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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo el estudio quimico de partes aéreas de dos especies
de la familia Asteraceae: Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora, colectadas en los
estados de Hidalgo y Morelos, respectivamente. El andlisis se llevo a cabo mediante
procedimientos convencionales de extraccion, separacion y elucidacion de la estructura
molecular. De la especie M. cordifolia se logro el aislamiento y caracterizacion de los
siguientes compuestos: lupeol, acetato de lupeilo, p-amirina, acetato de pg-amirilo, S-
sitosterol,  estigmasterol,  150-(4’-hidroxi-metacril)-micrantélida, = 150-(2’-hidroxi-
isobutiril)-micrant6lida, 150-(4’-hidroxi-metacril)-140-acetil-micrantélida, 150-(3’-cloro-
2"-hidroxi-isobutiril)-micrantélida y jaceosidina. Esta es la primera ocasion que se informa
a esta Ultima substancia como constituyente de esta especie. Por otra parte, de M.
quinqueflora se lograron obtener los siguientes compuestos: escualeno, Oxido de p-
cariofileno, S-sitosterol, estigmasterol y las mezclas de miller-9Z-endlida, 15-metoximiller-
9Z-endlida, 150-acetil-9a-hidroxi-8p-metacriloiloxi-14-oxo-acantospermolida y miller-
1(10)Z-endlida.

La comparacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo con informes anteriores
permitio evidenciar la constancia del contenido metabdlico de ambas especies. Finalmente,
los resultados preliminares de la inhibicién de la inflamacién in vivo observada para los
extractos CH2Cl2/MeOH de M. cordifolia y M. quinqueflora indican actividad, por lo que
es deseable la purificacion de las mezclas de lactonas sesquiterpénicas para ponderar la

actividad de cada constituyente.
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SUMMARY

The results of the chemical study of aerial parts of two species of the Asteraceae
family: Mikania cordifolia and Milleria quinqueflora collected in the states of Hidalgo and
Morelos, respectively, are reported in the present work. The analysis was carried out by
conventional procedures of extraction, separation and elucidation of the molecular
structure. From M. cordifolia the following compounds were isolated and characterized:
lupeol, lupeyl acetate, p-amyrin, B-amyryl acetate, p-sitosterol, stigmasterol, 150-(4'-
hydroxy-methacryl)-micrantholide, 150-(2'-hydroxy-isobutyryl)-micrantholide, 150-(4'-
hydroxy-methacryl)-140-acetyl-micrantholide, 150-(3'-chloro-2'-hydroxy-isobutyryl)-
micrantholide and jaceosidine. This is the first report of this last substance as a constituent
of this species. On the other hand, the following compounds were obtained from the M.
quinqueflora: squalene, S-caryophyllene oxide, S-sitosterol, stigmasterol and the mixtures
of  miller-9Z-enolide, 15-methoxymiller-9Z-enolide, 150-acetyl-9a-hydroxy-84-
methacryloyloxy-14-oxo-acanthospermolide and miller-1(10)Z-enolide.

The comparison of the results obtained in the present work with respect to previous reports
demonstrate the relative constancy in the metabolic content of both species. Finally, the
preliminary results of the anti-inflammatory activity observed for the CH2Cl/MeOH
extracts from M. cordifolia and M. quingueflora indicate bioactivity, so it is desirable to

purify the mixtures of sesquiterpene lactones to evaluate the activity of each constituent.
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1. INTRODUCCION

Es bien conocido que México estd entre los paises con mayor variedad de especies
vegetales a nivel mundial, ya que cuenta con un registro aproximado de 23 mil especies,
donde la mayoria corresponde a angiospermas.! La informacion mas reciente referente a las
plantas en México indica que la familia Asteraceae es la mas abundante al considerar el
numero de géneros y especies que la conforman, seguida de la familia Poaceae,

Orchidaceae, Fabaceae y Rubiaceae.??

Las especies de la familia Asteraceae biosintetizan diferentes productos naturales (PN)
como poliacetilenos, compuestos fenolicos, esteroles y terpenoides; sin embargo, las
lactonas sesquiterpénicas (LS) son los compuestos que mejor la caracterizan.* Las LS
desempefian un papel importante en la naturaleza ya que pueden actuar como fitoalexinas,
agentes aleloquimicos y como atractores de polinizadores.® Por otro lado, en blsqueda de
productos naturales de interés para la salud humana, se ha encontrado que estas substancias
muestran diversas actividades, tales como antibacteriana, antifingica, analgésica,

antiprotozoaria, citotoxica, antiinflamatoria, entre otras.’

La inflamacion es un proceso para mantener la homeostasis del cuerpo, es indispensable
para combatir patdgenos y para la reparacion del dafio tisular. Por otra parte, los procesos
inflamatorios pueden estar involucrados en otros padecimientos, entre los cuales pueden
mencionarse la artritis reumatoide, inflamacion intestinal, diabetes tipo 2, enfermedades

neurodegenerativas y cancer.®

En este contexto, los objetivos del presente trabajo pueden resumirse en el aislamiento y la
determinacion de la estructura molecular de los PN presentes en dos especies de la familia
Asteraceae: Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora, asi como la comparacion de los
resultados obtenidos con los reportados en estudios previos. Adicionalmente, se realiz6 un
bioensayo para ponderar la actividad antiinflamatoria de los extractos de CH2Cl,/MeOH de

ambas especies.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Asteraceae

La familia Asteraceae (Compositae) es la mas grande de las angiospermas por el nimero de
géneros y especies que la constituyen. Su distribucién es cosmopolita; sin embargo, se halla
mejor representada en regiones semidridas, tropicales y subtropicales. En México los
estados con mayor numero de especies son Oaxaca, Jalisco, Durango, Guerrero y
Michoacéan; la amplia distribucion geografica y su riqueza en especies se debe a su
plasticidad genética y mecanismos de dispersion eficientes.® Muchas de las especies de esta
familia son de importancia debido a la variedad de usos que se les da, desde el alimenticio
como la lechuga (Lactuca sativa) y la alcachofa (Cynara scolymus); oleaginosa, como el
girasol (Helianthus annus) y el cartamo (Carthamus tinctorius); ornamental, como la dalia
(Dahlia coccinea) y el crisantemo (Chrysanthemum sp.); o para cultivos medicinales, como
la manzanilla (Matricaria chamomilla), arnica mexicana (Heterotheca inuloides) y ginghao

(Artemisia annua).

2.2 Género Mikania

El género Mikania es el mas grande y distintivo de la tribu Eupatorieae, ya que incorpora
mas de 450 especies, su distribucion esta representada en el Centro y Sur de América. En
México, se distribuye principalmente en estados costeros del Golfo de México y del
Océano Pacifico. Comprende enredaderas perennes, herbaceas o semilefiosas, con hojas
opuestas pecioladas de tres a siete nervios desde la base, capitulos dispuestos en racimos de
corimbos y corolas blancas.” Algunas de sus especies se conocen como “guaco” y se
utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento de fiebre y enfermedades
respiratorias, ademas, la infusion de sus hojas se utiliza por los habitantes de las selvas
tropicales para el tratamiento de picadura de serpiente.® Mikania cordifolia (Figura 1) tiene
mayor distribucién natural en comparacion de otras especies del género, la cual se extiende

desde el sureste de Estados Unidos hasta Argentina.’
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Figura 1. Ejemplar de Mikania cordifolia, Herbario Nacional de
Meéxico. Colector: Rzedowski Numero de colecta: 31734 Fecha de
colecta: 1974-02-05 Pais: México Estado: Puebla Localidad: 5 km al
SW de Cuetzalan, sobre la carretera a Zacapoaxtla.

2.2.1 Quimica del género Mikania

En los trabajos de andlisis quimico del género Mikania se han logrado aislar y caracterizar
PN que incluyen cumarinas, fitoesteroles, flavonoides, diterpenos y sesquiterpenos.’
Respecto a los compuestos fendlicos se ha aislado acido cafeico (1), &cido p-cumarico (2),

acido 4-hidroxibenzoico (3) e hidroquinona (4). *°

OH OH COOH OH
HO HO
OH OH OH
1 2 3 4
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Por otra parte, existen reportes del aislamiento de diterpenos de tipo ent-kaurano, como el
acido ent-kaur-16-en-19-oico.!! Respecto a los sesquiterpenos, de las partes aéreas de M.
micrantha colectada en China'? se han aislado germacranélidas como la dihidromikandlida

(5) y desoximikanolida (6).

De una poblacién de M. thapsoides'® y de M. campanulatal® colectadas en Argentina, se
aislaron cis,cis-germacrandlidas (7-12) y dos melampolidas (13, 14), ademas de las

eudesmandlidas 15-19.

A
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0.0 00 o
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: (@)
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Respecto al analisis sobre la composicion quimica de M. cordifolia se encuentra el primer

trabajo realizado en 1998, donde se aisl6 la elemandlida micordilina (20).

Por otra parte, se han aislado cis,trans-germacranolidas funcionalizadas en C14 y/o C15.
De Argentina se analizaron dos colectas de partes aéreas, de las cuales se aislaron y
caracterizaron las lactonas 21-28 donde se pueden observar cambios en los grupos éster
unidos al C15.®

De una poblacion de Costa Rica se aislaron las lactonas 21-23, 26-28 asi como la 150-
(hidroxi-metacril)-140-acetil-micrantdlida (29) y 150-(3’-hidroxi-2’-metil)-micrantolida
(30).17 En México se estudiaron tres poblaciones de ésta especie colectadas en Michoacan,
Guerrero y Chiapas, donde se caracterizaron las LS 21, 25-27, 29 y 150-(3’-hidroxi-

isobutiril)-micrantolida (31).18

CH,OH
WO
o
=
RO
21 22 23 24 25 26 27 28
0 o) o 0 0 0 o)
OH
R H cl
o OH oH % Y-oH
OH
29 30 31
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o} H H
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Finalmente, se analizaron cuatro poblaciones de partes aéreas colectadas en diferentes
localidades de Brasil, empleando cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, los resultados mostraron similitud de las poblaciones respecto a la composicion de
triterpenos como a-amirina, lupeol, lupenona, acetato de a-amirilo, acetato de S-amirilo,

taraxasterol, campesterol y g-sitosterol.*®

2.2.2 Algunas actividades biologicas de extractos y substancias obtenidas del género
Mikania

En el sur de América se ha registrado el uso empirico de las hojas y tallos de M. cordata,
M. cordifolia y M. guaco para el tratamiento de picaduras de serpiente.®

Los extractos etandlicos de tallos y hojas de M. cordifolia colectadas en Paraguay se
evaluaron para conocer la actividad insecticida frente a Triatoma infestans, un insecto
heterdptero considerado como el vector responsable de la transmision de la enfermedad de
Chagas, los resultados mostraron inhibicion en la muda del insecto en 73 y 25 %
respectivamente.?° Por otra parte, se evaluaron extractos acuosos y organicos de cuatro
especies de Mikania: M. micrantha, M. parodii, M. periplocifolia y M. cordifolia
colectadas en Argentina con la finalidad de conocer la actividad antiprotozoaria en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi y Leishmania braziliensis, los resultados més
favorables se observaron para el extracto organico de M. micrantha, el cual inhibi6 78 %y
85% de T. cruzi y L. braziliensis a una concentracion de 10 pg/mL. El perfil cromatografico
y el andlisis por infrarrojo sugirieron la presencia de lactonas sesquiterpenicas en el
extracto.?!

