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1. Introducciéon

El género Artemisia pertenece a la familia Asteraceae (Compositae) y cuenta con aproximadamente
500 especies a nivel mundial. Estas plantas se caracterizan por ser aromaticas y por el aprecio que
tienen en distintos paises debido a su uso tradicional. Una de sus caracteristicas distintivas es que su
contenido metabolico estd constituido principalmente de lactonas sesquiterpénicas de tipo
guayanolidas, eudesmandlidas y germacrandlidas. Estos productos naturales tienen una gran
diversidad estructural (se han reportado 8000 compuestos) y son reconocidos por las diversas
propiedades bioldgicas que poseen, tales como actividad antitumoral, antiinflamatoria, antiulcerosa,
analgésica, bactericida, antiviral y antiparasitaria, entre otras. Ademas, existen estudios que
demuestran que las lactonas sesquiterpénicas son importantes mediadores en las interacciones
planta-planta, planta-microorganismo y planta-ambiente.'®

La especie Artemisia ludoviciana ssp. mexicana o estafiate es conocida en nuestro pais desde la
época prehispanica. EI nombre comun estafiate proviene del nahuatl iztauhyatl que significa ‘sal
amarga.” Ademas de éste, tiene otros nombres de origen indigena como ambfe en lengua hiia’iii
(otomi), ten ts’ojol en teenek (huasteco), ros’sabl’i en raramuri (tarahumara) y kamaistra en
popoloca, por mencionar algunos.*

Existen registros de su uso en documentos como el Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis,
escrito en 1552 por Martin de la Cruz y traducido por Juan Badiano. En esta obra se mencionan los
usos gue se daba al estafiate, a manera de remedios elaborados junto con otras plantas, rocas y
partes de animales. Algunos de los padecimientos para los que se recomendaba usar preparados a
base de esta planta son: contra la debilidad de las manos, para refrigerar el cuerpo agobiado por
demasiado calor, heridas provocadas por un rayo y piojos en la cabeza. A pesar de que el Libellus se
caracteriza por las ilustraciones de las plantas a las que se refiere, no se encuentra alguna figura que
represente al estafiate.’

Los usos del estafiate también se mencionan en la Historia Natural de la Nueva Espafia escrito por
Francisco Hernandez como resultado de su exploracion del territorio mexicano entre 1571 y 1576.
En este documento se menciona a esta especie como muy parecida al ajenjo europeo y que es eficaz
para quitar dolores del frio, curar célicos y dolores de intestinos.®

Fray Bernardino de Sahagln también hace referencia al estafiate en su Historia General de las
Cosas de la Nueva Espafia, donde se menciona su uso contra la caspa, contra la aspereza o
sequedad de las narices y postemas del pescuezo.’

El registro del conocimiento del estafiate y de sus propiedades medicinales en estos documentos es
una constancia de la importancia del uso tradicional de esta planta entre la poblacién indigena.
Actualmente esta especie todavia se utiliza, aunque no en forma de elaborados remedios como en la
antigtiedad, sino mas bien en forma de infusion para aliviar el dolor abdominal, como vermifugo y
antiinflamatorio.®

Por lo anterior, puede afirmarse que el estafiate es una planta apreciada popularmente y es
importante continuar con su estudio para ampliar el conocimiento referente a las variaciones de su
contenido metabolico y sobre las propiedades bioldgicas de los productos naturales puros.



2. Antecedentes
2.1. Descripcion boténica

Artemisia ludoviciana spp. mexicana (Willd. ex Spreng) D. D. Keck es una planta de hasta 1.6 m de
alto, su tallo es ramificado con hojas en forma de liston, éstas son blancas y tomentosas por el
envés, y verdes por el anverso. Tiene flores amarillas acomodadas en cabezuelas y despide un olor
caracteristico. Florece de septiembre a diciembre.

Se distribuye desde el suroeste de Estados Unidos hasta Guatemala. En México, se encuentra
practicamente en todo el territorio, excepto en la peninsula de Yucatan. Forma parte de la
vegetacion secundaria de bosques de encino y coniferas, asi como de matorrales xerofilos,
pastizales y bosques tropicales caducifolios. Es comin que se cultive en pequefia escala.®®

De acuerdo con la base de datos The Plant List, A. ludoviciana ssp. mexicana tiene la siguiente
sinonimia: Artemisia cuneifolia Scheele, Artemisia ludoviciana var. mexicana (Willd. ex Spreng.)
A. Gray, Artemisia mexicana Willd. ex Spreng., Artemisia neomexicana Greene ex Rydb.,
Artemisia vulgaris var. mexicana (Willd. ex Spreng.) Torr. & A. Gray, Oligosporus mexicanus
(Willd. ex Spreng.) Less.™

2.2. Composicién quimica
Estudios quimicos previos de A. ludoviciana ssp. mexicana reportan que se han aislado las lactonas
sesquiterpénicas estafiatina (1), aquilina (2), 11,13-dehidroleucodina (3), crisartemina A (4),
crisartemina B (5), armexina (6), ludovicina A (7), ludovicina B (8), ludovicina C (9), armexifolina
(10), arglanina (11), douglanina (12), santamarina (13), la,3o-dihidroxiarbusculina B (14),
armefolina (15), 3a-hidroxireynosina (16), ridentina (17) y artemorina (18). También se han aislado
los flavonoides eupatilina (19), jaceosidina (20) y artemetina (21) (Figura 1).***
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Figura 1. Lactonas sesquiterpénicas y flavonoides aislados de A. ludoviciana ssp. mexicana.
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Figura 1. Continuacion.

