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RESUMEN

A los extractos metandlicos y hexanicos de las hojas y el tallo de la planta Capraria
biflora, se les realiz6 un estudio fitoquimico para evaluar las propiedades antimicrobianas
y antimicdticas en ambos extractos, asi como también al precipitado blanco, obtenido del
extracto metandlico del tallo. El anélisis quimico preliminar realizado a los extractos
metandlicos, mostrd la posible presencia de flavonoides; ademas, en las hojas se
detectaron saponinas y esteroles, a diferencia del tallo que mostrdé la presencia de
polifenoles y triterpenos; el precipitado blanco, obtenido del extracto metandlico del tallo
resultd negativo para todas las pruebas fitoquimicas realizadas. El extracto hexanico de las
distintas partes botanicas, reflejo la presencia de esteroles, a excepcion del tallo que,
ademas, did positivo para la prueba de saponinas. Ambos extractos, tanto metandlicos
como hexanicos de las distintas partes botdnicas, resultaron inactivos frente a todas las
bacterias y hongos estudiados, el cual pudo deberse a la presencia de un glucosido llamado
manitol en cantidades considerables, el cual pudo incrementar el crecimiento de las cepas
bacterianas y micoticas, respectivamente, ya que este compuesto es un glucésido que
utilizan los microorganismos para su crecimiento. Del precipitado blanco que se obtuvo
del extracto metanolico del tallo se logr6 aislar e identificar por Resonancia Magnética
Nuclear de una y dos dimensiones al glucdésido manitol (CsH;40¢), siendo éste el primer
reporte acerca del aislamiento de este metabolito secundario en el tallo de la Capraria
biflora.

VI



INTRODUCCION

El hombre moderno sigue adquiriendo considerables conocimientos para utilizar las
propiedades de las sustancias naturales. De esta manera, el uso curativo que le confiere a
muchas de las plantas autéctonas viene dado por el modo comin y espontineo de
conocerlas, adquirido por el trato directo con el ser humano y con el ambiente que lo rodea

(Marquez, 1987).

En la actualidad, la informacion sobre las propiedades curativas de algunos o varios
vegetales, proviene de fuentes que podrian resultar no del todo ciertas. Por tal razon, la
etnobotanica trata de recopilar esos conocimientos de manera precisa (Marcano y
Hasegawa, 1991). Cada dia se presta mas interés al estudio de las plantas medicinales, de
forma que la etnobotanica, fitoterapia y fitoquimica han adquirido un auge insospechado,
tanto en la practica de la medicina complementaria, como en el &mbito académico (Beyra et

al., 2004).

En las plantas superiores, la actividad antibacteriana ya es conocida por medio de diversos
trabajos realizados en el area. Osborn (1943) probo¢ tal actividad en 63 géneros de plantas
pertenecientes a varias familias fanerogamas, las cuales mostraron su capacidad de inhibir
el crecimiento de las especies bacterianas Escherichia coli y Sthaphylococcus aureus. Rao
y Alvarez (1981) comprobaron que el extracto metandlico de Eupatoriium capillifollium
mostrd actividad contra Bacillus subtillis. Miski et al. (1983) demostraron que algunos
flavonoides aislados de las hojas de Salvia palestina presentaron actividad contra las
especies bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris y Klebsiella pneumoniae. Mori et al. (1987),
encontraron una sustancia en Eleagnus glabra que presentaba actividad contra Proteus
vulgaris y Staphylococcus aureus.

Khan et al. (1990) observaron que, el extracto crudo en n- hexano de las hojas de Ardisia
solanacea era capaz de inhibir el crecimiento de las especies bacterianas Bacillus subtillis,

Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Gupta et al. (1992) determinaron que, los



extractos de las plantas Hemidesmus indicus poseen importante actividad antibacteriana

y antiinflamatoria.

Desde la década de los 80, se ha intensificado la investigacion cientifica para extraer y
separar sustancias con actividad bioldgica o terapéutica de algunas especies vegetales, que
son herramientas basicas para resolver problemas planteados por diversas disciplinas
cientificas, tales como: la genética, fisiopatologia, taxonomia, ecologia, fitogeografia,
paleobotanica, entre otras (Albornoz, 1980). Cabe resaltar que el 25% de los farmacos
existentes se obtienen de extractos vegetales, o bien se han sintetizado a partir de sustancias

halladas en la investigacion fitoquimica o referencias anteriores (Beyra et al., 2004).

Venezuela, por su diversidad de ambientes y su localizacion en el tropico, podria
considerarse como una “farmacia natural” que, desde hace mucho tiempo, los médicos
quieren consultar. Algunos botanicos y quimicos destacados, como Leandro Aristegliieta,
Américo Albornoz y Francisco Delascio, afirman que, “indudablemente, las plantas tienen
una importancia medicinal indiscutible” y consideran que todo el pais es muy rico en
especies medicinales (Delpretti, 1984). Actualmente, las industrias e instituciones
cientificas de todo el mundo realizan diversos estudios para la obtencion de farmacos
naturales que puedan resultar mas que alternativas, terapias complementarias para resolver

los problemas de salud que enfrenta la humanidad (Vicet, 2009).

Es innegable que muchas plantas contienen principios activos, los cuales ejercen una accion
sobre el cuerpo, remediando ciertas dolencias. Cuando se realiza el andlisis quimico de
algunas de ellas, se puede detectar la presencia de estos compuestos, que son empleados en
la preparaciéon de un gran nimero de medicamentos (Pino et al., 2009). Por ello, los
constituyentes quimicos de las especies que exhiben actividad bioldgica es importante, no
solo para descubrir nuevos agentes terapéuticos o justificar la accion terapéutica de una
planta en particular, sino que, saber esta informacion es 1til para detectar nuevas fuentes de
materiales de valor econémico, precursores naturales para la sintesis de sustancias quimicas
complejas y para el conocimiento de los compuestos quimicos de las denominadas plantas

toxicas (Aguilera, 1989).



