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RESUMEN

Un estudio preliminar de las propiedades bioldgicas y quimicas de la corteza (tallo)
de la planta Vismia cayennensis, reveld que esta especie representar una fuente de
compuestos bioactivos. Los ensayos antibacterianos realizados al extracto y
fracciones de V. cayennensis en solventes de distintas polaridad, revelaron una
inhibicion de los microorganismos Escherichia coli y Shiguella sp. La inhibicion del
crecimiento de la cepa Shiguella sp. obtenidas para las fracciones de acetona, metanol
y agua, es el 50% de lo observado para el extracto hidroalcoholico de la planta. La
fraccion de cloroformo mostr6 un efecto antiinflamatorio. Asimismo se realizaron los
ensayos de citotoxicidad al extracto y a las fracciones solubles, observandose que
solo la fracciébn en agua presenta un efecto citotoxico significativo. Ademads, se
realizd un andlisis fitoquimico, el cual reveld la presencia de algunas familias de
metabolitos secundarios tales como flavonoides, saponinas, taninos, antraquinonas,
triterpenos y/o esteroles. En base a los resultados obtenidos en los bioensayos, se
fracciond consecutivamente las fracciones en cloroformo y acetona del extracto
hidroalcohdlico de la planta V. cayennensis. La fraccion en cloroformo se fracciond
mediante cromatografia de columna y capa fina preparativa, lograndose aislar un
derivado hidroxilico de un triterpeno pentaciclico con esqueleto tipo tetrahimanos
(B17.1), el cual es un compuesto novedoso, cuya estructura se determin6d mediante el
analisis combinado de los métodos espectroscopicos de resonancia magnética
nuclear. Asimismo, se identificaron otros constituyentes mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. Una de las subfracciones del extracto en
cloroformo (B;7.), presentd en mayor proporcion los compuestos identificados como:
2, 4-bis (1,1-dimetiletil) fenol y el éster dietilico del acido 1, 2-bencenodicarboxilico.
La subfraccion (Cj;) de la fraccion soluble en acetona, presentdé en mayor
proporcion los compuestos identificados como: 1, 4-diona-2, 6-bis(1,1-dimetiletil)-2,
5-ciclohexadieno; 1S, 4R, 7R, 11R-1, 3, 4, 7-tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,4)]undec-2-
en-8-ona; el 3,5-diterbutil-4-hidroxibenzaldehido; 3, 5-diterbutil-4-
hidroxiacetofenona y acido 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico.

Palabras claves: actividad biologica, productos naturales, Vismia.
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INTRODUCCION

Los productos naturales son compuestos orgénicos derivados de fuentes

naturales, como las plantas, animales y microorganismos terrestres y marinos [1].

Histéricamente, el hombre ha usado las plantas para cubrir sus necesidades
basicas; tales como: vestidos, refugios, comida y medicinas. Los productos naturales
por su parte, han jugado un papel importante en la medicina tradicional, debido a su
uso para tratamientos y prevencion de diferentes enfermedades alrededor del mundo.
Durante el siglo XIII, en muchos paises se practicd de forma exhaustiva la botanica y
la medicina tradicional, obteniéndose asi notables personajes como Hipdcrates,

Dioscorides, Plinio, y Teofrasto.

En el continente americano, los nativos manejaban los productos naturales y los
utilizaban como agentes terapéuticos. Ellos tenian conocimientos de muchas plantas
de su ambiente natural que producian sustancias, empleadas como digestivos,
febrifugos, antiinflamatorios, sedantes, analgésicos, estimulantes, condimentos,
colorantes, perfumes, entre otros. A éstas, se les atribuian propiedades curativas de
acuerdo a su forma, olor o habitat. Un ejemplo de ello es la raiz de Rauwolfia
serpentina, la cual usaban para combatir los efectos de las mordeduras de serpientes y
los embriones de quenopodio, por parecerse a una lombriz, lo empleaban como
antihelminticos. Independientemente de su aspecto, estas plantas son efectivas en los

tratamientos indicados debido a ciertos compuestos presentes en ellas [2,3].

