unidades de
isopreno a través del precursor pirofosfato de farnesilo (FPP). Los sesquiterpenos consisten
en un esqueleto de 15 carbonos y tienen mucha diversidad estructural, sin embargo la
mayoria de las formas mas funcionales son ciclicas.*¢-4°

Mediante un analisis en CG-EM del aceite esencial de la especie Ageratina dendroides se
identificaron los sesquiterpenos pB-cubebeno (28), a-cubebeno (29), zingibereno (30), a-

amorfeno (31), isoledeno (32), isolongifoleno (33) y aristolono (34).%°

(28) (29) (30)

(31) (32) (33)
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H\‘
(34)

En el aceite esencial de las partes aéreas de Ageratina jocotepecana se encontraron seis
sesquiterpenos, B-bourboneno (35), B-cariofileno (36), Aloaromadendreno (37), nerolidol
(38), oxido de B-cariofileno (39) y espatulenol (40). Los compuestos 39 y 40 se reportaron
como constituyentes mayoritarios y fueron evaluados por su efecto repelente contra las

termitas de madera seca y estos mostraron porcentajes bajos de repelencia.®’

(36) (37)

II:.

(39)

(40)

La especie A. adenofora ha demostrado ser una especie invasora muy agresiva en
algunas partes del mundo, ha llegado a invadir pasto y causar envenenamientos en el
ganado, como asma aguda, diarrea e incluso causar la muerte.® El aceite esencial de
la planta es conocido por poseer principalmente actividad repelente de insectos. Un

numero grande de sesquiterpenos han sido aislados e identificados con esqueletos de

S 19
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cadineno principalmente.>® Kundu, Saha y colaboradores analizaron el aceite esencial
de las hojas mediante CG-EM, el cual estd constituido principalmente por
sesquiterpenos de tipo cadineno, 7-hidroxicadinan-3-ene-2-ona (41), 5,6-
dihidroxicadinan-3-ene-2,7-diona (42), 2-acetil-cadinan-3,6-diene-7-ona (43), cadinan-
3-ene-2,7-diona (44) y cadinan-3,6-diene-2,7-diona (45).5

PO SO
OH ool
N -

@)
~ ™~

(41) (42) (43)

(44) (45)

Por su parte, en otro estudio de la misma especie se encontraron los compuestos, a-

epi-cadinol (46), germacreno (47), a-bisaboleno (48), a-bisabolol (49) y muroleno (50).4°

H
HO = __
/

(46) (47)
(48)
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(50)

Las lactonas sesquiterpénicas (STL) son uno de los grupos mas grandes de moléculas de
bajo peso molecular, que se encuentran principalmente en la familia Asteraceae

(Compositae). *°

Tienen un papel muy importante, debido a su potencial para el tratamiento de la enfermedad
cardiovascular y el cancer. Se forman a partir de la condensacion de tres unidades de
isopreno, seguidas de la ciclacion y la transformacion oxidativa para producir una lactona

cis o trans-fusionada.®

De la especie A. ligustrina se aislé una nueva lactona sesquiterpénica de tipo guaianolida,
3 B-Hidroxi-8 p-[4-hidroxi-5-(5-hidroxitigloiloxi)tigloiloxi]-4a-metoxi-10(14), 11(13)-
guaiadien-12,6-olida (51) ademas de otros compuestos ya reportados anteriormente, 4'(S)-
813-[(2-hidroxi-metoxietil-acriloiloxi] reinosina (52), 4'(R)-813-[(2-hidroxi-metoxietil-acriloiloxi]
reinosina (53), 8R-[4-Hidroxi-5-(5-hidroxitigloiloxi)tigloiloxi] reinosina (54), 8R3-[5-Hidroxi-4-
(5-hidroxitigloiloxi)tigloiloxi] reinosina (55), 8R-[4-Hidroxi-5-(5-hidroxytigloiloxi)tigloiloxi]
balchanina (56), 8R}-[5-Hidroxi-4-(5-hidroxitigloiloxi)tigloiloxi] balchanina (57), 83-[4-Hidroxi-
5-(5-hidroxitigloiloxi)tigloiloxi] magnolialida (58). Estas lactonas sesquiterpénicas muestran

actividad antiplasmodica moderada contra P. falciparum.®’
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2.7.1.1.3. Diterpenos.

Son una clase de metabolitos secundarios que posee un nucleo esqueleto de 20 carbonos
y son clasificados en varias categorias por su amplia diversidad en la naturaleza. Alrededor
del 20% de los terpenos son diterpenos y la mayoria de estos su fuente principal de
obtencion son las plantas; por tal motivo han sido muy estudiados y hay una extensa

cantidad de investigaciones.%®

2.7.1.1.3.1. Kauranos.

Los diterpenoides ent-kaureno (ent-kauranoides), una categoria Unica de la familia de
diterpenoides, han ganado un importante interés debido a su diversidad y complejidad
estructural. Estudios biolégicos han demostrado que los ent-kauranos exhiben
considerables actividades farmacoldgicas que incluyen efectos antitumorales,
antibacterianos, antivirales y antiinflamatorios.®® La familia Asteraceae es una fuente
principal de compuestos de este tipo y en los ultimos afios ha aumentado su nimero en los

géneros Eupatorium y Ageratina.

Del extracto acuoso de las hojas de A. cilindrica se obtuvieron seis nuevos ent-kauranos
glicosilados, el acido-ent-15p-( B-.-Fucosiloxi) kaur-16-en-19-oico- B-p-glucopiranosil ester
(59), acido-ent-15 B-(4-Acetoxi- B-.-fucosiloxi) kaur-16-en-19-oico- B-p-glucopiranosil ester
(60), acido-ent-15 B-(3-Acetoxi- B-.-fucosiloxi) kaur-16-en-19-oico- B-p-glucopyranosyl ester
(61), acido-ent-15 B-(B-.-Fucosiloxi) kaur-16-en-19-oico (62), acido-ent-15 -(4-Acetoxi- 3-.-
fucosiloxi)kaur-16-en-19-oico (63), acido-ent-15 p-(3-Acetoxi-B-.-fucosiloxi) kaur-16-en-19-
oico (64), junto al diterpeno ya conocido, Paniculosido V (65). Los metabolitos 59-62 se
ensayaron contra trofozoitos de Entamoeba histolitica y Giardia lamblia para evaluar su
actividad antiprotozoaria, los cuales presentaron actividad moderada con valores de ICs
oscilando desde 43.3 a 73.5 uM para E. histolitica y desde 41.9 a 98.5 uM para G. lamblia.®°
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El estudio quimico de Ageratina deltoidea produjo acido grandiflorénico (66), acido
kaurenoico (67) y ocho bencilbenzoatos (68 - 75), dos de ellos, el 3,5-dimetoxibencil-2,3,6-
trimetoxibenzoato 70 y 4- (B-p-glucopiranosiloxi)-2,6-dimetoxibenzoato de 3-hidroxibencilo
74, descritos por primera vez en la literatura. Ademas, la nueva lactona sesquiterpénica
deltoidina C (76) y otras dos ya reportadas en la literatura, deltoidina A (77) y acido-8-
angeloiloxielemacronquistianthus (78). Las actividades antibacterianas y antifungicas de los

compuestos 66 a 75 y 77-78 se evaluaron en Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
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Candida albicans. ElI compuesto 77 fue el agente antibacteriano mas activo (MIC 16.0 ug

ml™") contra E. coli y los derivados ent-kaurenoides (66 - 67) mostraron actividad (MIC 31.0
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2.7.1.1.3.2. Labdano.

Se estudiaron las partes aéreas de dos especies de Ageratina: A. dictyoneura y A. illita por
lo que se aislaron cuatro nuevos diterpenos de tipo labdano, dictiolabdano A (79),
dictiolabdano B (80). Dictiolabdano C (81) y dictiolabdano D (82), estos mostraron inhibicién
dosis-dependiente en la proliferaciéon de las células U937 derivadas de leucemia mieloide
humana, indicando actividad antiproliferativa. Ademas también se identificaron los
diterpenos, 2, 3a, 15-trihidroxi-ent-labd-7-ene (83) y acido 2, 3a-trihidroxi-ent-labd-7-en-
15-oico (84), dos lactonas sesquiterpénicas, 8 B-hidroxi- B-ciclocostunolide (85) y
eupatoriopicrina (86) seis flavonoides, ramnocitrina (87), quercetina 3,7-dimetileter (88),
pinocembrina (89), quercetina 3-dimetileter (90), penduletina (91) y betuletol 3-metileter
(92).62

(81) (82)
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Varios compuestos han sido aislados de las partes aéreas de A. jocotepecana, Garcia
Sanchez y colaboradores purificaron de las flores y hojas cuatro diterpenos llamados, acido
(-)-(58,95,10S,13S)-labd-7-en-15-oico (93), metil (-)-(5S, 95, 10S, 13S)-labd-7-en-15-0ato
(94), acido (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oico (95) y el acido (-)-
(5S,9S,10S,132)-labda-7,13-dien-15-oico (96). 3

(93) R=H (95) R= H
(94) R= CHj (96) R= CH,

2.7.1.1.4. Flavonoides.

Los flavonoides son una clase importante de metabolitos secundarios que tienen una alta
popularidad como neutracéuticos.®* Se ha demostrado que muchos flavonoides tienen
actividad antioxidante, capacidad de eliminacion de radicales libres, prevencion de
enfermedades coronarias, hepatoprotectoras, antiinflamatorias y anticancerigenas, algunos
flavonoides exhiben actividades antivirales potenciales.%°

Fueron evaluados por su actividad antiviral los extractos n-BuOH y AcOEt obtenidos de
Ageratina havanensis contra vesivirus de conejo (RaV) (Caliciviridae) y virus del herpes
simple humano tipo 1y 2 (VHS-1, VHS-2), el extracto AcOEt fue el que presento actividad
contra el vesivirus de conejo, el fraccionamiento del mismo aisl6 cuatro flavonoides que
fueron identificados como: 5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavanona (sakuranetina) (97), 3,5,4'-
trihidroxi-7-metoxiflavanona  (7-methoxiaromadendrina) (98), 4’-O- B-D-glucosil-5,3’-
dihidroxi-7-metoxiflavanona (4’-O- B-D-glucosil-7-metoxi-eriodictiol) (99) y 4’-O-B-D-
glucosil-5-hidroxi-7-metoxiflavanona  (4'-O- B-D-glucosilsakuranetina) (100).%¢  Moran-
Pinzén y colaboradores aislaron y caracterizaron de las partes aéreas de Ageratina
stevioides el compuesto 97, asi mismo se demostré que tiene actividad vasorrelajante

dependiente de endotelio en un modelo ex vivo con anillos de aorta de rata.®”
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Un segundo estudio mas reciente de esta misma especie, recolectada en temporada no
reproductiva, condujo al aislamiento de los cuatro flavonoides previamente caracterizados
junto a 3-O- B-D-glucosil-7-metoxiaromadendrina (101), 7-O- B-D-glucosil-4’-dihidroxi-5-

metoxiflavanona (102) y 5-O- B-D-glucosilsakuranetina (103).68
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Del extracto metanolico de A. brevipes se caracterizaron dos flavonoides, eupalina (104) y
eupatolina (105), estos flavonoides fueron reportados por primera vez en la especie A.
lingustrinum. Otros de los flavonoides encontrados en este mismo estudio fueron las

agliconas eupalitina (106) y eupatolitina (107).°

(105)

2.7.1.1.5. Cromenos y Benzofuranos.

Los aceites esenciales de diversas especies han sido investigados, un estudio del aceite
esencial de las hojas frescas de Ageratina pichinchensis fue evaluado y mostro actividad
antibacteriana contra S. aureus y E. faecalis. Un analisis fitoquimico mediante la técnica de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) del aceite esencial
identific6 cromenos como constituyentes mayoritarios, el androencecalinol (108),

eupatoriocromeno (109) y encecalol (110).7°
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En otro estudio de A. pichinchensis var. bustamenta se llegd al aislamiento de varios
metabolitos secundarios, entre los constituyentes mayoritarios se identificaron los
cromenos, encecalinol (111), O-metilencecalinol (112), encecalina (113) y sonorol (114),
junto a los compuestos 5-acetil-3—B-angeloiloxi-2 B-(1-hidroxiisopropil)-2,3-
dihidrobenzofurano (115), 5-acetil-3 B-angeloiloxi-2 B-(1-hidroxiisopropil)-6-metoxi-2,3-

dihidrobenzofurano (116).”

R1Rs O OR,
OH
Ri O
(@)

(111) R{=OH, Ry= H, R3= CHj (115) Ry=H, R,= %)J\%
(112) R{=0CHjs, Ry=H, R3= CHj3
(113) R1=R2= O, R3= CH3 O
(114) R;y=OCHj3, Ro=H, R3= CH3 (116) Ry= OCHg, R, = ?J\%

Ageratina riparia es una maleza problematica que se ha convertido en un invasor nocivo de
ecosistemas naturales y artificiales, el analisis de los componentes quimicos de las malezas
invasoras también podria indicar sus posibles usos comerciales. Varios grupos de
investigacion han estudiado esta especie, la cual es rica en compuestos de tipo cromenos
que estan muy difundidos en el género.”?

El extracto metandlico de las partes aéreas de A. riapria mostrd actividad antifungica, y el
fraccionamiento del mismo permitié el aislamiento de seis cromenos, Metilripariocromeno
A (117), ripariocromeno A (118), ripariocromeno B (119), ripariocromeno C (120) and
eupatoriocromeno (121) y acetovanillocromeno (122). El compuesto 117 fue el componente
mayoritario del extracto y mostré actividad contra Cladosporium cladosporioides,

Aspergillus sp., Fusarium sp., Collectrichumgloeosporioides and Cercospora nicotianae.”
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Ageratina altissima es una especie conocida como “raiz de serpiente blanca” de la cual se
han reportado casos de intoxicacién en animales que se exponen a la planta, contiene
toxinas denominadas colectivamente como “Tremetol”. Los signos clinicos de
envenenamiento pueden ocurrir después de la ingestion de 1 a 15% de peso corporal
durante un periodo de 1 a 3 semanas.’”* Se presenta pérdida de peso, apatia, reticencia a
moverse, temblores musculares, estrefimiento y rigidez aparente de la articulacion.

