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INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas ha resurgido el interés por las plantas medicinales en busca de fuentes de
sustancias con actividad farmacolégica o de nuevas moléculas para la elucidacion de fenomenos
fisiologicos y/o bioquimicos. 12 El estudio quimico de las plantas medicinales es una parte muy importante
en esta nueva linea de investigacion, cuyo objetivo es el aislamiento de los principios activos que puedan

existir en la planta y que son responsables de las propiedades terapéuticas atribuidas a la misma.

El genero Artemisia L. ha sido objeto de numerosos estudios quimicos y bioensayos de actividad que han
mostrado una gran cantidad de metabolitos secundarios de diferentes clases y de una amplia gama de
actividades biologicas, sin embargo, muy pocas plantas de este género que crecen en nuestro pais han
sido estudiadas. Una de estas plantas, Artemisia ludoviciana ssp. mexicana ha sido estudiada por su
abundancia en el Valle de México, y se le han atribuido una amplia gama de actividades terapéuticas, las
cuales no han sido comprobadas. Asimismo, se le ha relacionado con Artemisia annua, sin embargo, 10s
estudios hasta el momento indican que no posee la misma composicion quimica ni la misma actividad

antimalarica, por lo que es necesario explorar otro tipo de actividades biologicas.

En este trabajo, se estudio Artemisia ludoviciana ssp. mexicana, la cual fue colectada en dos lugares
diferentes con distintos medios ambientes en la misma época del ano, para estudiar si su composicion
quimica es determinada por el ambiente en que crece y asimismo, explorar si posee algunas actividades
bioldgicas. En este caso se estudiaron la actividad antimicrobiana por el método de Mitscher y la toxicidad
en Artemia salina dichas pruebas fueron escogidas por su facilidad y porque se pueden aplicar a extractos

crudos.
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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar sus diferencias fitoquimicas derivadas del lugar de colecta, asi como sus
propiedades antimicrobianas y su toxicidad frente a Artemia salina de sus extractos crudos, se realizo el
andlisis quimico a Artemisia ludoviciana ssp. mexicana colectada en San Rafael, Tlalmanalco, Estado de

México y San Pedro Atocpan, Milpa Alta, Distrito Federal.

Los ejemplares colectados fueron secados a la sombra a temperatura ambiente, se prepararon los
extractos por medio de extraccion solido-liquido con r-hexano, diclorometano y etanol. Los dos ultimos
extractos se fraccionaron por cromatografia en columna para la obtencion de los metabolitos secundarios.
Los aceites esenciales se extrajeron por medio de destilacion por arrastre de vapor con material vegetal
fresco recién colectado. Las sustancias aisladas se caracterizaron por medio de sus propiedades fisicas,

espectroscopicas y espectrométricas.

De los ejemplares colectados en San Rafael, del extracto etanclico de las partes aéreas, se aislaron e
identificaron las lactonas Arglanina, Ludovicina A, Armefolina y Armexifolina. Del extracto diclorometanico
de las partes aéreas de la misma, se aislaron las lactonas Arglanina, Ludovicina A, Armexifolina y Achillina,
y la flavona Artemetina. Del vegetal colectado en San Pedro Atocpan, del extracto diclorometanico de las
partes aéreas, se aislaron e identificaron, las lactonas Estafiatina, Achillina y Ridentina, y la flavona

Eupatilina.

Con respecto a las pruebas bioldgicas preliminares, los aceites esenciales, asi como los extractos hexanico
y diclorometdnico tienen actividad sobre Artemia salina L., mientras que el etandlico no tiene actividad. En
cuanto a la actividad antimicrobiana, solo los aceites esenciales de ambas plantas, asi como el extracto

hexanico del vegetal colectado en San Rafael presentan actividad.

Los resultados obtenidos sugieren que el ambiente ecologico determina la composicion quimica y la

actividad biologica que presenta el vegetal en estudio.
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ABSTRACT

The phytochemical analysis and antimicrobial and toxicity test of Artemisia ludoviciana ssp. mexicana
collected in two places; San Rafael, Tlalmanalco, Estado de México and San Pedro Atocpan, Milpa Alta,

D.F. were performed.

Extracts were obtained by solid-liquid extraction with 7-hexane, dichloromethane and ethanol from the dired
plant. Column chromatography techniques of the dichloromethane and ethanol extracts were performed in
order to obtain the secondary metabolites. Essential oils were obtained by steam distillation from fresh plant
recently collected. Secondary metabolites were identified by physical, spectrometric and spectroscopic

methods.

Arglanin, Ludovicin A, Armefolin and Armexifolin were isolated from the ethanolic extract of aereal parts;
and Arglanin, Ludovicin A, Armexifolin, Achillin and the flavone Artemetin were isolated from the
dicloromethanic extract of aereal parts of A. ludoviciana from San Rafael, Tlalmanalco. Estafiatin, Achillin,
Ridentin and the flavone Eupatillin were isolated from the dicloromethanic extract of aereal parts of A.

ludoviciana from San Pedro Atocpan, Milpa Alta.

Essential oils, hexanic and dichloromethane extracts from both plants were toxic to Artemia salina, whereas
ethanolic extract did not. Essential oils of both plants and hexanic extract from plant collected in San Rafael,

Tlalmanalco, showed moderate antimicrobial activity.

The obtained results suggest that the chemical composition and the biological activity depend on ecological

environment where the plants under study are collected.
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MARCO TEORICO

1. Generalidades en la investigacion en productos naturales.

La mayor parte de la poblacion mundial usa plantas medicinales como su fuente primaria de agentes
terapéuticos. No es sorprendente encontrar que en muchos paises del mundo exista un sistema bien
establecido de medicina tradicional. Muchos de estos remedios estdn bien documentados y estan
comercialmente disponibles, mientras que en otros remedios estan celosamente guardados por el

curandero o shaman 3.

Aun cuando las plantas medicinales se han empleado desde hace siglos, no fue sino hasta principios del
siglo XIX, cuando se tuvo la inquietud de estudiarlas con el objetivo primordial de aislar los principios

activos responsables de sus propiedades terapéuticas 4.

De esta manera, a nivel de investigacion basica, la estimacion de los efectos farmacoldgicos de los
extractos vegetales y los procedimientos quimicos a los que se someten las plantas con el objeto de aislar
e identificar los principios activos, proporciona en gran medida las bases que permiten convalidar o refutar

las propiedades terapéuticas atribuidas a las mismas °.

La corroboracion cientifica de las propiedades terapéuticas atribuidas a las plantas aportan beneficios al
medio clinico y contribuye al mayor entendimiento de una expresion cultural de los pueblos que las utilizan.
Ademas, las plantas medicinales constituyen una reserva natural que aun no ha sido suficientemente

explotada como fuente potencial de nuevas estructuras moleculares con actividad bioldgica .

Las plantas medicinales es el recurso terapéutico principal para muchos mexicanos. La flora medicinal del
pais es extensa y en las practicas médicas populares se utilizan como remedio una amplia gama de

variedades y especies botanicas 7.

De esta manera en la investigacion en productos naturales los especialistas se orientaron por anos a temas
de estudio de aislamiento y elucidacion estructural de los metabolitos secundarios de las plantas. Ahora,

buscan en las plantas medicinales sustancias con actividad bioldgica °.
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Esto hace necesario una investigacion interdisciplinaria para realizar un estudio completo e integrado,
donde la etnobotanica indique el uso medicinal de la especie en la comunidad de colecta, la fitoquimica
permita asilar y caracterizar al o los principios activos, y por ultimo, la farmacologia determine su actividad

farmacoldgica especifica *.

2. Generalidades del género Artemisia Less.

Artemisia L. es un género cosmopolita que se localiza predominantemente en las regiones septentrionales
del mundo como Norteamérica, Europa, Asia y Norte de Africa, y se extiende hacia el sur hasta los trépicos
donde la precipitacion pluvial anual es de 0-50 cm3 %10, Pertenece a la familia Compositae (Asteraceae)
que comprende cerca de 1,000 géneros y 20,000 especies divididas en 13 tribus. Dentro de dicha familia,
Artemisia esta incluida en la tribu Anthemideae y comprende por si misma varias especies distribuidas en
cuatro subgéneros (Abrotanum, Absinthium, Drancunculus y Seriphidium), el cual oscila entre 200 y 400,

de acuerdo con diferentes autores 917,

De acuerdo con el Herbario Nacional MEXUa, en nuestro pais existen 21 especies de plantas
pertenecientes al género Artemisia L., localizadas desde el centro y hasta el norte del pais, abarcando una
gran variedad de condiciones climdticas y de vegetacion. En el Cuadro 1, se enumeran dichas especies y

el estado donde se localizan.

2 [nvestigacion personal en las colecciones del herbario.
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Especies de Artemisia mexicanas

Especie

Localidad

Artemisia absinthium L.

Artemisia albula Wooten

Artemisia californica

Artemisia drancunculoides Pursh
Artemisia filifolia Torr

Artemisia frigida Wild

Artemisia franservides Greene
Artemisia graphaloides

Artemisia heterophylia Nutt
Artemisia klotzschiana Bess
Artemisia laciniata Wild

Artemisia ludoviciana Nutt var. sulcata
Artemisia ludoviciana ssp. albula
Artemisia ludoviciana ssp. mexicana Nutt
Artemisia ludoviciana ssp. tipica
Artemisia mexicana var. angustifolia
Artemisia palmeri (A. Gray)
Artemisia pringlei Greene

Artemisia redolens

Artemisia tridentata Nutt

Artemisia tridentata angustifolia Gray

Michoacéan
Coahuila

Baja California
Chihuahua, Baja California
Chihuahua

Nuevo Ledn
Chihuahua, Sonora
Chihuahua

Baja California
Hidalgo

Estado de México
Baja California
Baja California

Distrito Federal, Estado de México

Chihuahua
Hidalgo

Baja California
Nuevo Leon
Chihuahua
Baja California
Baja California

Cuadro |. Especies del género Artemisia que se encuentran distribuidas en México de acuerdo con Ruiz
1990 12y el Herbario Nacional MEXU.

2.1 Artemisia ludoviciana ssp. mexicana

Artemisia ludoviciana ssp. mexicana es una planta nativa de México distribuida en las regiones templadas
del Valle de México. Es conocida principalmente como estafiate y es una de las especies con mayor
difusion, siendo sus usos igualmente compartidos y coincidentes en las regiones donde se localiza. Su
empleo principal es para el tratamiento de padecimientos digestivos 13-4, En el Cuadro Il se mencionan

algunas de sus caracteristicas.
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Artemisia ludoviciana ssp. mexicana

Nombre cientifico:
Artemisia ludoviciana ssp. mexicana Nuttal (Willd) Keck
Artemisia mexicana Willd

Nombre comdin:
Estafiate, iztauhatl (sal amarga), ajenjo del pais, istafiate,
estayate, artemisa, altamiza, azumate.

Localizacion:
Principalmente en las regiones templadas del Valle de
México.

Caracteristicas:

Hierba muy aromatica de hasta un metro de altura, con ramas
blanquecinas y hojas divididas en tres, como listones
alargados. Las flores son amarillentas y como cabezuelas
abundantes. Habita en climas célido, semicdlido, semiseco y
templado. Se da en forma silvestre y esta asociada a la selva
tropical  caducifolia, subcaducifolia, —subperenifolia y
perennifolia; matorral xerdfilo y bosques mesoéfilo de montana, de encino y pino.

Usos en la Medicina Tradicional Mexicana:

Su principal empleo es contra padecimientos digestivos como pardsitos e infecciones intestinales,
célicos, disenteria y vomito. El tratamiento consiste en utilizar las ramas y otras plantas en cocimiento y
tomarse como agua de uso. También se ha recomendado contra la bilis, afecciones hepéticas, dolor de
cuerpo, inapetencia, reumatismo, mala digestion, gastritis, anginas, bronquitis y malestares del rifdn,
diabetes, irritacion de ojos, dolor de oidos, nervios, mareos y dolor de cabeza, esterilidad y problemas
menstruales.

Cuadro Il. Caracteristicas principales de Arfemisia ludoviciana ssp. mexicana 81411,
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3. Metabolitos secundarios del género Artemisia L.
El género Artemisia L. es fuente de una cantidad considerable de productos nuevos e interesantes desde el
punto de vista quimico y farmacologico. Muchos de estos metabolitos no han sido encontrados en otros

géneros por lo que algunos de ellos han sido considerados como marcadores taxonomicos .

En el Cuadro lll. Se resumen los principales metabolitos del género.

Principales metabolitos secundarios del género Artemisia L.

Trienos conjugados

Eteres enol espirocetales
Derivados del dehidrofalcarinona
Derivados del tiofeno
Aromaticos

> Acetilenos

> Coumarinas

Flavonas
Flavonoles
o Glicsidos de flavonas y flavonoles

> Flavonoides

¢
e  Monoterpenos
p
e Germacrandlidas
e Eudesmandlidas
e Lactonas o

\ < _ e (Guayanclidas
»  Terpenos e Sesquiterpenos < e  Otros esqueletos

Hidroperoxidos aciclicos
e No lactonas .
L e Compuestos ciclicos

\ » Terpenos mayores

»  Lignanos tipo sesamina

Fenolicos

Derivados de la acetofenona
Derivados del acido cinamico
Fenoxicromonas
Benzofuranos

»  Otros compuestos 1

Cuadro lll. Principales metabolitos secundarios encontrados en el género Artemisia L. °.
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3.1 Aceites esenciales.

