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RESUMEN

Del extracto de éter de petréleo de hojas de Uncaria guianensis (Rubiaceae), se aislé un compuesto tipo clorina denominado
éster etilico de feoforbida # y una mezcla de esteroles conocidos como B-sitosterol y estigmasterol. Sus estructuras fueron
elucidadas por andlisis detallado de RMN, incluyendo técnicas bidimensionales, y por comparacién con datos reportados en
la literatura. Posteriormente, se evalud la actividad antibacteriana al éster etilico de feoforbida @ contra dos cepas Gram (+): S.
aureus ATCC 6538 y E. faecalis ATCC 29212 y contra tres cepas Gram (-): E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 14028s
y S. typhimurium MS7953. Se encontré actividad significativa contra S. aureus, E. faecalis, E. coliy S. tiphymurium MS7953.
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Phytochemical study of Uncaria guianensis leaves and antibacterial
activity evaluation

ABSTRACT

A chlorin compound, pheophorbide z ethyl ester and a mixture of sterols known as 3-sitosterol and stigmasterol, were isolated
from the petroleum ether extract of Uncaria guianensis (Rubiaceae) leaves. Their structures were elucidated by detailed analysis
of NMR spectra, including bidimensional techniques and by comparison with literature data. The antibacterial activity for the
pheophorbide « ethyl ester was evaluated against two Gram (+) strains: S. aureus ATCC 6538 y E. faecalis ATCC 29212 and
three Gram (-) strains: E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 14028s 'y S. typhimurium MS7953S. aureus ATCC 6538
and E. fecalis ATCC 29212, finding significant activity against S. aureus 6538, E. faecalis 29212, S. tiphymurium MS7953
and E. coli 25922.

KEYWORDS: Uncaria guianensis, Rubiaceae, chlorin, pheophorbide a ethyl ester, antimicrobial activity.

* Universidad Nacional de Colombia. japrietor@unal.edu.co

2 Universidad Nacional de Colombia. ojpatinol@unal.edu.co
¢ FIDIC. liliana_lesmes_s@fidic.org.co

4 Universidd Nacional de Colombia. jmlozanom@unal.edu.co
5 Universidad Nacional de Colombia. lecucas@unal.edu.co

303 VOL. 41(2) 2011: 303 - 310



ACTA
AMAZONICA

evaluacion de actividad antibacteriana

INTRODUCCION

El género Uncaria, perteneciente a la familia Rubiaceae,
comprende cerca de 60 especies distribuidas principalmente
en Africa y Asia. Uncaria guianensis y U. tomentosa, estin
presentes en amplias zonas de la Amazonia brasilera y en
otros paises americanos como: Guatemala, Honduras,
El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panamd Colombia,
Venezuela, Ecuador, Perti y Bolivia (Zeballos y Tomazello
2006). El término Uncaria proviene del latin uncus que
significa gancho, en alusién a las espinas a lo largo del tallo
que poseen las especies de este género (Rojas 2001). En
Colombia se encuentran reportadas 2 especies de este género,
U. guianensisy U. tomentosa, que crecen en bosques hiimedos
de la Amazonfa, Chocd, Antioquia, Caquetd, Cundinamarca,
Bolivar, Santander y Magdalena medio (Mendoza ez a/. 2004).
Estas especies son consideradas potencial econémico de la
Amazonfia, debido a que todas las partes de la planta (hojas,
corteza y rafz) son aprovechables y a que son empleadas
ampliamente en medicina tradicional, especialmente en
Sur América (Rojas 2001). Diferentes especies del género
Uncaria son ampliamente utilizadas en medicina tradicional
para tratar diversas dolencias (Aquino ez al. 1991; Laus ez al.
1997; Keplinger ez al. 1999; Heitzman ez al. 2005; Trejo et al.
2005; Pilarski ez al. 2006), entre las cuales se destaca la especie
U. tormentosa, a partir de la cual se han elaborado diferentes
fitomedicamentos que es posible encontrar en el mercado, estos
medicamentos se emplean principalmente para el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares (Wang 1989; Huang
1999), ginecoldgicas, renales, gastrointestinales, hepdticas y
reumdticas (Keplinger ez 2. 1999), ademds como estimulantes
inmunitarios, antimicrobianos y antivirales (Aquino ez al.
1989). De los estudios fitoquimicos realizados en algunas
especies del género Uncaria, se han encontrado principalmente
alcaloides oxinddlicos tetraciclicos y pentaciclicos (Heitzman
et al. 2005; Muhammad et al. 2001; Aquino et al. 1991),
alcaloides indélicos (Aquino ez al. 1991) y B-carbonilicos
(Pengsuparp et al. 2001), flavonoides (Heitzman ez al.
2005), cumarinas (Valente ez a/. 2009), protoantocianidinas
(Gongalves er al. 2005), taninos (Pilarski ez al 2006),
esteroides (Senatore et al. 1989), triterpenoides derivados del
ursano (Heitzman et al. 2005; Alvarez er al. 1988) y glicésidos
de 4cido quinovico. Para los extractos y compuestos aislados de
algunas especies de este género, se ha reportado que presentan
actividad citotéxica, antiinflamatoria, antiviral, antibacteriana,
hipotensiva, antioxidante, inmunoestimulante, anticonvulsiva
y neuroprotectora (Aquino et al. 1991; Laus et al. 1997;
Keplinger ez al. 1999; Heitzman et al. 2005; Trejo ez al. 2005;
Shim et al. 2009; Dreifuss et al. 2010).

