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Resumen

Diferentes investigaciones sobre la familia Boraginaceae se han enfocado en la busqueda de sustancias de probada actividad farmacoldgica. La
especie Cordia cylindrostachya, no ha sido estudiada hasta el presente quimica o farmacolégicamente, por lo que resulta interesante estudiar
esta planta endémica de la region andina venezolana. EI material vegetal se colecté en la poblacién de El Cobre, Estado Téachira; a partir de
las hojas frescas se obtuvo el extracto hidroalcohélico crudo por maceracion con isopropanol-agua (7:3). Mediante extraccion &cido-base se
obtuvo la fraccidn neutra, la cual mostré actividad inhibitoria contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis,
Micrococcus spp y Bacillus subtilis. Mediante cromatografias sucesivas se separaron dos sélidos mayoritarios: uno de ellos, identificado
segln sus datos espectroscépicos como el &cido-3a-hidroxiolean-12-en-27-o0ico presentd actividad inhibitoria contra el crecimiento in vitro
de Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus, Micrococcus spp Y Bacillus subtilis. Otro compuesto aislado se identificé como 5-hidroxi-
3,7,4"-trimetoxi-flavona, el cual no presentd actividad contra las cepas ensayadas. Adicionalmente se separé b-sitosterol, compuesto muy
abundante en los vegetales superiores, de conocida actividad antimicrobiana.
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Preliminary phytochemical study and antimicrobial
evaluation of the neutral extract from Cordia

cylindrostachya (Boraginaceae) leaves

Abstract

Reasearch on family Boraginaceae have been focused to search of substances with proved pharmacological activity. The specie Cordia
cylindrostachya (Boraginaceae) has not been studied so far, since pharmacological point of view, so, it is interesting to study this endemic
plant of the Andes region of Venezuela. The plant material was collected in EI Cobre, Tachira State; maceration of the fresh leaves with (iso-
propanol-water (70:30) gave origin to the hydroalcoholic extract which was fractionated to produce the neutral fraction. This fraction showed
inhibitory activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Micrococcus spp and Bacillus subtilis. By means
of successive chromatographies two major solids were separated: one of them, identified as 3a-hydroxyolean-12-en-27-oic acid, resulted
active against Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus, Micrococcus sp and Bacillus subtilis; the second one was identified as 5-
hydroxy-3,7,4" -trimethoxy-flavone and was not active against the tested strains. Additionally, b-sitosterol was isolated, a very common
compound in higher plants, whose antibacterial activity is known.
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Introduccion

Existen en Venezuela diferentes familias de plantas, cuyos géneros se caracterizan por poseer diversas actividades bioldgicas o son atractivos
desde el punto de vista farmacol6gico. Una de las familias a la que se le atribuyen multiples propiedades es la familia Boraginaceae, la cual
comprende unos 100 géneros y 2000 especies de plantas herbéceas o lefiosas de los paises templados y célidos. Dentro de ella el género
Cordia es uno de los méas importantes, muy difundido en zonas tropicales y subtropicales alrededor del mundo y esta constituido por cerca de
250 especies (1-3).

La especie Cordia cylindrostachya no ha sido evaluada quimica o farmacol6gicamente hasta donde se conoce, por lo que resulta de gran
interés realizar un estudio que permita establecer las posibles aplicaciones desde el punto de vista terapéutico y, de igual manera, dirigir el
estudio quimico que conllevara al aislamiento de los principios activos.

A partir de especies del género Cordia han sido aislados triterpenos, sesquiterpenos, benzoquinonas, naftoquinonas, hidroquinonas, cromenos,
flavonoides, otros compuestos fendlicos y alcaloides (4).

C. cylindrostachya (basura prieta, namogre negro, chichi de virgen), constituye un especie endémica, que crece en Venezuela en el Estado
Téchira, de la cual no se tiene conocimiento sobre su estudio quimico o farmacoldgico; por tal motivo, el objetivo principal de este trabajo
consiste en el estudio fitoquimico de esta especie y determinar su posible actividad antimicrobiana.