Las plantas del género Artemisia L. producen una gran cantidad de compuestos terpénicos o terpenoides
en sus tricomas glandulares. Los componentes mas frecuentes derivan biogenéticamente del acido
mevalonico y se les cataloga como monoterpenos (isoprenoides C1o) y sesquiterpenos (isoprenoides Cis)
de bajos puntos de fusion. Otras clases de sustancias quimicas pueden estar presentes junto con los
terpenos como por ejemplo, los hidrocarburos aliciclicos y aromaticos con sus respectivos derivados
oxigenados, compuestos con azufre y fenilpropanoides; por ello, las propiedades fisicoquimicas de los
aceites esenciales son muy diversas. Estas mezclas complejas son las principales responsables del olor

caracteristico de las plantas 18-20,
Los aceites esenciales son comercialmente importantes como base de perfumes naturales y como

saborizantes de alimentos. Entre las familias de plantas particularmente ricas en aceites esenciales se

incluyen Compositae, Labiatae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae, Rutaceaey Umbelliferae 1°.

64 ¢

Limoneno a-Pineno B-pineno Mirceno 1,8-Cineol
OH
(0]
N
' w
(+)-Linalool Cinamaldehido

Figura 1. Ejemplos de sustancias presentes en los aceites esenciales en plantas del género Artemisia 821,
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3.2 Lactonas sesquiterpénicas.
Las lactonas son productos naturales cuyo esqueleto base estd formado por la union de 3 unidades de

isopreno (2-metil-1,3-butadieno) 2022, Sus constituyentes son biogenéticamente derivados del trans, trans-

farnesilpirofosfato (Figura 2). Su biosintesis se encuentra bien detallada en la literatura 723,

—_—
OoPP
OPP

cis, trans-FPP trans, trans-FPP

= e
Germacrano
“ \ Eudesmano
M ;?(5\
l \ Elemanano

l Guayano

= — (O

|
Eremofilano

Figura 2. Ruta biosintética de los principales sesquiterpenos base de las lactonas 1823,

Las lactonas sesquiterpénicas son generalmente incoloras, de sabor amargo, y estables. Su distribucion es
bastante esporadica, localizandose principalmente en la familia Compositae (Compuestas). En dicha
familia se encuentran en pelos secretores globulosos, en las hojas, en las bracteas de las inflorescencias,

en los aquenios y son escasas en los tallos y raices 8.
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De acuerdo con su estructura se ha clasificado a las lactonas sesquiterpénicas en 30-35 grupos, sin

embargo, la gran mayoria de las mismas se encuentran en 9 grupos principales (Figura 3) 7924,

%
0

Elemanolidos Bakendlidos

—>
O
0

Eudesmandlidos

§%

Eremofilandlidos

A
@)
@)

0]

0 Ambrosandlidos
Germacranglidos

<
0 0
0 0
Guayanolidos Xantanolidos
0
0
L Pseudoguayandlidos

Figura 3. Principales esqueletos carbociclicos de las lactonas sesquiterpénicas 8.
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La caracteristica principal e importante de las lactonas sesquiterpénicas es la presencia del anillo y-lactona
que puede estar cerrado hacia el carbono 6 ¢ hacia el carbono 8. Asimismo, presentan en muchos casos
un grupo o-metileno y la incorporacion de hidroxilos o hidroxilos esterificados. La forma glicosidica es rara

y algunas lactonas incorporan dtomos de halogenos o azufre 2.

3.2.1 Actividades biologicas de las lactonas sesquiterpénicas.

La gran diversidad de estructuras quimicas que presentan las lactonas sesquiterpénicas va acompanada
de un amplio espectro de actividades biologicas; esto ha hecho que las investigaciones sobre las
relaciones estructura-actividad de las lactonas sesquiterpénicas se incremente en numero. De ahi que los
resultados de dichas investigaciones se tornen muy interesantes y atractivas para aquellos grupos de
investigacion en el area de los productos naturales. En el Cuadro IV, se presentan algunas lactonas

sesquiterpénicas con su correspondiente actividad bioldgica.

Actividades bioldgicas de algunas lactonas sesquiterpénicas.
La.ctone’l . Fuente vegetal Estructura ,'\.cuyl(.jad,, Referencia
sesquiterpénica biolégica

Bakkenolida A Petasis albus 1 A 274

1
Helenalina Helenium autumnale 2 A B.H 24

25
Partenina Parthenium hysterophorus 3 A,.C,HO gg
Xantatina Xanthium pennsylvacum 4 B, C 24
Mikanolida Mikania monogasensis 5 B, C 24
Cnicina Cnicas benedictus 6 B 24
Pseudovalina Inula sp. 1 C 24
Partendlida Tanacetum vulgare 8 B 24
Saurina Saussurea sp. - D 24
Sauripina Saussurea sp. - D 24
Qinghaosu Artemisia annua 9 E ;71
Eremantina Eremanthus elaegnus - F 7
Constundlida Eremanthus elaegnus 10 F.O 7
Alantolactona Inula helenium 11 C.GHJKO gg
Isoalantolactona Inula helenium 12 C.HJK 26
o-Santonina Artemisia sp. 13 G H 274

Cuadro IV. Actividades bioldgicas de algunas lactonas sesquiterpénicas y su fuente natural.
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La.cton? . Fuente vegetal Estructura A.ctlyu_jad* Referencia
sesquiterpénica bioldgica
Canina Artemisia cana 14 H 274
24
Coronopilina Iva xanthifolia 15 C,H N 25
26
Inulicina Inula japonica 16 I 24
Amaralina Helenium amarum 17 L 24
Enhidrina Enhydra fluctuans 18 K 24
Damsina Pennisetum hysterophorus 19 M 24
Ridentina Artemisia sp. 20 A 7
Arteglasina A Artemisia douglasiana 21 A O 7
Vulgarina Artemisia vulgaris 22 A 7
Arbusculina A Artemisia tridentata 23 N 7
. Artemisia tridentata
Achillina Artemisia ludoviciana 24 N !
* Actividades bioldgicas:

A. Citotoxica y antitumoral. F. Antieschistosomicida. K. Antihipertensiva.

B. Antibacteriana. G. Antihelmintica. L. Analgésica.

C. Antimicotica. H. Insecticida. M. Anticolinérgica.

D. Amebicida. . Estimulante del SNC. N. Efecto toxico en plantas.

E. Antimaldrica J. Expectorante. 0. Dermatitis en humanos.

Cuadro IV (Continuacion). Actividades bioldgicas de algunas lactonas sesquiterpénicas y su fuente natural.

1. Bakkendlida A
(Petasis albus)

I||Q
5 - I.|IO

o’

0

5. Mikandlida
(Mikana monogasensis)

HO

2. Helenalina
(Helenium autumnale)

6. Cnicina
(Cnicas benedictus)

Figura 4. Estructuras de lactonas sesquiterpénicas con actividad biologica.

3. Partenina
(Parthenium hysterophorus)

7. Pseudovalina
(Inula sp.)

4, Xantatina

8. Partendlida
(Tanacetum vulgare)

(Xanthium pennsylvacum)
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0 0
0 0 0
9. Qinghaosu 10. Constundlida 11. Alantolactona 12. Isoalantolactona
(Artemisia annua) (Eremanthus elaegnus) (Inula helenium) (Inula helenium)

H - 0
CHCOO "5
0
13. a-Santonina 14. Canina 15. Coronopilina 16. Inulicina
(Artemisia sp.) (Artemisia cana) (Iva xanthifolia) (Inula japonica)
E OH
H H
Q (D) <
- 0
HO 0
17. Amaralina 18. Enhidrina 19. Damsina 20. Ridentina
(Helenium amarum) (Enhydra fluctuans) (Pennisetum hysterophoruss) (Artemisia sp.)

0 0
21. Arteglasina A 22. Vulgarina 23. Arbusculina A 24. Achillina
(Artemisia douglasiana) (Artemisia vulgaris) (Artemisia tridentata) (Artemisia tridentata)

Figura 4 (Continuacion). Estructuras de lactonas sesquiterpénicas con actividad biologica.
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Estas actividades biologicas son generalmente el resultado de la reaccion de las lactonas sesquiterpénicas
con los grupos tioles de compuestos de vital importancia, tales como la cisteina y el glutation (Figura 5).
Cabe senalar que los estudios realizados hasta el momento sobre las estructuras quimicas y la actividad
biologica de dichos compuestos no han permitido llegar a una generalizacion sobre la relacion estructura-
actividad. Esto se debe a que existen otros grupos funcionales tales como epoxidos, hidroxilos,
clorhidrinas, cetonas insaturadas u O-acilos en la molécula, ademas del grupo a-metilen-y-lactona, del
cual se sospecha que es responsable de muchas de las actividades de estas sustancias. Asimismo, deben
de ser consideradas las diferencias fisiologicas y bioquimicas de los organismos que son utilizados en

dichas investigaciones 7:2.

=
NN
—_—
2 Cisteina
s— Cisteina
Vernoleptina Cisteina
H ' Cisteina—S H =
—_—
Cisteina
Tenulina
H : Glutation—S :
_—
2 Glutation

Helenalina

Glutation

Figura 5. Reaccion de algunas lactonas sesquiterpénicas con nucledfilos bioldgicos a través
de una reaccion de Michael 27.
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Recientemente se ha encontrado el mecanismo de accion de la actividad antiinflamatoria de algunas
lactonas sesquiterpénicas. Se ha demostrado que la helenalina, 11, 13-dihidrohelenalina
chamissondlida, inhiben selectivamente la activacion del factor de transcripcion NF-kBP en respuesta a
cuatro estimulos diferentes en células T, células B y células epiteliales. Esta actividad estd mediada
quimicamente por los carbonilos o, -insaturados (o-metilen-y-lactona, ciclopentanona c,B-insaturada) y
por la conformacion del esqueleto carbociclico base (la conformacion de bote es menos activa que la
conformacion de silla). Estas lactonas sesquiterpénicas son los primeros agentes antiinflamatorios que

ejercen su efecto inhibiendo directamente la activacion del factor de transcripcion NF-xB 28-29,

H H

Helenalina 110-13-dihidrohelenalina Chamissondlida

Figura 6. Estructuras de lactonas sesquiterpénicas antiinflamatorias que inhiben la activacion del
factor de transcripcion NF-kB 28-29,

° I factor de transcripcion NF-kB es un mediador central de la respuesta inmune humana. Regula la transcripcion de varias citocinas
inflamatorias, tales como las interleucinas 1, 2, 6 y 8 y TNF-a (factor necrctico tumular), también como genes que codifican para
ciclooxigenasa Il, 6xido nitrico sintasa, inmunorreceptores, moléculas de adhesicén celular, factores de crecimiento hematopoiético y receptores
del factor de crecimiento. La inhibicion farmacologica de NF-kB atenua sustancialmente procesos inflamatorios 2829,
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3.3 Flavonoides.

Los flavonoides son pigmentos responsables de la coloracion de numerosas hojas, flores y frutos que
poseen 15 atomos de carbono, con un esqueleto Ce-C3-Cg, €s decir, dos anillos bencénicos unidos por una

cadena de 3 carbonos '8. De esta manera se pueden distinguir tres estructuras basicas (Figura 7).

Flavonoides Isoflavonoides Neoflavonoides

Figura 7. Estructuras bésicas de los flavonoides.

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos entre las plantas y se pueden encontrar tanto en
forma libre como en glucdsidos, estos ultimos son los responsables de las coloraciones, mientras que las

agliconas se encuentran en los tejidos lefosos 9.3,

El término flavonoide incluye a diferentes grupos muy diversos, las estructuras de dichos grupos se

muestran en la Figura 8.

R=H Flavonas Flavanonas Chalconas
R=0OH Flavonoles

+ ()

o o O_
AN

® I

OH

(0]
R
R=H 3-flavanoles Flavilios Auronas
R=0OH 3,4-flavandioles

Figura 8. Diferentes grupos de flavonoides 8.
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Los flavonoides presentan una amplia variedad de actividades bioldgicas entre las que se pueden

mencionar:

Actividad antioxidante y protectora de radiaciones solares 31.
Inhibidores enzimaticos 32.

Disminucion de la permeabilidad y fragilidad capilar 32.
Actividad antibacteriana 34-35,

Actividad antifungica .

Actividad citotdxica 37-38,

Potenciacion de la actividad antimaldrica de la artemisinina 3.
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4. Actividades bioldgicas de plantas y metabolitos del género Artemisia L.

Las plantas del género Artemisia son arométicas amargas ricas en metabolitos secundarios. Este género, a
través de la historia ha sido fuente de medicamentos tradicionales, especies, condimentos y repelentes de

insectos. Actualmente son fuentes de materias primas para la industria farmacéutica, alimenticia y de

fragancias. En ésta ultima se estudian intensamente los terpenoides 2'.

