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Resumen

Se realizo la evaluacion de actividad contra los microorganismos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans de
los extractos totales y fracciones de éter de petroleo, diclorometano y etanol
de partes aéreas de la especie vegetal Chromolaena bullata (Klatt) King &
Robinson; se lograron aislar y purificar dos metabolitos secundarios de
hojas de dicha especie, cuyas estructuras fueron elucidadas por medio de
propiedades fisicas y quimicas y por técnicas espectroscopicas (v, Gc-Ms
Y RMN). |
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Abstract_

The activity against the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans of the total extracts
and the petroleum ether, dichloromethane and ethanol from the aerial parts
of the vegetal species Chromolaena bullata (Klatt) King & Robinson was
evaluated; two secondary metabolites were isolated and purified from leaves
of this species, whose structures were elucidated through their physical and
chemical properties and by spectroscopic techniques (Uv, Gc-MS y RMN).
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Introduccion

El altiplano cundiboyacense posee una gran variedad
de especies vegetales, de las cuales muchas son de uso
comun en las veredas aledafias en donde se les da uso
principalmente medicinal. Se decide investigar la ac-
cion de estas especies, sin aparente utilidad (Bilbao,
1997), para encontrar en ellas nuevas sustancias de
interés. Este es el caso de la especie vegetal Chromo-
laena bullata (Klatt) King & Robinson, clasificada
por primera vez por el botanico alemén E W. Klatt
bajo el nombre de Eupatorium bullatum (Klatt,
1887). Investigaciones realizadas en otras especies
del género Chromolaena han permitido conocer una
quimica variada; se han aislado terpenoides, princi-
palmente sesquiterpenos y triterpenos (Bohlmann et
al., 1980; El-Sayed et al., 1988; Tamayo et al., 1989;
Gutiérrez et al., 1995), siendo de especial interés un
grupo de sesquiterpenos particulares, los cadinenos,
los cuales pueden considerarse como metabolitos
caracteristicos del género. Se han aislado también
alcaloides pirrolizidicos (Biller et al., 1994) y 4cidos
grasos de tipo prostaglandinico (Bohlmann et al.,
1981; Bohlmann et al., 1982; Ahmed et al., 1985).
Son frecuentes los compuestos flavonoides aislados
con estructura de flavonol y flavanona (Barua et al.,
1978; Becerra, 1992; Espitia, 1992; Amaro et al., 1993;
Gutiérrez et al., 1994; Sanabria et al., 1995; Biez et
al., 1997). Igualmente acidos fendlicos, coumarinas
y otros metabolitos han sido reportados (Espitia,
1992). Estudios enfocados a la actividad biolégica
comprobaron la efectividad de extractos contra
microorganismos como Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Esche-
richia coli, Mucor sp. y Aspergullius niger (Carrero,
1982; Garcia, 1983; Becerra, 1992; Irobi, 1992; Sa-
nabria et al., 1995; Bez et al., 1998) y atribuyeron la
actividad a los 4cidos grasos de tipo prostaglandinico
y algunas estructuras flavonoides.

Metodologia

El material vegetal fue recolectado en inmediaciones
del municipio de Sibaté, Cundinamarca. Se realiza-
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ron estudios por separado de hojas, tallos y flores
utilizando los mismos procedimientos. El material
vegetal se secé a temperatura ambiente y fue tritu-
rado; 521.3g de hojas fueron sometidos a extraccién
por reflujo con etanol por cinco dias; 452.0g de tallos
y 246.1g de flores respectivamente se sometieron a
las mismas condiciones. Los extractos obtenidos se
concentraron a presién reducida en un rotavapor
y posteriormente fueron fraccionados por extrac-
cion liquido-liquido continua empleando éter de
petréleo y diclorometano, de donde se obtuvieron
tres fracciones de cada extracto. Adicionalmente se
realizé extraccion por maceracién de hojas, flores
y tallos en donde se utiliz etanol como solvente
para realizar las pruebas quimicas preliminares, y
se empled el protocolo establecido en la Marcha
fitoquimica preliminar (Bilbao, 1997).

