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Resumen

El tamizaje fitoquimico de los tallos de Lepechinia bullata permiti6 establecer la presencia de triterpenos,
esteroles y saponinas en las fracciones de hexano, diclorometano y metanol. Adicionalmente, del
extracto de etanol : agua (75:25) se logro el aislamiento de acido rosmarinico mediante diversas técnicas
cromatograficas. Su estructura quimica fue establecida mediante el analisis de los espectros de IR, RMN
y EM y por comparacién con los datos reportados en la literatura. La actividad antibacteriana se evalu6
in vitro empleando el método de difusién en agar con discos frente a Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29219), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 23357) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). La fraccion de hexano fue activa contra S.
aureus, P. aeruginosa y E. coli, presentando una concentracion minima inhibitoria (CIM) de 10 1,25
y 10 mg/mL, respectivamente. Por otra parte, la fraccion de diclorometano mostré actividad contra
P. aeruginosa a una CIM de 2,5 mg/mL y la fracciébn de metanol fue activa contra S. aureus y K.
pneumoniae a una CIM de 10 mg/mL y contra E. faecalis a una CIM de 5 mg/mL. En el presente trabajo
se muestra el estudio fitoquimico preliminar y la actividad antibacteriana de los tallos de L. bullata.
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Abstract

Phytochemical screening of Lepechinia bullata stems allowed to establish the presence of triterpenes, sterols and
saponins in hexane, dichloromethane and methanol fractions. Additionally, the isolation of rosmarinic acid was
achieved by various chromatographic techniques; its chemical structure was established by IR, NMR and MS data
and by comparison of these data against values reported in the literature. The antibacterial activity was evaluated
in vitro using the diffusion agar method with discs against Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29219), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). The hexane fraction was active against S. aureus, P. aeruginosa and E. coli, exhibiting a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 10 and 1.25 and 10 mg/mL, respectively. On the other hand, the fraction
of dichloromethane showed activity against P. aeruginosa at a MIC of 2.5 mg/mL and the methanol fraction was
active against S. aureus and K. pneumoniae at a MIC of 10 mg/mL and against E. faecalis at a MIC of 5 mg/mL. We
reported for the first time a preliminary photochemical study and antibacterial activity of L. bullata stems.
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Introduccion

El género Lepechinia (Lamiaceae)
consta aproximadamente de 43 especies
distribuidas desde el suroeste de Estados
Unidos hasta Argentina (Epling, 1948;
Drew y Sytsma, 2013). Algunas de
estas plantas han sido utilizadas en la
medicina popular para el tratamiento de
la diabetes, infecciones uterinas, dolores
estomacales y por sus propiedades
antitumorales (Dimayuga y col., 1991;
Pérez y col., 2008). En Venezuela se
reporta la presencia de cuatro especies:
L. schiedeana (Schlechtd) Vatke, L.
salviaefolia (Kunth) Epling, L. conferta
(Benth) Epling y L. bullata (Kunth) Epling
(Cegarra y col., 2006).

Lepechinia bullata (Kunth) Epling es
endémica de Colombia y Venezuela, se
localiza en biotipos tales como bosque
nublado, subparamo y paramo. En
Venezuela se distribuye en los estados
Anzoategui, Distrito Federal, Lara,
Mérida, Miranda, Sucre, Tachira y Trujillo
(Orsini y Velazquez, 1996; Meier, 2005).
Estudios previos sobre la composicion
quimica de las hojas de L. bullata
reportan en el extracto metandlico la
presencia de quinonas diterpénicas
(6,7-dehidroroyleanona, horminona,
7-metil-horminona, royleanona) (Jonathan
y col., 1989) y terpenoides (carnosol,
acido ursolico) en los extractos de hexano
y acetona (Pérez y col., 2014). Otras
investigaciones demuestran el aislamiento
de sesquiterpenos (espirolepechineno,
premnaspirodieno, palustrol) a partir
del aceite esencial de las hojas de esta
planta (Eggers y Sinnwell, 1999; Eggers,

2000). Ensayos realizados sobre los
compuestos aislados de L. bullata
demuestran que poseen actividad

citotoxica y antibacteriana (Jonathan y
col., 1989; Ulubelen y col., 2001; Gaspar
y col., 2006). En el presente estudio se

reporta por primera vez en L. bullata el
aislamiento de acido rosmarinico, su
estructura fue determinada mediante
analisis espectroscopicos de RMN uni
y bidimensionales. Adicionalmente se
establecié la composicion quimica y la
actividad antibacteriana de las fracciones
de hexano, diclorometano y metanol de
los tallos de L. bullata.