En el Cuadro V, se enlistan las actividades bioldgicas de diversas especies del género Artemisia, asi como

las sustancias o extractos responsables.

Actividades bioldgicas de plantas y metabolitos del género Artemisia L.

Actividad bioldgica Especie Responsable de la actividad Referencia
Artemisinina y derivados
.. 27
Artemisia annua Artemether 40
Arteannuina
Antimaldrica Extracto cloroférmico
- Isofraxidina
Artemisia abrotanum o ) ) 4
Acetato de 1(S*)-hidroxi-ai-bisaboloxido
A
Artemisia cana Canina 7
Vulgarina
Artemisia vulgaris o-Santonina 7
Ridentina
Artemisia douglasiana Arteglasina A 1
) o Artemisia ludoviciana Ludovicina A 1
Antitumoral y citotoxica -
. ) Vulgarina
Artemisia canariens . 42
Tabarina
Artemisia absinthium Artemisetina 40
Artemisia xanthocroa Eter 7-metilico de Eridictiol 40
Artemisia sieversiana Artem|set|ng 40
Chyosplentina
Extracto de flores
Artemisia capillaris Carpilartemisina A 40
Incremento del flujo biliar Carpilartemisina B
Artemisia scoparia p-Hidroxiacetofenona 10

Escoparona

Cuadro V. Actividades bioldgicas de plantas y metabolitos del género Artemisia L.
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orientalis

Actividad biologica Especie Responsable de la actividad Referencia
Artemisia vulgaris Extractos de diferentes polaridades 40
Artemisia monosperma Aceites esenciales 43
P 3-Metil-3-fenil-1,4-pentadieno
- Artemisia kurramensis Aceites esenciales 40
Insecticida —
Artemisia capillaris Cariofileno 21
Epoxido de cariofileno
Artemisia borealis Poliacetilenos 44
Artemisia absinthium Extractos de diferentes polaridades 45
Artemisia vachanica Extracto etanol/agua 40
. . Artemisia coufifolia Extractos de diferentes polaridades 40
Anoréxica en insectos -
. o Fenoléteres
Artemisia capillaris . 46
Metileugenol
Repelente de insectos Artemisia vulgaris a-Pineno 21
Terpenen-4-ol
Estimulacion del apetito en L Fracciones hexdnicas
. Artemisia princeps . o 47
insectos Fracciones alcoholicas
. Artemisinina 10
Artemisia annua . . 21
Acido arteannuico 48
Artemisia vulgaris Metabolitos hidrofilicos 40
At . Achillina
Alelopatica Artemisia sp. . . 21
Aceites esenciales
Artemisia capillaris Capileno 49
Artemisia princeps var. Aceites esenciales 50
orientalis Extracto acuoso 51
Artemisia herbalba Aceites esenciales gg
Artemisia nilagirica Aceites esenciales 40
Artemisia nilagirica Aceites esenciales 40
Artemisia pallens Aceites esenciales 40
Artemisia vulgaris Aceites esenciales 40
- . . . 40
. . Artemisia parviflora Aceites esenciales
Antibacteriana p o4
Artemisia monosperma Flavonas y alcaloides 40
Artemisia haplophila Aceites esenciales 40
Artemisia maritima Aceites esenciales 54
Artemisia moorcroftiana Aceites esenciales 54
Artemisia roxburghiana Aceites esenciales 54
An_‘em/S{a princeps var. Aceites esenciales 50
orientalis
. o Chysoeriol
oo g : 40
Artemisia sublessingiana 5,7,4'-Trihidroxi-6,3"-dimetoxiflavona
Artemisia nilagirica Aceites esenciales gg
Artemisia monosperma Flavonas y alcaloides 40
o Artemisia vestita Aceites esenciales 40
Antimicotica Artemisia coerulescens Extracto hexanico 40
Artemisia drancunculus Aceites esenciales 54
Artemisia parvifiora Aceites esenciales 54
Artemisia scoparia Aceites esenciales 54
Artemisia princeps var. Aceites esenciales 50

Cuadro V (Continuacion). Actividades bioldgicas de plantas y metabolitos del género Artemisia L.
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inhibidores de proteinasas

Actividad bioldgica Especie Responsable de la actividad Referencia
Antiviral Artemisia parviflora Extractos de diferentes polaridades 40
Artemisia princeps Fracciones de polisacdridos 56
Fenilpoliacetilenos
Anticomplemento - . iofi
P Artemisia capillaris Car!oflleno 40
Metileugenol
Acetato de boronilo
Extracto metandlico
Antihepatotoxica Artemisia capillaris Eupatolitina 57
Arcapillina
. . Artemisia absinthium Extracto etandlico 58
Anticonceptiva — -
Artemisia scoparia Escoparona 40
Hipotensiva Artemisia scoparia Escoparona 40
Artemisia capillaris Extractos de hojas y tallo 40
Antihelmintica Artemisia sieversiana Extracto de flores 40
Artemisia absinthium Tujona 40
Antidiabética Artemisia abyssinica Decoccion acuosa 59
Artemisia herbalba Extracto acuoso 60
Antiadherente de células al . o Extracto_m_etanollco
o Artemisia capillaris Ramnocitrina 40
vidrio I
Capillarina
Anticoagulante Artemisia herbalba Acido galacturénico / Ramnosa 40
Anticonvulsiva Artemisia vulgaris Extracto acuoso 40
- o Extracto etandlico
. . 61
A Artemisia absinthium 24-etilcolesta-7,22-dien-3, 3-ol
Antipirética -
- o-Santonina
Artemisia coerulesens . 62
B-Santonina
Analgésica Artemisia capillaris Escoparona 40
Relajante del musculo liso Artemisia absinthium Absintina 40
A“”.‘e““’ en el nivel de Artemisia sieversiana Extracto etandlico 40
corticosterona
Estmulaqpn de a Artemisia parviflora Extracto acuoso 40
germinacion
D|sm|nug|9n de la . Artemisia paniculata Flavonoides 40
permeabilidad capilar
Antiinflamatoria Artemisia capillaris Escoparona 40
Artemisia princeps Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico 63
Inhibicion de la princep Acido 4,5-di-O-cafeoilquinico
eroxidacion de lipidos - i -di-O- ilquini
P P Artemisia montana Ac!do 35 d! 0 cafeo!lqu!n!co 63
Acido 4,5-di-O-cafeoilquinico
Induccion de la sintesis de Artemisia tridentata Metiljasmonato 64

Cuadro V (Continuacion). Actividades biologicas de plantas y metabolitos del género Artemisia L.
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OBJETIVO

El objetivo del trabajo fue:

Realizar estudio quimico de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana colectada en dos lugares diferentes (San
Rafael, Tlalmanalco, Estado de México y San Pedro Atocpan, Milpa Alta, D.F.), con el objeto de determinar
si la composicion quimica de especie varia con respecto a las condiciones ambientales en la cual crece y
asimismo, explorar si poseen sus extractos crudos actividad antimicrobiana o actividad toxica en Artemia

salinay si estas son diferentes entre las plantas.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. Andlisis quimico.

a) Artemisia ludoviciana ssp. mexicana (San Rafael).

Artemisia ludoviciana ssp. mexicana fue colectada en el bosque de pino en los alrededores de San Rafael
Tlalmanalco, Estado de México el 7 de septiembre de 1996. Inmediatamente después, el material vegetal
fue secado a la sombra y a temperatura ambiente. Una vez seco el material vegetal, se procedio a la
obtencion de los extractos crudos de acuerdo con el Diagrama 1. Una muestra del material fue enviada al

Herbario Nacional MEXU en donde el vegetal colectado fue identificado por el Biol. Osvaldo Téllez.

Del extracto etandlico de las partes aéreas, se tomo una alicuota de 229 gramos en peso seco; la cual
fue fraccionada por cromatografia en columna por elucion a vacio con mezclas de n-hexano y acetato de
etilo de polaridad creciente y utilizando Silica Gel 60G (450 g) como fase estacionaria. Se obtuvieron un
total de 867 fracciones de 500 mL cada una, de donde se aislaron y caracterizaron las siguientes

sustancias:

® Después de sucesivas cromatografias de las fracciones 109-169(231-267) eluidas con una mezcla de
r-hexano-acetato de etilo (8:2) y n-hexano-acetato de etilo (6:4) respectivamente, se aislé una sustancia
cristalina, la cual fue purificada mediante recristalizacion por par de disolventes (acetona:n-hexano);
obteniéndose 14.7 mg de cristales rémbicos transparentes con punto de fusion de 206-208 °C. La
sustancia se identificé como la Ludovicina A, con base en los datos espectroscopicos de RMN'H y
COSY.

e De las fracciones 170-190 y 191-232 eluidas con una mezcla de r+hexano-acetato de etilo (8:2), fue
aislado un sdlido blanco que cristalizd espontaneamente. Esta sustancia fue purificada mediante una
recristalizacion por par de disolventes (acetato de etilo:/+hexano), obteniéndose 853.4 mg de un sélido
cristalino de punto de fusion de 193-195 °C, por ello dicha sustancia fue caracterizada e identificada
como la Arglanina, con base a sus propiedades fisicas, espectroscopicas y espectrométricas y por

comparacion con una muestra auténtica estandar.
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e De las fracciones 109-169(466-510) eluidas con una mezcla de n-hexano-acetato de etilo (8:2) en
ambas cromatografias, fue identificada por medio de comparacion en CCF con una muestra auténtica a

la Armefolina.

e De las fracciones 325-396(116) eluidas con una mezcla de r-hexano-acetato de etilo (7:3) en ambas
cromatografias, fue aislada después de sucesivas cromatografias, una sustancia en forma de agujas
blancas. Esta fue purificada mediante recristalizacion por par de disolventes (acetato de etilo:/hexano);
de donde se obtuvieron 8.6 mg de un sélido cristalino amorfo, cuyo punto de fusion fue de 206-207 °C.
Esta sustancia fue caracterizada por técnicas espectroscopicas y espectrométricas, como la

Armexifolina.

Del extracto diclorometanico de las partes aéreas, se tomo una muestra de 142 g en peso seco, la cual
fue fraccionada por cromatografia en columna por elucion a vacio con mezclas de n-hexano y acetato de
etilo de polaridad creciente y utilizando Silica Gel 60G (300 g) como fase estacionaria. De dicha
fraccionacion se obtuvieron 1405 fracciones de 400 mL cada una y, se aislaron y purificaron las siguientes

sustancias:

e De las fracciones 304-351 y 416-438 eluidas con una mezcla de n-hexano-acetato de etilo (8:2) se aislo
una sustancia cristalina blanca de punto de fusion de 197-200 °C y se recristalizé6 por medio de -

hexano:acetato de etilo obteniendo 167.7 mg, dicha sustancia fue identificada como Arglanina.

® De las fracciones 288-303 y 352-382 eluidas con una mezcla de r-hexano-acetato de etilo (8:2) se aislo
una mezcla de sustancias cuyo analisis indico la composicion de la mezcla como Arglanina y
Ludovicina A, de esta ultima se aislaron 21 mq al recristalizar con n-hexano:acetato de etilo un punto
de fusion de 205-207 °C.

e De las fracciones 495-510 y 479-526(104-137) eluidas con una mezcla de n-hexano-acetato de etilo
(7:3) y eluidas con una mezcla de r+hexano-acetato de etilo (8:2) respectivamente, se aislo un sélido

cristalino blanco con un punto de fusion de 207-208 °C que al cristalizarlo en rhexano:acetato de etilo
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se obtuvieron 4.1 mg. Esta sustancia fue identificada como la Armexifolina por comparacion de sus

propiedades espectroscopicas Y fisicas con la aislada en el extracto etanolico.

e De las fracciones 439-478 eluidas con una mezcla de r-hexano-acetato de etilo (7:3) se obtuvieron 8.2
mg de un salido cristalino con un punto de fusion de 203-205 °C que se identificé por comparacién con
una muestra auténtica obtenida del extracto diclorometénico de A. /udoviciana colectada en Milpa Alta,

como la Achillina.

e De las fracciones 288-303(104) eluidas con una mezcla de r+hexano-acetato de etilo (8:2) en ambas
cromatografias, se aislé un solido amarillo pélido. Esta sustancia se purifico por medio de
recristalizacion por par de disolventes (n-hexano:acetato de etilo), obteniéndose 10.1 mg con un punto
de fusion 261-263 °C. Esta sustancia se identifico como la Artemetina con base a sus propiedades

espectroscopicas y espectrométricas.
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[ Colecta de los materiales vegetales. |

Clasificacion del material vegetal por el Secado del material vegetal a la sombra
Herbario Nacional MEXU. y temperatura ambiente.

I
Maceracion de las partes aéreas

(hojas vy tallos).