Materiales y Métodos
Recoleccion del vegetal y extraccion

El material vegetal (hojas) de C. cylindrostachya fue colectado en El Cobre, Estado Tachira, a unos 2000 m de altitud, en Septiembre del
2002. El vegetal fue identificado plenamente por el Dr. Miguel Pietrangeli, del Laboratorio de Plantas Vasculares de la Facultad Experimental
de Ciencias de la Universidad del Zulia; una muestra reposa en el herbario de esta facultad bajo el nimero MP-4592. Las hojas frescas se
maceraron con isopropanol-agua (7:3), y la solucién obtenida se concentrd por evaporacion a presion reducida para obtener el extracto
hidroalcoholico crudo (EHC) y posteriormente fraccionarlo mediante reacciones acido-base.

Actividad antimicrobiana
Se procedi6 segun el método de difusion en agar, con el uso de discos de papel de filtro, segln la técnica de Kirby-Bauer (5).

Se emplearon las siguientes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus feacalis
ATCC 29212, Micrococcus spp, Basilus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853,
Enterobacter cloacae, Serratia mercenscens, Proteus vulgaris, Shigella boydii grupo C, Salmonella grupo serolégico By la levadura Candida
albicans. Estas fueron conservadas en tubos inclinados con agar y caldo nutritivo.

Aislamiento y caracterizacion

A partir del extracto neutro (23 g) cromatografiada sobre silica-gel (1,6 Kg) se obtuvieron 24 fracciones, mediante elucién consecutiva con
EtOAc, Isopropanol y MeOH. Nueva cromatografia de la primera fraccion (5 g, silica-gel 350 g) eluida con cloroformo dio 12 fracciones de
las cuales las n° 5, 6 y 9 contenian sélidos, que fueron separados segun el caso.

3,7,4’-trimetoxi-5-hidroxiflavona (1)

De la fraccién 5 (28 mg) se separé un sélido amarillo, (agujas de EtOH 27 mg, pf. 146C). Coloracion amarilla frente al reactivo de Naturstoff.
UV (nm): 347 (banda I); 268 (banda I1). IR gmax cm: 3078-3000 (C-H aromético); 2915 (C-H alifatico); 1656 (C=0); 1598 (C=C aromaético).

RMN H (300 MHz, CDCl3) d: 3,83 (s, 3H); 3,84 (s, 3H); 3,87(s, 3H); 6,32 (d, 1H, J= 2Hz); 6,41 (d, 1H, J= 2Hz); 6,99 (d, 2H, J= 9Hz); 8,05

(d, 1H, J=9Hz); 12,63 (s, 1H). RMN 13¢ (75 MHz, CDCl3) d: 56,10; 56,46; 60,81; 92,82; 98,48; 106,73; 114,47; 114,91, 123,49; 130,83;
131,09; 139,54; 156,64; 157,43; 162,35; 162,69; 166,08; 179,46.

b-sitosterol (I11). La subfraccion 6 (12 mg) presentd un sélido que recristalizado de etanol dio agujas blancas (11 mg, Pf. 140-141°C; Pfrep6

141°C). Dicho s6lido present6 reaccion positiva (coloracion fucsia) al reactivo de Liberman-Burchard, lo cual indica la presencia de
triterpenos y/o esteroles Comparacion con muestra auténtica confirmo la identificacion de b-sitosterol (6).

Acido 3a-hidroxiolean-12en-27oico (111). La fraccion 9 (2 g), fue recromatografiada sobre silica-gel (145 g) utilizando como eluentes
CHCIl3y MeOH. La tercera subfraccion (311 mg, (CHCI3-MeOH 8,5:1,5) dio un sélido blanco; agujas de EtOH (239 mg); de pf. 211-213°C