El tremetol es una mezcla compleja de varios componentes, tremetona (123), 6-
hidroxitremetona (124) y dehidrotremetona (125) son de los constituyentes principales y que
se han aislados de esta especie, junto a otros metabolitos, 2-senecioil-4-(1-metoxietil) fenol
(126), 6-acetil-2,2-dimetilcroman-4-ona (127), 6-acetil-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (128),
6-acetil-8-metoxi-2,2-dimetilcromeno (129), 6-acetil-5-hidroxi-8-metoxi-2,2-dimetilcromeno
(130), 6,7-dimetoxi-2,2-dimetilcromeno (131) y 6-(1-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-

dimetilcromeno (132).7576

“end Ao ey

(125) (126)
R

(123) H

(124) OH
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(131) (132)

2.7.2. Actividad antiinflamatoria y composicién quimica.

Hay pocos reportes de especies de Ageratina que han sido evaluadas por su actividad anti-
inflamatoria. En un estudio se determind la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico
de los tallos de A. sternbergiana con el método del edema subplantar inducido por albumina.
En el analisis fitoquimico se encontré un alto contenido de flavonoides, algunos alcaloides,
taninos y azucares.”” Se encuentra reportado también el estudio del extracto etandlico de
hojas de A. adenophora, el que se evalué mediante el modelo de edema plantar inducido
por carragenina, mostrando ser activo.”®

Ageratina pichinchensis ha sido utilizada por muchos afios en la medicina tradicional para
el tratamiento de heridas en la piel, principalmente aquellas relacionadas por infecciones
por hongos.”

Sanchez-Ramos y colaboradores estudiaron el extracto de AcOEt obtenido de un cultivo de
callos de esta especie, y el cual mostré tener efecto antiinflamatorio al evaluarlo en un
modelo in vivo de edema auricular inducido por TPA. Del extracto bioactivo se aislaron diez
compuestos acetato de (+)-p-eudesmol (133), desmetoxiencecalina (134), la mezcla de B-
sitosterol (135) y estigmasterol (136), (2S,3R)-5-acetil-7,3-dihidroxi-2-(1-isopropenil)-2,3-
dihidrobenzofurano(137), B-amirina (138), 3-epilupeol (139), glucosido de estigmasterol
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(140) y campesterol (141). Los compuestos 137 y 139 mostraron importante actividad

antiinflamatoria.®®

(133) (134)

(137)
23 24

(135) CH, CH,

(136) H H

(138) (139)
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HO

(140) (141)

2.7.3. Ageratina espinosarum

Ageratina espinosarum var. espinosarum (A.Gray) R.M.King & H.Rob. [Eupatorium
espinosarum A. Gray var. espinosarum], es un arbusto de 1 a 2 metros de altura, hojas
opuestas, pecioladas, subcoriaceas o membranosas, triangular-ovadas o rombico-ovadas
de 2 a4 cm de largo por 1 a 2.5 de ancho; en la cara superior de color verde brillante y en
la inferior palido, finamente reticuladas; peciolos de 5 a 10 mm, corimbos densos y
numerosos, de 4 a 5 cm. de ancho, convexos; cabezuelas de 13 flores; bracteas oblongas

o elipticas, a veces amarillentas, resinosas o pegajosas (figura 4).8’
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Figura 4. Ageratina espinosarum.

Numerosas agliconas de flavonoides estan presentes en esta planta, en una investigacion
de las partes aéreas de esta especie recolectada en el estado de Oaxaca, se aislaron los
compuestos: apigenina (142), apigenina-7-metil-eter (143), luteolina (144), crisoeriol (145),
kaempferol (146), kaempferol-6-metil-eter (147) y tres flavanonas, sakuranetina (97),
eriodictiol (148) y 7,3'dimetileriodictiol (149).8

En otro estudio de las raices de A. espinosarum se encontraron compuestos derivados del
timol, 2,5-dimetoxi-4-(1-metiletil)-benzenometanol (150), acetato-2,5-dimetoxi-4-(1-
metiletil)-benzenometanol (151) y 2,5-dimetoxi-6-metil-3-(1-metiletil) fenol (152). Asi mismo
en las partes aéreas de los extractos polares se aislaron, kaempferol 3,4'-dimetil eter (153),

quercetina (154), quercetina 3,3'-dimetil éter (155) y naringenina (156).%°

Un estudio quimico reciente de A. espinosarum mostré un contenido quimico rico en
flavonoides. De su extracto hidro-alcohdlico se caracterizaron sakuranetina (97), 4'-
metilsakuranetina (157), persicogenina (158), 4"-metilcrisoeriol (159), alisifolinona (160),

homoeriodictiol (161), naringenina (156), taxifolina (162), y apigenina (142).°
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3. JUSTIFICACION

La inflamacion es un fendmeno desagradable y doloroso, cuyo tratamiento farmacoldgico
convencional incluye el uso de farmacos antiinflamatorios, que en su uso prolongado han
provocado reacciones adversas severas. Las plantas medicinales son una fuente
importante de metabolitos secundarios con propiedades bioldgicas diversas, entre las que
se incluye la actividad antiinflamatoria, la cual ha generado gran interés y ha conducido a
realizar investigaciones para la busqueda de nuevos agentes terapéuticos que ayuden a
resolver la problematica de los tratamientos actuales. El género Ageratina es utilizado en la
medicina tradicional para el tratamiento de trastornos inflamatorios, sin embargo, hay pocos
estudios de estas especies dirigidos a probar esta actividad. Existen algunos estudios de la
composicion quimica de este género, en los cuales se han aislado compuestos de tipo
flavonoide. Estos metabolitos han demostrado poseer actividad antioxidante vy
antiinflamatoria, por tanto, el estudio quimico de Ageratina espinosarum var. sp. recolectada
en Puebla y la evaluacion de los metabolitos secundarios que se obtengan en ella, asi como
de los compuestos aislados de Ageratina espinosarum var espinosarum recolectada en

Hidalgo permitiran proponer nuevos agentes terapéuticos antiinflamatorios.
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4. HIPOTESIS

Antecedentes etnomédicos y farmacoldgicos de otras especies del género Ageratina
demuestran su actividad antiinflamatoria. Los reportes en la literatura indican que algunos
metabolitos aislados de estas especies son potenciales compuestos antiinflamatorios. Por
lo tanto, la evaluacion de los metabolitos secundarios de dos variedades de Ageratina

espinosarum, conducira a compuestos con posible actividad antiinflamatoria.

-
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5. OBJETIVOS

5.1. General.

Realizar el estudio fitoquimico de una nueva variedad de Ageratina espinosarum var. sp. y
compararla con un estudio previo de Ageratina espinosarum var. espinosarum, asi como
evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos obtenidos de ambas variedades en

un modelo in vitro de inhibicion de las ciclooxigenasas.

5.1.1. Especificos

1. Preparar el extracto hidro-alcohdlico de Ageratina espinosarum var. sp. recolectada
en Tepeji de Rodriguez en el estado de Puebla.

2. Obtener diferentes extractos organicos (hexano, acetato de etilo, butanol y agua) a

partir del extracto hidro-alcohdlico.
Fraccionar estos extractos organicos mediante diferentes técnicas cromatograficas.
Caracterizar los compuestos presentes en las fracciones obtenidas utilizando
técnicas espectroscépicas de RMN 'H y 3C y experimentos bidimensionales HSQC,
HMBC, DEPT y COSY.

5. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos de las dos variedades de
Ageratina espinosarum mediante un modelo in vitro frente a las enzimas COX-1y
COX-2.

6. Realizar un estudio de acoplamiento molecular in silico de los metabolitos

secundarios que presenten actividad sobre COX-1 y COX-2.
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6. METODOLOGIA

6.1. Recoleccion y obtencién de los extractos de Ageratina espinosarum var. sp.

La recolecta de la especie vegetal se llevd a cabo en Tepeji de Rodriguez en el estado de
Puebla el 27 de julio de 2014 con el niumero de colecta # 1434, por el M. en C. Ramiro Rios
Gobmez de la Facultad de Estudios Superiores (FEZA) Zaragoza, UNAM. Una muestra de
la especie se encuentra depositada en el Herbario de la institucion y registrada con el
numero de herbario FEZA-15059.

6.2. Obtencion del extracto hidro-alcohdlico de Ageratina espinosarum var. sp.

Las partes aéreas de la planta se secaron a temperatura ambiente, posteriormente se
trituraron con ayuda de un mortero. El material obtenido se colocé en un garrafén de vidrio
y se sometié a un proceso de maceracion, en este se cubrid el contenido con una mezcla
85:15 MeOH/H-0. Este procedimiento se realizé por triplicado por 72 horas. El macerado
se filtrd y el liquido recuperado se vertid en un matraz para llevarse a destilacion a vacio

con ayuda de un rotaevaporador. Del extracto crudo se obtuvo en total 32.3 g.

Posteriormente se someti® a un proceso de biparticion con disolventes de polaridad
creciente (hexano, acetato de etilo, butanol y agua), esto con la finalidad separar los
componentes del extracto hidro-alcoholico. Las cantidades obtenidas de los extractos

organicos totales se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4. Cantidad en masa de los extractos organicos de la especie Ageratina espinosarum var sp.

Extracto Clave Peso del
extracto
Hidroalcoholico EHA 32.2¢9
Hexano EH 549
Acetato de etilo EAe 8¢ Clave:
Butanol EBu 12.3 g EAeBu
Agua EA 6.59

Por medio de CCF se realizaron placas comparativas de los extractos obtenidos por
biparticion y se eluyeron con un sistema 9:1 CH.Clo/MeOH. Se decidio reunir el extracto de
acetato de etilo y el de butanol debido a que contenian practicamente la misma composicion

metabdlica observada en la placa. La reunién resultante se identificé con la clave: EAeBu.
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Se llevé a cabo el fraccionamiento primario del extracto mediante cromatografia en columna

abierta para la identificaciéon de los metabolitos secundarios presentes.

6.2.1. Fraccionamiento primario del extracto EAeBu de Ageratina espinosarum var.
sp.

La cantidad total del extracto EAeBu fue 17.125 g, sin embargo se guardaron 2.125 g para
evaluaciones bioldgicas posteriores. Se colocaron los 15 g restantes en una columna de 5
cm de diametro previamente empaquetada con 7” de silica flash (silica gel, malla 0.040-
0.063 mm) y humedecida con una mezcla de disolventes 95:5 AcOEt/MeOH, la cual fue el
sistema de elucién inicial. Este proceso fue monitoreado por cromatografia en placa fina
(CCF). Las placas cromatograficas se observaron en una ladmpara ultra violeta (UV),
Entela® y el revelado se hizo aplicando a las mismas una solucién de sulfato cérico
amoniacal al 1% en H,SOs 2N y calentandolas. Se obtuvieron 98 fracciones. Del
fraccionamiento se reunieron aquellas fracciones que mostraban similitud cromatografica
observada en las placas de CCF, de esta manera se generaron un total de 14 reuniones
las cuales se agruparon de acuerdo a la homogeneidad observada en CCF como se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen del fraccionamiento primario del extracto EAeBu de Ageratina espinosarum var.

sp.
FRACCIONES POLARIDAD REUNIONES GRUPOS
1-20 95:5 AcOEt/MeOH | 1,2,3,4,5,6-7,8-11,12-21 A
21-34 85:15 AcOEt/MeOH 22, 23-32 B
35-49 80:20 AcOEt/MeOH 33-49 C
50-63 70:30 AcOEt/MeOH
64-75 60:40 AcOEt/MeOH 50-67,68-96
76-86 50:50 AcOEt/MeOH D
87-96 30:70 AcOEt/MeOH
97 100 % MeOH 97 E
98 H.O 98 F

6.2.1.1. Recromatografia de la fraccion 4 del grupo A.

Se obtuvieron 2.5g de la fraccién 4 del grupo A, los cuales se llevaron a un fraccionamiento
secundario en una columna de 2.5 cm de diametro, previamente empacada con 7” de gel
de silice flash (silica gel, malla 0.040-0.063 mm), humedecida con un sistema 9:1
CH2Cly/acetona, mismo con el que se inici6 el proceso de elucidon. Se realizaron gradientes

de polaridad mediante adicion de acetona, hasta finalizar con 100 % del mismo. Se llevé a
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cabo un lavado con MeOH. Se colectd un total de 84 fracciones, las cuales se reunieron en
grupos de acuerdo con su similitud en cromatografia en capa fina. El proceso

cromatografico se muestra en la siguiente tabla (Tabla 6)

Tabla 6. Proceso cromatografico de la purificacion de la fraccion 4 del grupo A.

1-16 90:10 CHxCl»/acetona 1,2,3,4,5-6,7,8-14,15-17
17-29 88:12 CHCl,/acetona 18-20, 21-24, 25-28
30-40 85:15 CH,Cl,/acetona 29-31, 32, 33-36
41-51 80:20 CHxCl»/acetona 37-45, 46-49
52-71 70:30 CHxCly/acetona 50-56, 57-62, 63-70
72-82 50:50 CHxCl/acetona 71-75, 76-82

83 100 % acetona 83

6.2.1.2. Purificacién de la fraccion 4 de la recromatografia de la fraccion 4 del grupo
A.

De la fraccidn 4 de este proceso cromatografico se realizd nuevamente una recromatografia
en columna abierta eluida con una mezcla de los disolventes diclorometano y metanol. Se
colectaron un total de 37 fracciones. Se monitoreé mediante placas de CCF y las fracciones
2, 3y 7 se enviaron RMN de "H para su elucidacion estructural. Mediante la interpretacion
de sus espectros, se logré la obtencion de los siguientes flavonoides, para la fraccion 2 y 3

los compuestos se caracterizaron en mezcla (Tabla 7).

Tabla 7. Metabolitos secundarios aislados de la fraccion 4 del grupo A.

Fraccién Compuesto
3, 4, 7-trimetilkaempferol (163)
2 7, 4-dimetilapigenina (164)
3 7, 4-dimetilkaempferol (165)
7, 4-dimetilapigenina (164)
7 7, 4-dimetilkaempferol (165)
8-14 kaempferol (146)

A continuacion se enlistan los datos espectroscépicos de los compuestos obtenidos, cabe

mencionar que algunos se encontraban en mezcla y asi fueron identificados.

- 45
S
de Farmacia

Conocimiento al sevicio de la salud.




S

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

3, 4, 7T-trimetilkaempferol.

"H RMN (500 MHz, CDCl3, espectro 1), & (integracion, multiplicidad, J, asignacién):

13.08 (1H, s, 5-OH), 8.1 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-2' y H-6"), 7.12 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-3' y H-5"),
6.59 (1H, d, J=4.0 Hz, H-6), 6.57 (1H, d, J=4.0 Hz, H-8), 4.03 (3H, s, 3-OCHs), 3.89 (3H, s,
4-OCHs), 3.85 (3H, s, 7-OCHs).

7, 4-dimetilapigenina.

"H RMN (500 MHz, CDCI3, espectro 2), & (integracion, multiplicidad, J, asignacién):

12.92 (1H, s, 5-OH), 7.83 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-3' y H-5'), 7.20 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-2 y H-
6), 6.59 (1H, d, J=4.0 Hz, H-6), 6.57 (1H, d, J=4.0 Hz, H-8), 6.55 (1H, s, H-3), 4.04 (3H, s,
4-OCHs), 3.89 (3H, s, 7-OCHs).
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7, 4-dimetilkaempferol.