Por otra parte, se evaluo el potencial analgésico y la capacidad antioxidante in vitro del
extracto etandlico de M. cordifolia colectada en Blangladesh, la actividad analgésica del
extracto crudo mostré 42% de inhibicion de la contraccion abdominal de raton a una dosis
de 500 mg/kg de peso corporal. Respecto a la actividad de atrapamiento del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y actividad quelante de metales, los resultados fueron
moderados.??> De M. micrantha y M. cordifolia colectadas en México se aislaron 13 LS que
se evaluaron frente a lineas celulares de cancer de sistema nervioso central, pecho y

pulmon, del total de compuestos solamente la 8-epi-mikanocriptina (32), 11Hp-11,13-
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dihidromicrantdélida (33), 5, 6 y miscandenina (34) mostraron mayor actividad en las lineas
celulares evaluadas, obteniendo una Clso (concentracion inhibitoria media) en un rango de
1.9 a 7.8 uM. Los mismos compuestos se evaluaron en un modelo de inflamacidn auricular
murino inducido por el acetato de tetradecanoil forbol (ATF), donde se obtuvieron

resultados marginales respecto a la inhibicion de la inflamacion.®

2.3 Género Milleria

El género Milleria pertenece a la tribu Millerieae, comprende 16 especies descritas, de las
cuales, solo las especies perfoliata y quinqueflora han sido aceptadas de acuerdo a la base
de datos The Plant List.2® Se distribuye principalmente en lugares de clima calido entre 100
y 300 msnm, principalmente en el centro y sur de América. En México se ha registrado
practicamente en todos los estados de la replblica a excepcion de Baja California, la
frontera Norte (Nuevo Leon, San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas) y Tabasco.! Es una
planta herbacea de 0.5 a 2 m de alto, tallos ramificados hacia la parte superior; hojas de
posicion opuesta triangular o acorazonada; flores agrupadas en cabezuelas pequefias de 2 a
2.5 mm que encierran una flor laminar amarilla de 5 mm de largo y cuatro flores tubulosas
de 3 mm de largo; un solo fruto en la cabezuela, seco y color negro. Es una planta
abundante en la orilla de caminos y parcelas abandonadas. En la medicina tradicional se

utiliza para el tratamiento de ampollas en la boca, dolor de muelas, insomnio y obesidad.?
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Figura 10. Ejemplar de Milleria quinqueflora, Herbario Nacional de México.
NUmero de colecta: 11997 Fecha de colecta: 1986-10-11 Pais: México Estado:
Morelos Localidad: 4 Km al NO de Yautepec, sobre la carretera federal a
Tepoztlan.

2.3.1 Quimica del género Milleria

Existen dos trabajos que informan sobre la composicién quimica de M. quinqueflora, de
partes aéreas colectadas en Tilaran, Costa Rica®® se logrd el aislamiento y caracterizacion
de germacreno D, escualeno, 6xido de pg-cariofileno, fitol, cicloartenol y las lactonas

sesquiterpénicas 35-49.

OHC
OMeacr
"0 o
OH 36 37 38 39 40
R1 H H H OAc OAc
35 R2 H H H H Meacr
R3 i-But Meacr Meacr Meacr H
4a, 5B epox
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OHC

41 42 43 44 45 46 47 48 49
R1 Meacr Meacr Meacr Meacr Meacr Meacr Ang Meacr Meacr

R2 H H OEt H H H H OEt OMe
9 E Z Z E E Z E Z Z
4-15 4B Epodxido

5 H H H H H OAc H H H

Por otra parte, de partes aéreas de la misma especie’® se aislaron las lactonas
sesquiterpénicas 32-46 obtenidas previamente en el trabajo de 1987 ademas de las lactonas
47-51.

51 CH3
52 Ac

2.3.2 Algunas actividades biologicas de extractos y substancias obtenidas del genero
Milleria

Se han realizado pruebas a los extractos metandlicos de hojas y raices de M. quinqueflora
colectadas en la peninsula de Yucatan; ambos extractos se evaluaron in vitro frente a
promastigotes de L. mexicana mostrando una Clso de 135 y 49 pg/mL respectivamente,

siendo doblemente mas activo el extracto proveniente de las raices de esta especie
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vegetal.?’ Por otra parte, las lactonas sesquiterpénicas aisladas de hojas de M. quinqueflora
(32-51) se evaluaron para conocer la actividad antiinflamatoria utilizando el factor de
transcripcion NF-kB como blanco molecular, el cual esta involucrado en la sintesis de
diversos mediadores de la inflamacién. Como parte de los resultados obtenidos, todos los
compuestos mostraron inhibicion en la activacion del factor de transcripcion NF-kB en
concentraciones de 5-10 pM sin mostrar efectos citotoxicos.?® La actividad de los
compuestos se atribuyd al grupo a-metilen-y-lactona asi como grupos carbonilo «,f
insaturados. Finalmente, se ha estudiado el efecto terapéutico de la lactona 44,15-epoxi-
miller-9-Z-end6lida obtenida de M. quinqueflora en lesion local por envenenamiento
botrépico en conejos por medio de la cuantificacion de halo hemorragico y necrosis local,
el compuesto mostré actividad al presentar menor grado de edema, asi como desaparicion
del halo hemorragico a las 54 h del tratamiento, la actividad se atribuy6 a la inhibicion del

factor de transcripcion NF-kB involucrado en el proceso inflamatorio.?®
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3. JUSTIFICACION

Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora son dos especies vegetales que han sido
estudiadas en diferentes paises del continente americano, sin embargo, al distribuirse en
México, es pertinente la generacion de conocimiento cientifico respecto a la composicion
quimica de estas especies localizadas en nuestro pais. Asimismo, las propiedades biolégicas
de los productos naturales obtenidos pueden ser evaluadas en diversos ambitos de interés

tales como el farmacol6gico, agronémico o ecoldgico.

4. HIPOTESIS

Considerando estudios quimicos previos sobre Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora
asi como los usos empiricos que se les da a ambas especies, es posible que el andlisis del
material vegetal permita el aislamiento y la caracterizacion de compuestos con estructuras
similares a los reportados anteriormente. De esta manera serd posible comparar la
constancia en el contenido metabolico de las especies y, eventualmente, evaluar algunas de

sus propiedades biologicas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Generar conocimiento cientifico adicional sobre la composicion quimica y actividad
bioldgica de los extractos obtenidos a partir de las especies Mikania cordifolia y Milleria

quingueflora.

5.2 Objetivos particulares

1. Aislar y elucidar las estructuras moleculares de los productos naturales presentes en
el extracto hexanico y CH2Cl,/MeOH de partes aéreas de una poblacion de M.
cordifolia colectada en Hidalgo y una poblacién de M. quinqueflora colectada en
Morelos.

2. Contextualizar los resultados obtenidos para ambas especies con la informacion

reportada en la literatura.

3. Realizar evaluaciones preliminares de la actividad antiinflamatoria de los extractos
CH:Cl2/MeOH de ambas especies.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos obtenidos de partes aéreas de ambas especies vegetales se analizaron
aplicando metodos convencionales de extraccion y purificacion. En esta seccion se
presentaran las evidencias espectroscopicas de RMN 'H y RMN 3C que permitieron la
determinacion de las estructuras moleculares de los compuestos aislados, los cuales fueron
confirmados por la comparacion de los datos obtenidos con los informados en la literatura.
En algunos casos se llevd a cabo la comparacion directa con muestras auténticas obtenidas

en el laboratorio.

De Mikania cordifolia se logré el aislamiento y caracterizacion de los siguientes
compuestos: lupeol (55), acetato de lupeilo (56), g-amirina (57), acetato de S-amirilo (58),
p-sitosterol (59), estigmasterol (60), 150-(4’-hidroxi-metacril)-micrantolida (27), 150-(2’-
hidroxi-isobutiril)-micrantdlida (26), 150-(4’-hidroxi-metacril)-140-acetil-micrantolida
(29), 150-(3’-cloro-2"-hidroxi-isobutiril)-micrant6lida (25) y jaceosidina (61).

De Milleria quinqueflora se logré el aislamiento y caracterizacion de los siguientes
compuestos: 59, 60, escualeno (62) y o6xido de p-cariofileno (63). De las fracciones de
mediana y alta polaridad, solo se analizaron aquellas que mostraron manchas pronunciadas
en CCF y que ademas en el espectro de infrarrojo mostraron bandas entre 1760-1790 cm*
correspondiente al carbonilo de yp-lactonas. Los fraccionamientos sucesivos por CC
utilizando gel de silice y diferentes sistemas de elucién permitieron la obtencion de
mezclas, donde los compuestos mayoritarios fueron las LS miller-9Z-endlida (64) y 15-
metoximiller-9Z-endlida (65), 150-acetil-9a-hidroxi-84-metacriloiloxi-14-oxo-

acantospermolida (66) asi como la miller-1(10)Z-endlida (67).

En los siguientes diagramas se resume el procedimiento general de separacion y los

compuestos que se obtuvieron de cada fraccion.
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Diagrama de separacion del extracto hexanico de Mikania cordifolia
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Diagrama de separacion del extracto CH2Cl2/MeOH de Mikania cordifolia
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Diagrama de separacion del extracto hexanico de Milleria quinqueflora
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Diagrama de separacion del extracto CH2Cl2/MeOH de Milleria quinqueflora
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6.1. Resultados del analisis quimico de Mikania cordifolia

Mezcla de lupeol (55) y p-amirina (57)