2.3. Actividad biol6gica

Se han llevado a cabo diversos estudios de la actividad biol6gica de algunos extractos y del aceite
esencial obtenidos a partir de A. ludoviciana ssp. mexicana, los cuales se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Actividad bioldgica de extractos y aceite esencial de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana.

Actividad evaluada Extracto** Referencia
Dermatitis alérgica por contacto™ 18
Antimaléarica (Plasmodium yoelii yoelii) Etanol 96% 19
Antiinflamatoria (inhibicion del factor de transcripcion NF-kB) Etanol 96% 20
Anti-Mycobacterium tuberculosis Hexano, Metanol 21
Anti-Vibrio cholerae Etanol 22
Anti-Giardia lamblia, anti-Entamoeba histolytica Metanol 23
Anti-Helycobacter pylori Metanol, Agua 24
Efecto relajante, actividad antiespasmaodica dicloro:;t);zr(])(,)’metanol 25
Efecto hipoglucemiante, anti-hiperglucémico A(;E;?X;Z/il;i?e:cliél 26

*Se usaron las hojas directamente. **Todos los extractos fueron preparados con la parte aérea de la planta.



Como se observa, la mayoria de las actividades bioldgicas evaluadas se llevaron a cabo tomando en
cuenta el criterio etnomédico, pues se relacionan con los usos tradicionales para los que se emplea
esta especie.

La dermatitis alérgica por contacto causada por A. ludoviciana ssp. mexicana, se atribuye a las
lactonas sesquiterpénicas, las cuales son los metabolitos principales de la planta.

La evaluacion del extracto etandlico para determinar la actividad antimalarica obedece al hecho de
que en la especie Artemisia annua se encontrd la lactona artemisinina, la cual se utiliza a nivel
mundial para el tratamiento de la malaria.

Por otro lado, también se ha evaluado la actividad bioldgica de algunos de los metabolitos que se
encuentran en A. ludoviciana ssp. mexicana. En la tabla 2 se resume esta informacion.

Tabla 2. Actividad bioldgica de metabolitos aislados de A. ludoviciana ssp. mexicana.

Actividad evaluada Compuestos evaluados Referencia
Actividad citotoxica Ludovicinas A-C (7-9), ridentina (17), 27
crisartemina A (4)
Douglanina (12), santamarina (13), 28

ludovicina A (7), armexina (6), armefolina
(15), armexifolina (10), 3a-hidroxireynosina

(16)
Douglanina (12), ludovicinas A-B (7-8) 29
Arglanina (11), ludovicinas A-B (7-8), 3a- 30
hidroxireynosina (16)
Dermatitis alérgica por contacto Ludovicinas A-C (7-9) 18
Efecto hipoglucemiante, anti-hiperglucémico | Eupatilina (19), jaceosidina (20), arglanina 26
(11)
Actividad antimalarica Agquilina (2), ludovicina A (7), santamarina 15

(13), armefolina (15), estafiatina (1),
crisartemina B (5), arglanina (11)
Ridentina (17) 31

Inhibicién del receptor de células T Estafiatina (1), aquilina (2) 32

Como se observa en la tabla, la actividad bioldgica evaluada mas frecuentemente es la citotoxica, lo
cual se debe a que las lactonas sesquiterpénicas se caracterizan precisamente por inhibir el
crecimiento celular. Esta propiedad se atribuye a que estos compuestos poseen en su estructura una
a-metilen-y-lactona, la cual reacciona mediante una adicion tipo Michael con nucledfilos
bioldgicos, como los grupos tiol presentes en los residuos de cisteina de las enzimas. Esta
caracteristica estructural tiene la desventaja de ser poco especifica, por lo que inhibe tanto a células
tumorales como a células sanas. Otra caracteristica de las lactonas sesquiterpénicas es una baja
solubilidad en agua, lo que dificulta las pruebas in vivo. Estas propiedades de interés biolégico
pueden ser moduladas al modificar la estructura molecular de las sustancias.**=*

De los productos naturales aislados de A. ludoviciana ssp. mexicana, destacan dos por sus
actividades biologicas. Uno de ellos es la lactona sesquiterpénica 11,13-dehidroleucodina (3), de la
cual se ha demostrado que tiene actividad citotoxica contra lineas celulares de leucemia humana y
contra células de melanoma en un modelo animal. Otro estudio demuestra que protege la mucosa
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gastrica y reduce la inflamacion producida por dafio gastrico inducido en un modelo animal.
También tiene propiedades bactericidas e inhibe a Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana.?

El otro compuesto destacado es la eupatilina (19), de la cual se ha demostrado que es un agente
citotoxico, antiinflamatorio, antioxidante y neuroprotector.®

3. Justificacion

Artemisia ludoviciana ssp. mexicana es una planta que se utiliza en México desde la época
prehispanica y los estudios etnomédicos recientes confirman su uso tradicional. Ademas, los
metabolitos que biosintetiza son de distintos tipos, con estructuras variadas y actividades bioldgicas
relevantes, por lo que es pertinente continuar con el estudio de esta especie para identificar
sustancias adicionales a las ya descritas y evaluar las variaciones metabdlicas.