(165)
"H RMN (500 MHz, CDCI3, espectro 3), & (integracion, multiplicidad, J, asignacién):

12.66 (1H, s, 5-OH), 8.03 (2H, d, J= 9.2 Hz, H-2' y H-6'), 6.98 (2H, d, J= 9.2 Hz, H-3' y H-
5), 6.37 (1H, d, J=2.4 Hz, H-6), 6.24 (1H, d, J=2.4 Hz, H-8), 3.79 (3H, s, 7-OCHs), 3.86 (3H,
s, 4-OCHj).

Kaempferol

(146)

"H RMN (200 MHz, CD;0D, espectro 4), & (integraciéon, multiplicidad, J, asignacién):

8.08 (2H, d, J= 9.1 Hz, H-2' y H-6"), 6.90 (2H, d, J= 9.1 Hz, H-3' y H-5'), 6.39 (1H, d, J=2.1
Hz, H-6), 6.18 (1H, d, J=2.1 Hz, H-8).

6.2.1.3. Tratamiento de la fraccién 5 y la reunion 15-17.

Se realizaron lavados sucesivos de la fraccién 5, ya que esta presentaba cristales en forma
de aguja de color amarillo y en CCF también revelaba con sulfato cérico amoniacal el mismo
color. Inicialmente se hizo un lavado con diclorometano y posteriormente con acetona hasta
dejar el sélido lo mas limpio posible, se decantaron las aguas madres y se reunieron en otro

vial previamente pesado. El sélido seco y sus aguas madres se mandaron a un analisis
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espectroscopico por RMN 'H. El analisis de los datos espectroscopicos permitio la

caracterizacion del compuesto conocido como acacetina (166).

El mismo protocolo de lavado se realiz6 para la reunion 15-17. Del recuperado y las aguas
madres de esta fraccion se logré obtener el flavonoide conocido con el nombre de apigenina

(142). Los datos espectroscopicos de ambos compuestos se presentan a continuacion:

4’-metilapigenina (Acacetina).

(166)
'H RMN (400 MHz, 80:20 CDCI;/CD;0D, espectro 5), & (integraciéon, multiplicidad, J,

asignacion):

7.81 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-2' y H-6'), 6.98 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-3' y H-5), 6.52 (1H, s, H-3),
6.43 (1H, d, J=2.2 Hz, H-8), 6.23 (1H, d, J=2.2 Hz, H-6), 3.85 (3H, s, 4-OCHj).

3C RMN (400 MHz, 80:20 CDCI3/CD;0D), & (multiplicidad, asignacion):

164.6 (C,-4), 163.2 (C, C-4'), 128.2 (CH, C-2' y C-8’), 123.5 (C, C-1'), 104.5 (C, C-10), 114.6
(CH, C-3'y C-5'), 103.9 (CH, C-3), 99.4 (CH, C-6), 94.5 (CH, C-8), 55.9 (OCH3, C-4).

Apigenina.
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds, espectro 7), d (integraciéon, multiplicidad, J, asignacion):

12.97 (1H, s, 5-OH), 7.93 (2H, d, J= 8.6 Hz, H-2' y H-6'), 6.92 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-3' y H-
5'), 6.79 (1H, s, H-3), 6.48 (1H, d, J=1.6 Hz, H-8), 6.23 (1H, d, J=1.4 Hz, H-6).

6.2.1.4. Recromatografia de la reunién 25-28.

La reunion 25-28 de la recromatografia de la fraccidn 4 del grupo A se purifico en columna
abierta. La cantidad de 75mg de la fraccion fue adsorbida en 70mg de silica flash, una vez
adsorbida se coloco en una columna de 1cm de didmetro empacada con 7” de silica (silica
gel, malla 0.040-0.063 mm). El proceso de elusion comenzo6 con 100% diclorometano. Se
establecieron mezclas de gradientes de polaridad creciente con metanol. Se colectaron 77
fracciones. De las fracciones 9 y 11 se obtuvo el metabolito conocido como acido
dihidrotucumanoico (167), el cual también se aislé de reuniones posteriores en el extracto

total. Los datos espectroscopicos que condujeron a su identificacion son los siguientes:

Acido dihidrotucumanoico.

18

(167)
'H RMN (500 MHz, CD;COCDs;, espectro 8), & (integracion, multiplicidad, J,

asignacion):

1.49 (1H, m, H-1), 1.62 (1H, m, H-1a), 3.96 (1H, ddd, J= 10.0, 7.0, 3.7 Hz, H-2), 3.51 (1H,
d, J= 3.7 Hz, H-3), 1.85 (2H, m, H-7), 1.41 (1H, m, H-8), 1.96 (1H, m, H-13), 2.32 (1H, dd,
J=15.1, 6.0 Hz, H-14), 2.1 (1H, dd, J= 15.1, 6.0 Hz, H-14a), 0.97 (3H, d, J= 7.6 Hz, CHa-
16), 0.79 (3H, d, J= 6.3 Hz, CHs-17), 1.22 (3H, s, CH3-18), 1.09 (3H, s, CHs-19), 0.74 (3H,
s, CH3-20).
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3C RMN (500 MHz, CD;COCD:s, espectro 9), & (multiplicidad, asignacion):

167.6 (C, C-15), 79.3 (CH, C-3), 76.6 (C, C-4), 69.5 (CH, C-2), 41.9 (CH2, C-14), 41.5 (C, C-
5), 39.2 (CH, C-10), 36.9 (CH, C-8), 36.8 (CH,, C-11), 36.3 (C, C-9), 33.1 (CH2, C-6), 31.7
(CH, C-13), 29.9 (CHa, C-12), 27.6 (CH2, C-7), 26.7 (CH2, C-1), 21.8 (CH3, C-18), 20.3 (CHs,
C-16), 19.1 (CHs, C-20), 17.8 (CHs, C-19), 16.4 (CHs, C-17).

6.2.1.5. Recromatografia de la reuniéon 37-45.

Los 170 mg de esta reunion, previamente adsorbidos en 160 mg de silica flash, se
sometieron a cromatografia en columna, se utilizé6 una columna de 1cm de diametro que
contenia 7” de gel de silica flash. La fase movil inicial del proceso de elucion fue un sistema
95:5 CH>Cl,/MeOH. Para finalizar el proceso se hizo un lavado con MeOH 100% y en total
se colectaron 36 fracciones. Se enviaron a RMN 'H y '*C las fracciones 2, 4 y 5, el andlisis
de los datos espectroscopicos identificdé en las tres muestras al compuesto &acido
dihidrotucumanoico (167), el cual ya habia sido previamente caracterizado en fracciones

precedentes.

6.2.2. Placas comparativas de los grupos de reuniones obtenidas del fraccionamiento
primario del extracto EAeBu de Ageratina espinosarum var. sp.

Se realizaron placas comparativas de las reuniones del fraccionamiento total, Se usaron
cromatofolios de fase reversa (RP-18 F2s4s Merck®). Las placas se eluyeron en un sistema
2:8 H2O/MeOH.

Con base en las caracteristicas polares de las fracciones, se continud la purificaciéon de las

mismas mediante la técnica de Extraccién en Fase Solida (SPE).

6.2.2.1. Extraccion en Fase Solida (SPE) de la fraccién 2 del extracto EAeBu de
Ageratina espinosarum var. sp.

Para la purificacién de la fraccién se utilizaron cartuchos con capacidad para 500 mg de

muestra (Sep-Pak®, Vac 3cc) empacados con silica gel de fase reversa Cs,
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Procedimiento:

1.

Se disolvieron 304 mg de la fraccién en maximo 1 mL del sistema 4:6 H.O/MeOH,
esta solucién se emple6 como fase movil inicial.

Se realizé un acondicionamiento previo al cartucho antes de ser utilizado.
Inicialmente se hacen pasar 3 mL de MeOH 100% y enseguida 3 mL de H-0O,
posteriormente se adicionaron 3mL del sistema de elucion inicial. Este paso se
realizé por duplicado y se desecho el disolvente empleado.

La muestra se adiciond al cartucho. Se eluyerdon dos fracciones de 3 mL por cada
fase movil.

Se realizaron cambios de polaridad con los siguientes sistemas de elucion: 3:7, 2:8,
1:9 H.O/MeOH vy finalmente se hicieron dos lavados, el primero con 100% MeOH vy

por ultimo 100% isopropanol.

El proceso se monitoreo por CCF usando cromatofolios que soportan gel de silice de fase

reversa Cis (RP-18 Fas4s, Merck®). Las placas se observaron en una lampara UV y se

revelaron con sulfato cérico amoniacal. Las fracciones eluidas con la polaridad 3:7

H.O/MeOH se reunieron y fue sujeta a una recromatografia mediante extraccion en fase

solida siguiendo el protocolo anterior hasta la obtencion de los compuestos puros. A partir

de la purificacion de esta fraccion se aislé un compuesto aparentemente puro observado

en placa, por esta razon se envio a RMN de 1D 'H y "®C y 2D para los experimentos de
HSQC, HMBC, COSY y NOESY. Mediante el analisis de sus datos espectroscépicos, se

trata de un compuesto nuevo.

Dihidrotucumanol
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H RMN (500 MHz, CDCl3, espectro 12), d (integracion, multiplicidad, J, asignacion):

1.52 (1H, m, H-1), 4.02 (1H, ddd, J= 9.1, 7.0, 4.5 Hz, H-2), 3.58 (1H, d, J= 4.5 Hz, H-3), 1.47
(1H, m, H-6), 1.36 (1H, m, H-6’), 1.26 (1H, m, H-7), 1.13 (1H, m, H-7"), 1.31 (1H, m, H-8),
1.73 (1H,m, H-10), 1.41 (2H, m, H- 11), 1.61 (2H, m, H- 12), 1.86 (1H, m, H- 13), 2.32 (1H,
dd, J= 14.7, 6.2 Hz, H-14), 2.12 (1H, dd, J= 14.7, 8.0 Hz, H-14’), 4.07 (2H, dd, J= 6.7, 6.7
Hz, H-15), 0.94 (3H, d, 7.0 Hz, CHs-16), 0.77 (3H, d, J=6.1 Hz, CHs-17), 1.28 (3H, s, CHs-
18), 1.08 (3H, s, CHs-19), 0.73 (3H, s, CHa-20).

13C RMN (500 MHz, CDCls;, espectro 13), & (multiplicidad, asignacion):

78.5 (CH, C-3), 77.4 (C, C-4), 69.7 (CH, C-2), 64.3 (CH,, C-15), 42 (CH2, C-14), 40.7 (C, C-
5), 38.7 (CH, C-10), 36.3 (CH, C-9), 36 (CH, C-8), 32.4 (CH, C-6), 31.2 (CH, C-13), 30.9
(CHaz, C-12), 29.7 (CHz, C-7), 26.7 (CHa, C-11), 25.9 (CH2, C-1), 22.1 (CHs, C-18), 18.8 (CHs,
C-20), 17.4 (CHs, C-19), 16.1 (CHs, C-17), 13.9 (CHs, C-16).

Las reuniones 5-11, 12-32, 33-49 y 50-67 obtenidas del fraccionamiento primario del
extracto hidroalcohdlico fueron sometidas a un fraccionamiento secundario por la técnica
de extraccién en fase solida. Dada la dificil separacion de los componentes de las
reuniones, se procedio a realizar una reaccion de derivatizacion (acetilacion) con la finalidad

de disminuir la polaridad de las fracciones para facilitar su purificacion.

6.2.2.2. Reaccidn de acetilacion de la fracciéon 3-4 obtenida del fraccionamiento de la
reunién 5-11 del extracto hidroalcohdlico de Ageratina espinosarum.

Se colocaron 50 mg de la fraccion en un vaso de precipitados limpio y previamente pesado,
enseguida se le adicioné 1 mL de piridina y 3 mL de anhidrido acético. La mezcla de
reaccion se dejé en agitaciéon por un periodo de 24 h. Transcurrido el tiempo, se vertieron
10 mL de agua destilada y se dejé en agitacion por 2 h. La mezcla de reaccion se paso a
un embudo de separacion de 50 mL y a continuacion se realizaron extracciones con
diclorometano (3X5 mL) recuperando la fase organica en todos los casos. Posteriormente
se continuaron las extracciones pero ahora con HCI al 10% (3X5 mL) y se recupero
nuevamente la fase organica. La mezcla se neutralizé con solucion saturada de NaHCO3y
finalmente a la fase organica recuperada se le adicioné sulfato de sodio anhidrido para

quitar los restos de agua.
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Con ayuda de un rotaevaporador se concentré la muestra para evaporar el resto de
disolvente. El resultado final de la reaccién se monitoreo mediante CCF. El crudo de
reaccion se sometio a purificacion por columna abierta iniciando la elucién con una fase
movil 9:1 Hex/AcOEt. De las fracciones 7-12 'y 23-30 revelaban con sulfato cérico amoniacal
un solo punto en CCF, por esta razon se llevaron a RMN 'H, se logré purificar el producto
de acetilacion de un compuesto que no ha sido reportado en la literatura. Los resultados

que permitieron establecer su estructura se describen a continuacion.

dihidrotucumanol (diacetilado)

"H RMN (500 MHz, CDCl;, espectro 16), d (integracion, multiplicidad, J, asignacion):

5.13 (1H, ddd, J= 3.6, 6.5, 10.0 Hz, H-2), 4.11 (2H, m, H-15), 3.6 (1H, d, J= 3.6 Hz, H-3),
2.08 (3H, s, 2-AcOMe), 2.05 (3H, s, 15-AcOMe), 1.28 (3H, s, CH3-18), 1.10 (3H, s, CH3-19),
0.92 (1H, d, J= 6.4 Hz, H-16), 0.78 (3H, d, J= 6.2 Hz, H-17), 0.72 (3H, s, H-20).

6.3. Elucidacion estructural.

Después de recromatografias sucesivas y la obtencion de los productos en forma pura o en
mezcla, se llevé a cabo la elucidacion de la estructura molecular de los compuestos
mediante el analisis de sus espectros y cromatogramas obtenidos por medio de técnicas
espectroscopicas y espectrométricas. De las muestras se obtuvieron espectros de

resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H), de carbono trece (RMN *C) y
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experimentos bidimensionales (HSQC, HMBC, DEPT, COSY, DEPTQ). Los espectros de
RMN fueron adquiridos en un equipo Varian de 200 MegaHertz (MHz) y Varian-Unity de
400 MHz para '"H y para *C a 50 MHz.