De las fracciones de menor polaridad del extracto hexanico de M. cordifolia se logré el
aislamiento de un solido blanco que mostré una mancha homogénea en CCF. Al revelar
con sulfato cérico amoniacal la mancha se observéd inicialmente de color naranja,
transcurrido el tiempo se tornd color rosa intenso. El espectro de RMN tH de éste sdlido
mostré numerosas sefiales hacia campo alto atribuibles a metilos y metilenos que
corresponden a un perfil de triterpeno. En la regién de hidrégenos vinilicos del espectro de
RMN !H (Espectro 1) se observd una sefial doble en 81 4.68 (J=2.5 Hz) y un doble de
dobles en 61 4.56 (J=2.5, 1.4 Hz) correspondientes a los hidrogenos 29b y 29a del grupo
isopropenilo del lupeol (55). En 8 3.18 se observo un doble de dobles (J=11.2, 5.1 Hz)
caracteristico del hidrogeno 3o de triterpenos, que fue consistente con el hidrogeno 3 del
compuesto 55, en 61 2.36 se observd una sefial multiple, asignada al metino de la posicion
19. Adicionalmente, hacia campo alto se observaron siete singuletes en o1 1.68, 1.02, 0.96,
0.94, 0.82, 0.78 y 0.76, que correspondieron a los metilos de las posiciones 30, 26, 23, 27,
25, 28 y 24, respectivamente, del lupeol.?® En el espectro de RMN *C (Espectro 2) se
observaron 58 sefiales que sugerieron la presencia de una mezcla de dos triterpenos. La
presencia de lupeol (55) en la mezcla se corroboré por las sefiales de los carbonos
olefinicos 20 y 29 (en d¢c 109.5 y 151.1, respectivamente) asi como por la sefial del carbono
del oximetino en C3 (d¢c 79.2). Sin embargo, se observaron dos sefiales adicionales de
carbonos olefinicos en d¢c 121.7 y 145.1, los cuales coincidieron con los informados para el
C12 y C13 de la p-amirina (57), sugiriendo que este triterpeno fuera el constituyente

minoritario de la mezcla.>® Para corroborar la presencia del compuesto 57 en la mezcla se
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analizo detalladamente el espectro RMN 'H en donde se observaron sefiales de menor
intensidad en 6n 5.18 (t, J=3.6 Hz) atribuible al hidrdgeno vinilico en C12 del compuesto
57. Adicionalmente, hacia campo alto se lograron distinguir singuletes en 6n 1.13, 0.97 y
0.79 atribuibles a los metilos 27°, 24’ y 23, respectivamente, los desplazamientos quimicos
obtenidos fueron consistentes con la informacion de la literatura para dicho compuesto.*°
La intensidad de las sefiales de los hidrogenos vinilicos de ambos compuestos permitio

concluir la proporcion 9:1 de la mezcla lupeol:s-amirina.

Acetato de lupeilo (56)

/fg
30 ’//20 21

El compuesto 56 se logro purificar como un polvo blanco de las fracciones de menor
polaridad del extracto CH2Clo/MeOH de M. cordifolia, en CCF se observd como una
mancha homogénea color café que con el tiempo cambid a coloracién morada al revelar
con una solucién de sulfato cérico amoniacal. De manera similar a los compuestos 55 y 57
descritos previamente, el espectro de RMN H de 56 (Espectro 3) mostr6 numerosas
sefiales correspondientes a metilos y metilenos, lo cual sugirio la presencia de un triterpeno.
Se observaron dos sefiales en la region de hidrégenos vinilicos, una sefial doble en 6 4.68
(J=2.5 Hz) y un doble de dobles en n 4.58 (J=2.5, 1.4 Hz) atribuibles a los hidrdégenos 29b
y 29a del grupo isopropenilo del lupeol (55). A comparacién del compuesto 55, la sefial del
hidroximetino de la posicion 3o se desplazé 1.29 ppm hacia campo bajo debido a la
desproteccion del oxigeno de un éster, observandose el doble de dobles (J=11.2, 5.1 Hz) en
OH 4.47; la estructura del éster se definio por la presencia de un singulete en én 2.03 que
integré para tres hidrégenos y que corresponde al metilo de un grupo acetato.
Adicionalmente, se observaron siete singuletes hacia campo alto en o4 1.68, 1.03, 0.94,
0.86, 0.85, 0.84 y 0.79, que correspondieron a los metilos de la posicion 30, 26, 27, 23, 24,
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25 y 28, respectivamente, del compuesto 56. En el espectro de RMN C (Espectro 4) se
observaron 32 sefiales, la sefial correspondiente al grupo carbonilo se observé en ¢ 170.9,
los carbonos olefinicos en 8¢ 150.9 y 109.3 se asignaron a los C20 y C29, respectivamente,
la sefial en d¢c 80.9 se asigno al C3 unido a oxigeno; a comparacion del compuesto 55, se
desplazd hacia campo bajo debido a la presencia del grupo acetato. La comparacion de los
datos obtenidos con los informados en la literatura permitié corroborar la estructura del
acetato de lupeilo (56).3!

Acetato de g-amirilo (58)

El compuesto 58 se aisld6 como un sélido blanco de las fracciones de menor polaridad del
extracto CH2Clo/MeOH de M. cordifolia, se observé como una mancha homogénea de
color morado en CCF. El espectro de RMN *H (Espectro 5) mostro las sefiales hacia campo
alto atribuibles a metilos y metilenos caracteristicos de triterpenos. En la region de
hidrégenos vinilicos se observd una sefial triple en 64 5.19 (J=3.6 Hz) atribuible al
hidrogeno del C12, presumiblemente de la f-amirina. Por otra parte, el hidroximetino de la
posicion 3a se observo en dx 4.50 mostrando una diferencia de desplazamiento quimico de
1.32 ppm respecto al observado para el compuesto 57, esto debido a la desproteccion de un
oxigeno de éster, la estructura del mismo se definio por la sefial en 61 2.05 que integré para
tres hidrogenos y se asigno al metilo de un grupo acetato. Adicionalmente, se observaron
singuletes en 61 1.13-0.83, correspondientes a ocho metilos de la molécula. Respecto al
espectro de RMN *3C (Espectro 6) se observaron 32 sefiales, la correspondiente al grupo
carbonilo se observo en ¢ 170.9, los carbonos olefinicos C12 y C13 se observaron en dc

121.5 y 145.1, respectivamente, la sefial en dc 80.9 se asigno al C3 unido a un oxigeno, a
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comparacion del compuesto 57, se desplazd hacia campo bajo debido a la presencia del
grupo acetato. Las comparaciones directas de los datos espectroscopicos con los

informados en la literatura permitieron corroborar la estructura del acetato de g-amirilo.®!

Mezcla de g-Sitosterol (59) y estigmasterol (60)

De ambas especies analizadas quimicamente se logro el aislamiento de agujas blancas que
se observaron como una mancha homogénea color vino en CCF al revelar con una solucién
de sulfato cérico amoniacal. En el espectro de RMN !H (Espectro 7) se observaron
numerosas sefiales hacia campo alto traslapadas en on 2.40-0.70 correspondientes a grupos
metilo y metilenos. En 84 3.52 se observd un multiplete, el cual, de acuerdo a
comparaciones con fitoesteroles aislados en el laboratorio, seria asignable al hidroximetino
de la posicion 3a. En efecto, la sefial doble en 61 5.35 (J=5.16 Hz) correspondiente al
hidrégeno vinilico 6, es consistente con el desplazamiento quimico informado para el -
sitosterol (59). Sin embargo, se observoé la presencia de sefiales adicionales en la region de
hidrogenos vinilicos, dos dobles de dobles en 61 5.17 y 5.04 (J=15.1, 8.6 Hz) asignables a
los hidrogenos 22 y 23 en disposicion trans del estigmasterol (60). La proporcion relativa
de cada constituyente fue determinada por la integracion de los hidrdgenos vinilicos,
evidenciando una mezcla 1:1. En el espectro de RMN 3C (Espectro 8) se observaron un
total de 56 sefiales que confirmaban la presencia de dos compuestos, los carbonos
olefinicos compartidos C5 y C6 se observaron en éc 140.9 y 121.8, respectivamente. Sin
embargo, se observaron dos sefiales adicionales de carbonos olefinicos en 6c 139.4 y 129.4,

los cuales fueron consistentes con los reportados para el C22 y C23, del estigmasterol. La
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comparacion de los datos obtenidos con los informados en la literatura, asi como la
comparacion directa por CCF con muestras auténticas obtenidas en el laboratorio
permitieron confirmar la presencia de una mezcla de S-sitosterol: estigmasterol (1:1).3?

Lactonas sesquiterpénicas

Después de separaciones cromatograficas sucesivas de la fraccion L del extracto
CHCI2/MeOH de M. cordifolia se logro el aislamiento de cuatro lactonas sesquiterpénicas.
Las cuales se observaron en CCF como manchas homogéneas de color rosa intenso al
revelar con una solucién de sulfato cérico amoniacal. Las substancias se obtuvieron como
aceites de color amarillo pélido, se observo la descomposicion parcial de las muestras por
CCF después del proceso de separacion, la labilidad observada se atribuyé al contacto con
la luz, el aire y/o al permanecer disueltos en cloroformo o diclorometano. De acuerdo a
estudios previos sobre esta especie,’® era esperable el aislamiento de lactonas
sesquiterpenicas pertenecientes al grupo de las melampolidas (1(10)-cis,4(5)-trans-
ciclodecadiendlidas). Efectivamente, se aislaron cuatro substancias caracterizadas por un
ciclodecadieno funcionalizadas en los C14 y/o C15, por lo cual, los espectros de RMN *H y
RMN 23C fueron similares, las diferencias que se observaron correspondieron a los grupos
éster unidos al C14 y/o C15. A continuacién se discuten las sefiales espectroscopicas de

cada compuesto.

150-(4’-hidroxi-metacril)-micrantolida (27)
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De las cuatro LS aisladas, el compuesto 27 fue el que mostré mayor labilidad. En la region
de hidrégenos vinilicos del espectro de RMN H (Espectro 9) del compuesto 27 se observé
un par de sefiales dobles en 61 6.24 y 64 5.58 (J=3 Hz) correspondientes a los hidrogenos
13a y 13b caracteristicos del doble enlace exociclico de lactonas sesquiterpénicas.
Adicionalmente, se observaron dos singuletes anchos en 64 6.25 y 6n 5.88 que se
atribuyeron a los hidrégenos 3’a y 3°b, del doble enlace del grupo hidroximetacrilato. Los
hidrégenos vinilicos H5 y H1 se observaron en &4 5.60 y 5.56, ambas sefales
correlacionaron en el espectro HSQC con las sefiales de carbono en én 126.4 y 124.8,
respectivamente. En 61 4.66 y 4.56 (J= 12 Hz) se observé un sistema AB correspondiente a
los hidrégenos alilicos del metileno 15 unido a oxigeno de un éster, en o1 4.31 y 4.09 se
observaron dos dobletes anchos de los hidrogenos 4’ab y 14ab, respectivamente. Por otra
parte, se observd una sefial ancha en dn 3.81 correspondiente al hidrégeno 84 unido a un
atomo de oxigeno. Hacia campo alto se observaron multipletes correspondientes a
metilenos de la molécula. En el espectro de RMN 3C (Espectro 10) se observaron 19
sefiales de las cuales, las observadas en 6c 169.5 y 166.1, se asignaron al carbonilo del
anillo de la lactona y del grupo éster, respectivamente. En 6c 139.4-120.9 se observaron
ocho sefales de carbonos olefinicos que indicaron la presencia de 4 insaturaciones en la
molécula. Adicionalmente la sefial en ¢ 84.3 se asigné al carbono unido a oxigeno de la
posicion 8, en dc 66.3-62.5 se observaron tres sefiales de metilenos unidos a oxigeno.
Finalmente, en dc 46.6-28.6 se observaron las sefiales correspondientes al metino de la
posicién 7 y metilenos de la posicion 9, 3, 6 y 2. La comparacion detallada de los datos
espectroscopicos con los informados en la literatura permitieron confirmar la estructura de