Materiales y métodos
GENERAL

El espectro infrarrojo (IR) se obtuvo
en un espectrofotbmetro Perkin-Elmer
modelo FT-1725X, en discos de KBr. Los
espectros de masas (EM) se realizaron en
un equipo Bruker micrOTOF HR-ESI-MS
(modo positivo) y ESI-MS (modo positivo
y negativo). Por otra parte, los espectros
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
uni y bi dimensionales se obtuvieron en
un equipo de RMN marca Agilent, modelo
Varian INOVA de 600 MHz para 'Hy 150
MHz para '’C, usando como disolvente
CsDsN. Para la cromatografia en columna
(CC) se empleo silica gel 60, silica gel RP-
18 (Merck) y sephadex LH 20 (Merck). En
la cromatografia en capa fina (CCF) se
utilizo silica gel 60 GF,s4, 0,3 mm espesor
(Merck) y como revelador fisico la lampara
UV (A 254 y 365 nm) y vainillina-acido
sulfurico (1% y 5% en etanol) para el
revelado quimico.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

Los tallos de la planta se recolectaron en
el Paramo de la Culata (Mérida-Venezuela).
Una muestra testigo fue depositada en el
Herbario MERF de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes (Voucher LR0O02) e identificada
como Lepechinia bullata (Kunth) Epling
por el Ing. Juan Carmona adscrito al
Departamento de Farmacognosia y
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Medicamentos Organicos de la Facultad
de Farmaciay Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes.

OBTENCION DEL EXTRACTO METANOLICO Y
FRACCIONES DE HEXANO, DICLOMETANO Y METANOL

Los tallos fueron separados de la planta
y colocados en bandejas a temperatura
ambiente hasta completa sequedad, luego
se procedié a moler hasta la obtencion
de un polvo fino. Posteriormente, se
pesaron 100,0 g del material vegetal
molido y se realiz6 una extraccidon por
maceracion con metanol (500 mL x 3)
por un periodo de tres dias cada una. La
solucion obtenida se filtr6 y concentro
en un rotavapor a presion reducida a
una temperatura no mayor a 45 °C. El
extracto metanodlico seco, se fracciono
por cromatografia al vacio utilizando silica
gel 60 y solventes de polaridad creciente
(hexano, diclorometano, metanol x 500
mL c/u), las soluciones provenientes
de cada separacion, se concentraron
bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente, para obtener las fracciones
de hexano, diclorometano y metanol.

EsSTuDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR

Para la caracterizacion quimica de los
metabolitos secundarios presentes en
las fracciones de hexano, diclorometano
y metanol de los tallos de L. bullata se
efectué una serie de pruebas quimicas
cualitativas y de cromatografia de capa
fina (CCF) siguiendo la metodologia
descrita por Marcano y Hasegawa (2002).

Se analizaron todas las fracciones
por CCF, exceptuando la de agua en
un 100%. La fraccion 30:70 resultod la
mas interesante ya que se visualizO un
compuesto mayoritario y con buenas
probabilidades de  separacion, las
otras fracciones presentaron mezclas

complejas de compuestos polares. La
fraccion metanolica que se estudié en un
principio no reaccion6é con el FeCls;, por
lo cual no se determiné la presencia de
compuestos fenodlicos. Probablemente
debido a la polaridad del solvente usado
(etanol-agua 75:25) se logré que el acido
rosmarinico pudiera extraerse.

El extracto hidroalcohdlico se preparo
con la finalidad de obtener las saponinas
cuya presencia si fue detectada en el
extracto metandlico que se preparé en
un principio, tanto por la formacion de
espuma como por CCF usando como fase
movil clorformo: metanol: agua (70:30:5)
y revelador Komarowsky.

