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Resumen

Se realiz6 un estudio quimico y antimicrobiano, a los extractos en metanol y diclorometa-
no, de las hojas de la planta Chromolaena laevigata. El analisis de bioactividad se bas6 en ensa-
yos de actividad antibacteriana, todos los extractos inhibieron el crecimiento de las bacterias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y Bacillus cereus (ATCC 9634), pero, no presentaron activi-
dad frente a las bacterias Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9920) y Salmonella typhimurium (ATCC 10031). El extracto en diclorometano fue separado por
cromatografia en columna obteniéndose diez (10) fracciones. Después de cromatografias suce-
sivas, se aislo y caracterizo6 la 5,4’-dihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona, utilizando técnicas espec-
troscopicas de identificacion unidimensional: RMN-'H y bidimensional: HMQC, HMBC y
COSY'H-'H.

Palabras clave: Actividad antibacteriana; Chromolaena laevigata;

5,4’-dihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona.

Identification of a flavonoid isolated from the leaf
of Chromolaena laevigata. Part I

Abstract

A chemical and antimicrobial study was realized to the methanol and dichloromethane ex-
tracts of leaf of Chromolaena laevigata plant. The bioactivity analisis was based on the antibac-
terial activity bioassays, all the extracts anhibited the growth of Staphylococcus aureus (ATCC
6538) and Bacillus cereus (ATCC 9634) bacteria, on the other hand, these do not show activity
against Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9920) and Salmonella
typhimurium (ATCC 10031) bacteria. The dichloromethane extract was separated by column
chromatography living ten (10) fractions. After successive column chromatography, the 5,4’-
dihydroxy-7,3-dimethoxyflavone was isolated and characterized using 1D (‘"H-NMR) and 2D
(HMQC, HMBC and 'H-'H COSY) identification spectroscopy techniques.
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Introduccion

Desde comienzos de la humanidad, el
hombre ha utilizado las plantas como alimento,
vestido, vivienda o recursos para aliviar los ma-
les o dolencias que lo aquejan. Asi, desde épocas
remotas, se conoce del uso de plantas que, atin en
nuestros tiempos, no han dejado de tener vigen-
cia. Esa sabiduria, en manos de la poblacién, ha
venido pasando de generacion en generaciéon. La
informacién ha servido, en muchos casos, para
plantear estudios sistematicos acerca del aisla-
miento de sustancias quimicas responsables de
la actividad atribuida a la planta en estudio. Es-
tas investigaciones pueden conducir al descubri-
miento de nuevos farmacos o al uso de drogas
naturales como sustitutos de los farmacos. El co-
nocimiento de los usos de las plantas en la medi-
cina popular, es, sin duda, el punto de partida
para nuevas investigaciones en el campo de la
farmacologia (1).

La Asteraceae (Compositae) es una de las
familias de plantas usada con més frecuencia en
la medicina popular y se han realizado numero-
sas investigaciones en algunas especies de esta
familia, ejemplo de esto se tienen aquellas perte-
necientes al género Chromolaena o Eupatorium,
siendo éstas muy conocidas por producir lacto-
nas sesquiterpénicas, flavonoides, compuestos
glicosidados, entre otros. Ademads, han sido re-
portados compuestos con actividad biolégica, lo
que aumenta el gran interés en la realizacién de
analisis fitoquimico (2). Entre los compuestos
elucidados de este género, se tienen: eriodictiol
(5,7,3 4 -tetrahidroxiflavanona) y eupafolin (6-
metoxi-5,7,3" 4’ -tetrahidroxiflavona), aislados
del extracto en éter de petréleo de las partes aé-
reas de Eupatorium subhastatum (3). Del género
Chromolaena, la especie que ha sido, tal vez, una
de las mas estudiadas es el género C. odorata, an-
teriormente llamada Eupatorium odoratum. Este
es un arbusto nativo del centro y sur de América
tropical que puede sobrevivir a distintas condi-
ciones climaticas. Esta planta tiene un amplio
uso en la medicina popular en algunas partes del
mundo para contrarrestar ciertos males tales
como; malaria, influenza, quemaduras, tos, vé-
mitos, infecciones en la piel, hemorragias inter-
nas y externas y, ademads es cicatrizante. Tam-

bién, es usada para el envenenamiento de peces
en el Himalayas (4, 5).

