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SUMARIO

Del extracto etanolico de las hojas de Eupatorium angustifolium (H.B.K.)
Spreng (Compositae), se aislaron dos compuestos, los cuales se caracterizaron co-
mo 5,4'—Dihidroxi—7—Metoxiflavona (7—Metil apigenina o Genkwanina) y 5-
Hidroxi—7,4’—Dimetoxiflavona (7,4'—Dimetil apigenina o 7—Metil acacetina).

Por metilacion exhaustiva de las dos flavonas aisladas, se obtuvo la 5,7, ,4'—
Trimetoxiflavona.

ABSTRACT

From the ethanolic extract of the leaves of Eupatorium angustifolium
(H.B.K.) Spreng, two flavones were isolated and characterized by spectroscopic
and chemical data as 5,4'—Dihydroxy—7—Methoxyflavone (7—Methy| apigenin or

Genkwanin) and 5—Hydroxy—7,4'—Dimethoxyflavone (7,4'—Dimethy! apigenin
or 7—Methyl acacetin).

Methylation of the isolated compounds yielded 5,7,4'—Trimethoxyflavone

INTRODUCCION
Como parte del estudio quimico que estamos adelantando con
plantas del género Eupatorium (Compositae), se realizd este trabajo

con la especie E. angustifolium (H.B.K.). Son muchas las especies del
género Eupatorium que han sido estudiadas y de ellas se han aislado
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compuestos con estructuras de tipo flavonoide, lactonas sesquiter-
pénicas, cromenos y otros terpenos (1—17); algunos de los cuales tienen
interés bioldgico, ya que poseen actividad antitumoral o antibi6tica
(18—24).

La especie E. angustifolium se encuentra en algunas regiones de
nuestro pais, especialmente en Boyacd, Cundinamarca y Valle del
Cauca, en alturas superiores a 2.000 m (25). Es conocida vulgarmente
con el nombre de “chilca’ y a nivel popular se le atribuyen ciertas pro-
piedades medicinales: se indica su uso en el tratamiento de erisipela,
enfermedades oftalmicas y fiebre. En esta especie solo se ha menciona-
do la existencia de tres compuestos que son dcido salicilico, inulina y
euparina (25).

El presente estudio comprendio6 el aislamiento de los flavonoides
mayoritarios presentes en las hojas y su caracterizacion por medios es-
pectrocOpicos y por la preparacion e identificacion de sus derivados
metilados.

RESULTADOS Y DISCUSION

De la parte soluble en cloroformo, proveniente del fraccionamien-
to de un extracto etandlico de las hojas de E. angustifolium se aislaron
dos compuestos de color amarillo, los cuales presentaron las caracte-
risticas tipicas de las flavonas.

5,4'—Dihidroxi—7—Metoxiflavona (1)

El compuesto | presentd las siguientes caracteristicas. Su |.R.
mostré bandas a 3.260, 3040 cm-! que sugieren la presencia de hidro-
xilos y de aromaticidad; en 2918, 2.850 y 1.367 cm-"' de grupos metilo
y en 1.660 cm-! de grupo carbonilo.

El analisis por U.V. en metanol y con reactivos de desplazamiento
(26) muestra la presencia de hidroxilos libres en C—5y C—4'. En meta-
nol se observaron maximos a 338 (hombro a 299) y 268 nm, asignables
a las bandas | y Il de una flavona. Al adicionar MeONa se observaron
maximos a 270, 296 (hombro) y 380 nm, lo que corresponde a un des-
plazamiento batocrémico de 42 nm de la banda |, indicando la presen-
cia de un hidroxilo en C—4’. La adicion de AcONa produjo un corri-
miento de la banda (40 nm), lo cual corrobora la presencia de hidroxi-
lo libre en C—4’, La posicion de la banda || permanecié inalterada, lo
que supone ausencia de hidroxilo libre en C—7, el cual posiblemente
estd sustituido (por comparacion de los espectros obtenidos con
MeONa y con AcONa). La adicion de ARCR, ocasiond un desdobla-
miento de las dos bandas en 4 maximos a 378, 344, 303 y 278 nm; los
cuales permanecieron inalterados por la adiciéon de HCI. Este hecho,
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originado en la formacién de un complejo estable, indica que la posi-
cion C—5 posee hidroxilo libre y se descarta la presencia de dichos
hidroxilos en posiciones orto, lo cual se corrobora al permanecer inal-
terado el espectro en acetato, por adicién de H;BO;.

