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i. RESUMEN

Artemisia ludoviciana subsp. mexicana conocida como “estafiate” se caracteriza por tener
una gran diversidad de metabolitos secundarios, dentro de los cuales destacan las lactonas
sesquiterpénicas (LsS), compuestos que presentan como caracteristica primordial al grupo a-
metilen-y-lactona (aMyL); el cual es responsable de su amplia gama de actividades
biologicas. Las LsS cumplen principalmente con funciones de proteccion para la planta,
contra herbivoros y patdogenos. La importancia de las LsS para el hombre estriba en su

actividad antifingica y antitumoral.

En el presente estudio se describe la evaluacion antifungica de los extractos “crudos” con n-
hexano, AcOEt y MeOH frente a tres hongos filamentosos —Aspergillus niger, Penicillium
sp. y Trichoderma sp.— en una concentracion de 40 mg/mL. Donde los extractos “crudos”
con n-hexano y AcOEt no mostraron inhibir a A. niger y Trichoderma sp., sin embargo,
inhibieron totalmente a Penicillum sp., mientras el extracto con MeOH no inhibi6 a ninguno

de los tres hongos ensayados.

Para ello, se realizd6 una separacion cromatografica del extracto “crudo” con AcOEt,
utilizando mezclas de n-hex/AcOEt de polaridad creciente, obteniendo seis fracciones. A
dichas fracciones se les realiz6 una evaluacion antifiingica frente a tres hongos filamentosos
—Aspergillus niger, Penicillium sp. y Trichoderma sp.— en una concentracion de 40
mg/mL, las cuales no mostraron inhibicidon de 4. niger y Trichoderma sp., caso contrario de

Penicillum sp. el cual se logré inhibir en todas las fracciones durante las 72 h.

Finalmente, de la separacién cromatografica de las fracciones del extracto “crudo” con
AcOEt se obtuvo la purificacioén de tres lactonas sesquiterpénicas [achillina (8), estafiatina
(13) y ridentina (4)], el B-sitosterol y un compuesto que se encuentra en proceso de
caracterizacion. El presente estudio estd encaminado a valorar al estafiate como fuente de
LsS para su posterior evaluacion antitumoral, antifingica y como materia prima en su

transformacion quimica y bioldgica con hongos filamentosos.



ii. INTRODUCCION

Artemisia ludoviciana subsp. mexicana (estafiate) es una especie vegetal, se encuentra
distribuida en la zona central de la Republica Mexicana. Es comercializada de manera
importante en muchos mercados de plantas medicinales, debido a su elevado uso dentro de
la medicina tradicional mexicana. Desde la antigliedad se le han atribuido diversas
propiedades curativas y terapéuticas. Los aztecas utilizaban esta planta para tratar demencia,
males debidos a opresion del corazdn, “escupir” sangre, fiebre y exceso de flema. Ademas,
de emplearse para la epilepsia, gota, paralisis, el entumecimiento, el empacho, colicos y
dolores por el frio. Dichos sintomas siguieron siendo tratados durante la época colonial con
esta planta. En la actualidad, se continua utilizando principalmente para tratar problemas
concernientes al aparato digestivo. Sin embargo, no hay estudios biologicos que sustenten el

uso del estafiate dentro de la medicina tradicional mexicana.

Aunado a lo anterior, uno de los problemas de salud mas importante en la sociedad moderna
es el cancer, este consiste en la proliferacion descontrolada de células anormales. En una
célula cancerosa, los niveles de glutation reducido son mas altas que en las células normales.
Por lo tanto, se requiere de farmacos que puedan inducir apoptosis de células cancerosas al
disminuir los niveles de glutation reducido intracelular, ya que este es un regulador del
equilibrio redox, debido a que se asocia a una menor produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Un amplio grupo de productos naturales que han llamado la atencion
actualmente son las lactonas sesquiterpénicas (LsS) —metabolitos secundarios— como
principales componentes de las partes aéreas de 4. ludoviciana subsp. mexicana, las cuales,
en general tienen una amplia gama de actividades bioldgicas como: antimicrobiana,
fitoalexinas, antimaldrica, antineopldsica, citotdxica, antifingica, antitumoral, entre otras;
cabe senalar que la actividad biologica de las LsS esta relacionada con su esqueleto base y

su funcionalidad quimica.

Por ello, el presente estudio tiene como objetivo realizar el aislamiento, caracterizacion,
identificacion y evaluacion de la actividad biologica de las LsS mayoritarias de 4.
ludoviciana subsp. mexicana. Para ponderar su utilidad como fuente principal de LsS y su
posterior evaluacion antitumoral, antifingica y como materia prima en su transformacion

quimica y bioldgica con hongos filamentosos.



Con la finalidad a largo plazo de poder realizar correlaciones sobre su estructura quimica y
actividad bioldgica; asi como, mejorar sus rendimientos en la planta, o bien mediante su
sintesis quimica. Por tanto, en un futuro las LsS podran ser objeto de diversos estudios donde
confluyan la biotecnologia, la quimica médica, la biologia, la ecologia, la quimica de

productos naturales, la ingenieria de enzimas, la ingenieria metabolica, entre otras.



1. MARCO TEORICO

1.1. Metabolitos Secundarios

Existen una serie de procesos que se le conoce como metabolismo, estos son llevados a cabo
en las células vegetales y tienen como finalidad la obtencion de energia y nutrientes
necesarios para la supervivencia de las plantas, a través de la sintesis y degradacion de
moléculas organicas, dichos procesos conllevan a la formacion de los metabolitos primarios,
los cuales permiten a la planta realizar sus funciones bésicas; mientras que los metabolitos
secundarios (MS) son los encargados de las interacciones de la planta con su entorno y su

origen esta determinado por factores abiodticos y bioticos [1].

Los MS son compuestos organicos que se encuentran en poca concentracion en las plantas,
tienen funciones ecoldgicas especificas, como proteger a la planta de animales herbivoros,
dandole sabores amargos o haciéndolas venenosas para diferentes patogenos. También
pueden jugar un gran papel en la reproduccion atrayendo polinizadores por el olor o el color

que le dan a las flores y frutos, entre otras funciones; como se muestra en la figura 1 [2, 3].

COMUNICACION
ENTRE PLANTAS piracdis,

ANTIOXIDANTE

INTERACCION
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Atraccion de

POF OVOpOSicion poy\)ivon'n
§
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83 7
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ENEMIGOS NATURALES
DEL HERBIVORO

Figura 1. Principales funciones de los metabolitos secundarios (MS) en las plantas [3].



Los MS han tenido gran importancia en los ultimos 200 afios en la prevencion y tratamiento
de enfermedades. Estos compuestos presentan caracteristicas moleculares similares a los
farmacos puramente sintéticos y en comparacion su obtencion resulta mas amigable con el
medio ambiente. Estas propiedades les proporcionan un importante papel en el

descubrimiento de nuevos farmacos [4].

Actualmente se han determinado alrededor de 20,000 estructuras de MS, estos se dividen en
dos grupos principales: los que contienen nitrégeno y los que carecen de este. Los
compuestos con nitrégeno estan formados por alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas
y glucosinolatos. El grupo de compuestos que conforman los no nitrogenados son:
terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides. La diversidad de estructuras en
un grupo especifico de MS se debe a la modificacion quimica de la estructura basica, por
diferentes reacciones quimicas como: hidroxilacion, metilacion, epoxidacion, malonilacion,
esterificacion y glucosilacion. Gracias a esta variabilidad existe una diferencia en los MS que
se encuentran en una poblacidn, de la misma especie y en los 6rganos de la planta, lo cual les

da una ventaja adaptativa [5].

La presencia de estos compuestos depende de la etapa de desarrollo en la que se encuentra la
planta y la concentracion varia como respuesta al estrés abiotico y bidtico. Los procesos de
sintesis y almacenamiento se dan en diferentes orgdnulos de la célula vegetal; en el caso de
algunos alcaloides y terpenos se da en los plastidos; mientras los esteroles y sesquiterpenos

se generan en el reticulo endoplasmico y en el citoplasma ver figura 2 [5, 6].
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Figura 2. Biosintesis de diferentes metabolitos secundarios en una célula vegetal [6].
1.2. Terpenos

En la actualidad, se han aislado una gran cantidad de terpenos, los cuales se clasifican de
acuerdo con el nimero de unidades de isopreno (5 C) que los conforman: monoterpenos (10
C), sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C), triterpenos (30 C), estos representan alrededor
de 400 familias estructurales distintas, tanto de plantas terrestres, como marinas, hepaticas y
hongos [7]. Existen dos vias alternas para su biosintesis, la ruta del mevalonato que se lleva
a cabo en el citoplasma y la ruta de la 4-fosfatodeoxi-xilulosa (DOXP), en los plastidos, ver

figura 3 [5, 7-9].
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Figura 3. Rutas metabolicas secundarias relacionadas con la biosintesis de los terpenos en
diferentes organulos: via mevalonato: HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA), IDP
(Pirofosfato de Isopentenilo), PDF (Pirofosfato de Farnesilo), PDMA (Pirofosfato de
Dimetilalilo). Via del fosfato de metileritritol: 3P-GA (3-fosfato del Gliceraldehido), PDX
(5-fosfato-1-deoxi-D-xilulosa), PME (Fosfato del Metileritritol), PDG (Pirofosfato de
Geranilo) [9].

1.3. Sesquiterpenos

Dentro del grupo de los terpenos se ubican a los sesquiterpenos, estos son compuestos de 15
carbonos, lipofilicos e incoloros, son constituyentes de aceites esenciales de diversas plantas
[8], su biosintesis se origina de la via del mevalonato, ver figura 4; la cual da lugar al
pirofosfato de farnesilo (PPF), precursor inmediato de los sesquiterpenos. Debido a la
longitud de esta cadena y a los dobles enlaces que posee, permiten que existan una gran
cantidad de modos de ciclacion y con ello una diversidad de estructuras: mono, bi y triciclicas
[10, 11].
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Figura 4. Biosintesis de los sesquiterpenos: AACS (Sintasa de la acetil coenzima A),
HMGS (Sintasa de la hidroximetilglutaril-CoA), HMGR (Reductasa de la
hidroximetilglutaril-CoA), MVK (Kinasa del mevalonato), PMK (Kinasa del
fosfomevalonato), PMD (Dicarboxilasa del Mevalonato Difosfato), IDI (Isomerasa de la
isopentenil difosfato), PPFS (Sintasa de la difosfato de farnesilo) [11].

