HIDROCARBUROS Y UN DITERPENO CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA Y ANTIINFLAMATORIA DE Baccharis decussata

RESUMEN

Del extracto en éter de petréleo de las hojas de Baccharis
decussata fueron asilados tres compuestos. Con base en los
datos quimicos y espectrales, los compuestos aislados fue-
ron idetificados como los Hidrocarburos triacontano (I),
hentriaamtano (II) y el 4cido diterpénico Kaur-16-en-19 «
—oico. También el presente trabajo mostré un efecto antiin-
flamatorio de todas las sustancias y un efecto antimicrobia-
no alto para el d4cido Kaurénico.

SUMMARY

From the petroleum ether extract of the leaves of Baccha-
ris Decussasa, three compounds were isolated. On the base
of spectral and chemical evidence, the isolated compounds
were identified as the hydrocarbons triacontane (I) hentria-
contane (II) and the diterpene Kaur-16—-en-19« —oic acid.
Also the present study showed an antiinflammatory effect
for the isolated compounds and a high antimicrobial effect
for the Kaurenic acid.

INTRODUCCION

Las informaciones fitoquimicas del género Baccha-
ris que pertenece a la familia Compositae muestran el
aislamiento de flavonoides citotéxicos de Baccharis
sarthroides (1) y B. angustifolia Mich (2), esteroles y
triterpenos de B. Salicifolia (3) y B. Halimifolia (4).

Ademis fueron aislados diterpenos de B. ariticula-
ta 'y B. crispa (5,6). Trichotecenos triepdxidos de B.
megapowimica y B. coridifolia mostraron ser agentes
antileucémicos muy potentes (7,8,9). Asf mismo fue-
ron aislados compuestos con actividad antimicrobia-
na de B. glutinosa (10).
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Las referencias de las investigaciones fitoquimicas
y farmacolégicas de B. decussata son muy limitadas y
muestran inicamente el aislamiento de las flavonas
nevadensina y pectolinarengina de las partes aéreas
de la planta (11). En un estudio fitoquimico y farma-
colégico de las hojas de esta planta hemos detectado
flavonoides, saponinas, triterpenos y compuestos fe-
nélicos en el extracto alcoh6lico el cual mostré activi-
dad antiinflamatoria (12).

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

Las hojas de la planta se recolectaron en el Munici-
pio de Fusagasugd por la carretera que conduce a
Viot4, Departamento de Cundinamarca, Colombia,
en Junio de 1984. Un ejemplar se encuentra archiva-
do en el Herbario Nacional Colombiano bajo el No.
Col. 239935.

Datos generales

Los puntos de fusién sin corregir, fueron tomados
en el fusiémetro eléctrico Electrothermal Melting
Point Apparatus, Undra S.A. No. 0322. Los espec-
tros de UV se realizaron en el Espectrofotémetro
Perkin Elmer-552.

Los espectros de IR fueron registrados en un Es-
pectrofotémetro Perkin—-Elmer-700. Los espectros
de 'H-RMN fueron determinados en un espectréme-
tro Varian—-EM-390, a 90 MHz en deuteroclorofor-
mo al 5% usando tetrametilsilano como patrén inter-
no. Los espectros de masas registrados en un espec-
trémetro de alta resolucién AEI MS 902 con un siste-
ma de inyeccién directa y operando a 18 y 70 eV.

Extraccién

El material vegetal seco y pulverizado (1.0 Kg) se
extrajo con éter de petréleo’(p.e. 40-60). El extracto
etéreo obtenido, filtrado y concentrado a presién re-
ducida produjo un residuo seco de 48.8 g.
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AISLAMIENTO DE TRIACONTANO (I),
HENTRIACONTANO (II)
Y ACIDO KAUR-16-EN-19«-OICO (III)

El residuo del extracto de éter de petréleo (38 g)
fue fraccionado por cromatografia en columna (116 x
5 cm) de sflica gel (765 g.) eluyendo con éter de pe-
tréleo (p.e. 40- 60°) y cantidades crecientes de aceta-
to de etilo con éter de petréleo; la separacién fue con-
trolada por cromatograffa en capa delgada, desarro-
llando los cromatogramas con ciclohexano; acetato
de etilo (80:20); se recolectaron 440 fracciones de 100
ml cada una, que fueron reunidas en 14 grupos a los
cuales se les evaporo el solvente y los residuos fueron
pesados obteniéndose un total de 35.6 g que muestra
un rendimiento del 96.3%. Las fracciones 1-11 dieron
un residuo blanco (1.72 g.) que fue cristalizado en clo-
roformo dando cristales en forma de escamas de la
mezcla de sustancias I y I1 (1.02 g.) 1as cuales son solu-
bles en cloroformo, benceno, e insolubre en metanol,
etanol y agua; pf 69°; UV: A max (CHCL;) 210 nm;
IR: ¥ max (pelicula) 2975, 2950, 2870, 1460 y 720 crn™
. TH-.RMN: (CDCL,;, 90 MHz), % 1.26 (s), y 0.90
(s); MS: M/ (%) 436 (M™*,1), 422 (0.3), 408(0.2),
407(0.4), 393(0.6), 380 (0.8), 366 (0.9) 352 (1), 338
(1), 324 (1), 295 (1), 281 (1), 267 (2), 254 (2), 239 (4),
255 (5), 211 (6), 198 (8), 183 (11), 168 (14), 155 (18),
141 (24), 127 (32), 113 (41), 99 (56), 85 (100).