Existen diversos trabajos etnobotanicos enfocados en los usos medicinales de las plantas,
los cuales demuestran la interrelacion directa que tiene el hombre con estos vegetales. Entre
los autores que han publicado trabajos realizados en Venezuela, relacionados con la
etnobotanica, se puede mencionar: “Atlas of medicinal plants of middle america to
yucatan” (Morton, 1912), donde se incluye un gran numero de plantas medicinales
utilizadas en la Sierra de Perija; “Medicamentos indigenas” (Pompa, 1966); “Aportes al
conocimiento de la Etnobotanica del estado Cojedes” (Delascio, 1978); Medicina popular
venezolana (Rodriguez, 1980); Herbolario Tropical (Bhat, 1981); “Los Yanomami y las
plantas silvestres” (Fuentes, 1980). Continuando con las investigaciones realizadas a las
plantas, se hallan otros autores quienes escribieron las obras: “Plantas usadas en la
medicina empirica venezolana” (Delascio, 1985); “Contribucién al conocimiento de las
plantas medicinales del estado Tachira” (Vera, 1993) y “Medicina tradicional como
instrumento de promocién de la conservacion de la diversidad vegetal en piedemonte

oriental de los Andes” (Castellano y Azbcar, 1994).

A nivel de la region oriental, la flora también ha sido objeto de trabajos etnobotanicos que
han aportado numerosos conocimientos sobre sus usos y propiedades terapéuticas. Entre
ellos se cuenta el de Cabeza (1981), que comprende un estudio taxondmico de 192 especies
reportadas como medicinales. Entre las plantas medicinales de Macuro, estado Sucre
(Delgado et al., 1992), se reportaron los usos y propiedades medicinales atribuidas a 95
especies, de esta alejada poblacion venezolana de gran importancia histérica. Aunque,
muchas plantas han sido extensamente estudiadas y validadas desde el punto de vista
quimico bioldgico, todavia muy poco se conoce de otras, tal es asi que de las plantas
vasculares conocidas, hasta finales de los 90 solo el 1 6 2% se han investigado en algiin
aspecto y de las especies reconocidas como medicinales se estudian unicamente el 5%

(Baker, 1968).

La especie Capraria biflora, perteneciente a la familia Scrophulariaceae, es una planta con
una larga historia en la medicina tradicional. Gracias a los estudios previos, se puede

conocer que esta familia estd compuesta por aproximadamente 220 géneros y unas 3000



especies. Las plantas suelen ser herbaceas, anuales o perennes, algunas semiparasitarias y
en pocas ocasiones arboles. Algunas especies son medicinales y otras muy utiles como
ornamentales. Ciertas especies pertenecientes a esta familia han sido muy estudiadas desde
el punto de vista fitoquimico; entre los géneros mas conocidos estan Digitalis, Verbascum,
Calceolaria, Linaria y Veronica, entre otros. Generalmente, los grupos de compuestos mas
reportados para dicha familia son: saponinas, flavonoides, naftaquinonas y antraquinonas,

iridoides, esteroides y triterpenos, y heterdsidos cianogénicos (Vicet, 2009).

Entre este grupo de plantas, pertenecientes a la familia Scropulariaceae se puede mencionar
a Capraria biflora, hierba ramificada y tomentosa, con hojas alternadas, oblongas,
lanceoladas, apice agudo, base cuneada, margenes dentados hasta la mitad, flores blanco —
cremosas, axilares, solitarias o en pares, pentasépalos, corola campanulada de 5 16bulos,
fruto seco dehiscente, la cual habita en suelos secos o semi-himedos, pedregosos, en
lugares iluminados (Delgado et al.,1992). Se conoce popularmente como “fregosa”, y se le
atribuye efectos curativos en la medicina tradicional, puesto que la decoccion de los
cogollos, hojas y raices, por separado, es ingerida para curar diarreas, dolores estomacales y
malestares producido por lombrices (antihelmintico). La infusion de la planta entera se
toma en caso de erupciones de la piel, antigripal, y bajar la tension arterial, mientras que,
para curar espasmos se dan friegas en la parte afectada con la planta macerada (Marquez,
1987). También se refiere su uso en el tratamiento de dolor de oidos, hemorroides,
reumatismo y procesos inflamatorios (Scofield, 2002). Estudios previos realizados en la
Capraria biflora, han demostrado que el extracto acuoso de las hojas secas sirve como
analgésico moderado (Lans, 2007). También se usa como antidismenorreico y para
fibromas uterinos, pero en este caso se realiza una infusién con las hojas de ésta y las de
Peresa americana (Beyra et al., 2004). De las raices, se extrae una sustancia denominada
biflorin, la cual posee actividad antibidtica contra bacterias, levaduras y hongos
dermato6fitos. Aun no se ha encontrado en la literatura, estudios cientificos relacionados con
los efectos toxicos causados por las hojas e infusion de flores; sin embargo, de acuerdo a la
cultura popular, se sabe que al ingerir dosis muy altas, pueden ocasionar somnolencias,

vértigos, mareos y rigidez muscular (Albuquerque, 2001).