AISLAMIENTO DEL ACIDO ROSMARINICO

Los tallos secos de L. bullata (76,0
g) fueron extraidos con una mezcla de
etanol-agua 75:25 (660 mL x 3 X 45 min)
utilizando un extractor por microondas
(Daewoo KOR-630A), el solvente se
evaporo hasta sequedad en un rotavapor
a una temperatura de 50 °C obteniendo
7,33 g de extracto seco, el cual fue
evaluado mediante CCF usando como fase
movil una mezcla de clorformo: metanol:
agua (70:30:5), visualizando compuestos
polares de interés. Posteriormente
el extracto se fraccion6 mediante
cromatografia al vacio utilizando como
fase estacionaria silica gel RP-18 y como
fase movil una mezcla de MeOH/H,O
(0:100, 30:70, 50:50, 70:30, 100:0), la
fraccion de interés (30:70) se purifico
a través de cromatografia de exclusion
molecular (Sephadex LH-20; MeOH) hasta
la obtencién de un sdélido puro (17,8 mg).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Las cepas bacterianas utilizadas

fueron Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
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Enterococcus faecalis (ATCC 29219),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
proporcionadas por el Departamento
de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes.

La actividad antibacteriana fue evaluada
de acuerdo al método de difusion en
agar con discos (CLSI 2015), el ensayo
se realizO con un cultivo de 18 horas
de cada microorganismo en 2,5 mL de
caldo Miueller-Hinton a 37 °C. El in6culo
bacteriano fue ajustado con soluciéon
salina fisiologica al patron de turbidez de
Mac Farland N° 0,5 (10 68 UFC/mL). Cada
inoculo se disemino sobre la superficie de
una placa que contenia agar Mueller-Hinton
y luego se colocaron los discos (6 mm
diametro) previamente impregnados con
10 pL de los extractos, el control negativo
(dimetilsulféxido) y el disco estandar del
antibiético de referencia (Amikacina® y
Ampicilina®) como control positivo para
cada uno de los microorganismos.

El medio de cultivo inoculado se
sometié a preincubacion durante 18
horas, posteriormente se incubaron las
placas por 24 horas y se realizo la lectura
de los halos de inhibicion alrededor
del disco y se expres6 en mm. En los
microorganismos que mostraron zona de
inhibicion se determiné en ensayos por
duplicado, la concentracion inhibitoria
minima (CIM) disolviendo los extractos en
dimetilsulfoxido a concentraciones de 10,
5,2,5y 1,25 mg/mL.

Resultados y discusion

El tamizaje fitoquimico de los tallos de
L. bullata (Tabla I) se realiz6 mediante
pruebasquimicascualitativas, losextractos
obtenidos se colocaron en contacto con
diversos reactivos y se observaron las

reacciones de coloracion o precipitacion
que determinaron la presencia de ciertos
metabolitos secundarios.

Los analisis de las fracciones de
hexano y diclorometano presentaron
una coloracion roja y verde en la prueba
de Liebermann-Burchard, indicando Ila
presencia de triterpenos y esteroles,
respectivamente. Por otra parte, en la
fraccion de metanol, se determino la
existencia de saponinas por la formacion
de espuma que se mantuvo por un periodo
mayor a 30 minutos con una altura
superior a 1 cm, esto se verific6 mediante
cromatografia de capa fina, usando como
revelador el reactivo de Komarowsky,
evidenciandose manchas verdes que
demuestran que dicho extracto tiene
saponinas esteroidales. Estos resultados
se corresponden con los reportados en
investigaciones previas donde senalan
que los extractos de las hojas de L. bullata

contienen compuestos terpenoidales
(Jonathan y col., 1989; Pérez y col.,
2014), asimismo, estudios anteriores,

Tabla |

Resultados del tamizaje fitoquimico de
las fracciones de hexano, diclorometano y
metanol de los tallos de L. bullata

Reaccion de
coloracion y/o FH | FD | FM
precipitacion

Metabolitos

Alcaloides Dragendorff - - -
Flavonoides Shinoda - - -
Hidroxido
Cumarinas de amonio - - -
concentrado

Taninos/ Gelatina - - -
fenoles Tricloruro férrico - - .
Triterpenos/ Liebermann- + + i
esteroles Burchard
Saponinas Prueba de Espuma | - - A

FH: fraccion de Hexano. FD: fraccion de
Diclorometano. FM: fraccion de Metanol. (+)
Presencia del metabolito. (-) Ausencia del
metabolito.
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indican la presencia de saponinas para
el género Lepechinia (L. meyeni y L.
schiedeana) (Rossi y col., 2002; Gracia y
col., 2004), sin embargo para L. bullata
esta investigacion constituye el primer
reporte de saponinas.

