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ABSTRACT

The aerial parts of nine populations of Mikania micrantha (four from The Pacific states
and five from the Gulf of Mexico states), three populations of M. cordifolia (collected in
Pacific states), and a population of M. houstoniana (collected in Veracruz), were studied. A
total of 20 compounds were obtained: acetyl-B-amyrin (16), lupeol (17), B—sitosterol (18),
stigmasterol (19) and stigmasteryl-B-D-glucopyranoside (20) and 15 sesquiterpene lactones
(SL) (1-15), including two new substances: 8-epi-mikanokryptin (1) and 11HB-11,13-
dihydromicrantholide (2), and thirteen known which include three guaianolides:
mikanokryptin (3), achalensolide (4) and xerantholide (5); four germacrolides: mikanolide (6),
dihydromikanolide (7), deoxymikanolide (8) and miscandenine (9); and six melampolides: 15-
O-4'-hydroxy-methacryl-micrantholide (10), 15-O-2'-hydroxy-isobutyryl-micrantholide (11),
15-0-3'-chloro-2'-hydroxy-isobutyryl-micrantholide (12), 15-0-4'-hydroxy-methacryl-14-
acetoxy-micrantholide (13), 15-O-3'-hydroxy-isobutyryl-micrantholide (14) and micrantholide
(15) (Figure 1).

The relative and absolute configuration of 1 was determined by analysis of X-Ray
diffraction and circular dichroism (CD), respectively. The NOESY experiments of 10
established the ['D', '"Ds] conformation, which agreed with the theoretical calculations
(HyperChem 8.0.6, MM+). Therefore, it coul be inferred that this is the preferred

conformation for micrantholides (2, 11-15).

The SL 1, 3-12 were tested in six human cancer cell lines, being better response in three
of them (central nervous system, breast and lung). The SL 1, 4 , 7-13 were evaluated as anti-
inflammatory agents, using the model of mouse ear edema induced by TPA, and they

displayed marginal activity.

Additionally, studies were performed by HPLC-DAD in order to develop a method to

achieve the chromatographic profiles of the 15 SL obtained during the investigation. Once

16



developed the method, five populations of M. micrantha collected in the Gulf of Mexico were

analyzed and the presence/absence of SL were determined.

According to the results, evidence is provided of the variability in the metabolic content
of various populations studied both M. micrantha and M. Mikania cordifolia, and this
variation can be correlated to its adaptability and wide distribution in different parts of the

world.

17



1. RESUMEN

Se estudiaron las partes aéreas de nueve poblaciones de Mikania micrantha (cuatro
provenientes de estados del Pacifico y cinco de estados del Golfo de México), tres poblaciones
de M. cordifolia (colectadas en estados del Pacifico), y una poblacion de M. houstoniana
(colectada en Veracruz). Se obtuvieron en total 20 compuestos: acetil-B-amirina (16), lupeol
(17), B—sitosterol (18), estigmasterol (19) y B-D-glucopirandsido de estigmasterilo (20) y 15
lactonas sesquiterpénicas (LS) (1-15), entre ellas dos nuevas substancias: 8-epi-mikanokriptina
(1) y 11HB-11,13-dihidromicrantdlida (2), y trece conocidas las cuales incluyen 3
guayandlidas: mikanokriptina (3), achalensélida (4) y xerantolida (5); cuatro germacrolidas:
mikandlida (6), dihidromikanélida (7), desoximikanolida (8) y miscandenina (9); y seis
melampolidas:  15-O-4'-hidroxi-metacril-micrantolida  (10),  15-O-2'-hidroxi-isobutiril-
micrantolida (11), 15-0-3'-cloro-2'-hidroxi-isobutiril-micrantolida (12), 15-O-4'-hidroxi-
metacril-14-acetoxi-micrantdlida  (13), 15-O-3'-hidroxi-isobutiril-micrantélida (14) 'y

micrantélida (15). (Figura 1).

La configuracion relativa y absoluta de 1 fue determinada por andlisis de difraccion de
Rayos-X y por dicroismo circular (DC), respectivamente. Los experimentos NOESY de 10
permitieron establecer su conformacion como ['D', '°Ds], la cual esta de acuerdo con los
calculos tedricos (HyperChem 8.0.6, MM+). Por lo tanto, puede inferirse que esta es la

conformacion preferida para las micrantélidas (2, 11-15).

Las LS 1, 3-12 fueron ecvaluadas en seis lineas de células cancerosas humanas,
encontrandose mejor respuesta en tres de ellas (sistema nervioso central, pecho y pulmén). Las
LS 1, 4, 7-13 fueron evaluadas como agentes anti-inflamatorios, utilizando el modelo de

edema en oreja de raton inducido con ATF, las cuales mostraron actividad marginal.

Adicionalmente, se llevaron a cabo estudios por CLAR-DAD con el fin de desarrollar un
método que permitiera obtener los perfiles cromatograficos de las 15 LS obtenidas durante la

investigacion. Una vez desarrollado el método, se analizaron cinco poblaciones de M.
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micrantha colectadas en el Golfo de México y se determind presencia/ausencia de las LS de

referencia.

De acuerdo a los resultados, se provee evidencia de la variabilidad en el contenido
metabolico de las diversas poblaciones estudiadas tanto de M. micrantha como de M.
cordifolia, y esta variacion puede ser correlacionada con su adaptabilidad y amplia

distribucion en diferentes partes del mundo.

19



OR; Ri Ry
10 H 4-OH Mac
o 11 H 2-OHjBut
12 H 3-Cl-2-OH i But
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Figura 1. Compuestos aislados de M. micrantha, M. cordifolia y M. houstoniana
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2. INTRODUCCION

El género Mikania (Asteraceae, tribu Eupatorieae, subtribu Mikaniinae), es nativo de
América y sus especies se han adaptado en gran parte del mundo. En México, algunas especies
de este género han sido reportadas en 19 estados; su distribucion se presenta desde los estados

de Nayarit y Tamaulipas, hasta la Peninsula de Yucatan[1].

Algunas especies de Mikania han sido utilizadas en la medicina folclorica para el
tratamiento de asma, bronquitis y tos, y preparaciones de algunas otras especies han mostrado
diversas actividades biologicas [2]. Los extractos de M. micrantha han sido usados
tradicionalmente en varias partes de México y los de M. guaco en Colombia, como emplastos
para las mordeduras de serpientes, picaduras de escorpion y enfermedades de la piel [3-4].
Algunas preparaciones de M. cordifolia han mostrado actividad antitricomonal,

antitripanosomal e insecticida [5-6].

M. micrantha es considerada como una de las malezas mas invasivas en el mundo. En el
sureste de Asia, se ha convertido en un grave problema, y desde hace varias décadas, causa
graves dafios a la vegetacion nativa y cultivos [7-8]. Los estudios previos de los extractos de
algunas especies de Mikania y sus constituyentes quimicos han mostrado efectos fitotoxicos y

propiedades alelopaticas [9-11].

Mikania contiene mas de 430 especies y cerca del 15% han sido estudiadas quimicamente
[12-14]. De acuerdo a los metabolitos obtenidos de especies de €ste género, se ha dividido en
dos secciones, la primera seccion es llamada Summikania, y esta caracterizada por la
presencia de diterpenoides como constituyentes principales [15-17]. En la segunda seccion se
encuentran las LS y es llamada seccion Mikania (complejo M. scandens) [18]. Por ejemplo, se
han reportado LS tipo germacranolidas [18-20], eudesmanodlidas [21] y melampdlidas

principalmente [17,22,23].
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En la presente investigacion se decribe la composicion quimica de 20 compuestos aislados
de diferentes poblaciones de Mikania micrantha, M. cordifolia y una poblaciéon de M.

hostuniana, y el estudio de citotoxicidad y anti-inflamatorio de la mayoria de las LS obtenidas.

Estudios por CLAR-DAD fueron llevados a cabo con el fin de desarrollar un método
rapido y obtener perfiles cromatograficos de las 15 LS aisladas en esta investigacion. Se
analizaron cinco poblaciones de M. micrantha colectadas en Golfo de México y determino la

presencia/ausencia de estos compuestos.
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3. ANTECEDENTES

3.1. GENERALIDADES DE LA FAMILIA ASTERACEAE
3.1.1. Distribucién y habitat

La familia Asteraceae o de las compuestas, es una de las mas grandes y ampliamente
distribuidas de las angiospermas y comprende aproximadamente 1,300 géneros y entre 25,000
a 30,000 especies distribuidas en trece subfamilias y 17 tribus. Estd ampliamente distribuida
por todo el mundo, encontrandose en regiones semiaridas, tropicales y subtropicales, excepto
en la Antartida [24]. El origen etimologico del nombre de la familia proviene del término

latino “aster” que significa “estrella” y se refiere a la forma de las inflorescencias [25].

En México, se reconocen 387 géneros de la familia Asteraceae, la cual ocupa un lugar
importante ya que el 65.9% de sus especies (3021), son endémicas [26-27]. En el estado de
Oaxaca se reportan 133 especies endémicas y 116 muestran un endemismo compartido con los

estados de Guerrero, Veracruz y Puebla [28].

3.1.2. Quimica y actividad biologica

Basicamente de la biosintesis de las compuestas, se obtienen diversos metabolitos, debido
al gran nimero de especies que la conforman. Por mencionar, del género Chrysanthemun
especialmente de C. cinerariaefolium se han obtenido monoterpenos irregulares, como son las

piretrinas, que han sido usadas como insectidas naturales (Figura 2a) [29].

Del género Matricaria, se han obtenido sesquiterpenos, el a-bisabolol fue aislado de M.

chamomilla, y ha sido probado como un agente antimicrobiano (Figura 2b) [30].

Del género Stevia, se reporta el aislamiento de diterpenos, el estevidsido es conocido por

ser un endulzante natural, el cual se obtuvo de S. rebaudiana (Figura 2c) [31].

Triterpenos como el taraxasterol (Figura 2d), fue obtenido de Taraxacum officinales.
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Figura 2. Terpenos aislados de diferentes géneros de la familia Asteraceae

Sin embargo, las LS pueden ser los compuestos de mayor interés en la familia de las
compuestas, debido a las diversas actividades bioldgicas que se han encontrado en ellas. Por
citar algunos ejemplos, la Helenalina obtenida de Helenium mexicanum, fue probada como

agente anti-inflamatorio, mostrando una buena respuesta (Figura 3a) [32].

De Artemesia annua, fue reportada la artemisinina, conocida por su accidon como agente
antimalarico (Figura 3b) [33] y la a-santonina, la cual se reporta del mismo género pero de A.

cinia, y ha sido probada como agente antihelmintico (Figura 3c) [34].

De Tanacetum parthenium, fue aislada la partendlida, la cual ha sido aprobado por la

FDA como el tnico producto natural con actividad contra la migrana (Figura 3d) [35].

o

H

OH

)

a. Helenalina b. Artemisinina c. a-Santonina d. Partendlida

Figura 3. LS representativas de la familia de las compuestas

Diversos estudios quimicos han demostrado la actividad citotoxica de numerosas LS,

aisladas desde diferentes géneros de las compuestas. La relacion entre la estructura quimica y
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dicha actividad, ha sido demostrada gracias a la presencia del metileno exociclico en el anillo
lacténico, principalmente.

Los estudios mostraron que las LS reaccionan con tioles tales como en la cisteina por una
adicion rapida tipo Michael, inhibiendo el crecimiento tumoral por alquilacion selectiva de
macromoléculas biologicas reguladoras del crecimiento, tales como enzimas claves que

controlan la division celular [36-37].

Otros compuestos reportados son los acidos grasos, derivados de poliacetilenos, aceites
esenciales, eremofilanos, alcaloides pirrolizidinicos, triterpenos, cumarinas y flavonoides [38-

39].

3.1.3. Importancia economica y ecologica

Las plantas de esta familia constituyen un numeroso grupo de especies de notable
importancia ecologica y econémica. Para uso alimenticio estd por ejemplo Helianthus annuus,
de donde se obtiene el aceite de girasol, Lactuca sativa mas comumente conocida como la
lechuga; algunas medicinales como la manzanilla (Matricaria recutita), la cual es usada para
transtornos estomacales en general; ornamentales como los crisantemos, los girasoles y las

dalias, entre otras. Otras especies incluyen malezas o son plantas toxicas.

3.2. GENERALIDADES DEL GENERO MIKANIA
3.2.1. Distribucion y habitat

El género Mikania es originario de América y sus especies se han adaptado en casi todo el
mundo. Pertenece a la familia Asteraceae (tribu Eupatorieae, subtribu Mikaniinae) y contiene
mas de 450 especies, de las cuales cerca de 50 han sido estudiadas quimicamente [12-14]. En

Meéxico ha sido reportado desde el Norte de México hasta Chiapas y la Peninsula de Yucatan

[1].

M. micrantha, una de las especies de esta investigacion, es considerada como una de las

peores especies invasivas al Sur de Asia, causando principal dafio a la vegetacion nativa y
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cultivos de té, caucho y arroz [7] y aunque es la especie mas colectada de éste género, M.

cordifolia, parece ser, la especie de mayor distribucion natural [8].
3.2.2. Quimica del Género Mikania

El estudio de éste género, contempla mas de 300 compuestos aislados y caracterizados,

los cuales incluyen esteroles, terpenoides, flavonoides, coumarinas y LS [2].

Como se ha mencionado, el género Mikania se encuentra dividido en dos secciones, de
acuerdo a la clase de metabolitos que se aislen de sus especies. Entre algunos nombres que
conforman la seccion Summikania estan: M. congesta, M. lindbergii, M. leavigata, M.
hirsutissima y M. oblogifolia, entre otras, y donde principalmente se obtienen diterpenos tipo
ent-kaurenos [15-17]. De la Seccion Mikania, los constituyentes mas comunes son las LS y
hacen parte del complejo M. scandens como: M. micrantha, M. minima, M. cordata y M.

periplocifolia, entre otras [17].

El primer reporte en éste género, fue hecho por Herz y colaboradores en el afio 1967, en la
cual caracterizaron de las partes aéreas de M. scandens la LS 6 (figura 1) [40]. De la misma
especie, fueron aisladas las LS 7-9 (Figura 1); escandendlida (21) y la dihidroescandenolida
(22) (Figura 4), las cuales inicialmente fueron consideradas como marcadores quimicos para el

complejo M. scandens [17-18]. 9 también fue aislada de M. periplocifolia (Figura 1)[41].

De M. cordata, especie nativa de Asia, fueron reportadas 6-7 y de una coleccion de

Filipinas 6-8 y 21 (Figura 4) [42-43].

21
22 11,13p—dihidro

Figura 4. LS tipo germacrolidas de M. scandens y M. cordata
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Es posible establecer que M. micrantha es la especie mas estudiada de este género. Es asi,
como las estructuras 6-8 (Figura 1), 21-22 (Figura 4) junto con la anhidroescandendlida (23)
(Figura 5) fueron obtenidas de una poblacion de Tucuman-Argentina [20]. De una coleccion
de Hong Kong fue reportada 7 y las nuevas LS 3-epi-dihidroescandenolida (24) y desacetoxi-
dihidroescandénolida (25) (Figura 5) [44].

Figura 5. LS tipo germacrolidas aisladas de M. micrantha

De la misma especie, de la zona del canal del Panama se encontraron las dilactonas 6-7,
junto con la mikanokriptina (3), una guayandlida reportada por primera vez (Figura 1) [45-46].
Los estudios por difraccion de Rayos X de 3, 6-7, 9 y 25 fueron publicados afos mas tarde
[19, 47-48].

Otras dilactonas fueron reportadas de una coleccion de M. micrantha al sur de de la
Republica de China. Mikamicranélida (26) y 11HB-11,13-dihidromikamicranélida (27) han
sido clasificadas como un inusual arreglo del esqueleto de las 12,8-germacranolidas, las cuales
pueden ser consideradas como 3,4-seco-germacranolidas con un enlace adicional entre el C-2
y C-6. También se reporta la obtencion de la 3a-hidroxi-11f,13-dihidrodesoximikanolida (28)
y 2B,3B-dihidroxi-11,13-dihidro-desoximikanoélida (29) (Figura 6) [11].

R1, Ry Ri R, Rs
26 CH, 286 H H OH
27 CHs 29 OH OH H

Figura 6. LS tipo germacranolidas de M. micrantha de la Republica de China
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Un tercer tipo de esqueleto ha sido reportado de M. micrantha, las 14,15-
dihidroxigermacra-1,10Z,4E-dien-12,8a—06lidas mas conocidas como melampdlidas. 15-0-4'-
hidroxi-metacril-micrant6lida (10), micrant6lida (15) (Figura 1), 15-O-isobutiril-micrantolida

(30), 15-O-metacril-micrantélida (31) y la 15-0-2",3"-dihidroxisobutiril-micrantélida (32),

fueron encontradas en una poblacion de Paraguay (Figura 7), junto con 6, 8-9 (Figura 1) [49].
OH

R
30 /jBut
31 Mac
32 2', 3'-diOH j But

RO

Figura 7. LS tipo melampdlidas de M. micrantha de Paraguay

Otra de las especies estudiadas del género Mikania es M. cordifolia. De esta especie, los
reportes indican que las lactonas tipo melampoélidas son mas comunes que en M. micrantha.
De dos colecciones de Argentina se reportd el hallazgo de las lactonas 10-13, 15 y 30-32,
adicionalmente se obtuvieron las LS 15-O-(2’,3’-epoxi-isobutiril)-micrantdlida (33), 15-O-2'-
acetoxi-3 -cloro-isobutiril-14-acetoxi-micrantolida (34), 15-O-4'-acetoxi-metacril-14-acetoxi-
micrantélida (35), 15-0O-3'-acetoxi-2’-hidroxi-isobutiril-14-acetoxi-micrantolida (36) y la

diacetoximicrantolida (37) (Figura 8) [23].

De una coleccion de Costa Rica de la misma especie, fueron aisladas las melampdlidas
10-11, 15 y 30-33, junto con la nueva lactona 15-0-3’-hidroxi-2 ‘'metil-isobutiril-micrantolida
(38) (Figura 8) [50].

Ri R
33 H 2'-3-diepoxy i But
34 Ac 2°-Ac-3'-Cl jBut
35 Ac 4'-Ac Mac
36 Ac 3'-Ac-2’-OH Mac
37 Ac Ac
38 H 3-OH-2"-met i But

Figura 8. LS tipo melampdlidas aisladas de M. cordifolia
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De M. cordifolia y M. cordata se reportaron desde poblaciones de Brasil las LS 6,12
6lidas derivadas de las salonitendlidas. 15-O-(2°,3 -epoxi-isobutiril)-8-desoxisalonitendlida
(39), 15-0-(3’-hidroxi-metacril)-8-desoxisalonitenolida (40), 15-O-(3’-hidroxi-isobutiril)-8-
desoxisalonitendlida (41), 15-0-(2',3 -dihidroxi-isobutiril)-8-desoxisalonitenélida (42), 15-O-
(3’-acetoxi-2 -hidroxi-isobutiril)-8-desoxisalonitenélida (43) y la 8-desoxisalonitendlida (44)
(Figura 9) [51].

R
39 2'-3"-epoxy i But
40 3°-OH Mac
41 3°-OH/But
42 2°,3’-diOH j But

43 3°-Ac-2'-OH i But
44 H

Figura 9. LS tipo melampdlidas aisladas de M. cordifolia y M. cordata

De M. minima se han obtenido LS tipo germacrdlidas (45-47) y algunos derivados
semisintéticos (48-50), cuya conformacion fue definida como [\D", °Ds]; adicionalmente se

reporta un esqueleto tipo elemandlido (51) (FiguralO) [52].

R, R, a7 50
45 CH,0OH OAc
46 CH,0OH OH
48 CH,OAc OAc
49 CHO  OAc

Figura 10. LS tipo germacranolidas y elemanolidas aisladas de M. minima

En esta misma especie se reportaron LS tipo germacradieno 6,12 6lidas, entre ellas las
germacrandlidas (52-54), previamente reportadas de Dicoma anomala; las heliangdlidas (55-

57), melampolidas (58-59), y elemadiendlidas (60-64) (Figura 11) [53].
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54 H H,11Hp-11,13-dihidro 57 CHO 62 OAc CH,OAc

Figura 11. LS aisladas de M. minima

Otras LS como derivados de la isabelina (65), de la miscandenina (66-67) y de la
mikaperiplocélida (68-69), fueron obtenidos de M. ypacarayensis de Argentina (Figura 12), al
igual que las LS 6-9 y 21-23 [54].

66 11HpB,11,13-dihidro

Figura 12. LS aisladas de M. ypacarayensis

LS tipo eudesmanolidas fueron obtenidas desde M. campanulata colectada en Argentina.
Los compuestos 70-75, 77, 79 y 81, se reportaron como nuevos productos naturales (Figura

13) [21].

