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RESUMEN

De las partes aéreas de Mikania micrantha colectada en el Municipio de Montenegro-Quindio (Colombia),
se aislaron los compuestos: Acetil-B-amirina (1), Lupeol (2), Estigmasterol (3), las lactonas sesquiterpénicas
(LS’s) Mikanolida (4), Dihidromikandlida (5), Desoximikanolida (6) y el B-D-glucopirandsido de estigmas-
terilo (7). Con el fin de comparar el contenido metabolico, nosotros estudiamos una poblacion colectada en
Paraiso-Guerrero (México), de la misma especie, obteniendo la LS Xerantélida (8). Sus estructuras fueron
caracterizadas por métodos espectroscopicos y cromatograficos. Los extractos y las LS 4, 5y 8 fueron pro-
badas frente a bacterias gram-positivas (Staphylococcus aureus) y gram-negativas (E. Coli, Pseudomona
aeruginosa y Ralstonia solanacearum (raza 2)). Los resultados obtenidos mostraron que la LS 8 tuvo mejor
porcentaje de inhibicion que las LS 4 y 5 frente a S. aureus y E. coli, mientras que 4 presentd un porcentaje
de inhibicion mas alto que 5 y 8 frente a Pseudomona aeruginosa.
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ABSTRACT

From the aerial parts of Mikania micrantha collected in Montenegro, Quindio (Colombia), were isolated
the compounds: Acetyl-B-amyrin (1), Lupeol (2), Stigmasterol (3), Sesquiterpene lactones (SL) Mikanolide
(4), Dihydromikanolide (5) Deoxymikanolide (6) and -D-glucopyranoside of stigmasteryle (7). In order to
compare the metabolic content, we studied a population collected in Paraiso-Guerrero (México), of the same
species, obtaining the SL Xerantholide (8). Their structures were characterized by spectroscopic and chro-
matographic methods. Extracts and SL 4, 5 and 8 were tested against gram-positive bacteria (Staphylococcus
aureus) and gram-negative (E. Coli, Pseudomona aeruginosa and Ralstonia solanacearum (race 2)). The
results showed that the SL 8 percent inhibition was better than SL 4 and S against S. aureus and E. coli, while
4 exhibited a percentage of inhibition higher than S and 8 against Pseudomona aeruginosa.

Key words: Mikania micrantha, Sesquiterpene lactones, Antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

Mikania (Asteraceae) es originario de América, contie-
ne mas de 450 especies y aproximadamente 50 de ellas
han sido estudiadas (1). De este género se reporta la
obtencion de esteroles, flavonoides, y principalmente
LS y acidos diterpénicos (2). La especie en estudio, es
conocida como milla por minuto, debido a su habito de
crecimiento descontrolado, en Asia es catalogada como
una de las peores malezas del mundo debido a que cau-
sa dafio a los cultivos y a la vegetacion nativa (3).

Estudios previos han reportado que los extractos de M.
micrantha se utilizan para tratar la comezon en la piel y
el pie de atleta como una medicina alternativa en Jamai-
ca, y que algunas LS poseen actividades antibacterianas
y antimicrobianas (4,5). También contiene otras LS que
exhiben actividad antiviral, citotoxica, anticancerigena,
antialérgica, antiprotozoario, insecticida y tripanocida
entre otras (6). M. micrantha perturba el crecimiento
y desarrollo de los arboles, cultivos y plantaciones or-
namentales, y también reduce la densidad de especies
herbaceas silvestres, ademas de la competencia por los
nutrientes con otras plantas, se cree que tiene efectos
alelopaticos sobre las plantas vecinas y fitotoxinas que
contribuyen a la supresion del crecimiento de las plan-
tas a su alrededor, reduciendo la nitrificacion del suelo

(7).

Diversidad de LS han sido aisladas desde la familia
Asteraceae y se han estudiado frente a bacterias gram-
negativas (E. coli, Klebsiella pneumoniae) y gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus beta
hemolitico grupo A, Bacillus subtilis) indicando que
presentan una alta inhibicion frente a ambos tipos de
bacterias, siendo mas efectivas en bacterias gram-po-
sitivas (8).

Los primeros estudios en éste género fueron hechos por
Herz y colaboradores, en los que reportan la obtencion
de LS’s como son la miscandenina, mikandlida, dihi-
dromikanolida, escandenolida y dihidroescandendlida,
a partir de las partes aéreas de M. scandens (9).

