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RESUMEN

El potencial antibacteriano de 14 compuestos obtenidos de 3 especies nativas
colombianas (Pleurothyrium cinereum [van der Werff], Esenbeckia alata [Karst &
Triana], y Raputia heptaphylla [Pittier]) fue evaluado mediante la inhibicion del
crecimiento bacteriano por el método de difusién en agar contra 4 cepas bacterianas:
Enterococcus faecalis 29212, Staphylococcus aureus 6539, Escherichia coli 25922 y
Salmonella tiphymurium 14028s. Los compuestos evaluados mostraron actividad
frente a las cepas a diferentes niveles, observando una tendencia y selectividad segun
el ndcleo base. El alcaloide 4-metoxi-1-metil-quinolin-2-(1H)-ona (8) fue el
compuesto que presenté la mayor actividad.
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The antibacterial potential of 14 compounds obtained from three native Colombian
species( [Pleurothyrium cinereum [van der Werff], Esenbeckia alata [Karst & Triana],
Reputia heptaphylla [Pittier]) was assessed by agar diffusion method versus four
bacterial species: Enterococcus faecalis 29212, Staphylococcus aureus 6539,
Escherichia coli 25922 and Salmonella tiphymurium 14028s. The assessed compounds
showed activity versus strains at different levels, maintaining a trend and selectivity
according the base nucleus. The 4-methoxi-1-methyl-quinolin-2-(1H) alkaloid, other
(8) was the compound with the highest activity.

Key words: Antibacterial activity, Lauraceae, Rutaceae, alkaloids, terpenes.

INTRODUCCION

En la actualidad, el hecho que los microorganismos autopromuevan resistencia a
distintos antibidticos esta estrechamente relacionado a su uso indiscriminado. Por
ello, se hace necesaria la constante blisqueda de nuevas entidades quimicas que
puedan actuar, ya sea, directamente sobre los microorganismos o por inhibicion de
los mecanismos de resistencia de estos, sobre todo aquellas bacterias con importancia
clinica. Las plantas medicinales representan una fuente muy importante para
encontrar esta clase de compuestos.* Cerca de 1340 plantas son posibles fuentes de
agentes antibacterianos de un nimero aproximado de 25000 a nivel mundial.? Como
parte de la investigacion enfocada a la bisqueda de sustancias bioactivas de la flora
colombiana, en el presente trabajo, un grupo de 14 compuestos [thalicminina (1),
pleurotirina (2), y acido kaurendico (3) aislados de Pleurothyrium cinereum
(Lauraceae); skimmianina (4), dictamnina (5), 3-metoxi-1-metil-(1H)-indol (6), 3-
(benzo[1,3]dioxo-5-il)-N-fenetilacrilamida (7), 4-metoxi-1-metil-quinolin-2-(1H)-ona
(8), acido betulinico (9), lupeol (10), aislados de Esenbeckia alata (Rutaceae); y
kokusaginina (11), flindersiamina (12), N-metil-8-metoxi-flindersina (13), N-
metilflindersina (14), aislados de Raputia heptaphylla (Rutaceae)] fueron evaluados
contra cepas de bacterias estandar grampositivas: Enterococcus faecalis 29212 y
Staphylococcus aureus 6539 y gramnegativas: Escherichia coli 25922 y Salmonella
tiphymurium 14028s, mediante el método de difusién en agar, bajo modificacién del
método previamente reportado.® Las cepas bacterianas fueron utilizadas como modelo
de patégenos humanos de alta incidencia en el pais.