R1 R; ©
76 H H
71 o-OH B-OH 77 Ac H
72 B-OH B-OH 78 H OH
73 B-OH B-OAc 79 Ac OAc

74 o-OAc o-OH
Figura 13. LS aisladas de M. campanulata
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Los metabolitos tipo diterpenos, encontrados en las especies de la seccion
Summikannia, fueron reportados de M. pyramidata, algunos acidos labdanicos, acidos y

derivados de 4cido kaurénico se muestran en la Figura 14 [55].

s .0

COzRZ COZR
Ry Ry R R
82 R 84 H H 88 H 90 H
52 M3 85 CH; H 89 CHj 91 CHj
86 H OAc
87 CH; OAc

Figura 14. Diterpenos aislados de M. pyramidata

De M. oblongifolia fueron obtenidos derivados del acido cinamoilgrandiflorico (92-94)
(Figura 15) [59]. Acidos ent-kaurendicos fueron obtenidos de M. hirsutissima (95-98) (Figura
15) [56].

R
92 -CO=CH=CH-Ph
93 OH
94 Ac

Figura 15. Diterpenos tipo ent-kaurenos aislados de especies de Mikania
Otros diterpenos fueron aislados desde M. lindbergii [16], M. officinalis, M. belemii 'y M.

sessilifolia [57], M. banisteriae [58], y muchas otras especies, pertenecientes a la seccion

Summikania, como se ha comentado anteriormente.
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Monoterpenos y lignanos son otros metabolitos obtenidos de M. saltensis [14]; se
encuentran también reportes de triterpenos aislados de M. cordifolia y M. micrantha [20,59].
Compuestos fenolicos también han sido aislados de M. micrantha y M. cordata [12,13]. El
aceite esencial de M. micrantha, también ha sido evaluado, reportando al linalool y a-pineno

como los componentes mayoritarios [60].

3.2.3. Actividades bioldgicas

Muchas especies del género Mikania, han mostrado diversas accciones farmacologicas.
Estudios previos han demostrado que los extractos de algunas especies de este género y sus
componentes tienen efectos fitotoxicos y propiedades alelopaticas, las cuales han sido
atribuidas principalmente a la composicion de los aceites esenciales y a la presencia de LS, y

que pueden ser nocivas contra herbivoros y contra microorganismos patogenos [9-11, 61].

Los extractos de M. glomerata han sido usados popularmente para el tratamiento de asma,
bronquitis y fiebre [62]; también han sido probados en procesos anti-inflamatorios y poseen

actividad en el sistema digestivo, inhibiendo la motilidad intestinal [2, 63].

Diversos estudios han desmostrado que los extractos de M. leavigata y M. glomerata, han
sido usados como expectorantes, en el tratamiento de enfermedades como la influenza y
respiratorias, también fueron probados en enfermedades respiratorias broncoconstrictivas [64].
El extracto hidroalcohdlico crudo al 70%, de M. leavigata ha presentado actividad
antiulcerogénica [65] y las decociones de sus hojas, actividad anti-inflamatoria al igual que las

de M. involucrata [66].

Otros extractos evaluados como agente anti-inflamatorios usando el modelo de edema
plantar inducido por carragenina, fueron los extractos hidroalcohdlicos de M. leavigata
Schultz Bip. Ex Baker, M. involucrata Hook. et. Arn. y M. hirsutissima DC, los cuales

mostraron que los diterpenos, podrian ser los responsables de dicha actividad [66].
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Los extractos de M. cordata y M. scandens, exhibieron potentes efectos, demostrando su
accion depresiva en el sistema nervioso central [67]. Los extractos hidrometandlicos de hojas

de M. scandens, fueron probados en actividad analgésica, demostrando una alta actividad [68].

La actividad anti-inflamatoria de los extractos polares de M. cordifolia, es atribuida a la
presencia de los acidos dicafeoilquinicos. Las preparaciones de M. cordifolia también

exhibieron actividad antiofidica, insecticida, antitripanosomal y antitricomonal [2,5-6].

Los extractos de algunas especies de Mikania han sido usados contra mordedura de
serpiente, picadura de alacrdn y algunas enfermedades de la piel, tal es el caso de M.

micrantha en México, M. guaco en Colombia y M. glomerata en Argentina [3-4, 64].

Las LS de éste género, han sido también probadas en diferentes actividades
farmacologicas. La LS 21, aislada de M. cordata, exhibié actividad anti-inflamatoria [69] y la

LS 8 aislada de la misma especie, fue probada en actividad analgésica [70].

Las LS 7, 24-25 obtenidas de M. micrantha fueron probadas en actividades antivirales. La
LS 24 exhibi6 una actividad moderada contra el virus respiratorio sincitial (VRS) (Clso 37.4
uM) y el virus de la parainfluenza de tipo 3 (Clsp 37.4 uM), valores comparables con la

ribavirina, que sirvié como control positivo [44].

Adicionalmente, se reporta la actividad antimicrobiana y antibacterial de las LS 6-9 y
otros derivados, la cual ha sido mas alta en patdogenos gram-positivos que en gram-negativos,

también se probaron sus actividades antifingicas [2,37,71].

Las melampolidas aisladas de M. minima, presentaron actividad citotoxica, cuando se
probaron en la linea P-388 de linfoma de ratén, y en las lineas celulares humanas de A-549
(carcinoma de pulmon) y HT-29 (carcinoma de colon) [22]. Las LS 6-7, al igual que otras LS

del género Mikania, fueron indicadas como inhibidores del ADN polimerasa [2].
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En general, se ha demostrado que las LS aisladas del género Mikania, exhiben actividad
antiviral, citotoxica, anti-inflamatoria, antialérgica, antibacterial, antifiingica, antiprotozoaria,

insecticida y tripanocida, entre otras [2,37].

3.3. Conformacion de las germacra 1-(10),4-diendlidas de Mikania

La naturaleza del doble enlace cis,trans, de los anillos ciclodecadienos, tiene una fuerte
influencia para poder determinar sus conformaciones [72]. Para lo anterior, y con el objetivo
de describir las diferentes conformaciones de los ciclodecadienos, Samek y Harmatha [73],
propusieron una nomenclatura para determinar tanto la configuracion de los dobles enlaces del

anillo como la conformacion del mismo.

Si se considera una perspectiva ortogonal de los dobles enlaces al plano del macrociclo, se
puede describir la orientacion espacial de los sustituyentes sobre los enlaces dobles C(1)-C(10)
y C(4)-C(5), utilizando la letra D (dos letras D, una por cada doble enlace), y usando supra y

sub-indices a izquierda y derecha de cada una.

De acuerdo a los reportes sobre ésta clase de compuestos, se ha encontrado que las
germacrandlidas lactonizadas 6,7- tienen una conformacion fija en solucion, mientras que las
lactonizadas 7,8- pueden ser mas flexibles y pueden existir en mas de una conformacion. Por
lo anterior, se conoce que las germacra-1-(10)-cis,4-trans-diendlidas pueden existir en cuatro
conformaciones extremas, y en particular, para las micrantolidas son: ['D', °Ds], ['D", sD°],

[1D1a4, 15D5], [1D14, 15D5], como se muestran en la Figura 16 [73].

1n14 (5
['D™ 45D%] [1D14, 15D°] [1D14, °Dg]

Figura 16. Representacion de las 4 conformaciones principales de las 1-(10)-cis-
4-trans-diendlidas
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De acuerdo a lo anterior, y a la orientacion de los grupos sobre los dobles enlaces del
anillo ciclodecadieno, es posible determinar cual es la conformacion preferida para las

melampolidas, especialmente para las micrantdlidas de Mikania.

3.4. Anédlisis de LS por CLAR-DAD

Varios estudios usando la cromatografia liquida de alta resolucion empleando un detector
de arreglo de diodos (CLAR-DAD), se han realizado para detectar o cuantificar LS reportadas
en algunos géneros de la familia Asteraceae. LS de los géneros Parthenium, Arnica,
Melampodium, Tanacetum, Ambrosia, Scalesia y Neuroleana, han sido analizadas por esta
metodologia. LS tipo germacrandlidas, guayanolidas, pseudoguayandlidas, xantanolidas,
melampolidas, furanoheliangdlidas y eudesmanodlidas, son los mads cominmente estudiadas

utilizando la técnica de CLAR [74-76].

Sin embargo, del género Mikania, existe un unico reporte utilizando CLAR, donde los
autores realizaron un analisis comparativo de LS presentes en 3 poblaciones de M. cordifolia

colectadas en Brasil, en este estudio se detectaron LS tipo melampolidas [77].

En esta investigacion, se aislaron y caracterizaron las LS 1-15, de diferentes poblaciones
de M. micrantha y M. cordifolia, las cuales sirvieron de referencia para el estudio por CLAR-

DAD.
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4. JUSTIFICACION

La presente investigacion experimental constituird una contribucion significativa al
conocimiento de la composicion quimica de un grupo de plantas de importancia y de amplia
reproduccion en varias partes del mundo, y que tiene incidencia en las areas del conocimiento
y conservacion de los recursos naturales, y en el area de la busqueda de nuevos productos

naturales con posible interés terapéutico.

5. HIPOTESIS

Considerando que algunas especies del género Mikania (familia Compositae) se
reproducen abundantemente en todo el mundo y que producen diversos constituyentes
quimicos, y que potencialmente estas substancias puedan tener interés terapéutico, es plausible
que el estudio quimico de M. micrantha, M. cordifolia y M. houstoniana, permita el
aislamiento y la determinacion de la estructura molecular de nuevos metabolitos secundarios
cuya bioevaluacion como agentes citotoxicos y anti-inflamatorios permita ponderar su

actividad biolégica.
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6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Generar conocimiento cientifico original referente a los constituyentes quimicos presentes
en diferentes poblaciones de Mikania micrantha, M. cordifolia, y de una poblacion de M.
houstoniana y sus propiedades bioldgicas, para comparar los resultados obtenidos con la de

otras colectas de estas especies estudiadas en diferentes partes del mundo.

6.2. Objetivos especificos

e Compilar la informacion quimica y biologica relacionada con las especies vegetales del

género Mikania y grupos de plantas taxondmicamente relacionados.

e Extraer, aislar y caracterizar estructuralmente los productos naturales presentes en las
especies vegetales seleccionadas, mediante la aplicacion de los procedimientos

experimentales en quimica orgénica.

e Llevar a cabo evaluaciones biologicas que permitan ponderar la bioactividad de las
substancias puras como agentes citotoxicos, empleando el método de la sulforrodamina
B contra seis lineas celulares de cancer humano; y la actividad anti-inflamatoria

usando el modelo de edema de oreja de raton con ATF.
e Comparar los resultados quimicos y biologicos obtenidos con los resultados

informados a partir de otros vegetales del mismo género y contextualizar los mismos

en el ambito de la investigacion de los productos naturales bioactivos.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS
7.1. Seleccion de las especies de Mikania

Para continuar con el estudio sobre LS, realizado por el grupo de investigacion [78-81], se
propuso investigar a tres especies del género Mikania, colectadas en 13 poblaciones de
Meéxico. Es asi, como M. micrantha fue colectada en 4 poblaciones del Pacifico: Chiapas,
Michoacan, Oaxaca y Guerrero; y en 5 poblaciones del Golfo: Nuevo Padilla, Abasolo y
Tampico en el estado de Tamaulipas, Tuxpan en Veracruz y Huimanguillo en Tabasco. M.
cordifolia fue colectada en los estados de Michoacén, Guerrero y Chiapas. M. houstoniana fue

colectada en Catemaco, Veracruz.

El objetivo principal de esta investigacion fue aislar y caracterizar las LS y comparar el
contenido metabdlico de cada poblacion, al igual que evaluar las propiedades citotoxicas y
anti-inflamatorios de las LS aisladas. Dado los antecedentes y las investigaciones previas, la

seleccion de las especies se hizo con base en un criterio quimiotaxénomico.

Todos los compuestos aislados fueron caracterizados. La identificacion de los compuestos
conocidos se hizo con base en sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas reportadas en la
literatura o por comparacion con muestras auténticas disponibles en el laboratorio. La
caracterizacion de los compuestos nuevos se realizd mediante el analisis de sus propiedades
fisicas y por métodos espectroscopicos y espectrométricos. Los resultados se discuten a

continuacion.

7.1.1. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de Mikania micrantha de Chiapas

El estudio quimico de las diferentes fracciones del extracto polar, permitiod la obtencion de
la nueva LS 8-epi-mikanokriptina (1) y de la LS achalensolida (4) [82-83], junto con los
compuestos conocidos acetil B-amirina (16) [84], lupeol (17) [85] y estigmasterol (18) [86]
(Diagrama 1).
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Diagrama 1. Compuestos obtenidos de M. micrantha colectada en Chancala, Chiapas

El compuesto 1 fue obtenido como un s6lido dpticamente activo. En el espectro de masas
(EM-IE") se observé el ion molecular en m/z 262 (Espectro 1). Su formula fue establecida por
EM-ARFAB™ como C;sHsO; (calculado para C;sH;9O4 263.1281 [M+H]", encontrado
263.1283). El espectro de IR (Espectro 2), exhibié bandas de grupo hidroxilo (3391 cm™), de
un grupo carbonilo correspondiente a una y—lactona o, B-insaturada (1759 ¢cm™), y un grupo
carbonilo adicional (1700 cm™). Estos datos sugirieron la presencia de una LS y esta fue
confirmada por el espectro de RMN °C (Espectro 3), el cual mostro 15 sefiales de carbono.
Estas sefiales fueron asignadas por DEPT (Espectro 4), a dos metilos, tres metilenos (uno
vinilico, correspondiente a un grupo exometileno), cinco metinos y cinco carbonos
cuaternarios (dos carbonilos y tres carbonos vinilicos tetrasustituidos). Esto indic6 la presencia

de un esqueleto correspondiente a una LS tipo guayanolida.
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El espectro de RMN 'H de 1 (Espectro 5), mostro las sefiales correspondientes a los
hidrogenos del doble enlace exociclico, a oy 6.56 (1H, d, J = 2.8 Hz) asignado a H-13a y &y
5.85 (1H, d, J = 2.4 Hz) asignado a H-13b. También exhibi6 desplazamientos a oy 4.94 (ddd, J
= 8.4, 84, 6.0 Hz) y a &y 3.49 (dddd, J = 6.0, 2.8, 2.8, 2.4 Hz), asignados a H-8 y H-7,
respectivamente. Consecuentemente el espectro de COSY '"H-'H, mostré acoplamientos entre
el H-7 (ou 3.49), H-6, H-8 y H-13a,b y entre H-1 (6u 3.01), H-2a,b y H-10 (Figura 17). El
analisis de HMBC mostro correlaciones entre Hs-15 (8 1.87) y C-3, C-4 y C-5, localizando la
enona a,B-insaturada; y correlaciones entre H-8 (op 4.94) y C-6, C-7, C-11, y C-12,

estableciendo el anillo del cierre de la lactona hacia C-8 (Figura 17).

Figura 17. Principales interacciones COSY 'H-'H y HMBC de 1

Finalmente, los experimentos NOESY de 1 (Espectro 6) (Figura 18) revelaron
interacciones entre H-7 y H-8 y H-6; entre H-8 y H-1; y entre H-1 y H-10. Estas interacciones
indicaron que estos hidrogenos estan del mismo lado, siendo consistente con la fusion cis del

anillo y-lactona, deducido desde las constantes de acoplamiento entre H-7 y H-13a,b (J7,3 <3

Hz) [77].

Figura 18. Principales interacciones NOESY de 1
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La curva de DC del compuesto 1 exhibid un efecto Cotton con un pico negativo en la
region n-n* (Amax 267 nm, Ag -0.78) y un fuerte efecto Cotton positivo en la region m-n* (Amax
215 nm, Ae +28.4), la cual soporta evidencia para la fusion cis del anillo de lactona para la 8-
epi-mikanokriptina (1) de acuerdo a la regla de Stocklin-Waddell-Geissman [87]. La
configuracion relativa fue confirmada por difraccion de Rayos-X de los cristales, y la
configuracion absoluta fue determinada por comparacion de los espectros de las curvas de DC
experimental y teorico (calculado considerando H-7a) (Figura 19) obteniendo un alto grado de
correlacion entre ellos, por lo tanto, la configuracion absoluta para la 8-epi-mikanokriptina se
determind como se muestra en la estructura por difraccidon de Rayos-X (Figura 20) y es la

formula 1.

Figura 19. Curva de DC experimental (en negro) y calculada (en rojo) para 1

Figura 20. Estructura por Rayos-X de la 8-epi-mikanokriptina (1)
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La LS Achalensoélida (4), se aislo por primera vez el género Mikania. Su caracterizacion
se llevo a cabo por comparacion de sus constantes fisicas y espectros de RMN 'H y RMN *C
(Espectros 13 y 14, respectivamente), con los reportes previos desde Stevia achalensis y

Decachaeta thieleana Liebigs [82-83].

7.1.2. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Michoacan

Del fraccionamiento del extracto polar, se aislaron y caracterizaron las LS conocidas
dihidromikandlida (7) [20], desoximikandlida (8) [20], miscandenina (9) [20] y la 15-O-4'-
hidroxi-metacril-micrant6lida (10) [49], adicional al estigmasterol (19) [86] (Diagrama 2).

Diagrama 2. Compuestos obtenidos de M. micrantha colectada en Paracuaro, Michoacan

La elucidacion estructural de las LS, se realiz6 por comparacion de los espectros de RMN
'H (Espectro 19) y RMN "C (Espectros 20) para 7, RMN 'H (Espectro 21) y RMN "C

Espectro 22) para 8, RMN 'H (Espectro 23) y RMN Bc (Espectro 24) para 9, RMN 'H
P p P y
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(Espectro 25) y RMN °C (Espectro 26) para la LS 10, con los datos espectroscopicos
previamente reportados [20,49].

7.1.3. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Oaxaca

El andlisis quimico de M. micrantha colectada en Dos Caminos, Oax. permitio el
aislamiento de los compuestos acetil B-amirina (16), lupeol (17), estigmasterol (19), y el B-D-
glucopiranosido de estigmasterilo (20) [88], junto con las melampdlidas 15-O-4'-hidroxi-
metacril-micrantolida (10) [23,49], 15-O-2'-hidroxi-isobutiril-micrantolida (11) [23,49], 15-O-
3'-cloro-2'-hidroxi-isobutiril-micrant6lida (12) [23,49], 15-O-4'-hidroxi-metacril-14-acetoxi-
micrantolida (13) [23,49] y la 15-O-3'-hidroxi-isobutiril-micrantolida (14) [89-90], y la
guayanolida xerantolida (5) [91-92] (Diagrama 3).

Extracto CH,CIl,/MeOH

Fraccién 6 Fracciéon 7 Fraccién 8

fraccionamientos
secundarios, CPP
fraccionamientos
secundarios, CPP
fraccionamientos
secundarios, CPP

Xerantolida (5)

R,0O R; Ry
10 H 4'-OH Mac
Ry R 14 H 3-OH i But

12 H 3'-Cl-2’-OH j But
13 Ac 4°-OH Mac
11 H 2-OHiBut

Diagrama 3. Compuestos obtenidos de M. micrantha colectada en Dos Caminos, Oaxaca
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Para determinar las estructuras de las LS obtenidas, se realiz6 la comparacion de los
espectros de RMN 'H (Espectro 15) y RMN "°C (Espectros 16) para 5, con datos reportados
previamente y se aisl6 como un nuevo constituyente del género Mikania. La LS 10, fue
comparada con muestra auténtica disponible en el laboratorio. Los espectros de RMN 'H
(Espectro 27) y RMN °C (Espectros 28) para 11, RMN 'H (Espectro 29) y RMN "“°C
(Espectro 30) para 12, RMN 'H (Espectro 31) y RMN °C (Espectro 32) para 13, fueron
comparados con reporte previos [23]. Debido a que no hay reportes previos en la literatura
cientifica de la LS 14, sus espectros de RMN 'H (Espectro 33) y RMN "°C (Espectro 34)

fueron comparados con datos previos reportados en una tesis doctoral [90].

7.1.4. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Guerrero

Del analisis quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha colectada en Paraiso, se
obtuvieron los triterpenos acetil B-amirina (16), lupeol (17), estigmasterol (19) y el B-D-

glucopiranosido de estigmasterilo (20); junto con 5, como unica LS (Diagrama 4).

Diagrama 4. Compuestos obtenidos de M. micrantha colectada en Paraiso, Guerrero
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7.1.5. Estudio quimico de M. micrantha de Nuevo Padilla, Tamaulipas

Con el objetivo de buscar una metodologia mas expedita para el analisis por CLAR-DAD
y posterior aislamiento y purificacion de las LS, se decidio realizar dos extracciones al mismo
material vegetal de cada poblacion, inicialmente con CH,/Cl, y seguido con CH,/Cl,/MeOH.
El extracto de CH,/Cl, se fracciond por CC, 5 fracciones de éste extracto fueron analizadas
por CLAR-DAD, como se indica en la Seccién 7.3. Luego cada fracccion fue purificada,
aislando y caracterizando las LS mikanolida (6) [19-20,40], dihidromikanélida (7) y
desoximikanolida (8). Del extracto total se aislo el estigmasterol (19) y el B-D-

glucopiranosido de estigmasterilo (20) (Diagrama 5).