1.4. Lactonas Sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas (LsS) son compuestos incoloros, amargos, estables y de
caracter lipofilico, estos son aislados principalmente de la familia Asteraceae [12]. Su
biosintesis comienza con la ciclacion del pirofosfato de farnesilo (PPF) por la enzima
germacrano A sintasa (GAS) para formar germacrano A, como se ilustra en la figura 5.
Posteriormente, una oxidacion en tres etapas del grupo metilo en el C-12 del germacrano A

por el citocromo P450 y la enzima germacrano A oxidasa (GAO) dan lugar al &cido



germdcranico A (GAA) [13], el cual puede ser hidroxilado estereospecificamente por las
enzimas ciocromo P450, la sintasa de la custonolida (COS) y 8B-hidroxilasa (G8H) en el C-
6 (orientacion o) o C-8 (orientacion ). La lactonizacion subsiguiente de la 6a-hidroxi-GAA
conduce a la custondlida la cual es la lactona sesquiterpénica precursora de otros esqueletos

caracteristicos de la familia Asteraceae y Apiaceae [14].
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Figura 5. Biosintesis de las lactonas sesquiterpénica: GAS (Sintasa del (+)-germacrano A),
GAO (Oxidasa del (+)-germacrano A), COS (Sintasa de la (+)-custonélida), G8H (8-
hidroxilasa). [13]

La clasificacion de las LsS se realiza en funcion de sus esqueletos carbociclicos, dando de
30 a 35 esqueletos diferentes, la mayoria se encuentran dentro de cuatro grupos:
germacrandlidas (I), eudesmanolidas (II), guayanolidas (III) y pseudoguayanolidas (IV)

[15], ver figura 6.
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Figura 6. Principales esqueletos carbociclicos presentes en las
lactonas sesquiterpénicas [15].

1.4.1. Otros esqueletos

Las germacranolidas representan biogenéticamente el grupo més primitivo, dando lugar a los
otros tres principales esqueletos, subtipos menores de LsS, los cuales incluyen helenandlidos,
seco-germacranolidos, elemanolidos, entre otras, ver figura 7. Debido a la gran diversidad de

estructuras, las LsS pueden ser organizadas segun su nivel de complejidad biogenética [13].

Germacranolidos

o}
\ Elemandlidos

Guaiandlidos o Eudesmandlidos O \
Helenandlidos / & o
aww

w0,

0 Seco-eudesmandlidos

Xantanolidos

Eremofilandlidos

Pseudoguaiandlidos

Figura 7. Algunas lactonas sesquiterpénicas que derivan de las germacranolidas [13].
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1.4.2. Sesquiterpenoides diméricos

Existen compuestos con esqueleto de 30 carbonos que se originan a partir de dos moléculas
sesquiterpénicas (idénticas o diferentes), tales compuestos se denominan disesquiterpenoides
o sesquiterpenoides diméricos. Estos se clasifican en tres clases seglin su origen biosintético:
tipo A los verdaderos disesquiterpenoides, el tipo B los pseudo disesquiterpenoides y tipo C
los di-merosesquiterpenoides. Los sesquiterpenoides del tipo A y B se originan a partir del
PPF y los de tipo C surgen de una via biosintética mixta que se deriva parcialmente de un

sesquiterpeno los cuales son aislados principalmente de microbios y organismos marinos [4].

Los disesquiterpenoides tipo A son estructuras en las que dos unidades de sesquiterpenos
estan unidas directamente por uno o dos enlaces C-C, los cuales estdin formados
principalmente por la reaccion Diels-Alder, hetero Diels-Alder o cicloadicion [2+2]. El tipo
B se distingue por estar constituidos por dos sesquiterpenos unidos por un éster, éter, entre
otros. Los Tipo A y B pueden ser encontrados principalmente en las familias Asteraceae y

Chloranthaceae., ver figura 8 [4].

OH

-
W

T,

g

Otmne

‘v, ,,’,//
a)
9] o]

Figura 8. Ejemplos de sesquiterpenoides diméricos: (a) Tipo A y (b) Tipo B [4].

Algunos dimeros de guayandlidas, germacranolidas, entre otros, han mostrado tener notables
actividades farmacoldgicas: actividad anti VIH [16], inhibidores de la ciclooxigenasa-2 y

actividad citotoxica [12].
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1.4.3. Grupo o-metilen-y-lactona

Una de las caracteristicas generales de las LsS es la presencia del grupo a-metilen-y-lactona
(aMyL), este se forma a partir de la oxidacion del C-12, dando lugar al grupo carbonilo,
seguido de una hidroxilacion en el C-6 o C-8, lo que resulta en la formacién de un anillo,
proceso que se denomina lactonizacion [17]. Sin embargo, hay algunas LsS descritas que se

encuentran hidrogenadas en la posicion a (C-11, a-metil-y-lactona), ver figuras 9 [18].

PON

p @ [
] 0]
Y Y
%% (0] %L (0]
o-metil-y-lactona a-metilen-y-lactona

Figura 9. Anillos lactonicos encontrados en lactonas sesquiterpénicas [18].

Gran parte de las actividades biologicas de las LsS se debe a la presencia del grupo aMyL,
el cual reacciona con los grupos tioles (como el grupo sulfthidrilo de la cisteina) que se
encuentran cominmente en las proteinas, mediante una reaccion de tipo Michael, ver figura
10 [9, 17], interfiriendo en algunos procesos biologicos claves, como la sefializacion celular,

la proliferacion celular, la muerte celular y la respiracion mitocondrial [19].

s N
COOH

HN\ﬁO
s/v““‘“ NH

NS
)
COOH
|\ J
Custondlida del glutation Custondlida de la cisteina

Figura 10. Aductos formados por la adicion nucleofilica (Adicion de Michael) de grupos
tioles a la custonolida [9].
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1.4.4. Actividades biologicas de las Lactonas Sesquiterpénicas

En los ultimos veinte afios del siglo XX, el estudio de los productos naturales incorporo como
rasgo importante su actividad biologica. Actualmente, conocer la actividad bioldgica de un
producto natural ha ayudado a preservar la fuente bioldgica de la que se deriva. Aunado con
los avances en el conocimiento del genoma de algunos organismos, se han incorporado
ciencias relativamente nuevas, como la ingenieria metabolica, la protedmica y la
metabolomica para conocer el origen, la biosintesis y aplicacion. Ademads, de las enzimas
involucradas en la generacion de diferentes metabolitos que pueden tener aplicaciones
inmediatas a la quimica farmacéutica, quimica medicinal, a la agroquimica, a la quimica en
alimentos, entre otras. Por lo que la realizacion de pruebas de toxicidad de los extractos de
las plantas, fracciones o compuestos puros, son fundamentales para su posterior estudio en

bioensayos mas especificos y sofisticados [20].

Un ejemplo son las LsS, quienes presentan una amplia variedad de actividades biologicas,
como antineoplasica, citotoxica [21], antimicrobiana, antifungica, fitoalexinas, antimalarica',
antihelmintica y antitumoral [22]. Recientemente se ha descubierto el potencial
antileucémico de algunas LsS [18]. En la tabla 1, se describen algunas LsS aisladas de
diferentes especies del género Artemisia, con su actividad bioldgica y sus respectivas

estructuras, ver figura 11.

En general, las LsS se encuentran principalmente en las partes aéreas de las plantas, su
aislamiento estd asociada con la seleccion de disolventes y la optimizacion del método de
extraccion y de sintesis multifacética, ya que por su polaridad pueden ser extraidas en
disolventes organicos de baja y mediana polaridad, con cierto grado de toxicidad, lo cual
depende de su naturaleza quimica. De ahi, que sean pocos los medicamentos basados en LsS

como “Santonin”? y “Alanton” [23].

! La malaria es la principal causa de muerte, mas de un millén de personas al afio [27].
2 o —Santonina fue la primera LsS utilizada como farmaco antihelmintico [22].
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Tabla 1. Actividades biologicas de algunas lactonas sesquiterpénicas del género Artemisia L.

Lactonas sesquiterpénicas Fuente vegetal Actividad biologica Ref.
Qinghaosu (artemisinina) (1) A. annua Antimalarica 24
o —Santonina (2) Artemisia sp. Antihelmintica e insecticida 24,25
Canina (3) A. cana Insecticida 24,25
Ridentina (4) Artemisia sp. Citotdxica, antitumoral y antimalarica 24,25
Arteglasina A (5) A. douglalana Citotoxica, antitumoral y dermatitis en 25
humanos
Ludovicina A (6) A. ludoviciana Citotdxica, antitumoral y antimalarica 25,26
Arbusculina A (7) A. tridentata Efecto toxico en plantas 25
Achillina (8) A. tridentata Efecto toxico en plantas y antimalarica 25,26
A. ludoviciana
Desacetilmatricarina (9) A. tridentata Efecto toxico en plantas 26
Arglanina (10) A. ludoviciana Antimalarica 26
Santamarina (11) A. ludoviciana Antimalarica 26
Armefolina (12) A. ludoviciana Antimalarica 26
Estafiatina (13) A. ludoviciana Antimalarica 26
Crisartemina B (14) A. ludoviciana Antimalarica 26
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Figura 11. Estructuras de algunas lactonas sesquiterpénicas
del género Artemisia L. [24-26].

