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RESUMEN

Del extracto etandlico de madera de
Beilschmiedia tovarensis fueron aisladas
e identificadas dos nuevas chalconas: 2’,
6’-dihidroxi-4’-isopenteniloxi-3,4(3”’,
3””-dimetilpirano) chalcona y 4,2°, 6’-
trihidroxi-3’, 4’ metilenodioxi-3-isopen-
tenilchalcona. El aislamiento y la purifi-
cacion fueron realizados por técnicas cro-
matogréficas. La elucidacion estructural
de estos compuestos se determind me-
diante técnicas espectroscOpicas (IR,
RMN-'H, *C y EM).

Ademas, fue probada la actividad bio-
légica in vitro del extracto etandlico de
madera, dando resultados significativos
para actividad antimicrobiana en cepas
Gram(+): Staphylococcus aureus y Ente-
rococcus faecalis. Las pruebas de activi-
dades antimalérica y antituberculosa die-
ron resultados negativos.

Palabras clave: Lauraceae, Beilsch-
miedia tovarensis, chalcona, actividad
antimicrobiana.

ABSTRACT

Two new chalcones: 2’, 6’-dihydroxy-
4-isopenteniloxy-3,4(37’,3”’-dime-
thylpyrano) chalcone and 4,2, 6’- trihy-
droxy-3’,4’-metilenodioxo-3-isopente-
nilchalcone were isolated from the wood
ethanolic extract of Beilschmiedia tova-
rensis. Isolation was performed by chro-
matographic techniques. The elucidation
of the structure of the compounds was
accomplished by spectroscopic techni-
ques (IR, NMR-'H, "*C and MS).

Also, the crude wood extract was tes-
ted in vitro for biological activity, having
significant results for antimicrobial acti-
vity in Gram (+) stumps: Sataphylococ-
cus aureus and Enterococcus faecalis.
Test of antimalarial and antituberculosis
activities gave negative results.

Key words: Lauraceae, Beilschmie-
dia tovarensis, chalcona, antimicrobial
activity.
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INTRODUCCION

La especie Beilschmiedia tovarensis per-
tenece a la familia Lauraceae (1), abunda
en la region del eje cafetero y se conoce
comunmente con el nombre de laurel
blanco. Tradicionalmente se tienen diver-
s0s usos, que van desde la utilizacion por
la incorruptibilidad de sus maderas como
material para la construccion de enseres
domésticos y viviendas, hasta el uso de
las partes aéreas en infusion como paliati-
vo en las enfermedades del colon y en
trastornos digestivos (2).

El género Beilschmiedia comprende
11 especies (3) que se distribuyen am-
pliamente dada su facil adaptabilidad a
condiciones climaticas variadas; es posi-
ble encontrarlas en pisos térmicos entre
los 450 a 2500 metros sobre el nivel del
mar. La especie Beilschmiedia tovaren-
sis no tiene ningun estudio fitoquimico
precedente a éste.

PARTE EXPERIMENTAL

En la cromatografia de columna (CC) se
us6 silica gel (Merck,40-63 um), para
CCD se emplearon cromatoplacas Merck
de silica gel HF,s, de 0,3 mm de espesor.
Los espectros IR fueron tomados en un
equipo Perkin Elmer FTIR-1000 del De-
partamento de Quimica de la Universidad
Nacional, sede Bogota. Los espectros de
RMN'H en un BRUKER-400, emplean-
do CDCl; como solvente, los desplaza-
mientos quimicos fueron referenciados
con el patrén interno TMS (*H 400 MHz
y 3C 100 MHz). Los espectros de masas
(EMIE), 70 eV fueron tomados en un
equipo MS 80 RFA de la Universidad de
Wayne (Estados Unidos).
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Material vegetal. Las muestras de ma-
dera de B. tfovarensis fueron suministradas
por el Centro Nacional de Investigaciones
del Café (Cenicafe), recolectadas en la re-
serva del bosque de Las Hortensias (Dos-
quebradas-Risaralda), por el ingeniero fo-
restal Carlos Mario Ospina Vallejo. Una
muestra de herbario reposa en el Herbario
de la Universidad de Antioquia con el ni-
mero COP-458723.