Los compuestos fueron identificados por comparacion con muestras auténticas

disponibles en el laboratorio.

7.1.6. Estudio quimico de M. micrantha de Abasolo, Tamaulipas

Al material vegetal se le realizd el mismo procedimiento descrito en la seccion 7.1.5. El
extracto de CH,/Cl, se fracciono por CC, 6 fracciones de éste extracto fueron analizadas por
CLAR-DAD, como se indica en la Seccion 7.3. Las fracciones fueron puririficadas y se
obtuvieron las LS mikanoélida (6), dihidromikanolida (7) y desoximikandlida (8). Del extracto
CH,/Cl,/MeOH se aisl6 el estigmasterol (19) y el B-D-glucopiranésido de estigmasterilo (20).
(Diagrama 5).

Los espectros de RMN 'H (Espectro 17) y de RMN "*C (Espectro 18) de la LS 6,
fueron comparados con datos espectroscopicos reportados en la literatura [19-20,40]. Los

demas compuestos, con muestras auténticas disponibles en el laboratorio.
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Diagrama 5. Compuestos obtenidos de M. micrantha colectada en
Nuevo Padilla y Abasolo, Tamaulipas

7.1.7. Estudio quimico de M. micrantha de Tampico, Tamaulipas

Al material vegetal se le realizd el mismo procedimiento descrito en la seccion 7.1.5. El
extracto de CH,/Cl, se fracciono por CC, 5 fracciones de éste extracto fueron analizadas por
CLAR-DAD, como se indica en la Seccion 7.3. Posteriormente, cada fraccion se purifico y se
aislaron y caracterizaron las LS mikandlida (6) y dihidromikandlida (7). Del extracto
CH,/Cl,/MeOH se aislo el estigmasterol (19) y el B-D-glucopirandsido de estigmasterilo (20)

(ver estructuras en Diagrama 5).

Los compuestos fueron identificados por comparacidén con muestras auténticas

disponibles en el laboratorio.
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7.1.8. Estudio quimico de M. micrantha de Tuxpan, Veracruz

Al material vegetal se le realiz6 el mismo procedimiento descrito en la seccion 7.1.5. El
extracto de CH,/Cl, se fraccioné por CC y 5 fracciones de éste extracto fueron analizadas por
CLAR-DAD, como se indica en la Seccion 7.3. La purificacion de las fracciones estudiadas
por CLAR permiti6 aislar y caracterizar las LS mikanélida (6) y dihidromikanélida (7). Del
extracto CH,/Cl,/MeOH se aislo el estigmasterol (19), unicamente (ver estructuras en

Diagrama 5).

Los compuestos fueron identificados, comparandolos con muestras auténticas disponibles

en el laboratorio.

7.1.9. Estudio quimico de M. micrantha de Huimanguillo, Tabasco

Al material vegetal se le realizd el mismo procedimiento descrito en la seccion 7.1.5. El
extracto de CH,/Cl, se fracciond por CC y 2 fracciones de éste extracto fueron analizadas por
CLAR-DAD, como se indica en la Seccion 7.3. Durante el fraccionamiento del extracto
CH,/Cl, se aisldé y caracterizd la guayanolida mikanokriptina (3) [45-46]. Después, las
fracciones analizadas por CLAR, fueron purificadas y se obtuvo 3 mg de 3. Del extracto
CH,ClL,/MeOH se aisl6 el estigmasterol (19) y el B-D-glucopiranosido de estigmasterilo (20)
(Diagrama 6).

Los espectros de RMN 'H (Espectro 11), RMN "*C (Espectro 12) y las constantes fisicas

de la LS 3, fueron comparados con datos reportados en la literatura.
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Diagrama 6. Compuestos obtenidos de M. micrantha colectada en Huimanguillo, Tabasco

7.1.10. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de Mikania cordifolia de Michoacan

Del fraccionamiento del extracto polar, se caracterizaron las LS 11HB-11,13-
dihidromicrantolida (2), la cual se aisl6 como un nuevo producto natural; las melampolidas
conocidas 10-14 y la micrantélida (15) [23,49], junto con la acetil B-amirina (16) y B-sitosterol
(18) (Diagrama 7).

Las LS 10-14, se caracterizaron por comparacion con muestras auténticas disponibles en

el laboratorio. Para LS 15, se compararon sus espectros de RMN "H (Espectro 35) y RMN Be
(Espectro 36), con los reportes de la literatura [49].
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Diagrama 7. Compuestos obtenidos de M. cordifolia colectada en Reyes de Salgado,
Michoacéan

La LS 2 fue obtenida como una sustancia Opticamente activa y su formula molecular fue
establecida como C;sH»,04 por el espectro de EM-ARFAB (calculado para C;sH;,04
266.1510; encontrado 266.1518). El espectro de IR (Espectro 7) mostré absorciones de grupo
hidroxilo (3605, 3432 cm™), de grupo carbonilo de y-lactona a,p-insaturada (1767 cm™). El
analisis del espectro de RMN *C (Espectro 8), junto con los experimentos de DEPT y HSQC,
mostraron la presencia de 15 sefiales que correspondieron a un metilo, seis metilenos, cinco
metinos y tres carbonos cuaternarios. El espectro de RMN 'H (Espectro 9) confirmé estas
asignaciones, debido a la presencia de un doblete a oy 1.27 (3H, d, J = 7.0 Hz) asignado a H-
13yaon2.27 (1H, dg, J=11.5, 7.0 Hz) asignado a H-11. Una sefial a &y 1.91 (1H, dddd, J =
11.5, 7.0, 4.5, 4.0 Hz) asignado a H-7 y a o43.9 (m) asignado a H-8. Los experimentos de

COSY 'H-"H confirmaron las correlaciones entre H-2 — H-1 — H-14 y entre H-5 — H-6 —
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H-7 — H-8 — H-9 del sistema spin de las germacra-1(10),4-dienolida y las interacciones entre
H-7 —» H-11 — H-13 del anillo de lactona (Figura 21). Por HMBC se observaron las
correlaciones de los hidrogenos H-14a,b oy 4.13 (2H, d, J = 12.0 Hz) con los carbonos a d¢

139.1 (C-10), a ¢ 127.5 (C-1), y a d¢c 30.9 (C-9), y la correlacion de los hidrégenos H-11 y H-
13 con el carbono a d¢ 51.5 (C-7) (Figura 21).

14 _OH
(1l — 'H-TH cosY
2 8 0
O ~\:HMBC
=
6 g‘H 13

HO

Figura 21. Principales interacciones COSY 'H-'"H y HMBC de 2

La configuracion E del doble enlace entre C(1)-C(10) de 2, fue definida por las
correlaciones observadas en NOESY (Espectro 10), entre H-1 y H-14 (Figura 22), la relacion
syn entre H-7 y H3-13 fue determinada por el NOESY entre estos hidrogenos, y la interaccion
observada entre H-8 y H-11 determind la fusion ¢rans de la lactona. Adicionalmente, también

fueron observadas las interacciones entre H-1 y H-2 y H-14a; y H-5 con H-7, H-9 y H-2.

Por lo anterior, este compuesto fue designado como 11HB-11,13-dihidromicrantélida (2).

Considerando la orientacion a del H-7 (como en todas las LS provenientes de la familia
Asteraceae de configuracion absoluta conocida), la configuracion absoluta mas probable para

2 esta descrita en la Figura 1.
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Figura 22. Principales interacciones NOESY de 2
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7.1.11. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de M. cordifolia de Guerrero

Las melampdlidas 10-14 [22,26-27], junto con los triterpenos acetil B-amirina (16), lupeol
(17) y B-sitosterol (18), se obtuvieron desde el estudio quimico del extracto polar de M.

cordifolia colectada en Lagunillas, Guerrero (Ver estructuras en Diagrama 7).

7.1.12. Estudio quimico del extracto CH,Cl,/MeOH de M. cordifolia de Chiapas

La acetil-B-amirina (16), lupeol (17) y B-sitosterol (18), junto con las LS 10-14, fueron
obtenidas del fraccionamiento del extracto de CH,CL,/MeOH de M. cordifolia, colectada en

Chancala, Chiapas (Ver estructuras en Diagrama 7).

7.1.13. Estudio de los extractos de CH.Cl, y CH,Cl,/MeOH de M. houstoniana de
Catemaco, Veracruz

Con el fin de obtener mas informacion sobre el contenido metabolico en otras especies de
Mikania, fue posible obtener una poblacion de M. houstoniana colectada en Catemaco,
Veracruz. El andlisis quimico de este material permitio establecer la presencia de la acetil-p3-
amirina (16) y estigmasterol (19) en ambos extractos, y del extracto mas polar se obtuvo B-D-
glucopiranosido de estigmasterilo (20) (Ver estructuras en Diagramas 1 y 4). Debido a que no
se aislaron LS en esta especie, se podria considerar que pertenece a la seccion Summikania, tal
como se habia mencionado anteriormente [11-12].
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7.2. Analisis conformacional de las melampdlidas 2, 10-15

Para determinar la conformacion preferida de los compuestos 2, 10-15, se analizaron los
datos espectroscopicos por RMN 'H y RMN °C, los cuales se relacionaban muy
estrechamente entre si, observando sélo diferencias en la cadena del éster (sobre C-15). Por lo
anterior, se llevaron a cabo experimentos a temperatura variable (50°C) con la LS 10 (debido a
la pequena cantidad y la inestabilidad de las otras melampdlidas). Se analizaron los espectros

de RMN 'H (Espectro 37), RMN °C (Espectro 38) y NOESY (Espectro 39).

Los experimentos NOESY, permitieron observar claramente interacciones entre el H-6a y
H-5, entre H-15 y H-6f, y entre H-1 y H-14 (Figura 23); por lo tanto, el andlisis establecio la
conformacién ['D'*, '°Ds] para la LS 10 (una de las cuatro conformaciones extremas de las
germacra-1(10),4-dien6lidas como se mostr6 en la Figura 16) y éste arreglo fue confirmado

por las interracciones observadas entre H-14 and H-4' (Figura 23).

4
15,_\

1

a

6

~_ "

Figura 23. Principales interacciones NOESY de la 15-0-4'-hidroxi-metacril-micrantolida (10)

La energia minima relativa de los cuatro conféormeros extremos de la 15-0-4'-hidroxi-
metacril-micrantolida (10) (Figura 24a-24d) fue calculada usando el método de la Mecanica
Molecular (MM+) y la comparacion de estas energias relativas sefialé que la conformacion
['D', '°Ds] fue la mas estable para 10 (Figura 24a), la cual estuvo en concordancia con las

correlaciones observadas por NOESY.
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24a 1D 15D),] 24h D ..D54p [1D*, D5]  24c[.D...15D.1

..D5T 24c1.D.,. 15D 1 24d 1D DAY [,Dy4, 15D%]

Figura 24. Energia minima relativa (MM+) para los cuatro conformeros de 15-O-4'-
hidroxi-metacril-micranté6lida (10) (24a-24d)
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De acuerdo a los resultados, y considerando las similitudes entre los datos de RMN 'H y
RMN "°C para las melampoélidas aisladas, se puede concluir que la conformacién inferida para
10 es es el mismo arreglo para todas las melampolidas aisladas en esta investigacion (2, 11-
15).

La conformacion preferida ['D', 1°Ds] para las micrantélidas (2, 10-15) de Mikania,
fue diferente con el arreglo [1Di4, "Ds] previamente determinado para las 6a-acetoxi-cis-
1(10)-trans-4-germacradien-11aH-dihidro-8p,12-6lida, schkuhri6lida (14-oxo-60-hidroxi-cis-
1(10)-trans-4 germacradien-8f3,12-6lida) [80,93] y 8a,15-diacetoxi-14-hidroxi-cis-1(10)-trans-
4-germacradien-6a,12-6lida [22]. Esta diferencia indica que el anillo de cierre de la lactona
hacia C-8B o C-60, provoca un cambio en la disposicion espacial de la melampdlida, en
particular para el doble enlace C(1)-C(10). Estos resultados demostraron que los cambios
estructurales menores en el esqueleto, pueden resultar en grandes cambios en las preferencias

conformacionales del anillo ciclodecadieno.
7.3. Analisis por CLAR-DAD de las LS de Mikania

Con el fin de realizar analisis comparativos de diferentes poblaciones de M. micrantha y
M. cordifolia de manera expedita, se decidi6 establecer un procedimiento especifico para
determinar los perfiles de cromatograficos y tiempos de retencion diferenciados por CLAR-

DAD de las LS aisladas en el transcurso de la presente investigacion.

Es asi como las LS 1-15 (Figura 1), fueron analizadas de acuerdo a las condiciones
descritas en la seccion experimental (8.5). En las Figuras 25 y 26 se muestran los perfiles

cromatograficos de estas y los tiempos de retencion (77) en la Tabla 1.
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2y 15

Figura 25. Perfil cromatografico para las LS 1, 3-10

10y 11

14

12
13

Figura 26 . Perfil cromatografico para las LS 2, 10-15
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Tabla 1. Tiempos de retencion por
CLAR de las LS de Mikania

LS T: (min)
1 8.5
2y 15 6.9
3 9.6
4 25.5
5 28.8
6 17.4
7 16.3
8 12.4
9 32.4
10y 11 20.8
12 30.5
13 31.0
14 19.0

Una vez desarrollado el método cualitativo por CLAR-DAD, se procedié a analizar el
extracto de diclorometano de 5 poblaciones de M. micrantha, 3 de ellas colectadas en
Tamaulipas, Nuevo padilla, Abasolo y Tampico, una en Tuxpan (Veracruz) y otra en
Huimanguillo (Tabasco). Los extractos fueron fraccionados y se inyectaron en total 23
fracciones. Todas las LS presentes en estas poblaciones fueron comparadas con los tiempos de

retencion y espectros UV de los estandares previamente analizados.

De Nuevo Padilla fueron analizadas 6 fracciones, de Abasolo, Tampico y Tuxpan se
analizaron 5 fracciones de cada poblacion y de Huimanguillo, Tabasco 2. En general, se
detectd la presencia de las germacrolidas 6-9, y la guayandlida 3, Unicamente. La LS 6 (T,
17.4), fue la mas comun en las poblaciones analizadas de Tamaulipas y la de Veracruz. La LS
7 (Tr 16.3) se detect6 en las poblaciones de Nuevo Padilla, Abasolo y Tampico; mientras que
8 (Tr 12.4) fue mas frecuente en Nuevo Padilla y Abasolo y en proporciones mds bajas en

Tampico y Tuxpan; la miscandenina (9) (T, 32.4) estuvo presente en muy bajo porcentaje en
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Nuevo Padilla, Abasolo y Tuxpan, méas no se detectd en Tampico y Huimanguillo. La
guayandlida 3 (T, 9.6), fue el mayor componente en Huimanguillo. Las demas LS no fueron

detectadas (Tabla 2).

Tabla 2. Presencia/ausencia de LS de M. micrantha
analizadas por CLAR-DAD

LS 3 6 7 8 9
Poblacion
Nuevo Padilla ND D D D D
Abasolo ND D D D D
Tampico ND D D D ND
Tuxpan ND D ND D D
Huimanguillo D ND ND ND ND

*D:detectada; ND: no detectada

Luego estas fracciones fueron purificadas por CC (ver resultados en secciones 7.1.5 a

7.1.9; y seccion experimental 8.3.5 a 8.3.9).

7.4. Ensayos biologicos de las LS aisladas de Mikania
7.4.1. Determinacion de la actividad citotoxica

Las LS 1, 3-14, fueron evaluadas empleando el ensayo colorimétrico de la sulforrodamina
B [94], en seis lineas celulares de cancer humano. Los resultados de los porcentajes de

inhibicion de la proliferacion celular, se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Porcentaje de la inhibicion de la proliferacion
celular de las LS 1, 3-14 en lineas celulares humanas de
cancer (a 25 pg/mL).

% de inhibicion del crecimiento por la linea celular

Compuesto U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
SNC Proéstata Leucemia Colon Pecho  Pulmén

1 100  88.3 54.3 90.5 99.7 100
3 100  86.4 52.3 88.6 99.1 100
4 100 80.5 17.0 92.8 100 98.9
5 100 822 20.0 89.3 100 100
6 100 755 50.0 85.2 98.2 96.7
7 100 88.5 52.9 93.2 100 100
8 100 100 84.9 100 100 100
9 100 100 78.7 98.3 100 100
10 100 413 63.8 90.4 100 81.3
11 100 425 40.5 96.9 100 44.7
12 100 100 99.7 81.0 61.7 88.1
13 100 7.5 sa 85.0 39.0 29.5
14 sa sa sa 3.5 sa Sa

*(s.a.= sin actividad)

Para evaluar la capacidad citotoxica de los compuestos probados en las pruebas
preliminares, se realizaron curvas de dosis respuesta obteniendo asi el valor de la
concentracion necesaria para inhibir al 50 % la proliferacion de las células cancerosas (Clsp).
Se seleccionaron las LS 1, 3-12, las cuales mostraron mejor respuesta en tres lineas celulares
cancerosas U251 (sistema nervioso central), MCF-7 (pecho) y SKLU-1 (pulmon). Los valores

obtenidos de Clsg se encuentran consignados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Clso (uM) de LS de Mikania

Compuesto U251 MCEF-7" SKLU-1¢
1 7.8+£0.2 5.8+04 4.9+0.3
3 5.7+0.7 6.3+0.5 42+0.3
4 9.5+0.8 9.5+0.8 7.6+0.3
5 59+04 7.0+04 7.1+04
6 12.8+1.2 12.8+0.9 6.3+0.6
7 7.5+0.7 52+0.5 54+0.3
8 57+04 2.9+0.06 39+0.2
9 2.1£0.1 33+£0.2 1.9+0.1
10 72+0.7 8.9+0.7 6.9+0.5
11 16.9+1.6 255+14 22.1+1.3
12 14.0+1.2 144 £0.5 13.1+£1.2

Helenalina® 0.43 £0.02 0.19+0.03 0.21 £0.02

“Sistema Nervioso Central. "Pecho. “Pulmén. “Control positivo.

Un analisis comparativo indicd que las potencias antiproliferativas de estos compuestos
pueden estar mediadas por sus caracteristicas especificas estructurales. El grupo hidroxilo en
C-6 de la 8-epi-mikanokriptina (1) incrementa su potencia en las tres lineas celulares
tumorales (U251: 7.8 + 0.2 uM, MCF-7: 5.8 £ 0.4 uM y SKLU-1: 4.9 = 0.3 uM) comparado
con 4 (U251: 9.5 £ 0.8 uM, MCF-7: 9.5+0.8 uM y SKLU-1: 7.6 = 0.3 uM). La ausencia del
doble enlace exociclico y la presencia de un epoxido adicional [C(2)-C(3)] en 7 decrece esta
actividad (U251: 7.5 = 0.7 uM, MCF-7: 5.2 £ 0.5 uM y SKLU-1: 5.4 £ 0.3 uM) cuando es
comparado con 8 (U251: 5.7 £ 0.4 uM, MCF-7: 2.9 +£ 0.06 uM y SKLU-1: 3.9 £0.2 uM). Por
otro lado, el anillo oxepina en 9 incrementa su actividad en las lineas U251 y SKLU-1 (2.1 £+
0.1 uM y 1.9 £ 0.1 uM, respectivamente) comparado con 7 y 8. La funcidon hidroximetacrilato
en 10 confiere mejor actividad en las tres lineas comparadas con 11 y 12, los cuales contienen

una funcidn isobutirato, ya sea con un grupo hidroxilo adicional (11) o un grupo cloro (12).

De acuerdo a los resultados obtenidos para las LS de Mikania sugieren que la presencia de

dobles enlaces, y algunas veces, la presencia de un oxigeno o un grupo y-lactona-o-metileno,
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hacen una contribucion significativa a la actividad biologica. La Helenalina (Figura 3a), un
doble aceptor de Michael, se utilizd6 como control positivo, ya que es una conocida LS

citotoxica.

Los resultados encontrados en las LS probadas, fueron similares con los reportados para

las melampdlidas aisladas de Mikania minima [22] probadas en diferentes lineas de cancer.

7.4.2. Determinacion de la actividad anti-inflamatoria

Las LS 1, 4, 7-13 fueron evaluadas en el modelo de edema en oreja de raton inducido
con ATF [95], como agentes anti-inflamatorios, encontrdndose actividad marginal. Sin
embargo, las melampolidas 10-13 mostraron mejor actividad que las LS 1, 4, 7-9, en
comparacion con la Indometacina (83.7%), la cual fue usada como farmaco de referencia. Los
datos encontrados estan reportados en la Tabla 5 y representan el promedio de cuatro animales

+ el error estandar de la media (x+EEM). p < 0.05 (*) y p < 0.01 (*) se consideran

significativamente diferentes respecto al control.