(reportado 211 -213°C) homogéneas en TLC, positivas al reactivo de Lieberman-Burchard coloracion violeta). IR (gmax cm'l): 3632 (-OH,
libre); 3300-2500 (banda ancha —OH); 3219 (C-H, olefinico); 2917 (C-H, alifatico); 1708 (C=0); 1667 (C=C); 1453 y 1384 (flex. C-H,
alifatico). GC/MS, m/z (int. rel.): 412 [M™ - CO5] (55); 397 (90); 379 (21); 243 (82); 241 (100); 231 (34); 205 (14); 204 (48); 191 (33); 190
(60); 135 (97); 105 (55); 95 (91); 69 (96); 43 (83). RMN 13C (75 MHz, CDCl3) d16,01; 18,02; 18,11; 22,11; 22,18; 22,84; 23,67; 24,65; 27,64,
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28,29; 28,37; 31,11; 32,81; 33,10; 33,27; 34,34; 36,13; 36,66; 36,99; 37,30; 39,90; 44,31; 47,15; 48,68; 49,03; 56,03; 76,34; 126,04; 137,78;
178,95. RMN 1H (300 MHz, CDCI3) d: 0,82 (s, Me); 0,83 (s, Me); 0,85 (s, 2 Me); 0,88 (s, Me); 0,98 (s, Me); 1,03 (s, Me); 3,30 (m, 1H, J=6,5
Hz); 5,58 (m, 1H, J=7,5 Hz).

Acido 3a-acetoxiolean-12en-270ico

El compuesto 11 (50,83 mg) se hizo reaccionar con 15 mL de piridina y 10 mL de anhidrido acético calentando bajo reflujo durante 15
minutos. La reaccion fue monitoreada por TLC para garantizar la transformacién al producto esperado. El producto se lavé con HCI 5% y

posteriormente con agua para obtener 43,78 mg del compuesto acetilado. RMN Iy (d): 0,76 (s, Me); 0,79 (s, Me); 0,80 (s, Me); 0,83 (s, Me);
0,84 (s, Me); 0,95 (s, Me); 1,00 (s, Me); 2,01 (s, Me); 4,57 (m, 1H, Wq;»=7 Hz); 5,68 (m, 1H, J=7 Hz). RMN 13¢ (d): 16,86; 18,80; 18,87;
21,76; 22,31; 22,67, 23,22; 24,27, 28,17; 28,46; 28,94; 31,72; 33,59; 33,92; 34,42; 34,92; 37,11, 37,27; 37,57; 41,04, 44,82; 47,45; 49,91,
50,57; 56,52; 78,80; 127,05; 138,23; 171,34; 182,75. GC/MS, m/z (int. rel.): 454 (10); 439 (12); 379 (6); 241 (36); 204 (16); 191 (22); 190
(25); 135 (34); 95 (39); 69 (35); 43 (100).

Resultados y Discusion

Cromatografias sucesivas del extracto neutro permitieron el aislamiento de un sélido cristalino amarillo, el cual present6 fluorescencia bajo luz
UV (366 nm), lo que indicd la presencia de un croméforo importante en la estructura del compuesto. El anlisis por cromatografia en capa fina
reveld homogeneidad, indicando su pureza (P.f. 146°C); adicionalmente, dio reaccion positiva al reactivo de Naturstoff, empleado para la
caracterizacion de flavonoides.

En efecto, en el espectro UV se observan dos bandas importantes ubicadas a 347 y 268 nm que son caracteristicas de las bandas | y II,
respectivamente, de esqueletos de flavonas y flavonoles.

En el espectro IR se muestra una banda poco pronunciada a 3078 cm™L atribuible a tension C-H aromatica; a 2915 cm™L se observa una banda

que corresponde a la tensién C-H alifética; una banda en 1656 cm™ la cual es propia de un carbonilo conjugado, y en 1019 cm™L se muestra la
banda de tensién C-O.

En la zona aromatica del espectro de RMN de protones se observan cuatro sefiales: dos de ellas integran para dos protones cada una, a 8,05y
7,00 ppm, (J= 9 Hz) propias de protones en carbonos adyacentes de un anillo bencénico, sugiriendo una para-sustitucion en dicho anillo. Otras
dos sefales, a 6,41 y 6,32 ppm que integran para un protén cada una, corresponden a un sistema AB (J= 2 Hz) demostrando que los dos
atomos de hidrogeno tienen configuracion meta. Estos hechos sugieren que el esqueleto flavonoide esta meta-sustituido en el anillo A y para-
sustituido en el anillo B, es decir sustituciones en las posiciones 5, 7'y 4", que son las posiciones mas cominmente sustituidas en las flavonas.
Adicionalmente, hay tres sefiales singletes a 3,87, 3,84 y 3,83 ppm, las cuales integran cada una para tres protones, caracteristicas de grupos
metoxilo soportados sobre anillos aromaticos, dado el desplazamiento que presentan. A 12,63 ppm se observa un singlete que integra para un
protdn, cuyo desplazamiento es caracteristico de un protén fendlico enlazado en C-5, formando puente de hidrogeno con el C=0 en C-4.