Los primeros trabajos fitoquimicos realizados para dicha especie, fueron desarrollados por
Gongalves de Lima (1954), al aislar, a partir de las raices de la planta, un principio activo
con actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y otros gérmenes. La
sustancia, denominada biflorina, se identific6 como una naftoquinona, a través de técnicas
espectroscopicas (Prelog et al., 1958). Numerosos estudios se realizaron en afios
posteriores, mejorandose la pureza del compuesto e incrementando el numero de
microorganismos ensayados (Gongalves de Lima et al., 1962). Otros reportes fitoquimicos
sefialan la identificacion de una estructura dimérica de la biflorina, llamada bis-biflorina
(Fonseca et al., 2003), para la cual no se reportaron estudios relacionados con una posible
actividad biologica. También, han informado sobre la presencia de compuestos tipo taninos,
en abundancia en los extractos acuosos de la planta, aunque no se infomaron caracteristicas
estructurales de los mismos (Morais et al., 1995). Asimismo, se han realizado analisis
cromatograficos y espectroscopicos por RMN 'H y B, que permitieron identificar la
presencia de naringenina, derivados metoxilados de luteolina y apigenina, un derivado
glucosilado de apigenina (4cido 7-O-f-apigeninglucuréonico), un derivado clorofilico
(feoforbide) y manitol, reportados por primera vez para la especie. Los compuestos
identificados contribuyen a los efectos farmacologicos comprobados en el extracto, y por
tanto, pudieran explicar el uso de la especie en afecciones inflamatorias Vicet, 2009).

Cabe destacar que, son multiples los trabajos realizados en analisis fitoquimico en plantas
con propiedades medicinales, ademas de su actividad antifingica y antibacteriana, debido a
la resistencia a los distintos antimicOticos y antibacterianos comerciales utilizados
normalmente en el control de enfermedades, lo que ha estimulado en los ultimos afios, la
busqueda de nuevas sustancias antifungicas y antibacterianas entre los productos naturales
variados. Por ello, se seleccioné a la Capraria biflora, con el fin de realizar una evaluacion
fitoquimica y comprobar la efectividad de las propiedades antifiingica y/o antibacteriana de

los extractos.



METODOLOGIA

Recoleccién del material

Las muestras de Capraria biflora fueron recolectados en las zonas verdes de la localidad
de Guaranache, Cumana, estado Sucre. Luego, se trasladaron al Laboratorio de Productos
Naturales del Departamento de Quimica, Nucleo de Sucre, de la Universidad de Oriente
UDO para su procesamiento. La identificacion de la misma se realiz6 por comparacion con
especimenes depositados en el Herbario I.R.B.R del Departamento de Biologia, Nucleo de

Sucre, de la Universidad de Oriente UDO.

Obtencion de los extractos vegetales

El material vegetal se separo6 en sus diferentes partes (tallos y hojas); posteriormente se dejo
secar en la sombra, a temperatura ambiente, excepto las raices, las cuales se procesaron en
fresco. Cada parte se pulverizd por separado, mediante un molino eléctrico. El producto
obtenido se macer6 primero en n —hexano y luego con metanol, ésto con la finalidad de
extraer el mayor nimero de metabolitos secundarios de acuerdo a sus solubilidades en
dichos solventes. Posteriormente, los extractos se concentraron bajo presion reducida,
utilizando un rotaevaporador marca Biichi 461, hasta recuperar el 80% del solvente, para
asi obtener los extractos crudos, con los cuales se determinaron la actividad bioldgica
(antifingica y antibacteriana), se realizaron las pruebas quimicas y los andlisis

espectroscopicos.

Extractos hexanicos

Se determind la masa de las hojas y tallo, luego se separ6 y se extrajo a temperatura
ambiente y de manera exhaustiva, con n-hexano, el cual se elimind con el rotaevaporador
marca Buchi 461 a 35°C, donde se obtuvieron los extractos hexanicos de cada organo

vegetal, EHH (hojas), EHT (tallos).



Extractos metabdlicos

De igual manera, se pesaron las hojas y eltallo, a los que luego se les extrajo con
metanol, separadamente, y a temperatura ambiente hasta total agotamiento; el solvente se
separo del extracto metanolico de cada parte mediante un proceso de evaporacion, a presion

reducida en el rotaevaporador antes mencionados.

Analisis fitoquimico

Se realizd en aquellos extractos que resultaron mas activos en los ensayos biologicos,
evaluandose la presencia de algunos metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
saponinas, polifenoles y taninos, esteroides y glicosidos cianogénicos. Cabe destacar que
estas pruebas fitoquimicas se llevaron a cabo siguiendo las técnicas descritas por Marcano

y Hasegawa (2002).

Alcaloides

El extracto, casi seco, se resuspendid con 4cido clorhidrico (HCI) al 10% y fue agitado con
un solvente inmiscible (cloroformo), formandose dos capas. La capa cloroférmica fue
retirada utilizando un embudo de separacion y se guardo para un posterior analisis. La fase
acuosa fue alcalinizada con hidréxido de amonio (NH4OH) y extraida nuevamente con
cloroformo, obteniéndose nuevamente dos capas. Las tres fases se ensayaron con el
reactivo de Dragendorff, sobre placas de silica gel, para detectar alcaloides basicos,
débilmente basicos y sales cuaternarias de amonio, respectivamente. En caso de ser positiva

la prueba, se evidencio la presencia de alcaloides por una coloracion rojo - naranja.

Saponinas

En un tubo de ensayo se colocaron 0,5 g del extracto crudo y se adicionaron 2ml de agua
destilada; posteriormente, se agitd la mezcla vigorosamente durante 30 segundos. Se
asumio la presencia de saponinas, si se forma una espuma persistente durante 30 minutos,

en una zona de 3 — 15 cm por encima de la superficie del liquido.