Tabla 5. Porcentajes de inhibicion
(1uMol/oreja) de LS de Mikania

Compuesto % de Inhibicion

1 27.2
4 12.4
7 9.9
8 10.7
9 7.9
10 37.5%
11 39.9*
12 33.5%
13 35.5%
Indometacina 83.7
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8. SECCION EXPERIMENTAL

8.1. Materiales y equipos

La separacion y purificacion de los constituyentes quimicos de las especies de Mikania se
realizd por cromatografia en columna (CC) empleando como fase estacionaria gel de silice
(Si0;) 70-230 y 230-400 ASTM, la cromatografia en capa fina preparativa (CCFP) empleando
cromatofolios TLC silica gel 60 Fys4 (Merck) y cromatoplacas de silice gel 60 Fys4 (20x20 cm
y 2 mm de espesor) marca Merck para la cromatografia de placa preparativa (CPP). El andlisis
por cromatografia en capa fina (CCF) se llevo a cabo utilizando cromatofolios de silice gel de
la marca Merck 60 Fs4 (0.20 mm de espesor). Para la deteccion de las sustancias por CCF se
utilizé una lampara UV spectroline ENF-240C ( A 254 y 365 nm), como revelador una
solucion de sulfato cérico amoniacal ((NH4)sCe(SO4)s) al 1% en acido sulftrico 2N. Se
utilizaron solventes como hexano, benceno, acetato de etilo y diclorometano en diferentes
polaridades. Para los puntos de fusion se utiliz6 un aparato Fisher Johns y las mediciones no
fueron corregidas. Los experimentos de rotacion Optica se realizaron en un polarimetro
Perkin-Elmer 341 usando una lampara de sodio 589 nm. Los espectros de UV fueron
obtenidos en un espectrometro Shimadzu UV-160U. Los espectros de dicroismo circular se
determinaron en un espectrometro JASCO J-720. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en
un espectrometro Tensor Bruker FT-IR 27. Los experimentos de RMN-'H y °C, y
bidimensionales (DEPT, HMBC, COSY, NOESY) se realizaron a 25°C y 50°C en
espectrometros: Varian Inova 500 (a 500/125 MHz) y Bruker Avance 111 (400/100 MHz). Los
espectros fueron obtenidos en CDCl;, DMSO vy acetona-ds utilizando tetrametilsilano (TMS)
como estandar interno. Los desplazamiento quimicos fueron expresados en ppm (o). Los
espectros de masas utilizando la técnica de impacto electronico (IE) (a 70 eV) fueron
obtenidos en un espectrometro JEOL JMS-AX505HA y en un JEOL JMX-SX102A4 para la
técnica de ionizacion por bombardeo rapido de atomos (FAB"). El analisis por difraccion de
Rayos X se llevo a cabo en un difractometro automatico Bruker Smart Apex con un detector de

area CCD usando radiacién de monocromada de grafito Mo Ko (A = 0.71073 A).
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8.2. Clasificacion del material vegetal

Las partes aéreas de Mikania micrantha H.B.K. fueron colectadas en diferentes poblaciones

del Pacifico y Golfo de México y fueron depositadas en los Herbarios del Instituto de Ecologia

de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Michoacan, México. Las

partes aéreas de M. cordifolia fueron depositadas en el mismo Herbario. Las partes aéreas de

M. houstoniana, fueron colectadas en Catemaco, Veracruz. El material vegetal fue colectado e

identificado por el M. en B. Angel E. Bravo-Monzon. Para nimeros de deposito y poblaciones

ver Tabla 6.

Tabla 6. Poblaciones y especies estudiadas de Mikania

Especie Poblacion Numero de deposito Herbario
Mikania micrantha Chancala, Chiapas 22686 EBUM
Pacifico de México Paracuaro, Michoacan 20403 EBUM

Dos Caminos, Oaxaca 22689 EBUM

Paraiso, Guerrero Sin deposito
Mikania micrantha Nuevo Padilla, Tamaulipas 196627 IE-Bajio
Golfo de México Abasolo, Tamaulipas 196629 IE-Bajio
Tampico, Tamaulipas 196630 IE-Bajio
Tuxpan, Veracruz 196631 IE-Bajio
Huimanguillo, Tabasco 196628 IE-Bajio
Mikania cordifolia Lagunillas, Guerrero 22696 EBUM
Pacifico de México Los Reyes de Salgado, 22698 EBUM

Michoacan
Chancala, Chiapas

sin deposito

M. houstoniana Catemaco, Veracruz
Golfo de México

sin deposito

8.3. Extraccion, aislamiento y purificacion

Las partes aéreas de cada material vegetal fueron secadas al aire, pulverizadas y extraidas

por maceracion a temperatura ambiente con hexano (por 3 veces, usando 1L por cada 100 g de

material vegetal), una vez extraido el solvente, el residuo del material vegetal seco se sometio

nuevamente a maceracion con CH,Cl,/MeOH (1:1, por 3 veces, usando 1L por cada 100 g de
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material vegetal) por 48 h. Los extractos fueron concentrados a presion reducida. Cada
extracto polar fue adsorbido en gel de silice 1:1. El procedimiento en general se muestra en el
Diagrama 8. Posteriormente, se procedid a separar y purificar como se describe a

continuacion.

Diagrama 8. Procedimiento general para separar, purificar y analizar los MS de

Mikania

8.3.1. Fraccionamiento del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Chancala,
Chiapas

A partir de 0.60 kg de material vegetal, fue obtenido 12 g del extracto de CH,Cl,/MeOH.
Este residuo fue separado por CC usando silice gel (120 g, 230-400 mesh, 9x40 cm), eluyendo
con hexano y mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1-100) y (CH3),CO (100), en orden de
polaridad creciente. Fueron obtenidos 250 eluatos, los cuales fueron seguidos por CCF y
reunidos de acuerdo a su similitud cromatografica en 10 fracciones principales (1-10). Las
fracciones 3, 4 y 5 fueron purificadas por CC para obtener 16 (10 mg), 17 (14 mg) y 19 (20
mg), respectivamente. La fraccion 6 (1.7 g) fue sometida a CC usando silice gel (90 g, 230-

63



400 mesh, 4x30 cm) usando mezclas de solventes n-hexano:AcOEt con incremento de la
polaridad, para obtener 13 subfracciones (6a—6m). La subfraccion 6j (350 mg) fue fraccionada
nuevamente usando silice gel (15 g, 230-400 mesh, 2x30 cm) y eluyendo con un gradiente de
n-hexano:AcOEt con incremento de la polaridad para dar 10 subfracciones (6j1-6j10). La
subfraccion 6j8 (135 mg) fue purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm) usando n-hexano:AcOEt
(1:1, dos eluciones) para obtener 4 (36 mg). La fraccion 7 (1.4 g) fue fraccionada en silice gel
por CC (90 g, 230-400 mesh, 4x30 cm) eluyendo con una mezcla de n-hexano:AcOEt para
obtener 5 subfracciones (7a-7¢). La subfraccion 7d (200 mg) fue purificada por CPP (20x20
cm, 2 mm) usando n-hexano:AcOEt (1:1, una elucion) obteniendo 32 mg del nuevo producto

natural 8-epi-mikanokriptina (1).

8.3.1.1. Analisis espectroscopico y constantes fisicas de 1y 4

8-epi-mikanokriptina (1)

Cristales amarillos (recristalizado de AcOEt:MeOH 1:1)

R¢: 0.44 (n-Hexano/AcOEt 3:7)

Pf:112-114°C

[a]p® +302 (¢ 1.4 x 107, MeOH)

UV (MeOH) Amax(log €) = 239 (4.2) nm

CD (MeOH, Ag) Amax 215 (+28.4), 267 (-0.78), 308 (+0.56) nm.

IR (CHCI3) Vimax. (Espectro 2). 3391 (OH), 1759 (C=0), 1700 (C=0),1643 (C=C) cm’

RMN 'H (400 MHz, CDCLs) (Espectro 5). & 6.56 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-13a), 5.85 (1H, d, J =
2.4 Hz, H-13b), 5.03 (1H, da, J = 2.8 Hz, H-6a), 4.94 (1H, ddd, J = 8.4, 8.4, 6.0 Hz, H-8),
3.49 (1H, dddd, J = 6.0, 2.8, 2.8, 2.4 Hz, H-7), 3.10 (1H, m, H-1), 2.43 (1H, dd, J = 18.8, 6.0
Hz, H-2a), 2.36 (1H, dd, J = 18.8, 2.0 Hz, H-2P), 2.27 (1H, m, H-10), 2.25 (2H, m, H-9), 1.87

(3H, dd, J= 2.0, 0.4 Hz, H-15), 0.78 3H, d, J = 6.4 Hz, H-14).
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RMN 3C (100 MHz, CDCl;) (Espectro 3). & 208.4 (C-3), 169.1 (C-12), 166.9 (C-5), 142.4
(C-4), 136.3 (C-11), 124.1 (C-13), 78.4 (C-8), 70.7 (C-6), 44.7 (C-7), 42.7 (C-1), 38.7 (C-2),
36.2 (C-9),30.9 (C-10), 14.6 (C-14), 8.5 (C-15).

EM-IE" m/z (porcentaje intensidad relativa): 262 [M]" (7), 233 (20), 124 (100), 93 (15), 67
9).

EMAR-FAB® (Espectro 1). m/z: 263.1283 [M + H]  Observado;  Calculado:
263.1281,C5H;90..

Datos cristalograficos por Rayos-X para 1. La estructura fue resuelta por métodos de
refinamiento usando matrices de minimos cuadrados sobre °y el programa SHELXL-97 [96].
El compuesto pertenece al sistema ortorombico con grupo espacial P2,2,2, Z = 4, a =
6.2987(6) A, b = 9.6324(10) A, ¢ = 22.813(2) A, ¥ = 1384.1(2) A®; Deaiea = 1.345 Mg/m’ ;
F(000) = 600, 1z =0.100 mm™.

Espectro DCC para 1. El espectro DCC fue calculado por aproximaciones por TDDFT a un
nivel funcional y base B3LYP/6-31+g(d) usando la estructura optimizada por analisis de

Rayos-X. Los célculos de rotacion se llevaron a cabo usando el paquete Gaussian09 [97].

Achalensolida (4) [82-83]

Cristales amarillos (recristalizados de AcOEt:MeOH 1:1)

R¢: 0.46 (n-Hexano/AcOEt 3:7)

Pf:175-177 C

[a]p? +186.4 (¢ 1.4 x 107, MeOH)

UV (MeOH) Amax(log €) = 238 (2.2) nm

CD (MeOH, Ag) Amax 236 (+11.9), 267 (-0.34), 314 (-1.2) nm.
IR (CHCL3) Vinax 1763 (C=0), 1701 (C=0), 1665 (C=C) cm"
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RMN H (400 MHz, CDCL). (Espectro 13). § 6.41 (1H, d, J = 3.2 Hz, H-13a), 5.72 (1H, d, J
= 2.8 Hz, H-13b), 4.93 (1H, ddd, J = 12.8, 8.4, 2.8 Hz, H-8), 3.53 (1H, ddddd, J = 8.4, 6.4,
4.4,3.2, 2.8 Hz, H-7), 3.0 (1H, dd, J = 5.6, 4.8 Hz, H-1), 2.94 (1H, dd, J = 18.4, 4.4 Hz, H-
601), 2.70 (1H, dd, J= 18.4, 6.4 Hz, H-6pB), 2.43 (1H, dd, J = 18.8, 4.8 Hz, H-2a), 2.23 (1H, dd,
J=18.8, 4.8 Hz, H-2P), 2.33 (2H, ddd, J = 16.4, 6.0, 2.0 Hz, H-9a), 2.29 (1H, ddd, J = 6.4,
4.8, 2.0 Hz, H-10), 1.48 (1H, ddd, J = 16.4, 12.8, 2.0 Hz, H-9p), 1.74 (3H, s, H-15), 0.75 (3H,
d, J= 6.4 Hz, H-14).

RMN *3C (100 MHz, CDCL;). (Espectro 14). § 208.0 (C-3), 169.0 (C-12), 168.3 (C-5), 138.3
(C-11), 138.1 (C-4), 123.6 (C-13), 77.9 (C-8), 42.7 (C-1), 38.4 (C-7), 38.0 (C-2), 36.9 (C-9),
32.0 (C-6), 30.0 (C-10), 14.9 (C-14), 8.3 (C-15).

EM-1E* m/z (% intensidad relativa): 246 [M]" (7), 231 (30), 246 (100), 91 (58), 77 (28).

8.3.2. Fraccionamiento del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Paracuaro,
Michoacan

0.54 kg de material vegetal dio 25.3 g de extracto CH,Cl,/MeOH, el cual fue fraccionado
por CC con silice gel (253 g, 230-400 mesh, 9x40 c¢cm) usando un gradiente de solventes n-
hexano:AcOEt (9:1—-100) y (CH3),CO (100). Se obtuvieron 141 eluatos, los cuales fueron
combinados en 12 fracciones principales (1-12). De la fraccion 5 se obtuvo 19 (15 mg). La
fraccion 7 (1.3 g) fue purificada por CC usando silice gel (80 g, 230-400 mesh, 4x20 cm) y
una mezclas de solventes n-hexano:AcOEt con incremento de la polaridad, para obtener 7
subfraccciones (7a-7g). El compuesto 9 (9 mg), fue obtenido de la subfraccion 7f y el
compuesto 7 (147 mg) de la subfraccion 7g. La fraccion 9 (1.20 g) fue purificada por CC con
silice gel (120 g, 230-400 mesh, 4x40 cm) eluyendo con mezclas de n-hexano:AcOEt con
incremento de la polaridad, donde fueron obtenidos 185 eluatos, los cuales se unieron en 8
subfracciones (9a-9h). Por recromatografia de la subfraccion 9e se purifico el compuesto 8 (30
mg). La fraccion 10 (200 mg) fue purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm) usando AcOEt como

eluyente (dos eluciones) para obtener 10 (4 mg).
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8.3.2.1. Analisis espectroscopico y constantes fisicas de 9, 7y 8

Miscandenina (9) [20]

Sélido cristalino

R¢: 0.58 (n-Hexano/AcOEt 4:6)

Pf: 229-233 °C

IR (CHCls) Umax: 1766 (C=0), 1680 (C=0), 1653 (C=C) cm’’

RMN 'H (500 MHz, CDCls). (Espectro 23). 8 7.53 (1H, d, J = 3.0 Hz, H-3), 6.23 (1H, d, J =
3.0 Hz, H-13a), 6.17 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-2), 5.90 (1H, d, J = 3.0 Hz, H-13b), 4.79 (1H, d, J
= 8.5 Hz, H-1), 4.77 (1H, dd, J = 10.0, 7.0 Hz H-6), 3.99 (1H, ddd, J = 11.0, 8.0, 3.5 Hz, H-8),
3.51 (1H, dd, J = 6.5, 3.0 Hz, H-5), 2.72 (1H, dddd, J = 11.0, 8.0, 4.0, 4.0 Hz, H-7), 2.22 (1H,
dddd, J=12.0, 9.0, 3.0, 3.0 Hz, H- 9a), 1.92 (1H, ¢, J=12.5 Hz, H-9b), 1.31 (3H, s, H-14).
RMN *¥C (125 MHz, CDCls). (Espectro 24). & 170.20 (C-15), 168.80 (C-12), 151.34 (C-
3),138.80 (C-11), 135.42 (C-2), 120.92 (C-13), 119.06 (C-1), 105.71 (C-4), 75.46 (C-6), 74.45
(C-8), 51.24 (C-7), 50.24 (C-5), 39.34 (C-9), 38.77 (C-10), 29.45 (C-14).

Dihidromikandlida (7) [20]

Polvo cristalino blanco

R¢:0.53 (n-Hexano/AcOEt 1:1)

Pf:238-240°C

IR (CHCl) Umax: 1753 (C=0), 1656 (C=C) cm"
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RMN *H (500 MHz, CDCls). (Espectro 19). 8 7.17 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-5), 5.17 (1H, dd, J =
3.5,2.5 Hz, H-6), 4.27 (1H, ddd, J = 7.5, 7.0, 3.5 Hz, H-8), 4.06 (1H, m, H-3), 3.36 (1H, dd, J
= 1.5, 1.5 Hz, H-2), 2.93 (1H, s, H-1), 2.65 (1H, ddd, J= 6.5, 3.5 Hz, H-11), 2.40 (1H, ddd, J =
4.0, 3.5,3.5 Hz, H-7), 2.23 (1H, dd, J = 18, 7.5, H-9a), 2.03 (1H, dd, J = 18.0, 7.0 Hz, H-9b),
1.48 (3H, d, J= 6.5, H-13), 1.15 (3H, s, H-14).

RMN C (125 MHz, CDCL). (Espectro 20). 8 174.6 (C-12), 169.9 (C-15), 145.7 (C-5), 131.6
(C-4), 80.9 (C-6), 77.3 (C-8), 58.4 (C-1), 57.4 (C-10), 54.9 (C-2), 54.0 (C-7), 50.8 (C-3), 43.2
(C-9), 42.1 (C-11), 21.3 (C-14), 13.6 (C-13).

Desoximikandlida (8) [20]

Polvo cristalino amarillo

R¢: 0.56 (n-Hexano/AcOEt 35:65)

Pf: 196-198°C

IR (CHCls) max: 1760 (C=0), 1660 (C=C) cm™

RMN H (500 MHz, CDCL). (Espectro 21). & 7.19 (1H, s, H-5), 6.51 (1H, dd, J = 3.5, 1.0
Hz, H-13a), 5.93 (1H, dd, J = 3.0, 0.5, H-13b), 5.27 (1H, dd, J = 3.5, 2.0, H-6), 4.49 (1H, ddd,
J=11.0, 8.0, 4.5 Hz, H-8), 3.41 (1H, dddd, J = 8.0, 3.5, 3.0, 1.5 Hz, H-7), 2.80 (1H, m, H-
3a), 2.68 (1H, dd, J = 11.0, 2.5, H-1), 2.58 (1H, ddd, J = 19.0, 12.5, 6.5, H-3b), 2.24 (1H, dd,
J =14.0, 4.5, H-9a), 2.18 (1H, m, H-2a), 2.12 (1H, dd, J = 14.0, 11.0, H-9b), 1.59 (1H, m, H-
2b), 1.25 (3H, s, H-14).

RMN C (125 MHz, CDCL). (Espectro 22). & 171.2 (C- 15), 167.4 (C-12), 145.9 (C-5),
136.2 (C-11), 133.9 (C-4), 123.7 (C-13), 81.3 (C-6), 77.9 (C-8), 61.7 (C-1), 56.8 (C-10), 50.4
(C-7), 43.8 (C-9), 22.7 (C-2), 22.2 (C-3), 20.3 (C-14).
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8.3.3. Fraccionamiento del extracto CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Dos Caminos,
Oaxaca

Partiendo de 0.14 kg de material vegetal, fueron obtenidos 14 g de extracto
CH,Cl,/MeOH. El extracto fue purificado por CC con silice gel (140 g, 230-400 mesh, 9x45
cm) eluyendo con una mezcla de solventes con incremento de la polaridad n-hexano:AcOEt
(9:1>100), 160 eluatos fueron obtenidos y se combinaron en 10 fracciones principales (1-10).
De las fracciones 2, 3 y 4 fueron aislados y purificados los compuestos 16 (13 mg), 17 (18 mg)
y 19 (70 mg), respectivamente. La fraccion 6 (29 mg) fue purificada por CPP (20x20 cm, 2
mm) usando n-hexano:AcOEt (1:1, dos eluciones) para obtener 5 (2.8 mg). La fraccion 7 (305
mg) fue purificada por CC (10 g, 230-400 mesh, 2x30 cm) uluyendo con mezclas de benceno-
AcOEt para obtener 6 subfracciones (7a-7g). La subfraccion 7b (52.9 mg) fue purificada por
CPP (20x20 cm, 2 mm) usando benceno-AcOEt (2:3, dos eluciones) obteniendo 13 (4.6 mg).
La subfraccion 7¢ (195.6 mg) fue fraccionada por CC usando silice gel ( 10 g, 230-400 mesh,
2x20 cm) eluyendo con benceno-AcOEt para obtener 5 subfracciones (7cl-7¢5). La
subfraccion 7¢3 (36.4 mg) fue purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm) usando benceno-AcOEt
(3:7, dos eluciones) para obtener 12 (4.2 mg). La subfraccion 7d (37.7 mg) fue separada por
CPP (20x20 cm, 2 mm) usando benceno-AcOEt (2:3, dos eluciones) para obtener 11 (3.2 mg).
La fraccion 8 (745 mg) fue separada usando CC (100 g, 230-400 mesh, 3x30 cm) y la
columna se eluyd con una mezcla benceno-AcOEt con diferente polaridades, para dar 5
subfracciones (8a-8¢). La subfraccion 8b (83 mg) fue purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm)
con benceno-AcOEt (3:7, dos eluciones) obteniendo 10 (15.8 mg). La subfraccion 8c (26 mg)
fue purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm) usando benceno-AcOEt (1:9, dos eluciones) para
obtener 14 (8 mg).
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8.3.3.1. Andlisis espectroscopico y constantes fisicas de 5, 10-14

Xerantdlida (5) [91-92]

Cristales amarillos (recristalizado de AcOEt:MeOH 1:1)

R¢: 0.5 (n-Hexano/AcOEt 1:4)

Pf: 187-189°C

[a]p” 4234 (c 1.2 x 107, MeOH)

UV (MeOH) Anax(log €) = 239.5 (4.3) nm

CD (MeOH, Ag) Amax 238 (+14.4), 273 (+0.6), 315 (-0.67) nm.