Extraccion
sélido-liquido a
temperatura ambiente
con hexano
I ]
Extracto Material vegetal
hexanico residual
| Extraccion
sélido-liquido a
temperatura
ambiente con
diclorometano.
I
Extracto Material vegetal
diclorometanico residual
| Extraccion
solido-liquido a
temperatura
ambiente con etanol.
I ]
Extracto Material vegetal
etanolico residual
| |
Aplicacion de las diversas técnicas Realizacion de pruebas
cromatograficas (en columna y en capa fina) a antimicrobianas y toxicologicas
una alicuota del extracto crudo. a los extractos crudos.

]

Aplicacion de las técnicas de separacion y
purificacion de los diferentes metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en las
diferentes fracciones.

]

Aplicacion de la técnicas espectrométricas y
espectroscopicas, asi como la determinacion de
sus propiedades fisicas para elucidacion
estructural e identificacion de los metabolitos
secundarios.

]

Realizacion de pruebas antimicrobianas y
toxicoldgicas a las sustancias aisladas.

Diagrama 1. Diagrama de bloques que muestra el procedimiento sequido para la elaboracion de los extractos a partir de
cada uno de los vegetales colectados.
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b) Artemisia ludoviciana ssp. mexicana (Milpa Alta).

Artemisia ludoviciana ssp. mexicana fue colectada a 50 m al norte de la carretera La Cruz-Loma Bonita en
San Pedro Atocpan, Milpa Alta, D.F., en septiembre de 1996. EI material vegetal colectado fue secado a la
sombra y temperatura ambiente para posteriormente obtener los diferentes extractos crudos de acuerdo

con el Diagrama 1.

Del extracto diclorometanico de las partes aéreas se tomd una muestra de 274 g en peso seco. Esta
muestra fue fraccionada por cromatografia en columna por elucion a vacio con mezclas de n-hexano y
acetato de etilo de polaridad creciente y utilizando Silica Gel 60G (560 g) como fase estacionaria,
obteniendo 426 fracciones de 600 mL cada una. Las siguientes sustancias fueron aisladas vy

caracterizadas:

e De las fracciones 141-159 obtenidas al eluir la columna con r-hexano:acetato de etilo (93:7) y de la
recromatografia de las fracciones 95-140 obtenidas con r~hexano:acetato de etilo (95:5), se aislaron
46.7 mg de un sélido cristalino con un punto de fusion de 103-104 °C. Esta sustancia fue caracterizada

por medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas como la Estafiatina.

e En las fracciones 188-217 obtenidas al eluir con r-hexano:acetato de etilo (85:15) se obtuvieron 19.1
mg de un sélido cristalino con un punto de fusion de 203-205 °C. Dicha sustancia fue caracterizada
como la Achillina de acuerdo a la informacion proporcionada por las técnicas espectroscopicas y

espectrométricas.

® De las fracciones 279-309 eluidas con r-hexano:acetato de etilo (8:2) se obtuvieron 27.2 mg de un
solido cristalino amarillo con punto de fusion de 237-238 °C, el cual fue caracterizado por técnicas

espectroscopicas y espectrométricas como la Eupatilina.

e Al tratar las fracciones 279-309 con diazometano en éter etilico, se obtuvieron 36.3 mg de un sélido
cristalino amarillo-verdoso con un punto de fusion de 183-186 °C. De acuerdo a técnicas

espectroscopicas se caracterizo dicha sustancia como 5-hidroxi-3',4’,6,7-tetrametoxiflavona.
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® A partir de las fracciones 528-651, obtenidas a eluir con n-hexano:acetato de etilo (1:1) se obtuvieron
327.6 mg de un solido blanco cristalino con un punto de fusion de 199 °C, caracterizada como la

Ridentina por medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

c) Aceites esenciales

Se realiz6 una destilacion por arrastre con vapor al material fresco recién colectado de Artemisia

ludoviciana ssp. mexicana, colectada tanto en San Rafael, Tlalmanalco como en San Pedro Atocpan, Milpa

Alta en septiembre de 1998, para obtener sus respectivos aceites esenciales.

A los aceites esenciales obtenidos se les realizd el bioensayo de toxicidad en Artemia salina L. y pruebas

antimicrobianas.
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2. Evaluaciones biologicas.

a) Bioensayo de toxicidad en Artemia salina 666,

Preparacion de las muestras. Las muestras fueron preparadas disolviendo 20 mg del extracto o sustancia
en 2 mL de disolventec. De esta solucion se transfirieron 5, 50 y 500 pL a viales de 20 mL, utilizando 3
viales por dilucion. Ademas, se agregaron 500 uL del disolvente utilizado a un vial que funcioné como
blanco. Las muestras se dejaron evaporar 48 horas antes de iniciar el bioensayo. Las concentraciones

finales de cada dilucion fueron 10, 100 y 1000 pg/mL.

Preparacion de las larvas de Artemia salina L. 50 mg de huevecillos de Artemia salina L. marca Neptune
se colocaron en la parte oscura de la pecera para tal propésito (Figura 9), que contenia 600 mL de agua de
mar artificial con aeracion ligera continua. Después de 48 horas las larvas fototropicas fueron colectadas y

empleadas para el desarrollo del bioensayo.

Bioensayo. A los viales que contenian las muestras, se les agreg6 200 uL de DMSO¢? y 1.5 mL de agua
de mar artificial. Posteriormente, se adicionaron 10 larvas a cada vial y se aforaron a un volumen de 5 mL.
El blanco fue tratado de igual manera. Los viales fueron mantenidos bajo iluminacion y las larvas
sobrevivientes fueron contadas después de 24 horas. Se determinaron los porcentajes de larvas muertas
para cada dosis y blancoe y se calculd la concentracion letal media (CLsp) mediante un programa de

computo que utiliza el andlisis probit 6566,

Figura 9. Pecera adaptada para el bioensayo en Artemia salina L.

° En cada extracto se utilizo el disolvente con el que fue preparado.

4 EI DMSO se utiliza para disolver completamente el extracto debido a que es el disolvente menos toxico para la A. safina L. 67

¢ En los casos donde hubo muertes en el control, los datos fueron corregidos utilizando la formula de Abbott: %muertes = [(prueba - control) /
control] x 100 66,
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b) Evaluacion antimicrobiana por el método de Mitscher 67,

Preparacion de los microorganismos. Los microorganismos, mantenidos en agar de soya tripticaseina,
se inocularon en caldo de soya tripticaseina. Después de una incubacion de 24 horas, los cultivos fueron
diluidos 1:100 con 9.9 mL de solucion salina estéril al 0.9 % y 0.1 mL de los cultivos. Esta ultima dilucion es
la que se utilizé en el bioensayo. Los ocho microorganismos utilizados fueron: Salmonella typhi (ATCC
6539), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231), Pseudomonas aeroginosa (ATCC
25619), Sthaphylococcus aureus (ATCC 6538p), Escherichia coli (ATCC 10536), Micrococcus luteus
(ATCC 934) y Streptococcus faecalis (ATCC 10741).

Preparacion de las muestras. Se pesaron 20 mg de extracto y se colocaron en un vial, posteriormente, se
agregaron 0.2 mL de Tween 80 y 0.8 mL de solucion salina estéril al 0.9 %. Finalmente la mezcla se agit6

hasta disolver completamente la muestra.

Esta dilucion se mezclo asépticamente, con 38 mL del medio AST a 50 °C y se vacio en partes iguales a
dos cajas Petri estériles. Una vez solidificado el medio se incubaron a 37 °C por 24 horas para realizar la

prueba de esterilidad.

En el control positivo se utilizo el sulfato de estreptomicina como muestra y en el control negativo se utilizo

solamente la mezcla de 0.2 mL de Tween 80 y 0.8 mL de solucién salina estéril al 0.9 %.

Bioensayo. Los microorganismos fueron sembrados por medio de la técnica de estria en patron radial

(Figura 10), utilizando los ocho microorganismos por caja Petri 6768,

Figura 10. Esquema que muestra la forma en que se siembran los diferentes
microorganismos en las cajas Petri, cada patron radial es un
microorganismo diferente.
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Una vez inoculadas las cajas Petri se incubaron a 37 °C por 24 horas. Al término de la incubacion, los
resultados se leyeron de la siguiente manera:

e Aquellos microorganismos a los que hubo una inhibicion total del crecimiento se consideran
inhibidos y al extracto se considera activo contra dicho microorganismo a la concentracion
utilizada.

e Aquellos microorganismos a los que no hubo una inhibicion del crecimiento se consideran no
inhibidos y al extracto se considera inactivo contra dicho microorganismo a la concentracion
utilizada.

e Aquellos microorganismos a los que no hubo una inhibicion del crecimiento pero su crecimiento fue
menor al crecimiento obtenido en el blanco, se consideran no inhibidos y al extracto como poco

activo contra dicho microorganismo a la concentracion utilizada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Artemisia ludoviciana ssp. mexicana colectada en San Rafael Tlalmanalco, Estado de

México

Extracto etandlico.

De las fracciones 191-223 eluidas con una mezcla de n-hexano-acetato de etilo (8:2), se aislo un solido en
forma de agujas blancas de punto de fusién 193-195 °C. En su espectro de EM(IE), presenta un i6n
molecular a m/z 262 (19 %) adecuado para una formula molecular CqsH1g04 con siete grados de

insaturacion (Q = 7), y que se corrobor6 con el andlisis espectroscopico que a continuacion se describe.

En su espectro de IR (espectro 1) se observa en 3459 ¢cm' una banda fina que indica la presencia de un
grupo hidroxilo; mientras que en 1748 y 1670 cm' se observan dos bandas correspondientes al grupo

carbonilo de una o-metilen-y-lactona y para una cetona o, -insaturada -0 respectivamente.

En su espectro de RMN'H (espectro 2), se visualiza en & 4.15 una senal triple (1H, J = 11 Hz)
caracteristica de H-6, el cual se acopla con una senal doble ubicada en & 2.57 (1H, J = 11 Hz) que
corresponde al hidrogeno de la posicion cinco (H-5). El valor de la constante de acoplamiento (J = 11 Hz),
sugiere que la fusion de los anillos A'y B es trans (trans-decalina). Asimismo, se observa una senal mdiltiple
en 8 2.51 (1 H, J = 11 Hz) que se acopla con H-6 y que se puede asignar a H-7, lo cual indica que se trata
de una y-lactona cerrada en la posicion 6 con una fusion trans (H-6PBax - H-7owax) 7' como se observa en la

figura 11.

Jss=Jo7=11Hz

Figura 11. Disposicién espacial de los hidrégenos H-5, H-6 y H-7.
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Ademas se observan dos senales simples que aparecen en § 1.23 (s, 3H) y 8 1.57 (s, 3H) para los metilos

14 y 15 respectivamente.

Las senales correspondientes a los hidrégenos geminales del doble enlace exociclico de la y-lactona, se
observan en § 6.17 (d, 1H, J = 3 Hz) para H-13b y 8 5.52 (d, TH, J = 3 Hz) para H-13a. La diferencia en
desplazamiento quimico entre H-13b y H-13a es debido al efecto de anisotropia generado por el grupo

carbonilo de la lactona sobre el H-13b 7273 (figura 12).

© Corriente paramagnética

@ Corriente diamagnética

Figura 12. Posicion de los hidrégenos H-13ay H-13b y efecto de anisotropia sobre H-13b.

Las senales dobles centradas en & 6.63 (1H, J = 10.5 Hz) y & 5.92 (1H, J = 10.5 Hz) ponen de manifiesto
un sistema AB, que corresponde a la cetona o,f-insaturada que es confirmada en su espectro de IR.
Dicho grupo funcional se ubica en el anillo A del esqueleto base, por lo que dichas senales se asignaron a
H-3 y H-2 respectivamente. Ademds, el desplazamiento a campo bajo del CHs-15, indica su posicion

geminal al grupo hidroxilo. De esta manera se establece la estructura parcial de la figura 13.

Figura 13. Estructura parcial de la sustancia obtenida de las fracciones 191-223.

Este analisis, mas la comparacion de los datos descritos con los informados en la literatura 127476,

permitieron establecer la identidad de la sustancia como la Arglanina.
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Figura 14. Arglanina.

De las fracciones 109-169 eluidas con una mezcla de n-hexano-acetato de etilo (8:2). Se tomo una alicuota
de 13.71 gramos, la cual fue recromatografiada en columna; obteniéndose en las fracciones 231-267,
eluidas con una mezcla de rhexano-acetato de etilo (6:4), una sustancia cristalina transparente de punto

de fusion 206-208 °C.

En su espectro de IR, muestra en 3532.3 cm' una banda que indica la presencia de un grupo hidroxilo y en

1797.9 cm™ la banda correspondiente a un grupo carbonilo de una y-lactona.

En su espectro de RMN'H (espectro 4), se observan las senales caracteristicas de una lactona
sesquiterpénica con esqueleto de eudesmano: a & 4.09 (da, TH, J = 11, 12 Hz) la senal de H-6, la cual, de
acuerdo con el espectro COSY (espectro 5) interacciona -se acopla- con H-5 y H-7, los cuales aparecen en
8233 (d TH, J =12 Hz) y 8 2.43 (m, 1TH) respectivamente. La constante de acoplamiento indica,
nuevamente, la fusion trans de la lactona. Asimismo, las senales en & 1.35 (s, 3H) y & 0.81 (s, 3H)
corresponden a CHz-15 y CHz-14, mientras que en & 5.93 (@, TH, J = 3 Hz) y 6 5.51 (d, 1H, J = 3 Hz) se

observan las senales a H-13b y H-13a del doble enlace exociclico, confirman la estructura base propuesta.

