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The ethanolic extract of Jungia rugosa Less, a popular Andean species belonging to the
family Asteraceae, was characterized chemically. The extract was deprived of chlorophyll
by solid-phase extraction, using Diaion Hp-20 resin as solid phase, and eluting with a
mixture of EtOH/H,O according to a decreasing polarity gradient. The chlorophyll-free
extract was then repeatedly fractionated by open column chromatography in normal phase
and preparative thin layer chromatography. Two main metabolites were finally purified and
identified through structure elucidation. Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR)
and electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) were the 2 techniques used for
analysis. The identified metabolites were coumarins: (1) umbelliferone and (2) coumarin-5-
methyl-4a-glucoside. Compound 1 is known in the literature for having anti-inflammatory,
antihyperglycemic, and antitumor activities. Compound 2 has not been described before for
this botanical genus and its pharmacological effects are still uninvestigated.

Keywords: Jungia rugosa, umbelliferone, coumarin-5-methyl-4a-glucoside, NMR, ESI-MS, Ecuador.

Se caracteriz6 quimicamente el extracto etandlico de Jungia rugosa Less, una popular especie
andina perteneciente a la familia Asteraceae. Se eliminé las clorofilas al extracto mediante
extraccion en fase sdlida, utilizando como fase sélida resina de Diaion Hp-20 y eluyendo
con una mezcla de EtOH/H,O segulin un gradiente de polaridad decreciente. El extracto libre
de clorofila se fracciond repetidamente mediante cromatografia en columna abierta en fase
normal y cromatografia en capa fina preparativa. Finalmente, se purificaron e identificaron dos
metabolitos principales mediante la elucidacion de la estructura. Se utilizaron espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN)y espectrometria de masas de ionizacién por aspersion
de electrones (ESI-MS). Los metabolitos identificados fueron las cumarinas: umbeliferona (1)
y cumarina-5-metil-40-glucésido (2). EI compuesto 1 es conocido en la literatura por tener
actividad antiinflamatoria, antihiperglucémica y antitumoral. El compuesto 2 no se ha descrito
antes para este género boténico y sus efectos farmacolégicos alin no se han investigado.
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1. Introduccion

La medicina tradicional y los preparados a base de plantas representan, en muchas
ocasiones, una alternativa practica y asequible como fuente de productos para el
cuidado de la salud. En el Ecuador, las plantas medicinales son ampliamente utilizadas,
especialmente por las culturas indigenas [1], que disponen de una impresionante biodi-
versidad botanica. De hecho, este pais suele definirse como “megadiverso”, debido a
su extensa riqueza tanto en especies de flora como de fauna [2]. Por ello, actualmente
se puede observar un creciente interés por la fitoquimica y etnoboténica de la flora ecu-
atoriana, junto con una creciente produccién de literatura cientifica [2,3]. Sin embargo,
un gran ndmero de especies botdnicas continlan siendo parcialmente estudiadas o
incluso completamente sin investigar, tanto desde el punto de vista farmacoldgico

como quimico.

Una de las plantas utilizadas en la medicina tradicional por sus potenciales efectos
curativos es la Jungia rugosa Less, distribuida en las regiones andinas de Ecuador, Peru
y Bolivia. Esta especie es conocida popularmente como “Carne Humana” en Ecuador o
“Matico de puma” en Perl y pertenece a la familia Asteraceae [4]. El uso tradicional de
esta especie nativa es bastante extenso, siendo las hojas la parte principal de la planta,
que se emplean en infusidn para tratar gastritis, Ulceras gastricas, rifiones, afecciones
bronquiales como expectorante y antitusivo [5]. También se utiliza como cataplasma

para el tratamiento de heridas y golpes [6].

La especie J. rugosa fue descubierta y caracterizada botdnicamente en 1830 por
Christian Friedrich Lessing, médico y boténico aleman [6]. Se desarrolla en altitudes
de 2.900 a 3.800 metros sobre el nivel del mar, creciendo en suelos provistos de
materia orgdnica, en ambientes himedos frios y helados [7]. Esta especie parece un
arbusto trepador, con muchas raices distribuidas en un sistema radicular poco profundo.
Los tallos son delgados, lisos, lefiosos, duros, verdes y sin estrias longitudinales que
alcanzan longitudes de hasta 5 metros. Las hojas son lobuladas con tamafos variados
entre 3y 5cma10y12 cm, las hojas son alternas y cubiertas de vellosidades con |6bulos
muy marcados y hasta en nimero de ocho, las hojas también tienen una nervadura
antiparalela marcada y son pecioladas. El haz es rugoso y de color verde intenso, y el
envés es de color verde palido. Las flores son homdgamas, numerosas, bilabiadas, de
color blanco-morado. Las semillas son negras y muy pequefias [4,7].