IR (CHCL3) Vi 1767 (C=0), 1694 (C=0), 1636 (C=C) cm”

RMN 'H (400 MHz, CDCly). (Espectro 15). 8 6.30 (1H, d, J = 3.2 Hz, H-13a), 5.60 (1H, d, J
=3.2 Hz, H-13b), 4.14 (1H, ddd, J = 4.5, 4.0, 4.0 Hz, H-8), 3.20 (1H, m, H-1), 3.13 (1H, dd, J
= 1.5, 2.0 Hz, H-9b), 3.10 (1H, dddd, J = 4.0, 4.0, 4.0, 3.2 Hz, H-7), 2.68 (1H, dd, J= 1.0, 1.0
Hz, H-20), 2.64 (1H, dd, J = 1.5, 1.0 Hz, H-2B), 2.42 (1H, dd, J = 4.5, 4.0 Hz, H-6b), 2.40
(1H, m, H-9a), 2.30 (1H, m, H-10), 1.94 (1H, m, H-6a), 1.75 (3H, s, H-15), 0.75 (3H, d, J =
9.5 Hz, H-14).

RMN **C (100 MHz, CDCl;). (Espectro 16). & 206.9 (C-3), 169.6 (C-12), 169.3 (C-5), 140.0
(C-4), 139.0 (C-11), 120.2 (C-13), 81.2 (C-8), 45.2 (C-7), 4.3 (C-1), 41.5 (C-2), 40.4 (C-6),
33.0 (C-9), 30.1 (C-10), 12.8 (C-14), 8.3 (C-15).
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15-0-4"-hidroxi-metacril-14-acetoxi-micrantoélida (13) [23, 49]

Aceite amarillo palido

R¢:0.60 (Benceno/AcOEt 1:9)

PM : 390 g/mol

IR (CHCI5) Umax: 3402 (OH), 1762 (C=0), 1713 (C=0), 1633 (C=C) cm

RMN *H (400 MHz, CDCl;, a 25°C). (Espectro 31). 8 6.25 (1H, sa, H-3"a), 5.88 (1H, sa, H-
3'b), 6.24 (1H, sa, H-13a), 5.58 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-13b), 5.55 (1H, sa, H-5), 5.61 (1H, dd, J
=10.0, 6.0 Hz, H-1), 4.73 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-15a), 4.58 (H, d, J = 12.5 Hz, H-14a), 4.52
(1H, d, J = 12.5 Hz, H-15b), 4.51 (H, d, J = 12.0 Hz, H-14b), 4.33 (2H, da, H-4’a,b), 3.83
(1H, sa, H-8), 2.87 (1H, m, H-9a), 2.82 (1H, sa, H-7), 2.80 (1H, m, H-3a), 2.75 (1H, m, H-
6a), 2.36 (1H, m, H-9B), 2.35 (1H, m, H-6B), 2.34 (1H, m, H-3B), 2.32 (1H, m, H-2a), 2.17
(1H, m, H-2B), 2.08 (1H, s, H-6").

RMN *C (100 MHz, CDCl;). (Espectro 32). & 170.7 (C-5"), 169.5 (C-12), 166.0 (C-1"), 142.3
(C-1), 141.7 (C-4), 139.4 (C-11), 139.2 (C-10), 134.0 (C-2"), 126.0 (C-3"), 128.6 (C-5), 120.8
(C-13), 83.6 (C-8), 67.8 (C-14), 63.4 (C-15), 62.4 (C-4"), 47.0 (C-7), 35.6 (C-9), 31.1 (C-6),
29.7 (C-3), 28.7 (C-2), 20.9 (C-6").
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15-0-3-cloro-2"-hidroxi-isobutiril-micrantélida (12) [23, 49]

12

Aceite amarillo palido

Rf:0.58 (Benceno/AcOEt 1:9).

[a]p® =10 (¢ 5.0 x 10™, CHCL)

UV (MeOH) Amax (log €) =204.2 (3.4) nm

IR (CHCls) max: 3200 (OH), 1762 (C=0), 1715 (C=0) cm”

RMN *H (500 MHz, CDCls, a 25°C). (Espectro 29). & 6.25 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-13a), 5.58
(1H, d, J = 2.5 Hz, H-13b), 5.64 (1H, m, H-1), 5.61 (1H, m, H-5), 4.74 (1H, m, H-15a), 4.47
(1H, m, H-15b), 4.15 (2H, sa, H-14a,b), 3.80 (1H, d, J = 10 Hz, H-3"a), 3.72 (1H, m, H-8),
3.56 (1H, d, J = 10 Hz H-3'b), 2.82 (1H, sa, H-7), 2.75 (1H, m, H-6a), 2.65 (1H, m, H-3a),
2.63 (1H, m, H-9a), 2.53 (1H, m, H-9B), 2.41 (1H, m, H-2B), 2.34 (1H, m, H-6p), 2.30 (1H, m,
H-3B), 2.00 (1H, m, H-2a), 1.47 (3H, s, H-4").

RMN *C (125 MHz, CDCL;). (Espectro 30). 8 173.7 (C-17), 169.7 (C-12), 139.1 (C-4), 138.5
(C-10), 135.1 (C-11), 128.9 (C-5), 125.5 (C-1), 121.0 (C-13), 84.3 (C-8), 75.1 (C-3"), 66.5 (C-
14), 64.9 (C-15), 51.1 (C-2"), 46.6 (C-7), 35.5 (C-9), 31.0 (C-6), 30.0 (C-3), 28.5 (C-2), 23.6
(C-4).
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15-0-2"-hidroxi-isobutiril-micrantélida (11) [23,49]

Aceite amarillo palido

R¢:0.49 (Benceno/AcOEt 1:9).

[a]p®® —4.3 (¢ 6.0 x 10™*, CHCls)

UV (MeOH) Apmax (log €) =204.6 (4.2) nm

IR (CHCIs) Umax: 3392 (OH), 1764 (C=0), 1707 (C=0), 1618 (C=C) cm

RMN *H (400 MHz, CDCls, a 25°C). (Espectro 27). & 6.25 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-13a), 5.58
(1H, d, J = 3.2 Hz, H-13b), 5.63 (1H, m, H-1), 5.60 (1H, m, H-5), 4.63 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-
15a), 4.51 (1H, d, J = 12 Hz, H-15b), 4.13 (2H, sa, H-14a,b), 3.85 (1H, m, H-8), 2.89 (1H, sa,
H-7), 2.85 (1H, m, H-6a), 2.79 (1H, m, H-9a), 2.73 (1H, m, H-3a), 2.39 (1H, m, H-9B), 2.37
(1H, m, H-6B), 2.34 (1H, m, H-3B), 2.33 (1H, m, H-2pB), 2.22 (1H, m, H-2a), 1.45 (3H, s, H-
47, 1.42 (3H, s, H-3").

RMN **C (125 MHz, CDCls). (Espectro 28). 8 176.9 (C-17), 169.8 (C-12), 139.1 (C-4), 138.1
(C-10), 135.4 (C-11), 128.2 (C-5), 124.9 (C-1), 121.0 (C-13), 84.3 (C-8), 72.3 (C-2"), 66.0 (C-
14), 64.1 (C-15), 46.6 (C-7), 35.5 (C-9), 30.8 (C-6), 30.0 (C-3), 28.3 (C-2), 27.3 (C-4"), 27.0
(C-4).

15-0O-3’-hidroxi-isobutiril-micrantdlida (14) [89-90]
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Aceite amarillo palido

R¢:0.40 (Benceno/AcOEt 1:9).

[a]p>—9.4 (¢ 1.8X107, CHCL)

UV (MeOH) Amax (log €) =208.5 (3.7) nm

IR (CHCL) Umax: 3391(0OH), 1759 (C=0), 1700 (C=0), 1643 (C=C) cm’"

RMN H (400 MHz, CDCl;). (Espectro 33). 8 6.27 (1H, d, J = 3.2 Hz, H-13a), 5.60 (1H, d, J
= 2.8 Hz, H-13b), 5.64 (1H, da, H-1), 5.62 (1H, da, H-5), 4.65 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-15a),
4.45 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-15b), 4.16 (2H, da, H-14a,b), 3.83 (1H, m, H-8), 3.78 (1H, m, H-
3'a), 3.68 (1H, m, H-3'b), 2.85 (1H, m, H-7), 2.81 (1H, m, H-6a), 2.75 (1H, m, H-9a), 2.68
(1H, m, H-2"), 2.44 (1H, m, H-9B), 2.35 (1H, m, H-6B), 2.30 (1H, m, H-2a), 2.28 (1H, m, H-
3a), 2.25 (1H, m, H-3p), 2.21 (1H, m, H-2p), 1.18 (3H, d, J= 7.2 Hz, H-4").

RMN C (100 MHz, CDCl;). (Espectro 34). § 175.5 (C-17), 169.7 (C-12), 139.0 (C-11),
138.1 (C-10), 135.7 (C-4), 127.9 (C-5), 125.2 (C-1), 121.1 (C-13), 84.2 (C-8), 66.4 (C-14),
64.6 (C-3"), 63.4 (C-15), 46.6 (C-7), 42.0 (C-2"), 35.4 (C-9), 31.2 (C-6), 30.0 (C-3), 28.5 (C-
2), 13.4 (C-4").

EM-FAB" m/z (% intensidad relativa): 351 [M+1]" (7), 329 (18), 307 (20), 154 (100), 136
(75).

EMAR-FAB m/z: 350.1732 [M] observado; Calculado 350.1729, C;9H»Os.

15-O-4"-hidroxi-metacril-micrantoélida (10) [23,49]

10

Aceite amarillo palido
R¢: 0.42 (Benceno/AcOEt 1:9)
[a]p®” +15 (¢ 1.8 x 107, CHCls)

UV (MeOH) Anax (log €) = 204.8 (4.2) nm
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IR (CHCl3) vmax: 3300 (OH), 1762 (C=0), 1715 (C=0), 1633 (C=C) cm"'

RMN *H (400 MHz, CDCls, a 25°C). (Espectro 25). § 6.23 (1H, da, H-3"a), 5.86 (1H, d, J =
1.2 Hz, H-3'b), 6.20 (1H, d, J = 3.2 Hz, H-13a), 5.55 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-13b), 5.56 (1H, m,
H-5), 5.53 (1H, m, H-1), 4.68 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-15a), 4.57 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-15b),
4.33 (2H, da, H-4"a,b), 4.14 (2H, da, H-14a,b), 3.82 (1H, m, H-8), 2.83 (1H, m, H-7), 2.72
(1H, m, H-600), 2.69 (1H, m, H-9cr), 2.68 (1H, m, H-2"), 2.38 (1H, m, H-9p), 2.34 (1H, m, H-
6B), 2.32 (1H, m, H-3a1), 2.28 (1H, m, H-201), 2.11 (1H, m, H-2P), 2.08 (1H, m, H-3p).

RMN *C (100 MHz, CDCL). (Espectro 26). 5 169.8 (C-12), 166.1 (C-17), 139.4 (C-4), 139.1
(C-27), 138.4 (C-10), 135.6 (C-11), 126.1 (C-3"), 127.9 (C-5), 124.8 (C-1), 121.0 (C-13), 84.3
(C-8), 66.0 (C-14), 63.3 (C-15), 61.8 (C-4"), 46.6 (C-7), 35.3 (C-9), 29.8 (C-6), 30.8 (C-3),
28.3 (C-2).

RMN *H (500 MHz, CDCls, a 50°C). (Espectro 37). & 6.16 (1H, dd, J = 3.0, 1.5 Hz, H-3"a),
5.87 (1H, dd, J= 3.5, 1.5 Hz, H-3'b), 6.06 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-13a), 5.62 (1H, d, J= 3.0 Hz,
H-13b), 5.66 (1H, dd, J = 12.0, 5.0 Hz, H-5), 5.60 (1H, dd, J = 7.0, 3.5 Hz, H-1), 4.80 (1H, d,
J=12.0 Hz, H-152), 4.55 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-15b), 4.26 (2H, da, H-4’a,b), 4.08 (1H, d, J =
13.0 Hz, H-14a), 4.03 (1H, d, J = 13.0 Hz, H-14b), 3.94 (1H, m, H-8), 2.95 (1H, dddd, J =
13.0, 5.0, 3.5, 3.0 Hz, H-7), 2.86 (1H, ddd, J = 13.0, 5.0, 5.0 Hz, H-6a), 2.75 (1H, d, J= 14
Hz, H-9a), 2.68 (1H, m, H-2"), 2.40 (1H, ddd, J= 13.5, 5.0, 2.5 Hz, H-9p), 2.33 (1H, m, H-
3a), 2.36 (1H, dddd, J= 13.0, 12.0, 5.0 Hz, H-6B), 2.24 (1H, m, H-3p), 2.30 (1H, m, H-2a),
2.16 (1H, m, H-2p).

RMN **C (125 MHz, CDCL). (Espectro 38). § 169.9 (C-12), 166.5 (C-17), 142.2 (C-4), 141.5
(C-27), 139.3 (C-10), 136.3 (C-11), 129.0 (C-5), 125.3 (C-3"), 124.2 (C-1), 119.8 (C-13), 84.7
(C-8), 66.3 (C-14), 64.1 (C-15), 61.5 (C-4"), 47.5 (C-7), 35.7 (C-9), 32.2 (C-3), 29.3 (C-6),
29.1 (C-2).
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8.3.4. Fraccionamiento del extracto CH,Cl/MeOH de M. micrantha de Paraiso,
Guerrero

De 0.18 kg de material vegetal, fueron obtenidos 8 g de extracto CH,ClL,/MeOH, el cual
fue purificado por CC con silice gel (140 g, 230-400 mesh, 9x45 cm) eluyendo con una
mezcla de solventes con incremento de la polaridad n-hexano:AcOEt (9:1—-100) y finalmente
(CH3),CO (100), se colectaron 184 eluatos los cuales se combinaron en nueve fracciones (1-
9). De las fracciones 2, 3 y 4 fueron aislados y purificados los compuestos 16 (10 mg), 17 (7
mg) y 19 (15 mg), respectivamente. De la fraccion 7 se obtuvo un solido, el cual fue
recristalizado con AcOEt:MeOH (1:1), para obtener 140 mg de cristales de color amarillo los
cuales correspondieron a 5. De la fraccion 9 en el fraccionamiento primario se obtuvo el

compuesto 20 (35 mg).

Para el analisis espectroscopico de 5 ver seccion 8.3.3.1.

8.3.5. Fraccionamiento del extracto CH,Cl, y CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de Nuevo
Padilla, Tamaulipas

282.3 mg del extracto CH,Cl, y 668.9 mg del extracto CH,Cl,/MeOH, se obtuvieron a
partir de 14 g de material vegetal, ambos extractos fueron sometidos a CC usando silice gel
eluyendo con mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1—-100) de polaridad creciente y (CH3),CO
(100). Del extracto CH,Cl, se obtuvieron 133 fracciones las cuales se reunieron en 10
fracciones principales (1-10). 5 de estas fracciones (4-8) se analizaron por CLAR-DAD.
Luego estas fracciones fueron purificadas por CC, obteniendo 5 mg de 6,4 mg de 7 y 2 mg de
8. Del extracto CH,Cl,/MeOH se obtuvieron 106 fracciones que fueron reunidas en 7

fracciones (1-7). De la fraccion 4 se obtuvo 19 (7 mg) y de la fraccion 7 se obtuvo 20 (9 mg).
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8.3.5.1. Andlisis espectroscopico y constantes fisicas de 6

Mikandélida (6) [19-20, 40]

Agujas cristalinas

Rf:0.50 (n-Hexano/AcOEt 55:45)

Pf:225-227 C

IR (CHCls) Umax 1770 (C=0), 1663 (C=C) cm

RMN *H (400 MHz, CDCls). (Espectro 17).8 7.19 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-5), 6.51 (1H, d, J =
3.6 Hz, H-13a), 6.03 (1H, d, J=3.6 Hz, H-13b), 5.29 (1H, ddd, J = 3.0, 2.5, 2.5 Hz, H-6), 4.42
(1H, ddd, J = 8.5, 8.5, 1.0 Hz, H-8), 4.05 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-3), 3.38 (1H, d, /= 4.0 Hz, H-
2), 3.24 (1H, m, H-7), 2.99 (1H, s, H-1), 2.24 (1H, dd, J= 1.0, 1.0 Hz, H-9a), 2.20 (1H, dd, J
= 1.0, 1.0 Hz, H-9B), 1.17 (3H, s, H-14).

RMN 3C (100 MHz, CDCls). (Espectro 18). & 171.3 (C-15), 168.5 (C-12), 148.2 (C-5), 138.0
(C-11), 133.0 (C-4), 126.0 (C-13), 84.1 (C-6), 82.5 (C-8), 59.2 (C-1), 56.9 (C-10), 55.1 (C-2),
51.8 (C-7), 51.5 (C-3), 45.0 (C-9), 22.8 (C-14).

Los analisis espectroscopicos y constantes fisicas de 7 y 8, estan descritos en la seccion

8.3.2.1.

8.3.6. Fraccionamiento del extracto CH,Cl, y CH,CIl,/MeOH de M. micrantha de
Abasolo, Tamaulipas

De 14.5 g de material vegetal, se obtuvieron 324.6 mg del extracto CH,Cl, y 705.9 mg del
extracto CH,Cl,/MeOH, ambos extractos fueron sometidos a CC usando gel de silice,
eluyendo con mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1—100) de polaridad creciente y (CH3),CO
(100). Del extracto CH,Cl, se obtuvieron 140 fracciones las cuales se reunieron en 9

fracciones principales (1-9), 6 de ellas (3-8) fueron analizadas por CLAR-DAD. Luego estas

77



fracciones fueron purificadas por CC, obteniendo 6 mg de 6, 3 mg de 7 y 2 mg de 8. Del
extracto CH,Cl,/MeOH se obtuvieron 114 fracciones que fueron reunidas en 7 fracciones (1-

7). De la fraccion 5 se obtuvo 19 (9 mg) y de la fraccion 7 se obtuvo 20 (11 mg).

Para el analisis espectroscopico y constantes fisicas de 6, 7 y 8, ver las secciones 8.3.5.1

y 8.3.2.1.

8.3.7. Fraccionamiento del extracto CH,Cl, y CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de
Tampico, Tamaulipas

Partiendo de 9 g de material vegetal, se obtuvieron 310.8 mg del extracto CH,Cl, y 584.2
mg del extracto CH,Cl,/MeOH, ambos extractos fueron sometidos a CC usando gel de silice
eluyendo con mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1—-100) de polaridad creciente y (CH3),CO
(100). Del extracto CH,Cl, se obtuvieron 107 fracciones las cuales se reunieron en 8
fracciones principales (1-8), de las cuales 5 fracciones (3-7) fueron analizadas por CLAR-
DAD. Posteriormente, estas fracciones fueron purificadas por CC, obteniendo 3 mg de 6 y 2
mg de 7. Del extracto total se obtuvieron 101 fracciones que fueron reunidas en 7 fracciones
(1-7). De la fraccion 3 se obtuvo 19 (6 mg) y de la fraccion 7 se obtuvo 20 (8 mg).

En las secciones 8.3.5.1 y 8.3.2.1, se encuentran descritos el andlisis espectroscopico y

constantes fisicas para las LS 6-7.

8.3.8. Fraccionamiento de los extractos CH,Cl, y CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de
Tuxpan, Veracruz

De 8 g de material vegetal, fueron obtenidos 158.6 mg del extracto CH,Cl, y 103.5 mg
del extracto CH,ClL/MeOH, ambos extractos fueron sometidos a CC usando silice gel
eluyendo con mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1—100) de polaridad creciente y (CH3),CO
(100). Del extracto CH,Cl, se obtuvieron 101 fracciones las cuales se reunieron en 8
fracciones principales (1-8), de las cuales 5 fracciones (3-7) fueron analizadas por CLAR-
DAD. Las fracciones fueron purificadas por CC, obteniendo 2 mg de 6 y 2 mg de 7. Del
extracto CH,Cl,/MeOH se obtuvieron 22 fracciones que fueron reunidas en 6 fracciones (1-6).

De la fraccion 3 se obtuvo 19 (4 mg).
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En las secciones 8.3.5.1 y 8.3.2.1, estan descritos el andlisis espectroscopico y constantes
fisicas de 6 y 7, respectivamente.