4. Objetivo

Realizar el estudio quimico de Artemisia ludovicina ssp. mexicana mediante la extraccion,
aislamiento y caracterizacion estructural de los productos naturales presentes en la especie, para
ampliar el conocimiento referente a sus constituyentes y ponderar sus posibles actividades
bioldgicas.

5. Resultados y discusién
5.1. Identificacion y elucidacion estructural de los metabolitos aislados

Del extracto acetonico de la parte aérea de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana se aislaron los
siguientes compuestos: estafiatina (1), ludovicina A (7), ludovicina B (8), armexifolina (10),
eupatilina (19) y un dimero de guayanodlida (22). Del extracto metanélico se obtuvo L-quebraquitol
(36). Las sustancias fueron caracterizadas mediante técnicas espectroscépicas y espectrométricas,
asi como por sus caracteristicas fisicas.

De las fracciones de menor polaridad (hexano-acetato de etilo 9:1) obtenidas del fraccionamiento
primario del extracto acetonico, se aislo un sélido cristalino en forma de agujas (p. f. 97-100 °C, Ry
0.375 hexano-AcOEt 8:2). En el espectro de RMN de *H se observaron dos sefiales dobles (J = 3.6
Hz) en 61 6.19 y 5.47; su multiplicidad y desplazamiento sugieren que dichas sefiales corresponden
a un metileno olefinico unido a la posicion alfa de un grupo carbonilo de lactona; también se
observaron dos sefiales dobles (J = 1.8 Hz) en 64 4.94 y 4.85 que corresponden a otro metileno
olefinico, una sefal simple que integra para un hidrogeno en dn 3.36, lo cual sugiere que se trata de
un oximetino y una sefal simple que integra para tres hidrogenos en dn 1.60 correspondiente a un
metilo. La integracion de las sefiales en el espectro permitié determinar un total de 18 hidrégenos.

El espectro de RMN de **C muestra 15 sefiales, una de ellas en 5c 169.89 correspondiente a un
grupo carbonilo, cuatro sefiales de carbonos sp? en 8¢ 146.22, 139.69, 120.32 y 115.41, tres sefiales
en 8¢ 80.67, 65.98 y 63.34 de carbonos sp® unidos a oxigeno.

La comparacion de los datos de RMN de 'H y **C con los reportados previamente™ permitieron
establecer que la sustancia aislada es la estafiatina (1).



Cromatografias sucesivas de las fracciones subsecuentes permitieron la obtencion de ludovicina A
(7) (sélido cristalino, p. f. 210-212 °C, Rt 0.3 hexano-AcOEt 4:6) y ludovicina B (8) (polvo blanco,
p. f. 148-150 °C, R 0.425 hexano-AcOEt 4:6). En el espectro de RMN de *H de 7 se observan dos
sefiales dobles (J = 3.2 Hz) en &n 6.09 y 5.42 atribuibles al metileno unido en la posicién o del
carbonilo, una sefial doble de dobles (J = 11.7, 10.5 Hz) que corresponde al oximetino en posicion
6. También se observa una sefial simple ancha en &4 3.22 del hidrégeno en posicion 1, su
desplazamiento se debe a que se trata de un hidroximetino, y una sefial multiple en &y 3.04 del
hidrégeno en posicidn 3 que se encuentra unido a un carbono de epdxido. Las sefiales de los metilos
en posicion 14 y 15 se encuentran en 640.87 y 1.51; el desplazamiento de este ultimo a campo bajo
se debe a que se encuentra unido a un carbono de epdxido. La integracion de las sefiales en el
espectro da un total de 20 hidrégenos.

El espectro de RMN de **C de 7 tiene 15 sefiales, una de ellas en 5c 170.5 correspondiente a un
carbonilo, dos sefiales de carbonos vinilicos en 6¢c 138.77 y 117.32 de las posiciones 11 y 13,
respectivamente. El resto de las sefiales se encuentra en la region de carbonos sp?, entre ellas
destacan las sefiales en 6c 81.13, 73.44, 61.01 y 59.16, cuyos desplazamientos indican que los
carbonos se encuentran unidos a oxigeno.