6.4. Evaluacioén biologica.

Se realizé una revisién bibliografica de los metabolitos secundarios aislados de las dos
variedades de Ageratina espinosarum con la finalidad de definir cuales compuestos no han
sido evaluados por su actividad antiinflamatoria. De la planta recolectada en el estado de
Puebla se evaluaron los siguientes compuestos: el acido dihidrotucumanoico (167),
dihidrotucumanol (168) y el flavonoide 7,4’-dimetilkaempferol (165), y de la Ageratina
espinosarum previamente estudiada fueron sakuranetina (97), homoeriodictiol (161),
taxifolina (162) y una mezcla: 4’-metilsakuranetina (157) y persicogenina (158). Todos los
compuestos se evaluaron por su capacidad inhibidora frente a dos enzimas, COX-1y COX-
2 (ciclooxigenasa 1 y 2), las enzimas y los reactivos se adquirieron del kit comercial de
Cayman Chemical®. Los disolventes organicos fueron grado HPLC (CALEDON). Y se
utilizé agua ultra-purificada para la preparacién y dilucién de los reactivos (Sigma-Aldrich,
HPLC Plus).

6.4.1. Ensayo in vitro COX.

Las actividad inhibitoria de cada ligando sobre las enzimas COX, se determiné utilizando
un kit enzimatico con numero de catalogo 560131 provisto por Cayman Chemical. El
procedimiento general de este ensayo esta dividido en dos partes, la reaccién de la

ciclooxigenasa y el inmunoensayo para la cuantificacion de PG.8

Previo a comenzar el ensayo, se prepararon los reactivos siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las muestras se evaluaron a tres concentraciones cada una (10, 31.6 y 100
uM). El paso inicial fue llevar a cabo la reaccion COX. A continuacion se describe de manera

general.

6.4.1.1. Reacciones COX.

1. Se usaron tubos eppendorf de 1ml para llevar a cabo las reacciones. A todos los
tubos de reaccion se agregaron 160 uL de buffer de reaccién, 10 uL de hemo y 10

pL de la enzima. Para los tubos de 0% actividad inicial se uso la enzima inactiva.
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2. Se agregd6 10 uL del compuesto prueba a los tubos inhibidores y finalmente a los
tubos de 0 y 100% actividad se adicionaron 10 uL de vehiculo, que es el disolvente
en el cual se disolvieron los compuestos.

Todos los tubos se incubaron durante 10 minutos a 37°C.

4. Para llevar a cabo la reaccién se adicion6 10 uL de acido araquidonico a todos los
tubos, posteriormente se agitaron e incubaron por exactamente dos minutos.

5. Transcurrido el tiempo se agregaron 30 uL de la solucién saturada de cloruro de
estano para detener la catalisis enzimatica. Los tubos se retiraron del bafio Maria,
se agitaron y se mantuvieron en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Terminada la reaccion, se cuantificaron las prostaglandinas producidas mediante el

inmunoensayo enzimatico.

6.4.1.2. Inmunoensayo enzimatico.
Para la segunda parte del ensayo, se prepararon los reactivos especificos del mismo. Se

hicieron diluciones de las reacciones realizadas previamente debido a que la concentracion
es muy alta para su cuantificacion, la reaccion de 0% actividad se diluye 1:100, las
reacciones de 100% actividad y de los compuestos prueba se diluyen 1:2000 y 1:4000 con
una solucion buffer de ELISA provista por el kit. El procedimiento se realizé en placas de

96 pozos, las cuales se configuraron de la siguiente manera (Figura 4):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Blk [S1|S1 |BC,|BC,| * | * | * | * | * | % | x

Blk |S2|S2 [BC,[BC,| * | * | * | * | * | % | %
NSB | S3 | S3 £ * * * £ * * * *
S4 | S4 % £ * * * * * * *
B, |S5|S5 | # [ 2 | * [ * [ * | * | * | % | *

B, |S6| S6 | # z * | % | ok | ok | k| k| %

B, |S7|S7 | * * | % | % | k| ok | k| x| %

IO mMmQoOn >
2
7
@

TA S8 | S8 * * * * * * * * *

Figura 5. Configuracion de la placa para el inmunoensayo enzimético.
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Blk: Blanco, ABS causada por reactivo de Ellman’s
NSB: Unién no especifica del trazador al pozo.

Bo: (maxima union), maxima cantidad del trazador que se une al antisuero en ausencia de PG’s.

TA: Actividad total

$1-S8: Estandares de PG’s.

BC1: background COX-1

BC2: background de COX-2

#: Actividad inicial 100% (1A2, 1A3)
*: Muestras de los inhibidores

1. Se agregaron 100 uL de buffer ELISA a los pocillos NSB y 50 L a los pocillos Bo.
Enseguida se afiadieron 50 uL de las reacciones a los pozos correspondientes a
estandares de PG’s (S1-S8), 0% actividad (BC1 y BCy), 100% actividad (#) y
muestras de inhibidores (*).

2. Posteriormente se adicionaron 50 uL de trazador de PG’s a todos los pocillos
excepto a los pozos de actividad total (TA) y blanco (Blk) y 50 uL de antisuero a
cada pocillo, a excepcion de los pozos actividad total (TA), NSB y blanco.

3. La placa se cubrié con una pelicula de plastico e incubé durante 18 horas a
temperatura ambiente en agitacion constante.

4. Transcurrido el tiempo, se vaciaron los pocillos y se enjuagaron 5 veces con el buffer
de lavado, posteriormente se agregaron 200 ulL de reactivo de Ellman’s a cada
pocillo y 5 uL de trazador al pozo de actividad total (TA). La placa se cubrié con una
pelicula plastica, se agitd y se dejo en reposo hasta que la absorbancia Bo menos la
absorbancia del blanco se encontrara en un rango de 0.3 a 0.8 UA. Se realizaron
lecturas a los 60, 70 y 90 minutos a una longitud de onda de 420 nm.

5. Los valores de absorbancia obtenidos de las lecturas tanto en el ensayo de COX-1
y COX-2, se procesaron en una hoja de calculo de Excel “ELISATriple” que se

descarg6 del siguiente enlace: https://www.caymanchem.com/analysisTools/elisa. A

continuacion se describe como se realizd el analisis de datos para determinar el
porcentaje de inhibicién sobre COX-1, el mismo procedimiento de analisis se realizd
para COX-2 (Anexos).
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En la tabla 8 y 9 se describe el nombre de las muestras asociado al factor de dilucion
determinado, por plantilla se analizaron por triplicado siete compuestos, a tres

concentraciones.

Tabla 8
LAYOUT 1 2 3 4 5 6 17 8 9 0 1 12
A |Bank Std01 Sd01| 3, 2 3155 0 oc2 I
B |Blank Std02 Sta2| >, 4 318c3 4 oocs 4
C [NSB St03 Sd03|, 2., 2 o 2 B
D [NSB Std04 Sty sy 4 o0c3 4 o003 4
E | Bo Sus Ss|,0, 2 1002 1B 11602 1B
F | Bo Sd06 S06|yppc; 4 woc 4 31603 4
G |[Bo sudo7 sw7| 2 s o2 B
H | TA Suos sos| /L, 4 3163 4 ey 4

Tabla 8. Configuracion de la plantilla para el analisis de datos de COX-1.

Tabla 9
LAYOUT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A [Bank Std01 Stdo1| 0, 2 stbcy 2 Ly 2
B |Bank 2 S2| o0 4 st6cs |4 Yooks 4
C |NSB S03 83|y 2 1002 | 2 1g7c 2
D |NSB S04 Stdo4|, /D, 4 DT100C3 4 e IE
E | Bo S5 Std5|,ony 2 vl I
F | Bo Stdos sto6| oy 4 L
G | Bo sdo7 sto7| DT 2 i IE
H | TA 08 8| 00, 4 e 1B
Tabla 9. Configuracion de la plantilla para el analisis de datos de COX-1.
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S=sakuranetina; H=homoeriodictiol; T=taxifolina; DK= 7,4’-dimetilkaempferol; AD=acido
dihidrotucumanoico; DT= dihidrotucumanol; MS y P= 4’-metilsakuranetina y persicogenina

y IND= indometacina.

Se leyd la absorbancia por triplicado de cada muestra y los valores obtenidos se enlistan

en las tablas 10 y 11. Se obtuvo el promedio del blanco.

Tabla 10

RAW DATA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.089 |0.219 0.220|0.299 0.298 0.294)|0.337 0.336 0.312]0.321 0.309 0.318
0.093 | 0.245 0.246|0.329 0.330 0.347)0.389 0.387 0.353|0.381 0.328 0.340
0.093 | 0.273 0.271|0.276 0.273 0.301)0.314 0.332 0.326|0.293 0.300 0.273
0.090 | 0.309 0.318|0.297 0.323 0.345)|0.348 0.352 0.341]0.320 0.333 0.352
0.480 [0.353 0.353|0.305 0.290 0.299|0.311 0.285 0.290|0.284 0.102 0.303
0.484 | 0.429 0.396|0.367 0.351 0.346)|0.316 0.328 0.348|0.324 0.345 0.306
0.459 |0.416 0.395|0.311 0.303 0.308|0.314 0.311 0.304|0.350 0.343 0.331
4.748 | 0.439 0.408|0.333 0.332 0.311/0.313 0.349 0.337)0.353 0.352 0.361
AvgRawBInk= 0.0910

IOTMTMOO®>»

Tabla 10. Datos crudos de las lecturas de absorbancias.

Tabla 11
RAW DATA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0.089 | 0.219 0.220 [ 0.280 0.309 0.306 | 0.291 0.268 0.281 | 0.274 0.301 0.270

0.093 | 0.245 0.246 | 0.350 0.334 0.364 | 0.355 0.302 0.302 | 0.357 0.334 0.283
0.083 | 0.273 0.271 [ 0.301 0.314 0.330 | 0.316 0.293 0.306 | 0.321 0.300 0.288
0.090 | 0.309 0.318 | 0.341 0.354 0.366 | 0.342 0.316 0.312 | 0.298 0..301 0.265
0.480 | 0.353 0.353 | 0.328 0.319 0.338 | 0.263 0.286 0.325
0.484 | 0.429 0.396 | 0.345 0.346 0.351 | 0.293 0.318 0.323
0.459 | 0.416 0.395 | 0.298 0.286 0.295 | 0.310 0.314 0.324
4.748 | 0439 0.408 | 0.373 0.312 0.343 | 0.324 0.321 0.332

IOGTMMOOD

Tabla 11. Datos crudos de las lecturas de absorbancias.

El promedio del blanco se resté de cada dato y los valores obtenidos se muestran en las
tablas 12 y 13.
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Tabla 12

SUBTRACTED 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A -0.002| 0.128 0.129| 0.208 0.207 0.203 | 0.246 0.245 0.221|0.230 0.218 0.227
0.002 | 0.154 0.155|0.238 0.239 0.256 | 0.298 0.296 0.262|0.290 0.237 0.249
0.002 | 0.182 0.180|0.185 0.182 0.210|0.223 0.241 0.235|0.202 0.209 0.182
-0.001| 0.218 0.227 | 0.206 0.232 0.254 | 0.257 0.261 0.250|0.229 0.242 0.261
0.389 | 0.262 0.262|0.214 0.199 0.208 | 0.220 0.194 0.199|0.193 0.011 0.212
0.393 | 0.338 0.305|0.276 0.260 0.255|0.225 0.237 0.257 | 0.233 0.254 0.215
0.368 | 0.325 0.304 | 0.220 0.212 0.217 | 0.223 0.220 0.213]0.259 0.252 0.240
4.657 | 0.348 0.317 | 0.242 0.241 0.220|0.222 0.258 0.246|0.262 0.261 0.270

IOGTMMOO®

Tabla 12. Resultado de la sustraccién del blanco a los datos de absorbancia.

Tabla 13

SUBTRACTED 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
-0.002|0.128 0.129|0.189 0.218 0.215|0.200 0.177 0.190|0.183 0.210 0.179
0.002 | 0.154 0.155|0.259 0.243 0.273|0.264 0.211 0.211|0.266 0.243 0.192
0.002 | 0.182 0.180|0.210 0.223 0.239|0.225 0.202 0.215[0.230 0.209 0.197
-0.001|0.218 0.227 | 0.250 0.263 0.275|0.251 0.225 0.221|0.207 0.210 0.174
0.389 | 0.262 0.262 | 0.237 0.228 0.247 | 0.172 0.195 0.234
0.393 | 0.338 0.305 | 0.254 0.255 0.260 | 0.202 0.227 0.232
0.368 | 0.325 0.304 | 0.207 0.195 0.204 | 0.219 0.223 0.233
4.657 | 0.348 0.317 | 0.282 0.221 0.252| 0.233 0.230 0.241

IOTMMOO >

Tabla 13. Resultado de la sustraccion del blanco a los datos de absorbancia.

Los valores que se encuentran dentro del rango 20-80% B/Bo de la curva estandar se

muestran en las tablas 14 y 15.

Tabla 14

B/Bo 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.333 0.336|0.542 0.539 0.529|0.641 0.639 0.576 | 0.599 0.568 0.592
B 0.401 0.404 | 0.620 0.623 0.667 | 0.777 0.772 0.683|0.756 0.618 0.649
C 0.474 0.469)|0.482 0.474 0.547|0.581 0.628 0.613 | 0.526 0.545 0.474
D 0.568 0.592|0.537 0.605 0.662|0.670 0.680 0.652|0.597 0.631 0.680
E 0.683 0.683|0.558 0.519 0.542|0.573 0.505 0.519 | 0.503 0.552
F 0.882 0.795(0.720 0.678 0.665)|0.586 0.618 0.670|0.607 0.662 0.560
G 0.848 0.793|0.573 0.552 0.566 | 0.581 0.573 0.555|0.675 0.657 0.626
H 0.908 0.827 | 0.631 0.628 0.573|0.579 0.673 0.641|0.683 0.680 0.704

>80% <20%

B/Bo B/Bo

Tabla 14. Valores calculados del %B/Bo de la curva estandar de prostaglandinas.
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Tabla 15

B/Bo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.333 0.336 |0.492 0.568 0.560|0.521 0.461 0.495|0.477 0.547 0.466
B 0.401 0.404 | 0.675 0.633 0.712|0.688 0.550 0.550|0.694 0.633 0.500
C 0.474 0.469 | 0.547 0.581 0.623 | 0.586 0.526 0.560 | 0.599 0.545 0.513
D 0.568 0.592 | 0.652 0.686 0.717 | 0.654 0.586 0.576|0.539 0.547 0.453
E 0.683 0.683|0.618 0.594 0.644 | 0.448 0.508 0.610
F 0.882 0.795|0.662 0.665 0.678 | 0.526 0.592 0.605
G 0.848 0.793|0.539 0.508 0.532|0.571 0.581 0.607
H 0.908 0.827 | 0.735 0.576 0.657 | 0.607 0.599 0.628

Tabla 15. Valores calculados del %B/Bo de la curva estandar de prostaglandinas.