8.3.9. Fraccionamiento de los extractos CH,Cl, y CH,Cl,/MeOH de M. micrantha de
Huimanguillo, Tabasco

Partiendo de 8 g de material vegetal, se obtuvieron 129.4 mg del extracto CH,Cl, y 336.9
mg del extracto CH,Cl,/MeOH, ambos extractos fueron sometidos a CC usando gel de silice
eluyendo con mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1—-100) de polaridad creciente y (CH3),CO
(100). Del extracto CH,Cl, se obtuvieron 121 fracciones las cuales se reunieron en 8
fracciones principales (1-8), de las cuales 2 fracciones (3-4) fueron analizadas por CLAR-
DAD. La fraccion 5 se purifico por CC, y se obtuvieron cristales de color amarillo, los cuales
fueron recristalizados con AcOEt-MeOH (1:1), para obtener 8 mg de 3. Las fracciones
estudiadas por CLAR, fueron purificadas por CC, para dar 3 mg de 3. Del extracto
CH,CL,/MeOH se obtuvieron 115 fracciones que fueron reunidas en 6 fracciones (1-9). De la

fraccion 4 se obtuvo 19 (6 mg) y de la fraccion 7 se obtuvo 20 (8 mg).

8.3.9.1. Analisis espectroscépico y constantes fisicas de 3

Mikanokriptina (3) [45-46]

Cristales amarillos (recristalizado de AcOEt/MeOH 1:1)

R¢:0.46 (n-Hexano/AcOEt 1:4)

Pf: 245-247°C

[a]p? +162 (¢ 1.0 x 107, MeOH)

UV (MeOH) Amax(log €) = 239.5 (4.0) nm

CD (MeOH, Ag) Amax 214 (+8.5), 238 (+5.8), 265 (-0.035), 275 (+0.42), 310 (+0.99) nm.
IR (CHCL3) vimax 3369 (OH), 1765 (C=0), 1700 (C=0),1638 (C=C) cm™
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RMN H (400 MHz, CDCL). (Espectro 11). § 6.45 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-13a), 5.70 (1H, d, J
= 3.2 Hz, H-13b), 5.13 (1H, sa, H-60), 4.84 (1H, ddd, J = 12.8, 8.8, 3.6 Hz, H-8), 3.1 (1H, m,
H-1), 3.0 (1H, dddd, J = 12.8, 5.2, 3.6, 3.2 Hz, H-7), 2.7 (1H, dd, J = 7.2, 6.8 Hz, H-20), 2.5
(1H, ddd, J = 12.8, 7.2, 3.6 Hz, H-9B), 2.3 (1H, m, H-10), 2.20 (1H, dd, J = 7.2, 2.0 Hz, H-2p),
1.95 (1H, ddd, J = 12.8, 8.8, 6.0 Hz, H-9a), 1.56 (3H, d, J = 1.6 Hz, H-15), 0.85 3H, d, J =
7.2 Hz, H-14).

RMN 3C (100 MHz, CDCL). (Espectro 12). § 207.4 (C-3), 169.1 (C-12), 168.2 (C-5), 144.3
(C-4), 136.3 (C-11), 120.7 (C-13), 74.8 (C-8), 64.7 (C-6), 50.5 (C-7), 45.1 (C-1), 41.3 (C-2),
40.4 (C-9), 33.0 (C-10), 12.8 (C-14), 9.1 (C-15).

8.3.10. Fraccionamiento del extracto CH,Cl,/MeOH de Mikania cordifolia de Los Reyes
de Salgado, Michoacan

60 g del extracto polar, fueron obtenidos desde 2.7 kg de material vegetal, el cual fue
purificado por CC usando silice gel (600 g, 230-400 mesh, 10.5x50 cm) eluyendo con una
mezcla de solventes hex:AcOEt (9:1—-100) de polaridad creciente y AcOEt (100) para
obtener 162 eluatos los cuales fueron reunidos en 10 fracciones (1-10). Las fracciones 4 y 5
fueron purificadas por CC para obtener 16 (12 mg) y 18 (8 mg), respectivamente. Las
fracciones 7, 8 y 9 fueron purificadas como se ha descrito en la seccion 8.3.3, para obtener 13
(5.2 mg), 12 (6.7 mg), 11 (3.4 mg), 10 (2.8 mg), 14 (4.6 mg) y 15 (1.4 mg). La fraccion 10
(4.2 g) se llevo a CC (60 g, 230-400 mesh, 5x30 cm) utilizando mezclas de n-hexano-AcOEt
como eluyentes para dar 6 subfracciones (10a-10g). La subfraccion 10e (52.9 mg) fue
purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm) usando benceno-AcOEt (1:9, dos eluciones) obteniendo
15 (6.0 mg). La subfraccion 10f (16 mg) fue purificada por CPP (20x20 cm, 2 mm) usando
benceno-AcOEt (1:9, dos eluciones) obteniendo el nuevo producto natural 11HB-11,13-

dihidromicrantodlida (2) (6.2 mg).
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8.3.10.1. Anélisis espectroscopico y constantes fisicas de 2 y 15

11HB-11,13-dihidromicrantdlida (2)

HO

Aceite amarillo palido

Rf:0.33 (CsHe:AcOEt 0.5:95)

PM : 266 g/mol

[a]p” —4.5 (¢ 1.1 X107, CHCl;)

UV (MeOH) Amax (log €) =203.5 (3.5) nm

IR ( CHCL3) Umax. (Espectro 7). 3605 (OH), 3432 (OH), 1767 (C=0) cm™

RMN *H (500 MHz, CDCLs). (Espectro 9). § 5.63 (1H, dd, J=9.0, 3.5 Hz, H-1), 5.40 (1H, da,
J = 8.5 Hz, H-5), 4.13 (2H, d, J = 12.0 Hz, H-14a,b), 4.10 (2H, d, J = 12.0 Hz, H-15a,b), 3.9
(1H, m, H-8), 2.55 (1H, m, H-9a), 2.23 (1H, m, H-9b), 2.33 (1H, m, H-6a), 2.27 (1H, m, H-6b),
2.27 (1H, dc, J=11.5, 7.0 Hz H-11), 2.24 (2H, m, H-2), 2.21 (1H, m, H-3a), 2.10 (1H, m, H-
3b), 1.91 (1H, dddd, J=11.5,7.0, 4.5, 4.0 Hz, H-7), 1.27 (3H, d, J= 7.0 Hz, H-13).

RMN *C (125 MHz, CDCls) (Espectro 8). 8 178.5 (C-12), 139.1 (C-10), 138.0 (C-4), 127.5
(C-1), 126.1 (C-5), 84.0 (C-8), 66.6 (C-14), 61.7 (C-15), 51.5 (C-7), 42.3 (C-11), 30.9 (C-9),
28.5 (C-6), 29.6 (C-2), 29.2 (C-3), 13.3 (C-13).

EMAR-FAB m/z: 266.1518 [M] observado; Calculado 266.1510, C;5sH2,04
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Micrantdlida (15) [23,49]

Aceite amarillo palido.

R¢: 0.38 (CsHe:EtOAC 0.5:95)

[a]p® —8.0 (¢ 5.0 x10™, CHCls)

UV (MeOH) Amax (log €) =206 (4.1) nm

IR ( CHCL3) Umax. 3689 (OH), 3349 (OH), 1766 (C=0), 1602 (C=C) cm™

RMN 'H (500 MHz, CDCL). (Espectro 35). 8 6.24 (1H, d, J= 3.0 HZ, H-13a), 5.56 (1H, d, J
= 3.0 HZ, H-13b), 5.67 (1H, dd, J = 7.0, 7.0 Hz, H-1), 5.46 (1H, da, J = 7.5 Hz, H-5), 4.16
(2H, d, J = 12.0 Hz, H-14a,b), 4.00 (2H, d, J = 12.0 Hz, H-15a,b), 3.91 (1H, m, H-8), 2.82
(1H, m, H-7), 2.77 (1H, m, H-9a), 2.70 (1H, m, H-6a), 2.42 (1H, m, H-9b), 2.34 (1H, m, H-6b),
2.22 (2H, m, H-2), 2.18 (1H, m, H-3a), 2.12 (1H, m, H-3b).

RMN 3C (125 MHz, CDCls). (Espectro 36). & 165.5 (C-12), 135.0 (C-10), 133.9 (C-4), 123.2
(C-1), 121.1 (C-5), 116.5 (C-13), 80.0 (C-8), 62.4 (C-14), 57.5 (C-15), 42.5 (C-7), 32.9 (C-9),
26.8 (C-6), 25.6 (C-2), 24.5 (C-3).

El analisis espectroscopico y constantes fisicas de las melampolidas 10-14, estan descritos

en la seccion 8.3.3.1.

8.3.11. Fraccionamiento del extracto CH,Cl,/MeOH de M. cordifolia de Lagunillas,
Guerrero

Desde 0.46 kg de material vegetal, se obtuvieron 20 g del extracto CH,ClL,/MeOH, el cual
fue llevado a CC usando gel de silice (200 g, 230-400 mesh, 10x40 cm) eluyendo con mezclas
de n-hexano:AcOEt (9:1— 100) para obtener 240 eluatos que fueron reunidos en 12 fracciones
(1-12). Las fracciones 3, 4 y 5 fueron purificadas por CC para dar 16 (7 mg), 17 (9 mg) y 18
(12 mg), respectivamente. Las demds fracciones fueron purificadas como se describi6é en la
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seccion 8.3.3. para obtener 13 (20.2 mg), 12 (16.7 mg), 11 (20.2 mg), 10 (16.6 mg) y 14 (8.6
mg).

El analisis espectroscopico y constantes fisicas de las melampdlidas 10-14, estan descritos
en la seccion 8.3.3.1.

8.3.12. Fraccionamiento del extracto CH,Cl,/MeOH de M. cordifolia de Chancala,
Chiapas

Partiendo de 0.60 kg de material vegetal, se obtuvieron 32 g del extracto CH,Cl,/MeOH,
el cual fue llevado a CC usando gel de silice (320 g, 230-400 mesh, 10x40 cm), eluyendo con
mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1— 100) para obtener 212 eluatos, los cuales se reunieron en
10 fracciones (1-10). Las fracciones 2, 3 y 5 fueron purificadas por CC para dar 16 (9 mg), 17
(11 mg) y 18 (8 mg), respectivamente. Las demas fracciones fueron purificadas como se
describi6 en la seccion 8.3.3. para obtener 13 (4 mg), 11 (3.1 mg), 12 (4.7 mg), 10 (5.8 mg) y
14 (2.3 mg).

El analisis espectroscopico y constantes fisicas de las melampoélidas 10-14, estan descritos
en la seccion 8.3.3.1.

8.3.13. Fraccionamiento del extracto CH,Cl, y CH,Cl,/MeOH M. houstoniana de
Catemaco, Veracruz

De 480 g de material vegetal, se obtuvieron 5.2 g del extracto CH,Cl, y 2.8 g del extracto
CH,Cl,/MeOH, ambos extractos fueron purificados por CC usando silice gel eluyendo con
mezclas de n-hexano:AcOEt (9:1—-100) de polaridad creciente y finalmente con (CHs3),CO
(100). Del extracto CH,Cl, se obtuvieron 85 fracciones los cuales se reunieron en 8 fracciones
principales (1-8). De las fracciones 2 y 3 se obtuvo 16 (7 mg) y 19 (10 mg), respectivamente.
Del extracto CH,Cl,/MeOH se obtuvieron 60 fracciones que fueron reunidas en 7 fracciones
(1-7). De las fracciones 2 y 3 se obtuvo 16 (4 mg) y 19 (6 mg), respectivamente, de la fraccion
7 se obtuvo 20 (13 mg).

83



8.4. Calculo de la energia conformacional de los principales conférmeros de 10

Las geometrias moleculares iniciales de los cuatro conféormeros de 10 fueron obtenidos
con parametros estandar usando el programa ChemDraw Ultra 10.0. La energia
conformacional se obtuvo por optimizacion de la geometria (Paquete HyperChem 8.0.6),
utilizando los parametros estandar del Método de la Mecéanica Molecular (MM+) a través del

algoritmo Polak-Ribiere gradiente RMS 0.1 kcal A°" Mol .

8.5. Analisis por CLAR-DAD de las LS de Mikania

Los analisis por CLAR-DAD se llevaron a cabo en un cromatografo liquido de alta
eficiencia marca Agilent, con una bomba binaria modelo 1200, desgasificador en linea,
automuestreador y detector de arreglo de diodos (DAD) 2996 Waters. Los datos fueron
procesados con el software Empower (Waters Corp.). Las separaciones se hicieron utilizando
en una columna de fase reversa marca Synergi 4u Polar-RP 80A° (150 x 4.60mm, 4pum). Los
solventes utilizados fueron acetonitrilo marca MERCK® y agua. La fase mévil fueron mezclas
de agua (eluente A):acetonitrilo (eluente B) usando gradientes de: 0 min 20% B; 2 min 22%B;
12 min 23% B; 25 min 24% B; 40 min 100% B; 45 min 100% B; 46 min 20% B. EI flujo de
velocidad fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccion fue de 10 pL. El rango de deteccion en

UV fue de 200-600 nm, y los cromatogramas fueron detectados a 220 nm.

Para el analisis por CLAR-DAD, se obtuvieron los extractos de CH,Cl, de las partes
aéreas de 5 poblaciones de M. micrantha colectados en 3 poblaciones de Tamaulipas (Nuevo
Padilla, Abasolo y Tampico); de Veracruz (Tuxpan) y de Tabasco (Huimanguillo). Los
extractos de cada poblacion, fueron fraccionados por CC y se obtuvieron 23 fracciones en
total, los cuales fueron analizadas bajo las mismas condiciones. Para el fraccionamiento por

CC ver las secciones 8.3.5 a 8.3.9.
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8.6. Ensayos biol6gicos
8.6.1. Ensayo de citotoxicidad

Los compuestos 1, 3-12 fueron evaluados in vitro en lineas celulares cancerosas humanas
de: colon (HCT-15), pecho (MCF-7), leucemia (K562), sistema nervioso central (U251- glya),
prostata (PC-3) y pulmoéon (SKLU-1), las cuales fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional de Céancer de los Estados Unidos de América (INC-USA). La citotoxicidad de los
compuestos fue determinada usando el método colorimétrico de la sulforrodamina B (SRB)
mediante el ensayo de proliferacion celular [94]. La lineas celulares fueron cultivadas en el
medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., Ltd., St. Louis, MO, USA), enriquecido con Suero
Bovino Fetal al 10% 2 puM de L-glutamina, 100 IU/mL de penicilina, 10 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, 25 pg/mL de anfotericina B (Gibco) y 1% de aminodcidos no-esenciales
(Gibco). Los cultivos fueron mantenidos a 37 °C en una atmoésfera de 5% CO, y 95% de
humedad. Como se determind con azul de tripano, la viabilidad de la célula utilizada en los
experimentos superd el 95%.

Las células se retiraron del cultivo tisular mediante tratamiento con tripsina, y se diluyeron
con medio fresco. Alicuotas de suspensiones celulares de 100 pL, que contenian 5.000-10.000
células por pozo, fueron transferidas en 96 placas de microtitulacion (Costar) y se incubaron a
37 °C durante 24 h en una atmosfera de CO, al 5%.

Las soluciones madre de los compuestos probados fueron disueltos inicialmente en DMSO (20
mM), se prepararon y se diluyeron adicionalmente en un medio para producir las
concentraciones deseadas. 100 puL de las soluciones diluidas de los compuestos, se
adicionaron a cada pozo. Los cultivos se expusieron durante 48 h a cada compuesto a
concentraciones de 50 pM. Después del periodo de incubacion, las células fueron fijadas al
sustrato pldstico por adiciéon de 50 pL de &cido tricloroacético acuoso frio al 50%. Las placas
se incubaron a 4 °C durante 1 h, se lavaron con H,O del grifo, y se secaron al aire. Las células
fijadas al 4cido tricloroacético se tifieron mediante la adicion de 0.4% de SRB. La solucion
libre de SRB fue removida por lavado con acido acético acuoso 1%. Las placas fueron secadas
al aire, y el colorante unido se solubiliz6 mediante la adicion de 100 uL de Tris base 10 mM

no tamponada.
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Las placas se colocaron en agitacion durante 5 minutos, antes del andlisis. Las densidades
opticas de las soluciones coloreadas que fueron extraidas se leyeron en un Lector Ultra de
Microplatos (Elx 808, Bio-Tek Instruments, Inc.) a una longitud de onda de 515 nm. Los
resultados fueron expresados como porcentajes de la inhibicion de la proliferacion celular y
como concentraciones inhibitorias medias (Clsp), los cuales se calcularon de acuerdo a los
protocolos de Monks [98], es decir, la curva dosis-respuesta fue graficada para cada sustancia
y la concentracion Clsy obtenida fue estimada mediante las ecuaciones de una regresion lineal.
Para los valores de porcentaje de inhbicion del crecimiento celular ver tabla 2 (seccion 7.4.1).
Los valores Clsy para cada sustancia estan reportados como la media + error estandar, y se

encuentran registrados en la tabla 3 (seccion 7.4.1).

8.6.2. Actividad anti-inflamatoria

Los compuestos 1, 4, 7-13 fueron evaluados usando el modelo de edema inducido con acetato
de 12-O-tetradecanoilforbol (ATF) de acuerdo a la siguiente metodologia: se emplearon
ratones machos de la cepa CD1 (25-30 g). Los animales (n=4) se colocaron en cajas de
acrilico transparente a temperatura constante de 22 + 2 °C, con un fotoperiodo de 12/12 horas
luz/oscuridad y con agua y alimento ad libitum. Bajo anestesia general con pentobarbital
sodico (31.5 mg/Kg intraperitoneal), en la oreja derecha se aplicaron topicamente 10 uL de
una solucion etanolica de ATF (0.25 mg/mL) aplicando 5 mL en la parte interna y 5 mL en la
parte externa de la oreja. Diez minutos después en la misma oreja, se aplicaron 1 umol de los
compuestos 1, 4, 7, 8 y 0.31 pmol de 9 disueltos en 10% de DMSO en diclorometano y 1
umol de los compuestos 10, 11, 12 y 13 disueltos en un volumen de 20 uL en metanol. La
oreja izquierda recibid solamente 20 pL de la mezcla de disolventes y 10 pL etanol. Cuatro
horas después de la aplicacion del ATF, los animales se sacrificaron con CO; y se tomd una
muestra de 7 mm de didmetro de ambas orejas. Las muestras se pesaron y el incremento del
peso de la muestra derecha con respecto a la izquierda represento el edema. La inhibicion del
edema se calculd con la siguiente férmula: % de inhibicién = [(C — E) / C] x 100 en donde C
representa el edema del grupo control (tratado con ATF) y E corresponde al edema del grupo
experimental (ATF mas el compuesto). Los resultados obtenidos se analizaron mediante una
prueba de t Student, los valores de p < 0.05 y p <0.01 se consideraron diferencia significativa
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con respecto al control [95]. Se usé la indometacina disuelta en etanol, como firmaco de
referencia. La dosis inhibitoria media se calculé mediante una regresion lineal de los puntos
significativos, graficando el logaritmo de la dosis contra el porcentaje de inhibicion del edema.

Para los valores de porcentaje de inhibicion ver tabla 4 (seccion 7.4.2).
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9. CONCLUSIONES

v El estudio quimico de las especies Mikania micrantha, M. cordifolia y M. houstoniana,
colectadas en varias poblaciones de México, permitié el aislamiento e identificacion de
20 compuestos. (1-15) fueron caracterizadas como LS. 8-Epi-mikanokriptina (1) y
11HB-11,13-dihidromicrantélida (2) se reportan como nuevos productos naturales, la
achalensoélida (4) y xerantolida (5) se reportan por primera vez en el género Mikania.
Adicionalmente, la acetil B-amirina (16), lupeol (17), B-sitosterol (18), estigmasterol
(19) y el B-D-glucopiranoésido de estigmasterilo (20), también fueron encontrados en

las diferentes especies estudiadas.

v El estudio por RMN a temperatura variable, permitio establecer la conformacion ['D",
5Py, para las 14,15-dihidroxi-cis-1(10)-trans-4-germacradien-8a,12-6lidas (2, 10-15),
las micrantolidas aisladas de Mikania y éste arreglo fue confirmado por célculos

tedricos.

v Se evaluo la capacidad citotoxica de las LS 1, 3-12, de las cuales 8 y 9 presentaron
mejor actividad, comparadas con la Helenalina. Esta actividad puede ser

correlacionada con algunas funciones estructurales presentes.

v Se evallio la respuesta anti-inflamatoria de las LS 1, 4, 7-13, la cual fue marginal, en
comparacion con la indometacina (83.7%), la cual fue usada como farmaco de

referencia, aunque las LS 10-13, presentaron mejor actividad que las LS 1, 4, 7-9.

v" Se establecio un procedimiento para determinar los tiempos de retencion diferenciados

por CLAR de las LS 1-15 y se analizaron 5 poblaciones del Golfo de México.

v Los resultados proporcionan evidencia de la variabilidad en el contenido metabdlico de
las diferentes poblaciones: las guayanodlidas (1, 3-5) y melampolidas (2, 10-15) estan
presentes en las poblaciones del Pacifico, mientras que las germacrdlidas (6-9) se

encuentran principalmente en las poblaciones del Golfo. Sin embargo, cabe senalar la
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similitud de los resultados descritos para M. micrantha y M. cordifolia con los

obtenidos a partir de poblaciones de Sudamérica.