Se efectuaron pruebas antimicrobianas a los extrac-
tos y fracciones de diferente polaridad, a través del
método de difusion en gel por perforacién en placa
en dos ensayos, tomando como microorganismos
indicadores las bacterias Staphylococcus aureus (Atcc
29737), Escherichia coli (atcc 13706), Pseudomonas
aeruginosa (aTcc 25619) y la levadura Candida
albicans, se emple6 en todos los casos caldo y agar
Miieller Hinton. En el primer ensayo realizado, se
trabajaron concentraciones de extractos totales de
80, 200 y 400 pg/pl y de fracciones de 40, 100 y 200
pg/pl. Para el segundo ensayo, teniendo en cuenta los
resultados del anterior, se trabajaron para extractos y
fracciones las concentraciones de 156.25, 312.5, 625,
1250, 2500 y 5000 pg/ml en donde se usé solucién
salina estéril como solvente. Para ambos ensayos se
trabajé como control positivo el antibiético oxaci-
lina y el antimicético clotrimazol en concentracién

de 30 pg/pl.

Las fracciones de diferente polaridad de hojas, flo-
res y tallos, teniendo en cuenta los resultados de las
pruebas antimicrobianas, se sometieron a fraccio-
namientos por medio de sucesivas cromatografias
en columna, utilizando como fase estacionaria Silica
Gel 60H y realizando seguimiento de las fracciones
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eluidas a través de cromatografia en capa fina usando
Silica Gel 60G como adsorbente.

Resultados y discusion

Las pruebas quimicas preliminares (Bilbao, 1997)
arrojaron resultados positivos para: Hidroxamato
férrico para flores y Tollens para tallos (sesquiter-
penlactonas); Antrona para hojas y tallos (glicosidos
cardioténicos); Liebermann-Burchard para hojas,
tallos y flores (Esteroides y triterpenoides); acetato
de plomo vy gelatina-sal para las tres partes aéreas
(taninos); Shinoda para hojas y flores (flavonoides),
entre otros.

Para el caso de la actividad antimicrobiana, en el
primer ensayo se observan halos de inhibici6on
contra Staphylococcus aureus superiores a los 13
mm, de alta sensibilidad de acuerdo a la clasifica-
cién de antibiogramas de Bauer (Sdnchez, 1998), el
extracto total de hojas a 400 pg/pL, diclorometano
y petrol a 100 pg/pL y 200 pg/uL, las fracciones de
diclorometano de flores a 100 pg/pL y 200 pg/uL,
asi como la etanélica a 200 pg/uL; los extractos y
fracciones de tallos presentaron halos inferiores a
los 10 mm y ninguno presenté actividad biolégica
contra las bacterias gram-positivas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ni contra la levadura Can-
dida albicans. Los resultados obtenidos del segundo
ensayo mostraron halos de inhibicién inferiores alos
5 mm en concentraciones a 5000, 2500y 1250 pg/mL

de extractos y fracciones para Staphylococcus aureus,
mientras que para los demds microorganismos el
resultado fue negativo en todas las concentraciones
empleadas. Esto indica que no se presenta dentro
de la especie actividad antibacteriana importante,
ya que se requieren concentraciones por encima de
los 5000 pg/ml para que exista inhibicion de interés
farmacoldgico.

La separaci6n en columna cromatografica de las
fracciones permitié obtener dos metabolitos secun-
darios, denominados cBl y cB2. La sustancia cBl es
un sélido blanco que se obtuvo de la fraccién de éter
de petréleo, eluido por cromatografia en columna
con diclorometano, que posteriormente se lav6 con
metanol y se recristalizé con éter de petroleo. Se
tomo su punto de fusién, el cual fue de 57 + 4°C;
se realizaron las pruebas quimicas de Liebermann-
Burchard y Salkowski, que arrojaron resultados
negativos.