El estudio fitoquimico del extracto alcoh6-
lico de las hojas de C. odorata mostré la presencia
de taninos, fenoles y saponinas (4). Numerosos
estudios quimicos han sido realizados sobre esta
especie vegetal, detectdndose: lactonas sesqui-
terpénicas, triterpenos, flavonoides y alcaloides
pirrolizidicos dentro de sus constituyentes (2). A
partir de las hojas de esta planta, se pudo eluci-
dar una nueva chalcona; odoratin (6). Analisis
posteriores permitieron aislar otros compuestos
tales como; isosakuranetin monometil éter y
4’,5-dihidroxi-3’,7-dimetoxiflavona (5).

Del extracto en diclorometano de las hojas
de C. odorata, se obtuvieron: 2’-hidro-
xi-3,4,4’,5",6’-pentametoxichalcona, 2’,4-dihi-
droxi-4’,5,6’-trimetoxichalcona, una flavanona
Opticamente activa, scutellarein éter tetrametili-
co y sinensetin, ademds de un compuesto ante-
riormente reportado 2’hydroxi-4,4’,5",6"-tetra-
metoxichalcona (7).

Otro analisis quimico a C. odorata permitié
aislar el compuesto 6-hidroxi-4’,5,7-trimetoxifla-
vanona, y su estudio biolégico demostr¢ la ac-
cion antibacteriana contra S. aureus y B. cereus, lo
que corrobora el uso de esta especie en la medici-
na tradicional para combatir infecciones en la
piel (2). Diversos estudios biol6gicos de extrac-
tos en solventes diferentes de C. odorata, han de-
mostrado actividad antimicrobial contra bacte-
rias, hongos, asi como actividad hemostética (4).

Chromolaena laevigata es una planta utiliza-
da en la medicina naturista para aliviar ciertos
males y dolencias desinflamar hinchazones, tu-
mores, dolor de muelas, enfermedades intestina-
les, antigripal, rasquifia y para combatir la lepra.
La parte de la planta utilizada en la medicina po-
pular son las hojas, que bien pueden prepararse
en alcohol o cociéndolas en agua (8-10).

Entre los compuestos que han sido aislados
a partir de la parte aérea de C. laevigata, se tiene el
5-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona y un &cido di-
terpénico de la serie clerodanos, parcialmente
identificado (8). Estudios biolégicos han demos-
trado que el extracto, en diclorometano, de C. lae-
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vigata, presenta actividad citotéxica y antiftingi-
ca, frente al hongo Mucor miehei y actividad anti-
bacteriana frente a Bacillus brevis, Escherichia coli
y Bacillus subtilis (8,11). Esto evidencia que dicha
planta posee actividad bioldgica de interés far-
macolégico lo cual hace interesante su estudio.

Materiales y Métodos

Recoleccion

Los ejemplares de Chromolaena laevigata
fueronrecolectados enlalocalidad de Caripe, es-
tado Monagas, sector La Brisa, e identificados en
el herbario del Departamento de Biologia del
Nucleo de Sucre de la Universidad de Oriente.
Una vez deshidratada la muestra, se procedi6 a
estudiar las hojas.

Obtencion de los extractos

Las hojas de la planta fueron molidas en un
molino eléctrico para, posteriormente, ser extrai-
das con metanol. Una vez evaporado el solvente,
bajo presiéon reducida en un rotaevaporador
Biichi 461, se obtuvo el extracto metandlico cru-
do, seguidamente, se le afiadié una mezcla meta-
nol:agua al 90-10%, se calent6 ligeramente, y lue-
go fue extraido, sucesivamente, con hexano y
diclorometano. Tanto al extracto crudo como a
las fracciones solubles en los dos distintos sol-
ventes, se les realizaron las pruebas de actividad
biolégica.