METODOS

Materiales y equipos

Los espectros RMN *H, RMN **C y HMBC se tomaron en un espectrometro BRUKER
Avance 400, empleando CDCIl; como solvente; los desplazamientos quimicos (8) se
referenciaron a TMS como patrén interno (*H 400 MHz y **C 100 MHz). Los espectros
IR fueron tomados con KBr en un espectrémetro Perkin-FT-IR-Pannagon-500 serie
1000. Los espectros de masas por impacto electronico (EM-IE) se tomaron en un
instrumento Finnigan SSQ 710 a 70 eV. La cromatografia en columna (CC) se realiz6
utilizando silica gel (Merck, 40-63 um) y la cromatografia en capa delgada (CCD)
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empleando cromatoplacas Merck de silica gel HF,s4 de 0,3 mm de espesor; los
solventes utilizados se destilaron antes de su utilizacién, y fueron éter de petrdéleo
(EdP), acetato de isopropilo (AcOIPr), metanol (MeOH), hexano (Hex), tolueno (Tol) y
acetato de etilo (AcOEt).

Materiales vegetales

Las muestras de Pleurothyrium cinereum (van der Werff), Esenbeckia alata (Karst &
Triana) y Raputia heptaphylla (Pittier) fueron colectadas en el 2005 en los municipios
de Tumaco (departamento de Narifio), Colosé (Departamento de Sucre) y Alban
(Departamento de Cundinamarca), respectivamente. Los especimenes se identificaron
por los biélogos Ayda Lucia Patifio, Zaleth Cordero y Olimpo Garcia, respectivamente.
Una muestra de cada espécimen se depositd en el Herbario Nacional Colombiano, del
Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia bajo los
numeros de coleccion COL518334 (P.cinereum), COL481090 (E. alata) y COL511102
(R. heptaphylla).

Extraccion y aslamiento

Los materiales vegetales (hojas y corteza), secos y molidos, se sometieron a
extraccion por percolaciéon con etanol al 96 % a temperatura ambiente, partiendo de
250 g de hojas de P. cinereum; 750 g de hojas y 800 g de corteza de E. alata; y 1,9
kg de hojas y 450 g de corteza de R. heptaphylla. El solvente fue independientemente
retirado a presion reducida, obteniendo los correspondientes extractos etandlicos
denominados PcH (21 g), EaH (70 g), EaC (96 g), RhH (80 g), y RhC (35 g). Los
procesos detallados de fraccionamiento, purificacion e identificacion de los
compuestos 1-3 aislados del extracto PcH, 4 y 10 de EaH, y 12-14 de RhH han sido
previamente reportados.*® Adicionalmente, el extracto EaH se someti6 a
fraccionamiento sélido-liquido en un equipo Soxhlet, utilizando solventes en polaridad
creciente: EdP (42 g), CHCI; (3,4 g), AcOEt (8,5 g). Luego de purificaciones sucesivas
por CC en gel de silice con los extractos etandlicos, se aislaron los compuestos 5-7""°
de la fraccion soluble en CHCl;, y 8-9'%! de la fraccién AcOEt. El compuesto 117 se
obtuvo del extracto RhC, luego de realizar un procedimiento de extraccion acido-base
asistido por ultrasonido,'? con posterior purificacién por CC sobre gel de silice.

Medios para cultivo bacteriano y otros reactivos

Para los cultivos y subcultivos de las cepas grampositivas se utilizé caldo de tripticasa
de soya (TSB; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). En los cultivos y subcultivos de
las cepas gramnegativas se empled base Luria Broth (LB; Gibco, Cerdanyola del valle,
Barcelona, Espafa). Para realizar la dispersion bacteriana en los ensayos de difusiéon
radial se emple6é medio dispersivo bajo en nutrientes preparado con 10 g de agarosa
de baja electro endosmosis (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, USA), Tween-20 al 0,02
(v/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 0,3 g de TSB (tripticasa de soya) (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) para un volumen final de un litro de solucion. En la
deteccion del crecimiento bacteriano se empleé un medio nutritivo revelador en una
sobrecapa mediante la mezcla de los siguientes componentes: 20 g de agar-agar
(Difco Laboratories, Detroit, MI. USA), tween-20 al 0,02 (v/v) (Merck, Darmstadt,
Alemania) y 10 g de tripticasa de soya (TSB), buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2-7,4
se prepar6 de la siguiente manera: 0,2 g KH,PO,4, 32 g NaCl, 0,8 g de KClI, 4,6 de
Na,HPO4 para un volumen de 1 L de solucién. Como controles positivos se utilizaron
los antibiéticos ampicilina (A) 50,8 mg/mL, (Binotal; Bayer® Alemania), sulfato de
kanamicina (K) 10,25 mg/mL (Gibco, Cerdanyola del valle, Barcelona, Espafia),
tetraciclina monohidratada (T) 4,12 mg/mL (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, USA).
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Ensayo de atividad atibacteriana