1.5. Importancia de las lactonas sesquiterpénicas

1.5.1. Importancia para las plantas

Las LsS se encuentran habitualmente, en mayor cantidad, en 6rganos especializados de
las plantas como tricomas glandulares capitados y laticiferos. Las concentraciones
mayores a 10* M generalmente se deben a las actividades protectoras contra insectos

herbivoros, plantas competidoras y microorganismos [13]. De aqui su importancia.
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Dentro de las actividades que presentan las LsS en las plantas, la proteccion contra la
herbivoria es de las mas destacables, ya que pueden actuar como disuasivos alimenticios,
perjudicando el desarrollo o al afectar directamente la mortalidad de los insectos. Por
ejemplo, se ha estudiado y confirmado experimentalmente que el glaucélido A (15,
Vernonia) reduce la ingesta de planta en las larvas de Spodoptera®.También se ha
informado que la partenolida (16) y argofilina A (17) poseen la propiedad de disuasion
alimentaria contra Diabrotica® y Acalymma’. En la figura 12, se muestran otras LsS (1,

18-20) con actividad antiherbivoria [13].

(0]
"o o
0 HO 0

O 0O
O
Glaucélido A (15) Partenclida (16) Argofilina A (17) 8-desoxi-lactucina (18)
(Vernonia sp) (Tanacetum sp) (Helianthus sp) (Lactuca sp)
(e}
Q H N
0 o)
%
HO D
(¢}
Alantolactona (19) Artemisinina (1) Budleina A (20)
(Aucklandia sp) (Artemisia sp) (Viguiera sp)

Figura 12. Ejemplos de lactonas sesquiterpénicas con efecto antiherbivoria [13].

1.5.2. Importancia para el hombre

La base para la reproduccion de los organismos es el ciclo celular, el cual no soélo sirve
para originar nuevas células, ademas asegura que el proceso se complete de forma eficaz,
de aqui la importancia para el hombre. El ciclo celular estd conformado por dos etapas,
la primera es conocida como interfase, esta se divide en tres fases: fase G1, se caracteriza
por la formacién de ATP que es necesario para el proceso de division e incremento del

tamano celular; la fase S, se caracteriza por la replicacion del ADN nuclear. Finalmente,

3 El género Spodoptera —S. eridania, S. frufiperda, S. ornithogalli— es un género fitofago que ataca plantas de gran
interés econdmico —manzana, algodo, trigo, maiz, tomate, entre otros—.

4 El género Diabrotica — D. virgifera D. barberi, D. howardi — estd constituido por escarabajos de la familia
Chrysomelidae y ataca cultivos como maiz, papa y pepino.

SAcalymma es un género de insectos de la familia Chrysomelidae.
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en la fase G2, la célula se prepara para la siguiente fase. La mitosis etapa donde se divide
la cromatina duplicada, para que cada célula hija obtenga una copia del material genético.

La culminacion de la mitosis da lugar a un nuevo ciclo en G1 [27].

Es asi que el avance de las células a través del ciclo es regulado por sefiales extracelulares
del medio y sefiales internas que coordinan los diversos procesos que tienen lugar durante
las diferentes fases. Ademas, de diversos procesos celulares como: el crecimiento celular,
la replicacion del ADN vy la mitosis, se coordinan durante el transcurso del ciclo celular.
Esto, gracias a una serie de puntos de control que regulan la progresion a través de las
diferentes fases del ciclo celular. Uno de los principales puntos de control en el ciclo
celular se encuentra durante el desarrollo de la fase G1 y controla el paso de G1 a S, una
vez que las células rebasan el punto de control quedan determinadas a pasar a la fase S,
este determina si se encuentran las condiciones adecuadas para que la célula avance a la
fase S. Otro punto de control importante se encuentra durante la fase G2, donde se detecta
el ADN dafiado o sin replicar, lo que provoca una detencion del ciclo celular, por lo que
este punto de control previene la iniciacion de la mitosis antes de completar exitosamente
la fase S, de modo que las células permanecen en G2 hasta que el genoma se replique o

se repare correctamente [27].

Se encuentra bien establecido que el desarrollo tumoral esté relacionado con la supresion
de los mecanismos de control del ciclo celular mediante la sobreexpresion o activacion
de las quinasas dependientes de ciclina (CDK) o la pérdida de sus inhibidores, lo que
provoca una proliferacion celular descontrolada. Se ha demostrado que las LsS tienen
efecto sobre el ciclo celular en varias células de cancer humano; por ejemplo, la
partendlida (16) detiene el progreso del ciclo celular en el punto de control G2/M,
especialmente en una linea celular de carcinoma hepatocelular sarcomatoide invasivo.
Mientras la cinaropicrina (22) detiene el ciclo celular en la fase G1/S en varias lineas
celulares de cancer de leucocitos, ver figura 13. También se ha demostrado que la 16, 21
y yomogina, trabajan en sinergia junto con farmacos quimioterapéuticos para potenciar
la diferenciacion de células leucémicas. Estas pruebas sugieren presumiblemente la

potencialidad de las LsS como sustancias con actividad anticancerigena [19].
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Figura 13. Puntos de control de la partenélida (16) y la cinaropicrina (22) en el ciclo

celular.

Existen una gran cantidad de estudios en células in vitro, en los cuales se ha demostrado

que algunas LsS (16, 21-23) son capaces de inducir la apoptosis en células cancerosas,

O>_<
anllQ OH

ver figura 14.

HO e

0

Figura 14. Lactonas sesquiterpénicas que inducen apoptosis en lineas celulares de
cancer de humano [19].

En la tabla 2 se enlistan algunas LsS que inducen apoptoris; aunque aiin no se conoce
bien el mecanismo molecular detallado de como sucede, se cree que el grupo aMyL es
esencial para su actividad apoptogénica, mediante una reaccion de tipo Michael con el
glutation reducido intracelular (GSH), lo que produce la reduccion de la actividad
enzimatica, la interrupcioén del metabolismo de GSH y por consiguiente la pérdida del

equilibrio redox en la célula [19].
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Tabla 2. Induccion de apoptosis por algunas lactonas sesquiterpénicas (16, 21-23) en
lineas celulares de cancer de humano [19].

LsS | Tipo de célula
Partendlida (16) Células de carcinoma hepatocelular
sarcomatoide invasivo de humano
Partendlida (16) Células de cancer de colon de humano
(COLO205)
Partendlida (16) Células de cancer de mama de humano
(MDA-MB-231)

Custonolida (21) Células de leucemia de humano (HL-60)

Custonolida (21) Células de leucemia de humano (U937)
Cinaropicrina (22) Células de leucemia de humano (U937)

Helenalina (23) Células Jurkat de leucemia de humano

Otros estudios, muestran la actividad antiinflamatoria de las LsS en las ulceras
estomacales, en los que se encontrd que el grupo aMyL era esencial en la reduccion de la
formacion de tlceras gastricas inducidas con EtOH en ratones [28]. Sin embargo, falta
enfocar los estudios en otras aplicaciones de las LsS en el tratamiento de diferentes

enfermedades en humanos.

Una de las acciones que resulta de gran importancia de las LsS, es su actividad
antifiingica, ya que los hongos son un grupo de organismos diversos, dentro de los cuales
se encuentran algunos que son parasitos de plantas, estos causan afectaciones en cultivos
de interés econdmico. Otros son responsables de enfermedades en animales, incluyendo
al hombre [29]. Debido a la resistencia que desarrollan los microorganismos en la
medicina y la agricultura, es fundamental el descubrimiento de nuevas sustancias con
actividad antifiingica. Ademas, de encontrar productos que resulten mas seguros para su
utilizacion agricola [30]. Existen diversos estudios en los que se evalua la actividad
antifingica de diversas LsS, como la 21 y la dehidrocostuslactona (24), ver figura 15, las
que mostraron tener una actividad equiparable al ketoconazol® frente a Cunninghamella
echinulata’. En dicho estudio, se propone la relacion entre la polaridad de las LsS y su
actividad, mostrando que los compuestos menos polares inhibieron en mayor grado el

crecimiento del hongo [31].

6 Farmaco antimicdtico azoélico, de la clase imidazol.
7 Hongo del orden Mucorales, que puedo provocar mucormicosis principalmente en personas con diabetes y SIDA.
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Figura 15. Dehidrocostuslactona (24).

1.5.3. Otros usos importantes de las lactonas sesquiterpénicas

La importancia de las LsS, no solo se debe a sus actividades biologicas, también han sido
utilizadas como marcadores taxondmicos (quimiotaxonomia) desde el siglo XX. La
quimiotaxonomia proviene de la “taxonomia numérica”, la cual establece que los cambios
fenotipicos adquiridos a lo largo del tiempo pueden utilizarse para la clasificacion. Debido
a esto, muchos estudios han utilizado la diversidad de LsS para inferir las relaciones

taxondmicas dentro de la familia Asteraceae [13].
1.6. Generalidades del género Artemisia L.

1.6.1. Distribucion y morfologia

El género Artemisia L. se encuentra principalmente distribuido en la region norte del
planeta, se extiende hacia el sur hasta los tropicos. Este forma parte de la familia
Asteraceae, la cual abarca mas de 30 000 especies y mas de 1 400 géneros. Artemisia L.
cuenta con mas de 500 especies [32, 33]. En la flora fanerogamica del Valle De México
se describe la morfologia botanica de Artemisia L., como plantas herbaceas o arbustivas,
frecuentemente aromaticas al estrujarse; hojas alternas, indivisas a finamente divididas;
cabezuelas por lo general paniculadas o racimosas, a menudo péndulas; involucro ovoide,
campanulado o hemisférico, sus bracteas dispuestas en varias series, las exteriores mas
cortas, todas o algunas con los margenes escariosos; receptaculo plano a cénico, desnudo;
flores periféricas femeninas presentes o ausentes, fértiles o infértiles, sus corolas
cilindricas o subcilindricas, 2 a 4-dentadas, a menudo oblicuas, inconspicuas; flores del
disco hermafroditas, o bien, funcionalmente masculinas, sus corolas campanuladas,

infundibuliformes o tubulosas; anteras con las bases obtusas; ramas del estilo de las flores
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hermafroditas linear-oblongas, truncadas en el apice; aquenios obovoides, elipsoides,

cilindricos o comprimidos, vilano ausente o coroniforme [34].
1.6.2. Caracteristicas fitoquimicas

En la Familia Asteraceae se han aislado principalmente LsS del género Artemisia L., las
cuales se encuentran en mayor cantidad en las partes aéreas de la planta, donde pueden

constituir mas del 5% del peso seco [26].