Con la curva estandar se calculé la concentracion de prostaglandinas por triplicado para

cada muestra, y estos valores se muestran en las tablas 16 y 17 para todos los compuestos.

Tabla 16

CONC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 193.7 197.3 2124 | 941 96.0 152.2|128.4 161.0 135.9
220.2 216.0 153.7| 584 ©61.6 135.6| 71.7 2245 177.2
295.3 312.0 186.7 |146.6 103.8 116.7|216.3 190.2 312.0
402.0 247.2 160.2|150.6 138.5 173.7|261.7 203.7 138.5
173.4 2285 193.7 | 155.1 250.4 228.5|255.1 260.2 179.9
99.9 1415 156.9|282.3 224.5 150.6|242.5 160.2 340.4
165.1 179.9 164.0 | 146.6 155.1 176.6| 72.2 83.4 105.9
203.7 207.7 310.1|298.7 147.5 188.2|135.6 138.5 114.2

I OGMMOO®

Tabla 16. Concentracion de prostaglandinas producidas en el ensayo COX-1.
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Tabla 17

IGOGTMMmMOO >

S

3 4 5 6 7 8 10 1
2744 161.0 170.2|224.4 342.0 269.4 |306.3 186.7 329.6
144.4 199.7 106.8 | 130.0 366.6 366.6 | 124.5 199.7 519.5
186.7 146.6 108.0 | 141.2 216.3 170.2|289.9 279.5 289.9
173.7 132.8 102.2|170.2 282.3 304.4|359.9 277.1 293.2
112.3 1334 92.2 | 375.0 2459 118.9|173.4 289.9 255.1
160.2 156.9 141.5(432.6 271.9 247.2|216.0 304.4 293.2
197.3 245.9 208.5|158.0 146.6 121.3|149.4 2953 2414
87.0 3044 166.8|2425 256.8 207.7|170.2 380.4 298.7
Tabla 17. Concentracion de prostaglandinas producidas en el ensayo COX-1.
STANDARDS Conc |Prom.| B/Bo | Logit | Recalc
Stdo1 500.00 | 0.128 | 0.334 |-0.689| 434
Std02 250.00 | 0.154 | 0.402 |-0.396 | 260.24
Std03 125.00 | 0.181 | 0.471 |-0.114 | 158.87
Stdo4 62.50 | 0.222 | 0.580 | 0.322 | 73.98
Std05 31.25 | 0.262 | 0.683 | 0.768 | 33.91
Std06 15.63 | 0.321 | 0.838 | 1.647 | 7.28
Std07 7.81 |0.314|0.820 | 1518 | 9.12
Std08 3.91 |0.332|0.867 | 1.877 | 4.87
Valor | %B/Bo | Logit STATS —
IC20= | 1473.55 | 20.00 |-1.3863 y-int=  2.7804
IC50= | 130.08 | 50.00 | 0.0000 slope= -0.5711
IC80=| 11.48 | 80.00 | 1.3863 R?=  0.9632

En la tabla 18 se muestra la concentracion de prostaglandinas promedio (pg/mL) para todos

los compuestos, asi como el porcentaje de inhibicion que es representado como %B/Bo.
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Tabla 18.

Compuesto (zg/':nff) %B/Bo | Dilution | StdDev | %CV | SEM
S(10 pM) 20113 | 537 2 9.9 49 5.7
S(31.6uM) | 26465 | 50.1 2 68.0 257 | 393
S(100uM) | 19854 | 53.9 2 27.9 140 | 16.1
H(10 M) 166.33 | 56.4 2 12.6 76 73
H(31.6uM) | 114.08 | 61.9 2 33.0 289 | 19.1
H(100 uM) | 12237 | 60.7 2 21.9 179 | 12.7
T(10 uM) 21134 | 53.2 2 50.0 236 | 288
T(GL6uM) | 15942 | 57.0 2 155 9.7 8.9
T(100 M) | 14177 | 586 2 17.0 120 | 98
AD(10 uM) | 201.86 | 54.0 2 63.0 312 | 364

AD(31.6uM) | 147.09 | 58.4 2 39.4 268 | 22.7

AD(100 M) | 11262 | 61.9 2 20.6 183 | 11.9
DT(10uM) | 21724 | 526 2 25.4 17 | 147

DT(3L.6uM) | 278.60 | 49.2 2 59.3 213 | 343

DT(100 uM) | 17589 | 558 2 37.9 215 | 21.9

MSy P(10 uM) | 24662 | 52.2 2 1280 | 519 | 739
MSy P(31.6uM) | 14194 | 586 2 18.8 132 | 109
MSy P 27421 | 497 2 76.7 280 | 44.3

DK(10 M) | 239.48 | 515 2 64.1 268 | 37.0

DK (31.6uM) | 231.72 | 52.8 2 44.9 194 | 259

DK(100uM) | 87.18 | 65.3 2 17 1 197 | 99

Tabla 18. Concentracion de prostaglandinas promedio (pg/mL) y porcentaje de inhibicion de los
metabolitos secundarios de dos variedades de Ageratina espinosarum.

6.5. Estudios de Docking molecular.

El acoplamiento molecular de los compuestos sobre COX-1 se realizé en colaboracién con

el Dr. Gabriel Navarrete Vazquez de la Facultad de Farmacia, UAEM.

Todos los calculos in silico se realizaron con la licencia del programa MOE (Molecular
Operating Environment) version 2018.01. El procedimiento general consiste en preparar las
estructuras de las enzimas y de los ligandos, asi como algunos parametros que utiliza el

programa.
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6.5.1. Preparacion de las enzimas.

La estructura cristalina de la ciclooxigenasa 1 que se usé para realizar el Docking se obtuvo
del Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb). La ciclooxigenasa es un dimero con
monomeros idénticos, por lo que se extrajo uno de los mondémeros de la proteina completa,
incluyendo el grupo prostético. Todas las moléculas de agua se eliminaron, y los atomos y
cargas de los hidrégenos se ajustaron con el campo de fuerza MMFF94 de la suite de MOE
(Chemical Computing Group Inc. http: //www.chemcomp. Com). Las estructuras 3D fueron
construidas y minimizadas en MOE, utilizando el mismo campo de fuerza mencionado
anteriormente. Se uso la COX-1 acomplejada con ibuprofeno (1EQG) a una resolucion de
2,61 A. Se eligieron estas estructuras cristalograficas debido a que presentan las
interacciones indispensables con los residuos de aminoacidos para la inhibicion de las
enzimas. El ligando cocristalizado ibuprofeno (IBP) muestra varias interacciones con la
COX-1, principalmente por fuerzas electrostaticas entre el grupo carboxilico ionizado y
Arg120, y forma puentes de hidrogeno con Tyr355. Ademas, el bolsillo esta formado por

varios aminoacidos que se muestran en la figuras 6.

Figura 6. Mapas de interaccion 2D y 3D del acoplamiento de la COX-1 (ovina) co-cristalizada con
ibuprofeno.
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6.5.2. Preparacioén de los ligandos.

Se utilizé el programa ChemBioDraw Ultra 13.0 para la construccion de las moléculas y se
convirtieron en formato MDL SDfile (.sdf). Las estructuras 3D fueron construidas y

minimizadas en MOE, utilizando el campo de fuerza MMFF94.
6.5.3. Validacion y analisis del Docking molecular.

El acoplamiento se realizé considerando todos los residuos dentro de una esfera de 4,5 A
centrada en los atomos del ligando cocristalizado. Como una funcién de colocacién, se
selecciono el triangulo alfa y las puntuaciones se calcularon con la funcién de afinidad DG,
que mide la contribucién entalpica a la energia libre de unién (MOE). Para el procedimiento
de validacion se reprodujo mediante acoplamiento, la misma postura del ligando
cocristalizado en la estructura cristalina de la proteina, la prediccion del modo de unién fue
un éxito con un RMSD = 0.1528 A y una puntuacién de -7.48 kcal / mol. Para que la
validacion se considere aceptable el valor del RMSD debe ser <2 A. Para cada ligando se
generaron 10 conformaciones y se selecciono6 la conformacion mejor clasificada basada en
la puntuacién de acoplamiento para estudios adicionales en acoplamiento molecular.
Después del acoplamiento molecular, analizamos las mejores posturas de union calculadas
y las representaciones graficas se realizaron mediante Surface Maps y Ligand Interaction
del software MOE.

-
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. Elucidacion de la estructura molecular de los compuestos presentes en el
extracto hidroalcohdlico de Ageratina espinosarum.

El estudio fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Ageratina
espinosarum, condujo al aislamiento de dos clases de metabolitos secundarios, siete
flavonoides de los cuales tres fueron de tipo flavonas: apigenina (142), 7, 4'-
dimetilapigenina (164) y acacetina (166) y cuatro de tipo flavonoles: kaempferol (146), 3, 4’,
7-trimetilkaempferol (163), 7, 4’-dimetilkaempferol (165).

Por otro lado también se aislaron compuestos de naturaleza terpenoide, especificamente
dos diterpenos de tipo labdano: el acido dihidrotucumanoico (167) y un tetraol que no tiene
reportes en la literatura, de manera que se trata de un metabolito nuevo, identificado como
dihidrotucumanol (168). Asi mismo mediante el procedimiento de derivatizacion por
reaccion de acetilacion, se obtuvo el dihidrotucumanol diacetilado que de igual forma no
existe documentacion del mismo. Algunos compuestos fueron purificados y otros se
obtuvieron en mezcla y fueron identificados de acuerdo a las siguientes evidencias

espectroscépicas obtenidas en RMN.

7.1.1. FLAVONOIDES

7.1.1.1. Flavonas

Apigenina (142)

De la recromatografia de la fraccion 4 del extracto hidroalcohdlico se obtuvo un metabolito
que revelaba color amarillo con sulfato cérico amoniacal. El espectro de 'H RMN presenta
sefales en la zona de hidrégenos aromaticos y una sefal en 12.97 ppm que integra para
un protén y representa el desplazamiento de protones de grupos hidroxilos que se

encuentran formando puentes de hidrogeno con un carbonilo.

Mediante el analisis de los protones aromaticos, existe un sistema A2B> que se representa
con dos sefiales dobles que integran para dos hidrégenos cada una, la primera en 7.93 ppm

y tiene una constante de acoplamiento de J= 8.6 Hz que comparte con una segunda sefal
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en 6.92 ppm. Estas dos senales conforman el anillo B y guardan una relacion orto entre si.
(Figura 7)

- ~7.950
—-7.907
_~6.943
" ™-6.899

7.1

7.4
f1 (ppm)

Figura 7. Sistema aromatico A2B2del anillo B.

Un segundo sistema aromatico AB se evidencia por dos sefiales dobles que integran para
1 hidrégeno cada una, la primera en 6.48 ppm con una J= 1.6 Hz y la segunda en 6.23 ppm
con una constante de acoplamiento de 1.4 Hz. Estos hidrégenos presentan una relacion

meta y conforman el anillo aromatico A de un compuesto de tipo flavonoide. (Figura 8)

Ny <+
0 N = 0
0 < o X
AT R
S o 0
\I i \I |/

/\/

O;Z*

N
5//
.
6.50 6.40 6.30 6.20
f1 (ppm)

Figura 8. Sistema aromatico AB del anillo A

En 6.79 ppm se observa una sefal simple que integra para 1 hidrégeno y es caracteristica
de hidrogenos sobre enlace doble y pertenece al proton en posicién 3 de la estructura
(Figura 9).
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Figura 9. Sefal de H-3 caracteristica de flavonas

Estos datos espectroscopicos permiten establecer la estructura de un compuesto de tipo
flavona, y se trata de la apigenina (142), la cual fue confirmada por comparacion con datos

reportados en la literatura para este compuesto (Tabla 19).

OH

OH O
(142)

Tabla 19. Datos espectroscopicos de RMN de Apigenina comparados con los reportados
en la literatura, DMSO-ds, 500 MHz.

Apigenina (142) Referencia®

Asignacion H H 3C
2 163.72
6.79 (1H, s) 6.78 (1H, s) 102.82

181.75
161.46
6.23 (1H, d, J=1.4 Hz) 6.19 (d, J= 2.0 Hz) 98.87
164.29
6.48 (1H, d, J=1.6 Hz) 6.48 (d, J= 2.0 Hz) 93.99
157.33
103.65

© 0O N O o b~ W
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Continuacion de la tabla 19

1 121.17
2'y6 7.93 (2H, d, J= 8.6 Hz) 7.93 (d, J= 8.8 Hz) 128.48
3y5 6.92 (2H, d, J= 8.8 Hz) 6.93 (d, J= 8.8 Hz) 115.97

4 161.20
5-OH 12.97 (1H, s) 12.97 (1H, s)

7, 4-dimetilapigenina (164).

De la recromatografia de la fraccién 4 del extracto hidroalcohdlico, se logré caracterizar un
segundo compuesto que revelaba color amarillo en CCF. Mediante el analisis del espectro
de RMN 'H se observa que existe similitud al del flavonoide apigenina, con un
desplazamiento en 12.92 ppm se observa una senal que integra para un hidrogeno y que
corresponde al hidrogeno quelatado caracteristico de compuestos de tipo flavonoide (Figura
10).

% 12.917

T T T T
12.95 12.93 12.91 12.89
f1 (ppm)

Figura 10. Senal de H-5 quelatado del flavonoide.

Adicionalmente en el espectro se observa para la zona de hidrégenos aromaticos el mismo
patrén de sustitucion tipo A2B» para los hidrogenos en 7.84 y 7.02 ppm, los cuales llevan
una relacion orto y conforman el anillo B, asi mismo el sistema AB meta para el anillo A en

6.59 y 6.57 ppm. Ademas se observa la senal perteneciente al H-3 en 6.55 ppm.

La diferencia estructural entre este compuesto y apigenina se deba a la presencia de dos
sefales simple en 4.05 y 3.89 ppm que integran para tres hidrégenos cada una,
evidenciando la presencia de dos grupos metoxilo que de acuerdo a su origen biosintético

se encuentran en las posiciones 4’ y 7 respectivamente. Se compararon sus datos
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espectroscépicos con los encontrados en la literatura (Tabla 20) y de esta manera se

establecio la estructura de esta flavona como 7, 4’-dimetilapigenina (164).

OCHj

Tabla 20. Datos espectroscopicos de RMN de 7, 4’-dimetilapigenina comparados con los
reportados en la literatura, CDCIs, 500 MHz.