U. guianensis es una de las especies del género Uncaria

presente en el territorio colombiano. Esta especie también
se conoce con el nombre de ufia de gato, garabato, bejuco
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de agua, jala pa tras y unganangui (Mendoza ez al. 2004;
Rojas 2001). Los indigenas peruanos, especificamente la
tribu Ashaninka, emplean el extracto acuoso de la corteza
de U. guianensis para el tratamiento de cdncer, diabetes,
artritis e inflamaciones (Heitzman ez a/. 2005; Rojas 2001).
Para esta especie se reportan como metabolitos secundarios
principalmente alcaloides oxindélicos (Lavault er /. 1983;
Laus y Keplinger 2003; Carbonezi ez al. 2004; Heitzman
et al. 2005; Pereira et al. 2008), triterpenos petaciclicos
(Heitzman et al. 2005), flavonoides (Alvarez et 2l 1988;
Heitzman er al. 2005; Valente e al. 2009) y glicésidos de
4cido quinévico (Yépez ez al. 1991; Heitzman ez al. 2005). En
un estudio realizado por Valente y colaboradores en 2009, se
determiné que el flavonoide glicosidado kaempferitrina solo es
producido por U. guianensis, lo que indica que esta sustancia
y posiblemente otros flavonoides glicésidados pueden ser de
valor quimiotaxonémico para la especie.

En este trabajo se reporta el aislamiento y caracterizacion
de un compuesto tipo clorina denominado éster etilico
de feoforbida 4, junto con dos esteroles conocidos como
B-sitosterol y estigmasterol, los cuales se reportan por primera
vez para la especie. También se reporta la evaluacién de
actividad antibacteriana del éster etilico de feoforbida a.

MATERIAL Y METODOS

Métodos quimicos y fisicos

Los espectros RMN de 'H, "*C, junto con los espectros
bidimensionales (COSY, DEPT, HMQC y HMBC), fueron
tomados en el equipo Bruker Avance 400, a 400 MHz para
'"H y a 100 MHz para "*C. El espectro visible fue tomado en
un equipo Lambda 2S. Los espectros IR fueron tomados en
pelicula en el equipo Perkin Elmer FTIR Panagon 500. Los
espectros de masas de alta resolucién fueron tomados en un
espectrometro de masas acoplado a un cromatégrafo liquido
LC-MS-IT-TOF Shimadzu por inyeccién directa usando
ionizacién por ESI en modo positivo. Los puntos de fusién
se tomaron en el fusiémetro Mel-TEmp. Para cromatografia
en columna se empled silica gel (Kieselgel 60 Merck) y para
cromatografia en capa delgada silica gel (Kieselgel 60 GF254
Merck) de 0,3 mm de espesor, para el caso de CCDP se empled
1 mm espesor. Se empled luz UV (A 254 y 365 nm) y vapores
de yodo como reveladores universales.