Flavonoides

El extracto crudo se traté con acido clorhidrico (HCI) concentrado y virutas de magnesio;
se considero positivo la prueba al producirse una coloracion roja al dejar la reaccion en
reposo durante 20 min. Acto seguido se tom6 una gota del extracto total, se absorbid sobre
papel de filtro y se rocié con una solucion de cloruro de aluminio (AICIs) al 1%, la
aparicion de una mancha fluorescente amarilla bajo luz ultravioleta es indicativa de la

presencia de flavonoides.

Taninos y polifenoles

Los compuestos fenolicos en el extracto crudo se detectaron al producirse una coloracion
parda, en presencia de una solucion de cloruro de hierro III (FeCls), al 1%. Para ello, el
extracto se evapor6 hasta sequedad, se resuspendid en agua y filtro antes de que ocurriera la
reaccion con cloruro férrico. La presencia de taninos fue indicada por la precipitacion
producida al tratar el crudo con solucion de gelatina al 1% en cloruro de sodio (NaCl) al

1%.

Esteroles insaturados

El extracto crudo se hidrolizd con &cido clorhidrico (HCI) al 10% y se extrajo con
diclorometano. La fase orgédnica se mezcld con el reactivo de Liebermann-Burchard (1 ml
de anhidrido acético frio se mezcla con dos o tres gotas de acido sulfurico concentrado),

una coloracion verde, indica la presencia de esteroles.

Pruebas de actividad bioldgica
Actividad antibacteriana

Se comprobo el efecto antibacteriano de los extractos y fracciones de la especie vegetal en
estudio, utilizando cepas bacterianas ATCC de origen comercial. Segiin la coloracion de
Gram, se clasificaron en bacterias Gram positivas y Gram negativas. La actividad
antibacteriana se determiné mediante la técnica de difusiébn en agar, denominada
antibiograma, la cual consistid en impregnar discos estériles de papel filtro Watman N° 3

de 10 mm de diametro con una solucion, de concentracidon conocida de los extractos o



fracciones a ensayar. Estos discos se colocaron sobre la superficie de placas de Petri,
previamente servidas con agar Miieller — Hinton e inoculados con una suspension

bacteriana estandarizada por comparacion con el patron MacFarland 0,5 (Bauer et al.

1966).

Luego, las placas se preincubaron a 5°C por 12 horas en un refrigerador convencional y
seguidamente, se colocaron a 37°C durante 24 horas, en una estufa eléctrica marca “P-
Selecta”. Finalmente, se evidencid la accion antibidtica que produjeron los extractos sobre
las cepas de los diferentes microorganismos, por la apariciéon de halos de inhibicion
alrededor de los discos, cuyos diametros se midieron con regla milimetrada (Bauer et al.

1966).

Tabla 1. Cepas bacterianas que se utilizaran en la evaluacion de la actividad antibacteriana.

Microorganismo Origen Coloracion de Gram
Escherichia coli ATCC 10536 Negativo
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25416 Negativo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positivo
Salmonella tiphymurium ATCC 14028 Negativo
Bacillus cereus ATCC 9634 Positivo

Actividad antifungica

Se evaluaron cepas de hongos patogenos y fitopatdogenos, los cuales fueron proporcionados
por el Laboratorio de Micologia del Departamento de Biologia, Nucleo de Sucre, de la
Universidad de Oriente; ademés de una cepa certificada ATCC. La actividad antimicotica
se valor6 utilizando un método de difusion en agar denominada antibiograma, en el cual las
cepas de hongos se incubaron por una semana a temperatura ambiente en tubos de vidrio

que contenian agar papa dextrosa (PDA) inclinado (Henriquez, 1995).

Para este procedimiento, se le afiadié a cada tubo 10 ml de agua destilada estéril, se agitd
fuertemente y se filtro sobre gasa estéril. Estas suspensiones obtenidas contenian esporas de
las cepas. Cada suspension se sembrd sobre capsulas de Petri, previamente servidas con

agar PDA. Finalmente, se colocaron sobre las placas los discos de papel de filtro Whatman



N°3, de 10 mm de didmetro impregnados con 25 ul de solucion (extractos) y se dejaron
incubar durante 48 horas, a temperatura ambiente, para luego medir la actividad antifingica
con la aparicion de un halo de inhibicion (Henriquez, 1995).

Tabla 2. Cepas de hongos que se utilizaron en la evaluacion de la actividad antifungica.

Microorganismo Origen

Aspergillus niger Lab.micologia
Fusarium poae Lab.micologia
Penicillum hirsitum Lab.micologia
Mucor racemus Lab.micologia
Rhizopus orizae Lab.micologia
Carvularia lunata Lab.micologia
Fusarium sp. Lab.micologia
Fusarium moniliforme Lab.micologia
Cladosporium macrocarpus Lab.micologia
Trichoderma viridis Lab.micologia

Punto de fusién

En un solido, las moléculas estan agrupadas por la energia de cohesiéon que forma el
reticulo del mismo. Una elevacion de la temperatura provoca un aumento de la energia
cinética del sistema, de manera que se pueden llegar a vencer las fuerzas intermoleculares
que constituyen el reticulo cristalino del sélido, pasando inmediatamente al estado liquido

(Carey, 1999).