De M. micrantha del Sureste de China se reporto el
aislamiento e identificacion de 4 LS’s diferentes a las
reportadas en América como son la mikamicranoélida,
11pB,13-dihidromikamicranolida, 3-hidroxi-11f,13-
dihidrodesoximikanolida y 2B,3p-dihidroxi-118,13-
dihidrodesoximikanolida (10).
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De M. micrantha colectada en el Estado de Michoacan-
México, se han aislado y caracterizado varias LS como
mikanodlida, dihidromikanolida, desomikanolida y
mikanokriptina, y del Estado de Oaxaca-México la LS
xerant6lida, la cual ha sido reportada por primera vez en
éste género (11%°,12).

En Colombia, no existen reportes cientificos o estudios
sistematicos en este género. Por consiguiente, la pre-
sente propuesta de investigacion plante6 el estudio de
la composicion quimica de las partes aéreas de M. mi-
crantha, colectada en el Departamento del Quindio-Co-
lombia, con el fin de contribuir al estudio de productos
naturales de nuestra region y el Pais. Alternativamente,
con el fin de comparar los contenidos metabodlicos de
la misma especie, pero colectada en un lugar diferente,
se analiz6 una poblacion de Paraiso-Guerrero (México).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del Material Vegetal

Se realizo el trabajo de campo correspondiente a la co-
lecta del material vegetal en el municipio de Montene-
gro-Quindio (Colombia) en el mes de marzo del afio
2012, de acuerdo a los procedimientos para la obten-
cion de material de la flora para investigacion quimica
y se deposito en el Herbario de la Universidad del Quin-
dio, con nimero de clasificacion 034138.

Preparacion de extractos y Separacion cromatogra-
fica

A partir del material vegetal seco y pulverizado, se pro-
cedio a la obtencion de los extractos hexanico y dicloro-
metano/metanol (CH,Cl1,/MeOH) a partir de las partes
aéreas. Para esta investigacion se utilizo el extracto mas
polar. La cromatografia en capa delgada (CCD) se rea-
liz6 utilizando placas de silica gel F,,, (Merck). Se usé
detector UV a 254 nm y sulfato cérico amoniacal como
revelador. Para la cromatografia en columna (CC) se
utilizo silica gel (230-400 mesh, Merck).

Analisis espectroscopicos

Los espectros de IR fueron tomados en un espectrome-
tro Bruker IR-TF 27. Los experimentos de RMN fueron
registrados en un espectrometro Varian Inova para 1H
(500 MHz) y para 13C (125 MHz) y en un JEOL 300
para 1H (300 MHz).
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Las bacterias usadas fueron E. coli, Staphylococcus au-
reus, Pseudomona aeruginosa y Ralstonia solanacea-
rum raza 2 (Smith), las cuales se obtuvieron de aislados
clinicos provenientes de la Clinica Central del Quindio
y fueron identificados en el Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Quindio.

Se utiliz6 el método de microtitulacion en placa, usando
como medio de cultivo Muller Hinton (MH). Se realizo
una dilucion de las bacterias hasta tener una concen-
tracion de 3-6x10%, correspondiente a una absorbancia
de 0.2 a 0.4 a 600 nm, esta dilucion se llevo a 3-6x10°
obteniendo asi la solucion a utilizar. Se prepard una
solucion stock del extracto y del compuesto puro con
una concentracion 10 veces mayor a la concentracion a
usar (100 pg/mL). Para disolver la muestra se utilizo la
minima cantidad de DMSO y se completé con Muller
Hinton.

En una placa de 96 pozos se diluyeron 10 pL de la solu-
cion stock y se llevo a un volumen de 100 pL utilizando
la solucion de trabajo de bacterias 3—6x10°. Se incubd a
37°C de 12-24 horas. La placa se ley6 en un espectrofo-
tometro a 570/600 nm. Seguido se adiciono 10 pL a 44
uM de solucion de resazurina para una concentracion
final de 4 uM. Se incub6 durante 2 horas a 37°C y se
leyo la placa nuevamente.