Muchas de las especies de Artemisia L. han sido de gran importancia en la Etnobotanica,
ya que las partes aéreas han sido utilizadas por sus efectos antisépticos, antihelminticos,
antitumorales, antipiréticos, antimicrobianos, antioxidantes, antifingico, entre otros [35],
algunos ejemplos de especies del género son: 4. absinthium, la cual se ha utilizado como
estimulante antiespasmodico, para tratar problemas estomacales y mejorar la memoria,
A. annua es utilizada para tratar la fiebre y la malaria, A. dracunculus que se utiliza como
antidiabético y anticoagulante, entre otras [32]. Mas de 260 especies de Artemisia han
sido estudiadas para revelar que con una gran cantidad de compuestos con diferentes
estructuras, como son los flavonoides, cumarinas, monoterpenos, sesquiterpenos,
lactonas sesquiterpénicas, esteroles, poliacetilenos, entre otros, ver figura 16 [28, 36].
Algunas sustancias mostraron ser antipaludico, antiviral, antipirético, antihemorragico,

antiulcerogénico, entre otras [28].
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Figura 16. Ejemplos de algunos metabolitos secundarios presentes en el género
Artemisia L. [28]

21



1.7. Generalidades de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana

Artemisia ludoviciana subsp. mexicana, conocida popularmente como “estafiate” se
encuentra principalmente en las regiones templadas del pais, tiene un habito herbaceo,
puede alcanzar 1 m de altura; sus ramas tienen un color grisdceo o blanquecino; sus hojas
son alternas, divididas en tres, llegan a alcanzar hasta 15 cm de largo y 10 mm de ancho,
con forma lanceolada, el envés cuenta con un color blanquecino; sus flores son de color
amarillo acomodadas en cabezuelas. Se localiza principalmente en clima calido,
semicalido, semiseco y templado, de 3900 msnm a nivel del mar. Puede ser encontrada a

las orillas de los caminos, en cultivos abandonados y en vegetacion perturbada, ver figura
17 [37].

MISSOURI
BOTANICAL GARDEN

MERBARIUM
TR
N2 2617134

Artenisis Tude
(willd. ex spr

det. John Pr
MISSOURT BOTANICAL BARDEN

Figura 17. Foto de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana tomada de Tropicos [38].

Desde la antigiiedad, se le han atribuido diversas propiedades curativas o terapéuticas, de
las cuales, pocas han sido comprobadas cientificamente. Entre los usos que se le atribuyen
hasta nuestros dias se encuentran tratar célicos, tos, vomito, parasitosis, reumatismo,

diarrea, entre otras [20].
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2. JUSTIFICACION

Artemisia ludoviciana subsp. mexicana, es una especie vegetal muy utilizada en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de diversos padecimientos. Ademas de
que existen estudios muy resientes que muestran su potencialidad como agente

antimalarico.

Estudios quimicos previos han demostrado que A. [udoviciana subsp. mexicana
biosintetiza una gran diversidad de productos naturales, entre los que destacan las lactonas
sesquiterpénicas (LsS) por su alto contenido (aproximadamente 5% del peso seco de la
planta) y su diversa estructura quimica —germacrandlidas, eudesmandlidas,

guayanolidas y pseudoguayanélidas—.

Las LsS actualmente son objeto de estudio por la importancia que tienen para la planta y
el ser humano. Dentro de su amplia actividad biologica destaca su actividad antitumoral,
antifiingica y citotéxica. Ademas, se han logrado realizar cambios estructurales a dichos

compuestos para conocer la variacion en su actividad bioldgica.

Motivo por el cual es relevante la investigacion, esta va encaminada a realizar el estudio
biodirigido de los extractos “crudos” —n-hexano, AcOEt y MeOH— de las partes aéreas
de A. ludoviciana subsp. mexicana para aislar e identificar las LsS mayoritarias y poder
ponderar su utilidad como fuente principal de dichos compuestos, para su posterior
evaluacion antitumoral, antifiingica, entre otras. Ademas, como materia prima en sus

transformaciones quimicas y biologicas en futuros proyectos de investigacion.
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3. HIPOTESIS

Artemisia ludoviciana subsp. mexicana es una especie vegetal muy apreciada en la
medicina tradicional mexicana por sus diversas propiedades curativas, aunque muchas de
las cuales no han sido plenamente comprobadas. Se ha descrito con anterioridad, que es
una fuente importante de lactonas sesquiterpénicas (LsS) las cuales muestran una amplia
actividad biologica, principalmente relacionadas a su hipotética actividad antifingica,

antitumoral, entre otras, las cuales estan asociadas al grupo a-metilen-y-lactona.

Entonces al determinar la actividad antifingica de los diferentes extractos crudos a través
del estudio biodirigido, se procederd al estudio quimico de los extractos con mayor
actividad para aislar, caracterizar e identificar las LsS mayoritarias presentes en ellos y
ponderar su posterior utilidad como fuente de dichas sustancias y por lo tanto sus

beneficios.
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4. OBJETIVO GENERAL

Realizar el aislamiento, identificacion y caracterizacion de las lactonas sesquiterpénicas
mayoritarias y la evaluacion de la actividad antifiingica de los residuos obtenidos de la
separacion cromatografica del extracto “crudo” con AcOEt de las partes aéreas de
Artemisia ludoviciana subsp. mexicana por medio de un estudio quimico y ponderar su

posterior utilidad como fuente de dichas sustancias.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

5.1. Preparar los extractos “crudos” de las partes aéreas de Artemisia ludoviciana subsp.
mexicana con n-hexano, AcOEt y MeOH, utilizando la planta comercializada en la

Cd. de México.

5.2. Determinar la actividad antifingica de los diferentes extractos “crudos” (n-hexano,
AcOEt y MeOH) frente a Aspergillus niger, Penicillium sp. y Trichoderma sp.

utilizando el método de medio de cultivo envenenado.

5.3. Realizar la separacion diferenciada del extracto “crudo” con AcOEt, mediante las
diferentes técnicas cromatograficas y empleando mezclas de disolventes de polaridad
creciente.

5.4. Determinar la actividad antifingica de los diferentes residuos obtenidos de la
separacion cromatografica del extracto “crudo” con AcOEt con mezclas de elucion

de polaridad creciente.

5.5. Separar y purificar por métodos cromatograficos y técnicas de cristalizacion las LsS
mayoritarias presentes en las fracciones obtenidas de la separacion diferenciada del

extracto “crudo” de AcOEt.

5.6.Identificar y caracterizar las lactonas mayoritarias por medio de técnicas
espectroscopicas —IR, RMN 'H y RMN 3C—, espectrométricas —EM (IE)—, y
aplicando las diferentes técnicas bidimensionales —COSY, NOESY, HMBC,
HSQC—, propiedades fisicas —pf., solubilidad, Re—.
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6. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

6.1. Material y equipo

La molienda del material vegetal se realizo en una picadora eléctrica marca Moulinex®.
La separacion y purificacion de los extractos “crudos” se llevo a cabo mediante técnicas
cromatograficas usuales, como cromatografia en columna a presion reducida (CCV) y
cromatografia en capa fina (CCF). En los procesos de purificacion cromatografica en
columna se emple6 como fase estacionaria gel de silice (SiO2), marca Merck® con
tamafio de malla 70/230 y 230/400 ASTM. Los andlisis por CCF en cromatofolios de gel
de silice de la marca Merck® 60F2s4 (0.20 mm de espesor). Para La fase movil se
emplearon diferentes disolventes (n-hexano, CH>Cl,, AcOEt, acetona y MeOH en
diferentes proporciones). Como reveladores quimicos: sulfato cérico amoniacal
[(NH4)4Ce(SO4)4, al 1% en H2SO4 2N]. Mezcla de 4cido acético/H2SO4/H>0
[HAc/H2S04/H20, 80:4:16], solucion de vainillina [vainillina (1 g), H3PO4(35 mL) EtOH
(25 mL) H20 (25 mL)]. Las fracciones obtenidas de las separaciones cromatograficas y
de las extracciones con disolventes organicos se concentraron en un rotavapor marca
BUCHI® Waterbath modelo B-480. Los puntos de fusion fueron determinados en un

aparato Fischer-Johns.

Los analisis espectroscopicos se realizaron en: los espectros de IR se realizaron en un
equipo FT-IR Bruker Tensor 750. Los espectros de masas en un espectrofotometro Joe/
JMS-AX505HA utilizando la técnica de impacto electrénico con un potencial de 70 eV.
Los espectros de RMN-'H y 3C en los espectrofotometros Varian Inova 500
(500/125MHz), Bruker (400/100 MHz), Varian XR-300 (300/75 MHz) y Bruker ARX300
(300/75 MHz), utilizando TMS como referencia interna y como disolvente CDCIl;3 (9,

ppm).

6.2. Preparacion de los extractos “crudos” de las partes aéreas de Artemisia

ludoviciana subsp. mexicana

El “estafiate” utilizado en el presente estudio fue adquirido en el Mercado de Sonora en
la Cd. de México, en enero del 2016, fue identificada por la Profa. Clara Ramos del
Instituto de Biologia. El material vegetal fue secado a la sombra y a temperatura ambiente,

para posteriormente realizar su molienda, de donde se obtuvieron 5.9 Kg de material seco.
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El material vegetal se colocd en dos recipientes de vidrio con capacidad de 20 L. La
técnica utilizada en la preparacion de los extractos fue por maceracion (ext. solido-
liquido) a temperatura ambiente, utilizando n-hexano (8 L aprox.) durante 24 h,
posteriormente se realizo una filtracion a gravedad para eliminar algln resto de planta o
de tierra que impregnaba la planta. La concentracion del extracto se realiz6 a baja presion

por medio del rotavapor.

Para la preparacion de los extractos con AcOEt y MeOH, se procedié de manera similar

a la descrita en la obtencion del extracto hexanico, ver tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos obtenidos de los diferentes extractos de las partes aéreas de A.
ludoviciana subsp. mexicana.

Partes aéreas Extracto
n-hexano \ AcOEt \ MeOH
59Kg 206.5 g (3.5%) 288.3 g (4.8%) _a

3E] rendimiento del extracto MeOH no fue determinando, la obtencién del extracto se realizd a partir de
una cantidad menor de planta.