la lactona 150-(4’-hidroxi-metacril)-micrantélida (7).°

150-(2’-hidroxi-isobutiril)-micrantélida (26)
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El espectro de RMN *H (Espectro 11) del aceite amarillo 26 mostré diferentes sefiales en la
region de hidrégenos vinilicos, se observaron dos sefiales dobles en 6n 6.26 y 5.60 (J=3 Hz)
correspondientes a los hidrogenos 13a y 13b del metileno exociclico caracteristico de
lactonas sesquiterpénicas. Los hidrogenos vinilicos H1 y H5 se traslaparon en la region de
OH 5.61-5.64. Por otra parte, en on 4.64 y 4.52 (J=12 Hz) se observé un sistema AB
correspondiente a los hidrégenos alilicos del metileno 15 unido a oxigeno de un éster, asi
como un singulete ancho en 61 4.13 de los hidrdgenos alilicos 14, la sefial caracteristica del
hidrégeno 84 unido a oxigeno se observo en oy 3.84. Para confirmar la estructura del grupo
éster unido al C15 los singuletes observados en 61 1.46 y 61 1.43 fueron concluyentes ya
que integraron para tres hidrdégenos cada uno y por su multiplicidad se asignaron a los
metilos de la posicion 3’ y 4’del grupo hidroxiisobutirilo. En el espectro de RMN 3C
(Espectro 12) se observaron 19 sefiales de las cuales, las observadas en 6¢c 177. 0 y 169.7 se
asignaron a los grupos carbonilo del grupo éster y del anillo de la lactona, respectivamente.
En dc 139.1-121.0 se observaron seis sefiales de los carbonos olefinicos, indicando tres
insaturaciones en la molécula, la sefial en 6c 84.2 se asigno al carbono 8 unido a oxigeno,
también destacan las sefiales de los metilos de la posicion 3’ y 4” en o6c 27.2 y 26.9,
respectivamente. Las comparaciones detalladas con los datos de la literatura permitieron

concluir la estructura de la 150-(2’-hidroxi-isobutiril)-micrantélida.®

150-(4’-hidroxi-metacril)-140-acetil-micrantélida (29)
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A comparacion de los compuestos 26 y 27, los espectros del aceite amarillo 29 mostraron
un mayor niimero de sefiales. En la region de hidrogenos vinilicos del espectro de RMN H
(Espectro 13) se observaron dos sefiales dobles en on 6.26 y 558 (J= 3 Hz)
correspondientes a los hidrogenos 13a y 13b del metileno exociclico caracteristico de
lactonas sesquiterpénicas, en on 6.25 y 5.88 (J=1.42) se observaron dos sefiales dobles que
se asignaron a los hidrogenos 3’a y 3’b, del doble enlace adicional del grupo
hidroximetacrilato unido al C15. En on 5.61-5.59 se traslaparon las sefiales de los
hidrogenos vinilicos H1 y H5. Por otra parte, se observaron dos sistemas AB en 6y 4.73 y
451 (d, J= 13 Hz) asi como en én 4.58 y 4.51 (d, J=12 Hz) correspondientes a los
hidrégenos alilicos 15 y 14, respectivamente, ambos unidos a un oxigeno de éster. En on
4.33 se observd un singulete ancho asignado a los hidrogenos del metileno 4°, el
desplazamiento observado hacia campo bajo para estos hidrogenos se atribuye a la
desproteccion del grupo hidroxilo. En 64 3.81 se observé una sefial ancha correspondiente
al hidrogeno 84 unido al oxigeno del anillo de la lactona, hacia campo alto se observaron
numerosas sefiales sin multiplicidad definida correspondientes a los metilenos de la
molécula, sin embargo, destacd un singulete en o4 2.08 que integrd para tres hidrogenos y
se asign6 al metilo del grupo acetato unido al C14. En el espectro de RMN *3C (Espectro
14) se observaron 21 sefiales de las cuales, las desplazadas en 6c 170.9, 169.7 y 166.2 se
asignaron a grupos carbonilo del grupo acetato, del metacrilato y del carbonilo de la
lactona, respectivamente. Por otra parte, se observaron ocho sefiales de carbonos olefinicos
en dc 142.2-121.1 que sugerian la presencia de cuatro insaturaciones en la molécula, en 8¢
83.6 y oc 67.9-62.2 se observaron cuatro sefiales de carbonos unidos a un atomo de
oxigeno, la sefial en 6c 21.1 se asignd al metilo del grupo acetato, adicionalmente se
observaron sefiales de carbonos de metilenos de la molécula. Las comparaciones detalladas
con los datos de la literatura permitieron concluir la estructura de la 150-(4’-hidroxi-

metacril)-140-acetil-micrantélida.®
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150-(3’-cloro-2"-hidroxi-isobutiril)-micrantélida (25)

El espectro de RMN H (Espectro 15) del aceite amarillo 25 mostré un perfil de LS del
subgrupo de las melampolidas, en la region de hidrégenos vinilicos se observaron dos
sefiales dobles en on 6.26 y 5.59 (J= 3 Hz) que correspondieron a los hidrégenos 13a 'y 13b
del metileno exociclico caracteristico de lactonas sesquiterpénicas, en o 5.64-5.61 se
traslaparon las sefiales de los hidrégenos vinilicos H1y H5, en 6y 4.72 y 4.48 se observaron
dos multipletes que se asignaron a los hidrégenos alilicos 15 unidos a un oxigeno de éster,
asi como un singulete ancho en 61 4.15 que se asigné a los hidrégenos alilicos 14. En 6n
3.80 y 3.56 se observaron dos sefiales dobles (J=10 Hz) correspondientes a los hidrégenos
3’a y 3’b de un metileno, el desplazamiento observado hacia campo bajo se atribuye a la
desproteccion del cloro, en 6 3.72 se observé una sefial ancha correspondiente al
hidrégeno 84 unido a oxigeno, adicionalmente, hacia campo alto se observé un singulete
que integro para tres hidrogenos en 6n 1.37 y que se asigno al metilo de la posicion 4°. En
el espectro de RMN 3C (Espectro 16) se observaron un total de 19 sefiales, las observadas
en 6¢c 173.7 y 169.5 correspondieron al grupo carbonilo del éster unido a C15 y al carbonilo
del anillo de la lactona, respectivamente. En 6c 139.0-121.1 se observaron seis carbonos
olefinicos que sugirieron tres insaturaciones en la molécula, la sefial en 3¢ 84.2 se asigno al
C8 unido a oxigeno, en 6c 23.6 se observo la sefial del C3’ unido al atomo de cloro. La
comparacion detallada con los datos de la literatura permitio concluir la estructura de la
150-(3’-cloro-2"-hidroxi-isobutiril)-micrantolida (25).1°
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Jaceosidina (61)

De las fracciones de mayor polaridad del extracto CH2Clo/MeOH de M. cordifolia se aisld
el compuesto 61 como un polvo amarillo pélido soluble parcialmente en metanol, en CCF
se observé como una mancha homogénea de color amarillo al revelar con una solucion de
sulfato cérico amoniacal. En el espectro de RMN H (Espectro 17) se observo un singulete
en on 12.94 caracteristico del hidrogeno del hidroxilo unido al C5 que interacciona con el
carbonilo de la posicion 4. En la region de hidrogenos aromaticos del espectro de RMN H
se observaron dos sefiales dobles en on 6.91 (J=2.0 Hz) y on 7.47 (J=8.0, J=2.0 Hz)
correspondientes a los hidrogenos unidos al C5’ y C6’ del anillo B de la flavona. Por otra
parte, se observaron tres singuletes en on 6.73, 6.88 y 7.44 que se asignaron a los
hidrogenos unidos al C8, C3 y C2’, respectivamente. Hacia campo alto se observaron dos
singuletes en 61 3.93 y 3.73 que integraron para tres hidrégenos y que por su
desplazamiento quimico corresponden a dos grupos metoxilo de la posicion 3’ y 6, ambas
sefiales correlacionaron en el espectro HSQC con los carbonos en 6c 59.96 y 56.36,
respectivamente. En el espectro de RMN de *3C (Espectro 18) se observaron 17 sefiales, la
correspondiente al carbonilo de la posicion 4 se observo en oc 182.5, en la region de
carbonos olefinicos se observaron 14 sefiales, lo cual fue indicio de siete insaturaciones en
la molécula, las sefiales observadas en 6c 59.9 y 56.3 correspondieron a los carbonos base
oxigeno de los grupos metoxilo. Adicionalmente, las correlaciones observadas en HMBC y
las comparaciones detalladas de los datos espectroscopicos obtenidos con los informados

en la literatura permitieron confirmar la estructura de la jaceosidina (61).%
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6.2. Resultados del analisis quimico de Milleria quinqueflora

Escualeno (62)

62

De las fracciones de menor polaridad del extracto hexanico de M. quinqueflora se aislé un
aceite incoloro viscoso que mostré una mancha homogénea color morado en CCF, el
espectro de RMN de H (Espectro 19) se caracterizé por tener un nimero bajo de sefiales.
En la regién de hidrdgenos vinilicos se observé un multiplete en 84 5.12 que integrd para
seis hidrogenos, hacia campo alto, en la region de metilenos alilicos se observd un
multiplete en 6y 2.02 que integr6 para 20 hidrogenos, en 6 1.68 y 1.60 se observaron dos
singuletes que integraron para 6 y 18 hidrégenos de metilos vinilicos, respectivamente. Por
otra parte, en el espectro de RMN de 3C (Espectro 20) solamente se observaron 15 sefiales,
destacando seis carbonos olefinicos en ¢ 134.8-124.0, cinco carbonos de metilenos en ¢
39.5-25.3 asi como cuatro sefiales de metilos en d¢c 17.4-15.7. El numero de hidrégenos (50)
observados superaba el nimero de carbonos (15), esto podria ser explicado con una
molécula que posea simetria estructural con formula molecular CsoHso, de acuerdo a la
revision bibliografica, un PN con dichas caracteristicas es el escualeno, un triterpeno lineal
aislado de diversas fuentes vegetales. La molécula propuesta se corrobord al comparar los
datos obtenidos con la informacion de la literatura,® adicionalmente, se realiz6 una

comparacion directa por CCF con muestras auténticas obtenidas en el laboratorio.