Para la determinacion del punto de fusion, se introdujo la muestra en el interior de un
capilar con ayuda de una espatula, luego se sujetd el capilar sobre el bulbo del termémetro
con una goma eldstica; ambos se introdujeron en un tubo de vidrio llamado Thiele y se
sujetaron con un tapén de goma en la boca del mismo. El Thiele contenia un aceite de
elevado punto de ebullicion, parafina, para poder elevar la temperatura sin riesgo de
evaporacion. Luego se calentd el aceite con la ayuda de un mechero por la parte posterior
del tubo Thiele y se observd en el interior del tubo capilar un desmoronamiento de la

estructura del so6lido, acompafiado de la formacion de un liquido transparente. En ese
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momento se anotd la temperatura que marcaba el termometro. Se repitio dicho ensayo
varias veces, para observar si el punto de fusion obtenido presentaba variaciones en
pequenos intervalos de temperatura (aproximadamente 2°C), lo cual indica si una muestra

esta pura (Carey, 1999).

Resonancia magnética nuclear

Esta técnica espectroscopica es la herramienta mas utilizada para la identificacion de
productos naturales o compuestos orgénicos en general, ya que permite estudiar las
propiedades de las moléculas que contienen nucleos magnéticos, observandose los campos
magnéticos que entran en resonancia con un campo externo aplicado de frecuencia definida

(Gaugitz y Vo-Dinh, 2003).

Los analisis de RMN se realizaron en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC) en un espectrometro de BRUKER AM 500 (frecuencia de resonancia 'H = 500
MHz). Los espectros de RMN 'H proporcionaron informaciéon importante del namero de
sefiales distintas de 'H, el desplazamiento quimico, el patréon de acoplamiento y la
integracion de la intensidad de las sefiales. Los espectros de RMN *C proporcionaron
informacion acerca del numero de tipos diferentes de carbono y el desplazamiento quimico

de cada sefial, que estd determinando por el contorno molecular de cada carbono.

Para tal fin, la muestra se disolvid en solventes deuterados. Los desplazamientos quimicos
(0) obtenidos en los espectros se reportaron en ppm, respecto a un estandar interno de
tetrametilsilano 8TMS). Ademas de los experimentos de RMN ya mencionados, se realizo
DEPT-135 (Distortionless Enhancement Through Polarization Transfer), el cual
proporciona informacion acerca de la cantidad y el tipo de carbonos (CH, CH,, CHj3)
presentes en la estructura de los compuestos estudiados. Los espectros bidimensionales se
registraron a frecuencias de resonancia de 'H = 500 MHz y de 3C = 125, 72 MHz,

utilizando los siguientes experimentos:
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HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence). Este experimento de
correlacion heteronuclear permitid correlacionar protones y carbonos unidos directamente

con un enlace de alta sensibilidad.

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity). Establecio la correlacion entre
protones y carbonos separados por 2 6 3 enlaces. Dicha técnica se considera muy sensible
por resultar excitacion y deteccion protonica. Una de las ventajas de este experimento es
que permite detectar los carbonos cuaternarios acoplados a protones. (Gaugitz y Vo-Dinh,

2003).

El espectro RMN COSY *H-H' (Correlated Spectroscopy Homonuclear). Correlaciona
todos los desplazamientos quimicos de protones sobre carbonos contiguos (H-C-C-H), con

lo cual fue posible ubicar los protones vecinos que estan acoplados.

EM (Espectrometria de masas). En el espectro de masas, cada pico observado muestra la
masa total del fragmento, por tal motivo el andlisis de un espectro de masa consiste en
primer lugar en relacionar los picos principales y en interpretarlos simultdneamente

(Gaugitz y Vo-Dinh, 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del porcentaje de rendimiento obtenido de los extractos hexanicos y
metanolicos.

Después de realizar el proceso de obtencion de los cuatros extractos vegetales y del polvo
blanco metandlico del tallo, se determiné el porcentaje de rendimiento para cada uno de
ellos reportados en la tabla 3, las hojas se encontraban en mayor cantidad, debido a que
constituian el 6rgano mas abundante en la planta, seguido del tallo. Se procedi6 a realizar
cada una de las extracciones y a determinar su rendimiento porcentual, donde los extractos
metanolicos presentaron un rendimiento mayor que el de los extractos hexanicos, lo que
demuestra que esta especie vegetal es mas rica en compuestos polares, solubles en metanol,

que en los apolares, los cuales, se solubilizan en solventes como el hexano.

Tabla 3. Porcentaje de extraccion de las partes botanicas (hoja y tallo) de la Capraria
biflora.

Extracto Material seco (g) Extracto crudo (g) Extraccion (%)
EMH 2984 20,82 6,98
EMT 377,7 8,12 2,15
EHH 298.,4 3,61 1,21
EHT 377,7 2,50 0,66

PBMT 377,7 1,50 0,40

EMH: Extracto metandlico de las hojas, EMT: Extracto metanolico del tallo, EHH:
Extracto hexanico de las hojas, EHT: Extracto hexanico del tallo, PBMT: Precipitado
blanco metandlico del tallo.

En el andlisis fitoquimico realizado al extracto metanolico de las hojas (EMH) y del tallo
(EMT), se detecto la presencia de flavonoides en ambos extractos. Ademas se detectd otra
familia de compuestos en las hojas, tales como: saponinas y esteroles, a diferencia del tallo
que mostro la presencia de polifenoles y triterpenos. En el extracto hexanico de las distintas
partes boténicas, se observo la presencia de esteroles, a excepcion del tallo que ademaés dio

positivo para la prueba de saponinas. También se realizo dicho estudio al precipitado
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blanco obtenido del extracto metandlico del tallo y el resultado fue negativo para todas las

pruebas realizadas (tabla 4).