6.3. Actividad antifungica de los diferentes extractos “crudos” de Artemisia

ludoviciana subsp. mexicana

Se evalu¢ la actividad antifungica de los tres extractos “crudos” de Artemisia ludoviciana
subsp. mexicana frente a los hongos Aspergillus niger, Penicillium sp. y Trichoderma sp.,

utilizando el método de medio de cultivo envenenado [39-41].

6.3.1. Resiembra de los hongos

Para la resiembra de los hongos se disolvieron 7.02 g de Agar Papa Dextrosa (APD) en
180 mL de agua destilada, al estar totalmente disuelto se agregaron 20 mL de medio a 9
matraces, se esterilizaron a 120°C/15 min/1.51b. Se procedi6 a la resiembra del hongo

utilizando el método de picadura, ver figura 18.

7.02 g de Agar Papa Dextrosa

. 20 mL de medio APD por matraz
en 180 mL de agua destilada fedto P

= M A Aspergillus niger
A A ﬂ Penicillium sp.
Trichoderma sp.
=28 3 !
Esterilizacion:

I 1S i 3 1

Figura 18. Resiembra de los hongos por el método de picadura [39-41].
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6.3.2. Preparacion de las soluciones de los diferentes extractos

En la preparacion de las soluciones de los diferentes extractos se pesaron 120 mg de
extracto seco (n-hexano, AcOEt y MeOH), los cuales se disolvieron en 0.6 mL de tween
80 y 5.4 mL de solucion salina estéril al 0.8 %, obteniendo una concentracion de 20
mg/mL. Se prob6 una segunda concentracion, utilizando 240 mg de extracto seco, para

obtener una concentracion de 40 mg/mL.

Adicionalmente, se prepard una solucion de fluconazol (RAAM, capsulas de 150 mg),
150 mg/0.6 mL de tween 80 y 5.4 mL de solucion salina estéril (0.8 %), obteniendo una
concentracion de 25 mg/mL, debido a que no se observo actividad a dicha concentracion.
se procedid a la preparacion de una solucion mas concentrada de fluconazol 30 mg/mL

en DMSO.

6.3.3. Preparacion del medio de cultivo

Al realizar la preparacion del medio de cultivo se disolvieron 51.2 g de Agar Soya
Tripticaseina (AST) en 1 280 mL de H>O destilada hasta disolucion total; el medio se
esterilizo a 120°C/15 min/1.5 Ib. A cuatro matraces Erlenmeyer de 500 mL, a cada uno
de ellos se les agregd 240 mL del medio AST y 6 mL de las soluciones de los extractos
(n-hexano, AcOEt, MeOH) y fluconazol. Para los blancos del hongo y del medio, se
emplearon 320 mL de medio AST.

6.3.4. Determinacion de la actividad antifungica de los diferentes extractos

“crudos” de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana

Para determinar la actividad antifingica de los diferentes extractos “crudos ” de Artemisia
ludoviciana subsp. mexicana se requirieron de seis cajas Petri, a estas se les adicion6 40
mL de medio AST con extracto hexanico, ademas se utilizaron ocho cajas Petri mas como
control —blanco de Aspergillus niger (2), Penicillium sp. (2), Trichoderma sp. (2) y
blanco del medio (2)— este proceso se realizo por cada uno de los extractos ensayados y
fluconazol. El medio se dejo solidificar a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente,
a partir de la solucion densa de esporas (15 mL de H>O destilada estéril), se impregn6 un
hisopo para inocular las diferentes cajas Petri, a excepcion del blanco del medio, ver

figura 19. La evaluacion de los tres extractos con los tres hongos se realizo por duplicado.
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6 mL de solucién
(extracto en
sol.salina/tween 80)

240 mL de AST
por matraz

con la solucién
por caja de Petri

320 mL de AST

wjz

\ 40 mL de medio

40 mL de medio —

con la solucion
por caja de Petri 1a
—_—
—
1b

-
—
1c'

Inoculacién con

-

-

los tres hongo
d

Solucién densa
de esporas

Hisopo esteril

Figura 19. Método de medio envenenado. Soluciones de los diferentes extractos: 1) n-
hexano, 2) AcOEt, 3) MeOH, 4) fluconazol.
Hongos utilizados: a) Aspergillus niger, b) Penicillium sp., ¢) Trichoderma sp., d)
blanco del medio.

6.4. Separacion cromatografica del extracto “crudo” con AcOEt

Al extracto “crudo” con AcOEt se le realizé una separacion cromatografica (CCV). El
extracto (14 g) se adsorbi6 en florosil (23 g) y se colocaron en una columna
cromatografica de vidrio, previamente empacada con SiOz-gel para CC-Flash [42, 43].
La separacion cromatografica se realizd utilizando como eluyente, mezclas de n-
hexano/AcOEt de polaridad creciente [n-hexano/AcOEt (80:20 a 20: 80)], cada fraccién

obtenida fue de 350 mL y concentradas a presion reducida por medio del rotavapor.

6.5. Actividad antifungica de las diferentes fracciones del extracto “crudo” con

AcOEt

Para lograr la evaluacion de la actividad antifngica de las diferentes fracciones del

extracto “crudo” con AcOEt de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana (seis fracciones,
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ver tabla 4) frente a los hongos Aspergillus niger, Penicillium sp. y Trichoderma sp., se

utilizé el método de medio de cultivo envenenado [39-41].

6.5.1. Resiembra de los hongos

Para esta prueba se utilizé el método de resiembra descrito anteriormente.

6.5.2. Preparacion de las soluciones

En la preparacion de las soluciones se pesaron 240 mg del residuo seco de cada fraccion,
las cuales se disolvieron en una solucion de 5.4 mL de solucion salina estéril (0.8 %) con

0.6 mL de tween 80, obteniendo una concentracion de 40 mg/mL.

6.5.3. Preparacion del medio de cultivo

Se disolvieron 68.6 g de Agar Papa Dextrosa (APD) en 1 760 mL de H»0 destilada hasta
disolucion total. Posteriormente, se esterilizd a 120°C/15 min/1.5 1b. A seis matraces se
les agregd 240 mL del medio APD y 6 mL de las soluciones de las fracciones obtenidas
de la separacion del extracto con AcOEt, y 320 mL de medio APD para los blancos del

hongo.

6.5.4. Determinacion de la actividad antifungica de las diferentes fracciones del

extracto “crudo” con AcOEt

Para lograr la determinacion de la actividad antifungica de las diferentes fracciones a seis
cajas Petri se les adicion6 40 mL de medio APD con la fraccion n-hexano (100%), ademas
se utilizaron ocho cajas Petri mas como control —blanco de Aspergillus niger (2),
Penicillium sp. (2), Trichoderma sp. (2) y blanco del medio (2)— este proceso se realizé
por cada una de las fracciones ensayadas. El medio se dejo solidificar a temperatura
ambiente por 24 h. Posteriormente, a partir de la solucion densa de esporas (15 mL de
H>O destilada estéril), se impregno un hisopo para inocular las diferentes cajas Petri, a

excepcion del blanco del medio, ver figura 20.
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—_—

E iii?

A L)

—) —

5 6

40 mL de medio

con la solucién e e e -

por caja de Petri

Inoculacién con

con la solucién

320 mL de AST por caja de Petri

w"\az

‘ 40 mL de medio

Solucién densa
de esporas

Hisopo esteril

Figura 20. Método de medio envenenado. Soluciones con extracto seco: 1) n-hexano
(100%), 2) n-hex/AcOEt (80:20), 3) n-hex/AcOEt (40:60), 4) n-hex/AcOEt (60:40), 5)
n-hex/AcOEt (20:80), AcOEt (100%).

Hongos utilizados: a) Aspergillus niger, b) Penicillium sp., ¢) Trichoderma sp., d)
blanco del medio.

6.6. Separacion y purificacion de las lactonas mayoritarias presentes en el extracto

“crudo” con AcOEt

Al realizar la separacion y purificacion de las lactonas mayoritarias presentes en el
extracto “crudo” con AcOEt se tomaron 274.3 g del extracto “crudo” con AcOEt para su
separacion mediante CCV. el extracto fue adsorbido en florosil y se empacd en una
columna cromatografica, previamente con SiOz-gel para CC-Flash. La separacion
cromatografica se comenzo6 utilizando una mezcla n-hexano/Me,CO (80:20), con la
finalidad de eliminar la mayor cantidad de clorofilas, posteriormente se prosiguid con
mezclas de n-hexano/AcOEt de polaridad creciente [n-hexano/AcOEt (80:20 a 20: 80)]
hasta llegar a AcOEt (100 %), cada fraccion obtenida fue de 500 mL, las cuales fueron

31



concentradas a presion reducida por medio del rotavapor. Al concentrar las diferentes
fracciones se obtuvieron mezclas de sélidos. En la tabla 4 se pueden observar los
rendimientos del residuo orgénico de cada fraccion, respecto al total del extracto y los

rendimientos de las mezclas de s6lidos en funcion de las fracciones.

Tabla 4. Rendimiento de las mezclas de sélidos precipitados en las diferentes fracciones
obtenidas de la separacion del Extracto de AcOEt.

Fraccion Rendimiento % (g)* | Sélido (g) Rendimiento (%)®
n-hex/Me>CO (80:20) 44.8 (123.5) - -
n-hex/AcOEt (80:20) 1.5 (4.3) 0.6417 14.9
n-hex/AcOEt (60:40) 3.6 (9.9) 0.3497 3.5
n-hex/AcOEt (40:60) 2.9 (8.0) 0.4958 6.1
n-hex/AcOEt (20:80) 1.7 (4.9) 0.8233 16.8

AcOEt 0.6 (1.9) 0.2624 13.8

#Rendimiento del residuo de cada fraccion con respecto al total de extracto crudo.

"Rendimiento de la mezcla de solidos con respecto al total de cada fraccion.
Los diferentes residuos obtenidos de la separacion cromatografica del extracto “crudo”
fueron purificados mediante técnicas cromatograficas, con la finalidad de poder conocer
los metabolitos mayoritarios presentes en cada una de ellas. Una vez lograda la
purificacion, se procedid su identificacion y caracterizacion por medio de técnicas
espectroscopicas —IR, RMN 'H y RMN 3C—, espectrométricas —EM (IE)— y
propiedades fisicas —pf, solubilidad, R¢—.