La informacién fitoquimica de esta planta es muy limitada, aunque recientemente
se ha publicado un analisis del aceite esencial (AE) destilado de sus hojas. Sus
componentes principales fueron y-curcumene y B-sesquiphellandrene, junto con dos

sesquiterpenos oxigenados indeterminados. EI AE mostré una débil actividad de
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inhibicién de la acetilcolinesterasa [8]. Segln el mejor conocimiento de los autores,
esta es la primera investigacion sobre los principales componentes no volatiles de

Jungia rugosa Less.

A pesar de que existe poca informacién sobre la fitoquimica de J. rugosa, otras
especies del mismo género han sido investigadas quimicamente [9-10]. Se han descrito
isocedreno [11], guaieno, ciperano, trixano, 6xido de cariofileno, transcariofileno y abi-

etano diterpenoides.

Este estudio es un aporte a la investigacién quimica de la familia Asteraceae en la

regidn sur del Ecuador.

2. Materiales y Métodos

2. Informaciéon General

El extracto alcohdlico se obtuvo mediante maceracion dindmica, utilizando etanol como
solvente en un equipo de extraccién MAXI P-RLT100, adquirido a Tecnolab (Todi, Italia).
La evaporacién del disolvente se llevdé a cabo en un evaporador rotatorio Buchi de
20 litros, modelo R220 PRO (Saint Gall, Suiza). Las clorofilas se eliminaron del extracto
mediante extracciéon en fase sélida (SPE), sobre resina Diaion Hp-20 (particulas esféricas
de 0,5 mm), proporcionada por Espectrocrom (Sant Louis, EE. UU)). El extracto libre de
clorofila se fracciond por cromatografia en columna abierta (CC) preparativa, a través
de gel de silice en fase estacionaria SG 60 (0,063-0,200 mm / 70-230 mesh ASTM)
proporcionado por Espectrocrom (Sant Louis, EE. UU). El TCL analitico y preparativo se
llevé a cabo utilizando Gel de silice en ldmina de aluminio TCL de 20x20 cm LxAnch con
un espesor de capa de 200 pm y un tamafio de particula de 8,0-12,0 pm (Espectrocrom,
Sant Louis, EE. UU.).

La elucidacion de estructuras se realizé6 mediante espectroscopia de RMN, con
un instrumento de 500 MHz Serie MSC 10201, de Bruker (Berlin, Alemania). Todos
los experimentos de RMN se realizaron utilizando metanol deuterado (CD;OD) como
disolvente. En los espectros de RMN, los desplazamientos quimicos (0) se expresaron
como partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se informaron en
Hz. En los experimentos de RMN de 'H, la multiplicidad de la sefial se indica mediante
las abreviaturas: (s) singlete, (d) doblete y (m) multiplete.

Los analisis de HPLC-MS se realizaron en un espectrémetro de masas de velocidad
Bruker Amazon (Berlin, Alemania), mediante inyeccidn directa e ionizacién por aspersiéon

de electrones (ESI). El nitrégeno era el gas portador.
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2.2. Material vegetal y extraccion por solventes

Las hojas de J. rugosa (5,0 Kg) se colectaron en el sector Citacar, perteneciente a
la ciudad y provincia de Cafiar. El punto de recoleccién se ubicé en 2°3522.78” S
y 78°56718.87” O, a una altitud de 3370 m sobre el nivel del mar. Después de la
recoleccion, las hojas se lavaron con agua destilada y luego se secaron en condiciones
controladas (40°C y 35% de humedad) durante 5 dias.

Las hojas secas (3,7 kg) se extrajeron con 150 litros de etanol al 95%. Se realizaron
una serie de 10 ciclos de extraccion (30 minutos cada uno), a una temperatura de 35°C,

seguidos de destilacién al vacio con disolvente hasta sequedad.

2.3. Eliminacion de clorofila

Para la SPE preparativa, se aplicaron 80,0 g de extracto seco a 500 g de resina Diaion.
La elucion se realizd6 con una mezcla de etanol (EtOH) y agua, segln un gradiente
de polaridad decreciente de EtOH/H,0 60:40 a 90:10. Se utilizaron unos 40 litros de
etanol. El extracto libre de clorofila se obtuvo finalmente mediante evaporacién al vacio

de etanol, seguido de liofilizacién del agua residual.