Con esta informacidn podriamos proponer la estructura de la 5-hidroxi-3,7,4"-trimetoxi-flavona (1) como el compuesto aislado. Este
compuesto se aisld por primera vez del helecho Cheilantes farinosa (Cheilanteae) (7), y posteriormente se aislé a partir de plantas superiores
como Aniba riparia (8) y Amomun koenigii (9). La informacidn espectroscdpica coincide con la reportada en el estudio de las especies antes
sefialadas, y es la primera vez que se reporta este compuesto en el género Cordia.

A partir de la fraccion 6 de la cromatografia del extracto neutro, se aislé un solido cristalino, homogéneo en TLC, aparentemente de tipo
terpénico o esteroidal dado que dio positivo al reactivo de Lieberman-Burchard. La informacion espectroscépica obtenida, (6) y comparacion
con muestra auténtica, permiten identificar al compuesto como b-sitosterol (11), fitosterol muy difundido en el reino vegetal.

A partir de la fraccion 9 de la misma cromatografia, se obtuvo otro sélido cristalino de p.f. 260-261°C, el cual también dio positivo al reactivo
de Lieberman-Burchard, indicando que se trata de otro compuesto de tipo terpenoide. El espectro infrarrojo del compuesto muestra absorcion

intensa a 3632 cmL atribuible a un grupo hidroxilo libre; una banda ancha entre 3300-2500 cm y otra intensa a 1708 cmL de tension
carbonilica, indican un grupo carboxilo en la molécula; adicionalmente, existe una banda intensa en 2917 cml que corresponde a tensién C-H
alifatica, bandas a 1453y 1384 cmt correspondientes a flexiones de CH, y CH3, respectivamente.

El espectro de RMN 13C exhibe un total de resonancias de 30 carbonos: 8 carbonos cuaternarios, 7 metilicos, 10 metilénicos y 5 metinicos. Por
su parte, el espectro de resonancia proténica exhibe 6 sefiales singletes propias de grupos metilicos soportados sobre carbonos sustituidos,
0,82; 0,83; 0,85 (6 H); 0,88; 0,98; 1,03 ppm.

Dado que los triterpenos contienen en su esqueleto un total de 8 grupos metilo, es de suponer que, en este caso, uno de ellos esta
funcionalizado como grupo carboxilico, lo cual se corrobora por la sefial correspondiente al carbonilo del 4cido a 178,95 ppm. Este hecho que
conduce a pensar que el espectro de masas no presenta el verdadero ién molecular, sino un fragmento m/e 412 (55) correspondiente a la
pérdida de CO», con lo cual el peso molecular debe ser de 456 uma.

13

file:////10.6.46.3/...PROCESAR/REVISTAS%20LUZ-CONDES/03%20CIENCIA/2007/VOLUMEN%2015/02/HTML/Ciencia_18.htm[26/04/2011 3:19:14 p.m.]



CIENCIA 15(2)segunda

Las sefiales de RMN de C a 126,04 y 137,78 ppm son propias de carbonos olefinicos, correspondiendo la de campo mas bajo a un carbono
totalmente sustituido, y la otra a uno trisustituido. Otra sefial de carbono cuaternario aparece a 76,34 ppm, desplazamiento que sugiere un
carbono carbinélico, en concordancia con el espectro infrarrojo que mostrd la banda de un grupo hidroxilo libre propia de un alcohol
secundario.

Adicionalmente, el espectro de protones exhibe una sefial a 3,3 ppm que integra para un protén, asignable al protén geminal al grupo en C-3,
posicion tipica de oxigenacion dada la ruta biogenética de los triterpenos; el ancho de banda a media altura, resultd dificil de medir debido a la
forma de la sefial y a su pequefio valor, lo cual indica un hidrégeno con orientacién b-ecuatorial, llevando a una estereoquimica a para el grupo

OH. La acetilacion del compuesto permitio corroborar este hecho. El espectro de RMN 1H del derivado obtenido muestra una sefial a 2,01
ppm que integra para tres protones, correspondiente al grupo metilo del grupo acetilo, indicando la existencia de s6lo un grupo hidroxilo
acetilable en la molécula, ademas, la sefial del protén geminal a dicho grupo aparece ahora a 4,5 ppm, como era de esperarse, y no existe otra
sefial asignable a protones hidroxilicos.