La senal que resuena en 3 4.41 corresponde al hidrégeno del grupo hidroxilo, esto se comprueba cuando

se equilibra con D,0 (espectro 6), donde dicha senal desaparece.

La senal en § 3.15 (4 TH, J = 5 Hz) corresponde, por su desplazamiento quimico, a un hidrégeno geminal a
un grupo hidroxilo, lo cual queda de manifiesto al observar el espectro COSY, en donde se observa

claramente la interaccion del hidrégeno del grupo hidroxilo (3 4.41) con el hidrégeno del C-1.
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Por otro lado, se observa en & 2.82 una senal doble (J = 5 Hz) que integra para un hidrégeno que por su
desplazamiento quimico puede ser asignado a un hidrégeno base de un epoxido. Mientras que la senal

multiple en & 2.14 fue asignada al hidrégeno H-2ctec, como se muestra en la figura 15.

5198 H CH,
CH; H

82.14
52.82 H:

OH
0] H

Figura15. Estructura parcial de la sustancia obtenida de las fracciones [109-169(231-267)].

El andlisis anterior y la comparacion de los datos experimentales con los informados en la literatura 1277,

confirman la identidad de la sustancia como la Ludovicina A.

Figura 16. Ludovicina A.

De las fracciones 466-501 obtenidas con una mezcla de hexano-acetato de etilo (1:1), de la
recromatografia de las fracciones 109-169, se identificé una sustancia que debido a la cantidad obtenida no
se pudo analizar espectroscopicamente, razon por la cual se identifico mediante comparacion directa en

cromatografia en capa fina con una muestra estandar de Armefolina, 1a cual resulto tener el mismo R
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Figura 17. Armefolina.

De las fracciones 325-396 eluidas con una mezcla de hexano-acetato de etilo (7:3), se tomo una alicuota
de 4.04 gramos, la cual fue recromatografiada en columna. En la fraccion 116 eluida con idéntica polaridad,

se obtuvo un sélido en forma de agujas blancas cristalinas, cuyo punto de fusion fue de 206-207°C.

En su espectro de EM(IE), presenta un ién molecular a m/z 262 (95.8 %) que es adecuado para una
formula molecular C1sH1g04 ( = 7). En su espectro de IR (espectro 7), se observa una banda en 3618.7
cm™ que indica la presencia de un grupo hidroxilo. Mientras que las bandas observadas en 1774.3 y
1674.0 cm indican la presencia de un grupo carbonilo que forma parte de una y-lactona y de una cetona

o, B-insaturada.

En su espectro de RMN™C (espectro 8) en desacoplamiento total, se observan 15 senales, que por su
desplazamiento quimico, confirma de que se trata de una lactona sesquiterpénica, que incorpora
presumiblemente a una cetona o,B-insaturada en el anillo A. Asimismo la multiplicidad encontrada en su
espectro de RMN'3C aplicando la técnica DEPT (espectro 9), indica que la molécula presenta 2 metilos, 4

metilenos, 3 metinos y los restantes son carbonos cuaternarios ’8.

Su espectro de RMN'H (espectro 10), muestra una senal a & 4.74 (da, 1H, J = 13.5, 2 Hz) correspondiente
a H-6, el cual, se acopla o interacciona con las senales observadas a & 2.8 (m, 1H) y 8 2.05 (d, 3H, J = 2
Hz), de acuerdo con lo observado en su espectro COSY (espectro 11), donde la primer senal corresponde
a H-7, mientras que la segunda corresponde al CHs unido al C-4, con el cual existe un acoplamiento de tipo
alilico (J = 2 Hz). Esta observacion confirma que se trata de una lactona con esqueleto de eudesmano, con
fusion frans, debido a que su acoplamiento es de 13 Hz, es muy grande con respecto al valor informado en
la literatura para una fusion cis (9 Hz), en la figura 18 se muestra un fragmento de la molécula, donde es

posible situar a la cetona o, f3-insaturada.
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Figura 18. Posicion de la cetona o,f3-insaturada en el anillo A de la sustancia en discusion.

Ademéds, las senales de H-13b y H-13a se observan a 8 6.25 (d, TH, J = 3 Hz) y § 5.57 (d, 1H, J = 3 Hz)
respectivamente, mientras que en el espectro COSY puede observarse su interaccion con H-7 y de este

ultimo con una senal en 8 1.75 (m, TH), la cual necesariamente, debe corresponder a H-8 fec.

A 83.9 (at TH, J = 12.5, 4 Hz) se observa la senal de un hidrégeno geminal a un grupo hidroxilo (el cual se
habia puesto de manifiesto en el espectro de IR) que se acopla con las senales centradas en & 2.7 (dd, TH,
J =16, 5Hz) y 5 2.61 (dd, TH, J = 13, 16 Hz). Ademas, estas ultimas senales se acoplan entre si. Dicho
acoplamiento se determina con base en la semejanza de sus constantes de acoplamiento y de su espectro
COSY (espectro 11). En este ultimo no se observa un acoplamiento con H-7, lo que sugiere que las tres

sefiales anteriores no corresponden a H-9 ni a H-8.

Debido al desplazamiento quimico mostrado por el hidrogeno geminal al hidroxilo, no puede ser situado en
la posicion 2, ya que seria o a un carbonilo y por lo tanto, deberia presentar un desplazamiento a campo
bajo. Las sefales anteriores son asignadas a H-1, H-2a pseudo-ecuatorial y H-2f pseudo-axial

respectivamente, obteniéndose la estructura de la figura 19.

OH

0

Figura 19. Posicion definitiva del hidroxilo en el anillo A sin estereoquimica definida.
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Si el hidroxilo se encuentra en posicion o-axial, la sustancia seré la lactona conocida como Ludovicina C;
sin embargo, al comparar los datos obtenidos con los reportados para la Ludovicina C,’7 difieren
ligeramente en los maximos de absorcion en su espectro de IR, en el desplazamiento quimico de algunos

protones y en el punto de fusién (cuadro V).

Comparacion de los datos de la Ludovicina C y de la sustancia en discusion.
Datos Ludovicina C Sustancia en discusion
3525 3619
1760 1774
Maximos de absorcion IR (cm-")
1670 1674
1630 1622
Punto de fusion (°C) 193-195 206-207
34.61 (H-6) 8 4.74 (H-6)
§2.00 (H-15) 8 2.05 (H-15)
83.75 (H-1, J=3, 4 Hz)) 83.9(H-1,J=4,125Hz)
Desplazamiento quimico de algunos
81.32 (H-14) 81.29 (H-14)
protones
§6.18 (H13b) §6.25 (H13b)
85.53 (H-13a) §5.57 (H-13a)

Cuadro V. Comparacion de los datos descritos parala Ludovicina C 77 y los determinados en la sustancia en discusion.

La diferencia mds notable y determinante para afirmar que no se trata de la Ludovicina C, es el
desplazamiento quimico de H-1 (Ad = -0.15) y su constante de acoplamiento; este ultimo dato presenta

una diferencia muy grande (AJ = 9.5 Hz).

La orientacion espacial del grupo hidroxilo, fue determinado en funcién de los desplazamientos quimicos

mostrados por los diferentes carbonos de dicha sustancia, efecto conocido como Efecto y-Gauche 2.
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Desplazamientos quimicos de los carbonos de la sustancia
aislada de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana
Carbono Desplazamiento quimico
C-1 74.339
C-2 42.449
C-3 196.622
C-4 129.574
C-5 152.069
C-6 81.934
C-7 48.639
C-8 23.040
C-9 37.830
C-10 43.778
C-11 137.707
C-12 169.069
C-13 119.833
C-14 11.035
C-15 17.468

Cuadro VI. Desplazamientos quimicos de los carbonos de la sustancia en discusion.

En la figura 20 se muestran las estructuras de la sustancia en discusion, suponiendo una configuracion f3-
ecuatorial del hidroxilo, y de la Reynosina 72; asi como la proyeccion de Newman de las mismas. En dicha
figura se observa que si el hidroxilo se encuentra en la orientacion indicada, ejerce un efecto de proteccion

y-Gauche sobre C-9 y C-14, pero no sobre C-5 que se encuentra en orientacion antiperiplanar.

OH 1170
Cu
HO, G
G G
H
Sustancia en discusion Proyeccion de Newman Reynosina

Figura 20. Efecto y-Gauche en los carbonos C-9 y C-14 de la Reynosina y de la sustancia en discusion.
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Comparando los desplazamientos quimicos de estos carbonos en dichas sustancias, se observa una
similitud en los mismos. Pero al comparar éstos con los reportados para la Arbusculina ’2, sustancia en la
cual no existe ningun hidroxilo en el C-1 (figura 21), se observa un desplazamiento a campo bajo para los
C-9y C-14 de la Arbusculina, lo cual confirma que la relacion espacial del grupo hidroxilo situado en una

posicion (3-ecuatorial ejerce un efecto y-Gauche sobre los C-9 'y C-14.

Cu

H o
Cy cs
H
Arbusculina Proyeccion de Newman

Figura 21. Ausencia del efecto y-Gauche en los carbonos C-9 y C-5 de la Arbusculina®2.

Asimismo, al hacer la comparacion de los mismos desplazamientos con los descritos para la Ludovicina B,
sustancia en la cual el grupo hidroxilo del C-1 se encuentra en posicion o-axial, no se observa el efecto y-
gauche con el C-14 debido a su posicion antiperiplanar con respecto al grupo hidroxilo del C-1. Sin
embargo, se observa el efecto y-gauche que ejerce el grupo hidroxilo sobre los carbonos C-9 y C-5, debido

al desplazamiento quimico de los mismos hacia campo alto (figura 22).

OH 1765 Cu
: 33.60
H. I
G Cs
OH
Ludovicina B Proyeccion de Newman

Figura 22. Efecto y-Gauche en los carbonos C-9 y C-5, y ausencia del mismo en el C-14 de la Ludovicina B.

Con el andlisis anterior, se concluye que la orientacion del hidroxilo del C-1 se encuentra en una
configuracion (3-ecuatorial. Cabe senalar que la sustancia en discusion fue descrita en 1984 como producto
de la oxidacion de la Armefolina °. Los datos obtenidos del producto derivado de la oxidacion concuerdan

con los encontrados en la sustancia aislada (figura 23).
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Cr;0 / Py

Baja tempereratura

O

Figura 23. Reaccion de oxidacion de la Armefolina.

Ademéds, los datos de la sustancia aislada de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana concuerdan con una
sustancia aislada en 1977 de Artemisia mexicana var. angustifolia denominada Armexifolina, en la cual la

posicion del hidroxilo no estaba bien definida, situandolo preferentemente en el C-9 80,

De esta manera se concluye que la Armexifolina y la sustancia aislada de las fracciones 325-396(116), en

discusion en el presente trabajo, son la misma.

Figura 24. Armexifolina.

Cabe destacar que los datos de RMNH de la Armexifolina obtenida en 1984 se obtuvieron en un equipo de
100 MHz y los obtenidos en el presente estudio en un equipo de 500 MHz; por lo que estos ultimos datos,

corrigen a algunos de los informados anteriormente:

a) La multiplicidad de la senal de H-1 es un doble de tripletes (df) y no doble de doble
(da).

b) La multiplicidad de la senal de H-2 informada como un multiplete (m), son dos senales
diferentes, una a d 2.7 para H-2aec y la otra a § 2.61 para H-2Bax, ambas con una
multiplicidad doble de doble (dd).

c) El desplazamiento quimico de H-6 es & 4.74 con una multiplicidad doble de doble (da),

y no un desplazamiento de & 4.27 con una multiplicidad doble de cuarteto (dg).
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d) La multiplicidad de la senal de H-14 es doble de doble (da), y no un singulete (s) como

se habia informado.

Por ultimo, en los datos de RMNC los desplazamientos para C-11 y C-12 informados en 1984 se
encuentran invertidos, es decir, los desplazamientos correctos son: para C-11, 8137.7, y para C-12, &
169.1; y no 8 169.0 y & 137.9, respectivamente, como se encontraban informados. Esto es debido a que el
C-12, es el carbono del carbonilo de la lactona y el C-11 es carbono base del doble enlace exociclico, por

lo que el desplazamiento de este ultimo debe ser menor.
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Extracto diclorometanico.

De las fracciones 304-351 y 416-438 se aislo una sustancia cristalina blanca de punto de fusion de 197-200
°C y se recristalizo por medio de n-hexano:acetato de etilo obteniendo 167.7 mg, dicha sustancia fue
identificada como Arglanina por comparacion de sus propiedades espectroscopicas y fisicas con la aislada

en el extracto etandlico.