7.6.1 Identificacion del B-sitosterol

La recromatografia de las fracciones 19-24 obtenidas con n-hex/AcOEt (7.5:2.5) de la
separacion del residuo con n-hex/Me2CO, se obtuvieron 32.7 mg de un sélido blanco
cristalino, el cual fue identificado como el B-sitosterol, con base a sus propiedades fisicas

y por comparacioén con una muestra auténtica, ver figura 21.

Figura 21. B-sitosterol.
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6.7. Identificacion de las lactonas sesquiterpénicas en el extracto con AcOEt de las
partes aéreas de A. ludoviciana subsp mexicana.

6.7.1. Estafiatina (13)

Para la identificacion de las lactonas sesquiterpénicas en el extracto con AcOEt de las
partes aéreas de A. ludoviciana subsp mexicana de las fracciones 29-38 obtenidas al eluir
la columna con n-hex/AcOEt (70:30), se obtuvo una mezcla de solidos (1.0236 g). La
purificacién de 100 mg de la mezcla de s6lido por CC-Flash, permitio la obtencion de
64.7 mg (64.7%) de un soélido cristalino de pf 98-100°C [84-86 °C][26] y con un R¢ de
0.35 [n-hex/AcOEt (8.0:2.0)], el cual fue identificado como la estafiatina (13) con base

en sus propiedades espectroscopicas, ver figura 22.

il

g .
1 2

n-hex/AcOEt
(8.5:1.5)%

Figura 22. CCF de la purificacion de la estafiatina (13).
1) fraccion n-hex/Me,CO, 2) estafiatina pura.

Rotacion optica [a]>p=-21.82 (¢ 1.01, CHCIs)
IR (cm™): 3023, 2945, 1763, 1261, 1142, 999.

RMN 'H [CDCIs, 500 MHz, TMS, espectro 1]: du 2.06 (dd, J= 14.5, 7.5 Hz, 1H, H-1),
8112.89 (dd, = 18 Hz, 1H, H-24), 81 1.81 (dd, J=1, 11, 14 Hz, 1H, H-2p), 811 3.38 (sa, 1H,
H-3), 81 2.21 (dd, J= 9 Hz, 1H, H-5), 81 4.08 (dd, J= 11,9 Hz, 1H, H-6), 8 2.26 (m, 1H,
H-7), 81 2.20 (m, 1H, H-8,), 8 1.52 (m, 1H, H-8g), 8 2.30 (m, 1H, H-9q), du 2.87 (m,
1H, H-9g), 0u 5.48 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13.), 8u 6.20 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13}), du 4.94 (d,
J= 1 Hz 1H, H-14), 81 4.86 (d, J= 1 Hz, 1H, H-14), 81 1.63 (s, 3H, H-15).

RMN B3C [CDCls, 125 MHz, TMS, espectro 2]: 8¢ 44.9 (C-1), 8¢ 33.0 ( C-2), 8¢ 63.2 (C-
3), 8¢ 65.8 (C-4), 8¢ 50.8 (C-5), 8¢ 80.5 (C-6), Sc44.1 (C-7), 8¢ 28.6 (C.8), 8¢ 29.2 (C-
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9), 8¢ 146.1 (C-10), 8¢ 139.6 (C-11), 8¢ 169.7 (C-12), 8¢ 120.1 (C-13), 8¢ 115.3 (C-14),
Sc 18.5 (C-15).

EM (IE) [m/z, int. rel.]: 246 [M*, 2.5], 231 (98), 234 (25), 162 (34), 105 (37), 97 (100),
95 (97), 91 (72), 53 (46), 43 (66).

6.7.2. Achillina (8)

Las fracciones 56-72 obtenidas con n-hex/AcOEt (7.5:2.5) del residuo obtenido con la
mezcla de n-hex/Me>CO, fueron recromatografiadas por medio de CC-Flash utilizando
como mezcla de eluyente n-hex/CH>Clo/AcOEt (8.0:1.0:1.0), en las fracciones 10-18 se
obtuvo una mezcla de so6lidos (728 mg), la cual en CCF se observa la presencia de dos
sustancias mayoritarias, las cuales revelan de color naranja y negro al utilizar como
revelador una sol. de vainillina en H3PO43. El residuo de las fracciones 14-311 fue
decolorado con carbon activado®, el sobrante fue separado por CC-Flash con mezclas de
n-hexano/CH>Cl; de concentracion (9.5:0.5) y (9.0:1.0). En las fracciones 14-22 y 32-48
se obtuvo una mezcla (215.8 mg) de dos sustancias de Rfsimilares, las cuales fueron
purificadas por cristalizacion por par de disolventes AcOEt/n-hexano), de donde se
obtuvieron 130.5 mg (60.5 %) de un so6lido de pf. 138-140°C [142-145°C] [24] y con un
Rrde 0.4 [n-hex/AcOEt (6.0:4.0)], ver figuras 23.

O

-

s
1 2
n-hex/CH,Clo/AcOEt
(7:1:2)%
Figura 23. CCF de la purificacion de la achillina (8).
1) fraccidon n-hex/Me,CO, 2) achillina pura.

Rotacion optica [a]*p =+ 145.70 (¢ 0.7, CHCI5).

8 Al utilizar una solucién de vainillina en H»SO4 la achillina revela de color rojo.

% Para la decoloracion se empled una columna de vidrio empacada con florosil/celita/carbono activado
(1:1:0.5), la cual inicialmente se lavo con MeOH caliente, posteriormente se agrego el residuo disuelto en
AcOEt.
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IR (cm™): 1780, 1685, 1638, 1620.

RMN '3C [CDCls, 120 MHz, TMS, espectro 4]: 8¢ 131.8 (C-1), 8¢ 195.7 (C-2), 8¢ 135.4
(C-3), 8¢ 170.0 (C-4), 8¢ 53.0 (C-5), 8¢ 83.5 (C-6), 8¢ 57.9 (C-7), 8¢ 21.6 (C-8), 5¢37.5
(C-9), 8¢ 151.6 (C-10), 8¢ 39.4 (C-11), 8¢ 178.2 (C-12), 8¢ 9.9 (C-13), 8¢ 19.7 (C-14), 8¢
21.5 (C-15).

EM (IE) [m/z, int. rel.]: 246 [M", 100], 231 (7.3), 217 (26), 173 (23), 145 (15), 115 (10),
105 (16), 91 (44), 77 (16), 55 (15).

6.7.3. Ridentina (4)

La obtencion de la ridentina se logrd de la separacion cromatografia del extracto “crudo”
de AcOEt con la mezcla n-hex/AcOEt (60:40), se obtuvo una mezcla de soélidos (349.7
mg), el residuo de las aguas madres correspondientes (7 g) fue adsorbido en florosil (9.5
g) para su separacion y purificacion por medio de CC, la columna fue eluida con mezclas

de n-hex/AcOEt de polaridad creciente.

En las fracciones 71-138 se observd por CCF una sustancia de color azul al revelar con
vainillina, estas fracciones se reunieron con las obtenidas de la mezcla n-hex/AcOEt
(60:40). A partir de 160.7 mg de la mezcla de residuos se purifico mediante cristalizacion
por par de disolventes [MeOH caliente/i-Pr2O], un s6lido cristalino blanco (157.3 mg,
97.8%) de pf. 198-200°C [202-203°C][24] y con un R¢ de 0.4 [CH2Cl»/AcOEt/MeOH
(3.5:6.0:0.2)], ver figura 24.

OH
Ho” ¥ X !
(@] &
0]

——

1 2

CH20|2/ACOEt

(5:5)%

Figura 24. CCF de la purificacion de la ridentina (4).
1) fraccidon de n-hex/AcOEt (60:40), 2) Ridentina pura.

Rotacion optica [a]*p =+ 82.5 (¢ 1.6, MeOH).
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IR (cm™): 3334, 1763.

RMN 'H [CDCl; + DMSO, 400 MHz, TMS, espectro 5]: 8u 4.04 (dd, J=9, 4 Hz, 1H, H-
1), 8u 1.89 (dd, J=14, 9 Hz, 1H, H-2p), 5u 1.82 (ddd, J=14, 7, 4 Hz, 1H, H-20)), 51 3.76
(dd, =9, 4 Hz, 1H, H-3), 84 5.28 (d, J=10 Hz, 1H, H-5), 5u 4.48 (1, J=10 Hz, 1H, H-6),
u 2.79 (dddd, J=10, 10, 3 Hz, 1H, H-7), u 1.90 (ddd, J=14, 10, 9 Hz, 1H, H-8p), 5u 1.52
(dddd, 1=14, 10, 9, 3 Hz, 1H, H-8,), 5u 2.38 (ddd, J=14, 14, 3 Hz, 1H, H-9), &4 2.23
(ddd, 1=9, 9, 3 Hz, 1H, H-94), 81 5.54 (d, J=3 Hz, 1H, H-13.), 84 5.97 (d, J=3 Hz, 1H, H-
13b), 8 4.79 (sa, 1H, H-14,), 81 5.03 (sa, 1H, H-14), 8u 1.58 (d, J=1.5 Hz, 3H, H-15).

El espectro de RMN 'H utilizando DMSO y D,O permiti6 asignar las sefiales en el

intervalo on 3.0-1.6, como se muestra en la figura 25.

7o | IR
f 0

)
(]
oW b J?.ﬂki_ ‘ ;llf\A LL‘L J w*‘#"’@_h;

LI e O e P B LB JT T T T rE T A E T T[T T T T[T RO T EEN RELEE BLE |III1"|'
2

Figura 25. Espectro de RMN 'H (DMSO y D,0) de la ridentina (4).