Pruebas biolégicas

Actividad antibacteriana

La presencia de principios antibacterianos
se detect6 utilizando bacterias certificadas, per-
tenecientes a la Colecciéon Americana de Culti-
vos Tipo (ATCC): Gram positivas Staphylococcus
aureus (ATCC) 6538, Bacillus cereus (ATCC) 9634
y Gram negativas Escherichia coli (ATCC) 10536,
Pseudomonas aeruginosa (ATCC) 9920 y Salmonel-
la tiphymurium (ATCC) 10031. Estas cepas bacte-
rianas fueron suministradas por el Laboratorio
de Productos Naturales del Departamento de
Quimica de la Universidad de Oriente, Ntucleo
de Sucre. Esta prueba se realiz¢ siguiendo la téc-

nica de difusién en agar o método de antibiogra-
ma descrito por Bauer et al. (12).

Aislamiento

Del extracto en diclorometano de las hojas
de C. laevigata, fueron fraccionados 3,90 g sobre
silica gel 0,063-0,200 mm en una columna de
aproximadamente, 1,50 cm de didmetro y 70 cm
de alto. La cromatografia en columna (CC) se ini-
ci6 con diclorometano como eluyente aumentan-
do la polaridad utilizando mezclas de dicloro-
metano-acetona finalizando con metanol al
100%. Se obtuvieron 137 eluatos contentivos de
50 mL cada uno, agrupados en 11 fracciones to-
mando en cuenta los valores de Rf observados en
la cromatografia de capa fina. Como agente reve-
lador, se utilizé una solucién de molibdato de
amonio al 5% en H2SO4 al 10%. Las cromatogra-
fias de capa fina preparativa (CCFP), se realiza-
ron en capas de silica gel Merck 60F254+366 cOmo
fase estacionaria de 1,0 mm y se visualizaron
bajo luz UV y con una solucién de molibdato de
amonio al 5% en H>SO4 al 10%.

Caracterizacion

El analisis estructural del compuesto aisla-
do se realiz6 mediante el uso combinado de téc-
nicas espectroscopicas de identificacion unidi-
mensional y bidimensional, las cuales permitie-
ron establecer las caracteristicas del compuestoy
lograr su completa identificacién.

Los anaélisis espectrales se realizaron en el
laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de
la Universidad Central de Venezuela y el Institu-
to Venezolano de Investigaciones Cientificas.
Los espectros de RMN-1H fueron tomados en un
espectréometro Jeol Elipse 270 (Frecuencia de Re-
sonancia 1H = 270 MHz). Las muestras se disol-
vieron en cloroformo deuterado (CDCls) o aceto-
na deuterada (CD;COCD:;), segtn el caso, y se
colocaron en tubos de 5 mm de didmetro. Los es-
pectros bidimensionales se tomaron en un espec-
trémetro Bruker Avance 500 (Frecuencia de reso-
nancia 'H =500 MHz y de 13C = 125,72 MHz), uti-
lizando las técnicas: COSY'H-1H (correlacién es-
pectroscépica homonuclear), HMQC (correla-
cion directa heteronuclear) y HMBC (correlacion
heteronuclear entre varios enlaces).
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Resultados y Discusion

Actividad antibacteriana

Los resultados obtenidos demostraron que
los extractos en estudio inhiben el crecimiento de
las cepas B. cereus y S. aureus. Estos extractos,
ademas de mostrar actividad bactericida, pre-
sentaron actividad bacteriostética (Tabla 1), lo
que puede atribuirse a diversos factores, tales
como la presencia de mas de un compuesto acti-
vo, la concentracién a la cual se encuentra pre-
sente la sustancia, las diferencias entre las masas
molares de cada sustancia, asi como también del
tipo de microorganismo sobre el cual esté ac-
tuando la sustancia. Estos resultados concuer-
dan con el uso de esta planta en la medicina po-
pular, asi como también con los encontrados en
la literatura para esta especie y para plantas per-
tenecientes a este mismo género.