En Venezuela, existen varios personajes que aportaron informacioén importante
al area de los productos naturales, tal es el caso de Henry Pittier, el cual describi6 las
plantas de acuerdo a su clasificacion botanica y a su uso. Asimismo, Vicente Marcano

famoso investigador de las ciencias naturales y de la quimica organica, el cual se le



ha considerado como el pionero de la investigacion fitoquimica en el campo de la

farmacia y agronomia venezolana [2].

Aunque existen escritos basados en la etnoboténica, término que se aplica para
referirse al estudio de plantas utilizadas por etnias, por infortunio la mayoria no estan
suficientemente documentadas ni alertan contra los posibles efectos colaterales
derivados del uso indiscriminado de material vegetal. Es por ello, que los cientificos
han dedicado sus investigaciones al estudio de los componentes quimicos y los

efectos de las plantas [2-4].

Los compuestos de ocurrencia natural, se pueden dividir en dos amplias
categorias; en primer lugar se encuentran los metabolitos primarios, los cuales son
constituyentes celulares que juegan un papel central en el funcionamiento de las
células; estos metabolitos incluyen los lipidos, acidos nucleicos, aminoacidos,
azlcares y proteinas. Los metabolitos primarios, ejercen su efecto bioldgico dentro de
la célula u organismo que es el responsable de su reproduccion. En segundo lugar se
encuentran los metabolitos secundarios, éstos no son esenciales al funcionamiento de
la célula vegetal o animal y, por consiguiente, no toman parte en las transformaciones
bioquimicas comunes de las plantas o animales; éstos son propios de una familia, de

un género o aun de una especie particular [5,6].

Todos los compuestos organicos estan constituidos por carbono e hidréogeno, a
menudo contienen oxigeno y nitrogeno y menos frecuente, azufre, fosforo y
halégenos. La formacion de los productos naturales comienza con la fotosintesis que
tiene lugar en las plantas superiores, algas y algunas bacterias. En el siguiente
esquema, se ilustra la secuencia de aparicion de los metabolitos secundarios formados

por distintas rutas biosintéticas (Figura 1) [6].

La fotosintesis de las plantas es un proceso endotérmico que requiere de luz
solar, este proceso convierte el dioxido de carbono y el agua en carbohidratos simples

(monosacaridos), los cuales pueden combinarse para formar moléculas mas



complejas como los polisacaridos y acidos nucleicos. Adicionalmente, por rupturas
de los carbohidratos simples (glicdlisis) se forma el acido pirtvico. Este acido
presenta dos maneras de sintesis; la primera via esta representada por la condensacion
con eritrosa para formar asi el 4cido shikimico, con lo cual se obtienen los
compuestos aromaticos y aminoacidos presentes en la naturaleza y una segunda via la
constituye la descarboxilacion del acido pirtvico para obtener acido acético, el cual
es el precursor biogenético de los compuestos alifaticos y aromaticos; es decir, la
mayoria de los productos naturales. Mediante las reacciones de condensacion del
acido acético se logran los policétidos, el dcido mevaldnico, que es un intermediario
de los terpenos, también se obtienen 4cido grasos, flavonoides, saponinas, esteroides,

ligninas, entre otros [6,7].

CO,+H,0

Fotosintesis
v
Carbohidratos —> | li’ollsacarlflo
Acidos nucleicos
Glicélisis
v
Acido piruvico
CH;COCO ;H

Condensacién Descarboxilacién
Acido shikimico Acido acético
l x3 Condensacion
Aromaticos R q o s .
Amino4cid Acido Policétidos Acidos
IIINONCIC0S mevalénico grasos
Aromaticos .
. Flavonoides
Alcaloides .
Lieni Saponinas
igninas -
.g Esteroides
Lignanos & o
3 Ligninas
Flavonoides e
Aromaticos
Terpenos

Figura 1. Esquema general de biosintesis de metabolitos secundarios.
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Las reacciones de condensacion, descarboxilacion y carboxilacidon, que se dan
en la biosintesis de estos productos se llevan a cabo a través de la Coenzima A

(Figura 2).