Oxido de B-cariofileno (63)




El compuesto 63 se aislo de las fracciones de menor polaridad del extracto hexanico de M.
quinqueflora como un aceite blanquecino de olor dulce. En la region de hidrogenos
vinilicos del espectro de RMN *H (Espectro 21) se observaron dos sefiales dobles en 8y
4.97 (J= 1.4 Hz) y 4.86 (J=0.9 Hz) que se asignaron a los hidrogenos vinilicos en C14; en
OH 2.88 se observd un doble de dobles (J= 11, 4 Hz) que corresponde al hidrogeno So del
oximetino, hacia campo alto se observaron tres singuletes en 6n 1.20, 6n 1.0 y o 0.98
asignados a los metilos de la posicion 15, 13 y 12 respectivamente, el metilo 15 se observo
desplazado hacia campo bajo debido a la desproteccion del oxigeno del epdxido. El
espectro de RMN *3C (Espectro 22) mostrd la presencia de 15 atomos de carbono de los
cuales, dos correspondieron a los carbonos olefinicos C8 y C14 (6¢ 151.9 y 112.9,
respectivamente), las sefiales observadas en 6c 63.9 y d¢ 60.0 se asignaron a los carbonos 5
y 4 unidos a un &omo de oxigeno. En &c 50.8-17.1 se observaron carbonos
correspondientes a metilos y metilenos, estas evidencias espectroscopicas sugieren la
presencia del o6xido de p-cariofileno, la comparacion de los datos espectroscopicos

obtenidos con la informacion de la literatura permitieron corroborar la estructura 63.%

Fraccion K: miller-9Z-enolida (64) y 1p-metoximiller-9Z-enélida (65)

El espectro de infrarrojo de la fraccion K (Espectro 23) de M. quinqueflora mostr6é bandas
en 3600, 1721 y 1760 cm™ que corresponden a las absorciones de grupos hidroxilo,
carbonilo y carbonilo de jy-lactonas a,f-insaturadas, respectivamente. Por lo tanto,
considerando que se podrian aislar lactonas sesquiterpénicas, la fraccion se sometio a

numerosas cromatografias sucesivas empleando diferentes sistemas de elucion con el
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objetivo de obtener LS puras. Al final del proceso de recromatografias se logro la obtencion
de un aceite amarillo verdoso que se observd como una mancha homogénea en CCF (Rf:
0.6, Hexano:AcOEt 3:7) de color café intenso al revelar con sulfato cérico amoniacal. En el
espectro de RMN 'H (Espectro 26) se observaron numerosas sefiales traslapadas en la
region de hidrdgenos vinilicos asi como en la region de metilenos. Respecto al espectro de
RMN BC (Espectro 27) se lograron observar 59 sefiales, que de acuerdo al nimero de
carbonos de las LS (15-20 atomos de carbono de acuerdo a sus funcionalizaciones)
sugerian que este aceite podria estar constituido presumiblemente por una mezcla de al
menos tres compuestos sesquiterpénicos. De acuerdo a los datos informados en la literatura
sobre esta especie, se logré obtener una aproximacion de la estructura de dos compuestos
mayoritarios de la mezcla. En la tabla 1 se hace una comparacion de los datos obtenidos

con los reportados en la literatura, los cuales fueron consistentes con la estructura 64. 2°

Tabla 1. Datos espectroscopicos del compuesto 64

Numero de oc (ppm) oc (ppm) oH(ppm)
carbono Reportado® Obtenido Obtenido
14 190.3 190.6
12 168.6 169.0
1’ 166.1 166.5
4 144.4 144.6
9 142.8 142.3 6.08 (p, J=1.05 Hz)
10 137.2 137.2
2’ 135.0 135.4
11 133.3 133.6
3’ 127.1 127.2 6.06 (p, J=1.05 Hz)
5.62 (p, J=1.05 Hz)
13 125.5 125.9 6.43 (dd, J=3.21, 2.64 Hz)
15 117.0 117.4 5.88 (dd, J=3.85, 2.21 Hz)
5 81.8 81.4 4.72 (dd, J=9.13, 3.91 Hz)
6 79.8 80.0 4.94 (dd, J=9.82, 3.57 Hz)
8 71.7 72.6 6.48 (M)
7 44.6 44.3 3.88 (m)
1 32.6 329
3 26.0 25.8
2 215 21.9
4 18.2 18.2 1.90 (sa)
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Adicionalmente, la presencia de una sefial doble en 64 9.86 (J= 0.85 Hz) y un singulete en
dn 3.25 que correlacion6 con la sefial en 6c 55.6, sugirieron la presencia de un grupo
metoxilo en el C1, la comparacion de las sefiales observadas en el espectro de RMN 13C
con los informados en la literatura permiten proponer la presencia de la lactona 1p-
metoximiller-9Z-enolida (65). Es necesario dirigir los esfuerzos para lograr la separacion de
la mezcla utilizando otro tipo de fase estacionaria, asi como otros sistemas de elucion para

poder confirmar la presencia de ambos compuestos.

Fraccion M: 150-acetil-9a-hidroxi-8#-metacriloiloxi-14-oxo-acantospermolida (66)

Al igual que para la fraccion K, el espectro de infrarrojo de la fraccion M (Espectro 24)
mostré bandas en 3600, 1721 y 1760 cm™ que corresponden a las absorciones de grupos
hidroxilo, carbonilo y carbonilo de y-lactonas «f-insaturadas, respectivamente. Esta
informacidn evidencio la presencia de LS por lo cual se realizaron numerosos intentos de
separacion, se logré obtener un aceite amarillo verdoso que se observd como una sola
mancha en CCF (Rf 0.56; Hexano:AcOEt 3:7). En el espectro de RMN H (Espectro 28) se
observaron numerosas sefiales traslapadas en la region de hidrogenos vinilicos asi como en
la region de metilenos. En el espectro de RMN 3C (Espectro 29) se observaron 50 sefiales,
gue sugerian la presencia de una mezcla al menos tres compuestos sesquiterpénicos. La
aproximacion a la estructura molecular del compuesto mayoritario se llevo a cabo tomando
en cuenta las sefiales de mayor intensidad. En el espectro de RMN H se observd hacia

campo bajo, una sefial doble en 61 9.50 (J= 2.1 Hz) cuyo desplazamiento quimico es
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caracteristico de un aldehido (asignado al hidrogeno 14), en la region de hidrdgenos
vinilicos se observd en 64 6.67 un doble de dobles (J= 10.3, 8.5 Hz) y en 64 5.16 una sefial
doble (J= 5.2 Hz) correspondientes a los hidrégenos vinilicos 1 y 5, respectivamente,
ambas sefales correlacionaron en el espectro HSQC con los carbonos en 6c 154.7 y dc
131.8. Por otra parte, en la misma region, se observaron dos sefiales dobles en 64 6.27 (J=3
Hz) y 5.70 (J= 3 Hz) correspondientes a los hidrogenos del metileno exociclico
caracteristico de lactonas sesquiterpénicas, adicionalmente, se observaron las sefiales
correspondientes a un grupo metacrilato, dos multipletes en 6 6.11 y 5.65 correspondientes
a los hidrogenos vinilicos asi como un singulete en 64 1.88 del metilo. En 64 6.08 se
observé un doble de dobles (J=7.4, 3.8 Hz) del hidrégeno 8a unido a un oxigeno de éster
que esta en correlacion con el d¢ 72.2. En 84 4.41 y 4.29 se observo un sistema AB (J=14
Hz) correspondiente a los hidrdgenos alilicos 15 unidos a un oxigeno de éster, en o1 4.13 se
observo un multiplete del hidrogeno 95 que mostré correlacion con el carbono en 6c 70.5.
Otra sefial caracteristica fue un singulete en 64 2.11 asignado al metilo 2’ del grupo
acetato. En el espectro de RMN de °C se observaron 21 sefiales de mayor intensidad, las
observadas en ¢ 195.4, 170.5, 169.3 y 166.6 se asignaron a grupos carbonilo del aldehido,
del grupo acetato, del anillo lactonico y del grupo metacrilato, respectivamente. Ademas, se
observaron ocho sefiales de carbonos olefinicos que sugerian la presencia de cuatro
insaturaciones en la molécula. La comparacion de las sefiales de mayor intensidad con los
datos de la literatura® permiti6 deducir el compuesto 150-acetil-9a-hidroxi-84-

metacriloiloxi-14-oxo-acantospermolida (66).

Tabla 2. Datos espectroscopicos del compuesto 66

NUmero de oc (ppm) dc (ppm) oH(ppm)
carbono Reportado® Obtenido Obtenido
1 154.5 154.7 6.67 (dd, J=10.3, 8.5 Hz)
2 27.2 27.38
3 33.1 33.220
4 135.8 135.9
5 131.7 131.8 5.16 (d, J=5.2 Hz)
6 73.6 73.8
7 51.4 515
8 72.1 72.2 6.08 (dd, J=7.4, 3.8 H2)
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9 70.4 70.5 413 m

10 144.5 144.6

11 135.3 135.7

12 168.7 169.0

13 122.0 122.1 6.27 (d, J=3 Hz)
5.70 (d, J=3 Hz)

14 195.3 195.52

15 61.3 61.4 4.41 (d, J=14 Hz)
4.29 (d, J=14 Hz)

I’ 167.1 167.3

2 133.8 133.9

3’ 127.0 127.1 6.11 m, 5.65 m

4 18.3 18.26 1.88s

17 170.4 170.57

27 20.7 20.9 2115

Fraccion N: miller-1(10)Z-endlida (67)

67

El compuesto 67 se aislo como un aceite amarillo palido que se observé como una mancha
homogénea color café en CCF, fue el compuesto que se pudo obtener con mayor pureza. En
el espectro de RMN *H (Espectro 30) se observd una sefial doble hacia campo bajo en 8n
9.45 (J=1.3 Hz) caracteristico de un aldehido (asignado al hidrogeno 14), en la regién de
hidrogenos vinilicos se observd un doble de dobles en 64 6.57 (J= 12.5, 4.4 Hz)
correspondiente al hidrogeno vinilico 1, por otra parte, se observaron dos sefiales dobles en
OH 6.27 (J= 1.3 Hz) y 5.69 (J= 1.8 Hz) correspondientes al metileno exociclico del anillo de
la lactona, adicionalmente, en la zona de hidrogenos vinilicos se observaron dos singuletes

anchos en on 6.04 y 5.56 correspondientes a los hidrégenos vinilicos del grupo metacrilato,
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el cual se confirmé al observarse un singulete en 64 1.87 del metilo 4°. En 61 5.04 y 6n
4.95 se observaron dos singuletes anchos que se asignaron a los hidrégenos vinilicos 15b y
15a del doble enlace exociclico unido al carbono 4. En &4 5.37 se observo un doble de
doble de dobles (J=10.7, 5.9, 2.7 Hz) que corresponde al hidrogeno 8« unido a un carbono
que soporta un grupo éster, destaca también una sefial doble en 6 4.86 (J= 9.4 Hz) que
corresponde al hidrogeno 6 unido oxigeno, en 1 3.96 se observo una sefial doble (J= 9.4
Hz) del oximetino de la posicion 5, hacia campo alto se observaron sefiales traslapadas
correspondientes a los metilenos de la molécula. En el espectro de RMN de *C (Espectro
31) se observaron 19 sefiales, en d¢c 194.2, 168.2 y 165.9 se observaron las correspondientes
a grupos carbonilo de aldehido, anillo lacténico y grupo metacrilato, respectivamente. Ocho
carbonos olefinicos en d¢c 155.9-121.0 que sugerian la presencia de cuatro insaturaciones,
tres carbonos unidos a oxigeno en dc 84.6, 80.2 y 74.4, carbonos de metilenos y un carbono
de grupo metilo en 3¢ 18.2. La comparacion detallada con los datos de la literatura

permitieron corroborar la estructura de la miller-1(10)Z-enélida (67).2°

Finalmente, en la Figura 3, se muestra un mapa del continente americano indicando en
diferentes colores los paises que han realizado estudios sobre la composicion quimica de las
especies M. cordifolia (verde, rojo, azul, amarillo, naranja) y M. quinqueflora (verde y
rojo). Al comparar los productos naturales reportados para ambas especies en diferentes
paises del continente americano con los obtenidos en el presente trabajo, se puede observar
constancia en el contenido de fitoesteroles, triterpenos pentaciclicos, asi como de lactonas
sesquiterpénicas con esqueleto de germacrano. Estas comparaciones permiten inferir que
las plantas estudiadas, han mantenido un metabolismo secundario constante que les ha
permitido existir en su entorno natural a través del tiempo. Sin embargo, en el género
Mikania existe una especie (M. micrantha) que ha mostrado variabilidad en su contenido
metabolico, debido a que se introdujo en Asia durante el siglo XX. Muchas especies
introducidas se establecen, llegan a ser parte constitutiva de los ecosistemas a donde se han
llevado y desplazan las especies nativas, convirtiéndose en especies invasoras, afectando

cultivos de importancia econémica como el café, cacao, té, entre otros.
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Figura 3. Paises con estudios sobre Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora

6.3 Resultados de actividad bioldgica preliminar de los extractos CH2Cl./MeOH
Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora

Con base en los usos empiricos relacionados con procesos inflamatorios como
enfermedades de la piel, enfermedades respiratorias, inflamacion estomacal, llagas bucales
y obesidad, que se han informado para las especies vegetales analizadas quimicamente en el
presente trabajo, se considero pertinente realizar una evaluacion preliminar de la actividad
antiinflamatoria de los extractos CH>Cl./MeOH. Ambos se evaluaron empleando el modelo
de induccion de edema murino con acetato de tetradecanoilforbol (ATF), como referencia
de agente antiinflamatorio se empled indometacina a una concentracion de 1 pmol/oreja.
En la Gréafica 1 se muestra el promedio de tres repeticiones con el error estandar de la
media, de cuatro grupos evaluados: 1) ATF, 2) extracto CH2Clo/MeOH de M. cordifolia, 3)
extracto CH2Clo/MeOH de M. quinqueflora y 4) indometacina, los resultados se analizaron
mediante una prueba de Dunnett con p < 0.05. Ambos extractos mostraron inhibicion de la
inflamacion en este modelo bioldgico, siendo estadistidamente significativos respecto al
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control (ATF). El extracto CH2Clo/MeOH proveniente de M. quinqueflora mostro 5.92% de
actividad adicional respecto al extracto de M. cordifolia, sin embargo, este valor no fue
estadisticamente significativo. De acuerdo a los resultados de la composicion quimica de
las especies vegetales, la actividad de los extractos puede estar dada por diferentes
productos naturales, entre ellos se encuentran los triterpenos pentaciclicos, los cuales han
sido reportados como inhibidores de la inflamacion en diferentes modelos bioldgicos. Por
otra parte, otro tipo de productos naturales obtenidos de ambos extractos fueron lactonas
sesquiterpénicas, las cuales han sido reportadas con una diversidad de actividades
bioldgicas, entre las cuales se encuentra la actividad antiinflamatoria. Estos compuestos se
caracterizan por tener en su estructura quimica una a-metilén-y-lactona que puede
reaccionar por adicion tipo Michael con nucléofilos biolégicos como grupos sulfhidrilo de
las proteinas. Una observacion derivada de la comparacion de las estructuras aisladas, es
que las lactonas sesquiterpénicas de M. quinqueflora presentan en su estructura molecular
un mayor nimero de entidades electrofilicas con respecto a las lactonas sesquiterpénicas de
M. cordifolia, por lo cual se puede especular que muestren mayor inhibicion. Es necesario
realizar esfuerzos para la obtencion de mayor cantidad de productos naturales de ambas
especies para poder evaluar su actividad bioldgica, asi mismo, realizar ensayos que

permitan conocer los posibles mecanismos de accion de dichos compuestos.

Inhibicién (%)

. corarrolia .quinqueftiora ndometacina
Concentracién (1mg/oreja)

Grafica 1. Actividad antiinflamatoria de Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora
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7. CONCLUSIONES

El analisis quimico de Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora permitio el aislamiento y
caracterizacion de 17 productos naturales, destacando la presencia de lactonas

sesquiterpénicas de tipo germacrano para ambas especies.

La flavona jaceosidina se reporta por primera ocasion para el género Mikania.

La comparacion de los resultados obtenidos con respecto a los de otras poblaciones de M.
cordifolia y M. quinqueflora (tanto de México como de Latinoamérica) indican que hay una
gran similitud en su contenido metabdlico, tanto en triterpenos pentaciclicos como en
lactonas sesquiterpénicas con esqueleto de germacrano. Lo anterior sugiere que la planta, al

permanecer en su habitat natural, mantiene un metabolismo secundario constante.

Los extractos CH2Clo/MeOH de M. cordifolia y M. quinqueflora mostraron actividad en la
inhibicién de la inflamacion inducida con ATF. De acuerdo a los resultados sobre la
composicion quimica de ambas especies, la actividad puede estar dada por productos

naturales como triterpenos pentaciclicos y lactonas sesquiterpénicas.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Material y equipos

Para el proceso de extraccion del material vegetal, asi como para la separacion
cromatogréfica se utilizaron diferentes disolventes como hexano, diclorometano, acetato de
etilo, acetona y metanol, los cuales se destilaron en el laboratorio. Para realizar la
separacion por cromatografia en columna abierta se utiliz6 como fase estacionaria gel de
silice malla 70-230 y 230-400 (Mallinckrodt) y Sephadex® LH-20 (Sigma-Aldrich), para
dar seguimiento a la separacion se utilizaron cromatofolios TLC Silica gel 60 F2s4 de 0.25
mm de espesor (Merck), asi como una lampara UV (Spectroline) A 254 y A 365 nm, los
cromatofolios se revelaron utilizando una solucion de sulfato sérico amoniacal
((NH4)4Ce(S0a4)4) al 1% con acido sulfurico (H2SO4) 2N. Para el proceso de separacion
cromatografica flash se utilizo el equipo Sepacore® (BUCHI). Los puntos de fusion de
algunos compuestos se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no fueron corregidos.
Para algunas muestras se utilizé el espectrofotometro de infrarrojo FTIR con ATR (Bruker
Alpha I1). Los espectros de RMN *H y 13C se obtuvieron en los equipos Bruker Avance 300
MHz, Bruker Avance Il 400 MHz y Bruker Ascend TM 700 MHz, los desplazamientos
quimicos (8) se reportan en ppm respecto a tetrametilsilano (TMS) que se utiliz6 como
referencia interna, los disolventes deuterados empleados para la preparacion de muestra
fueron cloroformo (Sigma-Aldrich) y dimetilsulfoxido (Cambridge Isotope Laboratories,

Inc.).

8.2 Material vegetal

Las partes aéreas de la especie Mikania cordifolia se colectaron por el Dr. Angel Bravo
Monzén en Acomulco, Hidalgo en marzo de 2016, se realizo el depdsito en el Herbario de
la Escuela de Biologia de la Universidad Michoacana con folio asignado 29688. Por otra
parte, las partes aéreas de Milleria quinqueflora se colectaron por el Dr. José Calderdn
Pardo en Cuernavaca, Morelos en agosto de 2018, se realiz6 el depdsito en el Herbario

Nacional de México con folio asignado 1494821.
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8.3 Extraccion de partes aereas de Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora

El material vegetal, 2.5 kg de partes aéreas secas de M. cordifolia y 0.7 kg de partes aéreas
de M. quinqueflora, se trituraron hasta obtener materia solida con un tamafio de 1 cm
aproximadamente, una vez acondicionada la muestra se realizaron extracciones sucesivas,
inicialmente una maceracion con hexano durante 48 h a temperatura ambiente por
triplicado y una segunda extraccion utilizando una mezcla CH2Cl2/MeOH (1:1) durante 48
h por triplicado, las fases orgéanicas se concentraron a presion reducida en un
rotaevaporador (Buchi). De la especie M. cordifolia se obtuvieron 29.7 g de extracto
hexanico y 284.9 g del extracto CH2Clo/MeOH. De M. quinqueflora se obtuvieron 10.5 gy
70.34 g de extracto hexanico y CH2Cl/MeOH, respectivamente.

8.4 Separacion y purificacion de productos naturales provenientes del extracto

hexanico y CH2Cl2/MeOH de Mikania cordifolia y Milleria quinqueflora

Para la separacion de los extractos hexanicos y CH2Clo/MeOH de ambas especies vegetales
se realizd un fraccionamiento primario en columna abierta, las muestras se adsorbieron en
gel de silice de malla 70-230 en relacion 1:1 con la muestra, para el fraccionamiento inicial
la columna se eluy6 con una mezcla de hexano-AcOEt aumentado la polaridad en 10%,
posteriormente la elucién se realiz6 con acetona y finalmente lavado de la columna con
metanol. La separacion fue seguida por cromatografia en capa fina (CCF) con la finalidad
de agrupar los eluatos por su perfil cromatogréafico, del extracto hexanico de M. cordifolia
se obtuvieron 9 fracciones codificadas de las A-1, del extracto CH,>Cl>/MeOH se obtuvieron
14 subfracciones codificadas de la A-N; respecto a M. quinqueflora, del extracto hexanico
se obtuvieron 7 subfracciones codificadas de la A-G y finalmente del extracto
CH2CI2/MeOH se obtuvieron 17 subfracciones codificadas de la A-O. Cada una de las
fracciones se sometieron a procesos sucesivos de separacion empleando gel de silice 230-
400, Sephadex® LH-20 y diferentes sistemas de elucion hasta la obtencion de productos
naturales puros o en algunos casos mezclas, que se sometieron a analisis espectroscopicos
de RMN *H y RMN C.
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8.5 Caracteristicas fisicas y datos espectroscépicos de los compuestos aislados

Lupeol (55)

Solido blanco Pf: 215-217 °C (literatura:213°C).%®

Solubilidad: CH.Cl>

Rf: 0.56 (Hexano/AcOEt 8:2)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 55, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 29.