2.4. Fraccionamiento preparativo y purificacion de metabolitos.

Los metabolitos secundarios se purificaron a partir de 1 g del extracto libre de clorofila
mediante CC abierto, utilizando una columna de vidrio de 600 mm de largo y 30 mm
de didmetro. La columna se llené manualmente con 100 g de gel de silice, con el
apoyo de una bomba de aire débil. La elucidn se realizd segln gradiente de polaridad
creciente, utilizando como fase mdvil una mezcla de acetato de etilo (AcOEt), metanol
(MeOH) y agua. El gradiente se realiz6 de AcOEt/MeOH/H,O 86.7:7.5:5.8 a MeOH
100%, recolectando 199 fracciones de 10 ml de volumen cada una. Se empled la
cromatografia en capa fina (TCL) para agrupar las fracciones, segln la similitud en
la composicién cualitativa [12], obteniendo finalmente 6 fracciones. Posteriormente se
realizé un segundo fraccionamiento de CC sobre la fracciéon 4-9 (150 mg), siendo la
mas abundante. Una columna de vidrio de 30 cm de largo y 20 mm de didmetro se
rellené con 15 g de gel de silice. La elucién se realizé segln gradiente de polaridad
creciente, utilizando mezclas de hexano (hex), AcOEt, MeOH y agua. El gradiente se
realizé desde Hex/AcOEt 50:50 hasta MeOH 100%, recogiendo 96 fracciones de 10
ml de volumen cada una. Nuevamente, se usé TCL para agrupar las fracciones, de

acuerdo con la similitud en la composicién cualitativa, obteniendo 58 subfracciones
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finales. La purificacién final de los principales metabolitos se llevé a cabo mediante dos
TCL preparativas de gel de silice (placas de 10 x 10 cm y 20 x 20 cm). Las fases moviles
fueron hex/AcOEt 30:70 y CHCI;/MeOH/H,0 82,5:12,5:2,5, para las subfracciones 7 y

39 respectivamente.

3. Resultados

3.1. Contenido de agua y rendimientos de extraccion

De acuerdo con la diferencia de peso del material vegetal fresco y seco, el contenido
de agua de J. rugosa se calculé en un 26%, valor bastante superior a lo reportado
en la Farmacopea Espafiola y otra literatura para plantas aromaticas [9,10]. Después
de la eliminaciéon completa del solvente, la extraccién con etanol proporcioné 753,3
g de extracto total, lo que corresponde a 19,9 % en peso con respecto al material
vegetal seco. Posteriormente, se sometieron a SPE 80,0 g del extracto total como se
describié anteriormente, obteniéndose 26,7 g de un extracto libre de clorofila [11,12],

que correspondié al 33,4 % en peso (6,8 % respecto al material vegetal seco).

3.2. Fraccionamiento del extracto libre de clorofila

El extracto libre de clorofila se fraccioné posteriormente en tres procesos preparativos,

como se describe en la seccién 2.4. Todas las fracciones se detallan en la Tabla 1.

3.3. Caracterizacion de metabolitos puros

Las subfracciones 7y 39 correspondieron a dos derivados cumarinicos puros: umbelifer-
ona (1) y cumarina-5-metil-40-glucdsido (2). Las estructuras respectivas se representan
en la Figura 1.

Umbeliferona (1). Sélido amorfo blanco. RMN H (6 ppm, CD;0D, 500 MHz): consulte
la Tabla 2.

Cumarina-5-metil-4a-glucésido (2). C;,H,305; PM 338,31; sélido amorfo blanco. Los
resultados de '"H NMR (6 ppm, CD;0D, 500 MHz), ®C NMR (6 ppm, CD;0D, 100 MHz)
y DEPT-135 se detallan en la Tabla 2. Los resultados de HMQC y HMBC se muestran
en la Figura 2. ESI-MS (ionizacién negativa, m/z): 338 [M]~

4. Discusion
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Tabla 1

Masa de fracciones del extracto libre de clorofila.