En el espectro de RMN de *H de 8 se observan dos sefiales dobles (J = 3.2 Hz) en 4 6.09 y 5.43
correspondientes al metileno olefinico unido a la posicién a del carbonilo, una sefial triple (J = 1.2
Hz) en 64 5.19 que integra para un hidrégeno y se asigné al proton en la posicién 15a; al hidrégeno
15b le corresponde la sefial dd (J = 1.9, 0.9 Hz) en 64 5.08. La sefial triple (J = 11.0 Hz) en 81 4.03
se asignd a H6, este hidrogeno se acopla con H5 (64 3.15, dt, J = 11.0, 1.8 Hz) y H7 (613.15, ddt, (J
=15.1, 10.7, 3.2 Hz). La sefal triple (J = 3.0 Hz) en 64 4.42 se asign6 a H3, mientras que la sefial
en &y 3.38 (t, J = 3.0 Hz) se asign6 a H1. La magnitud de las constantes de acoplamiento indica que
estos hidrdgenos son P-ecuatoriales, por lo que los hidroxilos en C1 y C3 son a-axiales. Es
importante verificar la orientacion del hidrogeno en posicion 1, debido a que se ha reportado que el
compuesto 3a-hidroxireynosina (16), también aislado de A. ludoviciana ssp. mexicana, es epimero
de la ludovicina B. *°
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De las fracciones de polaridad intermedia provenientes del fraccionamiento primario y tras
cromatografias sucesivas, se obtuvo un sélido blanco en forma de agujas (p. f. 193-196 °C, R; 0.33
hexano-AcOEt 3:7). En el espectro de RMN de *H se observan dos sefiales dobles en 54 6.09 (J =
3.2 Hz) y 5.64 (J = 3.0 Hz), que corresponden a un metileno unido a la posicion a de una y-lactona.
Una sefal en 64 4.96 (dc, J = 11.8, 1.6 Hz) corresponde al metino en posicion 6 y una sefial en du
2.91 (tc, J = 11.6, 3.8 Hz) atribuible al metino en posicion 7, asi como una sefial doble (J = 1.6 Hz)
en 8u 1.96 que integra para tres hidrogenos y que se asign6 al metilo vinilico en posicion 15.
También se observo una sefial en 64 3.87 (dt, J = 13.0, 5.0 Hz) que se asigno al hidrégeno en
posicion 1. Se determino que este hidroégeno se encuentra en posicion a-axial debido al valor de sus
constantes de acoplamiento, una J = 13.0 Hz para un acoplamiento trans diaxial con el hidrégeno
2B y una J = 5.0 Hz correspondiente a un acoplamiento axial-ecuatorial con el hidrogeno 2a.
Adicionalmente, en el espectro NOESY se observo la interaccion entre H1 y H9a.

En el espectro de RMN de °C se observan 15 sefiales, una en dc 197.39 que corresponde a un
carbonilo de cetona; y otra en 8¢ 169.52 de un carbonilo de lactona. También se observan cuatro
sefiales en la region de carbonos sp? (8¢ 154.19, 139.71, 128.63, 119.02) que indican la presencia de
dos enlaces dobles en la molécula. El resto de las sefiales corresponden a carbonos sp®, dos de los
cuales se encuentran unidos a oxigeno como lo indican sus desplazamientos (6¢c 82.71 y 74.48).
Estos datos espectroscopicos coinciden con los reportados® para la armexifolina (10). Es necesario
establecer la orientacion del hidrogeno en 1 debido a que en la literatura se ha reportado® un
epimero en esa posicion, la ludovicina C (9), que también se aislo A. ludoviciana ssp. mexicana.

A partir de las fracciones de mayor polaridad del fraccionamiento primario y después de
cromatografias sucesivas, se aislé un sélido amarillo (p. f. 233-236 °C, R¢ 0.48 hexano-AcOEt 4:6).
En su espectro de RMN de *H se observa un sistema ABX en la region de protones aromaticos: una
sefial en 64 7.65 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz), otra en 64 7.54 (d, J = 2.1 Hz) y una en 84 7.10 (d, J = 8.6
Hz). También se observan tres sefiales simples que integran para un hidrégeno cada una en ou
13.03, 6.94 y 6.62; y tres sefiales simples que integran para tres hidrégenos cada una en é 3.87,
3.84y 3.76. En el espectro de **C se observan 18 sefiales, una de ellas en 8¢ 182.22 que corresponde
a un carbonilo, 14 sefiales en la region de carbonos sp2 aromaticos y vinilicos, ademas de 3 sefiales
en dc 59.97, 55.86 y 55.74 que corresponden a carbonos unidos a oxigeno. Al comparar las
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caracteristicas fisicas y los datos espectroscopicos reportados en la literatura®, se determiné que la
sustancia aislada es la eupatilina (19).

El dimero 22 se aisl6 mediante cromatografias sucesivas de las fracciones intermedias obtenidas del
fraccionamiento primario del extracto acetonico. Este compuesto es un sélido blanco con punto de
fusion de 212-214 °C y [a]o = - 4.0° (c 0.001, CHCIs). El analisis del espectro de masas de alta
resolucion ([M + H]", m/z 491.24341, calculada para CsoHzsO6: 491.24336) v el espectro de RMN
de C, permitié establecer la formula molecular como CgzHssOs, lo cual indica 14 grados de
insaturacion. En el espectro de RMN *3C se observaron 30 sefiales (Figura 2), de las cuales cuatro
corresponden a metilos, seis a metilenos, ocho a metinos y doce a carbonos cuaternarios.
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Figura 2. Espectro de RMN *C (CDCls) del dimero 22.

La informacion anterior permitié suponer que la estructura de 22 estaba constituida por la unién de
dos lactonas sesquiterpénicas, cuyos fragmentos estructurales corresponden a Ay B (Figura 3).



Figura 3. Estructuras parciales A y B, y estructura total del dimero 22. Se indican las interacciones
NOE observadas en el espectro NOESY.