Para la obtencién de cromatogramas de gases se empled
el cromatégrafo 6C-FID-FPD Shimadzu, con las siguientes
condiciones cromatogréficas: Columna: RTX-S 15m x 0,25
mm di; Gas de arrastre: Helio; Detector: FID; T. inyector y
detector: 300 °C; T. columna: 135-300°C (4 °C min™).

Material vegetal

Las hojas de Uncaria guianensis (Rubiaceae) fueron
recolectadas en el campus de la Universidad Nacional de
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Colombia — Sede Leticia (Amazonfa Colombiana), por la
Bidloga Adriana Aguilar en Junio de 2006. Fue determinada
por el Botdnico Adolfo Jara en Octubre de 2006. Un
espécimen reposa en el Herbario Nacional Colombiano del
Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional
Colombiano con el nimero de coleccién COL-518190.

Extraccidn y aislamiento

Las hojas secas y molidas (2 Kg) fueron sometidas a
extraccién por maceracién con etanol al 96%. El extracto
etanélico resultante fue concentrado a presién reducida,
obteniendo 192 g de extracto crudo. 60 g de extracto crudo
se sometié a fraccionamiento por extraccién sélido-liquido
tipo Soxhlet con solventes de polaridad creciente, éter de
petréleo (EdP), cloroformo (CHCI,), acetato de isopropilo
(AcOiPr) y metanol (MeOH). La fraccién de EdP (4,8 g) fue
sometida a cromatrograffa en columna eluida con tolueno-
AcOiPr (9:1) incrementando la polaridad hasta tolueno-
AcQOiPr (1:1), obteniendo 14 fracciones, denominadas E1
a E14. Las fracciones E5 y E6 fueron reunidas (900 mg) y
sometidas a cromatograffa en columna (tolueno-AcOiPr en
polaridad creciente 9:1 a 6:4) para obtener 29 fracciones,
denominadas E5-1 a E5-29. La fraccién E5-14 se lavé con
acetona para obtener un sélido blanco cristalino (30 mg),
con punto de fusién 138-141 °C, sélido que corresponde a
la mezcla de B-sitosterol (82,13%) y estigmasterol (17,87%)
(De Andrade 2003).

La fraccién E7 de (180 mg) fue sometida a cromatografia
en columna repetitiva en silica gel (hexano-acetona 7:3;
EdP-AcOiPr 6:4), cromatograffa en columna con Sephadex
LH-20 eluida con metanol y cromatografia en capa delgada
preparativa (benceno-AcOiPr 8:2) para obtener 5 mg del éster
etilico de feoforbida 2 1 (Spangler ez al. 1977; Stermitz et al.
2000; Musumeci et 2l. 2003; Smith ez al. 1987).

Métodos Bioldgicos

Cepas bacterianas. Gram (+): Staphylococcus aureus
ATCC 65380, Enterococcus faecalis ATCC 29212. Gram
(-): Escherichia coli ATCC 25922 y las cepas de Salmonella
typhimurium ATCC 14028s y sus mutantes MS 7953 y
EG10627 aportadas para este estudio por el Profesor E. A
Groisman del Departamento de Microbiologia Molecular de
la Universidad de Washington, St. Louis, MO, USA.

Medios para cultivo bacteriano y otros reactivos

Para los cultivos y subcultivos de las cepas Gram (+) se
utilizé Caldo de Tripticasa de soya. (TSB; Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA). Para los cultivos y subcultivos de las cepas
Gram (-) se empled Base Luria Broth (LB; Gibco, Cerdanyola
del valle, Barcelona, Espafia).