Por otra parte, de la fraccion de MeOH/
H,O (30:70) se logré el aislamiento de
17,8 mg de un sélido color crema, cuyo
punto de fusion fue de 17 1° C. El espectro
IR presenté bandas de tension a 3442,
1688 y 1600 cm'! correspondientes a
grupos OH, C=0 y C=C sp?. El espectro
de masas (HR-ESI) en modo negativo
evidencio ion molecular de 359,0823
m/z ((M-H)) y un fragmento a 719,1794
m/z ((2M-H)), consistente con la fébrmula
molecular C,gH,Og (calc. 360,08452),
por otra parte, en el espectro de masas
(HR-ESI) en modo positivo se visualizd
un ion molecular de 383,0789 m/z
((M+Na)") y un fragmento a 743,2162
m/z ((2M+Na)*) lo cual indica una masa
molecular de 360 y confirma el resultado
del modo negativo. Con respecto a los
datos espectroscopicos de RMN-'H (C5;Ds)
(Tabla II) resaltan varias senales entre
6-8 ppm que fueron asignadas de la
siguiente manera: 7,45 (d; J= 2,0 H,);
7,09 (d; J= 7,8 Hs); 6,92 (dd; J= 7,8 Hg);
7,40 (d; J= 1,9 1,); 7,12 (d; J= 8,4 H5');
6,87 (dd; J=7,8H¢"); 7,79 (d; J= 15,0 H;")
y 6,53 (d; J= 15,0 Hg"). Asimismo, en el
espectro de RMN-!'3C (C;D5) se evidencio
la presencia de 18 carbonos, destacando
senales correspondientes a carbonos
aromaticos, olefinicos y carbonilicos
(Tabla II).

El estudio detallado y la comparacion
de los datos espectroscopicos obtenidos
con los reportados en la literatura
(Dapkevicius y col., 2002), permitieron
concluir que el compuesto aislado se
trata de un fenilpropanoide derivado
del acido caféico conocido como acido

Figura 1. Acido rosmarinico.

rosmarinico (Figura 1), esta sustancia
ha sido obtenida previamente de L.
graveolens (Parejo y col., 2004) y
posee diferentes propiedades biologicas
(antioxidante, antiinflamatoria, antimi-
crobiana, antiviral, anticance-rigeno)
(Venkatachalam y col., 2013; Petersen
y Simmonds, 2003). Este compuesto se
reporta por primera vez en L. bullata.

Tabla II

Desplazamientos quimicos (5: ppm) de los
espectros de RMN de 'H (600 MHz) y '*C (150

MHz) del acido rosmarinico en CsDsN.

Posicion RITCN RMN 'H (1n; J) 'il\é” RMSZI)E‘ ©
1 130,6 129,2
2 117,5 | 7,45 (d; 2,0) 117,5 6,76 (2,0)
3 146,2 1486,1
4 1449 | e 145,2
5 116,0 | 7,09 (d; 7,8) 116,2 6.68 (8,0)
6 1206 | 6,92 (dd; 7.8) | 121.8 6.59 (8,0)
3,37 (dd; 14,4- 2,97 (14,3-4,3)
7 38,1 3,7) 3,62 37,8
(dd: 14,4-9,6) 3,08 (14,3-8,6)
8 756 | 83 5(?7‘1); 96 | 745 | 5154386
9 176,5 173,5
1’ 126,7 127.,6
2’ 1154 | 7,40 (d; 1,9) 114,3 7,02 (2,0)
3 146,8 146,7
4’ 148,0 149,7
5 1162 | 7,12 (d; 8,4) | 1164 6,76 (8,0)
6’ 121,6 | 6,87 (dd; 7,8) | 123,2 6,93 (8,0)
7’ 1452 | 7,79 (d; 15,0) | 147.7 7,53 (16,0)
8’ 1155 | 6,53 (d; 15,0) | 115,1 6,25 (16,0)
9’ 1675 | 168,4