En el espectro uv de la sustancia cBl, se observaron
maximos a 238.96,248.99y 260.23 nm, que son acor-
des en forma y ubicacién con las caracteristicas de los
sistemas aromadticos del tipo del benceno, también a
215.99 nm, que no es acorde con el comportamien-
to de los sistemas aromaticos ni de enlaces dobles
conjugados, por lo que se asume la posibilidad de
que la sustancia presente algin tipo de impureza,
responsable de dicho maximo de absorcién. Esta
posibilidad es confirmada por cromatografia de ga-
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Figura 1. Espectro de masas del compuesto cs1-4; se observan picos a m/z = 312 (ién molecular), 297, 281, 269 (grupo metoxilo unido
a anillo aromatico), 257 — 103 (fragmentaciones de cadena alifitica), 91 y 77 (anillo aromdtico unido a cadena alifética).
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Figura 2. Espectro de masas de la sustancia cs2; se observan, entre otros, picos a m/z = 300 (ién moleuclar), 284,271y 257 (grupo
metoxilo unido a anillo aromatico), asi como a m/z = 150y 121 (atribuibles a sistema de tipo flavon

ses, donde se observaron varios picos, concluyendo
que la sustancia cBl es efectivamente una mezcla.
Se tom¢ espectro de masas al pico de mayor abun-
dancia en el cromatograma de gases, denominado
compuesto CB1-A, con tiempo de retenciéon de 55,233
minutos. El espectro obtenido (figura 1), presenta
un pico molecular bajo a m/z 312 (M), senal de que
la estructura analizada presenta una cadena alifatica
larga, lo que se confirma por las sefiales entre m/z
103 y 257, debidas a una sucesiva fragmentacion de
dicha cadena. Por otro lado, los picos de m/z 297 (M
-15),281 (M-31) y 269 (M -15-28), son caracteristicos
de anillos aromaticos metoxilados (Fuentes, 1987),
lo que confirma la presencia de un grupo metoxilo
adyacente al anillo presente en la estructura, el cual
es de tipo aromatico, de acuerdo con las sefales a
m/z91y77.

La sustancia cB2 se obtuvo a partir de la fraccién de
diclorometano del extracto total de hojas, posterior-

Tabla 1. Mdximos de absorcién observados en la region uy de la sustancia cb2'y
comportamiento tras adicion de reactivos de desplazamiento '

mente al lavado de clorofila y separaci6n del sélido
asi obtenido por cromatografia en columna, eluida
con acetona y recristalizada en metanol caliente. Se
trata de un s6lido amarillo, con punto de fusién de
236 £ 2°C. Se realizé la prueba de Shinoda (Bilbao,
1997), la cual dio resultado positivo, lo cual indica
una estructura flavonoide.

Se aplicé espectroscopia de uv en la regién de 200-
500 nm a la sustancia disuelta en metanol, emplean-
do reactivos de desplazamiento para flavonoides
(Mabry et al., 1970), observando comportamiento
de tipo flavonol (tabla 1). Se tomé también un espec-
tro de masas por impacto electrénico de la sustancia
(figura 2), en el cual se observan, ademds de la sefial
atribuida al i6n molecular a m/z 300, se observan
picos am/z 284 (M-15),271 (M-31) y 257 (M-15-28),
caracteristicos de los grupos metoxilo unidos anillos
aromadticos (Fuentes, 1987), ademds picosam/z 121
y 150, caracteristicos de los sistemas del tipo flavo-
nol (Audier, 1966).
Se realizaron fi-
nalmente analisis
de 'H RMN (tabla
2) y correlaciones
bidimensionales
COSY, HMQC Y HMBC
(tabla 3).

— . grupo metoxilo,

La presencia del
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Tabla 2. Asignacion de ld$ sefiales observadas en el espectrolh

rmn de la sustancia ch2.

fragmentos obtenidos coinciden
con las senales observadas en el
espectro de masas.