7, 4'-dimetilapigenina (164) Referencia®
Asignacion H H 3C
2 162.6
3 6.55 (1H, s) 6.55 (1H, s) 104.33
4 182.5
5 164.0
6 6.50 (1H, d, J=4.0 Hz)  6.34 (1H, d, J=2.1 Hz) 98.1
7 165.4
8 6.57 (1H, d, J=4.0 Hz)  6.45 (1H, d, J= 2.1 Hz 92.6
9 157.7
10 157.7
1 123.5
2’y6 7.02 (2H, d, J= 9.2 Hz) 7.00 (2H, d, J=9.1Hz) 128.0
3y5% 7.84 (2H, d, J= 9.2 Hz) 7.82 (2H, d, J=9.1 Hz) 114.5
4 162.2
5-OH 12.92 (1H, s) 10.50 (1H, s)
7- OMe 3.89 (3H, s) 3.88 (3H, s) 55.8
4-OMe 4.03 (3H, s) 3.87 (3H, s) 55.6
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4’-metilapigenina (Acacetina) (166).

Este compuesto se purifico por precipitacion de la fraccion 5 obtenida de la recromatografia
de la fraccion 4 del extracto hidroalcohdlico. Fue aislado puro como un sdlido en forma de
cristales de color amarillo y por este motivo se envié a analizar mediante RMN de 1D de 'H
y experimentos bidimensionales HSQC, HMBC y COSY. El espectro presenté al compararlo
con el de apigenina los mismos sistemas A-B,y AB en zona de hidrégenos aromaticos y

una sefal en 6.52 ppm que pertenece al H-3 sobre anillo aromatico.

En 3.85 ppm se observa una sefial simple que integra para 3H asignable a un grupo
metoxilo presente en la estructura. La posicion del grupo metoxilo se confirmé mediante el
estudio de los experimentos bidimensionales heteronucleares (HSQC y HMBC). Cémo
correlaciones mas significativas en el espectro HSQC (ANEXOS: Espectro 6), los
hidrogenos del grupo metoxilo tienen correlacién con el carbono (&chs 55.6). Por otro lado,
para el sistema A;B,. La correlacion de H-2' y H-6’ con el carbono en 128.2 ppm y para los
hidrogenos H-3’ y H-5’ con el carbono en 114.6 ppm respectivamente. Para el protén sobre
anillo aromatico H-3(dn 6.52) con el carbono 103.9 ppm vy finalmente los hidrogenos que
conforman el sistema AB aromatico, la sefial de H-8 en 6.43 ppm con C-8 (&6¢c 94.5) y H-6
en 6.23 ppm con C-6 (&¢ 99.4) (Tabla 21).

Posicion OH (ppm) Oc (ppm)
H-2’ y H-6’ 7.81 (2H, d, J= 9.0 Hz) 128.2
H-3’ y H-5’ 6.98 (2H, d, J=9.0 Hz) 114.6

H-3 6.52 (1H, s) 103.9
H-8 6.43 (1H, d, J=2.2 Hz) 94.5
H-6 6.23 (1H, d, J=2.2 Hz) 99.4
4’-OMe 3.85(3H, s) 55.6

En el experimento HMBC podemos confirmar la posicién del grupo metoxilo al observar las
correlaciones de los protones (6n 3.85) con el C-4’ (&¢c 162.7) en el anillo B, en esta misma
region se observan la correlaciones de los protones del sistema A2B; orfo con su carbono y

con el carbono C-4’y el carbono C-1'. Por ultimo H-3 presentd una correlacion débil con el
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carbono C-1’ y una correlacion fuerte con el C-4 que pertenece al grupo carbonilo en esa

posicion (Figura 10).

Figura 11. Correlaciones HMBC del flavonoide.

El analisis de los datos espectroscopicos, y una vez establecida la posicion del grupo
metoxilo en el C-4’, nos permitidé asignar la estructura con el nombre de Acacetina (4’-
metilapigenina) (166), los cuales también fueron comparados con los reportados en la
literatura (Tabla 22).

OCH,

(166)

Tabla 22. Datos espectroscopicos de RMN de Acacetina comparados con los reportados
en la literatura, CDCIz con unas gotas de CDsOD, 500 MHz.

Acacetina (166) Referencia®’
Asignacion H H 3C
2 164.0
3 6.52 (1H, s) 6.43 (1H, s) 103.6
4 182.3
5 161.4
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Continuacion de la tabla 22

6 6.23 (1H, d, J=2.2 Hz)
7
8 6.43 (1H, d, J=2.2 Hz)
9
10
v
2y6 7.81 (2H, d, J= 9.0 Hz)
3y5 6.98 (2H, d, J= 9.0 Hz)
4-OMe 3.85 (3H, s)
=

7.1.1.2. Flavonoles

Kaempferol (146).

6.15 (1H, d, J = 2.0 Hz)

6.32 (1H, d, J = 2 Hz)

7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz)
6.89 (2H, d, J = 9.0 Hz)
3.76 (3H, s)

99.13
163.9
94 .1
157.8
104.4
123.3
127.9
114.3
55.3
162.5
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Este metabolito no se logré purificar y se identificd de una alicuota del crudo de flavonoides

que se envio a RMN y se compard con una muestra autentica del compuesto. El espectro

de RMN 'H de este compuesto, evidencia el patron de sustitucion para el anillo B con dos

sefales dobles que integran para dos protones cada una, en 8.1 ppm (8¢ 130.7) la sefial de

H-2’ y H-6’ la cual comparte una constante de acoplamiento orto de 9.2 Hz con una sefal

en 6.91 ppm (6¢ 116.3) (Figura 12).
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Figura 12. Sefiales de RMN 'H del sistema A2B2 aromatico.
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El sistema aromatico AB se observa por las dos sefiales dobles que integran para un proton,
la primera en 6.19 ppm (8¢ 99.3) asignado al H-6 y la segunda en 6.40 ppm (8¢ 94.5) para
H-8, ambas con una constante de acoplamiento de 2.1 Hz, indicando que tienen una

relacion meta (figura 13).

- - 6.398
—~6.387
- —6.185
-—6.175

T T T T
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6.44 6.38
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Figura 13. Sefiales de RMN 'H del sistema AB aromatico.

La diferencia fundamental en la estructura de este flavonoide con respecto a los anteriores
es la presencia de un grupo hidroxilo en posicion 3 del anillo C caracteristico de flavonoides
de tipo flavonol. Con base al analisis de los datos y su comparacion con los encontrados en

la literatura fue posible identificar este metabolito como kaempferol (146).
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Tabla 23. Datos espectroscéopicos de RMN de kaempferol comparados con los
reportados en la literatura, CD30OD, 200 MHz.

Kaempferol (146) Referencia®
Asignacion H H 3C
2 146.3
3 135.2
4 175.2
5 160.4
6 6.19 (1H,d, J=2.1)  6.19 (1H, d, J= 1.8 Hz) 98.4
7 163.7
8 6.40 (1H, d, J=2.1Hz)  6.43 (1H, d, J= 1.8 Hz) 93.8
9 156.7
10 103.1
1 1221
2’y6 8.1 (2H, d, J=9.2 Hz) 8.09 (2H, d, J = 8.7 Hz) 1294
3y5 6.91 (2H, d, J=9.2Hz) 6.91 (2H, d, J= 8.7 Hz) 115.3
4 158.7

3, 4, 7-trimetilkaempferol (163).

Este compuesto se identificé en mezcla con la 7,4’-dimetilapigenina de la recromatografia
de la fraccién 4 del extracto hidroalcohdlico como un sélido de color amarillo. La estructura
de este compuesto se establecié mediante el analisis de su espectro de RMN 'H. En 13.08
ppm se observa una senal simple que integra para un hidrogeno, y corresponde al proton
H-5 que se encuentra formando puente de hidrogeno con el carbonilo de la estructura. Con
base en el estudio de los datos espectroscépicos, indicaron que este metabolito es un
derivado del kaempferol, sin embargo este se encuentra trisustituido, debido a que en el
espectro se observan tres sefales simple en 4.04, 3.89 y 3.85 ppm, las cuales integran para
3H cada una. Las posiciones de los metoxilos presentes en la molécula se asignaron de
acuerdo a la biosintesis de estos metabolitos en las posiciones 4’, 3 y 7. De este modo
comparando sus datos con los establecidos en la literatura, se determind la estructura de

este flavonol como 3, 4’, 7-trimetilkaempferol (163) (Tabla 24).
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Tabla 24. Datos espectroscépicos de RMN de 3, 4’, 7-trimetilkaempferol comparados
con los reportados en la literatura, CDCl3, 500 MHz.

3, 4, 7-trimetilkaempferol (163) Referencia®
Asignacion H H 13C
2 155.8
3 138.7
4 178.7
5 161.8
6 6.50 (1H, d, J=4.0 Hz)  6.32 (1H, d, J = 2Hz) 92.0
7 165.3
8 6.57 (1H,d, J=4.0Hz) 6.42 (1H, d, J=2.0 Hz) 97.7
9 156.6
10 105.9
1 122.7
2y6 7.84 (2H,d, J=9.0Hz) 8.06 (2H, d, J = 9.0 Hz) 130.1
3y5 7.01 (2H,d, J=9.0Hz)  7.01(2H, d, J = 9Hz) 113.9
4 161.6
5-OH 13.08 (1H, s) 12.65 (1H, s)
3-OMe 4.04 (3H, s) 3.86 (3H, s) 60.0
7-OMe 3.85 (3H, s) 3.86 (3H, s) 53.3
4-OMe 3.89 (3H, s) 3.90 (3H,s) 55.7
- 75
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7, 4-dimetilkaempferol (165).

Este compuesto se obtuvo puro de la recromatografia de la fraccién 4 del extracto original
como un solido amarillo que revelaba con sulfato cérico amoniacal un solo punto que
absorbia a la luz UV. Dadas las caracteristicas fisicas y con base en los metabolitos
aislados anteriormente del extracto, se trata de un compuesto de tipo flavonoide, por esta
razén se envido a experimentos de RMN 'H para confirmar la estructura. El espectro
presento la sefal caracteristica en 12.7 ppm del hidrogeno del grupo OH en posicion 5
(Figura 14).

™M
O
©
a
' 8

HO 9 O

7 .

° 5] 10 T[4

o O

13.0 126 H
f1 (ppm) 12.7 ppm

Figura 14. Sefal del hidrogeno del OH-5 quelatado.

Comparando sus datos espectroscoépicos con los del compuesto 3, 4’, 7-trimetilkaempferol,
la unica diferencia que se observa es la presencia de solo dos sefiales simples que integran
para 3H cada una en 3.79 y 3.86 ppm correspondientes a dos grupos metoxilo en posicion
7 y 4, de este modo se establecid6 que el metabolitos aislado se trataba de 7, 4’-
dimetilkaempferol (165). Ya existen reportes en la literatura para este compuesto y fueron

analizados con los obtenidos en este estudio (Tabla 25).
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Tabla 25. Datos espectroscopicos de RMN de 7, 4’-dimetilkaempferol comparados con
los reportados en la literatura, CDCl3, 500 MHz.

7, 4'-dimetilkaempferol (165) Referencia®®
Asignacion H H 13C
2 145.7
3 135.6
4 178.7
5 160.8
6 6.37 (1H, d, J=2.4 Hz)  6.35(d, 1H, J=2.1 Hz) 97.9
7 165.7
8 6.24 (1H, d, J=2.4 Hz) 6.46 (d, 1H, J=2.1 Hz) 92.2
9 156.8
10 103.9
1 123.1
2y6 8.03 (2H,d, J=9.2Hz)  8.14(d, 2H, J=9 Hz) 128.8
3y5 6.98 (2H, d, J=9.2Hz)  7.00 (d, 2H, J=9 Hz) 114.0
4 161.1
5-OH 12.66 (1H, s) 11.7 (1H, s)
7-OMe 3.79 (3H, s) 3.79 (3H, s) 55.4
4-OMe 3.86 (3H, s) 3.86 (3H, s) 55.8

7.1.2. DITERPENOS

Acido dihidrotucumanoico (167).

Se aisld de la reunion 25-28 de la recromatografia de la fraccion 4 del extracto
hidroalcohdlico un compuesto que reveld color café con sulfato cérico amoniacal. Fue
caracterizado por RMN de 1D y 2D. A continuacién se describen las senales principales

que fueron indispensables para la elucidacion de la molécula.

En el espectro de RMN 'H se observan 9 sefiales de las cuales aquellas en

desplazamientos de 0.97, 0.79, 1.22, 1.09 y 0.74 ppm corresponden a grupos metilo
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presentes en la estructura, esto nos da un indicio que se trata de compuestos de naturaleza
terpenoide. Se observan dos sefales que integran para un proton cada una, la primera un
doble en 3.51 ppm con constante de acoplamiento de 3.7 Hz que comparte con la segunda
sefal en 3.96 ppm doble de doble de doble con constantes de acoplamiento de 10.0, 7.0,
3.7 Hz. Estos desplazamientos quimicos son caracteristicos de hidrégenos base de
oxigeno. Por ultimo se observan dos sefiales doble de doble que integran para un protén
en 2.1y 2.32 ppm las cuales se acoplan entre si compartiendo constantes de acoplamiento
de 15.1 y 6.0 Hz y se asignan a hidrégenos diasterotépicos de un grupo metileno que se

encuentra en posicion alfa al grupo carbonilo. (Figura 15)

H-3 H-14a
H-2 \
a3 H-14
Y
_M—»L/\ MM

4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 14 1.2 1.0 0.8
f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN 'H del acido dihidrotucumanoico (167).

El espectro de DEPTQ presenta en total 20 sefiales para los carbonos que constituyen este
metabolito (Figura 16) de las cuales cinco se asignaron a grupos metilo (-CHs), cinco

metinos (-CH), seis metilenos (-CH2) y tres carbonos cuaternarios, destacando una sefal

-
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caracteristicas de un carbono de grupo carbonilo a &c 174.1 ppm. Los datos

espectroscépicos sugieren una estructura diterpénica biciclica.
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80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

f1 (ppm)

Figura 16. Espectro de DEPTQ del acido dihidrotucumanoico (167).

El estudio de los experimentos bidimensionales heteronucleares (HSQC y HMBC)
permitieron establecer la posicién de los diferentes grupos funcionales en la molécula y
correlacionar cada atomo de hidrogeno con sus respectivos carbonos. Asi, en el
experimento HSQC se observa que los protones base de oxigeno en (H-3) 3.51 y (H-2) 3.96
ppm correlacionan con los carbonos en 6 79.3 y 69.5 ppm respectivamente. Hacia la zona
de senales de protones alifaticos, los hidrogenos de los grupos metilo en 0.97, 0.79, 1.22,
1.09 y 0.74 ppm correlacionan con los carbonos en &¢c 20.3, 16.4, 21.8, 17.8 y 19.1 ppm
respectivamente. Las senales de los hidrogenos (dn 2.32 y 2.1) correlacionan con el mismo
carbono en 41.9 ppm, reafirmando que los protones de este metileno son diasterotopicos
(Figura 17).

-
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Figura 17. Espectro de HSQC del &cido dihidrotucumanoico (167).