*RMN de 'H (400 MHz) y '*3C (100 MHz) en
metanol deuterado (Dapkevicius y col., 2002).
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Con respecto a la evaluacion de la
actividad antibacteriana (Tabla II), la
fraccion de hexano fue activa contra
S. aureus, FP. aeruginosa y E. coli,
presentando una CIM de 10, 1,25 y
10 mg/mL, respectivamente. Por otra
parte, la fraccion de diclorometano
mostré actividad contra P. aeruginosa
(CIM= 2,5 mg/mL) y la fraccion de
metanol fue activa contra S. aureus y K.
pneumoniae a una CIM de 10 mg/mL y
contra E. faecalis (CIM= 5 mg/mL). Estos
resultados son congruentes con estudios
realizados previamente en L. bullata
donde compuestos como la royleanona,
horminona, carnosol y 3-acetil ursolato
de metilo fueron activos contra S. aureus
y E. faecalis con una CIM de 10 pg/mL
(Masterovay col., 1996; Pérezy col., 2014),
por otra parte, en la fraccion metanodlica
de L. meyeni se reporta la presencia
flavonoides, triterpenos, esteroides y
saponinas, y actividad antibacteriana
contra diversas cepas gram positivas
(Rossi y col., 2002). En tal sentido, hay
estudios que indican que los compuestos
de origen terpénico como triterpenos,
esteroles y saponinas presentan diversas

Tabla III

Actividad antibacteriana de los extractos de
los tallos de L. bullata.

Halos de Inhibiciéon (mm)
Mi . Fracciones Compuestos CIM (mg/mL)
ICIDOIGEISIDOS evaluados de referencia
FH FD | FM | AMP | AMK | FH FD | FM
S. aureus
18 0 14 31 e 10 NA 10
(ATCC 25923)
E. faecalis
(0] (0] 10 25 o NA NA 5)
(ATCC 19433)
E. coli
8 (0] (0] * 22 1,25 | NA NA
(ATCC 25922)
K. pneumoniae
(0] (0] 18 EE 21 NA NA 10
(ATCC 23357)
P. aeruginosa
10 9 (0] e 28 10 | 2,5 | NA
(ATCC 27853)

FH: Extracto de Hexano; FD: Extracto de
Diclorometano; FM: Extracto de Metanol. CIM:
Concentracion Inhibitoria Minima. NA: No Activo.
AMP:Ampicilina.AMK: Amikacina.***Noseestudio.

actividades bioldgicas como antifuingica,
antibacteriana y citotoxica, entre otras
(Hernandez y col., 2012; Francis y col.,
2002; Podolak y col., 2010) por lo cual,
los resultados obtenidos podrian ser
consecuencia de los posibles efectos
sinérgicos entre los diferentes metabolitos
secundarios presentes en las fracciones
evaluadas los tallos de L. bullata.

Conclusiones

Los estudios realizados sugieren que los
tallos de L. bullata podrian ser una fuente
importante de compuestos de origen
terpénico ya que el analisis fitoquimico
preliminar evidencié la presencia de
triterpenos y esteroles en las fracciones
de hexano y diclorometano, mientras que
en la fraccion metandlica se determino
la presencia saponinas esteroidales.
Adicionalmente, se logr6é el aislamiento
del acido rosmarinico, el cual se ha
obtenido previamente de otras especies
de Lepechinia. Este estudio representa
el primer reporte de la presencia de
saponinas y acido rosmarinico en L.
bullata.

En cuanto a la actividad antibacteriana,
se puede indicar que los ensayos
realizados revelaron que las fracciones
obtenidas a partir del extracto metandlico
de los tallos de L. bullata fueron activas
frente a S. aureus, E. faecalis, E. coli,
K. pneumoniae y F. aeruginosa. Los
resultados de la presente investigacion
contribuyen en el conocimiento del perfil
fitoquimico y actividad antibacteriana del
género Lepechinia.
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