Extracto libre de clorofila

Nombre Masa

Fraccion Fraccién
(mg)

1-3 80.9

4-9 150.6

10-12 31.6

13-14 345

15-16 1381

17 384

Total 819.7mg

HO
Figura 1

fraccién 4-9 fraccion 7
Nombre Masa Nombre Masa
Fraccion Fraccién Subfraccion Fraccién

(mg) (mg)

1 5.3 7a 0.5
5 12 7b 0.5
7 19 7c 0.3
9 15.9 7d 0.5
12 10 Total 1.8mg
16 12.4
23 10.6
26 6.6
30 9.8
33 75
36 91
39 18
43 10.8
47 9.5
51 9.5
58 0.7
Total 149.6

X

) O

Umbeliferona (1) y cumarina-5-metil-4a-glucésido (2).

fraccion 39
Nombre Masa
Fraccién Fraccion

(mg)

39a 0.8
39b 0.5
39c¢ 0.2
39d 0.6
39e 0.8
39f 0.5
39¢g 0.7
3%h 0.5
39i 1

39j 21
39k 1.5
Total 9.2mg

4 1. Consideraciones bioldgicas y etnofarmacoloégicas

La umbeliferona es una cumarina, cuya féormula molecular es C4yH;O;, también se le

conoce como 7-hidroxicumarina, hidrangina, esquimetina y B-umbeliferona [13]. Gen-

eralmente, las cumarinas son metabolitos secundarios caracteristicos de las familias
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Tabla 2

Resultados de "H NMR, ®C NMR y DEPT-135 para los compuestos 1 and 2.

Posicion

8a
CH,

2
3

Figura 2

Acoplamiento de HMQC (2a) y HMBC (2b) observado para el compuesto 2.

1
H
0 (ppm) J (Hz)
618,d 95
784,d 95
745,d 85
6.79,dd 85,25
671,d 2.0

2a

2

H
[ (ppm)
5.98, s

713,d

7.46, t ancho
719, d

276, s
5.24,d
3.62,dd
3.52,t

3.44,
asimétrico

3.56, dd
3.92,3.93, dd

’c  DEPT-135

J (Hz) [ (ppm)
167.61
92.69
163.51
113.98
137.59
8.0 12778
8.0 131.77
8.0 114.66
154.70
22.43
75 99.87
75,90 7318
9.0 76.89
t 9.0 69.46
2.2,5.4 77.24
22, 122 6079
5.4,12.2

2b

CH

CH
CH
CH

CH;
CH
CH
CH
CH

CH
CH,

Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae y Fabaceae [14]. El nombre comin de umbeliferona

deriva de su aislamiento de plantas de la familia Apiaceae (Umbelliferae) [14—-16]. Aunque

en la familia Asteraceae se ha reportado la existencia de umbeliferona para Matricaria
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chamomilla, no existe informacion sobre la presencia de este metabolito en el género
Jungia [17].

En cuanto a sus aplicaciones, la umbeliferona absorbe energia ultravioleta a 300,
305 y 325 nm, lo que la convierte en un potencial agente de proteccién solar [16,18].
Segun Ojala et al. [19] se han demostrado actividades antibacterianas muy débiles para
este metabolito, excepto contra E. aerogenes y B. fulva donde es notoria su accién

antibacteriana. Ademas, la actividad antiflingica es nula [16, 17].

Aunque el principal uso tradicional de J. rugosa se asocia con propiedades anti-
inflamatorias, se ha informado que la umbeliferona es un inhibidor del indicador de
inflamacién de la lipoxigenasa de la soja [20]. Por lo tanto, la presencia de umbelif-
erona es consistente con el uso de J. rugosa como planta antiinflamatoria, ademas
de las actividades antioxidantes dependientes de la dosis de hidroxilo reportadas por
Kanimozhi et al. [21] para esta cumarina. Aunque las comunidades andinas no asocian
el uso de J. rugosa con propiedades antihiperglucémicas o anticancerigenas, Ramesh
& Pugalendi [22] han reportado que la umbeliferona, a dosis de 30 mg/kg de peso
corporal, tiene un efecto antihiperglucemiante comparable al de glibenclamida (farmaco

de primera eleccidén para el tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo Il).

Ademas, Muthu et al. [23] describieron la eficacia anticancerigena de la umbeliferona,
sola o en actividad sinérgica con 5-fluorouracilo, como agente quimioterapéutico eficaz
y potencial contra la carcinogénesis de colon inducida por 1,2-dimetilhidrazina. Walasek
et al. [24] sefialan una actividad anticancerigena contra las células de cancer de laringe
(RK33 LCC) al reducir su viabilidad y migracién celular.

Yu et al. [20] han afirmado que la umbeliferona, aislada de Ferula communis, exhibié

actividad antitumoral contra lineas de células hepatocelulares hepéticas.