La actividad antibacteriana se evalud frente a cepas de bacterias grampositivas:
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Enterococcuss faecalis ATCC 29212 y
gramnegativas: Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella tiphymurium ATCC 14028s,
aportadas para este estudio por el Profesor E. A. Groisman del Departamento de
Microbiologia Molecular de la Universidad de Washington, St. Louis, MO, USA. La
actividad antibacteriana del compuesto se evalu6 por la técnica de difusion radial
adaptada de la metodologia previamente publicada por Lehrer y otros® y se realizé en
la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), segun el protocolo
reportado previamente,®**® obteniendo los respectivos % de inhibicién de crecimiento
bacteriano.

RESULTADOS

En la figura 1 se presentan las estructuras de los compuestos evaluados, los cuales
fueron elucidados mediante el uso integrado de técnicas espectroscopicas [IR, EM,
RMN *H y *C (1D y 2D)], correspondientes a 2 alcaloides aporfinicos (1-2), un
diterpeno de nucleo kaurano (3), 4 alcaloides furoquinolinicos (4-5y 11-12), 1
alcaloide indélico (6), 1 acrilamida (7), 1 alcaloide quinolénico (8), 2 triterpenos
pentaciclicos (9-10), y 2 alcaloides piranoquinoldnicos (13-14).
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Fig. 1. Estructura de los compuestos {1-14) aislados de 3 plantas
calombianas,
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En la figura 2 se exponen los resultados del ensayo de inhibicidon de crecimiento de las
cepas bacterianas evaluadas por el método de difusidon en agar. De los 14 compuestos
utilizados en este ensayo, los alcaloides de tipo oxoaporfinico (1-2) y los triterpenos
pentaciclicos (9-10) no presentaron actividad contra las cepas evaluadas.
Contrariamente, el diterpeno (3), los alcaloides quinolinicos (4-5, 8,y 11-14), el
alcaloide indélico (6) y la acrilamida (7) presentaron actividad contra las cepas
bacterianas a diferentes niveles.
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Fig. 2. Fesultados de actividad antibacteriana de terpenos y alcaloides
1-14 de las 2 plantas.

DISCUSION

Los 14 compuestos evaluados se aislaron previamente a partir de los extractos
etandlicos obtenidos de las especies Pleurothyrium cinereum (van der Werff)
(Lauraceae), Esenbeckia alata (Karst & Triana) (Rutaceae) y Raputia heptaphylla
(Pittier) (Rutaceae),*® mediante métodos cromatogréaficos convencionales (CC, CCD
preparativo), cuyas estructuras quimicas (fig. 1) se determinaron por el uso
combinado de técnicas espectroscépicas (RMN en 1D y 2D, IR, y EM) y por
comparacion con los datos reportados en la literatura.*®

Varias de las especies de las familias Lauraceae y Rutaceae se utilizaron a nivel
tradicional para el tratamiento de diversas infecciones,™** lo cual ha generado un
aumento en el interés por determinar el(los) metabolito(s) responsable(s) de la
actividad. En el presente caso, los compuestos obtenidos de estas 3 especies
mostraron disposicion hacia la actividad antibacteriana, aunque mas baja que los
controles positivos utilizados, presentando una clara tendencia en la selectividad por
parte de algunos de los nucleos. Por ejemplo, los alcaloides quinolinicos (5 'y 12-14)
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presentaron una actividad preferente con respecto a la inhibicidon de crecimiento de
las cepas bacterianas gramnegativas. Sin embargo, se puede observar que, aunque la
skimmianina (4) y la kokusaginina (11), son alcaloides furoquinolinicos, como la
dictamina (5), la actividad fue selectiva hacia la cepa bacteriana S. faecalis
(grampositiva), lo cual permite sugerir que la presencia de los 2 grupos metoxilo
adicionales en el anillo quinolinico seria responsable de este hecho.