La informacién obtenida por las
técnicas anteriormente mencio-

nadas permite proponer para la

sustancia cB2 la estructura del

[0 Fe X Ko7 K70 N0 K700 1700 1728 Vo)

*s = singlete; d = duplete; q = quinteto.

cosy, hmqc y hmbc de la sustancia cb2
. v

Tabla 3. Correlaciones observadas en los espectros bidimensionales -

5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavonol,
de férmula molecular c H,,0, v
peso molecular de 300.263, ya que
cumple con el comportamiento
observado en espectroscopia de
uv, el peso del i6n molecular en es-
pectrometria de masas y las sefia-
les observadas en espectroscopia

RMN. Se determinaron para esta

molécula sus fragmentaciones en

166

espectrometria de masas (figura

3 4), las cuales coinciden con las

©191.7,103.9,161.1, 166.2

observadas en el correspondiente

S
——
IR

| 97.6,103.9 156.8, 1662

115.2,129.7,145.2,,159.2 -

espectro.

‘Sefial 7

115.2,122.2, 145.2,159.2. |

Se simularon por computador

la cadena alifitica y el anillo aromético, asi como
el peso molecular de 312, permiten determinar
como posible férmula molecular del compuesto
CB1-A C,H, 0, con un peso de 312,489. Al tener esta
férmula un indice de deficiencia de hidrégeno (1pn)
de siete, se atribuyen cuatro instauraciones al anillo
aromdtico y tres a la cadena aliftica, proponiendo
que posiblemente se trate del grupo farnesilo, de
tipo sesquiterpénico. Sin embargo, esta suposicion
no puede confirmarse debido a la gran cantidad de
fragmentaciones y reordenamientos que presentan
los hidrocarburos con varias instauraciones, lo que
hace mas dificil su andlisis por Espectrometria de
Masas (Fuentes, 1987), tampoco puede estable-
cerse la posicién (orto, meta o para) de los dos
sustituyentes en el anillo bencénico. No obstante
se propone una ruta parcial de fragmentacion para
la estructura propuesta (figura 3), en la cual los
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los espectros de RMN 'H y Pc de

la molécula propuesta, los cuales
presentaron gran similitud con los observados para
la sustancia cB2. Los valores obtenidos en el espectro
simulado de ">c se compararon con los observados
en las correlaciones bidimensionales HMQC y HMBC,
obteniendo total correspondencia con los datos
observados, asi como dos nuevas sefiales, a 135.90

y 175.95 ppm, originadas por los carbonos 3 y 4 de -

la estructura. Tomando los valores obtenidos en los
espectros simulados, fueron comparadas las corre-
laciones existentes en la molécula propuesta con las
observadas en los espectros bidimensionales. Como
resultado de esta comparacion se establece que la es-
tructura planteada para la sustancia cB2 es correcta.

Finalmente, se descarta la posibilidad de que alguno
de los metabolitos aislados sea el responsable de la
actividad antimicrobiana observada, teniendo en
cuenta los resultados negativos de la evaluacién de
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Figura 3. Ruta parcial de fragmentacion propuesta para el compuesto

cs1-a. Se muestran rupturas relacionadas principalmente con pérdida
del grupo metoxilo, dado que no se fue posible establecer una estructura
definida para la cadena alifdtica.

su actividad contra el microorganismo Staphylo-
coccus aureus.

Conclusiones

La evaluacién antimicrobiana de los extractos to-
tales y sus respectivas fracciones por el método de
difusién en gel por perforacién en placa no mostré
inhibicién para cepas de Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa y Candida albicans. Para la bacteria
Staphylococcus aureus se observé actividad en los ex-
tractos totales y fracciones de hojas y flores en el pri-
mer ensayo realizado, datos que fueron refutados por
los resultados del segundo ensayo, a concentraciones
inferiores. No se encontré el compuesto o grupo de
compuestos responsables de la actividad observada
teniendo en cuenta que los compuestos cB1-A Y B2,
aislados por medio de técnicas cromatogrificas e
identificados a través de técnicas espectroscépicas,

. no presentaron actividad.
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