De las fracciones 288-303 y 352-382 se aislo una mezcla de sustancias cuyo analisis espectroscopico
indico la composicion de la mezcla como Arglanina y Ludovicina A, de esta ultima se aislaron 21 mg al

recristalizar con n-hexano:acetato de etilo un punto de fusion de 205-207 °C.

De las fracciones 495-510 y 479-526(104-137) se aisl6 un sélido cristalino blanco con un punto de fusion
de 207-208 °C que al cristalizarlo en n-hexano:acetato de etilo se obtuvieron 4.1 mg. Esta sustancia fue
identificada como la Armexifolina por comparacion de sus propiedades espectroscopicas Y fisicas con la

aislada en el extracto etandlico.

De las fracciones 439-478 se aislaron 5 mg de un solido cristalino blanco cuyo punto de fusion fue de 203-
205 °C. Esta sustancia se identifico por comparacién con una muestra auténtica obtenida del extracto

diclorometanico de A. ludoviciana de San Pedro Atocpan, como la Achillina.

0
Figura 26. Achillina.

De las fracciones 288-303(104) se aislo un sélido amarillo pélido. Esta sustancia se purifico por medio de

recristalizacion por par de disolventes (r+hexano:acetato de etilo), obteniéndose 10.1 mg con punto de
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fusion 161-163 °C. Al realizarle cromatografia en capa fina y al revelarla con FeCls al T % en etanol dio una

coloracion café caracteristica de los flavonoides 81.

En su espectro de EM(IE) se observa un ion molecular a m/z 388 (100 %) el cual es adecuado para una
formula molecular de composicion elemental C20H200s con 11 grados de insaturacion (R = 11), ademds se
observa un pico a m/z 373 (71 %) que corresponde a [M-15]+ congruente con la pérdida de un grupo metilo
que sugiere la presencia de uno o varios grupos metoxilo y muy probablemente en la posicion 6;? esta
misma formula ademas, sugiere que la molécula del flavonoide incorpora un grupo hidroxilo y 5 grupos

metoxilo.

En su espectro de RMN'H (espectro 13) las senales simples que integran para 3 hidrogenos que se
observan en d 3.975, 8 3.973, 8 3.967, 8 3.929 y § 3.872 confirman la presencia de los 5 grupos metoxilos

en la molécula.

En 8 12.6, se observa una senal simple, que de acuerdo a su desplazamiento es asignado al hidrégeno del
hidroxilo quelatado en C-5, comprobacion realizada cuando en su espectro de RMN'H se equilibra con

D20, con la cual la senal casi desaparece.

En J 6.5 se observa una senal simple que integra para un hidrégeno, que puede asignarse a H-8 6 a H-3
de acuerdo al desplazamiento, de cualquier forma, el flavonoide en cuestion tiene una estructura base de

flavona.

La senal doble de doble (dd) que aparece en & 7.70 (1H, J = 8.5, 2.1 Hz) que integra para un hidrégeno
interacciona con las senales dobles que aparecen en 8 7.74 (1H, J = 2.1 Hz) y § 7.0 (1H, J = 8.4 Hz), estas
senales se asignaron al anillo C de la flavona porque es el tnico anillo en el cual puede haber 3 hidrogenos
y por lo tanto, en este anillo se encuentran 2 de los metoxilos de la molécula. Las constantes de
acoplamiento J = 2.1 Hz y J = 8.4 Hz, indican que existe una interaccion de tipo meta entre las senales que
aparecenen & 7.70 y & 7.74, y una interaccion de tipo orto entre las senales en & 7.7 y 8 7.0, generando un

sistema ABX (Figura 27).



Resultados y discusion 45

Figura 27. Patrén sustitucion sugerido para el anillo C de la flavona.

De acuerdo con las estructuras resonantes del anillo C (figura 28), las posiciones C-2', C-4"y C-6" del anillo
C estan desprotegidas y por lo tanto los hidrégenos presentes en esas posiciones estaran desplazados a
campo mas bajo con respecto a las posiciones C-3'y C-5". Asimismo, la posicion C-6' tiene ademas, el

efecto de la cetona o, -insaturada, por lo que estaria atin mas desplazado.

(_B @
4 o 2 O~
Z =
~
Og Oe

Figura 28. Estructuras resonantes del anillo C de la flavona.

La senal simple en & 6.5 (1H) biogenéticamente puede estar en las posiciones C-8 del anillo A o en la
posicion C-3 del anillo B de la flavona. Su posicion fue elucidada mediante el andlisis del espectro COSY
(espectro 14), en el cual se observa una interaccion espacial con los hidrégenos H-2' y H-3'. Estas
interacciones sugieren que la senal que aparece en d 6.5 corresponde a la posicion C-8 del anillo B y, por

tanto, en la posicion C-3 se encuentra el quinto metoxilo.
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Estos datos y los informados en la literatura 828 permiten identificar a la flavona en discusion como la
Artemetina, sustancias previamente aislada de Artemisia arborescens, Artemisia absinthiumy de Kuhnia

eupatoriodes L. var. pyramidalis 8.

OH O

Figura 29. Artemetina.
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1. Artemisia ludoviciana ssp. mexicana colectada en San Pedro Atocpan, Milpa Alta, D.F.

Extracto diclorometanico.

De las fracciones 141-159 obtenidas al eluir la columna con r-hexano:acetato de etilo (93:7) y de la
recromatografia de las fracciones 95-140 obtenidas con r-hexano:acetato de etilo (95:5), se aislaron 46.7
mg de un sélido cristalino con un punto de fusion de 103-104 °C, cuyo espectro de EM(IE) se observa un

ion molecular a m/z 246 apropiado a una férmula molecular C15H1g03 con 7 grados de insaturacion (€2 = 7).

En su espectro de IR (espectro 16) se observan dos bandas a 1772 cm y a 1407 cm' que indican la
presencia de una cetona ofj-insaturada caracteristica de una o-metilen-d-lactona, asi como un doble
enlace. En su espectro de RMN'H (espectro 17) se observan dos sistemas AB que indican la presencia de
dos dobles ligaduras exociclicas confirmando las bandas observadas en IR. A 34 .07 se observa una senal
doble de doble con J = 11.5 y 9 Hz correspondientes a H-6 de la lactona, las constantes de acoplamiento

indican un esqueleto de guayano'.

Figura 30. Esqueleto base del guayano.

En & 6.21 (J = 3 Hz) y & 548, (J = 3 Hz) se observan dos senales dobles de un sistema AB,
correspondientes al metileno exociclico en la posicion o a la lactona debido al efecto de anisotropia antes

discutido.

El otro sistema AB, observado en § 4.95 (J = 1.5 Hz) y § 4.86, (J = 1.5 Hz) corresponde a un doble enlace
exociclico ubicado en C-10. La interrelacion de ambos sistemas se observa claramente en su espectro
COSY (espectro 18).

" Enel esqueleto de eudesmano la segunda constante de acoplamiento es muy pequefia y en algunas sustancias J2 = 0, observandose la
sefial como un triplete.
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La banda que aparece en 2947 cm™ en su espectro de IR y la senal a & 3.37 en su espectro de RMN'H
indican la presencia de un epoxido fusionado a ciclopentano que de acuerdo a la biogénesis esta situado

entre los carbonos C-3 'y C-4 (figura 31).

Figura 31. Ubicacion propuesta para el epoxido de la lactona.
La senal simple localizada en & 1.62 que integra para tres hidrégenos corresponde a un metilo geminal a
oxigeno o base de epoxido que se asignd al metilo del carbono C-4. Las asignaciones de las senales
restantes de hidrégeno y carbono se realizaron mediante el experimento HMQC (espectro 20).

La orientacion o del epoxido se establecié por comparacion de los datos previamente informados 2.

Con los datos anteriores, la sustancia en discusion se identifico como la Estafiatina.

0

Figura 32. Estafiatina.

En las fracciones 188-217 obtenidas al eluir con r-hexano:acetato de etilo (85:15) se aislaron 19.1 mg de

una sustancia sélida cristalina cuyo punto de fusién fue de 203-205 °C. En su espectro de IR (espectro 21)



Resultados y discusion 49

se observan dos bandas en 1772 cm-1 y 1683 c¢cm-1 correspondientes a una y-lactona y a un carbonilo

o, B-insaturado.

En su espectro de EM(IE) se observa el ion molecular a m/z 246 (100 %) que sugiere una formula
molecular CisH1803 con 7 grados de insaturacion (€ = 7), que indica que se trata de una lactona

sesquiterpénica.

En su espectro de RMN'H (espectro 22) se observa una senal triple & 3.59 (J = 10.2, J = 9.9 Hz) que se
asigna a H-6 de la lactona. Cabe senfalar que no se observa ningun sistema AB en campo bajo, por lo que
la lactona no tiene un metileno exociclico en C-11, y el carbonilo o, 3-insaturado y el otro doble enlace se

encuentran en los otros anillos.

En su espectro de RMN™3C (espectro 23) se observan 15 senales que de acuerdo con el experimento APT
(espectro 24) hay 3 metilos, 2 metilenos, 5 metinos y 5 carbonos no hidrogenados. De acuerdo con sus
desplazamientos quimicos un metino y los cinco carbonos no hidrogenados corresponden a carbonos con
hibridacion sp?.

Con los datos anteriores se sugiere que la lactona tiene un esqueleto de guayano con dos dobles ligaduras

endociclicas y un sistema carbonilico o, 3-insaturado.

La senal en & 3.38 (J = 10 Hz) corresponde a H-5, el cual se acopla con H-6 en forma trans-diaxial, esto se

confirma con su espectro COSY (espectro 25).

El triple centrado en & 6.13 (J = 1.5 Hz) corresponde a H-3, y el cuarteto centrado en & 2.22 (J = 12.3, 7

Hz) corresponde a H-11.

En su espectro COSY se observan dos multipletes centrados en & 2.34 y & 1.32 acoplados entre si y se
asignaron a H-8 y H-9 respectivamente. Asimismo, H-8 se acopla con un multiplete centrado en & 1.9, por
lo que esta ultima senal fue asignada a H-7. Esta misma senal se acopla con H-11 con una constante de
acoplamiento de J = 12.3 Hz, lo que indica que H-11 y H-7 se encuentran en orientacion cis, asignado por

lo tanto, orientacion espacial {3 al metilo de C-13.
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Figura 33. Posicion del metilo C-13, de H-7 y H-11 en la lactona.

Con base a los datos anteriores y los informados en la literatura 12 y por comparacién con una muestra

auténtica se concluyo que la sustancia en discusion es la Achillina.

0

Figura 34. Achillina.

De las fracciones 279-309 eluidas con n-hexano:acetato de etilo (8:2) se obtuvieron 27.2 mg de un sélido
cristalino amarillo con punto de fusion de 237-238 °C. Al realizarle cromatografia en capa fina a la sustancia

y revelarla con FeClz al 1 % en etanol, dio una coloracion café caracteristica de los flavonoides 8'.

En su espectro EM(IE) se observa un i6n molecular a m/z 344 que es apropiado para una férmula
molecular C1gH1607 con 11 grados de insaturacion (€2 = 11), que sugiere que el flavonoide incorpora en su
molécula 2 grupos hidroxilo y 3 metoxilos. Asimismo, el i6n a m/z 329 con asignacion [M-15]*+, (64.3 %)

sugiere la pérdida de un metilo correspondiente a un metoxilo en la posicion C-6.12

En su espectro de RMN'H (espectro 27) las senales que se observan en  3.94, 5 3.91 y & 3.83 confirman
la presencia de los tres metoxilos. En & 10.35 y 8 12.99 se observan las sefales de los hidrégenos de los

grupos hidroxilos, y la dltima sefal corresponde al hidroxilo quelatado del C-5. Ademds, se observa a &
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6.57 una senal simple que de acuerdo con su desplazamiento se asigna a H-3, lo cual indica que el

flavonoide tiene un esqueleto base de flavona.

MeO

OH )

Figura 35. Estructura parcial de la flavona en discusion.

La senal simple que aparece a 6 6.76 corresponde a H-8. Su desplazamiento es caracteristico del efecto
protector del hidroxilo en posicion o a H-8, por lo que el hidroxilo restante se asigna a C-7 y los dos

metoxilos restantes se asignaron al anillo C de la flavona (figura 36).

MeO

OH (0]

Figura 36. Sustitucion del anillo A de la flavona en discusion.

Las dos senales dobles que aparecen en & 7.47 (J = 2.1 Hz) y 8 7.06 (J = 8.06 Hz) y la senal doble de
doble en § 7.60 (J = 8.4 y 2.1 Hz) que integran cada una para un hidrégeno, se asignaron al anillo C de la
flavona. Las constantes de acoplamiento indican que las senales en 8 7.47 y § 7.60 tienen una interaccion
de tipo meta (J = 2.1 Hz), asimismo, las senales en & 7.06 y 8 7.60 tienen una interaccion de tipo orto (J =

8.4 Hz), formando un sistema ABX (Figura 37).

(57.06)

(5 7.60)H OMe

OMe

H
(57.47)

Figura 37. Patron de sustitucién sugerido del anillo C de la flavona.
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Las estructuras resonantes del anillo C de la flavona (Figura 28) dan como resultado que las posiciones C-
2', C-4' y C-6' estén desprotegidas y por lo tanto si hubiere hidrégenos en esas posiciones estarian
desplazados a campo més bajo con respecto a las posiciones C-3"y C-5', sobre todo el hidrogeno en C-6'
debido a su cercania a la cetona o, 3-insaturada. Debido a esto, esta posicion es asignada a la senal en &
7.60 (J = 8.4y 2.1 Hz). Esta senal a su vez tiene un hidrogeno en posicion orto y otro en posicion meta, el
cual este ultimo esta desplazado a campo mas bajo con respecto al otro, por lo cual se asigna este ultimo a

la posicion C-2"y el otro a la posicion C-5'".