Extraccion y aislamiento

El material vegetal seco y molido, 3250
g de madera, fue extraido por macera-
cion en frio con etanol (EtOH) al 96 %
obteniéndose 54,15 g del extracto. Este
se fracciond por cromatografia de co-
lumna empacada con silica gel y eluida
con C¢HsCHj; incrementando la polari-
dad con AcOEt, hasta una mezcla de
CsHsCH;-AcOEt (7:3). Se recolectaron
siete fracciones, marcadas como M1 a
M7. El anélisis por IR de las anteriores
fracciones revela la presencia de com-
puestos aromaticos en las fracciones
M2, razén por la cual se decide proceder
a su purificacion; las demis se dejan
para estudios posteriores.

La fraccion M2 (5,31 g) fue sometida
a CC eluyendo con C¢H4-AcOEt de pola-
ridad creciente (95:5 hasta 6:4) obtenién-
dose ocho fracciones que se rotularon
M2-1 a M2-8. Después del estudio por
CCD, se continuaron purificando las
fracciones M2-4 (102 mg) y M2-5 (43
mg). La fracciéon M2-4 se sometié a CC
repetitiva eluyendo con C¢Hg hasta obte-
ner el compuesto 1 (28 mg). La fraccion
M2-5 se someti6 a lavado con éter de pe-
tréleo y luego con MeOH para obtener el
compuesto 2 (36 mg).
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Evaluacion de la actividad
antimicrobiana

Para este test se sigui6 el protocolo es-
tandarizado en el Instituto de Inmunolo-
gia de Colombia (FIDIC) por el doctor
José Manuel Lozano. Se prepara un pa-
tron disolviendo de 15 a 20 mg del ex-
tracto a ensayar en un mL de etanol, y a
partir de éste se hacen diluciones 1:1 y
1:10 en PBS (buffer de fosfato salino).
De cada una de las diluciones anteriores
se aplican 2 y 8 uL en pozos de siembra
sobre agar-agarosa de baja electroen-
dodsmosis. Posteriormente se siembran
aproximadamente 40 millones de bacte-
rias obtenidas por replicacion y se adi-
ciona tripticasa de soya como medio
superior para luego proceder al incubado.
La evaluacién de la actividad antimicro-
biana se hizo contra referentes de kanami-
cima (Km), tetraciclina (Tc), ampicilina
(Amp) y contra blancos de etanol y PBS.

RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 1 es un aceite que dio posi-
tivo el ensayo de FeCl;, lo que revel6 la
presencia de OH fendlico.

En el IR de 1 se observan sefiales en
3389 cm™ (tensién OH), 1220 cm™ (fle-
xion CO) confirmativa de OH fendlico;
sefial en 1712 cm? (tension C=O0),
2853-2924 cm’!(tensién CH).

El experimento DEPT-135 (Tabla 1)
permiti6 determinar que el compuesto 1
posee 10 grupos CH, 4CH; 1CH, y por
diferencia con el espectro de RMN-"*C
se deducen 10 Carbonos cuaternarios; de
estos ultimos, cinco son oxigenados (dos
de ellos hidroxilados). Lo anterior per-
mitid deducir la férmula molecular

CysH405 para el compuesto 1. E1 EMIE
del compuesto 1 muestra un ién molecu-
lar m/z 406, que confirma la férmula
condensada.