Adicionalmente, se observa que las furanoquinolinas presentan un mayor efecto
inhibitorio que las piranoquinolinas, como es el caso de los compuestos 5y 12-14.
Para el caso de la acrilamida (7), present6 un efecto antibacteriano Unicamente contra
la cepa S. aureus, cuya caracteristica de selectividad es compartida con los
compuestos 4, 6 y 11 que fueron preferentemente activos contra E. faecalis, y 14
contra E. coli, lo cual resulta interesante desde el punto de vista farmacolégico y
clinico. Caso contrario, ocurrié con el diterpeno (3) y el alcaloide quinolénico (8), los
cuales fueron activos tanto a cepas grampositivas como a gramnegativas, lo que
indica una tendencia de amplio espectro. Los alcaloides de tipo oxoaporfinico (1-2) y
los triterpenos pentaciclicos (9-10) no fueron activos en las condiciones del ensayo.

Teniendo en cuenta estudios anteriores de actividad antibacteriana con especies de la
familia Lauraceae, se resaltan los estudios realizados a las especies del género
Lindera,*>*® donde se ha encontrado que los aceites esenciales (constituidos
principalmente por monoterpenos y sus derivados) poseen una actividad
antibacteriana relevante, destacando la actividad de la especie Lindera strychnifolia,
cuyo aceite esencial mostré concentraciones minimas inhibitorias (CMI's) de 0,01,
6,25, y 3,13 mg/mL contra cepas de S. aureus, E. coli y S. typhimurium,
respectivamente.’® Asi mismo, acidos endiandricos (denominados como éacidos
beilschmiédicos-A, -B y -C) obtenidos de la corteza de Beilschmiedia anacardioides
(Lauraceae), mostraron efectos antibacterianos, cuya actividad representativa fue
dada por el acido beilschmiédico-C, con una CMI de 22,7 uM contra S. faecalis.*’
Adicionalmente, alcaloides aislados de especies de la familia Rutaceae han mostrado
igualmente propiedades antibacterianas. Un ejemplo importante se tiene para el caso
de especies del género Toddalia (Rutaceae), especificamente de la especie Toddalia
aculeata,® cuyos alcaloides del tipo 2-quinolona mostraron inhibicién de crecimiento
bacteriano con porcentajes alrededor de 70 % contra E. coli a 16 mg/mL, lo cual esta
acorde con lo encontrado para los alcaloides 8, 13 y 14; y de la especie Toddalia
asiatica,'® de la cual se obtuvo la flindersina, un alcaloide piranoquinolénico
(precursor biosintético de los alcaloides 13 y 14), el cual presenté MIC's muy
significativos con valores de 62,5, =250, y 31,25 ug/mL contra S. aureus, E. coli y E.
faecalis, respectivamente. Por otro lado, aunque los alcaloides furanoquinolinicos
presentan una baja actividad, nuestros resultados mostraron que el alcaloide
skimmianina (4) presento6 actividad contra S. typhimurium y E. coli, pese a que
reportes previos mostraron lo contrario.?®

Todos estos resultados permiten establecer que los compuestos que presentaron
actividad, servirian como cabezas de serie para posteriores estudios de relacién
estructura-actividad con el fin de realizar una optimizacion estructural que conlleve a
la obtencidn de sustancias mas activas. No obstante, se requieren estudios
adicionales enfocados al esclarecimiento de la forma de accion de estos compuestos
en las bacterias con la intencién de alcanzar conclusiones inambiguas.
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