El anterior analisis permite concluir que el compuesto debe ser
una flavona 5,4'—dihidroxilada y posiblemente 7—0—sustituida. Este
analisis se sustenta con el E.M., el cual presenta sefales m/z a: 284
(100¢) correspondiente al i6n molecular; 166 y 118, asignables a frag-
mentos A y B obtenidos por un mecanismo retro— Diels Alder, lo que
implica la presencia de un hidroxilo y un metoxilo en el anillo A y de
un grupo hidroxilo en anillo B, como se habia propuesto con base en
analisis por U.V. El punto de fusién de este compuesto estd dentro de
los rangos dados por la literatura (27) para la Genkwanina.

5 — Hidroxi—7,4’'—Dimetoxiflavona (11)
El compuesto |l fue caracterizado asi’:

En I.R. se observaron bandas a 3.420 y 3.080 cm-', correspon-
dientes a hidroxilo y aromaticidad; en 2.820—2.990, 1.380 cm-! de
grupo metilo y en 1.660 de carbonilo. El anélisis de los espectros U.V.
sustenta la presencia de una flavona 5—hidroxisustituida, ya que en sol.
metandlica presentd maximos a 328 nm (banda 1), y 269 nm (banda I1).
La adicion de MeONa, desplazo la banda | en 36 nm indicando la posi-
ble ausencia de hidroxilos libres en las posiciones C—4'y C—3 siendo
probable la presencia de hidroxilo en C—5. Con adicién de AcONa el
espectro permanecio invariable, corroborando la ausencia de hidroxilos
libres en C—3, C—4' y C—7. Tampoco se observo variacion con la adi-
cion de H;BO;, descartdandose asi la presencia de grupos fendlicos en
posiciones orto. La adicion de AICIl; desdoblé las bandas iniciales en
cuatro maximos (383, 346, 302 y 279 nm), cuya posicién no varié con
la adicion de acido, comportamiento tipico para la formaciéon de un
complejo estable, indicando asi la presencia de un grupo fendlico libre
en C-5,

El E.M. present6 sefiales m/z a: 298 (100%) para el ion molecular;
a 162 y 132, asignables a los fragmentos A y B (mecanismo retro—
Diels—Alder), indicando que el anillo A posee un grupo -OH y un grupo
OMe y el anillo B un grupo -OMe.

La posicion de los sustituyentes queda confirmada por el RMN! H,
el cual presentd a 3.85 ppm, una sefal simple que integra para 6 pro-
tones, correspondiente a8 dos grupos metoxilos; dos dobletes a 6.37 y
6.47 ppm (J=2 Hz), asignables a los protones 8 y 6 de una flavona sus-
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tituida en 7; una sefal simple a 6.55 del proton 3. Se observaron dos
pares de dobletes a 6.99 y 7.80 ppm (J=9 Hz, J-meta no calculada);
situacion explicable si se asignan las sefiales a 6.98 ppm a los protones
3" y 5’y las sefiales a 7.80 ppm a los protones 2’ y 6" de una flavona
C—4 sustituida; una sefial a 12.82 ppm que integra para un proton y
que desaparece con la adiciéon de D, 0, indica la presencia de un OH
quelatado, asignable al hidroxilo en posicién 5; correspondiendo asi la
estructura a la 5—Hidroxi—7,4'—Dimetoxiflavona, la cual fue corrobo-
rada con patron auténtico obtenido de E. amplum (28).