Esta deteccion se baso en el hecho de que para la presencia de esteroles, se observd una
coloracion azul verdosa una vez agregado el reactivo Liebermann-Burchad. Para los
triterpenos pentaciclicos se presentd una coloracion roja purpura, para los polifenoles se

observo la presencia de una coloracion parda, para el caso de los favonoides se aprecid bajo
una lampara de luz ultravioleta la intensificaciéon de un color amarillo verdoso y para las

saponinas la aparicion de una espuma permanente.

En el andlisis fitoquimico realizado, se pudo observar que no se detectaron otras familias de
metabolitos secundarios, lo que puede deberse al hecho de que muchas veces la
concentracion de dichos compuestos en la especie no se encuentran en concentraciones
suficientes como para poder ser detectados por los reactivos utilizados en las diversas
pruebas; por lo que no se puede asegurar que estas sustancias quimicas se encuentran

ausentes en los diversos extractos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Tabla 4. Analisis fitoquimico de los extractos metandlicos y hexanicos de cada drgano
vegetal obtenidos de la Capraria biflora.

Familia de compuestos EMH EMT EHH EHT PBMT

Taninos - - - - -
Esteroles + - + + -
Saponinas + +

Triterpenos -
Flavonoides +
Polifenoles -
Alcaloide - - - - -

+ 4+

EMH: Extracto metanolico de las hojas, EMT: Extracto metandlico del tallo, EHH: Extracto hexanico de las
hojas, EHT: Extracto hexanico del tallo, PBMT: Precipitado blanco metandlico del tallo, Detectado: +, No
Detectado: -

Con la finalidad de evaluar la actividad farmacolédgica de esta planta, se realizaron ensayos
antimicrobianos y antifiingicos a los diferentes extractos EMH, EMT, EHH, EHT y PBMT
de Capraria biflora. Los resultados obtenidos fueron negativos, es decir, no presentaron

actividad antifingica ni antibacteriana; al contrario, se pudo observar un crecimiento
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considerado de los microorganismos para ambos ensayos. Esto puede deberse a la presencia
en cantidades consideradas de un compuesto denominado manitol, el cual es un glucdsido
(molécula en la que un azicar se enlaza a un grupo funcional diferente a un carbohidrato),
de formula molecular C¢H 406, que se encuentra en muchas plantas y su funcion principal
es la de almacenar los productos quimicos importantes como glucésidos inactivos; si estos
productos quimicos son necesarios, se hidrolizan en presencia de agua y una enzima,

generando azlicares importantes en el metabolismo de planta (Cruz et al. 2002)

Para comprobar que el compuesto aislado era manitol, se procedié a determinar el punto de
fusion del precipitado obtenido. Este ensayo se llevd a cabo, una vez obtenido de manera
inesperada la formacion de cristales durante la experimentacion de dicho trabajo. Se pudo
observar la presencia de los cristales cuando se rotaevaporaba el extracto metandlico del
tallo de C. biflora, el cual se realizaba con la finalidad de obtener el extracto crudo de la
planta y asi poder realizar seguidamente las pruebas pertinentes; dichos cristales eran de
color verde (debido al exceso de clorofila presentes en la muestra), con bordes irregulares y
de contextura dura. Posteriormente, se lavaron con diferentes solventes polares y apolares
los cuales fueron: etanol, hexano y cloroformo, los cuales limpiaron poco a poco los
cristales hasta obtener un polvo de color blanco. Luego de ésto, se determiné el punto de
fusion, para determinar si los cristales eran impurezas del extracto o un compuesto puro de
la planta. Dicho ensayo se realizd varias veces, obteniéndose como resultado un punto de
fusion de 164°C-169°C, lo cual indicé que la muestra en estudio era pura y apta para
realizar otras pruebas mas especificas, como por ejemplo las pruebas espectroscopicas. La
comparacion del punto de fusion obtenido con un valor bibliografico no es evidencia
suficiente para la identificacion de dicho compuesto, puesto que existen miles de

compuestos organicos con puntos de fusion parecidos (Carey, 1999).

Se hicieron pruebas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear, de protones y
carbono 13. El espectro de RMN de 'H (500,00 MHz, DMSO-ds) del PBMT (figura 1)
presentd un conjunto de sefiales con desplazamientos quimicos en toda la region del
espectro, observandose tres sefales a 4,78 ppm, 4,49 ppm y 4,15 ppm, en forma de doblete

(d), triplete (t) y doblete (d), respectivamente, cuya integral para cada sefial corresponde
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para un proton, con constantes de acoplamiento de 5,55 Hz, 5,60 Hz y 7,15 Hz. Estas
sefiales corresponden a tres grupos hidroxilo, donde la diferencia ente los desplazamientos
quimicos se debe a que el proton del grupo hidroxilo a 4,78 ppm se encuentra sobre un
carbono terminal, por lo que estd mayormente desplazado a campo bajo, mientras que las
otras dos sefiales corresponden a los protones del grupo hidroxilo sobre la cadena
carbonada. Debido a que la multiplicidad de estas sefales, cuando el espectro se hace en
D,O, son singletes (s), indica que los protones se intercambian por D, ademas de la
formacion de puentes de hidrégeno. La sefial en forma de multiplete (m), con
desplazamiento quimico centrado en 3,58 ppm, y el multiplete (m), con desplazamiento
quimico centrado en 3,36 ppm, corresponden con los dos protones de un metileno (CH;)
terminal unido al grupo hidroxilo; en este caso ambos protones son diasterotopicos, por lo
que su desplazamiento quimico no es el mismo. Las constantes de acoplamiento para el
proton con & 3,58 ppm son 'J = 5,3 Hz y °J = 5,5 Hz, mientras que para el proton con & 3,36
ppm es de 5,6 Hz. Entre 3,53 ppm y 3,40 ppm se observan tres sefales bien definidas, cada

una de ellas integra para un proton.