Estudio fitoquimico de hojas de Uncaria guianensis y

Para realizar la dispersién bacteriana en los ensayos de
difusién radial se emple6 medio dispersivo bajo en nutrientes
preparado con 10 g de agarosa de baja electroendoosmosis
(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 solucién.

Para la deteccién del crecimiento bacteriano se empled
un medio nutritivo revelador en una sobre capa 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) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,2- 7,4 se prepar6 de la siguiente
manera: 0,2 g KHZPO4, 32 g NaCl, 0,8 g de KCl, 4,6 g de

Na,HPO4 para un volumen de un litro de solucién.

Ampicilina 50,8 mg mL", (Binotal; Bayer® Alemania),
Sulfato de Kanamicina 10,25 mg mL" (Gibco, Cerdanyola
del valle, Barcelona, Espafia), Tetraciclina monohidrato 4,12

mg mL" (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, USA).

Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana del éster etilico de feoforbida
a se evalué frente a dos cepas de bacterias Gram (+) y tres
Gram (-).

La actividad antibacteriana del compuesto fue evaluada
por la técnica de difusion radial adaptada de la metodologia
previamente publicada por Lehrer y colaboradores (Lehrer ez
al. 1991), frente a las cepas bacterianas descritas anteriormente.
Se toma una colonia aislada de cada cepa y se siembra en 3
mL de tripticasa de soya (TSB) para las bacterias Gram (+)y 3
mL de LB para las bacterias Gram (-), se incuban a 37 °C toda
la noche con agitacién, de este cultivo se toman 200 mL y se
inoculan en 20 mL de TSB o LB segtin el caso, se incuban por
5 horas a 37 °C con agitacién hasta que los microorganismos
se encuentren en la fase logaritmica, posteriormente se
centrifugan a 10000 rpm por 10 minutos a 4 °C, se retira el
sobrenadante y el sedimento obtenido se resuspende en 10
mL de buffer de fosfato salino (PBS) pH 7,2, seguidamente
se realizan 3 lavados con PBS centrifugando a 10000 rpm por
5 minutos cada uno. Finalmente el sedimento se resuspende
en 5 mL de PBS pH 7,2 y se determiné la densidad éptica
(DO) a 620 nm, para calcular el niimero de UFC (Unidades
formadoras de colonia) por mililitro. Basados en este valor se
calculé el volumen que contiene 4 x 107 UFC a ser dispersadas
en cada plato teniendo en cuenta la relacién: DO, 0.2 =
5x10” UFC (Lehrer et al. 1991). El volumen medido se mezclé
y homogenizé en 15 mL de agarosa de baja electroendodsmosis
fundida a mas o menos 45 °C, esta suspensién bacteriana
se sirvié en cajas de Petri y se dejé solidificar a temperatura
ambiente, luego de lo cual se hicieron perforaciones de 2
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mm de didmetro con un sacabocados estéril. Para el ensayo
las muestras se prepararon disolviendo 1 mg del compuesto
puro en 500 pL. de DMSO, de los cuales se colocan 8 pL de
la muestra por duplicado y se incuba a 37 °C por 30 minutos.
Al cabo de este tiempo se adiciona el medio nutritivo fundido
el cual contiene agar-agar y TSB, se incuba por 18 horas a 37
°C y finalmente se mide el didmetro del halo formado por
la actividad del compuesto. En el ensayo se utilizaron como
controles positivos diferentes antibi6ticos, Ampicilina (50
mg mL?), Kanamicina (10 mg mL") y Tetraciclina (4,12
mg mL") a una dilucién 1:100 en PBS y como controles
negativos se empled DMSO y PBS, de cada control se sirvieron
8 uL de cada uno por pozo. El didmetro de las zonas claras
o halos de inhibicién de crecimiento bacteriano causado por
el compuesto en andlisis, se midié en mm y los resultados
se reportaron como Unidades de Actividad de acuerdo a la
relacién que establece que 1 Unidad de Actividad (UA) es
igual a 0,1 mm del halo de inhibicién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del extracto de éter de petréleo de hojas de U. guianensis
fueron aislados e identificados 3 compuestos; una mezcla de
dos esteroles, B-sitosterol y estigmasterol, y un compuesto
tipo clorina, éster etilico de feoforbida # 1 (Figura 1). Las tres
sustancias aisladas se reportan por primera vez para esta especie
y el éster etilico de feoforbida z se reporta por primera vez
para el género Uncaria. El compuesto 1 no ha sido reportado
anteriormente en plantas; existen reportes de sustancias
similares como la feoforbida 4, aislada de Berberis fremontii
(Stermitz et al. 2000), B. aetnensis (Musumeci et al. 2003) y
Artemisia capillaris (Ohshima ez al. 1994).