La estructura parcial A se determind mediante el anélisis del espectro de RMN *H (Figura 4) y de
los experimentos COSY, HMBC y HSQC. Los desplazamientos quimicos de H6 (6w 3.62, t, J =
10.0 Hz) y C6 (3¢ 81.45) son asignables a un oximetino. Dicho protén correlaciona en HMBC con
un carbono en d¢ 54.12, este Ultimo se encuentra unido a un proton en 8y 2.54, que se asigné como
H7. La sefial en 64 3.45 (dd, J = 9.9, 1.4 Hz) se asign6 al hidrogeno en la posicion 5, éste
correlaciona con la sefial en 6¢ 20.27, la cual corresponde a la sefial del metilo 15 (61 2.28,t,J=1.1
Hz). El protén en la posicion 3 (dn 6.14, ¢, J = 1.3 Hz), unido a un carbono en &8¢ 135.75,
correlaciona con el carbono en d¢ 195.97 y con un carbono en ¢ 171.19, y se asignaron como C2 y
C4, respectivamente. La sefial asignada al metilo 14 (6n 2.39, d, J = 1.0 Hz) correlaciona con los
carbonos en d¢c 151.96 y 132.03, asignados como C10 y C1, respectivamente. Los protones en du
2.31 (d, J=11.7 Hz) y 6n 1.38 (d, J = 11.6 Hz), asignados a la posicion 13, correlacionan con un
carbono carbonilico en ¢ 177.86, asignado como C12.

La estructura parcial B se determiné mediante los protones vinilicos 13’a (6 6.10, d, J=3.6 Hz) y
13’b (6w 5.36, d, J = 3.3 Hz) que correlacionan, en el experimento HMBC, con los carbonos
cuaternarios en oc 170.82 y 140.93, asignados a C12’ y C11°, respectivamente. Ademas,
correlacionan con el C7’ (8¢ 43.59), que de acuerdo con el experimento HSQC se encuentra unido
al proton en oy 3.24 (tdt, J = 10.2, 6.8, 3.4). La sefial en 64 4.17 (t, J = 9.7 Hz) se asigno al
hidrogeno de la posicion 6°, esta sefial muestra correlacion con el carbono en 6¢ 66.77, el cual esta
unido al hidrégeno H5” (8w 2.22, d, J = 9.4 Hz). Las sefales en 64 6.34 (d, J = 5.6 Hz) y 615.87 (d,
J = 5.5 Hz) se asignaron a los hidrogenos vinilicos de las posiciones 3’ y 2°, respectivamente. Las
sefiales simples en 8y 1.43 y 61 1.30 corresponden a los metilos 15” y 14°.
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Figura 4. Espectro de RMN *H (CDCls, 700 MHz) del dimero 22.

La conectividad entre los fragmentos A y B se establecié debido a que en HMBC se observé la
correlacion de los protones en la posicion 13 con el carbono C1’ y de H3” con C11. Por lo tanto,
existe union entre los carbonos C13 y C1°, y C11 con C4°.

La configuracion del dimero se establecié mediante el experimento NOESY. Se observaron
interacciones NOE entre 15°CHsz y H7, H3’, H6’; también entre H3” y H6’; asi como entre H2’ con
14’CHs y H6’; y entre H6 con H13. Adicionalmente, se observaron interacciones NOE entre H5 y
H7; también entre H6 y H8p, entre HS’ y H7’, asi como entre H6’ y H9’f, las cuales proporcionan
informacion sobre la estereoquimica relativa de A y B, respectivamente.

Lo anterior permite proponer a 22 como la estructura del dimero, el cual proviene de la union de las
estructuras parciales A y B mediante una reaccion de Diels-Alder.

En el espectro de masas (IE) de 22, se observaron los picos m/z 246 y m/z 244, que se atribuyen a
los productos retro-Diels-Alder C y D, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Productos retro-Diels-Alder C y D provenientes de la fragmentacion del dimero 22.

Los datos obtenidos respaldan la estructura propuesta para el dimero 22 y su posible origen como
producto de una reaccion Diels-Alder, donde el diendfilo corresponde a lactona sesquiterpénica 11,
13-dehidroleucodina (3), la cual se aislé previamente de A. ludoviciana ssp. mexicana.™ El dieno B-
1 se denomina como dehidromatricarina B* y se ha propuesto como un precursor de otros dimeros
aislados del género Artemisia (Figura 6).%**? Sin embargo, B-1 no se ha aislado como un producto
natural ni se ha logrado su sintesis, probablemente debido a que es inestable.*?

o
B-1

Figura 6. Estructuras de la 11,13- dehidroleucodina y dehidromatricarina B.

La reaccion de cicloadicién entre 3 y B-1 puede dar lugar a la formacion de dos regio-isémeros, uno
de ellos resultado de la union entre las posiciones C11-C1’ y C13-C4’; y el otro como resultado de
la union entre los carbonos C11-C4’ y C13-C1°. Como se discutio anteriormente, los datos del
experimento HMBC permiten corroborar que el dimero 22 se encuentra unido entre C11-C4’ y
C13-Cr1’.