Las fracciones 75-129 que constitufan el grupo No.
5 fueron elufdas con éter de petréleo: acetato de etilo
(95:5), y los constituyentes fueron separados por cro-
matograffa en capa delgada preparativa (Ciclohexa-
no: acetato de etilo, 97: 3,4 recorridos). La cristaliza-
cién en éter de petréleo: acetato de tilo (80:20) per-
miti6é la obtencién de la sustancia III. (4cido Kaur—
16-en-19 o< —oico), soluble en cloroformo, etanol y
metanol, insoluble en acetato de etilo, agua; pf 179
°C; UV: Amax (metanol) 208 nm (£ =791); IR:V
max (nujol) 3110, 1660, 870, (CH,=C ), 3400-2300
(-OH), 1695 ( C=0) 1265 (C-0)cm.1; 'H-RMN:
(CDC1,, 90 Mhz) & 4.75 (2 H, dd, J =2 Hz, H-17),
2.65 (1 Hm, H-13), 2.25 (1H, m,H-5), 2.06 (2
H,s,H-15), 1.60 (2H, m,H-3), 1,27 (3H, s, Me-18),
0.97 (3H,s,Me- 20); MS: m/z (%), 302 (M *,22), 287
(M*-CH,,15), 284 (M* -H,0, 0.5), 274 (0.7), 269
(M*- CH,,H,0, 1.3), 259 (M*- C;H,, 27), 257
(M*- COOH,10), 256 (M*-HCOOH, 6) 243
(M *CH,,C0,,28), 241(M* -CH;, HCOOH, 29),
233 (5), 213 (29), 201(10), 187(21), 147(26), 131(95),
121(50), 119(54), 105(80), 91(100).

Determinacién de la actividad Antinflamatoria

Los Hidrocarburos triacontano (I) y hentriaconta-
no (II) como mezcla y el 4cido Kaurénico III fueron

evaluados frente a la indometacina (5 mg/Kg) y el
vehfculo como control utilizando carregenina para in-
ducir el edema empleando el método de Winter (13)
modificado en la forma de la medida del mercurio por
los autores del presente trabajo.
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Se emplearon grupos de S ratas albinas machos de
peso corporal 250+ 20 g que recibieron por vfa oral
las sustancias ensayadas en dosis de 100 mg/kg en for-
ma de suspensién acuosa con Tween 80. Luego de la
administracién de la sustancia, se introdujo la pata iz-
quierda de la rata en el mercurio hasta la zona previa-
mente marcada en la pata y se determiné el volumen
del mercurio desplazado (Do). Una hora después se
inyect6 0.05 ml de una suspensién (1%) recién prepa-
rada de carragenina en solucién salina, en la zona me-
tatarsiana de la pata de la rata, para producir el ede-
ma plantar.

A lahora y a las tres horas de la aplicacién de la ca-
rragenina se midieron los volimenes de mercurio
desplazados por la pata de la rata (D, y D; respectiva-
mente). Todos los ensayos se hicieron por triplicadoy
el promedio de los tres valores esté reportado. El por-
centaje de la inhibicién se calculé asf: 100 menos la di-
ferencia del volumen desplazado del problema (D,—
Dy y D3-Dy) dividido por la diferencia del volumen
desplazado del control (D-Dy y D5-Dg) y multiplica-
do por 100.