De éstas, la que se encuentra a campo mas bajo, 6 3,43 ppm y constantes de acoplamiento
'J=53Hzy % =58 Hz, se observa en forma de multiplete (m), y corresponde a un proton
sobre un grupo metino (CH), mientras que las otras dos sefiales se observan en forma de
singlete (s) y tripletes (t), con 6H de 3,47 y 3,52 (J=7,6 Hz) ppm (Gaugitz y Vo-Dinh,
2003). De estas sefiales, el singlete (s) no parece tener relacion con el compuesto estudiado,
por lo que quizas esta sefial sea producto de trazas existentes de MeOH con el cual se
extrajo el compuesto. En la figura 1 se presenta el espectro de RMN 'H, y en la tabla 5 los

valores de los desplazamientos quimicos de las sefiales observadas.
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Figural. Espectro de RMN- 'H del PBMT, ampliada en la region de las sefiales.
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Figura 2. Ampliacion del RMN- 'H del PBMT.

El espectro de RMN °C (125,73 MHz, DMSO-ds) del PBMT (figura 3) muestra tres
sefales con desplazamientos quimicos a campo bajo. De estas tres sefales, las que aparecen
a campo mas bajo tienen oC 71,7 y 70,1 ppm, corresponden a atomos de carbono unidos a
un grupo electronegativo que desapantalla el nicleo y permite que aparezca a campo bajo,
en este caso los carbonos estan enlazados a un oxigeno en forma de grupo —OH. A 64,2
ppm se encuentra una sefial, en este caso no tan desplazada a campo bajo como la
anteriores, pero de igual forma indica el enlace con un grupo hidroxilo. La diferencia del
desplazamiento quimico de esta sefial con respecto a las anteriores puede deberse a que el
atomo de carbono se encuentre en los extremos de la cadena carbonada, por lo que esta un
poco mas apantallado (Gaugitz y Vo-Dinh, 2003). En la figura 4 se muestra el DEPT-135
(Distortionless Enhancement Through Polarization Transfer) (125,73 MHz, DMSO-dy),
donde se observa que los carbonos con desplazamiento quimico de 71,7 y 70,1 ppm se
encuentran en la fase positiva del espectro, lo que indica que son grupos C-H, mientras que
el carbono con 6C 64,2 ppm se encuentra en la fase negativa del espectro, lo cual indica que
es un grupo -CH,-. En la figura 3 se puede detallar el espectro de RMN "°C y en la tabla 5

se presentan los desplazamientos quimicos de los a&tomos de carbono.
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Figura4. Ampliacion del DEP-135° del PBMT.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y °C, correlacion y agrupacion atémica en
la molécula que conforma la muestra del PBMT.

O, ppm (multiplicidad, J) dc ppm Grupo
4.42 (d, J=5.55 Hz) -OH
435 (t,J=5.6 Hz) -OH
4.15(d, J=17.15 Hz) -OH
3.59(m,J=53y5.5Hz 64,2 -CH,- (*)
3.52(t,J=7.6 Hz) 70,1 -CH
3.43 (m,J=5.3y5.8 Hz) 71,7 -CH
3.36 (m, J=5.6 Hz) 04,2 -CH,- (%)

(*) Protones diasterotopicos.

Otros procedimientos espectroscopicos realizados a la muestra para corroborar la
estructura, fueron las bidimensionales COSY, HBMC, HMQC. Un experimento de
correlacion homonuclear COSY H-H, (500,00 MHz, DMSO-d;) (figura 5), generé un
espectro que evidencia correlacion entre los protones con 6 4,42 y o 3,43 ppm, los protones
con desplazamientos quimicos de 4,35 ppm con los de 3,59 y 3,36 ppm, y estos ltimos
entre ellos. Finalmente, se correlaciona la sefial que aparece a 4,15ppm con los de 3,52
ppm, y este a su vez con los protones a d 3,43 y o 4,15 ppm. En la figura 4 se muestra el
espectro COSY H-H en donde se puede observar las correlaciones entre los grupos de

nucleos de H (Gaugitz y Vo-Dinh, 2003).

550

-*.38

LAl

@
&

- 50

-E. 58

.00

|- 5.0

180 ks 1.40 135 1E0 145 ato RE AT EEm

Figura 5. Espectro COSY '"H-"H del PBMT, ampliada en la region de las sefiales.
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La correlacion cuantica multiple heteronuclear C-H, HMQC (500,00 MHz, J = 2,44 Hz,
DMSO-ds), permiti6 detectar los nicleos mas sensibles y mostrar correlaciones directas
entre carbonos e hidrogenos. Se observa el acoplamiento entre el H con 6 3,52 ppm y el C
con & 70,1 ppm, asi como el protén de senal 6 3,43 ppm y el C con 6 71,7 ppm,
confirmando de esta manera la presencia de dos grupos metino (C-H). Finalmente, también
se observa correlacion entre los protones del grupo metileno (CH;) con 6 3,59 y 3,36 ppm
con el C 6 64,2 ppm, que permite asegurar que ambos protones son diasterotopicos y que la
diferencia en su desplazamiento quimico es producto a su ubicacién espacial que permitira
o no la interaccion con el grupo hidroxilo o el protéon del carbono vecino (Gaugitz y Vo-
Dinh, 2003). En la figura 6 se presenta el espectro HMQC que evidencia las correlaciones