RMN '3C [CDCls, 120 MHz, TMS, espectro 6]: 8¢ 73.0'° (C-1), 8¢ 40.2 (C-2), 8¢ 74.1
(C-3), 8¢ 147.311 (C-4), 8¢ 119.9 (C-5), 8¢ 79.2 (C-6), 8c 47.3 (C-7), 8¢ 25.2 (C-8), d¢
28.5 (C-9), 8¢ 148.9 (C-10), 8¢ 139.1 (C-11), 8¢ 169.2 (C-12), 8¢ 117.5 (C-13), 8¢ 109.8
(C-14), 8¢ 10.8 (C-15).

10 Sefial intercambiable para C-3.
! Sefial intercambiable para C-10
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EM (IE) [m/z, int. rel.]: 264 [M*, 0.1, 219 (10), 175 (32), 149 (40), 105 (48), 91 (100),
79 (50), 53 (66), 43 (60), 41 (55).

6.7.4. Compuesto en proceso de caracterizacion.

De la separacion cromatografia del extracto “crudo” de AcOEt con la mezcla n-
hexano/AcOEt (20:80), se obtuvo una mezcla de solidos (823.3 mg), de los cuales se
tomaron 200 mg para su purificacion por CC-Flash, utilizando mezclas de CH>Cl,/AcOEt
de polaridad creciente. En las fracciones 70-79, 107-123 se obtuvo una mezcla de sélidos
(52 mg), el cual fue purificado por medio de cristalizacion por par de disolventes [MeOH

caliente/i-Pr,O], obteniendo un sélido blanco (16.2 mg), de pf. 110°C, ver figura 26.

i

1 2
CH,Cl,/AcOEt/MeOH
(2.0:7.5:0.5)%"

Figura 26. CCF de la purificacion del compuesto.

1) mezcla de sélidos y 2) solido puro.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. Determinacion de la actividad antifingica de los diferentes extractos “crudos”

de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana

Para evaluar la actividad antifungica de los extractos “crudos” se utilizo el método de
medio envenenado, el cual es uno de los mas utilizados para dicha valoracion, en este se
observa la reduccion del crecimiento micelial de los hongos en placas con los extractos a

evaluar y se compara con el crecimiento de los hongos en las placas control [44-45].

Durante el estudio el extracto MeOH (20 mg/mL) no mostr6 inhibicion, mientras que a
40 mg/mL se observo un retraso en el crecimiento de los tres hongos durante las primeras
24 h en comparacion al blanco del hongo, como se observa en la tabla 5. A partir de las
48 h, revisar tabla 6 y hasta las 72 h, distinguir los datos de la tabla 7, se puede ver que el
crecimiento del hongo es similar al testigo. Resultado acorde con algunos otros estudios
que muestran la poca o nula actividad antifingica de algunos extractos con MeOH de

diferentes plantas [46].

Los extractos con n-hexano y AcOEt (40 mg/mL) inhibieron el crecimiento de
Penicillium sp., durante las 72 h que duro el ensayo. Mientras que dichos extractos
mostraron un retraso en el crecimiento a las 24 h (tabla 5) y 48 h (tabla 6) de A. niger'y
Trichoderma sp. Después de 72 h se observo un crecimiento similar para dichos hongos
con respecto a sus blancos, como se puede observar en la tabla 7. Lo anterior puede ser
fundamentado en funcion de la composicién quimica de cada extracto. Por ejemplo, el
extracto hexénico tiene compuestos de baja polaridad, como aceites esenciales,
monoterpenos, grasas, acidos grasos, ceras, entre otras [20]. En cuanto al extracto con
AcOEt, presenta la mayor cantidad de LsS, debido a la mediana polaridad de estas, por
lo que probablemente se puede atribuir su eficacia contra Penicillium sp. [30, 31]. Con
base en lo anterior se plane6 el estudio biodirigido del extracto con AcOEt para el

aislamiento de las LsS presentes en el mismo.

El fluconazol no mostrd inhibir a ninguno de los hongos a una concentracion de 25
mg/mL; por lo que se evalué a una concentracion mayor (30 mg/mL) observando un
retardo en el crecimiento durante las 24 h (tabla 5) y 48 h (tabla 6) de Penicillium sp. y
Trichoderma sp.; mientras A. niger fue inhabilitado por dicha sustancia durante todo el

ensayo.
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En algunos textos se describe que el fluconazol no tiene ningin efecto sobre hongos
filamentosos, por lo que difiere a los resultados de este ensayo, ya que A. niger fue

inhibido en su totalidad [47].
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Tabla 5. Determinacién de la actividad antifiingica de los extractos “crudos” —n-hexano, AcOEt y MeOH—?*°<,

Hongos

Blanco

n-hexano

AcOEt

MeOH

Fluconazol

Aspergillus niger

Penicillium sp.

Trichoderma sp.

{ l

AConcentracién: 40 mg/mL
PFluconazol: 30 mg /mL

c . Ly
24 horas de incubacion
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Tabla 6. Determinacion de la actividad antifingica de los extractos “crudos” —n-hexano, AcOEt y MeOH— &<,

Hongos Blanco n-hexano AcOEt MeOH Fluconazol

Aspergillus niger

Penicillium sp.

oy o

Trichoderma sp.

Concentracion: 40 mg/mL
PFluconazol: 30 mg /mL

c . Ly
48 horas de incubacion



Tabla 7. Determinacion de la actividad antifingica de los extractos “crudos” —n-hexano, AcOEt y MeOH— &<,

Hongos

Blanco

n-hexano

AcOEt

MeOH

Fluconazol

Aspergillus niger

Penicillium sp.

Trichoderma sp.

4Concentracién: 40 mg/mL
bFluconazol: 30 mg /mL

C . .7
72 horas de incubacion



7.2. Determinacion de la actividad antifingica de las diferentes fracciones del

extracto “crudo” con AcOEt

En la determinacion de la actividad antifungica de las diferentes fracciones del extracto
“crudo” con AcOEt, ninguna de las fracciones mostro6 inhibicion en el crecimiento de A.
niger durante las 72 h (ver tablas 8-10), tiempo en que se realizo el ensayo. En cambio,
se observd un retraso en el crecimiento de Trichoderma sp. con las fracciones n-hex
(100%), n-hex/AcOEt (80:20) y n-hex/AcOEt (60:40) durante las primeras 24 h (tabla 8).
Mientras a las 48 h el crecimiento de Trichoderma sp. fue equiparable con el crecimiento

del hongo en el blanco, como lo confirman los datos de la tabla 9.

Con respecto a Penicillium sp., se observd que todas las fracciones mostraron una
inhibicién del crecimiento durante las 72 h, tiempo en que se llevo a cabo el ensayo (ver
tablas 8-10); exceptuando la fraccion de n-hex (100%), en la cual se comenz6 a percibir

un ligero crecimiento en comparacion al blanco, a las 72 h, ver tabla 10.

Dado que todas las fracciones mostraron tener actividad relevante frente a Penicillium sp.
se prosiguio a realizar la separacion cromatografica de las fracciones con la finalidad de
aislar e identificas las LsS mayoritarias presentes en las diferentes fracciones. En otras
investigaciones se han descrito diversos estudios biodirigidos con la finalidad de
identificar los compuestos responsables de la actividad en diferentes extractos de plantas

[48-50].
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Tabla 8. Determinacion de la actividad antifiingica de las fracciones del extracto “crudo” con AcOEt?.

Hongos Blanco n-hex (100%) n-hex/AcOEt n-hex/AcOEt n-hex/AcOEt n-hex/AcOEt | AcOEt (100%)

Aspergillus
niger

Penicillium
sp.

(80:20) (60:40) (40:60) (20:80)

Trichoderma
sp.

a. . .,
24 horas de incubacion
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Tabla 9. Determinacion de la actividad antifiingica de las fracciones del extracto “crudo” con AcOEt?.

Hongos

Blanco

n-hex (100%)

n-hex/AcOEt
(80:20)

n-hex/AcOEt
(60:40)

n-hex/AcOEt
(40:60)

n-hex/AcOEt
(20:80)

AcOEt (100%)

Aspergillus
niger

Penicillium
sp.

Trichoderma
sp.

a . .7
48 horas de incubacion

45



Tabla 10. Determinacion de la actividad antifungica de las fracciones del extracto “crudo” con AcOEt?.

Hongos

Blanco

n-hex (100%)

n-hex/AcOEt
(80:20)

n-hex/AcOEt
(60:40)

n-hex/AcOEt
(40:60)

n-hex/AcOEt
(20:80)

AcOEt (100%)

Aspergillus
niger

Penicillium
sp.

Trichoderma
sp.

a . .,
72 horas de incubacion
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7.3. Identificacion de la estafiatina (13)

Para realizar el proceso de identificacion de la estafiatina se requirié de las fracciones
menos polares obtenidas de la separacion cromatografica del extracto “crudo” con
AcOEt, después de sucesivas recromatrografias, se identificé a la estafiatina (13), la cual
muestra en su EM (IE) un ion molecular de m/z 246 (2.5 %) que corresponde a una forma
molecular Ci5H1303 (Q2=7). En su espectro de IR muestra las absorciones caracteristicas

del grupo a-metilen-y-lactona 1773 cm™.

En su espectro de RMN-'H (espectro 1), se observan las sefiales correspondientes al
metileno exociclico de la y-lactona en ou 5.48 (d, J=3 Hz, 1H) y du 6.20 (d, J=3 Hz, 1H);
asi como, la presencia de una sefal dd en du 4.08 (J=11, 9 Hz, 1H) que corresponde a H-
6, caracteristico del cierre de la lactona. Ademads, muestra un acoplamiento con la senal
en O 2.21 que corresponde a H-5, los cuales muestran una disposicion trans diaxial exo-
ciclico. La sefial en on 3.38 (sa, 1H) se asignd al hidrogeno geminal del C-3 base de
epoxido. La presencia del oxirano se confirmé por RMN-3C donde los C-3 y C-4
presentan d¢ 63.2 y 65.8 ppm respectivamente. En la tabla 11 se muestran los
desplazamientos quimicos de todos los carbonos presentes en 13, de acuerdo con su

espectro de RMN '3C aplicando la técnica del DEPT, ver figura 26.

