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RESUMEN

Se probo la actividad antibacteriana y antifingica del extracto en acetato de etilo de las hojas de
Mandevilla veraguasensis (Seem.) Hemsl. (Apocynaceae). Se observd una moderada actividad
frente a las bacterias Gram positivas Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y Staphylococcus
aureus, la cual puede ser atribuida, en parte, a los flavonoides 4°-O-metil-kaempferol (1) y
quercetina (Il), aislados de este extracto. Palabras Clave: Apocynaceae, Mandevilla
veraguasensis, actividad antimicrobiana, flavonoides.

ABSTRACT

Ethyl acetate extract from leaves of Mandevilla veraguasensis (Seem.) Hemsl. (Apocynaceae) has
been assayed for antibacterial and antifungal activity. A moderate activity against Gram positive
bacteria Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus, which can be in part
attributed to the flavonoids 4°-O-methyl-kaempferol (1) and quercetin (I1) isolated from this
extract, was observed. Keywords: Apocynaceae, Mandevilla veraguasensis, antimicrobial

activity, flavonoids.

Introduccion

En la actualidad, la familia Apocynaceae ‘“sensu
lato”, es considerada como un grupo monofilético,
en el cual se incluyen las familias Asclepiadaceae y
Apocynaceae “sensu stricto”” 2. En este contexto, se
considera que la misma incluye aproximadamente
5100 especies agrupadas en 395 géneros y cinco
subfamilias: Rauvolfioideae, Apocynoideae,
Periplocoideae, Secamonoideae and Asclepia-
doideae’.

El estudio fitoquimico de numerosas especies de la
familia Apocynaceae, ha conducido al aislamiento
de metabolitos muy diversos, con una amplia
variedad de actividades biologicas especialmente
anticancerosa*®, leishmanicida®, antibacteriana™® y
anti VIH (inhibidores de la transcriptasa reversa)®*.

(1) El Dr. G. H. Neils Towers falleci6 el 15 de noviembre de 2004

En términos generales, la familia se caracteriza por
biosintetizar glicosidos cardiotonicos, flavonoides,
cumarinas, iridoides, ciclitoles, triterpenoides y
particularmente  alcaloides  esteroidales e
inddlicos*2. Entre estos Gltimos se encuentran
algunos metabolitos de gran interés farmacoldgico
tales como la vincristina y la vinblastina, conocidos
como “alcaloides de la vinca” (Catharantus
roseus), y ampliamente utilizados en la
quimioterapia del cancer de mama, higado,
pulmoén, leucemia y linfomas****; o la ajmalicina y
la reserpina, alcaloides indolicos presente en la
Rauwolfia serpentina, los cuales son reconocidos
por sus propiedades antiarritmicas e hipotensoras,
respectivamente™™’ (Fig.1).
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Figura 1. Alcaloides representativos aislados de especies de la familia Apocynaceae

El género Mandevilla Lindl., incluido en esta
familia, esta representado por unas 110 especies de
plantas neotropicales’®. AGn cuando en la
bibliografia se encuentran pocos trabajos relativos a
la fitoquimica de este género, la mayoria de ellos
demuestran que sus taxa se especializan en la
elaboracion de glicosidos esteroidales, muchos de
los cuales poseen un amplio espectro de actividades
farmacoldgicas™® 2.

A la vista de los importantes antecedentes de la
familia Apocynaceae, se ha considerado interesante
iniciar un estudio fitoquimico biodirigido orientado
a la blsqueda de compuestos con actividad
antimicrobiana, de la especie Mandevilla veragua-
sensis (Seem.) Hemsl. En el presente trabajo se
describen los resultados obtenidos en el estudio de
la actividad antimicrobiana del extracto en acetato
de etilo de esta especie, y el aislamiento e
identificacion de dos flavonoles, posiblemente
responsables de dicha actividad.

Parte Experimental

1.- Técnicas Generales:

1.1.- Puntos de fusion: Se determinaron en un
aparato Buchi 510, en un bafio de silicona.

1.2.-Espectros de RMN-'H y de RMN-C: Se
realizaron en un espectrometro Bruker ARX 400
(400 MHz), utilizando CD3;0D como solvente.

1.3.-Cromatografia de capa fina: Se utilizaron
laminas prefabricadas de gel de silice Polychrom
Si-Fz54 de 0,25 mm de espesor. Para el revelado se
utilizé una disolucion de acido sulfurico al 10% en

etanol, con posterior calentamiento durante

algunos minutos.