antes descritas y en la tabla 5 se detallan los acoplamientos existentes entre los ntcleos.
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Figura 6. Espectro HMQC '"H-"C. del PBMT, ampliada en la region de las sefiales.
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La correlacion cuantica multiple heteronuclear C-H, HMBC (500,00 MHz, J = 2,44 Hz,
DMSO-ds), permitié detectar las correlaciones entre carbonos e hidrogenos distanciados
por n- enlaces, donde n= 2 6 3. Se observa el acoplamiento entre los protones con 6 3,36
ppm; & 3,58 ppm; 6 3,43 ppm; & 4,16 ppm y el C con 6 70,1 ppm, asi como para los
protones de sefial 6 3,36 ppm; 6 3,52 ppm; 6 4,16 ppm; 6 4,35 ppm y el C con é 71,7 ppm.
Finalmente, se observd correlacion entre los protones con & 3,52 ppm; 6 3,43 ppm; 0 4,35
ppm; 6 4,42 ppm y el C con 6 64,2 (Gaugitz y Vo-Dinh, 2003). En la figura 7 se presenta el
espectro HMQC que evidencia las correlaciones antes descritas y en la figura 8 se detallan

los acoplamientos existentes entre los nucleos.
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Figura 7. Espectro HMBC 'H-""C. del PBMT, ampliada en la region de las sefiales.
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Figura 8. Fragmento molecular propuesto de la interpretacion espectroscopica, indicando
las interacciones HMBC, HMQC y COSY 'H-'H.
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Una técnica que también proporciona valiosa informacion sobre la posible estructura de
compuesto es la espectrometria de masa, proceso de ionizacion relativamente nuevo,
desarrollado principalmente para la determinacion de la masa de grandes moléculas
biologicas. El espectro de masas se realizd aplicando la técnica de ionizaciéon ESI
(Ionizacion por electrospray); en €l se observd un pico de mediana intensidad en m/z
183,15 atribuible a la matriz de iones [M + H]", el cual corresponde a la formula molecular
CsHi506 . En m/z 205,13 se observo la senal de mayor intensidad en el espectro asignada
como [M+Na]’, mientras que a m/z 387,15 una sefial atribuible a los iones [2M + Na]. En
la figura 9, se presenta el espectro de masa que evidencia las sefales antes descritas para el

compuesto manitol (Gaugitz y Vo-Dinh, 2003).
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Figura 9. Espectro de masas del compuesto manitol.
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Los analisis de HMQC, HMBC, 'H y RMN "*C permitieron asignar la correlacion existente
entre atomos de carbonos e hidrogenos presentes en la molécula, lograndose de esta
manera, proponer una estructura acorde con todas y cada una de estas sefiales. Dichos datos

espectroscopicos proporcionados, presentan correlacion con un glucésido llamado manitol.

oM

Figura 10. Estructura propuesta del manitol (CcH;40s), segiin el analisis de RMN del
PBMT.

Los glucosidos son moléculas compuestas por un gliicido (generalmente monosacaridos) y
un compuesto no glucidico; éstos desempefian numerosos papeles importantes en los
organismos vivos. Muchas plantas almacenan los productos quimicos importantes en forma
de glucodsidos inactivos; si estos productos quimicos son necesarios, se hidrolizan en
presencia de agua y enzimas, generando azucares importantes en el metabolismo de la
planta. Muchos glucésidos de origen vegetal se utilizan como medicamentos; como por
ejemplo el manitol, el cual es un polisacarido con una masa molecular de 182,17 y formula
empirica CcH1406 que, al no reabsorberse por los epitelios tubulares, actia como un
diurético osmético; es decir, inhibe la reabsorciéon de Na” y agua en el tibulo proximal y
particularmente en la rama ascendente del asa de Henle de los rifiones. Es interesante
seflalar que a diferencia de otros diuréticos, el manitol produce una diuresis de agua,
situacion en la cual la pérdida de agua es mayor que la de Na” y K'. No se utiliza en el
tratamiento de padecimientos con edema, ya que el atrapamiento inicial del manitol
hipertdnico, induce una expansion de volumen, que en la insuficiencia cardiaca es capaz de

precipitar edema agudo pulmonar (Cruz, 2002)
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CONCLUSIONES

El andlisis quimico de los extractos EM y EH de los 6rganos vegetales de la planta
Capraria biflora, evidencid la posible presencia de esteroles insaturados, saponinas,

triterpenos pentaciclicos, flavonoides y polifenoles.

Los extractos metanolicos y hexdnicos no mostraron actividad bactericida frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas; ademas, tampoco presentd actividad antifungica frente a

las cepas de hongos ensayadas.

De las varias fracciones obtenidas, se aislé un precipitado que al someterlo a analisis

espectroscopicos, resultd ser el manitol.

De acuerdo con el analisis realizado para la determinacion del punto de fusion del polvo
blanco metandlico del tallo de la Capraria biflora, se obtuvo como resultado un punto de
fusion de 164 °C — 169 °C, el cual puede coincidir con el punto de fusion del compuesto

manitol, el cual oscila entre 164 °C- 165°C.

Con respecto al analisis de RMN en una y dos dimensiones, realizado al polvo blanco
metanodlico del tallo de la Capraria biflora, se logrd identificar un glucésido llamado
manitol; éste fue confirmado mediante la realizacién de un espectro de masa, utilizando la

técnica de ionizacion por electrospray.
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