Una vez establecido el regio-isomero, es importante establecer el isémero configuracional. Existen
cuatro posibilidades derivadas del estado de transicibn mediante el cual se lleva a cabo la
cicloadicion (Figura 7): los productos endo, donde la orientacion del dienofilo sea o y la del dieno
sea B (i), 0 bien con el dienodfilo en B y el dieno en a (ii); y los productos exo, con el dienofilo con
orientacion a y el dieno f (iii), o el dienofilo B y el dieno a (iv).

11
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Figura 7. Cuatro posibles estereoisomeros derivados del estado de transicion endo (i y ii) y exo (iii
y iv) de la reaccion de cicloadicion para formar 22.

De acuerdo con los datos del experimento NOESY, es posible proponer que el dimero 22 se formé
mediante un estado de transicion endo, con el dienofilo con orientacion o y el dieno con orientacion
B, como Se observa en i.

Se ha reportado el aislamiento del dimero 22-A (Figura 8) a partir de Artemisia anomala.** De
acuerdo con los datos de espectrometria de masas ([M + H]*, m/z 491.2402, calculada para
CazoH3s06: 491.24281) y de RMN C, este compuesto y el dimero 22 tienen la misma formula
molecular, sin embargo, el andlisis de los datos de RMN 'H muestran diferencias en los
desplazamientos de los hidrégenos H2’ (8w 5.87 para 22 y o 6.26 para 22-A), H3’ (61 6.34 para 22
y on 5.83 para 22-A), H7’ (dn 3.24 para 22 y dn 2.72 para 22-A), H13 (6w 2.31, 1.38 para 22 y ou
2.55, 2.04 para 22-A) y 14’CHs (6w 1.30 para 22 y 64 1.48 para 22-A), este Gltimo se encuentra en
posicion B en 22, pero en 22-A se encuentra en posicion a.
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Es posible que el dimero 22-A sea resultado de una cicloadicion con estado de transicion exo, con el
dienofilo en posicion a y el dieno en posicion B (Figura 7, iii).

La diferencia observada en la rotacion dptica de 22-A ([a]o = + 30.5°, ¢ 0.18, CHCls) y 22 ([a]p = -
4.0°, ¢ 0.001, CHCIs), permite confirmar la relacion estereoisomérica entre ambas sustancias.

Figura 8. Estructura del dimero 22-A, aislado de A. anomala.*

Se han aislado otros dimeros similares al dimero 22, en donde la parte izquierda es igual a B-1, pero
la parte derecha tienen diferentes sustituyentes en la posicién 8. Estos compuestos se conocen como
arteminolidos (23-27) y artanomaloides (28-30) (Figura 9). Se propone que se forman mediante una
reaccion Diels-Alder con estado de transicion exo; en el caso de los artemindélidos, la orientacion del
dienofilo es o y la del dieno es B (Figura 7, iii), mientras que para los artanomaloides la orientacion
del dienofilo es Py la del dieno es o (Figura 7, iv).**2

(6]
(o] (o] o
J S O )

8-acetilartemin6lido 23 Artemindlido A 24

o “%)k M
Artanomaloide 28  Artanomaloide A 29
o %
M [¢]
Artemindlido B 25 Artemindlido C 26 Z)H)
(0]

Artanomaloide C 30
2

Arteminolido D 27

Figura 9. Estructuras de algunos dimeros analogos a 22,34

Dentro del género Artemisia, se han aislado otros dimeros de guayandlidas (Figura 10). Destaca la
(+)-absintina (31) aislada de Artemisia absinthium por Herout y colaboradores.® En este compuesto
y en sus analogos,* tanto el diendfilo como el dieno tienen la misma estructura (B-2), sin embargo,
dicho mondmero no ha logrado aislarse como un producto natural. En 2005, Zhang y colaboradores
reportaron la sintesis total de la (+)-absintina.*
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La artesieversina (32) es un dimero aislado de Artemisia sieversiana. Para este compuesto se
propone como diendfilo la estafiatina (1) y como dieno se propone a B-3, el cual tampoco se ha
aislado como un producto natural.*’

De Artemisia myriantha, se aislo la artemiriantolida D (33), cuyos precursores son la arglabina (34)
y la dehidromatricarina B (B-1), que es el mismo dieno que se propone para la formacion del
dimero 22.%8

Los dimeros mencionados tienen en comun que los dienos propuestos como sus precursores, no han
sido aislados como productos naturales, posiblemente debido a que son compuestos reactivos y sélo
se encuentran formando parte de dimeros.

gy

T

(|

Figura 10. Estructuras de dimeros y sus monomeros, aislados del género Artemisia.

Wong y Brown proponen que B-1 y B-3 se forman mediante la adicion de agua a la lactona
sesquiterpénica fulvenoguayandlida (35), la cual también se aislé de A. myriantha (Figura 11). El
dieno B-3 es el mondmero propuesto para la formacion de otros dimeros aislados de la misma

especie.®®
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Figura 11. Estructura de la fulvenoguayandlida, posible precursora de B-1y B-3.

Ahora bien, el compuesto 35 s6lo se ha reportado en A. miryantha, por lo que es poco probable que
sea el Unico precursor del dieno B-1.

Para el caso del dimero aislado en este trabajo, es posible proponer a la estafiatina (1) como
precursora del dieno B-1, pues esta lactona se encuentra en la especie A. ludoviciana spp. mexicana
(Figura 12).