Estudios de bioactividad anteriormente
realizados han demostrados que extractos en di-
clorometano de C. laevigata, inhiben el crecimien-
to delas cepas B. brevis, E. coliy B. subtilis. Por su
parte analisis de bioactividad realizados a plan-
tas de este mismo género, tal es el caso de C. odo-
rata, demostraron que la misma posee actividad
contra S. aureus y B.cereus, lo que corrobora su
uso en la medicina tradicional para combatir in-
fecciones en la piel (2).

Estudio quimico del extracto
en diclorometano

Lacromatografia en capa fina, con distintas
mezclas de solventes, realizada sobre la subfrac-
cién obtenida de la CC con diclorometano 100 %
(95,50 mg) presentd separacion definida de sus
componentes; por esta razon, se le realizé CCFP,
utilizando silica gel como fase estacionaria y una
mezcla de hexano-cloroformo al 20-80% como
fase movil, realizdndose en dos (2) corridas, ob-
teniéndose tres (3) bandas cromatograficas.

Se obtuvo una masa total de 12,50 mg, que
represent6 el 13,09% de material cromatografico.
La cromatografia de capa fina (CCF), con distin-
tas mezclas de solventes, aplicada sobre la
subfraccién de polaridad intermedia con Rf =
0,07, sefial6 la posible presencia de un compues-
to puro, el mismo fue aislado como un sélido
amorfo. A diferencia de ésta, las subfracciones
restantes eran mezclas de compuestos con R¢
muy cercanos y de dificil separacién, por lo que
su analisis fue descartado.

El s6lido obtenido fue analizado mediante
técnicas espectroscopicas de identificacion uni-
dimensional: RMN-H y bidimensional: HMQC,
HMBC y COSY 'H-'H. Los datos obtenidos del
espectro de RMN-'H permitieron identificar al
compuesto como un flavonoide, debido a la pre-
sencia de senales caracteristicas de este tipo de
metabolito: en la zona a campo bajo, especifica-

Tabla 1
Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Chromolaena laevigata.

D.H.I Gram Extracto en Extracto en
. +\- metanol diclorometano
Bacterias

Escherichia coli (ATCC) 10536 -

Pseudomonas aeruginosa (ATCC) 9920 -

Salmonella tiphymurium (ATCC) 10031 -

Staphylococcus aureus (ATCC) 6538 + 20* 12/21*
Bacillus cereus (ATCC) 9634 + 16 18

D.H.I: Diametro del halo de inhibicion (mm) (*): Halo bacteriostatico Disco: 10 mm (-): Inactivo Concentracion:

40 mg/mL.
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mente en laregién aromatica, aparecen seis sefia-
les que integran para seis protones: d 7,46-7,47
ppm (H-6", dd) con acoplamiento orto-meta (J =
9,00 Hz), 6 7,00-7,04 ppm (H-5’, d) con acopla-
miento orto (] =9,00 Hz), d 7,31 ppm (H-2’,d) con
acoplamiento meta (J = 2,25 Hz), 0 6,56 ppm
(H-3,s)noacoplado, 6 6,47-6,48 ppm (H-8, d) con
acoplamiento meta (J = 2,25 Hz) y § 6,36 ppm
(H-6, d) con acoplamiento meta (J = 2,25 Hz).
Mientras que a campo mucho maés bajo (6 12,77
ppm), se observé un singulete que integra para
un protén caracteristico del grupo hidroxilo
(-OH), que se encuentra unido al carbono C-5, el
cual, segtn el desplazamiento, podria estar for-
mando puente de hidrégeno con el grupo carbo-
nilo. A campo alto, se observaron sefales carac-

teristicas de grupos metoxi a d 3,99 ppm (s) y 0
3,87 ppm (s) (Tabla 2).

Las senales de los carbonos no cuaternarios
(Tabla 3) fueron asignadas mediante la técnica
de relacién directa 13C-1H, HMQC, siendo, a su
vez, comparados con los valores reportados para
compuestos similares, observandose que no
existen diferencias significativas entre éstos (13).