Tabla 11. RMN !3C (120 MHz, CDCI3) para la estafiatina (13)

Catbono | &8¢ | Multiplicidad
C-1 44.9 CH
C-2 33.0 CH,
C-3 63.2 CH
C-4 65.8 C
C-5 50.8 CH
C-6 80.5 CH
C-7 44.1 CH
C-8 28.6 CH,
C-9 29.2 CHz
C-10 146.1 C
C-11 139.6 C
C-12 169.7 C
C-13 120.1 CHz
C-14 115.3 CH,
C-15 18.5 CHs
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C-15

C-13 C-14

Figura 26. Espectro de RMN 3C (experimento DEPT) de la estafiatina (13).

Los desplazamientos quimicos de los hidrégenos adicionales se lograron por medio del
analisis del espectro bidimensional HMBC, ver figura 27, el cual se observa la correlacion

a dos y tres enlaces entre los 4&tomos de C e H.

A partir de esta discusion, se confirmé que la LsS aislada es la estafiatina (13), esta es
una sustancia que en estudios recientes ha mostrado su capacidad para inhibir
selectivamente las fases iniciales de activacion de los receptores de linfocitos T'? (RCT)

[51].

12 Los linfocitos T son esenciales en la respuesta inmunolégica, la desregulacién de estos puede contribuir
en el desarrollo de enfermedades autoinmunes [51]
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Figura 27. Experimento HMBC de la estafiatina (13).

7.4. Identificacion de la achillina (8)

Durante este proceso se requirieron las fracciones de menor polaridad obtenidas de la
separacion cromatografica del extracto con AcOEt, se identificé a la achillina (8), ya que
esta muestra en su EM (IE) un ion molecular de m/z 246 (100%), el cual corresponde a
una férmula molecular CisHi303 (Q=7). En su espectro de IR se observa la absorcion

caracteristica del grupo carbonilo en 1780 cm!.

En el espectro de RMN '3C (espectro 4) se confirmd la presencia de 15 carbonos, lo cual
estd acorde con la formula molecular propuesta, donde se observan seis C sp? y nueve C
sp’>. La naturaleza de los diferentes atomos de carbono fue determinada por el
experimento DEPT, donde se observan tres metilos (CH3), dos metilenos (CH»), cinco

metinos (CH) y cinco carbonos cuaternarios (C), ver figura 28.
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Figura 28. Espectro de RMN 3C (experimento DEPT) de la achillina (8).

En el espectro de RMN 'H (espectro 5) se observa una sefial 8y 3.8 (7, J= 10 Hz, 1H)
caracteristica de H-6 con disposicion B-axial del cierre de la lactona con fusion trans. La
sefial en on 3.38 (1 H) se asignd al H-alilico del C-5, el cual presenta un acoplamiento
tran-diaxial con H-6, mientas que la presencia de los dos metilos vinilicos en 2.42 (s, 3H)
y on 2.31 (d, J= 1.5 Hz, 3H) sugiriendo, que el esqueleto base corresponde al de una
guayanolida, asignandose dichos desplazamientos al CH3-14 y CH3-15, el cual muestra

un acoplamiento alilico con la sefial 61 6.14, (¢, J= 1.5 Hz, 1H) que corresponde con H-

3.

De la discusion anterior se pueden plantear dos hipotesis estructurales epiméricas

achillina (8) y leucodina (25), ver figura 29.
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25)

Figura 29. Estructuras epiméricas achillina (8) y leucodina (25)

La orientacion relativa del CH3-13 se dedujo con base en la constante de acoplamiento
entre H-7 y H-11 (J= 10 Hz), este valor esta de acuerdo con una disposicion cis (sinclinal)
de los hidrogenos mencionados, ver figura 30. Por consiguiente, el CH3-13 presenta una

orientacion [, mientras en la leucodina los hidrogenos tienen una disposicion

antiperiplanar.
8) 25)

H H H

Ce Cs
Cs
C1s CHj Cis CHj3
Cs H
33.7° 165.0°

Synclinal Antiperiplanar

Figura 30. Proyecciones de Newmann para los C7 — Ci1 en la achillina (8) y leucodina
(25).

Con base en la discusion anterior se corrobord que la LsS aislada es la achillina (8),

sustancia aislada de varias especies vegetales de los géneros Artemisia, Achillea,

Tanacetum, entre otros [52-54].

7.5. Identificacion de la ridentina (4)

El siguiente proceso partido de las fracciones mas polares obtenidas de la separacion
cromatografica del extracto “crudo” con AcOEt, y se logro identificar a la ridentina (4),
la cual muestra en su EM (IE) un ion molecular de m/z 264 (0.1 %) que corresponde a
una férmula molecular CisH2004 (Q=6). En su espectro de IR muestra las absorciones

caracteristicas de un grupo OH (3334 ¢cm™") y del grupo o-metilen-y-lactona 1773 cm™'.
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En su espectro de RMN-'H (espectro 3), se observa un par de dobletes u 5.97 (d, J=3
Hz, 1H) y 5.54 (d, J=3 Hz, 1 H) que corresponde a los hidrogenos del metileno exociclico
conjugado con la y-lactona. Ademads de un triplete en on 4.48 (¢, J=10 Hz, 1H) se asigna
a H-6, este muestra un acoplamiento con el hidrogeno vinilico en H-5 en 6u 5.28 (d, J=10
Hz, 1H), el cual sugiere que existe un doble enlace ente los C-4 y C-5. En el C-4 se ubica
el metilo que aparece en dn 1.58 (d, 3H) y que corresponde al CH3-15. La sefial amplia
en on 4.79 (2H) corresponde a los hidrogenos del metileno exociclico localizado en el C-
10. Lo anterior permite proponer una lactona sesquiterpénica con esqueleto de

germacrano, como se muestra en la figura 31.

Figura 31. Férmula parcial de la lactona sesquiterpénica.

Por otro parte, se observan sefiales correspondientes a dos hidrogenos germinales del
grupo hidroxilo, que por su constante de acoplamiento tienen la misma orientacion
espacial, la ubicacion de los grupos hidroxilo en la molécula se realizd6 mediante el

analisis de su espectro COSY, ver figura 32.

En la figura 32 se observa que la sefial entre 2.00-1.80 ppm interacciona con H-1 on 4.04
(dd, J=9 y 4 Hz) y H-3 &u 3.76 (dd, J=), Sugiriendo que los hidrégenos tienen una

orientacion relativa o-axial.
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Figura 32. Experimento COSY de la ridentina (4).

En el espectro de RMN !3C (espectro 6) se confirm¢ la presencia de 15 carbonos, lo cual
esta acorde con la formula molecular propuesta, donde se observan siete C sp? y ocho C
sp’. La naturaleza de los diferentes atomos de carbono fue determinada por los
experimentos APT (ver figura 33) y DEPT (ver espectro 7), donde se observa un metilo

(CH3), cinco metilenos (CH2), cinco metinos (CH) y cuatro carbonos cuaternarios (C).

De acuerdo con lo anterior se llegd a la conclusion de que la sustancia en cuestion es la
ridentina (4), germacranolida aislada principalmente de diferentes especies de Artemisia

[55-61].
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Figura 33. Experimento APT de la ridentina (4).
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8. CONCLUSIONES

Después de realizar los diferentes estudios y obtener resultados se puede concluir que:

Se obtuvieron los extractos n-hexanico, AcOEt y Metanolico a partir de las partes
aéreas de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana.

De la evaluacion antifungica de los extractos “crudos” —n-hexano, AcOEt y
MeOH— se observo que los extractos con n-hexano y AcOEt mostraron actividad
antifingica frente a Penicillium sp.

Los extractos con n-hexano y AcOEt mostraron un retraso en el crecimiento de 4.
niger'y Trichoderma sp. durante las primeras 48 h.

El extracto con MeOH no mostro inhibir a ninguno de los tres hongos ensayados
a 40 mg/mL.

De la evaluacion antifingica de las diferentes fracciones se observd que muestran
actividad antifingica frente a Penicillium sp.

De la evaluacion antifingica de las fracciones obtenidas del extracto con AcOEt
no inhiben el desarrollo de 4. niger. Mientras que en las fracciones menos polares
se observo que retardan el crecimiento de 7richoderma sp. durante las primeras
24 h.

De la separacion cromatografica del extracto con AcOEt, se lograron aislar e
identificar, B-sitosterol, ridentina (4), achillina (8) y estafiatina (13).
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9. SUGERENCIAS

e A partir de los resultados obtenidos con un rendimiento moderado de las tres LsS
identificadas —ridentina (4), achillina (8) y estafiatina (13)— y por la
complejidad de su aislamiento, se propone purificar una mayor cantidad de
extracto con AcOEt, para asi determinar la actividad antifingica de cada una de

ellas y lograr el objetivo inicial del proyecto acorde con el titulo y.

e Evaluar la actividad antifungica del extracto con AcOEt frente a un mayor nimero

de hongos.

e Proponer otro tipo de pruebas bioldgicas con la finalidad de determinar otras
actividades de las LsS como, antiherbivoria, antihelmintica, antiprotozoaria,

citotoxica y antitumoral.

e Realizar biotransformacion de las lactonas sesquiterpénicas aisladas frente a

hongos filamentosos para la obtencion de derivados quimicamente novedosos.

e Efectuar un estudio comparativo de especies de Artemisia recolectadas en

diferentes zonas geograficas.

e Formalizar un estudio comparativo de especies de Artemisia ludoviciana subsp.

mexicana cultivada y silvestre.
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11. ANEXOS (espectro)
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Espectro 1. RMN 'H (CDCl3, 500 MHz, TMS) de la estafiatina (13).
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11.2. Espectro 2. RMN 13C (CDCl3, 125 MHz, TMS) de la estafiatina (13).
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11.3.
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Espectro 3. RMN 'H (CDCl3, 500 MHz, TMS) de la achillina (8).
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11.4. Espectro 4. RMN 13C (CDCl3, 120 MHz, TMS) de la achillina (8).
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11.5. Espectro 5. RMN H (CDCl;+ DMSO, 400 MHz, TMS) de la ridentina (4).
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11.6. Espectro 6. RMN 3C (CDCl3, 120 MHz, TMS) de la ridentina (4).
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11.7. Espectro 7. RMN 3C (experimento DEPT) de la ridentina (4).
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