W
Ho 2H,0

HO

o
B-1 - -

Figura 12. Mecanismo propuesto para la formacién del dieno B-1 a partir de la estafiatina.
La adicion de agua a 1 provoca la apertura del époxido y la formacion de un diol, que al

deshidratarse forma el 2,4-pentadieno. Al adicionar un proton en la posicién 5, se genera un
intermediario con una carga positiva en 4. Por efecto de resonancia, esta carga migra a la posicion 2
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y la pérdida del proton en 1 conduce a la formacion del 1,3-pentadieno. La posterior adicion de
agua al enlace doble en la posicién 10, conduce a la formacion de B-1.

La descripcion anterior permite concluir que el dimero 22 es una sustancia novedosa, su hallazgo
hace pertinente continuar con la exploracion del contenido metabdlico de A. ludoviciana ssp.
mexicana, pues es posible que contenga otros dimeros analogos a 22.

Por ultimo, a partir de las fracciones de mayor polaridad provenientes del fraccionamiento primario
del extracto metandlico, se aisl6 un solido blanco (p. f. 189-191 °C, R 0.6 hexano-AcOEt-MeOH
1:1:4). En su espectro de RMN de 'H se observan dos sefiales triples en 84 4.28 (J = 3.6 Hz, 1H) y
dn 4.07 (J = 3.6 Hz, 1H); una sefal en 64 3.75 (dd, J = 9.5, 3.2 Hz, 1H), una sefial maltiple que
integra para dos hidrégenos en 8y 3.62, una sefial simple en 34 3.46 que corresponde a un metilo y
una sefial en 8y 3.41 (dd, J = 9.5, 3.1 Hz, 1H). En el espectro de RMN de 3C se observan siete
sefiales en 6¢ 80.11, 72.79, 71.88, 71.32, 70.31, 67.09 y 56.84. Mediante el experimento DEPT135
se determind que seis de estas sefiales corresponden a metinos y una a metilo. Comparando estos
datos con los reportados en la literatura,® se determind que el compuesto obtenido es L-
quebraquitol (36).

36

El L-quebraquitol (1L-2-O-metil-chiro-inositol) es un derivado del L-chiro-inositol, en donde el
hidroxilo de la posicion 2 esta sustituido por un grupo metoxilo. Este compuesto se encuentra en
distintas especies de plantas, entre ellas Aspidosperma quebracho-blanco,®® Allophylus edulis® y
Artemisia iwayomogi.>

Se han llevado a cabo diversos estudios de la actividad bioldgica de 36, en los que se ha evaluado su
potencial uso como sustituyente de la glucosa en pacientes con diabetes,* asi como su actividad
hipoglucémica,> antioxidante® y gastroprotectora.*®

Cabe mencionar que es la primera vez que se reporta al L-quebraquitol como constituyente de A.
ludoviciana ssp. mexicana.

5.2. Evaluacion de la inhibicion de la enzima a-glucosidasa

Existen reportes del uso tradicional del estafiate para el tratamiento de la diabetes,*®*" y se han

llevado a cabo estudios del efecto anti-hiperglucémico de extractos de la planta, asi como de
algunos de sus metabolitos.?®>® Tomando en cuenta estos informes, se evalué la actividad de los
metabolitos 1, 7, 8, 10, 22 y 36 sobre la actividad enzimatica de la a-glucosidasa de levadura y de
rata (tabla 3), de acuerdo con protocolos estandarizados,* para determinar de manera preliminar su
potencial como sustancias anti-hiperglucémicas.

En esta prueba se utiliza como sustrato a-D-glucopirandsido de 4-nitrofenilo que, al ser hidrolizado
por la enzima, libera a-D-glucosa y 4-nitrofenol. Este Gltimo compuesto es colorido, por lo que es
posible determinar su concentracion mediante espectrofotometria. Dicha concentracion es
inversamente proporcional a la inhibicion de la enzima.
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Tabla 3. Efecto de los metabolitos aislados de A. ludoviciana ssp. mexicana sobre la actividad de la
enzima a-glucosidasa de levadura y de rata.

Sustancia Concentracion a-glucosidasa de levadura a-glucosidasa de rata
(uM) D.0.405nm  Inhibicién (%) D.0O.405nm Inhibicion (%)
a-Glucosidasa 100% - 2.005 - 0.993 -
1 1.970 1.73 0.988 0.44
1 10 1.837 8.38 1.016 SA
100 1.997 0.38 1.014 SA
1 1.990 0.76 1.008 SA
7 10 1.916 4.44 0.993 SA
100 1.881 6.18 1.014 SA
1 2.021 SA 1.013 SA
8 10 2.041 SA 1.00 SA
100 1.995 0.50 0.986 0.64
1 1.982 1.16 1.038 SA
10 10 2.060 SA 0.972 2.05
100 2.024 SA 0.997 SA
1 1.999 0.30 1.011 SA
22 10 1.896 5.44 1.009 SA
100 1.621 19.15 0.982 111
1 1.761 3.56 1.001 SA
36* 10 1.847 SA 0.992 0.10
100 1.901 SA 0.996 SA
1 1.953 2.61 - -
Quercetina 10 1.226 38.85 - -
100 0.303 84.87 - -
1 - - 0.746 24.88
Acarbosa 10 - - 0.597 39.86
100 - - 0.497 49.93

Vehiculo: DMSO 50% (25 uL), glicerol 50%, con GSH.