5,7,4'—Trimetoxiflavona (111)

La metilacion exhaustiva de las flavonas aisladas (I y I1) produce
el mismo derivado, caracterizado como la 5,7,4" —Trimetoxiflavona.
Su |.R. indico la presencia de grupos metilo y carbonilo (2.840, 2.918,
1.342, 1.645cm-'). EI U.V. en metanol mostré maximos a 325 nm
(banda 1) y 265 nm (banda |l), cuyas posiciones no fueron alteradas
por adicion de MeONa ni de AICl;; lo que demuestra la ausencia de
grupos fendlicos libres, y que efectivamente la metilacion fue exhaus-
tiva. El E.M. presentd sefiales m/z a: 312 (100%), correspondiente al
ibn molecular; a 297 y 284, explicables por pérdidas de metilo y de CO
del i6n molecular; a 131 atribuible al ié6n [ HC = C—¢—OCH, ]+ o
fragmento B,, obtenido por una ruptura retro-Diels Alder y a 153,
asignable a [CsHs0; ]+ que puede provenir de la pérdida de CO del
fragmento A,. EIl RMN! H mostré sefiales simples a 3.86, 3.88, y 3.92,
de los tres grupos metoxilos y las sefales correspondientes a los demas
protones (ver parte experimental), asignadas de manera analoga a |1, ya
que |los patrones de sustitucion de |l y |Il son iguales. Sus caracteristi-
cas generales concuerdan con las dadas en la literatura (29).

El hecho de que las dos flavonas aisladas produzcan el mismo deri-
vado, confirma que las dos poseen el mismo patrén de oxigenacion,
como corresponde a las estructuras propuestas (Ver Fig. 1).

La 5,4'—Dihidroxi—7—Metoxiflavona o Genkwanina es una flavo-
na que ha sido aislada de especies de otros géneros y familias (30).
Sin embargo del género Eupatorium, del cual se han estudiado mas de
60 especies, solo se ha indicado su aislamiento de una especie, que co-
rresponde al hibrido de E. capillifolium y E. perfoliatum (27).

Con relacion a la 5—Hidroxi—7,4'—Dimetoxiflavona, aislada tam-
bién de otros géneros y familias (30) se ha encontrado en dos especies
del género Eupatorium: E. amplum (28) y E. tinnifolium (29). Resulta
interesante observar que dichas especies, incluyendo la aqui estudiada,
han sido recolectadas en regiones altas cercanas a Bogota.
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Figura 1

PARTE EXPERIMENTAL

El material vegetal fue recolectado por C.E. de Pérez y A.M.
Céspedes en la carretera que conduce de Tabio a Sochacota (Cundina-
marca),a una altura de 2.500 m. Fue determinada por S. Diaz (Instituto
de Ciencias Naturales Universidad Nacional de Colombia) y un ejem-
plar reposa en el Herbario Nacional bajo el nGmero COL. 191513.

Los espectros U.V. fueron tomados en un Beckman 25; los I.R.
en un Perkin Elmer 467; los E.M. en un Jeol JMS—015 G—2Z; los espec-
tros RMN' H en un Perkin Elmer R—128 (60 MHZ).

Las hojas secas (1.215 g) se molieron y se extrajeron con etanol al
96¢% durante 24 horas en soxhlet. El etanol se evaporo a presion reduci-
da. El extracto obtenido se sometid a una particion entre agua y cloro-
formo. La solucion cloroférmica se seco con sulfato de sodio anhldro,
se elimino el solvente a presion reducida y se fraccion6 por cromatogra-
fia en columna de silica gel con mezclas de Benceno-Acetato de Etilo
como eluyente, controlandola por C.C.D.