La relacién entre los protones fue estudia-
da utilizando la técnica COSY 'H-'H. El espectro
obtenido mostré una correlaciéon que evidencié
la interaccién entre los protones, aromaticos, ve-
cinales ad 7,00 y 6 7,60 ppm, atribuibles a los hi-
drégenos que se encuentran sobre los carbonos
C-5"y C-6’, respectivamente. Ademas se observo

Tabla 2
Valores de RMN-'H obtenidos para el compuesto aislado.

Posiciones J, (ppm)* Multiplicidad; J,,,

1 J—

2 —

3 singulete

4 P

5 —

6 doblete; 2,25

7 P

8 6,47-6,48 doblete; 2,25

9 —

10 —

1’ J—

2 7,31 doblete; 2,25

3’ N P

4 J— J—

5 7,00-7,04 doblete; 9,00

6’ 7,46-7,49 doblete-doblete; 9,00
-OCH, 3,99 singulete
-OCH, 3,87 singulete

-OH 12,77 singulete

@: Espectro realizado en CDCLs a 270 MHz. Los desplazamientos quimicos (0u) estan expresados —en ppm en rela-
cién al TMS.
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Tabla 3
Valores de HMQC obtenidos para el compuesto aislado y los valores de RMN-C encontrados
en la literatura.

Posicién .. (ppm) . (ppm)* 9, (ppm)”
2 163,4 — —
3 103,9 104,44 6,74
4 181,9 — —
5 161,5 — —
6 98,8 97,96 6,34
7 164,3 — —
8 94,1 92,96 6,71
9 157,4 — —
10 103,8 — —
I 122,9 — —
2 109,5 110,37
7.64
3 149,0 — —
a 152,0 — —
5 111,8 116,1 7,00
6 120,1 121,11 7,60
-OCH, 55,7 55,13 3,93
-OCH, 55,9 55,25 3,98

": Valores reportados por B. Méndez y cols. Acta Cientifica Venezolana, 31: 394-397, 1980.
@: Espectro realizado en CDsCOCDs a 125,72 MHz. Los desplazamientos quimicos (dc) estan expresados en ppm en
relacion al TMS. ®: Espectro realizado en CDsCOCDs a 500 MHz. Los desplazamientos quimicos (0x) estan expresa-

dos en ppm en relacion al TMS.

una correlacién COSY a distancia entre los proto-
nes H-6 (0 6,34 ppm) y H-8 (0 6,71 ppm).

El espectro HMBC permiti6 tener informa-
cién sobre el esqueleto de la molécula, mostran-
do correlaciones a distancias de 3C-'H separa-
dos por dos y tres enlaces (Tabla 4). De esta ma-
nera, se lograron asignar las posiciones de aque-
llos carbonos cuaternarios que presentaban co-
rrelacion HMBC con algunos protones. Se obser-
varon correlaciones importantes, tales como las
existentes entre los carbonos a ¢ 164,00 (C-2),
0 182,00 (X—4), 6 104,50 (C-10) y 0 122,50 (C-1")
ppm, todos éstos con el protén a d 6,74 ppm
(H-3). La existencia de este protén (0 6,74 ppm)
evidencié que dicho compuesto es una flavona.

Las posiciones de los hidrégenos, como sus-
tituyentes, en los anillos A y B, fueron asignados
mediante las correlaciones entre las sefiales a:

0 104,50 ppm (C-10) con los protones a
6,34 (H-6) y 6,71 (H-8) ppm

— 0164,00 ppm (C-2) con el protén a 7,60
ppm (H-6)

- 0 122,50 ppm (C-1’) con el protéon a
7,00 ppm (H-5’)

- 0 150,50 ppm (C-4’) con el protéon a
7,60 ppm (H-6")

- 0 120,20 ppm (C-6’) con el protéon a
7,60 ppm (H-6")
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Tabla 4

Valores de HMBC obtenidos para el compuesto aislado de la fracciéon F3.2 y valores de RMN-3C
encontrados en la literatura.