RESULTADOS

Compuestos obtenidos
Una vez procesado el extracto polar de M. micrantha
colectada en el Departamento del Quindio se obtuvie-
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ron los siguientes compuestos: un triterpeno conocido
como acetil-B-amirina (1); dos esteroles: lupeol (2) y
estigmasterol (3); tres germacrolidas: mikanolida (4),
dihidromikandlida (5) y desoximikanolida (6) (11%°,12)
y el B-D-glucopirandsido de estigmasterilo (7), como se
muestra en la Figura 1. Todos los compuestos fueron
comparados con muestras auténticas aisladas en inves-
tigaciones previas (11?) y algunos datos reportados en la
literatura (9,12).

La LS 4 se aislo en forma de pequefias agujas con punto
de fusion 225-227°C. (Reportado 226-228°C) (9,11a).
El espectro IR, mostré bandas de grupo carbonilo co-
rrespondiente a la lactona fS-insaturada (1770 cm™). El
espectro de RMN 'H exhibi6é dos protones olefinicos
caracteristicos de y-lactona-a,B-insaturada, asignados
a H-13a [0 6.51 (1H, d, J = 3.6 Hz)] y H-13b [5 6.03
(1H, d, J = 3.6 Hz)], respectivamente. En 6 5.30 (1H,
da, H-6) una sefial doble que integra para un hidrégeno;
en 6 4.44 (1H, ddd, H-8) y 6 3.3 (1H, dd, H-7) sefales
correspondientes a los hidrogenos del cierre del anillo
de lactona. El espectro de RMN *C mostro 15 sefiales,
de las cuales, dos correspondieron a carbonos carbo-
nilicos a 8 171.3 (C-15) y & 168.5 (C-12), un carbono
a,p-insaturado a & 148.2 (C-5), dos a carbonos olefini-
cos cuaternarios a ¢ 138.0 (C-11) y 6 133.0 (C-4), un
carbono olefinico a 6 126.0 (C-13), cinco carbonos de
metino unidos a oxigeno a 6 84.1 (C-6), 6 84.1 (C-8),
0 59.2 (C-1), 6 55.1 (C-2) y & 51.5 (C-3), un carbono
cuaternario unido a oxigeno a 4 56.9 (C-10), un carbono
de metilo a6 22.8 (C-14), un metino a 6 51.8 (C-7) y un
metileno a 6 45.0 (C-9) (ver Tabla 1). Este compuesto
correspondi6 a la Mikanolida. Los espectros de 'Hy 1*C
para 4 se muestran en la figura 2 y 3, respectivamente.

Figura 1. Compuestos aislados de M. micrantha colectada en Montenegro-Quindio.
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Como se habia mencionado, paralelamente se realizo el
estudio de M. micrantha colectada en Paraiso-Guerrero
(México), con el fin de comparar los metabolitos aisla-
dos de la misma especie pero colectadas en diferentes
poblaciones. De éste estudio se obtuvo una tnica LS
conocida como Xerantolida (8) (11°,12) (Ver Figura 4)
y los compuestos 1,2,3 y 7.

H»,f f\__\\
A\

Figura 4. Estructura de la Xerantélida (8).

El compuesto 8 se obtuvo en forma de cristales muy
finos con un punto de fusion 177-179°C (reportado 180-
182°C) (11%). El espectro IR, exhibié bandas de grupo
carbonilo (1734 cm™) y de grupo carbonilo correspon-
diente a la lactona fS-insaturada (1765 cm™). Los datos
sugieren la presencia de una LS y su estructura fue con-
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firmada por el espectro de RMN *C en el cual se obser-
van 15 sefales de carbono. Estas sefiales fueron asig-
nadas por el analisis de DEPT para dos metilos, cuatro
metilenos (uno vinilico, correspondiente al grupo exo-
metileno), cuatro metinos y cinco carbonos cuaternarios
(dos carbonilos y tres carbonos vinilicos sustituidos).
Esto indica la presencia de una LS tipo guayanolida. El
espectro de RMN '"H mostro las sefales correspondien-
tes al metileno exociclico encontrandose dos dobletes a
0H 6.30 (1H, d,J=3.2 Hz) ya 6H 5.60 (1H, d, J =3.2
Hz), asignados a H-13a y H-13b, respectivamente; en
el espectro COSY 'H-'H se observé acoplamiento en-
tre H-7 (6H 3.1), H-6, H-9 y H-13a,b; y entre H-1 (6H
3.2) y H-20. El analisis de HMBC mostro correlaciones
entre H-15 (6H 1.75) y los C-3, C-4 y C-5, localizando
la enona a,B-insaturada, y correlaciones entre H-8 (6H
4.14) y los C-6, C-7, C-9, C-11 y C-12, estableciendo
asi, el cierre de la lactona hacia el C-8 (ver Tabla 1).
Este compuesto fue denominado Xerantdlida. Los es-
pectros de 'H y BC para 8 se muestran en la figura 5 y
6, respectivamente.
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Tabla 1. Datos de RMN-1H (400 MHz) y 13C (100 MHz) para los compuestos 4 y 8 en CDCl,