El espectro RMN-'H, muestra sefiales
en 6 9,98 (s, 2H), por su desplazamiento
quimico corresponde a hidrogenos de
grupos hidroxilo en posicién orto a un
carbonilo, también aparecen sefiales en &
7,34 (d, J=17Hz,1H), & 7,16 (d, J=17
Hz, 1H) las cuales son caracteristicas de
un sistema vinilico cuyos protones estan
en posicion trans; lo anterior permite de-
terminar que el nicleo basico del com-
puesto 1 es de una charcona; ademas,
aparecen sefiales de un sistema AB que
indican la presencia de un anillo tetra sus-
tituido en & 6,45 (d, J=3Hz,1H), 3 6,36
(d, J=3Hz,1H) que corresponden a pro-
tones sobre anillo aromatico en posicién
meta; sefiales en 6 7,26 (dd, J=8 y 4Hz,
1H), 6 5,94 (d, J=8Hz, 1H) y 6 6,64 (d,
J=4Hz, 1H) caracteristico de un sistema
AMX para 3 protones sobre anillo aroma-
tico formando un sistema orto y meta, ca-
racteristico de un anillo trisustituido; se-
fiales de un anillo cromanico (6) & 6,19
(d, J=9Hz, 1H), 6 5,73 (d, J=9Hz, 1H),
8 1,58 (s, 6H); también se observaron se-
fales caracteristicas de un grupo isopre-
nilo unido a un oxigeno 6 5,44 (m, 2H), &
5,10 (m, 1H), & 1,60 (s, 3H) y 8 2,09 (s,
3H). El anterior anilisis permite ubicar
en el nicleo de la chalcona los dos sustitu-
yentes establecidos, el isopreniloxi en la
posicion 4’ y un hidroxilo en 6’, el anillo
cromanico en la posicién 3,4. Estas susti-
tuciones se confirman por los fragmentos
que muestra el EM con los fragmentos
m/z 222 (47%) y m/z 194 (14 %) caracte-
risticos para el anillo A de la chalcona y
m/z 213 (23%) y 185 (38 %) caracteristi-
cos para el anillo B, obteniéndose la es-
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tructura del compuesto 1 que corresponde
a2’, 6’-dihidroxi-4’-isopreniloi-3,4 (3”,
3”’-dimetil pirano) chalcona. Las asigna-
ciones espectroscOpicas de RNM apare-
cen en la Tabla 1. Este compuesto no esta
reportado en la literatura como producto
natural.

El compuesto 2 muestra en RMN-"*C,
21 carbonos; con el experimento DEPT-
135 se pueden detectar 2CH;, 2CH,, 7CH
y por comparacion con el *C 10C cuater-
narios; de estos dltimos, seis son oxige-
nados (uno correspondiente C=0O,
180,75 ppm) y cuatro no oxigenados lo

Tabla 1. Datos espectroscopicos de RMN'H y *C del compuesto 1
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Carbono 'H (ppm) BC (ppm) DEPT
T - 121,1 C
2 - 148,0 C
3’ 6,36 (d) 112,8 CH
& - 1458 C
5 6,45 (d) 115.8 CH
6 - 147.3 C
1 - 1282 C
2 6,64 (d) 123.5 CH
3 - 1243 C
4 - 146,0 C
5 7,26 (dd) 128.5 CH
6 5,94 (d) 128,9 CH
o 7,34 (d) 1261 CH
B 7,16 (d) 146,0 CH
B’ - 180,9 C
IR 5,44 (m) 140,0 CH,
27 5,10 (m) 124.4 CH
3” - 135,0 C
e 1,60 (s) 17,7 CH,
5 2,09s 26,7 CH,
1 6,19 (d) 134.5 CH
27 5,73 (d) 123,9 CH
37 - 75,2 C

47y 57 1,58 (s) 22,5 CH,
(OH) 9,98 (s) - -
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Compuesto 1

cual permite proponer una férmula con-
densada para el compuesto 2 de C,H;7Og.