Posicién .. 0. 0,"”
2 163,40 164,00 6,74(H-3); 7,60(H-6")
3 103,90 — —
4 181,90 182,00 6,74(H-3)
5 161,50 162,00 6,34(H-6)
6 98,80 — —
7 164,30 165,40 3,92(-OCH,)
8 94,10 — —
9 157,40 157,50 6,71(H-8)
10 103,80 104,50 6,34(H-6); 6,71(H-8);
6,74(H-3)
1 122,90 122,50 6,74(H-3); 7,00(H-5")
2 109,50 — —
3 149,00 147,60 3,90(-OCH,)
4 152,00 150,50 7,60(H-6)
5 111,80 — —
6’ 120,10 120,20 7,60(H-6))

*: Valores reportados por B. Méndez y cols. Acta Cientifica Venezolana, 31: 394-397, 1980.
@: Espectro realizado en CDsCOCDs a 125,72 MHz. Los desplazamientos quimicos (dc) estan expresados en ppm en
relacion al TMS. ®: Espectro realizado en CDsCOCDs a 500 MHz. Los desplazamientos quimicos (01) estan expresa-

dos en ppm en relacién al TMS.

— 0 157,50 ppm (C-9) con el protéona 6,71
ppm (H-8)

Las posiciones de los grupos metoxilos fue-
ron determinadas mediante la correlacién a dis-
tancia entre el carbono perteneciente al anillo y
los hidrégenos del sustituyente en dicho carbo-
no, observandose correlacién HMBC en el anillo
B, a 147,60 ppm (C-3") con protones a 0 3,99
(OCHs), andlogamente, en el anillo A, se observa
una correlacion a distancia entre el carbono a d
165,40 ppm (C-7) con protones a ¢ 3,92 ppm
(OCHs), correspondiente al grupo metoxilo sus-
tituido en esa posicién. Asimismo, el desplaza-
miento quimico correspondiente al carbono C-4’
es consistente con los valores reportados para
flavonoides con sustituyentes hidroxilos en esa
posicién (13).

El andlisis combinado de los datos obteni-
dos a partir de los espectros COSY 'H-1H,
RMN-H y HMQC, condujo a proponer dos es-
tructuras parciales I (Figura 1) y II (Figura 2),
donde se pueden observar cada una de las asig-
naciones anteriormente expuestas. Cabe desta-
car que el espectro HMBC fue una herramienta
clave tanto para poder elucidar la estructura
completa del compuesto como, también, para co-
rroborar cada una de las sefales asignadas (Fi-
gura 3).

Todas las técnicas espectroscépicas utiliza-
das permitieron proponer, como posible com-
puesto, la 5,4’-dihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona
(Figura 4). Este flavonoide fue aislado, anterior-
mente, a partir del extracto en diclorometano de
esta misma especie. Sin embargo, no existe nin-
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6,47;6,48

12,77

Figura 1. Estructura parcial I.

3,99
OCH,

7,31

/ 7,02
H

7,47

Figura 2. Estructura parcial II

Figura 3. Correlaciones HMBC (¥C-'H) del
compuesto aislado.

H,CO

Figura 4. Estructura del 5,4’-dihidroxi-7,3’-
dimetoxiflavona.

gunreporteenlaliteratura que muestre los datos
espectroscopicos del mismo (14), por lo cual la
informacion quimica suministrada, producto de
esta investigacion constituye en gran aporte
cientifico para el conocimiento fitoquimico de la
especie Chromolaena laevigata y asi como también
de la familia Asteraceae. No se realizé prueba de
bioactividad alguna, al compuesto, dado que no
se tenia suficiente cantidad del mismo.

Conclusiones

Todos los extractos de las hojas de la planta
mostraron actividad antibacteriana contra las es-
pecies de bacterias Gram positivas: Staphylo-
coccus aureus y Bacillus cereus.

Del extracto en diclorometano, se aisl6 e
identific61a 5,4’ -dihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona.
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