1.4.-Cromatografia en columna: Se utilizo gel de
silice Merck 60 (0,63-0,2 nm), en una proporcion
de 40 g de gel de silice por cada gramo de
sustancia a separar.

1.5.-Cromatografia de exclusion: se desarrollaron
en columnas con Sephadex LH-20 en una
proporcion de 100 g de adsorbente por cada 100
mg de muestra, utilizando como eluyente mezclas
hexano:diclorometano:metanol (2:2:1).

2.-Seleccion y Recoleccion de la Planta: La
especie Mandevilla veraguasensis (Seem.) Hemsl.
(Apocynacea) se recolecté en febrero del afio
2000, en los alrededores de la Facultad de
Ciencias Forestales y Ambientales de la
Universidad de Los Andes, Distrito Libertador,
Meérida, Estado Mérida, Venezuela. La especie fue
identificada por el Prof. Gilberto Morillo y un
Voucher specimen (J. A. Abad, N° 722) fue
depositado en el Herbario MER de la Facultad de
Ciencias Forestales (ULA), Mérida.

3.-Extraccion y fraccionamiento biodirigido: Las
hojas de la planta una vez secas y molidas (aprox.
2,0 Kg.), fueron extraidas con metanol hasta
agotamiento; la disolucion obtenida, fue filtrada y
concentrada al vacio para dar un extracto (aprox.
210 g.), el cual se disolvio en agua y se sometio a
extraccion secuencial con hexano, diclorometano
y acetato de etilo. En cada caso, el disolvente se
evapord a presion reducida obteniéndose extractos
que pesaron aproxima-damente 70 g (hexano), 90
g (diclorometano), 20 g (acetato de etilo) y 28 ¢
(agua). El extracto en acetato de etilo resultd ser
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el més activo en los ensayos de actividad
antimicrobiana y por ello se estudié en detalle; una
proporcion (1,5 g) de este extracto fue
cromatografiada sobre columna de gel de silice,
utilizando mezclas de hexano acetato de etilo en
orden de polaridad creciente, con lo cual se lograron
obtener, en un primer fraccionamiento, 20
fracciones (I-XX). Las fracciones mas activas (XII
y XV) se purificaron mediante columna de
Sephadex LH-20 y por posterior precipitacion en
acetona se obtuvieron dos compuestos.

4. Identificacion de los compuestos aislados: los dos
compuestos aislados fueron identificados mediante
estudios espectrales de RMN y por comparacion de
sus constantes fisicas con las reportadas en la
literatura con los flavonoles 4"-O-metil-kaempferol
(1) y quercetina (I1).

4’-O-metil-kaempferol (I): sélido amorfo de color
amarillo, P. F. = 179-183°C. RMN-'H, &y: 6,32 (d
2,2 Hz; H-6); 6,41 (d 2,2 Hz; H-8); 6,93 (d 8,4 Hz;
H-2" y H-6"); 8,06 (d 8,4 Hz; H-3" y H-5"); 3,79 (s
OCHs). RMN-C, &¢: 146,2 (C-2); 138,0 (C-3);
178,5 (C-4); 162,2 (C-5); 98,6 (C-6); 163,9 (C-7);
93,7 (C-8); 156,8 (C-9); 103,0 (C-10); 121,2 (1°);
130,0 (C-2" y C-6"); 115,3 (C-3" y C-5"); 159,7 (C-
47); 55,3 (OCHj3).

Quercetina (11): solido amorfo de color amarillo, P.
F. = 168-169°C. RMN-H, &y: 6,15 (d 2,2 Hz; H-6)
: 6,35 (d 2,2 Hz; H-8) ; 7,62 (d 2,2 Hz; H-2); 6,87
(d 8,4 Hz; H-57); 7,60 (dd 2,8 Hz; 8,4, H-6"). RMN-
B3¢, 8¢: 146,9 (C-2); 1359 (C-3); 176,0 (C-4);
180,9 (C-5); 98,4 (C-6); 163,9 (C-7); 93,6 (C-8);
156,4 (C-9); 103,2 (C-10); 122,2 (C-1"); 115,2 (C-
2'); 145,2 (C-3°); 147,8 (C-4"); 115,8 (C-57); 120,2
(C-6).