Determinaciéa de la actividsd antimicroblana

Con el objeto de establecer el tipo de microorganis-
mos frente a los cuales presentaban actividad los hi-
drocarburos Triacontano y Hentriacontano en forma
de mezcla y el 4cido Kaur-16-en—19-<¢- oico, se reali-
26 un ensayo microbiolégico en serie y por duplicado
empleando microorganismos de naturaleza Gram po-
sitiva y Gram negativa y una levadura (tabla 1), si-
guiendo el método de Mitscher y Col. (14), las sustan-
cias fueron ensayadas en concentracién de
1,5,10,15,25,50,100,150 y 200 mcg/ml, empleando al-
cohol etflico 96% y cloroformo como controles y
Agar soya tripticasa como medio de cultivo. Se obser-
v6 la ausencia o reduccién del crecimiento de los mi-
croorganismos inoculados. La lectura se hizo a las 24
horas y los resultados se reportan en la Tabla 1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién de los Compuestas 1 y 11

Del primer grupo de facciones obtenidas de la cro-
matograffa en columna, se aisl6 por cristalizacién re-
petitiva en cloroformo, una sustancia (0.13%) en for-
ma de cristales p.f. 69°C. Su espectro de masas pre-
senta el pico del i6n molecular a m/z 436, que sugiere
una férmula quimica de un hidrocarburo saturado
C;,Hg4 lo cual se confirma por el espectro IR, carac-
terfstico de este tipo de compuestos que presenta
bandas a ¥ méx 2975, 2950, 2870 cm™! debidas al esti-
ramiento C-H y 1460, 720 cm™! por deformaciones C-
Cy C-Hj; el espectro 'H-RMN presenta una sefial a
1,26 que corresponde a los protones de los CH, de la
molécula.

En el espectro de masas se observa una forma de
framentacién que corresponde a las pérdidas de -
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TABLA No. 1

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

DE LOS HIDROCARBUROS TRIACONTANO,

HENTRIACONTANO Y ACIDO KAUR-16-EN-19<-OICO

Microorganismos Ensayados

Sustancia ensayada

Concentracién de la sustancia (mcg/ml)
1 5 10 15 25 S0 100 150 200

Candida albicans

Streptococcus faecalis

Bacillus anthracis

Bordetella bronchiseptica

Psedomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Sarcina lutea

Staphylococcus pneumoniae

Serratia marcescens

Staphylococcus epidermidis

Klebsiella pneumoniae

Bacillus cereus

Proteus vulgaris

Salmonella tiphy

Escherichia coli
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(+) = Crecimiento; (-) = No crecimiento; (+) = Reduccién del crecimiento.

I = Mezcla de Hidrocarburos Triacontano y Hentriacontano; II= Acido Kaurénico
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CH,- secuenciales, es decir, 14 u.m.a. cada vez, tam-
bién la presencia de picos de una serie de iones de hi-
drocarburos a m/z 29, 43, 57, 71, 85, 99, 113, etc., y
una serie de iones CCH ™", ;, am/z27, 41, 55, 69, 83,
97, 111, etc., de una abundancia moderada; el espec-
tro muestra una intensidad decreciente de los picos
desde el extremo de baja masa hasta el pico del i6n
molecular, también se observa facilmente el pico del
i6n molecular con una intensidad moderada, lo cual
indica posiblemente que el compuesto no es Hidro-
carburo ramificado; sin embargo se encuentra otro
pico a m/z 422, a una diferencia de 14 u.m.a., es decir
un —CH,- con el pico a m/z 436, lo que indica que la
sustancia aislada es una mezcla de los homélogos tria-
contano CH;—(CH,),3 — CHj; (I) y hentriacontano,
CHj; - (CH,), - CH; (II).

En el presente trabajo se esta reportando por pri-
mera vez, el aislamiento de los hidrocarburos triacon-
tano y hentriacontano de B. decussata, ya que no han
sido reportados previamente en ninguna especie del
género Baccharis.

Identificacion del compuesto 111

El residuo del grupo No. § de las fracciones obteni-
das de la cromatografia en columna (4.30 g) mostré
por cromatografia en capa delgada la presencia de
nueve manchas una de las cuales es de alta intensidad.
La purificacién por medio de cromatografia en capa
delgada preparativa seguida de cristalizaciones repe-
titivas en éter de petréleo-acetato de etilo (80:20) di6
unos cristales incoloros de la sustancia III (0.44 g),
p.f. 179°C, soluble en cloroformo, etanol y metanol,
ligeramente soluble en benceno e insoluble en aceto-
na, acetato de etilo, ciclohexano, éter de petréleo. El
compuesto di6 pruebas negativas con las reacciones
de Lieberman-Burchard para esteroides y triterpe-
nos, de Shinoda para flavonoides y no precipit6 la
2,4- dinitrofenilhidrazona para grupos carbonilo. El
espectro de masas presenta el pico del ién molecular a
m/z 302, que sugiere una férmula quimica de C,, Hs,
0,, la presencia de dos senales agudasa® 0.97 y 1,27
que integran cada una para tres protones y un pico a &
4,75 que integra para dos protones en el espectro de
'H-RMN, junto con lo anterior indica que el com-
puesto se trata de un diterpeno tetraciclico con dos
grupos metilo y un doble enlace exociclico. El espec-
tro de IR muestra una serie de bandas a ¥ 3400-2300
cm™' y una banda intensa a 1695 cm™' indicando que la
sustancia tiene un grupo carboxilo, lo cual se confir-
ma por la presencia de un pico a m/z 257 en el espectro
de masas causado por la pérdida de 45 u.m.a. corres-
pondientes a M*— COOH y el pico de m/z 259, debi-
do a la pérdida de un CH; y CO, del i6n molecular a
m/z 302. En el espectro de "H-RMN se observa una
sefial ancha intensa a® 4.75 que integra para dos pro-
tones y muestra dos dobletes con iguales constantes
de acoplamiento, J =2 Hz, indicando la presencia de
un doble enlace exociclico que se puede confirmar
por las bandas a 3110, 1660 y 870 cm™' en el espectro
IR. La sefial 2 1,27 en el espectro 'H-RMN que in-