Con esta informacion podriamos plantear dos esqueletos triterpénicos pentaciclicos, el primero un 3a-hidroxi-urseno, el segundo 3a-

hidroxioleaneno. La ausencia de dobletes en la zona metilica del espectro RMN 1H nos lleva a descartar el esqueleto ursano y,
consecuentemente, a proponer una estructura del tipo oleanano para el compuesto aislado.

Queda por definir la posicion de la instauracion en la molécula y dado que se trata de un doble enlace trisustituido, (sefial ensanchada a 5,58

ppm) pudiera corresponder a una instauracién D°, D911 D12 ¢ D18, |a espectrometria de masas resulta en este caso de gran ayuda.
Efectivamente, el espectro de masas exhibe un fragmento m/e 204, resultante la reaccidn retro-Diels-Alder con apertura en el anillo C, en un

compuesto D12-insaturado; dicho fragmento no seria posible a través de la Diels-Alder de D5-, D%11. 6 D18 pleanenos (10). Con estos
resultados se propone la estructura como el acido 3a-hidroxiolean-12-en-27-oico (111). Estos datos concuerdan con los reportados
previamente para este compuesto aislado a partir de la especie Cordia alliodora en 1983 (11).

Actividad antimicrobiana

La fraccién neutra mostrd actividad contra algunos de los microorganismos estudiados (5 cepas), siendo Staphylococcus aureus la cepa mas
sensible a esta fraccion, al desarrollarse halos de inhibicion de 18, 20 y 20 mm para 1, 3 y 5 mg del extracto, respectivamente. Este efecto es
comparable al efecto ejercido por los antibiéticos comerciales Gentamicina de (10 pg) y Norfloxacina de (10 ug).

Con el fin de verificar si la potencial actividad antimicrobiana de la fraccion neutra es debida a la 5-hidroxi-3,7,4" -trimetoxi-flavona aislada,
se realiz6 un ensayo utilizando discos impregnados con el mismo, observandose que el compuesto no ejercio efecto inhibitorio sobre las cepas
sensibles a la fraccion neutra, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Micrococcus spp, Bacillus subtilis.
Posteriormente se evalu6 la posible actividad antibacteriana del 4cido 3a-hidroxiolean-12-en-27-oico.

Se observa que el compuesto ejercio efecto inhibitorio sobre las cepas Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Micrococcus spp,
Bacillus subtilis, no mostrando actividad sobre E. coli. La dosis de 10 pg fue la mas efectiva, sin embargo, debido a que los valores de halos

de inhibicidn estan por debajo de los obtenidos para la fraccion neutra (Tabla 1), es de suponer la existencia de otros metabolitos andlogos que
potencien de forma sinérgica la actividad antibacteriana.

Frame 23
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En efecto, la presencia de b-sitosterol lleva a presumir que este compuesto estaria potenciando la actividad antibacteriana de la fraccion

neutra. Se ha demostrado que varios fitosteroles poseen esta propiedad (12) y, en particular el b-sitosterol ha sido activo contra Bacillus
subtillis (13) y S. aureus (14).

Conclusiones

A partir de la fraccion neutra de las hojas de Cordia cylindrostachya se aislaron tres compuestos que se identificaron como: 5-hidroxi-3,7,4"-
trimetoxiflavona, el acido 3a-hidroxiolean-12-en-270ico, y b-sitosterol.

El extracto presenté moderada inhibicion del crecimiento in vitro de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococus feacalis,
Micrococcus spp y Bacillus subtilis.

La flavona aislada no ejerci6 efecto inhibitorio de las cepas estudiadas; por el contrario el &cido 3a-hidoxiolean-12-en-27-oico resulté activo
contra las cepas Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Micrococcus spp y Bacillus subtilis.

Estos resultados parecen indicar que la potencial actividad antibacteriana del extracto es debida a los compuestos de tipo terpenoide.
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