El espectro RMN-'H del compuesto 2
mostrd las siguientes sefales caracteristi-
cas de un compuesto tipo chalcona: &
10,60 (s, 2H), 87,24 (d, J=16Hz, 1H), &
7,18 (d, J=16Hz, 1H), en RMN-"C pre-
senta una sefial en 180 ppm caracteristica
de un grupo carbonilo. Ademas, el
RMN-'H muestra sefiales de cuatro pro-
tones aromaticos, & 6,85 (s, 1H), 6 6,70
(d, J=8,5Hz, 1H), un acoplamiento orto-
meta & 6,61 (dd, J=8,5y 2,2Hz, 1H) y
un acoplamiento meta en 6 6,50 (d, J=
2,2Hz, 1H); sefial en 6 5,86 (s, 2H) ca-
racteristica de un grupo mutilen-dioxi
(O-CH,-0); 6 5,50 (m, 1H), & 3,10 (m,
2H), 6 1,63 (s, 3H) y 8 1,74 (s, 3H) ca-
racteristicos de un grupo isoprenilo (7),
sefial en 0 5,44 (S0, 1H) caracteristico
de un protdn hidroxilico sobre anillo aro-
maético.

El EMIE del compuesto 2 muestra un
i6n molecular m/z 368 y dos picos impor-
tantes caracteristicos de una 2-hidroxi-
chalcona, que permiten ubicar los sustitu-
yentes; m/z 181 (39%) indica que en un
anillo esta el metileno dioxi y dos hidroxi-
los, y m/z215 (18 %) indica que en el otro
esta un grupo isopropilo y un hidroxilo.

El andlisis anterior permite asignar el
nombre del compuesto 2 como 4,2°, 6’-
trihidroxi-3’, 4’-metilenodioxi- 3-isopen-
tenilchalcona, compuesto que no esta re-
portado en la literatura, las asignaciones
espectroscopicas correspondientes se en-
cuentran en la Tabla 2.

Resultados de la evaluacion
de la actividad antimicrobiana

La técnica de difusién radial permite, a
través de la medicioén del halo de inhibi-
cién, estimar la capacidad bactericida o
bacteriostatica de un extracto o metaboli-
to, el cual puede actuar lesionando la pa-
red celular o inhibiendo la produccién de
sustancias vitales del microorganismo.

De las cepas Gram(-) probadas: Esche-
richia coli, cepa 25922; Salmonella tiph-
ymurium, cepas EG-10627, 14028-S,
MS-7953, ninguna fue inhibida por el ex-
tracto probado (madera de B. tovarensis).

El extracto etandlico de madera mos-
tr6 actividad antimicrobiana frente a ce-
pas Gram(+) Staphyloccus aureus (cepas
25923 y 6538) y Enterococcus fecalis
(cepa 29212).
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Tabla 2. Datos espectroscopicos de RMN'H y *C del compuesto 2

Posicion BC (ppm) DEPT 'H (ppm)
] 130.6 C
2 1123 CH 6,61 (dd)
3 105,2 C
4 147,6 C
5 1233 CH 6,70 (d)
6 119,0 CH 6,50 (d)
K 1053 C
2’ 147,2 C
3 147.9 C
g 147.9 C
5 1154 CH 6,89 (s)
% 146.9 C
1 2.7 CH, 3.10 (m)
2 1208 CH 5,50 (m)
37 1374 C
4 16,7 CH, 163 (5)
57 248 CH, 174 (s)
o 126,1 CH 742 (d)
B 126.9 CH 718 (d)
B 180.8 C
0-CH2-0 100.6 CH, 5.86(5)
OH quelatado 10,60
OH 5,44

Compuesto 2
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Tabla 3. Resultados de la evaluacion de actividad antimicrobiana

Cepas Gram(+) inhibidas

Sustancia probada

Cantidad aplicada(uL) | Medida del halo (mm)

Staphylococcus aureus 25923

Ampicilina (90 ug/mL)

5 33

Kanamicina (90 pg/mL)

11

Tetraciclina (90 pg/mL)

12

Ext. Madera (1260 pg/mL)

5

Lnterococcus faecalis 29212

Ampicilina (90 pg/mL)

17

Ext. Madera (2.120 pg/mL)

5

Staphylococcus aureus 6538

Ampicilina (90 ug/mL)

22

Ext. Madera (2120 pg/mL)

| Unfloo| || wu|w
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