La mezcla de estigmasterol y B-sitosterol corresponde
a un sdlido blanco con punto de fusién 138-141 °C. Las
estructuras de los componentes de la mezcla fueron elucidadas
por comparacién de los datos de RMN 'H obtenidos con los
reportados en la literatura para una mezcla de estas sustancias
(De Andrade 2003). En el espectro RMN 'H se observa un
perfil caracteristico para compuestos esteroidales, con senales
intensas en la regién de 6 0,68 a & 2,35 para metilenos y
metilos. En & 3,52 (1H, ddd, ] = 5,5 Hz, 11,9 Hz, 17,8
Hz) se observa una sefal caracteristica para el hidrégeno
ubicado en la posicién 3 del anillo esteroidal, que de acuerdo
a las constantes de acoplamiento permiten ubicar el grupo
hidroxilo en posicion P. Las sefales en & 5,02 (1H, dd, ] =
8,6 Hz, 15,2 Hz) y 8 5,15 (1H, dd, J = 8,6 Hz, 15,2 Hz) son
caracteristicas de los protones vinilicos sobre C-22 y C-23
del estigmasterol. Otra senal caracteristica para esteroles es
la observada en el espectro en & 5,35 (1H, 4, / = 4,9 Hz),
correspondiente al protén olefinico en posicién 6 del nicleo
esteroidal. La mezcla fue analizada por CG, determindndose la
siguiente composicion: estigmasterol (17,87%) y B-sitosterol
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(82,13%). Los tiempos de retencién son 35,5 miny 37,3 min
respectivamente.

El compuesto 1 fue aislado como un sélido amorfo de color
verde. El compuesto mostré la presencia de un ién pseudo-
molecular [M+H]* en m/z 621,7431 (calc. 621,7436) en
ESI-EMAR, equivalente a la férmula molecular C37H aN 405’
presentando asi veinte grados de insaturacion. En el espectro
IR se observan bandas en: 3392 cm™ (tensién N-H); 1738 y
1698 cm™ (tensién C=0); 1162 cm™ (tensién C-O) y 1619
cm™ (tensién C=C). En el espectro de absorcién visible se
observan dos bandas 409 nm (banda Q) y 665 nm (banda
de Soret), que son caracteristicas de compuestos porfirinicos

(Ohshima ez al. 1994; Da Silva Soares 2006), lo que permite

identificar al compuesto 1 como una porfirina.

El anilisis del espectro RMN 'H permite establecer la
presencia de senales para 38 protones. Se observa una sefial en
8 3,88 (s, 3H) caracteristica de protones de un grupo metoxilo
(Silverstein ez al. 1991) y 6 senales de protones olefinicos tipo
metinoen 8 6,17 (1H, 4, /= 11,5Hz), 6,28 (1H, d, /= 17,8
Hz), 7,98 (1H, dd, /= 11,5 Hz, 17,9 Hz), 8,56 (1H, s), 9,36
(1H, 5) y 9,50 (1H, s). De estas sefiales se deduce la presencia
del grupo vinilo como sustituyente por el acoplamiento del
protén en & 7,98 (1H, dd, ] = 11,5 Hz, 17,9 Hz) con el
protén en 8 6,17 (2H, 4, /= 11,5 Hz) con una constante de