El hallazgo de las dilactonas sesquiterpénicas (6-9), de las guayanoélidas (1, 3-5) y las
melampdlidas (2, 10-15) en diferentes poblaciones de M. micrantha, proporciond
evidencia de los cambios significativos en el contenido metabdlico de diversas
poblaciones de esta especie, y esto esta de acuerdo con los analisis recientes de la
mezcla de terpenoides foliares volatiles [98].

Esta diversidad puede correlacionar con su amplia capacidad de adaptacion y
distribucion en diferentes partes del mundo. En comparacion, M. cordifolia,
biosintetiza principalmente melampolidas (2, 10-15), y la distribucion de esta especie
parece estar mas restringido.

Sin embargo, la presencia de LS en estas especies, estaba de acuerdo con los hallazgos
previos sobre la composicion de las especies que pertenecen a la seccion de Mikania;
en contraste, los diterpenos se encuentran principalmente en la seccion Summikania
[3,16,17]. Los triterpenos y fitoesteroles parecen ser mas comunes en las diferentes

especies de Mikania.
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11. ANEXOS

ESPECTROS
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Espectro 1. EM-IE de 8-epi-mikanokriptina (1)
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Espectro 2. IR de 8-epi-mikanokriptina (1)
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Espectro 3. RMN "°C de 8-epi-mikanokriptina (1) (100 MHz, CDCls)

101



13 2 9

Espectro 4. DEPT de 8-epi-mikanokriptina (1) (400 MHz, CDCl,)
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Espectro 8. RMN °C de 11Hp-11,13-dihidromicrantélida (2) (125 MHz, CDCL)
106



5 14 15 8 1 7

13

Espectro 9. RMN 'H de 11HpB-11,13-dihidromicrantolida (2) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 10. NOESY de 11Hp-11,13-dihidromicrantélida (2) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 11. RMN 'H de mikanokriptina (3) (400 MHz, CDCL)
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Espectro 12. RMN "°C de mikanokriptina (3) (100 MHz, CDCl;)
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Espectro 13. RMN ' H de achalensolida (4) (400 MHz, CDCL)
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Espectro 14. RMN "°C de achalensolida (4) (100 MHz, CDCL)
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Espectro 15. RMN 'H de xerantélida (5) (400 MHz, CDCls)
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Espectro 16. RMN "°C de xerantélida (5) (100 MHz, CDCls)
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Espectro 17. RMN 'H de mikanélida (6) (500 MHz, CDCl;)
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Espectro 18. RMN "°C de mikanélida (6) (125 MHz, CDCL)
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Espectro 19. RMN 'H de dihidromikanélida (7) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 20. RMN "°C de dihidromikanélida (7) (125 MHz, CDCl;)
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Espectro 21. RMN 'H de desoximikanélida (8) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 22. RMN "°C de desoximikanolida (8) (125 MHz, CDCL)
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Espectro 23. RMN 'H de miscandenina (9) (500 MHz, CDCl;)
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Espectro 24. RMN "°C de miscandenina (9) (125 MHz, CDCl;)
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Espectro 25. RMN 'H de 15-O-4"-hidroxi-metacril-micrantélida (10) (400 MHz, CDCls)
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Espectro 26. RMN "°C de 15-0-4'-hidroxi-metacril-micrantolida (10) (100 MHz, CDCls)
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Espectro 27. RMN 'H de 15-0-2-hidroxi-isobutiril-micrantélida (11) (400 MHz, CDCL)
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Espectro 28. RMN "°C de 15-0-2"-hidroxi-isobutiril-micrantélida (11) (100 MHz, CDCls)
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Espectro 29. RMN 'H de 15-0-3"-cloro-2-hidroxi-metacril-micrantélida (12) (500 MHz, CDCl;)
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Espectro 30. RMN "°C de 15-0-3"-cloro-2"-hidroxi- metacril-micrantélida (12) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 31. RMN 'H de 15-0-4’-hidroxi-metacril-14-acetoxi-micrantélida (13) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 32. RMN "°C de 15-0-4'-hidroxi-metacril-14-acetoxi-micrantélida (13) (125 MHz, CDCls)
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Espectro 33. RMN 'H de 15-0-3-hidroxi-isobutiril-micrantolida (14) (400 MHz, CDCLs)

131



Espectro 34. RMN "°C de 15-0 -3’-hidroxi-isobutiril-micrantélida (14) (100 MHz, CDCL)
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Espectro 35. RMN 'H de micrantolida (15) (500 MHz, CDCls)
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Espectro 36. RMN "°C de micrantélida (15) (125 MHz, CDCl;)
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Espectro 37. RMN 'H de 15-0-4"-hidroxi-metacril-micrantolida (10) (500 MHz, acetona-d; - 50°C)

135



12 1 4 2 11 5 3 13 8 7

Espectro 38. RMN "C de 15-0-4"-hidroxi-metacril-micrantélida (10) (125 MHz, acetona-ds - 50°C)
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The guaianolide 8-epi-mikanokryptin (1) and the melampolide 11H[{3-11,13-dihydromicrantholide
(2) along with known sesquiterpene lactones (3-13) and other constituents were isolated from the
aerial parts of different populations of Mikania micrantha and Mikania cordifolia collected in several
states of Mexico. The relative and absolute configurations of 1 were determined by X-ray diffraction
and CD analysis, respectively. Considering the 'H and *C NMR chemical shift similarities and the H-
H coupling constant values, a ['D'#, *Ds| conformation was established for micrantholides (2,8-13).
We tested nearly all the sesquiterpene lactones for antiproliferative activity in human cancer cell
lines, and they exhibited moderate activity. Additionally, in a mouse ear model of edema induced by
TPA, the anti-inflammatory activities were marginal.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Mikania (Asteraceae, tribe Eupatorieae, subtribe Mikaniinae),
the largest genus of the tribe Eupatorieae, is native from America
and its species have adapted all over the world. In Mexico,
several species from this genus have been reported from
Northern Mexico to Chiapas and the Yucatan peninsula [1].
Some species of Mikania have been used as folk medicine for the
treatment of asthma, bronchitis, and coughing, and preparations
of some other species displayed diverse biological activities, such
as anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial, antivirucidal, and
antiparasitic, among several others [2]. The extract of Mikania
micrantha is used traditionally as a poultice for snake bites,
scorpion stings and skin diseases in several parts of the

* Corresponding author. Tel.: 452 55 56224446; fax: +52 55
56162217.
E-mail address: delgado@unam.mx (G. Delgado).

hetp://dx.doi.org/10.1016/).fitote.2014.02.006
0367-326X/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Mexico [3]. Preparations of Mikania cordifolia have shown
antitrichomonal, antitrypanosomal and insecticide activities
[4.5].

M. micrantha is considered one of the world's most invasive
weeds. In Southeast Asia, it has become a major problem, and
for several decades, it caused serious damage to native
vegetation and crops [6,7]. Previous studies of the extracts of
some Mikania species and their chemical constituents have
shown phytotoxic effects and allelopathic properties [8-10].

Mikania includes more than 430 species and about 50 have
been studied chemically [11-13]. These studies characterized
over 300 different compounds including mainly sterols, terpe-
noids and flavonoids [2]. It has been noted that diterpenoids are
the main constituents in species that belong to the Summikania
section, like M. congesta, M. lindbergii, M. leavigata and M.
hirsutissima among others [14-16]. Sesquiterpene lactones
(SLs) are common constituents of the Mikania section (M.
scandens complex) [16]. For example, mikanolide was isolated
from M. micrantha [17-19]; deoxymikanolide, scandenolide and
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dihydroscandenolide were isolated from M. scandens [17,19];
eudesmanolides were isolated from M. campanulata [20]; and
melampolides from M. minima and M. cordifolia [1621,22).

To follow up on our studies on bioactive SLs [23-25], in the
present study we isolated and characterized thirteen SLs (1-13)
from several populations of M. micrantha and M. cordifolia. We
identified two new compounds: 8-epi-mikanokryptin (1) and
11Hf3-11,13-dihydromicrantholide (2), and eleven known SLs.
The later included three germacrolides: dihydromikanolide (3),
deoxymikanolide (4) and miscandenine (5); two guaianolides:
achalensolide (6) and xerantholide (7); and six melampolides:
15-0-3'-hydroxy-isobutyryl-micrantholide (8), 15-0-4’-
hydroxy-methacryl-micrantholide (9), 15-0-4'-hydroxy-
methacryl-14-acetoxy-micrantholide (10), 15-0-3’-chloro-2'-
hydroxy-isobutyryl-micrantholide (11), 15-0-2'-hydroxy-
isobutyryl-micrantholide (12), and micrantholide (13)
(Fig. 1). We also evaluated the cytotoxic and anti-
inflammatory properties of the majority of these SLs.

2. Experimental
2.1. General

Melting points were determined on a Fisher Johns
apparatus and are uncorrected. Optical rotations were obtained
on a Perkin-Elmer 341 polarimeter using a sodium lamp at
589 nm. UV data were measured on a Shimadzu UV-160U
spectrophotometer. The CD spectrum was measured with a
JASCO |-720 spectrometer. IR spectra were recorded on a

Tensor Bruker FT-IR 27 spectrometer. 'H (500 MHz) and '*C
(125 MHz) experiments were registered on a Varian Inova. 'H
(400 MHz) and "*C (100 MHz) experiments were registered
on Bruker Avance Il spectrometer. Chemical shifts were
expressed in ppm (&) relative to TMS as internal standard. EI
and HRFAB mass spectra were measured on JEOL JMS-AX 505
HA and JEOL JMX-SX 102 spectrometers, respectively. Analyt-
ical TLC was carried out on precoated silica gel 60F;s4
sheets (Merck). Preparative TLC was performed on silica
gel (20 x 20 cm, 2 mm) and detected the substance by UV
(254 nm) and ceric ammonium sulfate. Acetone was used
as solvent to recover the compounds. Column chromatog-
raphy (CC) was performed using silica gel (230-400 mesh,
Merck). All solvents were dried and distilled before use.

2.2. Plant material

Aerial parts of Mikania micrantha H.B.K. were collected in
three different locations of Mexico in March, 2009 and
deposited in the Herbarium of the Instituto de Ecologia,
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Morelia,
Michoacan, Mexico (EBUM), with the following registration
numbers: Paracuaro, Michoacan (EBUM 20403); Chancala,
Chiapas (EBUM 22686); and Dos Caminos, Oaxaca (EBUM
22689). Aerial parts of Mikania cordifolia (L. f.) Willd. were
collected in March, 2009 from Lagunillas, Guerrero (EBUM
22696); and Los Reyes de Salgado, Michoacan in March, 2010
(EBUM 22698). The plant material was collected and
identified by Angel E. Bravo-Monzén.

7
Ry R
H 3-OH i-But
H 4-0OH Mac
Ac 4'-OH Mac
H 3-CI-2"-OH /-But
H 2-OH i-But

H H

Mac = H‘QJ?Y i-But = z’aj\[/

Fig. 1. Structures of compounds 1-13.
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2.3. Extraction and isolation

Plant material was air-dried, powdered and extracted by
maceration at room temperature consecutively with n-hexane
(x3, using 1 L for each 100 g of plant material) and then with
CH>Cly/MeOH (1:1, x3, using 1L for each 100 g of plant
material) for 48 h. The extracts were concentrated to dryness
under reduced pressure.

2.3.1. CHyCl/MeOH extract from M. micrantha collected
in Michoacan

25.3 g of CH,Cl,/MeOH extract was obtained from 0.54 kg
of dry plant material of M. micrantha collected in Michoacan.
This residue was fractionated by CC over silica gel (253 g,
230-400 mesh, 9 x 40 ¢m) using a gradient solvent system
of n-hexane-EtOAc (100:0,9:1,4:1,7:3,3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4,
1:9, 100). 141 eluates (200 mL each) were collected and
combined to 12 main fractions (1-12). Fraction 5 afforded
stigmasterol (91 mg). Fraction 7 (1.3 g) was subjected to CC
over silica gel (80 g, 230-400 mesh, 4 x 20 cm) using
mixtures of n-hexane and EtOAc of increasing polarity, to
obtain 7 subfractions (7a-7g). Compound 5 (9 mg), was
obtained from subfraction 7f and compound 3 (147 mg) from
subfraction 7g. Fraction 9 (1.20 g) was purified on a silica gel
CC (120 g, 230-400 mesh, 4 x 40 cm) eluted with mixtures
of n-hexane-EtOAc of increasing polarity to afford 185
eluates, which were pooled to 8 subfractions (9a-9h).
Rechromatography of subfraction 9e afforded 4 (30 mg).
Fraction 10 (200 mg) was separated by preparative TLC
(20 x 20 cm, 2 mm) using EtOAc as eluent (two develop-
ments) to yield 9 (4 mg).

2.3.2. CHxCly/MeOH extract from M. micrantha collected
in Chiapas

12 g of CH,Cl,/MeOH extract was obtained from dry
plant material of M. micrantha (0.60 kg) collected in
Chiapas. This residue was chromatographed on a silica gel
(120 g, 230-400 mesh, 9 x 40 cm) column eluted with
mixtures of n-hexane-EtOAc of increasing polarity (100:0,
9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4, 1:9, 100). 250 eluates
(100 mL each) were obtained and pooled to 10 fractions
(1-10). Fractions 3, 4 and 5 were purified by CC affording
acetyl-f3-amyrin (10 mg), lupeol (14 mg) and stigmasterol
(20 mg), respectively. Fraction 6 (1.7 g) was subjected to CC
(90 g, 230-400 mesh, 4 x 30 cm) using mixtures of n-hex-
ane-EtOAc of increasing polarity to obtain 13 subfractions
(6a-6m). Subfraction 6j (350 mg) was fractionated by silica
gelon CC(15 g, 230-400 mesh, 2 x 30 cm) and eluted with
a gradient of n-hexane-EtOAc of increasing polarity to give
10 subfractions (6j1-6j10). Subfraction 6j8 (135 mg) was
purified by preparative TLC (20 x 20 cm, 2 mm) using
n-hexane-EtOAc (1:1, two developments) to obtain 6 (36 mg).
Fraction 7 (1.4 g) was fractionated by CC with silica gel (90 g,
230-400 mesh, 4 x 30 cm) eluted with n-hexane-EtOAc mix-
tures yielding 5 subfractions (7a-7e). Subfraction 7d (200 mg)
was purified by preparative TLC (20 x 20 cm, 2 mm) using
n-hexane-EtOAc (1:1, one development) affording 8-epi-
mikanokryptin (1) as a solid that was recrystallized from
EtOAc-MeOH (32 mg), Ry 0.44 (n-hexane:EtOAc 3:7).

2.3.3. CHyCl>/MeOH extract from M. micrantha collected
in Oaxaca

14 g of the CH,Cl,/MeOH extract of M. micrantha collected in
Oaxaca was obtained starting from 0.14 kg of dry plant material.
This extract was submitted to CC on silica gel (140 g,
230-400 mesh, 9 x 45 cm) eluted with a mixture of n-hex-
ane-EtOAc of increasing polarity (100:0, 9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1,
2:3, 3:7, 1:4, 1:9, 100). 160 eluates (100 mL each) were
obtained and combined to obtain 10 fractions (1-10). Fractions
2,3 and 4 were purified by CC to give acetyl-f>-amyrin (13 mg).
lupeol (18 mg) and stigmasterol (70 mg), respectively. Fraction
6 (29 mg) was purified by preparative TLC (20 x 20 cm,2 mm)
using n-hexane-EtOAc (1:1, two developments) affording 7
(2.8 mg). Fraction 7 (305 mg) was subjected to CC (10 g,
230-400 mesh, 2 x 30 cm) using mixtures of CgHg—EtOAc of
increasing polarity to yield 6 subfractions (7a-7g). Subfraction
7b (52.9 mg) was purified by preparative TLC (20 x 20 cm,
2 mm) using CsHg-EtOAC (2:3, two developments) affording 10
(4.6 mg). Subfraction 7c (195.6 mg) was fractionated by silica
gel CC (10 g, 230-400 mesh, 2 x 20 cm) eluted with CgHs-
EtOAc mixtures yielding 5 subfractions (7¢1-7c5). Subfraction
7¢3 (36.4 mg) was purified by preparative TLC (20 x 20 c¢m,
2 mm) using CsHg—EtOAc (3:7, two developments) to obtain 11
(4.2 mg). Subfraction 7d (37.7 mg) was separated by prepara-
tive TLC (20 x 20 cm, 2 mm) using CsHg—EtOAc (2:3, two
developments) to yield 12 (3.2 mg). Fraction 8 (745 mg) was
subjected to silica gel CC (100 g, 230-400 mesh, 3 x 30 c¢m)
and eluted with a gradient of CsHg-EtOAc to give five
subfractions (8a-8e). Subfraction 8b (83 mg) was purified by
preparative TLC (20 x 20 cm, 2 mm) using CsHs-EtOAc (3:7,
two developments) affording 9 (15.8 mg). Subfraction 8c
(26 mg) was purified by preparative TLC (20 x 20 ¢m, 2 mm)
using CgHg—EtOAC (1:9, two developments) yielding 15-0-3'-
hydroxy-isobutyryl-micrantholide 8 (8 mg).

2.3.4. Polar extract from M. cordifolia collected in Guerrero

20 g of polar extract of M. cordifolia collected in Guerrero
was obtained from 0.46 kg of dry plant material, and the
extract was subjected to CC using silica gel (200 g, 230~
400 mesh, 10 x 40 cm) eluted with mixtures of n-hexane-
EtOAc and EtOAc (100:0, 9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4,
1:9, 100) to yield 240 eluates that were pooled into 12
fractions (1-12). Fractions 3, 4 and 5 were subjected to CC
afforded acetyl-3-amyrin (7 mg), lupeol (9 mg) and -
sitosterol (12 mg), respectively. The other fractions were
purified as described in Section 2.3.3 to give 10 (20.2 mg),
11 (16.7 mg), 12 (20.2 mg), 9 (16.6 mg) and 8 (8.6 mg).

2.3.5. Polar extract from M. cordifolia collected in Michoacan
60 g of polar extract of M. cordifolia collected in
Michoacan was obtained starting from 2.7 kg of dry plant
material, and the extract was subjected to CC using silica gel
(600 g, 230-400 mesh, 10.5 x 50 cm) eluted with mixtures
of n-hexane-EtOAc and EtOAc (100:0, 9:1,4:1, 7:3, 3:2, 1:1,
2:3,3:7, 1:4, 1:9, 100) to yield 162 eluates that were pooled
into 10 fractions (1-10). Fractions 4 and 5 were subjected to
CC afforded acetyl-p-amyrin (12 mg), and [3-sitosterol
(8 mg), respectively. The fractions 7, 8, and 9 were purified
as described above to give 10 (5.2 mg), 11 (6.7 mg), 12
(3.4 mg),9 (2.8 mg), 8 (4.6 mg), and 13 (1.4 mg). Fraction 10
(4.2 g) was subjected to CC (60 g, 230-400 mesh, 5 x 30 cm)
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using mixtures of n-hexane-EtOAc of increasing polarity to
yield 6 subfractions (10a-10g). Subfraction 10e (52.9 mg) was
purified by preparative TLC (20 x 20 cm, 2 mm) using CgHg—
EtOAc (1:9, two developments) affording 13 (6.0 mg).
Subfraction 10f (16 mg) was purified by preparative TLC
(20 x 20 cm, 2 mm) using CzHg—EtOAc (1:9, two develop-
ments) yielding 11H{3-11,13-dihydromicrantholide 2 (6.2 mg),
R 0.33 (CsHg:EtOAC 0.5:95). Compounds 3-13 were identified
by direct comparison with data reported in the literature
[19.22,26,27).

2.3.6. 8-Epi-mikanokryptin (1)

Yellow crystal (CHCl3); m.p. 112-114 °C; [a]d +302 (c
14 % 1073, MeOH); IR (CHCl3) Umax 3391, 1759, 1700,
1643 em™'; UV (MeOH) Amaellog £) = 239 (42) nm; €D
(MeOH, A&) Apax 215 (+28.4), 267 (—0.78), 308 (+0.56) nm.
'H and *C NMR data, see Table 1; EIMS m/z 262 [M]* (7),233
(20), 124 (100), 93 (15), 67 (9); FABHRMS (positive) m/z
263.1283 [M + H]*(calc. for CysHg04 263.1281).