5.- Ensayo de la actividad antimicrobiana: para el
ensayo de la actividad antimicrobiana se emplearon
microorganismos estandar de la coleccion del
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
British Columbia, Vancouver, Canada. Se utilizaron
tres bacterias Gram positivas: Staphylococcus
aureus sensible a la methicilina, Bacillus subtilis y
Enterococcus faecalis; dos Gram negativas:
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa;
tambien se incluy6 la micobacteria Mycobacterium
phlei; la actividad antifungica se ensay0 con la

levadura Candida albicans. Cada microorga-
nismo, recogido con un hisopo estéril desde la
cepa silvestre, fue suspendido en 5 mililitros del
caldo de cultivo Muller-Hinton y luego se inoculd
sobre una capsula de petri, previamente preparada
con el mismo medio de cultivo. En la placa se
colocaron ocho discos de difusion impregnados
con 20 ug de extracto y los dos controles. Como
control positivo se utiliz6 gentamicina (10 puL =
10 pg) y neomicina (10 puL = 10 pg) como
antibacterianos y antiflngicos, respectivamente;
como control negativo se utiliz6 metanol (20 uL).
Cada extracto vegetal fue ensayado bajo la
influencia de la luz ultravioleta y en la oscuridad.
Luego de dos horas bajo la influencia de las
mismas, se incubaron todas las placas en la estufa
a 37 °C por 18 horas (a excepcion de las de
Mycobacterium phlei que se incubd por 48 horas),
y a continuacion se midieron las zonas de
inhibicién. ElI mismo procedimiento se utilizd
para la prueba de los productos aislados,
impregnando los discos con 10 pg de la sustancia
pura. Cada experimento se realiz6 por triplicado
para contrastar la reproducibilidad de los
resultados.

Resultados y discusion

El extracto en acetato de etilo de las hojas de la
Mandevilla veraguasensis resultd tener actividad
contra las bacterias Staphylococcus aureus, Bacilus
subtilis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa y Mycobacterium phlei. Del extracto
en acetato de etilo se lograron aislar dos
sustancias (1) y (II) que mostraron actividad
moderada contra las bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis 'y
Enterococcus faecalis.

En la tabla 1 se presentan los resultados de
inhibicion del extracto en acetato de etilo, de las
dos sustancias aisladas y de la gentamicina
(utilizada como control antibacteriano). La zona
de inhibicion del extracto es menor que la de la
gentamicina, pero debe tomarse en cuenta que el
extracto contiene una mezcla de compuestos y
que, probablemente, no todos son activos frente a
los diferentes microrganismos. En razén a ello, la
actividad mostrada puede calificarse como
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moderada, en un todo de acuerdo con los estandares
aceptados para extractos vegetales??. No se observé
ninguna diferencia entre la inhibicién bajo la

influencia de la luz ultravioleta y en la oscuridad,
indicativo que los productos no se transforman
por accién de la luz ultravioleta.

Tabla 1: Inhibicion del crecimiento bacteriano Inducida por el extracto en acetato de etilo y por los flavonoles aislados de

M. veraguasensis (Seem.) Hemsl.

S. aureus B. subtulis E. faecalis M. phlei
Extracto en ACOEt 12 mm 9 mm 9 mm 10 mm
Gentamicina 24 mm 24 mm 10 mm
4”-O-Metil-Kaemferol (1) 14 mm 12 mm 16 mm
Quercetina (11) 16 mm 12 mm 14 mm

El analisis de los espectros de RMN-'H y de RMN-
3C y su comparacién con los reportados en la
literatura®?*, permiti6 identificar las sustancias
aisladas con el 4-O-metil-kaemferol (1) y Ila
quercetina (I1). Estos dos flavonoides se encuentran
ampliamente distribuidos en el Reino Vegetal™. Los

resultados obtenidos son concordantes con otros
estudios, a través de los cuales se ha demostrado
que un numero significativo de flavonoles posee
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram
positivas.

OH

0
(1)

Figura 2. Flavonoides aislados de las hojas de la especie M. veraguasensis (Seem.) Hemsl.

Conclusiones

1.- El extracto en acetato de etilo de las hojas de la
Mandevilla veraguasensis (Seem.) Hemsl. posee
actividad inhibidora del crecimiento de bacterias
Gram positivas.

2.- Del extracto en acetato de etilo de esta planta se
aislaron e identificaron los flavonoides 4"-O-metil-
kaempferol (1) y quercetina (Il), los cuales
probablemente son responsables de la actividad
antibacteriana.
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