Figura 1 - Estructura del éster etilico de feoforbida a.
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acoplamiento tipica para protones olefinicos en cis, y con el
protén en 8 6,28 (2H, 4, / = 17,8 Hz) con una constante de
acoplamiento caracteristica de protones olefinicos en frans,
lo cual fue corroborado por las correlaciones observadas en
el experimento COSY (Figura 2). También se observa la
presencia de un fragmento alifdtico ramificado de 5 miembros,
con sefales en & 1,81 (3H, 4, /= 7,2 Hz; H-18"), 4,45 (1H,
dg,] = 1,6 Hz, 7,1 Hz; H-18), 4,21 (1H, td, ] = 1,7 Hz, 7,1
Hz; H-17), 2,62 2H, m; H-17") y 2,35 (2H, m; H-17%),
donde los desplazamientos de las sefales indican que dicho
fragmento debe estar unido a un grupo desprotector y el cual

Tabla 1 - Datos espectroscopicos de RMN 'H'y *°C del compuesto 1.
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fue corroborado y asignado por las correlaciones observadas
en los experimentos COSY y HMBC, como se observa en la
Figura 2. En el espectro RMN 'H también se observan senales
paraun grupo etiloen 8 1,11 (3H, 1, /= 7,1 Hz) y 4,02 (2H,
9, J = 7,2); que por sus desplazamientos sugiere que debe
estar unido a heterodtomo (Silverstein ez 2. 1991). Los datos
espectroscopicos se resumen en la Tabla 1.

El espectro RMN PC, junto con los experimentos DEPT
90 y DEPT 135 permiten establecer la presencia de sehales
para 37 dtomos de carbono, que incluyen sefiales de 7CH,,

c 5 (ppm) H (ppm) MULT J(H) DEPT HMBC

1 142,0 i : ; c :

2 1319 : : : c :

2 12,08 339 s : CH, 131,9: 142,0

3 1289 : : : c :

3 129.1 7.08 ad 115:17.9 CH 131,9

3 1228 6,17/6,28 d/d 115/17,8 CH, 128,9: 136,6

4 136,6 : : : c -

5 975 9,36 s : CH 136,2; 136,6

6 1557 : . : c :

7 136,2 i i : c i

7 112 322 s CH, 136,2: 145,2; 1557

8 1452 : i i c ;

g 194 3,66 t 74 CH, 17,4: 136,2: 145,2: 151,0

g 174 169 t 76 CH, 19,4 145,2

9 1510 : i i c .

10 1044 9,50 s : CH 129.1: 137,9; 1452

11 136,2 : : : c .

12 137.9 : : : c :

121 12,1 369 s i CH, 129,1: 136,2: 137.9

13 129,1 : : : c :

131 1897 : : : c .

132 647 6,26 s : CH 105,2; 149.7; 169,5; 189,7

130 1695 : : : c -

13¢ 52,8 388 s : CH, 1695

14 1497 : : : c -

15 105,2 : : : c :

16 161,2 : : : c .

17 51,1 421 1d 17:82 CH 23,0: 29.9: 31,2

171 29.9 262 m i CH, 172.9

172 312 235 m i CH, 1729

179 1729 : i : c .

174 605 402 q 72 CH, 1729

175 141 111 t 74 CH, 605

18 50,1 445 dg 16:7.1 CH 230,299, 511%12?’2105'2; 161,2,

18 23,0 181 d 72 CH, 50.1: 51.1; 172,2

19 1722 : : i c i

20 93 1 8,56 s : CH 50,1: 131,9: 142,0
307 VOL. 41(2) 2011: 303 - 310 = RODRIGUEZ et .
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5CH,,7CHy 18 carbonos cuaternarios; donde 3 de estos de
acuerdo al desplazamiento quimico, corresponden a carbonos
de grupo carbonilo, dos de grupo éster (5 169,5 y 172,9) y
uno de cetona (8 189,7) (Silverstein et al. 1991).