La informacién bibliogréfica disponible sobre el compuesto 2 es particularmente
escasa. Se han realizado investigaciones describiendo metabolitos relacionados,
como el caso de Dupuy et al. [25] quienes aislaron estos metabolitos de especies
pertenecientes a la familia Asteraceae, especificamente de Mutisia orbignyana. En
este ensayo se mostraron interesantes resultados sobre la actividad antioxidante
mediante el test ABTS (radical monobdsico), junto con un efecto no proliferativo sobre
las células de cancer de colon (CaCo2). La presencia de este metabolito también ha

sido reportada en las especies Gerbera jamesonii y Perezia hebeclada [26,27)].

Segun el conocimiento del autor, esta es la primera investigacion que informa la
presencia del compuesto 2 en el género Jungia. La informacién limitada de esta
sustancia dificulta la identificaciéon de una posible actividad farmacoldgica conocida,

lo que respalda el uso tradicional de esta planta.
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Cabe hacer una consideracion interesante sobre la biosintesis de estas moléculas.
De hecho, el compuesto 1 presenta el patrén de sustitucién tipico de los derivados del
acido shikimico, lo que es perfectamente razonable para un metabolito de cumarina.
Sin embargo, en el compuesto 2, la presencia del grupo metilo en la posicién 5 no es
consistente con tal via. De hecho, si revisamos la literatura para el compuesto 2, se
sugiere la via del acetato [28,29]. Con base en esta evidencia, habra la presencia de
dos rutas biosintéticas diferentes para la misma clase de moléculas en esta especie

botéanica.

4.2. Interpretacion de datos espectrales

La estructura del compuesto 1 se ha determinado observando el espectro de RMN
de 'H. El sistema AB tipico de un éster o,fB-insaturado se puede observar como dos
dobletes acoplados a 7,84 y 6,18 ppm, con una constante de acoplamiento de 9,5 ppm.
También estd presente un anillo aromatico 1,2,4-tres sustituido, como lo indican las
sefiales a 7,45, 6,71y 6,79 ppm, cuyas multiplicidades y constantes de acoplamiento
son perfectamente coherentes con la estructura propuesta de la umbeliferona. Todos
estos datos son idénticos a los reportados en la literatura para el mismo compuesto
[29].

Por lo que respecta al compuesto 2, se podrian realizar més experimentos de RMN,
lo que confirma la estructura propuesta. En particular, podemos observar las mismas
seflales de un sistema de cumarina pero con multiplicidad y constantes de acoplamiento
tipicas del anillo aromatico 1,2,3-tres sustituidos (7,49, 7,22 y 7,14 ppm). Adem§s, el éster
o,B-insaturado se puede observar en el espectro *C (166,6 y 93,0 ppm) pero, en el
experimento 'H, solo un protén aislado ocupa la posicién 3 (singlete a 5,97 ppm). Este
patron sugeria la presencia de un resto de azlcar en la posicién 4 y de un grupo metilo
en la posicién 5. El resto de azlcar se confirma con la sefial tipica a 5,19 ppm (doblete de
un protén anomérico) y todas las sefiales entre 4,00 y 3,40 ppm, mientras que el grupo
metilo aromético corresponde al singlete a 2,69 ppm, integrdndose para tres protones.
El espectro ESI-MS confirmé el peso molecular de la estructura propuesta. Todos
los experimentos bidimensionales confirmaron la posicién de los sustituyentes. En
particular, el experimento HMBC confirmd la presencia del grupo metilo en la posicién 5
y el resto de azlcar en la posicion 4. Todas las sefiales, tanto para los experimentos de
RMN de '"H como de ™C, son muy consistentes con las reportadas en la literatura para
el glucésido de 5-metilcumarina, excepto las sefiales correspondientes a la posicién

anomérica. Dado que en la literatura se describe el anémero [, sugerimos que esta
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molécula sea el isémero o (cumarina-5-metil-40-glucésido en lugar de cumarina-5-metil-
4B-glucésido) [27,30].

5. Conclusiones

Se ha realizado la primera investigacion fitoquimica de los principales metabolitos
polares, presentes en las hojas de J. rugosa. Mediante cromatografia liquida y espec-
troscopia de RMN se han obtenido dos compuestos cumarinicos principales: la umbe-
liferona (1) y la cumarina-5-metil-4a-glucésido (2). A pesar de que el compuesto 1 es
bien conocido, actualmente no se investiga el potencial farmacolégico del compuesto
2. Este hecho sugiere el interés de continuar la investigacién sobre J. rugosa y sus
propiedades bioldgicas, principalmente en lo que se refiere al compuesto 2 y sus

posibles relaciones con el uso etnobotanico de esta planta.
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