2.3.6.1. X-ray crystallographic data for 1. The X-ray crystallo-
graphic data for 1 were measured on a Bruker Smart Apex
automatic diffractometer with a CCD area detector at 298
(2) K using graphite-monochromated Mo K radiation
(N = 0.71073 A). The structure was solved by direct methods
and refined by full-matrix least-squares on F* using the
program SHELXL-97 [28]. The crystal data are summarized as
follows: empirical formula Cy5H504+H,0; formula weight sum
280.31 amu; crystal color and habit, colorless prism, ortho-
rhombic, crystal size 0.334 x 0.332 x 0.126 mm. space group
P2,2,2,, Z=4, a=62987(6) A, b=196324(10) A, c=
22.813(2) A, V = 1384.1(2) A%, Deacq = 1.345 mg/m?;
F(000) = 600, i = 0.100 mm™"'; 14,039 collected reflec-
tions (1.79° < 0 £ 2790°), - 8=h<8, -12<k=<12, 30
= 1=30; 3312 independent reflections (R, = 0.0340);
goodness-of-fit on F* is 0951, final R indices for I>20(1),
Ry = 0.0393,wR, = 0.0869, R indices for all dataR; = 0.0481,
wR; = 0,0899; refining 195 parameters and 3 restraints; the

Table 1
'H (400 MHz) and "°C (100 MHz) NMR data of compound 1 in CDCl; (& in ppm,
J values in Hz).

Position H He
1 3.01 {brs) 427
2 243 (dd, | = 18.8, 6.0) 8.7
2.36 (dd, ] = 18.8, 2.0)
3 208.4
4 142.4
5 166.9
6 5.03 (brd, | = 2.8) 70.7
7 3.49 (dddd, ] = 6.0, 2.8, 2.8, 2.4) 44.7
8 494 (ddd, ] = 8.4,84,60) 78.4
9 225 (m) 36.2
10 227 (m) 309
1 1363
12 169.1
13a 6.56 (d, ] = 2.8) 124.1
13b 5.85 (d.] = 2.4)
14 0.78 (d, ] = 6.4) 146
15 1.87 (dd, f = 2.0,04) 85
-0H 2.18 (brs)

largest difference peak and hole were 0.192 and —0.182 e. A~ %;
completeness to 6 (27.90°) 99.9%, maximum transmission
0.9884, minimum transmission 0.9704. Crystallographic data
for the compound 1 have been deposited with the Cambridge
Crystallographic Data Center (deposition number: CCDC
888,013). Copies of the data can be obtained, free of charge,
on application to CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ,
UK [fax: +44-(0)-1223-336033 or e-mail: deposit@ccdc.
cam.ac.uk].

2.3.6.2. ECD spectrum for 1. The ECD spectrum was calculated
by TDDFT approach at the functional and basis set level
B3LYP/6-31 + g(d) using optimized structure obtained by
the X-ray analysis. The rotational strength calculations have
been carried out in the velocity formalism using the
Gaussian09 package |29].

2.3.7. 11H3-11,13-dihydroxymicrantholide (2)

Pale yellow oil (CHCl,); [a]® —4.5 (¢ 1.1 x 1072, CHCly);
IR (CHCl3) Vpax 3605, 3432, 1767 cm™'; UV (MeOH) Nmax
(log £) = 203.5 (3.5) nm; 'H and '>C NMR date, see Table 2;
HRFABMS m/z 266.1518 [M] (calc. for Cy5H2204 266.1510).

24. Conformational energy calculation of the main conformers
of 9

Initial molecular geometries of the four conformers of 9
were obtained with standard parameters using ChemDraw
Ultra 10.0 program. The conformational energy was obtained
in vacuum by geometry optimization (Package HyperChem
8.0.6) using standard settings of Molecular Mechanics
Method (MM -+) through the algorithm Polak-Ribiere with
RMS gradient 0.1 kcal A°~ ' mol—".

2.5. Biological asssays

2.5.1. Cytotoxic assay

The compounds 1, 3-7, 9, 11 and 12 were screened in
vitro against six human cancer cell lines, which were
supplied by National Cancer Institute (USA). The human
tumor cytotoxicity was determined using the protein-
binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay

Table 2
'H (500 MHz) and "*C {125 MHz) NMR data of compound 2 in CDCl; (6 in ppm,
Jvalues in Hz),

Position 'H 3g

1 5.63 (dd, J = 9.0, 3.5) 1275
2 224 (m) 296
3 221 (m), 2.10 (m) 292
4 138.0
5 5.40 (brd. ] = 8.5) 1261
6 233 (m), 227 (m) 285
7 1.91 (dddd, | = 11.5,7.0, 4.5. 4.0) 515
8 39 (m) 840
9 2.55(m), 223 (m) 309
10 139.1
1 227 (dg, ) = 115,7.0) 423
12 1785
13 127 (d. ] =7.0) 133
14 413 (d,] = 12.0) 66.6
15 410 (d.] = 12.0) 61.7
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to measure cell growth, as described in the protocols
established by the NCI [30].

2.5.2. Anti-inflammatory activity

Compounds 1, 3-6 and 9-12 were evaluated using the
mouse ear model of edema induced by acetate 12-0-
tetradecanoylphorbol (TPA), according to the methodology
described in the literature [31].

3. Results and discussion
3.1. Structural elucidation

The aerial parts of M. micrantha and M. cordifolia were
dried, milled and defatted with n-hexane. Then, they were
extracted with CH,Cl,/MeOH, and the polar extracts were
fractionated by column chromatography on silica gel. From
the population of M. micrantha collected in the state of
Michoacan, we isolated and characterized four known SLs
(3-5,9), in addition to stigmasterol [19,26].

Fractionation of a M. micrantha population collected in the
state of Chiapas, resulted in the characterization of acetyl
[*-amyrin, lupeol, stigmasterol and 6. This last compound has
not been reported previously from this genus, only from
Stevia [32] and Decachaeta genera [33]. We also isolated a
new 5L, 8-epi-mikanokryptin (1). Compound 1 was obtained
as an optically active compound and its molecular formula
was established as CysH;3s04 from the FABHRMS spectrum
(calculated for CysH190,4 263,1281[M + H|™, found 263.1283).
The IR spectrum exhibited bands for a hydroxy group
(3391 cm™"), a carbonyl group corresponding to an ouf>-
unsaturated-vy-lactone (1759 cm™"), and an additional car-
bonyl group (1700 cm ™ '). These data suggested the presence
of a SL and this was confirmed by the '*C NMR spectrum
(Table 1) which displayed 15 carbon signals. These signals
were assigned by DEPT analysis to two methyls, three
methylenes (one vinylic, corresponding to the exomethylene
group), five methines and five quaternary carbons (two
carbonyls and three tetrasubstituted vinyl carbons). This
indicated the presence of a guaianolide skeleton, the same
found for 6, isolated from the same species in this study.
Consequently, "H-'H COSY spectrum showed coupling be-
tween H-7 (6y 3.49), H-6, H-8 and H-13a,b and between H-1
(6y 3.01), H-2a,b and H-10 (Table 1 and Fig. 2). The HMBC
analysis showed correlations between Hs-15 (6 1.87) and C-3,
C-4 and C-5, locating the of5-unsaturated enone; and the
correlations between H-8 (6y 4.94) and C-6, C-7, C-11, and
C-12, established the lactonic closure at C-8 (Table 1 and Fig. 2).
Finally, NOESY experiments (Fig. 3) revealed interactions
between H-7, H-8§ and H-6; between H-8 and H-1; and
between H-1 and H-10. These interactions defined the o
orientation of these hydrogens, consistent with the cis fusion of
the vy-lactone ring, deduced from the H-7 and H-13ab
couplings (J5.13 < 3 Hz) [34].

The CD curve of Compound 1 exhibited a weak
negative Cotton effect in the n-m* region (Agax 267 nm,
Ae —0.78) and a strong positive Cotton effect in the m-m*
region (Nmax 215 nm, Ae + 28.4), supporting the cis fusion
of the lactone ring for 8-epi-mikanokryptin (1) according the
Sticklin-Waddell-Geissman rule [35]. The relative configura-
tion assigned by spectroscopic means was confirmed by X-ray

diffraction analysis of crystals. Cremer and Pople puckering
parameters [36] for cyclopentenone ring [Q(2) = 0.1467 A,
$(2) = 204.6089°], seven-membered ring [Q(2) = 1.1386 A,
B(2) = 15.5424% Q(3) = 0.0148 A, $(3) = 325.1919°] and
y-lactone ring [Q(2) = 0.1985 A, ¢(2) = 239.3385°] sug-
gested a twisted conformation on C(1)-C(2), an intermediate
conformation between boat and twist-boat and a twisted
conformation on C(8)-C(7), respectively (see supporting
information $39). In the absence of significant anomalous
scattering effects, the Flack parameter is essentially meaning-
less. Accordingly, Friedel pairs were merged and the absolute
configuration of 1 was determined by comparing its electronic
CD spectra (ECD) with that calculated by the time dependent
DFT method. The agreement between the experimental and
calculated spectra in MeOH was very good (see supporting
information S40), therefore, the absolute configuration of
8-epi-mikanokryptin (1) is that shown by the X-ray structure
(Fig. 4).

The chemical analysis of the population of M. micrantha
collected in Oaxaca led to the isolation of acetyl [5-amyrin,
lupeol, stigmasterol, stigmasteryl-f>-p-glucopyranoside, and
the SLs 8-12 [22,37] along with 7 [38,39], now reported as an
additional constituent from Mikania species.

Acetyl [(3-amyrin, lupeol, (3-sitosterol, stigmasterol and
melampolides 8-12 were isolated and characterized from the
population of M. cordifolia collected in the state of Guerrero
[22,26,27].

Fractionation of M. cordifolia population collected in the
state of Michoacan, resulted in the characterization of acetyl
{3-amyrin, [>-sitosterol and melampolides 8-13 [27] and the
new compound 2. Sesquiterpene lactone 2 was obtained as an
optically active substance and its molecular formula was
established as Cy5H2;04 by FABHRMS spectrum (calculated for
Ci5H2204 266.1510; found 266.1518). Its IR spectrum showed
absorptions for the hydroxyl groups (3605, 3432 cm™'),
carbonyl group of an «,3-unsaturated-y-lactone (1767 cm™").
The '3C NMR (Table 2) spectrum.analysis, with the aid of
DEPT and HSQC experiments, showed the presence of 15
signals that corresponded to one methyl, six methylenes,
five methines and three quaternary carbons. 'H NMR
spectrum (Table 2) confirmed these assignments, because
it showed one doubletat &, 1.27 (3H,d,J = 7.0 Hz) assigned
to H-13 and at 6y 2.27 (1H, dq. ] = 11.5, 7.0 Hz) assigned to
H-11. COSY experiments confirmed the H-2 — H-1 — H-14
and the H-5 — H-6 — H-7 — H-8 — H-9 spin systems of
the germacra-1(10),4-dienclide; and H-7 — H-11 — H-13

— :'H-"H cosy
~ T HMBC

Fig. 2. Selected '"H-"H COSY and HMBC correlations of 8-epi-mikanokryptin
(1}
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=

Fig. 3. Selected NOESY correlations of 8-epi-mikanokryptin (1).

of the ring lactone (Fig. 5). HMBC showed correlation of the
hydrogens H-14a,b &y 4.13 (2H, d, ] = 12.0 Hz) with the
carbons at ¢ 139.1 (C-10), at ¢ 127.5 (C-1), and at ¢ 30.9
(C-9), and the correlation of the hydrogens H-11 and H-13
with carbon at &¢ 51.5 (C-7) (Fig. 5). The E-configuration of
the C(1)-C(10) double bond was defined by the observed
NOESY correlation between H-1 and H-14 (Fig. 6), the syn
relationship between H-7 and the H3-13 was determined by
observing the NOESY between these hydrogens, and the
observed NOESY interaction between H-8 and H-11 deter-
mined the trans fusion of the lactone. Additionally, interactions
between H-1 and H-2 and H-14a; and H-5 with H-7, H-9 and
H-2 were observed (Fig. 6). Therefore, this compound was
designated as 11HB-11,13-dihydromicrantholide (2). Consid-
ering the « orientation of H-7 (as in all sesquiterpene lactones
from Asteraceae of known absolute configuration), the most
probable absolute configuration for 2 is that depicted in Fig. 1.

- : 'H-"H COSY
T\ HMBC

Fig. 5. Selected 'H-'H COSY and HMBC correlations of 11H[{3-11,13-
dihydromicrantholide (2).

According to the above, sesquiterpene dilactones (3-5),
guaianolides (1, 6-7) and melampolides (8-12) were obtained
mainly from the different populations of M. micrantha studied,
and M. cordifolia only afforded the melampolides 2, 8-13. These
findings provide evidence of the variability in the metabolic
content of various populations of these species, and this
variability could be correlated with their wide adaptability
and distribution in different parts of the world.

3.2. Conformational analysis of the melampolides 2, 8-13

In order to determine the preferred conformation for
compounds 2, 8-13, whose 'H and "*C NMR data closely
resembled one another when allowance was made for the
differences in the ester moieties, extensive NOE experiments
with 9 were performed (due to the small amount and
instability of the other melampolides). It is accepted that the
germacra-1(10)4-dienolides may exist in four extreme con-
formations, and in particular, for the micrantholides these are:
['D™,5Ds], ['D™, 15D°], [1D 140 15D°], and [1D4, '°Ds), as shown
in Fig. 7 [34]. NOE experiments performed on compound 9
clearly showed interactions between H-6a and H-5 and
between H-15 and H-6f (Fig. 8); therefore, this analysis
established a ['D'¥, '°Ds| conformation for 9 (Fig. 7) and this
arrangement was confirmed by the observed interactions of
H-4' and H-1 with H-14.

The relative minimum energies of four extreme conformers
of 15-0-4'-hydroxy-methacryl-micrantholide (9a-9d) were
calculated by Molecular Mechanics Methods (MM +) and
comparison of the relative energies pointed out that the

Fig. 4. X-ray ORTEP drawing of 8-epi-mikanokryptin (1) with atom labeling.

Fig. 6. NOESY correlations of 11Hj3-11,13-dihydromicrantholide (2).

145



E. Rios V. et al. / Fitoterapia 94 (2014) 155-163 161

l‘IDHI 'SDEI

['D™, 15D%

H
[1D14, *Dg)

Fig. 7. Schematic representations for the four main conformations of micrantholide.

['D', '5D5] arrangement was the most stable conformation
(Fig. 9a), and this was in agreement with the observed
NOESY correlations. From these results, and considering the
close similarities in the 'H and "*C NMR data for the isolated
melampolides, it could be inferred that the same conforma-
tion found for 9 was the preferred arrangement for the other
micrantholides (2, 8, 10-13).

The preferred ['D'*, '*Ds] conformation for micrantholides
(2, 8-13) was different from the [,Dy4, '°Ds] arrangement
previously determined for 6oa-acetoxy-cis-1(10)-trans-4-
germacradiene-11«H-dihydro-8f3,12-olide, schkuhriolide (14-
oxo-6a-hydroxy-cis-1(10)-trans-4-germacradiene-8(3,12-olide)
[25,40] and 8a,15-diacetoxy-14-hydroxy-cis-1(10)-trans-4-
germacradiene-6a,12-olide [21]. This difference indicated that
the C-8f3- or C-6ax lactonic closure caused a change in the
spatial arrangement of the melampolide, particularly for the
diasterotopic orientation of the cis-C(1)-C(10) double bond.
These results demonstrated that minor structural changes in
the skeleton may result in major changes in the conformational
preferences of the cyclodecadiene.

3.3. Biological assays

3.3.1. Cytotoxic activities
The SLs 1, 3-7, 9, 11 and 12 were tested in vitro as
anti-proliferative agents in six human tumor cell lines, including

Fig. 8. Selected NOESY of 15-0-4'-hydroxy-methacryl-micrantholide (9).

HCT-15 (colon), K562 (leukemia), U251 (glioblastoma), MCF-7
(breast), PC-3 (prostate), and SKLU-1 (lung) and we found that
three cell lines (central nervous system glia, breast, and lung
tumor cells) showed major responses. Their 1Csy are summa-
rized in Table 3.

A comparative analysis indicated that the antiproliferative
potencies of these compounds may be mediated by specific
structural features. The hydroxy group on C-6 of 8-epi-
mikanokryptin (1) increased its potency in the three tumor
cell lines (U251: 7.8 + 0.2 uM, MCF-7: 5.8 + 0.4 uM, and
SKLU-1: 49 £ 0.3 pM) compared to 6 (U251: 9.5 + 0.8 uM,
MCF-7: 9.5 4+ 0.8 uM, and SKLU-1: 7.6 + 0.3 ;M) in the three
tumor cell lines, The absence of the exocyclic double bend and
the presence of an additional epoxide group in C(2)-C(3) for 3
decreased its activity (U251: 7.5 4+ 0.7 M, MCF-7: 5.2 +
0.5 uM, and SKLU-1: 5.4 4 0.3 pM) when it is compared to 4
(U251: 57 & 0.4 UM, MCF-7: 29 & 0.06 M, and SKLU-1:
3.9 + 0.2 uM). On the other hand, the oxepin ring in 5
increased its activity in the cell lines U251 and SKLU-1
(2.1 + 0.1 uM and 1.9 + 0.1 pM, respectively) compared to 3
and 4. The hydroxymethacrylate moiety in 9 conferred better
activity in the three cell lines compared to 11 and 12, which
contained an isobutyrate moiety, with either an additional
hydroxy group (12) or a chloro group (11). These results for
the SLs of Mikania suggested that the double bonds, and
sometimes the presence of an oxygen group or an -
methylene-y-lactone group, made a significant contribution
to the biological activity. Helenalin, a twofold Michael acceptor,
was used as a positive control since it is a well known cytotoxic
sesquiterpene lactone. Our results were similar to those
reported for the melampolides isolated from Mikania minima
[21] tested in different cancer cell lines.

3.3.2. Anti-inflammatory activities

The anti-inflammatory activities of 1, 3-6 and 9-12 were
evaluated in the mouse ear model of edema induced by TPA.
The inhibition percentages (using 1 uM of compound) were
27.17,9.94, 10.68, 7.97, and 12.40 for 1, 3-6, respectively, and
for compounds 9-12 were 37.43, 35.48, 33.53, and 39.96, using
indomethacin as positive control (83.73 % of inhibition). These
results showed marginal inhibitory effects for 1, 3-6 (in
comparison with the control), although the micrantholides 9-
12 displayed better activity.

4, Conclusions

Thirteen sesquiterpene lactones were isolated and identified
from M. micrantha and M. cordifolia plants collected in Mexico.
8-Epi-mikanokryptin (1) and 11H{3-11,13-dihydromicrantholide
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0.000000Kcal ol !
9a[1DM, 13Dg]

1.624818Keal mol!
9b['DHM. 1407

4.724714Kcal mol !
9d[ 1Dy 150°]

3.253768 Kcal mol!
9 1Dy ¥Dg]

Fig. 9. MM + Minimum relative energy for the four extreme conformers of 15-0-4'-hydroxy-methacryl-micrantholide (9).

(2) represented new natural products. 'H NMR studies
established the ['D'4'°Ds] conformation for the 14,15-
dihydroxy-cis-1(10)-trans-4-germacradiene-8«,12-olides
(micrantholides) of Mikania and this arrangement was
confirmed by theoretical calculations. The majority of the SLs
were evaluated as cytotoxic and anti-inflammatory agents, and
they showed activity in the cytotoxicity tests that could be
correlated with some structural features. The occurrence of
sesquiterpene dilactones (3-5), guaianolides (1, 6-7) and
melampolides (8-12) in different populations of M. micrantha
and the variation in their relative proportions provided evidence
of significant interpopulational changes in the metabolic content
of this species, and this is in agreement with the recent analyses
of the foliar volatile terpenoid blend [41]. This variability may
correlate with its wide adaptability and broad distribution in
different parts of the world. In comparison, the populations of
M. cordifolia biosynthesized mainly the melampolides 2, 8-13,
and the distribution of this species appeared to be more
restricted. Nevertheless, the presence of sesquiterpene lactones
in these species was in agreement with previous findings on the
composition of species that belong to the Mikania section; in
contrast, diterpenes are found mainly in the Summikania
section [3,15,16]. Triterpenes and phytosterols appeared to be
widespread in different Mikania species.

Table 3

IC50 (uM) of some SLs of Mikania.
Compuesto u2s1° MCF-7° SKLU-1¢
1 78 £02 58 +£ 04 49 + 03
3 frét Sy 52+ 05 54 + 03
4 57 + 04 2.9 + 0.06 39+02
5 21+ 041 33402 19 £ 0.1
6 95 + 08 95+ 08 76 £ 03
7 59 + 04 7.0 + 04 7.1 + 04
9 72 £ 07 8.9 + 0.7 69 + 05
11 140 £ 1.2 144 £ 0.5 131 £ 1.2
12 169 + 1.6 255+ 1.4 221 £13
Helenalin® 043 + 0.02 0.19 + 0.03 021 + 0.02

¢ Central nervous system glia.

" Breast,

€ Lung.

¢ Ppositive control. Results are means + s.e. for three replicates.
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