Las correlaciones observadas en el experimento HMBC
(Tabla 1 y Figura 2) permiten confirmar los fragmentos
propuestos anteriormente. Especificamente la correlacién de
los protones H-17' que aparecen en 6 2,62 (pertenecientes al
fragmento alifdtico ramificado de 5 miembros) con el carbono
en 8 172,9 (C-17°), permite establecer que el fragmento
aliftico esta unido a un grupo carbonilo de éster. Ademis, la
correlacién entre el protén en 8 6,26 (H-13?) y los carbonos
en § 105,2 (C-15), & 149,7 (C-14), 8 169,6 (C-13%) y &
189,6 (C-13"), y la correlacién entre el protén en 8 3,88 (H-
13#) con el carbono en & 169,6 (C-13%), permiten proponer
como sustituyente un f3-cetoéster metilico con sustituyente
vinilico en la posicién o. La presencia del éster etilico puede
corroborarse por la correlacién de los protones en & 4,02 (H-
174) con el carbono carbonilico en 6 172,9 (C-173).

Al comparar los datos espectroscdpicos obtenidos con
los reportados en la literatura para compuestos porfirinicos,
especificamente los de tipo clorina (Da Silva Soares 2006;
Taniguchi ez al. 2007), se encontré que los desplazamientos
encontrados para el niicleo bésico coinciden con los reportados
para la feoforbida # (Ohshima ez a/. 1994), la Ginica diferencia
encontrada es la presencia de las sefales del grupo etilo
perteneciente al éster etilico.

Por todo lo anterior, se concluye que el compuesto
1 aislado de las hojas de U. guianensis corresponde a un
compuesto tipo clorina denominado éster etilico de feoforbida
a, sustancia que hasta el momento no ha sido aislada de alguna
otra especie vegetal. Se reportan por primera vez los datos
espectroscopicos para el éster etilico de feoforbida #, ya que
no aparecen reportados en la literatura.

Resultados de la evaluacion de la actividad
antibacteriana

LaTabla 2 resume los resultados obtenidos en la evaluacién
in vitro de la actividad antibacteriana del éster etilico de
feoforbida « frente dos cepas Gram (+): S. aureus ATCC
6538 y E. faecalis ATCC 29212 y contra tres cepas Gram
(-): E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 14028sy .
typhimurium MS7953.

Los resultados encontrados para el éster etilico de
feoforbifda 2 manifiestan que 4 de las 5 especies microbianas
estudiadas son sensibles ante la presencia de este compuesto,
siendo S. aureus ATCC 6538 la cepa mds sensible. Lo
anterior indica claramente que la porfirina evaluada no exhibe
selectividad entre bacterias Gram (=) y Gram (+). El compuesto
1 exhibe una actividad antibacteriana menor que la presentada

Estudio fitoquimico de hojas de Uncaria guianensis y

cosy

Figura 2 - Correlaciones COSY y HMBC para el compuesto 1.

por los antibiéticos de control a la dosis evaluada, sin embargo,
es un resultado interesante no reportado anteriormente, que
contribuye a la caracterizacién en cuanto a las propiedades
biolégicas del compuesto 1 y que sugieren la realizacién de
ensayos mds especificos para 1 y compuestos similares en
busqueda de antibacterianos con éptima relacién actividad/
toxicidad. Es importante resaltar que el éster etilico de
feoforbida 2 es un compuesto no hemolitico.
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Tabla 2 - Resultados de actividad antibacteriana en el ensayo de difusion radial.

Cepas inhibidas Sustancia Evaluada? UA®
Ampicilina 120

. Kanamicina 90

E. faecalis 29212 Tetraciclina 9%
Compuesto 1 (2ug/ul) 50

Ampicilina 110

Kanamicina 60

S aureus 6538 Tetraciclina 90
Compuesto 1 (2ug/ul) 50

Ampicilina 170

o Kanamicina 80

S. typhimurium 14028s Tetraciclina 110
Compuesto 1 (2ug/ulL) 40

Ampicilina 140

S. typhimurium MS7953 Kanamicina 90
Compuesto 1 (2ug/ul) 50

Ampicilina 70

. Kanamicina 90

£ colf 25922 Tetraciclina 100
Compuesto 1 (2ug/ul) 40

aDe cada sustancia se adicionaron 8uL.
Unidades de actividad.
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