La localizacion y asignacion de los metinos, metilenos, metilos y carbonos cuaternarios
restantes se determiné mediante el experimento de HMBC, el cual indica correlacion entre
los hidrégenos y sus carbonos a 2 y 3 enlaces 0. Se observa correlacion del protdn base
de oxigeno H-3 (& 3.51) con los carbonos C-1 (826.7), C-2 (669.5), C-4 (6 77.0), C-5 (©
41.5) y una correlacion débil con el carbono del CH3-18 en & 21.8 ppm, mientras que el H-
1 (6 1.49) presenta correlacion con los carbonos C-2, C-3 (6 79.3), C-5y C-10 (0 39.2) y
por ultimo H-10 (& 1.89) con los carbonos C-1, C-2, C-5 y con el carbono del CH3-20. Las
correlaciones de los hidrégenos diasterotépicos del metileno en H-14 (5 2.32) se observan
con C-13 (6 31.7) y C-15 (6 167.6) y para H-14a (& 2.1) correlaciona con los carbonos C-
13, C-15y CH3-16 (Figura 18).
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Figura 18. Expansion del espectro de HMBC del acido dihidrotucumanoico (167).

Siguiendo el analisis de las correlaciones en HMBC, los protones del grupo metilo (6 0.97)
en posicion 16 correlaciona con los carbonos C-13 y C-14, correlacion del metilo a 6 0.79
(CH3-17) con los carbonos C-7 y C-8, el otro grupo metilo en posicién 18 (& 1.22)
correlaciona con C-3, C-4, C-5y el CH3-19, este ultimo se desplaza a ® 1.09 ppm y mantiene

correlacion con C-4, C-5, C-6 y C-10 (Figura 19). Finalmente correlaciones del metilo en &

0.74 ppm (CH3-20) con C-10y C-8.
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Figura 19. Espectro de HMBC de las correlaciones de los hidrégenos de los grupos metilo.

Estos datos permitieron establecer de forma inequivoca la estructura de este metabolito y
comparados con los establecidos en la literatura se trata del diterpeno de tipo labdano de

nombre acido dihidrotucumanoico (167).
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Tabla 26. Datos espectroscépicos de RMN de acido dihidrotucumanoico comparados con los
reportados en la literatura.

Asignacién
1

© © N o g b~ w N g

_ A A A
A WO N -~ O

14a
15
16
17
18
19
20

S

Acido dihidrotucumanoico (167)
'H (CDCls, 500 MHz)
1.49 (1H, m)
1.62 (1H, m)
3.96 (1H, ddd, J=10.0, 7.0, 3.7 Hz)
3.51 (1H, d, J= 3.7 Hz)

1.41 (1H, m)

1.96 (1H, m)
2.32 (1H, dd, J= 15.1, 6.0 Hz)
2.1 (1H, dd, J= 15.1, 6.0 Hz)

0.97 (3H, d, J= 7.6 Hz)
0.79 (3H, d, J= 6.3 Hz)
1.22 (3H, s)

1.09 (3H, s)

0.74 (3H, s)

Referencia (DMSO-ds, 20
1SC
26.7

69.5 3.92 (1H, ddd, J= 1.7 Hz)
79.3 3.48 (1H, d, J= 3.5 Hz)
77.0

41.5

33.1

27.6

36.9

39.2

36.8

29.9

31.7

41.9 2.10(1H, dd, J= 15.0 y 8.0 Hz)
2.35 (1H, dd, J= 15.0 y 6.0 Hz)

167.6

20.3 0.94 (3H, d, J= 7.6 Hz)
16.4 0.74 (3H, d, J= 5.0 Hz)
21.8 1.22 (3H, s)

17.8 1.04 (3H, s)

19.1 0.70 (3H, s)
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OMHz)®!
1SC
25.9

68.1
74.4
75.8
39.8
28.6
24.9
35.2
37.5
37.6
35.2
31.3
30.1
41.0

174.4
17.8
15.2
20.8
19.3
16.4
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dihidrotucumanol (168)

La estructura del diterpeno (168) se encuentra reportada en la literatura pero sus datos
espectroscépicos aun no han sido descritos, por lo que a continuacién se presenta un

analisis estructural de la molécula.

16 14

La estructura se establecié mediante el andlisis de sus datos espectroscopicos de RMN 'H,
3C y experimentos bidimensionales, tal como se describe a continuacion. Mediante el
estudio de las senales mostradas en el espectro se observd que este metabolito tiene gran
similitud con el acido dihidrotucumanoico. En el espectro de RMN 'H se observan los
hidrogenos base de oxigeno en § 4.02 (H-2) y 3.58 ppm (H-3), asi mismo en § 2.32y 2.12
la presencia de las sefiales de los protones diasterotopicos en la posicién 14, las cuales
tienen multiplicidad doble de doble y comparten la constante de acoplamiento gem de 14.7
Hz. En la region de protones alifaticos se observa, al igual que en el espectro del compuesto
(167) las senales de los cinco metilos, en 6 0.94 y 0.77 (sefial doble para cada una con J=
7.0 y 6.1 Hz respectivamente, correspondientes a H-16 y H-17), asi como las sehales de
los tres metilos singulete H-18, H-19 y H-20, en desplazamientos quimicos 1.28, 1.08 y 0.73
ppm.

La diferencia estructural de este metabolito en comparacién con el acido
dihidrotucumanoico es en la ausencia del grupo acido carboxilo en la posiciéon 15, y en su
lugar, la presencia de un grupo OH, lo que se ve reflejado en el espectro 12 (Anexos),

donde se muestra una sefial en 4.07 ppm que se encuentra desplazada a campo bajo
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debido a la desproteccién generada por un grupo electronegativo y se atribuye a los

protones de un metileno base de oxigeno que se encuentra en posicion 15 (Figura 20).

15O

16 14
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-—4.07 =~
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Figura 20. Expansion del espectro de RMN 'H del dihidrotucumanol.

En concordancia con la estructura propuesta, el espectro de RMN *C (espectro 13)
confirma que este metabolito es estructuralmente muy similar a 167. En él se observan 20
sefales que hacen referencia a que este compuesto también es de tipo diterpeno. El
diterpeno 168 difiere de 167 solo en la sefal que se encuentra desplazada a campo bajo
(64.3 ppm). Estas evidencias son confirmadas con experimentos de RMN de dos
dimensiones (Anexos: Espectros 14 y 15). Como se menciond anteriormente, la estructura
de este producto natural se encuentra reportada sin datos, por lo que esta constituye la

primera fuente bibliografica que los reporta.

dihidrotucumanol (diacetilado) (169)

El compuesto fue obtenido mediante la recromatografia del crudo de reaccion de acetilacion
de la reunion 5-11 del extracto hidro-alcohdlico. Mediante el analisis del espectro de RMN
'H, este metabolito tiene la misma estructura que el dihidrotucumanol (168). Presenta 5
sefales alifaticas que pertenecen a los grupos metilo en posicion 16, 17, 18, 19 y 20. En
2.08 y 2.05 ppm se observan dos sefiales simples que integran para tres hidrégenos cada
una y pertenecen a los grupos acetilos, lo que nos indica que la molécula esta diacetilada.
Asi mismo, se observan dos sefiales que integran para un hidrogeno cada una, la primera
en 5.13 ppm y se asigna al H-2, sin embargo, a diferencia del compuesto 168 se encuentra

desplazada hacia campo bajo, lo que confirma la presencia de un grupo acetilo en esta
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posicién. De igual manera para la segunda sefial en 4.11 ppm que pertenece al H-15 se
observa su desplazamiento ligeramente a campo bajo comparado con el compuesto 168,

esto indica que el grupo hidroxilo presente en esta posicién se acetilo en el proceso.

Estas evidencias fueron suficientes para confirmar la estructura y por lo tanto este

compuesto corresponde al producto natural diacetilado (169).

O

N

(169)

Tiempos de reaccién mayores a 48 horas aseguran la obtencién del producto triacetilado

en las posiciones C-2, C-3 y C-15.

7.2. Determinacién de la actividad antiinflamatoria in vitro sobre COX-1 y COX-2.

Se evalué la capacidad inhibitoria sobre COX-1 y COX-2 de los metabolitos secundarios de
dos variedades de Ageratina espinosarum recolectadas en diferentes estados y temporada.
El calculo del porcentaje de inhibicién se determiné de manera indirecta mediante la
cuantificacion de la produccién de prostaglandinas, haciendo uso de la curva estandar

generada, misma que se muestra a continuacion:
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Figura 21. Curva estandar de prostaglandinas para la determinacién del porcentaje de inhibicion de

COX-1y COX-2.

Con la extrapolacién de los datos de absorbancia de cada compuesto se obtuvieron los

porcentajes de inhibicion a las diferentes concentraciones evaluadas (10, 31.6 y 100 uM)

para el ensayo sobre COX-1, mismos que se muestran en la tabla 27.

Tabla 27. Porcentajes de inhibicion sobre COX-1 de los metabolitos secundarios de las dos

variedades de Ageratina espinosarum.

% INHIBICION DE COX-1
Compuesto 10uM 31.6uM 100uM

Taxifolina (162) 53.2+3.6 57.0£1.3 58.6+1.6
7,4’ -dimetilkaempferol (165) 51.54£3.7 52.843.5 65.3£2.5
acido dihidrotucumanoico (167) 54.014.2 58.41+3.8 61.9+2.5
Sakuranetina (97) 53.71£0.7 50.1+4.0 53.9+2.0
Homoeriodictiol (161) 56.4+1.1 61.943.7 60.7+2.4
4’-metilsakuranetina (157) y 52.2+8.2 58.6+1.9 49.7x4 4
persicogenina (158)

dihidrotucumanol (168) 52.61£1.6 49.2+3.0 55.8+£3.0

gcu[ma’
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Los resultados obtenidos muestran comportamientos muy similares, todos los compuestos
resultaron buenos inhibidores de COX-1, sin embargo existe una diferencia minima entre
los porcentajes obtenidos para cada compuesto. Estos datos también reflejan que la ICsp
para todos los compuestos se alcanzé a la minima concentracion evaluada, es decir, a 10
uM, este sefialamiento indica que se trata de compuestos inhibidores potentes de esta
isoforma, cuando son comparados con el farmaco antiinflamatorio indometacina, utilizado
como control positivo, y ensayado a 1.67 uM, concentracién a la que mostro un porcentaje
de inhibicion de 55.2 %, practicamente idéntico a nuestros compuestos analizados.
Derivado de este analisis general, se deduce que estos metabolitos secundarios deberian
ser evaluados a tres concentraciones menores, para determinar con certeza el valor de su
ICsO.

Los compuestos 162, 165 y 167 muestran un comportamiento dependiente de la
concentracion (Grafica 1). Los compuestos 162 y 167 siguen una tendencia similar en
cuanto a la inhibicion de COX-1, mientras que 165 es menos potente a las concentraciones
10y 31.5 uM, sin embargo a 100 uM su efecto se potencializa, alcanzando mayor inhibicién
(65%) que 162 y 167.

Ensayo de inhibicion de COX-1

70+

65
~S —e— taxifolina (162)
‘© 604 - 7,4'-dimetilkaempferol (165)
e}
< —+— acido dihidrotucumanoico (167)
£ 55
X

50

45 T T T

1.0 1.5 20

Log [C] (uM)

Graficas 1. Porcentajes de inhibicion sobre COX-1 de los compuestos de dos variedades de
Ageratina espinosarum.
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En la grafica 2 se muestran los porcentajes de inhibicion de COX-1 para el resto de los
compuestos, quienes en todos los casos exhiben una actividad no dependiente de la
concentracién. Los metabolitos 97 y 168 muestran capacidad inhibidora para la enzima con
un comportamiento muy similar. Los compuestos 161 y la mezcla de 157-158 se comportan
de manera lineal hasta una concentracién de 31.5 uM, mientras que a concentraciones
mayores muestran disminucion del porcentaje de inhibicién, posiblemente debido a la
saturacion de la enzima. Para el calculo de ICs, de la misma manera que para los

compuestos 162, 165 y 167, deben ensayarse concentraciones por debajo de 10 uM.

Ensayo de inhibicion de COX-1

70+
c 65 sakuranetina (97)
uo . . .
S 604 —&— homoeriodictiol (161)
2 4'-metilsakuranetina (157) y
= 55 persicogenina (158)
X —+— dihidrotucumanol (168)
50
45 T T

10 5 20
Log [C] (UM)

Graficas 2. Porcentajes de inhibicion sobre COX-1 de los compuestos de dos variedades de
Ageratina espinosarum.

Tabla 28. Porcentajes de inhibicion sobre COX-2 de los metabolitos secundarios de las dos
variedades de Ageratina espinosarum.

% INHIBICION DE COX-2
Compuesto 10uM 31.6uM 100uM

Taxifolina (162) 46.0+1.9 57.2+4.0 45.1+5.4
7,4’-dimetilkaempferol (165) 48.6+3.8 43.014.1 45.316.4
acido dihidrotucumanoico (167) 43.2+3.8 48.4+3.6 50.0+2.1
Sakuranetina (97) 58.116.2 58.015.7 44.4x4.7
Homoeriodictiol (161) 44.3+4.1 51.54£3.1 41.5£1.7
4’-metilsakuranetina (157) y 54.614.5 72.447.2 52.9+2.6
persicogenina (158)

dihidrotucumanol (168) 51.241.9 52.715.9 52.5+2.6
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Los valores del porcentaje de inhibicion de estos compuestos sobre la enzima COX-2 se
presentan en la tabla 28. Cabe sefialar que la mayoria de estos metabolitos es menos

selectivo para esta enzima y sigue un comportamiento no dependiente de la concentracion.

Ensayo de inhibicién de COX-2

80
754
70+

65+
604 —=— taxifolina (162)

—e— 3cido dihidrotucumanoico (167)

554 —— 7,4'-dimetilkaempferol (165)
50
454
40

35 T T T
1.0 1.5 20

Log [C] (M)

% inhibicion

Graficas 3. Porcentajes de inhibicion sobre COX-2 de los compuestos de dos variedades de
Ageratina espinosarum.

El acido dihidrotucumanoico (167) y taxifolina (162) muestran actividad inhibitoria para
COX-2 (Grafica 3). Sin embargo el compuesto 167 es mas potente para COX-1 ya que
mostré un porcentaje de inhibicion del 54% a la minima concentracion (10 uM), mientras
que frente a COX-2 fue de 43.2 % respectivamente. Taxifolina de igual manera presenta
mayor actividad sobre COX-1 que en COX-2 con un comportamiento que depende de la

concentracion.
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Ensayo de inhibicion de COX-2

80

75

70 sakuranetina (97)
S 65- —=— homoeriodictiol (161)
O 60 4'-metilsakuranetina (157) y
2 persicogenina (158)
= 554 -
© 50- — L) -+ dihidrotucumanol (168)
o

454

40+

35 T T T

1.0 15 20

Log [C] (M)

Graficas 4. Porcentajes de inhibicion sobre COX-2 de los compuestos de dos variedades de
Ageratina espinosarum.