Posicion 4 8
o oy (mult., J en Hz) o Sy (mult., J en Hz)
1 59.2 (CH) 2.99, s 44.3 (CH) 3.20, m
2 55.1 (CH) 3.38,d 41.5 (CHy) 2.68, dd
2.64, dd
3 51.5 (CH) 4.05,d 206.9 (C=0)
4 133.0 (=C) 140.0 (=C)
5 148.2 (=C) 7.19, dd 169.3 (=C)
6 84.1 (CH) 5.29, ddd 40.4 (CHy) 1.94, m
2.42, dd
7 51.8 (CH) 3.24, m 45.2 (CH) 3.10, dddd
8 84.1 (CH) 4.42, ddd 81.2 (CH) 4.14, ddd
9 45.0 (CHy) 2.24,dd 33.0 (CH,) 240, m
2.20, dd 3.13, dd
10 56.9 (C) 30.1 (CH) 2.30, m
11 138.0 (=C) 139.0 (=C)
12 168.5 (C=0) 169.6 (C=0)
13a 126.0 (CHy) 6.51, (d, J = 3.6) 120.2 (CHy) 6.30, (d, J=3.2)
13b 6.03, (d, J = 3.6) 5.60, (d, J=3.2)
14 22.8 (CH5) 117, s 12.8 (CH3) 0.75,d
15 171.3 (C=0) 8.3(CHs5) 1.75, dd
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Actividad antimicrobiana

Actividad antimicrobiana frente a Stapylococcus au-
reus.

De acuerdo a los resultados obtenidos el extracto hexa-
nico presentd porcentajes de inhibicion a 100 y 50 pg/
mL, tnicamente, mientras que el extracto polar no exhi-
bid actividad en ninguna de las concentraciones proba-
das. De los compuestos evaluados la LS 8 present6 un
efecto inhibitorio mas alto en comparacion con LS 4y
5. (Ver Tabla 2).

En estudios llevados en diferentes especies de Mikania,
reportan un aumento en la inhibicion frente a S. aureus,
a diferentes concentraciones, principalmente en el ex-
tracto hexanico (13).

Actividad antimicrobiana frente a E. coli.

Frente a E. coli el extracto CH,Cl,:MeOH no exhibio
inhibicion, mientras que en el extracto Hexanico, se
presentd una leve inhibicion a una concentracion de
12.5 pg/mL. La LS 4 inhibié en muy bajos porcentajes
en todas las concentraciones probadas, mientras que 5
tuvo mejores valores de inhibicion en tres concentracio-
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nes 12.5 ug/mL (15.4%), 6.25 pg/mL (29.9%) y 3.16
ug/mL (27.8%), la LS 8 presento6 el porcentaje de inhi-
biciéon mas alto a 43.9% a una concentracion de 6.25
ug/mL y de 47.5% a una concentracion de 3.16 pg/mL
(Ver tabla 3).

La actividad antimicrobiana de las LS 4 y 5y otros deri-
vados, ha sido potencialmente alta, en patdgenos gram-
positivos, mientras que en gram-negativos como E. coli
no presentan ninguna actividad a diferentes concentra-
ciones (14).

Actividad antimicrobiana frente a Pseudomona
aeruginosa.

De los extractos probados, el extracto Hexanico pre-
sentd leves inhibiciones en las primeras concentracio-
nes (menos del 10% de inhibicién). De los compuestos
puros, se puede concluir que la LS 5 mostré6 muy ba-
jos porcentajes de inhibicion en la todas las concentra-
ciones, la LS 4 mostré mejor porcentaje de inhibicion
(27.8%) a una concentracion de 12.5 pg/mL (Ver tabla
4). La LS 8 no mostr6 valores de inhibicion de interés.

Tabla 2. Porcentajes de inhibicion frente a S. aureus por el método microtitulacion en placa.