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8 4.68 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-29b), 4.56 (dd, J = 2.57, 1.36
Hz, H-29a), 3.18 (dd, J= 11.17, 5.08 Hz H-3), 2.36 (m, H-19), 1.92 (m, H-21), 1.68 (s, H-
30), 1.62 (2H, m, H-2), 1.38 (2H, m, H-6), 1.35 (1H, dd, H-18), 1.25 (1H, t, H-9), 1.02
(3H, s, CH3-26), 0.96 (3H, s, CHs-23), 0.94 (3H, s, CH3-27), 0.82 (3H, s, CHs-25), 0.78
(3H, s, CH3-28), 0.77 (s, CH3-24), 0.68 (d, J= 8.6 Hz, H-5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): 8¢ 151.1 (C-20), 109.5 (C-29), 79.2 (C-3), 55.4 (C-5), 50.4
(C-9), 48.5 (C-18), 48.2 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.0 (C-8), 40.2 (C-22), 39.0 (C-
4), 38.9 (C-1), 38.2 (C-13), 37.3 (C-10), 35.8 (C-16), 34.4 (C-7), 30.0 (C-21), 20.2 (C-23),
27.6 (C-15), 27.2 (C-2), 25.3 (C-12), 21.1 (C-11), 19.5 (C-30), 18.5 (C-6), 18.1 (C-28),
16.3 (C-25), 16.2 (C-26), 15.6 (C-24), 14.7 (C-27).

p-amirina (57)

S6lido blanco Pf: 215-217 °C (literatura: 204-205°C).%

Solubilidad: CH.Cl>

Rf: 0.53 (Hexano/AcOEt 8:2)

A continuacidn de describen los datos espectroscopicos del compuesto 57, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 30.

RMN H (300 MHz, CDCls): 8y 5.18 (t, J = 3.6 Hz, H-12), 3.18 (dd, J = 10.0, 6.0 Hz, H-
3), 1.13 (s, H-27), 0.99 (3H, s, CH3-23), 0.96 (3H, s, CH3-26), 0.93 (3H, s, CH3-25), 0.87
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(3H, s, CHs-29, 30), 0.86 (3H, s, CH3-23), 0.83 (3H, s, CH3-28), 0.79 (m, H-24), 0.68 (d,
J= 8.8 H-5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): 8¢ 145.2 (C-13), 121.7 (C-12), 79.0 (C-3), 55.3 (C-5), 47.6
(C-9), 47.2 (C-18), 46.8 (C-19), 41.7 (C-14), 39.8 (C-8), 38.8 (C-4), 38.6 (C-1), 37.1 (C-
10), 36.9 (C-22), 34.7 (C-21), 33.3 (C-29), 32.6 (C-7), 32.5 (C-17), 31.1 (C-20), 28.4 (C-
28), 28.1 (C-23), 27.2 (C-2), 26.9 (C-16), 26.1 (C-15), 26.0 (C-27), 23.7 (C-30), 23.5 (C-
11), 18.3 (C-6), 16.8 (C-26), 15.6 (C-25), 15.5 (C-24).

Acetato de lupeilo (56)

Polvo blanco. Pf: 210-211 °C (literatura: 215-216°C).?®

Solubilidad: hexano

Rf. 0.45 (Hexano/Tolueno 9:1)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 56, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 29.

RMN *H (300 MHz, CDCl3): 81 4.68 (1H, d, J=2.54 Hz, H-29b), 4.58 (dd, J=2.56, 1.4
Hz, H-29a), 4.47 (m, H-3), 2.40 (dt, J=11.2, 5.54, 5.54 Hz, H-19), 2.03 (s, CH3-2"), 1.69 (s,
CH3-30), 1.03 (s, CH3-26), 0.94 (s, CHs-27), 0.86 (s, CH3-23), 0.85 (s, CH3-24), 0.84 (s,
CH3-25), 0.79 (s, CH3-28).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): 5¢c 170.9 (C-17), 150.9 (C-20), 109.3 (C-29), 80.9 (C-3), 55.5
(C-5), 50.4 (C-9), 48.3 (C-18), 48.0 (C-19), 43.0 (C-17), 42.8 (C-14), 40.9 (C-8), 40.0 (C-
22), 38.4 (C-1), 38.1 (C-13), 37.8 (C-4), 37.1 (C-10), 35.6 (C-16), 34.2 (C-7), 29.9 (C-21),
27.9 (C-23), 27.5 (C-15), 25.1 (C-12), 23.7 (C-2), 21.3 (C-2°), 21.0 (C-11), 19.3 (C-30),
18.2 (C-6), 18.0 (C-28), 16.5 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.5 (C-27) .

Acetato de g-amirilo (58)
Polvo blanco. P.f. literatura: 253-255°C.3!
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Solubilidad: hexano
Rf. 0. 51 (Hexano/Tolueno 9:1)
A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 58, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 31.

RMN H (300 MHz, CDCls): & 5.19 (t, J = 3.53 Hz, H-12), 4.50 (m, H-3), 2.05 (s, CHa-
2), 1.13 (s, H-27), 0.966 (s, CH3-26), 0.964 (s, CHs-25), 0.87 (s, CH3-29,30), 0.87 (s, CH3-
24), 0.86 (s, CHs-23), 0.83 (s, CH3-28), 0.79 (m, H-5).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): 3¢ 170.9 (C-1), 21.3 (C-27), 145.1 (C-13), 121.5 (C-12), 80.9
(C-3), 55.2 (C-5), 47.5 (C-9), 47.2 (C-18), 46.7 (C-19), 41.7 (C-14), 39.8 (C-8), 38.8 (C-4),
38.6 (C-1), 37.1 (C-10), 36.9 (C-22), 34.7 (C-21), 33.3 (C-29), 32.6 (C-7), 32.5 (C-17),
31.1 (C-20), 28.4 (C-28), 28.0 (C-23), 27.2 (C-2), 26.9 (C-16), 23.7 (C-2), 26.1 (C-15),
25.9 (C-27), 23.7 (C-30), 23.5 (C-11), 18.3 (C-6), 16.8 (C-26), 16.7 (C-25), 15.5 (C-24).

Mezcla de g-sitosterol (59) y estigmasterol (60)

p-sitosterol (59)

Cristales en forma de agujas finas

Solubilidad: hexano, CH2Cl»

P.f: 155-157°C (literatura: 134-135°C).%?

R.f: 0.53 (Hexano/AcOEt 7:3)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 59, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 32.

RMN *H (400 MHz, CDCls): & 5.35 (1H, d, J = 5.16 Hz, H-6), 3.52 (1H, tdd, J =11.31
Hz, J= 5.31 Hz, J=4.14 Hz, H-3), 1.01(3H, s, H-19), 0.92 (3H, d, J= 6.56 Hz, H-21), 0.68
(3H, s, H-18).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): 8¢ 140.9 (C-5), 121.84 (C-6), 71.95 (C-3), 56.92 (C-14),
56.21(C-17), 50.29 (C-9), 45.99 (C-24), 42.46 (C-4), 39.93 (C-12), 37.41 (C-1), 36.66 (C-

53



10), 36.30 (C-20), 34.10 (C-22), 32.06 (C-7), 31.81(C-2), 29.31 (C-25), 28.40 (C-16),
26.23 (C-23), 24.46 (C-15), 23.22 (C-28), 21.24 (C-11), 19.55(C-26), 19.19 (C-19), 18.93
(C-21), 12.13(C-29), 12.01(C-18).

Estigmasterol (60)

Cristales en forma de agujas finas

Solubilidad: hexano, CHCl;

P.f: 155-157°C (literatura: 174-176°C).%?

R.f: 0.53 (Hexano/AcOEt 7:3)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 60, las asignaciones
espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 32.

RMN H (400 MHz, CDCls): & 5.37 (1H, dd, J 5.21 Hz, H-6), 5.17 (1H, dd, J=15.18, 8.58
Hz, H-22), 5.04 (1H, d, J 15.14, 8.64 Hz, H-23), 3.52 (1H, tdd, J =11.12 Hz, J =11.12 Hz).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): 3¢ 140.96 (C-5), 139.4 (C-22), 129.43 (C-23), 121.88 (C-6),
71.95 (C-3), 56.92 (C-14), 56.21 (C-17), 51.39 (C-24), 50.32 (C-9), 42.46 (C-4), 40.64 (C-
20), 39.93 (C-12), 37.41 (C-1), 36.66 (C-10), 32.06 (C-7, C-8,C-25), 31.81 (C-2), 29.07 (C-
16), 25.56 (C-28), 24.46 (C-15), 21.37 (C-26), 21.24 (C-11, C-21), 19.55 (C-19),19.13 (C-
27), 12.40 (C-29), 12.20 (C-18).

150-(4’-hidroxi-metacril)-micrantolida (27)

Aceite amarillo palido

Solubilidad: AcOEt

Rf: 0.35 (Hexano:AcOEt 3:7)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 27, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 16.

RMN *H (400 MHz, CDCls, 25°C). § 6.25 (1H, d, H-3"a),  5.88 (1H, d, J=1.34 H-3’b), &
6.24 (1H, d, J=3.40 Hz H13a), § 5.58 (1H, d, J= 3.00 H13b), 5 5.59 (1H, sa, H-5), 5 5.56
(1H, sa, H-1), § 4.66 (1H, d, J=12.18, H-15a), 8 4.56 (1H, d, J=12.20, H-15b), § 4.31 (2H,
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sa, H-4’ab), 5 4.09 (2H, m, H-14ab), 5 3.81 (1H, m, H-8), & 2.38 (1H, m, H-7), § 2.92 (1H,
sa, H-60), & 2.78 (1H, m, H-6B), & 2.70 (1H, sa, H-9a), & 2.27 (1H, m, H-2a), 5 2.19 (1H,
m, H-9B), 3 2.07 (1H, m, H-2B), 5 2.06 (1H, m, H-3p), & 1.35 (1H, m, H-3a).

RMN 13C (100 MHz, CDCls, 25°C). § 169.5 (C-12), § 166.1 (C-1°), § 139.41 (C-4), &
139.30 (C-2°), & 138.59 (C-10), 5.135.57 (C-11), 5 128.43 (C-5), & 126.42 (C-3), 5 124.88
(C-1),  120.89 (C-13), & 84.28 (C-8), & 66.37 (C-14), 5 63.55 (C-15), § 62.51 (C-4’), &
46.66 (C-7), 8 31.03 (C-9),  30.24 (C-6), § 29.55 (C-3),  28.66 (C-2).

150-(2’-hidroxi-isobutiril)-micrantélida (26)

Aceite amarillo palido

Solubilidad: AcOEt

Rf: 0.4 (Hexano:AcOEt 3:7)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 26, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 16.

RMN H (700 MHz, CDCls, 25°C). § 6.26 (1H, d, J=3.4 Hz. H-13a), 5 5.60 (1H, d, J=3.05
Hz. H-13b), 8 5.63 (1H, m, H1), § 5.62 (1H, m, H5), & 4.64 (1H, d, J=12.10, H-15a), 5 4.52
(1H, d, J=12.19, H-15b), § 4.13 (2H, sa, H-14ab), 5 3.84 (IH, sa, H-8), & 2.87 (1H, sa, H-
7), 2.81 (1H, m, H-6a), 8 2.76 (1H, m, H-9q), & 2.73 (1H, m, H-3a), § 2.37 (1H, m, H-9p), &
2.36 (1H, m, H-6B), & 2.34 (1H, m, H-3B), 5 2.33 (1H, m, H-2B), & 2.21 (1H, m, H-20), &
1.46 (3H, s, H-4"), 5 1.43 (3H, 5, H-3").