La mezcla de flavonoides 4’-metilsakuranetina y persicogenina (157-158) y sakuranetina
(97) exhiben mayor porcentaje de inhibicion hacia COX-2 que a COX-1, sin embargo a la
concentracién 100 uM, la actividad se ve disminuida, observandose que para el resto de los
metabolitos ocurre lo mismo a esa concentracion por lo que no se pudo determinar la ICso
de los compuestos. Para el dihidrotucumanol (168) que es el compuesto novedoso, se
observa que la actividad se mantiene constante con el incremento de la concentracién
(grafica 4), por lo que para el calculo del valor de la ICso se tiene que ensayar a

concentraciones por debajo de 10 uM.

Los resultados demuestran que los compuestos son inhibidores de ambas isoformas, sin
embargo son mas activos sobre COX-1, esta aseveracion es significativa en términos de
actividad bioldgica, ya que se demuestra el efecto antiinflamatorio de los compuestos
contenidos en A. espinosarum, lo que valida el uso de esta especie para el tratamiento de

padecimientos relacionados con la inflamacién.
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7.3. Acoplamiento molecular de los metabolitos secundarios sobre COX-1.

Los resultados del ensayo in vitro derivaron algunas hipétesis. Debido a que los compuestos
mostraron mejor actividad sobre COX-1 se decidio realizar el acoplamiento molecular solo
sobre esta isoforma con el propdsito de explicar el comportamiento de los productos

naturales frente a esta actividad enzimatica in vitro.

En la figura 22 se muestra el diagrama bidimensional (visualizado en MOE 2009) del
sobreposicionamiento de la pose del ibuprofeno generada en la validacion del Docking y de
la estructura co-cristalizada de este farmaco en la enzima. En la imagen se observa que la
disposicién espacial de los atomos de las dos estructuras es muy similar, lo cual se verifica
con el valor generado de la desviacion media de la raiz cuadratica (RMSD por sus siglas
en inglés), que nos ayuda a determinar la medida de la distancia promedio entre los atomos
de dos estructuras. El resultado de este parametro fue de 0.1528 A, indicando que la
conformacion que adoptan ambas estructuras es muy semejante, ya que entre mas
pequefio es el valor de RMSD mayor es la similitud conformacional. Como se puede
observar, se presentan interacciones importantes de la estructura con el sitio catalitico de
COX-1: el Bolsillo lateral (LP: Ala527, Leu531, Ser530 y Val349), Canal de constriccién (CC:
Arg120, Glu524 y Tyr355), Bolsillo lipofilo (LiP: lle 523), y con Arg513 y His90.%

Phe
518

U=~
~\

7

Figura 22. Superposicién del ligando co-cristalizado y su postura de acoplamiento validada. Rojo:
co-cristalizado, verde: validacion.
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Lo anterior es importante para definir los sitios de contacto que deben ser considerados
importantes en la interaccion de nuestros compuestos con la estructura de la enzima COX-

1 en el analisis de su actividad mediante Docking molecular.

Se analizé el metabolito taxifolina (162). Este flavonol, como su nombre lo indica, tiene
como principal caracteristica un grupo alcohol en posicion C-3 y por consiguiente la
presencia de dos centros quirales (C-2 y C-3), lo que hace que pueda existir como 4
estereoisomeros, de los cuales, aquel con el anillo B en alfa y el hidroxilo en beta
corresponde a nuestro producto natural. Como se observa en la figura 23, la molécula se
encuentra internalizada dentro del sitio catalitico de COX-1. La interaccidon mas importante
que se observa es el contacto polar con Arg120 a través del hidroxilo en C-7, ya que se ha
postulado que los AINE’s bloquean a la COX al formar puentes de hidrogeno con este
aminoacido, mismo que conforma el canal de constriccion junto con Tyr355, donde la
taxifolina también tuvo contacto a través de su hidroxilo sobre C-4’. Otro aminoacido clave
en COX-1 es Ser530, este residuo se encuentra ubicado en medio del canal hidréfobo y se
sabe que es el sitio de acetilaciéon de la aspirina, se muestra que taxifolina tiene interaccion
a través del hidroxilo en C-3. Los resultados de este acoplamiento molecular in silico
establecen una energia de union de -6.4609 kcal/mol y fundamentan los resultados del
ensayo in vitro, donde este compuesto presenta una inhibicion enzimatica de 53.2% a 10
uM.
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Leu
384

Figura 23. Diagrama de interaccién bidimensional de taxifolina (162) sobre COX-1.

El 7,4’-dimetilkaempferol (165) no contiene centros quirales. A pesar de ello, su estructura
también se encuentra embebida en el sitio catalitico (figura 24), el esqueleto de este
compuesto también pertenece a la clase de los flavonoles, que los caracteriza por presentar
un grupo alcohol en C-3 del anillo C y con esto favorecer las interacciones polares,
principalmente con los residuos que conforman el canal de constriccion de la enzima. Se
observa como interaccion importante el contacto polar con Arg120 a través del hidroxilo en
C-5, asi mismo con Tyr355 y el metoxilo en C-7, este analisis nos da un indicio que el
compuesto estaria bloqueando el sitio de entrada del acido araquidénico para llevarse a

cabo la catalisis enzimatica.

Una de las principales diferencias entre COX-1y COX-2, es la sustitucion del residuo 11e523
en COX-1 por Val523 en COX-2, y se sabe que los compuestos que se unan en esta regioén
tendran una mayor posibilidad de ser mas selectivos por alguna de las enzima, en el
acoplamiento se observa que el metabolito tiene interaccion hidrofébica directa con 11€523

en el bolsillo lipofilico y el calculo de la energia de unién fue de -5.91 kcal/mol (figura 25),

-
\\ﬁculzad 2

de Farmacia

Conocimiento al sevicio de la salud.




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

probablemente a esto se deba el aumento de la actividad inhibitoria en el ensayo in vitro
sobre COX-1.

Figura 24. Mapa de interaccion bidimensional de 7,4’-dimetilkaempferol con COX-1.

Figura 25. Imagen tridimensional de la orientacion de 7,4’-dimetilkaempferol en la COX-1.

El compuesto sakuranetina (97) mostré menos interacciones con la cavidad catalitica de la

enzima a pesar de estar internalizada en esta (Figura 26), pese a tener un esqueleto base

-
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de un flavonoide, la diferencia estructural con respecto a los anteriores es la ausencia del
grupo alcohol en C-3, que si bien, se ha mencionado, ha sido relevante para mejorar las

interacciones con la enzima.

Se observa la interaccion polar con Tyr355, un residuo que forma el canal de constriccion
y esta ocurre con el metoxilo en C-7 del anillo A, a diferencia de los compuestos anteriores
que lo hacen con el hidroxilo o en su caso un metoxilo presente en el anillo C. La interaccién
con el residuo polar Arg120 se pierde y como consecuencia de esto existiria una alta
probabilidad de que la actividad inhibitoria se viera disminuida ya que esta interaccion es
fundamental para realizarse la inhibicién enzimatica, es asi como, junto con este analisis

permite entender porque no manifesté buena actividad inhibitoria en el ensayo in vitro.

Figura 26. Visualizacién en 2D del compuesto sakuranetina (97) frente a COX-1.

Sin embargo, se muestran otras interacciones de naturaleza hidréfoba con residuos del
bolsillo lateral de COX-1 (Ser530, Leu531, Val349) que si bien, no son quimicamente
fuertes pero ayudan a verificar que el compuesto sakuranetina (97) en realidad esta
embebido en el sitio activo (figura 27) y siendo asi interfiere para que se lleve a cabo la

catalisis enzimatica.
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Figura 27. Visualizacion en 3D del complejo sakuranetina-COX-1 (-5.7792 Kcal/mol).

Se estudié la interaccién de la flavanona homoeriodictiol (161) con la enzima COX-1, este
flavonoide y el flavonol taxifolina tienen como caracteristica principal la presencia de varios
grupos alcohol en su estructura favoreciendo con ello la interaccién con residuos polares
de la enzima. La energia de union calculada con el sitio activo de la enzima es -5.6717
Kcal/mol, el compuesto se encuentra embebido en la cavidad catalitica (figura 28),
formando interacciones con los residuos que conforman el bolsillo lateral (Leu531, Ser530
y Val349) y el canal de constriccién (Tyr355), como se observa en la figura 26, se recupera
la interaccién polar con Arg120 y el grupo alcohol el posicion C-7, este residuo de
aminodcido esta presente en el canal de apertura del sitio activo de COX-1y es fundamental
para la interaccion con el acido araquidonico y pueda llevarse a cabo la cascada de
senalizaciéon para la sintesis de prostaglandinas. Con estos resultados se esperaria que la
actividad inhibitoria estuviera presente y en cuyo caso asi fue ya que en el estudio in vitro

el metabolito presento actividad intrinseca.
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Figura 29. Imagen digital en 3D del complejo homoeriodictiol-COX-1.

En la figura 30 se muestra el diagrama en 2D para el producto natural 4’-metilsakuranetina
(157), se observan interacciones conservadas, principalmente con residuos importantes
que conforman el sitio activo de la enzima, se presenta una interaccion polar basica
importante con Arg120 y el grupo OH en posicién 5, de igual forma con Tyr355 y Ser530.

Es importante notar el contacto extra polar con Met522 a través del enlace de hidrégeno.
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...........................

Figura 30. Mapa de interaccion bidimensional de 4’-metilsakuranetina con COX-1.

A continuacién se muestra la visualizacion tridimensional (figura 31) de complejo inhibidor-

enzima, encontrandose que la energia de acoplamiento era de -5.49 Kcal / mol.
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Siguiendo con el analisis de las interacciones del compuesto con los residuos en el sitio
catalitico de COX-1, es destacado mencionar que la presencia del puente de hidrogeno con
Met522 no es muy relevante para la selectividad hacia esta isoforma, sin embargo al
encontrarse en el sitio alésterico de la enzima no se puede llevar a cabo la catélisis de la
misma con el acido araquidonico para posteriormente realizarse la sintesis de
prostaglandinas, cabe mencionar que en el ensayo in vitro se evalué en mezcla junto con
persicogenina (158) y mostraron tener buena actividad intrinseca a 31.6 uM lo que nos

podria hablar de un comportamiento sinérgico.

Finalmente se realizé el docking para los diterpenos aislados de Ageratina espinosarum
recolectada en el estado de Puebla, el acido dihidrotucumanoico (167) y dihidrotucumanol
(168), sin embargo no mostraron buenas afinidades para la COX-1 y se eliminaron de las

simulaciones de acoplamiento molecular.

A continuacién se presenta en la tabla 29 un resumen de los resultados del acoplamiento

molecular sobre COX-1.

Tabla 29. Resultados del Docking realizado sobre COX-1 de los metabolitos secundarios de las dos
variedades de Ageratina espinosarum.

Compuesto [0G=Kcal/mol # de grupos Interaccién con Ranking
OH- Arg120 y
Tyr355
taxifolina (162) -6.4609 5 Si
7,4’-dimetilkaempferol -5.910 2 Si 2
(165)
sakuranetina (97) -5.7792 2 Solo con Tyr355 3
homoeriodictiol (161) -5.6717 3 Si 4
4’-metilsakuranetina (157) -5.49 1 Si 5
Ibuprofeno -7.480 acido Si Co-cristal
carboxilico
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8. CONCLUSIONES

1. La composicion quimica de los extractos de las dos variedades de Ageratina
espinosarum fue diferente, posiblemente influenciada por factores ambientales, la
temporada, el sitio y ano de colecta. En la tabla 30 se hace un comparativo de los

metabolitos secundarios aislados de ambas plantas.

Tabla 30. Tabla comparativa de la composicién quimica de las dos variedades de Ageratina

espinosarum.
Ageratina espinosarum var. espinosarum
Flavanonas:
OH OH
H3co\©i:jﬂ©/ Ho\@qjm@/
OH O OH O
sakuranetina naringenina
HO O OCH,8 HO O w oH
OH
OH O OH O
homoeriodictiol taxifolina
OCHjs @[QCH3
HO o} @\ e ™y on
OH
OH O
OH O persicogenina
alisifolinona
OCH,
H,CO O o} ‘
OH O
4’-metilsakuranetina
Flavonas:
HO
OH O OH O
apigenina 4’-metilcrisoeriol
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Ageratina espinosarum var. sp.

Flavonas:

OH

OH O

OH O

acacetina

OH O

OCH,

7,4’-dimetilapigenina

Flavonoles:

3,7,4’-trimetilkaempferol

OH O

7,4’-dimetilkaempferol

HO

OH

Kaempferol
Diterpenos:
OH OH
HO, HO,
HO HO

HO ~ 16
18

acido dihidrotucumanoico

HO E 19
18

dihidrotucumanol
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2. El tipo de inhibicién y su potencia no depende de la naturaleza del compuesto ya
gue no se observaron cambios significativos en el porcentaje de inhibicion in vitro
de los metabolitos secundarios sobre las ciclooxigenasas (COX-1y 2), no obstante,
mostraron ser mas activos frente a COX-1, sin embargo, la inhibicion de esta enzima

ha sido la principal causa de los efectos secundarios de los farmacos comerciales.

3. Por otro lado, en el estudio de acoplamiento molecular, la actividad depende
directamente del tipo de compuesto y las caracteristicas de las sustituciones de la
grupos alcohol en la estructura, ya que la presencia de estos sustituyentes en las
posiciones C-7 y C-4’ mejora la capacidad de inhibir la enzima COX-1 ya que forma
interacciones con los residuos Arg120 y Tyr355 presentes en la cavidad catalitica e

impidiendo llevarse a cabo la sintesis de prostaglandinas.
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9. PERSPECTIVAS

1. Realizar el acoplamiento molecular frente a COX-2 de los metabolitos secundarios

de las dos variedades de Ageratina espinosarum.

2. Evaluar los compuestos a concentraciones por debajo de 10 uM para calcular el

valor de ICsp en el ensayo in vitro sobre las ciclooxigenasas.

3. Obtener en mayor cantidad los compuestos aislados de Ageratina espinosarum var.

sp. recoletada en Puebla.

4. Para el compuesto 162 debera seguir siendo analizado para obtener la

caracterizacion completa mediante experimentos de RMN, IR, UV, entre otros.

5. Evaluar los metabolitos secundarios de las dos variedades de Ageratina

espinosarum en modelos in vivo de inflamacion.

6. Realizar estudios farmacolégicos para proponer el posible mecanismo de accién de

los metabolitos secundarios.
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