10 min. de inhibicién, 15 min. de reaccion.

SA = Sin actividad.

*Para esta muestra, el control glucosidasa 100% de levadura tiene un valor de D. O. (405 nm) = 1.826

De acuerdo con los datos de la tabla 3, ninguno de los compuestos probados tiene actividad
inhibitoria comparable a las referencias, por lo que su posible potencial como agentes anti-
hiperglucémicos es limitado. Cabe mencionar que la eupatilina (19) no se incluyé en este ensayo, ya
gue su actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa ya se encuentra informada en la
literatura.®

6. Parte experimental

Artemisia ludoviciana ssp. mexicana fue colectada en la carretera federal México-Cuernavaca
(carretera 95), a 8 km al norte de Tres Marias, Estado de Morelos. El registro de una muestra de la
planta en el Herbario Nacional (Instituto de Biologia, UNAM) se encuentra en proceso.

El material vegetal se dejo secar a la sombra a temperatura ambiente y después se cortd en trozos
pequefios. Posteriormente, se obtuvieron los extractos acetdnico y metandlico mediante maceracion.
Para esto se colocaron 5.37 kg de la parte aérea de la planta en garrafones de vidrio, se adicion6
acetona hasta cubrir el material (20 L aproximadamente) y se dejo reposar durante 12 h.
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Posteriormente, se recuperé el disolvente y se concentrd en el rotavapor. Se hicieron tres
extracciones usando acetona y se obtuvieron 284.4 g de extracto. Se siguié el mismo procedimiento
utilizando metanol y se obtuvieron 272.0 g de extracto.

El fraccionamiento primario del extracto acetonico se llevé a cabo adsorbiéndolo en gel de silice
malla 70-230 (relacién 1:1 con respecto al peso del extracto), se aplicé en una columna de vidrio de
10 cm de diametro usando como soporte gel de silice 70-230 (900 g) y como eluyente se uso
hexano, luego mezclas hexano-AcOEt de polaridad creciente, después acetona y finalmente
metanol. Se colectaron 300 fracciones de 1 L, las cuales se reunieron de acuerdo con su perfil en
cromatografia en capa fina (CCF), clasificandolas de A-U. Los fraccionamientos secundarios se
hicieron usando columnas de vidrio de distintos diametros, usando gel de silice malla 240-400 y
como eluyentes, distintas mezclas de disolventes, principalmente hexano-AcOEt.

El extracto metandlico se fraccioné siguiendo un procedimiento similar, se adsorbi6 en gel de silice
malla 240-400 (relacion 1:1 respecto al peso del extracto), se aplic6 en una columna de vidrio de 10
cm de didametro empacada con gel de silice malla 240-400 (900 g) y se eluy6 con diclorometano,
luego mezclas diclorometano-metanol de polaridad creciente y finalmente con metanol. Se
colectaron 157 fracciones de 500 mL, las cuales se reunieron de acuerdo con su perfil en CCF,
clasificindolas de A-W. Para dar seguimiento a las cromatografias en columna, se usaron
cromatofolios de gel de silice 60 Fzss soportadas en aluminio (marca Merck), las cuales se
observaron bajo luz UV (A = 254 y 365 nm) y se revelaron con solucion de sulfato cérico de amonio
o vainillina, y posterior calentamiento.

Los puntos de fusion se determinaron con un aparato Fisher-Johns (marca Cole-Parmer) y no estan
corregidos. Los espectros de RMN de *H y *C de una y dos dimensiones se adquirieron en los
equipos Bruker Avance Il 400 MHz, Bruker Ascend 500 MHz y Bruker Ascend 700 MHz. La
rotacion optica se determiné con un Polarimetro Perkin-Elmer 343 y la espectrometria de masas se
realizé en un espectrémetro de masas Jeol SX 102 A.

Las evaluaciones referentes a la inhibicion de la actividad de la enzima a-glucosidasa fueron
realizadas de acuerdo con los procedimientos informados en la literatura.>

7. Conclusiones

De la especie Artemisia ludoviciana ssp. mexicana se obtuvieron dos extractos, acetonico y
metanolico. Del primer extracto se lograron aislar y caracterizar las lactonas sesquiterpénicas
estafiatina (1), ludovicina A (7), ludovicina B (8), armexifolina (10), la flavona eupatilina (19) y un
dimero de guayanolida (22), derivado de la reaccion de Diels Alder de dos lactonas
sesquiterpénicas. Este compuesto se reporta por primera vez como producto natural. Del extracto
metanolico se aisld L-quebraquitol (36), el cual se reporta por primera vez en esta especie.

La evaluacién de los metabolitos 1, 7, 8, 10, 22 y 36 como inhibidores de la actividad de la enzima
a-glucosidasa de levadura y de intestino de rata demostraron la ausencia de actividad en
comparacion con las referencias empleadas. El hallazgo de una nueva sustancia en la especie A.
ludoviciana ssp. mexicana contribuye a ampliar el conocimiento de su contenido metabodlico y
motiva a continuar con el estudio de esta especie vegetal.
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