100 50 25 12.5 6.25 3.16 1.6 0.8 0.4 0.2
DCM N N N N N N N N N N
Hx 90.1% 94.1% N N N N N N N N
4 N N N 25% 11.2% 14.7% 12.5% 10.3% 3.0% N
5 0.1% 3.8% 185% 15.7% 18.3% 13.5% 123% 10.3% 10% 6.9%
8 N 9.6% 20.4% 24.8% 252% 242% 271% 21.5% 17.3% 16%
DCM: Extracto CH,Cl,:MeOH; HX: Extracto Hexanico; N: No hubo inhibicion.
Las unidades de las concentraciones estan dadas en pg/mL.
Tabla 3. Porcentajes de inhibicion frente a E. coli por el método microtitulacion en placa.
100 50 25 12.5 6.25 3.16 1.6 0.8 04 0.2
DCM N N N N N N N N N
HX N N N 12.9% N N N N N
102% 4.6% 34% 26% 37% 32% 48% 57% 59% 53%
N N N 15.4% 29.9% 27.8% N N N N
10.1% 0.8% N N 43.9% 47.5% N N 28.5% 8.5%
DCM: Extracto CH,Cl,:MeOH; HX: Extracto Hexéanico;. N: No hubo inhibicion.
Las unidades de las concentraciones estan dadas en pg/mL.
299
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Tabla 4. Porcentajes de inhibicion frente a Pseudomona aeruginosa por el método microtitulacion en placa.

100 50 25 125 6.25 3.16 1.6 0.8 0.4 0.2
DCM N N N N N N N N N N
HX | 89% 64% 1.7% 0.1% N N 1.1% N N N
4 9.6% 4% N 27.8% N N N N N N
5 121% 6.6% 2% 0.8% 1% 1.7% 19% 07% 08% 0.1%
8 7.2% 0.4% N N N N N N N N

Las unidades de las concentraciones estan dadas en pg/mL.

Estas actividades, probablemente, se puedan explicar
debido a los enlaces a,fB-insaturados (vinilico 6 exoci-
clico), presentes en esta clase de compuestos, sin em-
bargo, pueden existir otras funciones en las estructuras
de las LS como los epoxidos cis o trans, que también
pueden aumentar o disminuir la actividad antibacteria-
na. Por lo anterior, puede explicarse que la presencia o
ausencia de estas funciones, mejore notablemente las
diferentes actividades. El mecanismo de accion de estos
compuestos contra estas bacterias no esta definido, pero
se reporta, entre otros, que puede envolver al metileno
exociclico del anillo de Ia LS en adiciones nucleofilicas
al ADN o algunas enzimas (13,14).

CONCLUSIONES

El analisis del extracto total de CH,C1:MeOH (1:1) de
M. micrantha colectada en el Departamento del Quin-
dio permitio el aislamiento y caracterizacion de un tri-
terpeno acetil-B-amirina (1), un esterol Lupeol (2), un
fitoesterol Estigmasterol (3), y las LS germacrolidas:
Mikanolida (4), Dihidromikanélida (5), Desoximika-
nolida (6) y el B-D-glucopirandsido de estigmasterilo
(7). De la poblacion colectada en Paraiso, Guerrero
(México), se obtuvo la LS guayandlida: Xerantolida (8)
y las substancias 1, 2, 3 y 7. Al comparar las colectas de
ambos paises, se puede concluir que existe variabilidad
en el contenido metabolico, en Colombia M. micrantha
sintetiza principalmente LS tipo germacrolidas mien-
tras que de la poblacién de México se obtuvo una LS
tipo guayanolida.

De los extractos evaluados, el extracto Hexanico pre-
sentd una leve inhibicion frente a todas las bacterias
excepto la Ralstonia solanacearum raza 2 (Smith). La
LS 8 presentd un efecto de inhibicién mayor frente a
S. aureus con 27.1% y E. coli con 47.5%, seguido por
la LS 5, mientras que la LS 4 lo hizo en Pseudomona
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DCM: Extracto CH2CI2:MeOH; HX: Extracto Hexanico; N: No hubo inhibicion.

aeruginosa, donde se observo un porcentaje del 27.8%
a una concentracion de 12.5 pg/mL. Los extractos y los
compuestos puros, no presentaron efecto de inhibicion
frente a la Ralstonia solanacearum raza 2 (Smith). Se
presenta una mayor inhibicion en bacterias Gram-Posi-
tivas que en bacterias Gram-Negativas.
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