66

tegra para tres protones muestra que existe un grupo
metilo cerca a un centro electronegativo que es el gru-
po carboxilo y se encuentra en el C- 4 junto con este
grupo metilo. La forma de fragmentacién de masas
muestra un pico a m/z 259 debido a la pérdida de C;H,
desde el M™*. Los picos m/z 257 y 213, asi como la se-
fial singlete a52.06 que integra para dos protones ais-
lados indican que el doble enlace exociclico se en-
cuentra en el C-16 del anillo D.

Con base en lo anterior, la sustancia se identific6é
como 4cido Kaur-16—en-19 < —ioco (III). Los datos
espectroscépicos y el p.f. 179°C estan de acuerdo con
los reportados (15) para dicha sustancia la cual fue
aislada de Wedelia glauca, familia Compositae, entre
otras.

III

En el género Baccharis solamente se ha reportado
4cido Kaur-16-en-19e< —ioco de la especie B. triner-
vii. Esta es la primera vez que se reporta en B. decus-
sata, lo cual podria significar que éste 4cido tiene al-
gun valor taxonémico.

Actividad antiinflamatoria

En la determinacion del efecto antiinflamatorio de
los compuestos aislados en dosis de 100 mg/kg se
pudo observar que el d4cido Kaur—16—en-19 o< —oico
(III) tiene un efecto de inhibicién de la inflamacién de
16% ala hora y de 28.3% a tres horas de la adminis-
tracién de la carragenina mientras que la mezcla de
los hidrocarburos Triacontano (I) y Hentriacontano
(II) tiene un efecto de 25% a la horay a las tres horas,
comparados con el efecto de la indometacina (5 mg/
kg) que fue de 52% ala horay 71.7% a las tres horas.

Actividad antimicrobiana

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de los
compuestos aislados fue llevada a cabo con base en
las informaciones encontradas en la literatura
(16,17), las cuales indican que algunas especies del
género Baccharis poseen dicha actividad. Los resulta-
dos que se encuentranen laTabla No. 1 muestran que
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la mezcla de hidrocarburos hentriacontao y triaconta-
no no inhiben el crecimiento de los microorganismos
empleados, en las condiciones del ensayo en un rango
de 1 2200 mcg/ml; de acuerdo a esto se puede afirmar
que estos compuestos no poseen actividad antimicro-
biana. Sin embargo, el 4cido Kaur-16—-en—19 «< —oico
(III) en las condiciones del ensayo a una concentra-
cién comprendida entre 25-200 mcg/ml presenta acti-
vidad frente a las bacterias Gram positivas emplea-
das, excepto contra el Staphylococcus aureus mien-
tras que de las siete bacterias Gram negativas ensaya-
das solamente mostré actividad contra la Pseudomo-
na aeruginosa; También presenta actividad frente ala
levadura ensayada; Candida albicans.

Teniendo en cuenta que el 4cido Kaur-16-en-19 =<
—oico manifesté actividad antimicrobiana en las con-
diciones del ensayo, a una concentracién relativa-
mente baja (25 mcg/ml) y ademds posee especificidad
por determinados microorganismos, como por ejem-
plo Pseudomonas aeruginosa se recomienda conti-

nuar los estudios microbiol6gicos, para determinar la
potencia de este compuesto y ver la posibilidad de
aplicacién como antibi6tico. En la revisién biblio-
gréfica se report6 que el dcido Kaur-16-en-19 « —
oico tiene un ligero efecto antimicrobiano (18), mien-
tras que en el presente trabajo mostré un efecto a
unas concentraciones mayores que 25 mcg/ml, indi-
cando una muy buena actividad.
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