RMN 3C (176 MHz, CDCls, 25°C). § 177.01 (C-1°), § 169.72 (C-12), § 139.11 (C-4), &
138.20 (C-10), & 135.31 (C-11), & 128.20 (C-5), & 124.79 (C-1), & 121.01 (C-13), & 84.26
(C-8), § 72.22 (C-2), § 66.09 (C-14), & 64.10 (C-15), § 46.60 (C-7), & 35.77 (C-9), § 30.53
(C-6), 8 30.01 (C-3), § 28.30 (C-2), § 27.29 (C-4°), § 26.97 (C-3).

150-hidroxi-metacril-140-acetil-micrantélida (29)

Aceite amarillo palido

55



Solubilidad: AcOEt
Rf: 0.56 (Hexano: AcOEt 3:7)
A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 29, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 16.

RMN *H (700 MHz, CDCls, 25°C). § 6.25 (1H, sa, H-3’a), § 5.88 (1H, d, J=1.42 H-3’b),
6.26 (1H, d, J=3.9 Hz H13a), § 5.58 (1H, d, J=2.91 H13b), § 5.61 (1H, m, H-5), § 5.59 (1H,
sa, H-1), & 4.58 (1H, d, J=12.96 H-14a), 5 4.51 (1H, d, J=12.80 H-14b), § 4.73 (1H, d,
J=12.11 H-15a), § 4.51 (1H, d, J=12.80 H-15b), & 4.33 (1H, sa, H-4"), & 3.81 (1H, m, H-8),
§ 2.86 (1H, sa, H-7), 8 2.84 (1H, m, H-3a), & 2.77 (1H, m, H-9q), 5 2.72 (1H, m, H-6a), &
2.49 (1H, m, H-9B), & 2.39 (1H, m, H-3p), 5 2.35 (1H, m, H-6B), & 2.32 (1H, m, H-2a), 5
2.24 (1H, m, H-2B), 5 2.08 (3H, s, H-6").

RMN 13C (176 MHz, CDCls, 25°C). § 170.96 (C-1°"), § 169.77 (C-12), & 166.21 (C-1),
142.24 (C-1), 5 140.90 (C-4), 5 139.48 (C-11), & 139.24 (C-10), 5 134.16 (C-2°), & 128.74
(C-5), 3 126.27 (C-3"), 5 121.13 (C-13),  83.80 (C-8), 5 67.86 (C-14), & 63.58 (C-15), 5
62.56 (C-4"), & 47.29 (C-7), & 35.73 (C-9),  31.20 (C-6), & 29.85 (C-3), 5 28.84 (C-2), 5
21.13 (C-6").

150-(3’-cloro-2"-hidroxi-isobutiril)-micrantélida (25)

Aceite amarillo palido

Solubilidad: AcOEt

Ry: 0.45 (Hexano:AcOEt 3:7)

A continuacidn de describen los datos espectroscopicos del compuesto 25, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 16.

RMN 'H (700 MHz, CDCls, 25°C). § 6.26 (1H, d, J=4.60 Hz. H-13a), 5 5.59 (1H, d,
J=3.01 Hz. H-13b), & 5.64 (1H, m, H1), & 5.61 (1H, m, H5), § 4.72 (1H, m, H-15a), 5 4.48
(1H, m, H-15b), § 4.15 (2H, sa, H-14ab), & 3.80 (1H, d, J=11.07, H-3’a), & 3.56 (1H, d,
J=11.12, H-3’b), & 3.72 (1H, sa, H-8), & 2.85 (1H, sa, H-7), 5 2.83 (1H, m, H-6a), & 2.76
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(1H, m, H-9¢), § 2.65 (1H, m, H-3a), & 2.42 (1H, m, H-9B), & 2.34 (1H, m, H-2B), & 2.30
(1H, m, H-3B), §2.23 (1H, m, H-2), § 2.02 (LH, m, H-6B), 8 1.49 (3H, s, H-4").

RMN 13C (176 MHz, CDCls, 25°C). & 173.73 (C-1°), & 169.58 (C-12), 3 139.00 (C-4), &
138.21 (C-10),  135.10 (C-11), 5 128.69 (C-5), § 125.28 (C-1), & 121.18 (C-13), & 84.27
(C-8), 3 75.07 (C-3"), 5 66.48 (C-14), 5 64.52 (C-15), 8 51.06 (C-2"), § 46.45 (C-7), 5 35.79
(C-9), 5 31.89 (C-6), 5 30.06 (C-3), & 28.40 (C-2), & 23.62 (C-4").

Jaceosidina (61)

Polvo amarillo palido

Solubilidad: MeOH

Pf: >300 °C

Rf: 0.58 (Hexano:AcOEt 2:8)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 61, las asignaciones
espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 33.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6, 25°C). § 12.94 (1H, s, 5-OH), & 7.47 (1H, d, J=8.0 Hz, H-
6°), & 7.44 (1H, s, H-2"), § 6.91 (1H, d, J=2.0 Hz, H5"), § 6.88 (1H, s, H8), 5 6.73 (1H, s,
H3), § 3.93 (3H, s, 3°-CH30), & 3.73 (3H, s, 6-CH30).

RMN 13C (100 MHz, DMSO0-d6,25°C). & 182.05 (C4), 5 164.18 (C2), & 158.52 (C7), &
152.53 (C5), & 152.02 (C9), & 149.75 (C3°), § 145.72 (C4°), 5 131.80 (C6), 5 121.38 (C1"),
§ 118.98 (C6°), & 115.88 (C5’), & 113.45 (C2°), & 104.99 (C10), 5 102.64 (C8), & 91.39
(C3), § 59.96 (6-CH30), & 56.36 (3’-CH30).

Escualeno (62)

Aceite viscoso incoloro

Solubilidad: hexano

Rf: 0.33 Hexano

A continuacidn de describen los datos espectroscopicos del compuesto 62, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 34.
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RMN IH (300 MHz, CDCls, 25°C). § 5.11 (6H, m), 8 2.04 (20H, m), 5 1.68 (6H, s), & 1.60
(18H, s).

RMN 13C (75 MHz, CDCls, 25°C). & 134.82, & 134.62, § 130.96, & 124.15, §124.04, &
124.44, 6 39.48, 6 39.40, 6 28.01, 6 26.51, 0 26.40, 6 25.41, 6 17.40, 6 15.76, 6 15.72.

Oxido de cariofileno (63)

Aceite incoloro

Solubilidad: hexano

Rf: 0.42 (Hexano:AcOEt 9:1)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 63, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 35.

RMN H (300 MHz, CDCls, 25°C). & 4.97 (d, J= 1.36 H-14b), & 4.86 (d, J=0.87 H14a), &
2.88 (dd, J= 10.9, 4.13 H-6), 5 2.63 (M, H-10), & 1.76 (t, J=9.94 H-1), 5 1.20 (s, H-13), &
1.0 (s, H-15), 3 0.,98 (s, H-16).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, 25°C). § 151.98 (C8), & 112.91 (C13), 5 63.91 (C5), & 50.88
(C1), & 48.89 (C9), 5 39.90 (C10), & 39.30 (C3), & 34.17 (C11), 5 30.34 (C6), 5 29.86
(C14,7), § 27.35 (C2), 5 21.77 (C15), 5 17.13 (C12).

150-acetil-9a-hidroxi-8#-metacriloiloxi-14-oxo-acantospermolida (66)

Aceite amarillo

Solubilidad: AcOEt

Rf: 0.35 (Hexano:AcOEt 3:7)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 66, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 25.

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 25°C). § 9.50 (d, J= 2.15 H-14), § 6.67 (dd, J=10.28, 8.97,
H1), § 6.27 (d, J=3.43 Hz, H-13a), 5 6.11 (m, H-3"a), & 6.08 (dd, J= 7.42, 3.84 H-8), &
5.70 (d, J= 3.11, H-13b), & 5.65 (m, H-3’b), ), 5 5.16 (d, J= 5.20 H-5), § 4.41 (d, J= 14.15
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H-15a), 5 4.29 (d, J= 14.15 H-15b), & 4.13 (m, H-9), & 3.48 (s, H-7), 5 2.11 (Ac), & 1.87
(s, H-4%).

RMN 23C (100 MHz, CDCls, 25°C). § 195.43 (C14), § 170.56 (C1”°), § 169.32 (C12), &
166.67 (C17), § 154.73 (C1), & 144.12 (C10), § 135.6 (C4), & 135.47 (C11), & 133.96 (C2°),
§ 131.9 (C5), 5 127.18 (C3°), & 122.23 (C13), & 73.8 (C6), 8 72.21 (C8), & 70.54 (C9),
62.98 (C15), §51.5 (C7), 8 35.84 (C3), § 27.3 (C2),  20.9 (Ac), & 18.21 (C4").

Miller-1(10)Z-endlida (67)

Aceite amarillo

Solubilidad: AcOEt

R.f: 0.3 (Hexano:AcOEt 3:7)

A continuacion de describen los datos espectroscopicos del compuesto 67, las asignaciones

espectroscopicas se realizaron de acuerdo a los datos informados en la referencia 25.

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 25°C). & 9.45 (d, J= 1.26 H-14), & 6.27 (d, J=1.34 H13a), &
6.04 (sa, H-3"a), 3 5.69 (d, J=1.80, H-13b), & 5.56 (sa, H-3’b), & 5.37 (ddd, J= 10.67, 5.91,
2.77, H-8), § 5.04 (sa, H-15b), & 4.94 (sa, H-15a), & 3.96 (d, J=9.44 H-5), 5 2.81 (sa, H-7),
5 1.87 (s, H-4").

RMN 3C (100 MHz, CDCls, 25°C). § 194.26 (C14), & 169.27 (C12), § 165.90 (C1°), &
155.95 (C1), § 144.01 (C4), 5 138.90 (C10), & 135.57 (C2°), 5 135.30 (C11), & 126.01
(C3), 5 125.04 (C13), & 121.07 (C15), & 80.63 (C5), 5 80.27 (C6), & 74.41 (C9), & 41.71
(C7), 8 29.66 (C9), & 27.54 (C3), § 26.05 (C2), 5 18.23 (C4").

8.6 Ensayo de edema auricular en raton CD-1 inducido con acetato de
tetradecanoilforbol (ATF).

Para el ensayo se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 con un peso de 25-30 g,
obtenidos del centro de produccion UNAM-ENVIGO. Los animales se resguardaron de

acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-199, el agua y alimento se
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proporcionaron ad libitum. El ensayo de realizé de acuerdo a Del-Angel y colaboradores en
2015 con algunas modificaciones.*
Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente férmula:

% de inhibicion del edema= (C-E)/C X

C= Edema del grupo testigo (tratado con etanol y vehiculo del extracto o estandar)
E= Edema del grupo experimental (TPA mas extracto o estandar).
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Espectro 20. RMN 3C (CDCls, 75 MHz) del escualeno (62)
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