Estos datos y los informados en la literatura 2 permitieron identificar a la flavona en discusion como la

Eupatilina.

OH O

Figura 38. Eupatilina.

Al tratar las aguas madres de la fracciones 279-309, de las cuales se obtuvo la Eupatilina, con
diazometano en éter etilico a baja temperatura, se obtuvieron 36.3 mg de un sodlido cristalino amorfo
amarillo-verdoso con un punto de fusién de 183-186 °C, cuyo espectro de IR (espectro 30) muestra dos
bandas a 2940 cm-1y 2840 cm'' correspondientes a al vibracion C-O y C-H, un grupo carbonilo a 1650 cm-!
y una vibracion C-O-C a 1126 cm”' que confirman la reaccién de metilacion, asimismo no se observan

bandas en la region de 3000-3500 cm' de la vibracion O-H.

Comparando este producto con la Eupatilina se observan las siguientes diferencias:
e En el espectro de IR desaparece la banda en 3184 cm ' que indica que los hidroxilos no

quelatados fueron metilados.
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e En su espectro EM(IE) su ion molecular se encuentra en m/z 358, es decir 14 unidades mayor que
indican la adicion de un metilo y el desprendimiento de un hidrogeno.

e Ensuespectro de RMN™H (espectro 31) aparece una cuarta senal simple correspondiente al nuevo
metoxilo.

e Ensuespectro de RMN™3C (espectro 32) aparece una nueva senal en la region de los metoxilos.

Estos datos y los informados en la literatura & confirman que la sustancia en discusion es el derivado

metilado de la Eupatilina, la 5-hidroxi-3’,4,6,7-tetrametoxiflavona.

OH O

Figura 39. 5-hidroxi-3',4',6, 7-tetrametoxiflavona.

De las fracciones 528-651, se aisl6 un sélido cristalino blanco con un punto de fusion de 198-199°C, cuyo
espectro de EM(IE) se un observa un ién molecular a m/z 264(85%) que sugiere una férmula molecular

C15H2004 con 6 grados de insaturacion (Q = 6).

En su espectro de IR (espectro 33) se observan una banda a 1762 cm' caracteristica de una oi-metilen-y-
lactona. En su espectro de RMN'H (espectro 34) se observa un sistema AB como un par de senales dobles

ad6.08 (J =3.6 Hz) y § 5.49 (J = 3.3 Hz) caracteristicas del metileno exociclico de la ci-metilen-y-lactona.

Para aclarar o simplificar el espectro de RMN'H se realizo el experimento de equilibrio con D20 (espectro
37), con lo cual algunas senales importantes fueron simplificadas. En este ultimo espectro una senal triple
en & 4.46 (J = 9.9 Hz) caracteristica de H-6 de las lactonas sesquiterpénicas, que de acuerdo a su espectro

COSY (espectro 35), interacciona con una senal doble en & 5.28 (J = 9.9 Hz) correspondiente a un
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hidrégeno vinilico, dicha sefal se asigné a H-5, corroborando la presencia de un doble enlace entre C-4 y

C-5, mientras que también interacciona con una senal simple en & 2.8 que se asigné a H-7.

Asimismo las senales anchas que integran para un hidrégeno localizadas en 8 5.12 y & 4.85 corresponden

a un metileno exociclico que biogenéticamente se ubica en C-15.

Las senales ubicadas en & 4.15 y & 3.85 que integran para un hidrégeno son caracteristicas de H

geminales a hidroxilo, lo cual corresponde a la formula molecular dada.

Con estos datos, la lactona sesquiterpénica en discusion tiene un esqueleto base de germacrano con dos

dobles enlaces exociclicos, un doble enlace endociclico y dos hidroxilos (figura 40).

I (OH)z

Figura 40. Estructura parcial de la lactona sesquiterpénica con esqueleto de germacrano.

Para elucidar la ubicacion de los hidroxilos se procedio al analisis de la senal que aparece en & 4.15 en su
espectro COSY (espectro 35). Esta senal interacciona con la ubicada en § 4.85 previamente asignada a un
hidrogeno del metileno exociclico en C-15, y con una senal multiple ubicada en & 1.68 que integra para tres
hidrégenos, dos de los cuales se pueden asignar a H-2, dando por resultado la posicion de los hidroxilos en

C-1yC-3,ylasenalen 5 4.15a H-1yla senal a d 3.85 a H-3.
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La orientacion espacial de los hidroxilos se realizd comparando los resultados obtenidos con los

informados en la literatura 128687, o que permitio identificar a la lactona en discusion como la Ridentina.

Figura 30. Ridentina.
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3. Evaluaciones bioldgicas preliminares

Bioensayo de toxicidad en Artermia salina L.

En el Cuadro VIl se muestran los resultados de los bioensayos de toxicidad en Artemia salina L. realizados

a los diferentes extractos de las plantas colectadas.

Bioensayo de toxicidad en Artemia salina L de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana
Vegetal Extracto CLso . Lir_nites de confianza_
inferior superior
Hexanico 535 ug/mL 420 pg/mL 688 ug/mL
o ) Diclorometénico 264 pug/mL 200 pg/mL 352 pug/mL
A. ludoviciana ssp. mexicana
(San Rafael, Tlalmanalco)
Etandlico >>1000 pg/mL
Aceites esenciales <10 pg/mL
Hexanico 225 pg/mL 178 ug/mL 287 ug/mL
A' ludoviciana Ssp. mexicana DiClorometéniCO 600 Mg/ml_ 385 ug/mL 1083 Mg/ml_
(San Pedro Atocpan, Milpa
Alta) Ftanolico >>1000 pg/mL
Aceites esenciales <10 pg/mL

Cuadro VII. Bioensayo de toxicidad en Artemia salina L. de los extractos crudos de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana.

De acuerdo con los resultados anteriores, se observé que tienen un comportamiento similar:
e Los extractos etandlicos de ambas plantas no presentaron actividad significativa sobre Artemia, es
decir los compuestos polares presentes en dichos extractos no tienen actividad.
e Los aceites esenciales resultaron ser los més activos (CLso < 10 pg/mL), sin embargo, estos no

fueron estudiados para comparar sus componentes quimicos.

Con respecto a los demés extractos, en la Artemisia colectada en San Rafael, el extracto diclorometanico

resultd ser mas activo que el hexanico, mientras que en la Artemisia colectada en Milpa Alta tuvo un
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comportamiento diferente, el extracto hexanico resultd ser mas activo que el diclorometanico. Este
comportamiento sugiere que dichos extractos tienen una composicion quimica diferente, como se pudo
comprobar al estudiar los extractos diclorometanicos. Sin embargo, esto mismo no quiere decir que las
sustancias presentes en el extracto diclorometénico de la Artemisia de San Rafael sean més activas que
las encontradas en la Artemisia de Milpa Alta, ya que la actividad biologica registrada es el resultado de las

interacciones antagonicas y sinérgicas de todas las sustancias presentes.
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Evaluacion antimicrobiana por el método de Mitscher.

Al realizar la evaluacion antimicrobiana por el método de dilucion en placa de Mitscher se obtuvieron los

resultados mostrados en el Cuadro VIII.

Evaluacion antimicrobiana de Artemia salina L de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana

Microorganismo

Vegetal Extracto Concentracion

1 2 3 4 5 6 7 8
1 mg/mL x | x |V | x| x| x|V]|x

Hexanico
4 mg/mL Vi ix |V |x | V|V ]|V ]| «x
1 mg/mL x [V |+ | x| V]| x|x]|x

- Diclorometénico
A. ludoviciana ssp. 4 mg/mlL x | x| x| x| x| x| v ]| x
mexicana (San Rafael,

Tlalmanalco) 1 mg/mL XX pox o px o x x| x| X

Etandlico
4 mg/mL X X x x X x X x

1 mg/mL + |V

Aceites esenciales

v v v

4 mg/mL Vi x| V|V |V IV V|V
v
v

1 mg/ml_ X x x x X X X
Hexanico

4 mg/mL x X X X X X X

1 mg/mL x | x| x| x| vV]| x| x| x

o Diclorometanico
A. ludoviciana ssp. 4 mg/mL x |+ | x| x| x| x| x| x

mexicana (San Pedro
Atocpan, Milpa Alta)

1 mg/ml_ X X X X X X X X

Etandlico
4 mg/mL X X X X X X x X

1 mg/mL x |V | x| x| x| x|V ] x

Aceites esenciales
4 mg/mL Vi ix | V|V I VIV I V|V

x = Inactivo + = Poco activo v’ = Activo
(Sin inhibicion del crecimiento) (crecimiento menor que en el blanco) (Inhibicion total del crecimiento)
1= Salmonella typhi 2 = Bacillus subtilis 3 = Candida albicans 4 = Pseudomonas aeroginosa
ATCC 6539 ATCC 6633 ATCC 10231 ATCC 25619
5 = Sthaphylococcus aureus 6 = Escherichia coli 1 = Micrococcus luteus 8 = Streptococcus faecalis
ATCC 6538p ATCC 10536 ATCC 934 ATCC 10741

Cuadro VIII. Evaluacion antimicrobiana de los extractos crudos de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana.
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En general los aceites esenciales fueron los activos en todos los microorganismos de prueba a una
concentracion de 4 mg/mL, sin embargo esta concentracion es muy alta para considerar que se pudiera
encontrar una sustancia con propiedades antimicrobiana comparables con la actividad de los antibioticos

que se utilizan en la terapéutica.

En B. subtilis la actividad de encontré a 1 mg/mL que a 4 mg/mL, es decir, la actividad se encontr6 a una
concentracion mas baja, este comportamiento puede deberse a la saturacion de los mecanismos de

transporte hacia el interior del microorganismo y por lo tanto, microorganismo evita su entrada.

Con respecto a la Artemisia de San Rafael, el extracto etandlico no resulté activo a ninguna de las
concentraciones evaluadas, mientras que el extracto hexanico fue activo con los microorganismos, con
excepcion de B. subtilis, P. aeroginosay S. faecalis, a una concentracion de 4 mg/mL, y activo a 1 mg/mL
con C. albicans 'y M. luteus. El extracto diclorometdnico solo fue activo contra S. aureus a 1 mg/mL. La
diferencia entre la actividad de los extractos puede deberse a la diferencia de permeabilidad entre los
distintos microorganismo y las diferentes lipoficidades de las sustancias que componen los extractos.
Aunque en general, entre menor lipoficidad de las sustancia mayor facilidad de ingresar a través de la

pared y membrana celular de los microorganismos para poder actuar, si es que tienen actividad.

Con respecto a la Artemisia de Milpa Alta, los extractos tienen un espectro de accion muy limitado, sélo el
extracto Hexdnico fue activo contra M. luteus y el diclorometénico contra S. aureus y una ligera actividad
contra B subtilis. Este espectro de accion limitado puede ser indicativo de que existen sustancias
especificas para dicho microorganismo en los extractos estudiados, lo que aumenta la importancia de las

sustancias presentes en dichos extractos.

De acuerdo con lo anterior, se puede deducir que sélo los aceites esenciales tienen la probabilidad de

encontrarse sustancias antimicrobianas contra los organismos de prueba.
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CONCLUSIONES

Del estudio quimico de los diferentes extractos de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana colectada en San

Rafael, Tlalmanalco se aislaron e identificaron las siguientes sustancias:

e Achillina
e Arglanina
e Armefolina

o Armexifolina
e Artemetina

e Ludovicina A

Mientras que de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana colectada en Milpa Alta se aislaron e identificaron las
siguientes sustancias:

e Achillina

e Estafiatina

e FEupatilina

e Ridentina

Y se obtuvo por conversion quimica de la Estafiatina:

e 5-hidroxi-3',4',6,7-tetrametoxiflavona

Esta ultima sustancia, sin embargo, ya ha sido aislada como producto natural.

Con estos resultados se puede concluir que el medio ambiente asi como la interrelacion con las especies
de ese mismo ambiente determina la composicion quimica del vegetal aunque este sea de la misma
especie y subespecie. Generalmente se debe a que este ambiente determina la ruta de los procesos

biogenéticos, dando prioridad a unos procesos sobre otros.

Con respecto a las pruebas bioldgicas preliminares, se puede concluir que los aceites esenciales, asi como
los extractos de baja y mediana polaridad (hexdnico y diclorometanico) tienen actividad sobre Artemia

salina L., mientras que los extractos polares (etanclico) no poseen dicha actividad. La diferencia entre los
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valores de CEsp en los vegetales colectados en dos lugares son un indicativo de que poseen diferente

composicion quimica.