Aislamiento de 5,4'—Dihidroxi—7 —Metoxiflavona (1)

De la fraccion 17 se separd un sélido (37 mg), el cual se purifico
por cromatografia sobre silica gel (15 g), utilizando como eluyente
CH, Cl, =MeQOH (98-2) y luego cristalizacion en MeOH, obteniéndose
25 mg de |, el cual presento las siguientes caracteristicas:

pf 286—288 °C. Reveld6 como mancha amarilla verdosa con sol.
metanolica al 5% de AICI, y de color café al U.V. y U.V. con NH;;
da positiva la prueba de Shinoda.

I.R.(KBr): 3.260, 3.040, 2.918, 2.850, 1.660, 1.373 cm-'
U.V. MeOH: 338, 302(hombro), 268nm; MeOH+MeONa: 380, 2963
(hombro), 270 nm; MeOH + AcONa: 378, 297 (hombro), 270 nm;
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MeOH + AcONa + H,BO,: 335, 303(hombro), 270 nm; MeOH +
AICI,:378, 344, 303, 278 nm, inalterado por adicion de HCI.

E.M. m/z (2): 284 (100), 285 (18.3), 255 (38), 166 (11.8), 138
(17) 121 (7.8), 118 (9.1).

Aislamiento de 5—Hidroxi—7,4'—Dimetoxiflavona (I1)

La fraccion 7 proveniente de la primera columna se sometid nue-
vamente a cromatografia en columna de silica gel, utilizando mezclas
de Benceno-Acetato de Etilo como eluyente. Se obtuvo un s6lido ama-
rillo, el cual dio por cristalizacion (MeOH:CHCI; 1:1) 85 mg y presen-
t6 las siguientes caracteristicas:

I.R. (KBr): 3.420, 3.080, 2.820-2.990, 1.660, 1.380, 1.090 cm-"'
U.V.: MeOH:328, 269 nm; MeOH + MeQNa:364, 290 nm; MeOH +
AcONa:327, 270 nm; inalterado por adicion de H;BO;; MeOH
AICl,:383, 346, 302, 279 nm, inalterado por adicion de HCI.

E.M. m/z (3): 298(100), 269 (68), 255 (50), 166(27.5), 138 (34),
135 (46), 132 (36.6).

RMN'H (CDCl;, 6 ): 3.85 (6H, s); 6.37 (1H, d, J=2 Hz); 6.46
(1H, d,J=2Hz); 6.55 (1H, s); 6.98 (2H, dd, J=9Hz, Jy, no calculable);
7.80 (2H, dd, J=9); 12.82 (1H,s) esta sefial desaparece al afadir D, 0.
pf. 172—173 °C; prueba de Shinoda positiva.

Al revelar con luz U.V. se visualizd como mancha café, que perma-
nece igual con vapores de amoniaco.

Obtencion de 5,7,4'—Trimetoxiflavona (111)

Las flavonas | y |l se suspendieron en éter etilico y se agregd exce-
so de solucion de CH, N, en éter a temperatura ambiente, hasta fin de
reaccion que se controlé por C.C.D. El éter se evapord y los productos
se cristalizaron en acetona. Los derivados de las dos flavonas resultaron
idénticos (co—cromatografia y pf. mixto). La flavona obtenida (I11)
presentO las siguientes caracteristicas:

pf. 153—154°C, produce coloracién amarillo verdosa con solucidon
metanolica de ARCL 5, vy al U.V. color azul claro.

I.R.(KBr): 2.918, 2.840, 1.425, 1.450, 1.645, 1342 cm- '
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U.V.: MeOH: 325, 265 nm; inalterado por adicion de MeONa y
AlCl,.

E.M. m/z (g): 312 (100), 297 (98), 284 (14), 269 (25.5), 132
(21.6) 137 (10), 153 (7.5).

RMN'H (CDCl,,8): 3.86 (3H, s); 3.88 (3H, s); 3.92 (3H, s);
6.34 (1H, d, J no calculable); 6.50 (1H, d); 6,56 (1H, s); 6.94 (2H, dd,
J=9Hz, J;, no calculable); 7.79 (2H, dd, J=9Hz, J;, no calculable).
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