En cuanto a la actividad antimicrobiana, existe una diferencia mas notoria entre los dos vegetales ya que
solo el extracto hexdnico de la colectada en San Rafael presentd actividad y no con todos los organismos.
Asimismo, en ambos vegetales, la actividad importante se obtuvo en los aceites esenciales con una ligera
diferencia de actividad a favor de la Artemisia de San Rafael. Por lo que se puede concluir que sélo los

aceites esenciales podrian estudiarse para encontrar sustancias antimicrobianas.
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SUGERENCIAS

Del trabajo anterior se desprenden las siguientes sugerencias para continuar con el estudio de Artemisia

ludoviciana ssp. mexicana:

Estudiar el extracto etandlico restante para comprobar que la composicion quimica es diferente en

cada uno de los extractos de las plantas estudiadas.

Estudiar por cromatografia de gases a los aceites esenciales para conocer las composiciones de

cada uno con respecto al lugar de colecta del vegetal.

Realizar pruebas adicionales de actividad a los extractos de ambos vegetales, debido a que la
medicina tradicional indica que este vegetal posee un amplio espectro de aplicaciones
terapéuticas. Se podrian evaluar sus propiedades insecticidas o antiparasitarias, o inclusive hasta

actividades como la antiinflamatoria o la analgésica.

Estudiar otras especies de Artemisias que crecen en nuestro pais, tanto quimicamente como
biologicamente, ya que muchas de ellas no se han estudiado, y de acuerdo con la literatura
podrian ser potencialmente fuente de sustancias con alguna actividad bioldgica. Asimismo,
estudiar la actividad antimaldrica en cada una de estas especies, para encontrar una especie con

actividad comparable a la de Artemisia annua.
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PROPIEDADES ESPEC TROSCOPICAS Y
ESPECTROMETRICAS DE LAS SUSTANCIAS AISLADAS

Achillina?

EM(IE) m/z(%):246 M+ (100), 231(9), 217(24), 203(4), 190(6), 173(25), 172(21), 145(11), 139(9),
133(6), 105(7), 91(15), 77(6), 55(6), 41(6), 28(21), 27(3), 4(3).
IR v (cm, espectro 21): 2929, 1772, 1683.

max

RMN'H (300 MHz, CDCls, TMS, espectro 22): 8 6.13(¢, J=1.5 Hz, J=1.2 Hz, H-3), 3.59(¢, J=10.2 Hz,
J=9.9 Hz, H-6), 3.38(a, J=9.9 Hz, H-5), 2.41(s, H-14), 2.33(m, H-8), 2.27(s, H-15), 2.22(c, J=12.3
Hz, J=7 Hz, H-11), 1.95(m, H-7), 1.35(m, H-9), 1.24(d, J=6 Hz, H-13).

RMN™®C (75 MHz, CDCl3, TMS, espectro 23): 8 196.48(C-2), 178.11(C-12), 170.49(C-4), 152.67(C-
10), 136.15(C-3), 132.50(C-1), 84.82(C-6), 57.01(C-7), 53.21(C-5), 41.74(C-11), 38.19(C-9),
26.62(C-8), 22.23(C-15), 20.40(C-14), 12.90(C-13).

Arglaning274-16

EM(IE) m/z(%): 262 M+* (19), 43(21), 98(36), 119(17), 147(18), 165(12), 183(12), 201(18), 229(27),
247(100).

IR 07 (cm-1, espectro 1): 3459, 2925, 2854, 1748, 1670.

RMN'H (300 MHz, CDClz , TMS, espectro 2): & 5.92(d, J=10.5 Hz, H-2), 6.63(c, J=10.5 Hz, H-3),
2.57(a, J=11 Hz, H-5), 4.15(¢t, J=11 Hz, H-6), 2.59(m, H-7), 1.63(m, H-8), 2.13(m, H-9), 5.52(a,

J=3.3 Hz, H-13a), 6.17(d, J=3.3 Hz, H-13b), 1.23(s, H-14), 1.57(s, H-15).
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Armexifolina 79-80

EM(IE) m/z(%): 262 M+* (96), 41(46), 43(40), 55(36), 69(56), 81(43), 161(93), 162(79), 190(80),
191(100), 218(37), 233(43).

IR <7 (cm-, espectro 7): 3619, 2943, 1774, 1674, 1622.

RMN'™H (500 MHz, CDClz, TMS, espectro 10): & 3.9(at, J=12.5 Hz, J=4 Hz, H-1), 2.7(dd, J=16 Hz,
J=5Hz, H-2aec), 2.61(dd, J=16 Hz, J=13 Hz, H-2Ba), 4.74(dd, J=13.5 Hz, J=2 Hz, H-6), 2.8(m, H-
7), 1.55(m, H-8Bax), 1.75(m, H-8aiec), 2.26(m, H-9), 5.57(d, J=3 Hz, H-13a), 6.25(d, J=3 Hz, H-
13b), 1.29(d, J=0.5 Hz, H-14), 2.05(d, J=2 Hz, H-15).

RMN13C (500 MHz, CDCls, TMS, espectro 8): 5 196.6(C-3), 169.07(C-12), 152.07(C-5), 137.71(C-
11), 129.57(C-4), 119.83(C-13), 81.93(C-6), 74.34(C-1), 48.64(C-7), 43.78(C-10), 42.45(C-2),
37.83(C-9), 23.04(C-8), 17.47(C-15), 11.04(C-14).

Artemeting 82-84

EM(IE) m/z(%): 388 M+* (100), 387 [M*-1]* (33), 373(71), 369(16), 357(7), 355(13), 327(7), 194(6),
178(6), 165(13), 149(6).

IR 0<% (cm1, espectro 12): 3597, 3531, 2966, 2935, 2856, 1768.

RMN'H (300 MHz, CDCls, TMS, espectro 13): § 12.6(s, OH C-6), 7.74(d, J=2.1 Hz, H-6'), 7.70(d4d,
J=2.1 Hz, J=8.5 Hz, H-2), 7.0(d, J=8.4 Hz, H-3'), 6.5(s, H-8), 3.975(s, OCHs), 3.973(s, OCHy),
3.967(s, OCHs), 3.929(s, OCHs), 3.872(s, OCHs).

RMN™C (75 MHz, CDCls, TMS, espectro 15): 178.92(C-4), 158.78(C-2), 155.86(C-7), 152.81(C-5),
152.32(C-4'), 151.46(C-3), 148.85(C-9), 138.85(C-3'), 132.36(C-6), 122.98(C-1), 122.15(C-6),
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111.36(C-5"), 110.92(C-2), 106.65(C-10), 90.35(C-8), 60.89(0OCHs), 60.21(0OCHs), 56.32(0CHs),
56.12(0OCHs), 56.03(0OCHs).

Estafiatina2

H

0]

EM(IE) m/z(%): 246 M+ (13), 231(96), 203(16), 175(16), 162(26), 131(24), 117(22), 105(30),
97(100), 91(51), 79(30), 43(70), 41(38).

IR 07 (cmT, espectro 16): 2947, 1762, 1407.

RMN™H (300 MHz, CDCl3, TMS, espectro 17): & 6.20(d, J=3 Hz, H-13a), 5.48(d, J=3 Hz, H-13b),
4.95(d, J=1.5 Hz, H-14a), 4.86(d, J=1.5 Hz, H-14b), 4.07(dd, J=11.5 Hz, J=9 Hz, H-6), 3.37(s, H-3),
2.97(ddd, J=10 Hz, J=7 Hz, J=9 Hz, H-1), 2.86(m, H-7), 2.31(dd, J=8 Hz, H-5), 2.20(m, H-9),
2.06(dd, J=14 Hz, J=1.5, H-2), 1.81(dddd, =14 Hz, J=11 Hz, J=1 Hz), 1.62(s, H-15), 1.53(m, H-8).
RMN®C (75 MHz, CDCl;, TMS, espectro 19): & 169.74(C-12), 146.15(C-10), 139.61(C-11),
120.14(C-13), 115.25(C-14), 80.53(C-6), 65.82(C-4), 63.17(C-3), 50.85(C-5), 44.86(C-1), 44.10(C-
7), 32.97(C-2), 29.18(C-8), 28.64(C-9), 18.49(C-15).

Eupatilina?

EM(IE) m/z(%): 344 M+* (100), 329(64), 301(40), 298(9), 243(3), 163(18), 139(8), 129(5), 120(3),
69(17).
IR v (cm1, espectro 26): 3184, 1655.

max
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RMN'™H (300 MHz, CDCI3 + DMSO, TMS, espectro 27): & 12.99(s, Cs-OH), 10.35(s, C7-OH),
7.60(dd, J=2.1 Hz, J=8.4 Hz, H-6"), 7.47(d, J=2.1 Hz, H-2'), 7.06(d, J=8.7, H-5'), 6.76(s, H-8),
6.57(s, H-3), 3.94(s, OCH3), 3.91(s, OCHs3), 3.83(s, OCH).

RMN'3C (75 MHz, CDClz + DMSO, TMS, espectro 29): & 181.94(C-4), 163.11(C-2), 163.11(C-7),
156.88(C-5), 152.59(C-4'), 152.32(C-9), 148.73(C-3), 131.04(C-6), 123.05(C-1'), 119.62(C-6)),
111.08(C-5), 108.94(C-2), 104.14(C-3), 103.20(C-10), 93.93(C-8), 59.69(OCHs), 55.62(0CHj3),
55.45(0CHj3).

5-hidroxi-3’,4°, 6, 7-tetrametoxiflavona 8

OMe

IR 0" (cm, espectro 30): 2939, 2843, 1657, 1126.

RMN'H (300 MHz, CDCls, TMS, espectro 31): 8 12.76(s, Cs-OH), 7.53(dd, J=8.4 Hz, J=2.1 Hz, H-
6), 7.34(d, J=2.1 Hz, H-2), 6.98(d, J=8.7 Hz, H-5), 6.60(s, H-8), 6.56(s, H-3), 3.99(s, OCHj3),
3.98(s, OCHs3), 3.97(s, OCHs), 3.93(s, OCH).

RMN13C (75 MHz, CDCl3, TMS, espectro 32): 5 182.63(C-4), 164.01(C-2), 158.81(C-5), 158.81(C-
7), 152.47(C-3'), 123.95(C-1'), 123.95(C-6), 120.12(C-6), 111.36(C-5), 109.10(C-2"), 106.25(C-10),
104.56(C-3), 90.64(C-8), 60.84(0OCHzs), 56.34(0OCHz3), 56.21(0OCHz3), 56.16(OCHs).

Ludovicing A1

IR v (cm): 3536, 1768.

RMN'H (300 MHz, DMSO-Ds + CDCl3, TMS, espectro 4): & 3.15(¢ J=5 Hz, H-1), 2.14(m, H-20.e),
1.98(m, H-2Pax), 2.82(d, J=3.6 Hz, H-3), 2.33(d, J=12 Hz, H-5), 4.09(dd, J=11 Hz, J=6 Hz, H-6),
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2.43(m, H-7), 1.52(m, H-8Bax), 1.86(m, H-8awec), 1.98(m, H-9Bec), 1.16(m, H-9aax), 5.51(d, J=3
Hz, H-13a), 5.93(d, J=3 Hz, H-13b), 0.81(s, H-14), 1.35(s, H-15).

Ridentina12.86-87

OH

(6]
EM(IE) m/z(%): 264 M+* (9), 246(26), 228(23), 219(55), 205(38), 178(47), 175(75), 149(100),
147(67), 119(63), 105(69), 91(92), 79(70), 77(56), 53(79), 41(62), 39(35), 27(20).
IR v (cm, espectro 33): 3333, 2855, 1763.

madx

RMN'H (300 MHz, CDCl; + DMSO, TMS, espectro 34): & 6.08(d, J=3.6 Hz, H-13a), 5.50(d, J=3.3
Hz, H-13b), 5.28(d, J=9.9 Hz, H-5), 5.12(sa, W+,=6 Hz, H-14a), 4.85(sa, W+,=6 Hz, H-14b), 4.46(t,
J=9.9 Hz, H-6), 4.15(m, H-1), 3.85(m, H-3), 2.28(m, H-9), 2.8(m, H-7), 1.96(m, H-2 y H-88), 1.68(s,
C4-CHs3), 1.60(/m, H-80).

RMN®C (75 MHz, CDClz + DMSO, TMS, espectro 36): & 169.21(C-12), 148.91(C-4), 148.91(C-
10), 139.07(C-11), 119.91(C-5), 117.48(C-13), 109.76(C-14), 79.16(C-6), 74.05(C-3), 73.04(C-1),
40.22(C-2), 28.50(C-9), 25.21(C-8), 10.85(C-15).
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Espectro 30. Espectro de IR (Nujol) de la 5-hidroxi-3',4',6,7-tetrametoxiflavona.
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Espectro 32. Espectro de RMN™C (75 MHz, CDCls, TMS) de la 5-hidroxi-3',4',6,7-tetrametoxiflavona.
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