0 0
HC)kO/H + HS——CoA ———> 3HC)J\S/COA
0 0 0 0
HC)J\S/COA + -HZC)J\S/COA I 3Hc)kc)J\
2
)k )k e

Mg
A % A

H, H S—CoA
+
-SCoA

Condensacion de Claisen Condensacion aldolica

S——CoA

Figura 2. Reacciones enzimaticas.

Esta coenzima por tener un grupo SH activa la reaccion y se obtiene una unidad
de 4 carbonos, conocida como aceto acetil-Coenzima A. Esta puede sufrir dos tipos
de condensaciones, alddlica (ramificada) y Claisen (no ramificada), originando el
trimero de acido acético respectivo. El primero dara origen a la unidad fundamental

de los terpenos: el isopreno (por deshidratacion y descarboxilacion del acido
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mevalonico) y el segundo, al suftrir otras condensaciones iguales, originara cadenas
largas no ramificadas tipicas de compuestos alifidticos como acidos grasos,
acetogeninas, policetilenos, o ciclard para dar compuestos aromaticos como acido
orselinico o evoluciona hasta estructuras mas complejas: quinonas, xantonas y un

segmento de las moléculas de flavonoides (Figura 1) [6].

Muchas plantas ricas en metabolitos secundarios que presentan potente
actividad bioldgica se encuentran distribuidas en toda la zona tropical, debido a que
esta drea presenta una extraordinaria biodiversidad. Venezuela, es uno de los paises
pertenecientes a la zona tropical, y por ende, posee una considerable diversidad
biologica relativamente poco conocida, tiene una amplia tradicion etnobotanica donde
mas de 1500 especies de plantas son utilizadas por comunidades indigenas y locales

para el tratamiento de enfermedades [4, 8, 9].

De acuerdo con la informacioén derivada de la Organizacidon Mundial de la
Salud, una de las causas significativas de morbilidad y mortalidad en los paises
tropicales, lo representan en aproximadamente un 50%, las enfermedades infecciosas
y los parasitos, debido a la resistencia que han ido adquiriendo estos
microorganismos frente a los diferentes farmacos utilizados comiinmente. Esto ha
incrementado la busqueda de compuestos bioactivos presentes en los extractos de
plantas utilizadas en la medicina tradicional, para el tratamiento de tales

enfermedades [4].

Las bacterias, son los microorganismos mas abundantes en el planeta y aunque
muchas de ellas forman parte del organismo humano, algunas son organismos
patdgenos que provocan ciertos malestares. Entre estos microorganismos se pueden
mencionar la Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Helicobacter pylori, las cuales son causantes de
enfermedades gastrointestinales. Actualmente, se han realizado importantes estudios

in Vitro de diferentes extractos de plantas que presentan actividad frente a estas
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bacterias, algunas de estas especies son la Vismia laurentii de Wild, Garcinia
mangostana, Mesua ferrea, Ochrocarpos siamensis y Garcinia atroviridis, todas
pertenecientes a la familia Clusiaceae, aunque también existen muchas especies
pertenecientes a las familias Fabacea y Asteracea que presentan actividad

antimicrobial [4, 10-12].

Otra de las alteraciones que ha sido tradicionalmente tratada mediante el uso de
extractos naturales son las reacciones inflamatorias, que generalmente se debe a
alguna modificacion estructural de algiun tejido atacado en el organismo, donde el
macrofago actia como una célula de alarma indicando la presencia de material
extrafio o de dafios, mediante la liberacion de sustancias vasoactivas que incluyen
citoquinas, histaminas, quininas, radicales libres derivados de oxigeno, entre otros;
los cuales son mejor conocidos como mediadores clasicos de inflamacion. Durante
esta reaccion de inflamacion, uno de los mediadores clasicos liberados es el oxido
nitrico, el cual se libera como defensa y como regulador fisiologico. Sin embargo, la
produccion en exceso de 6xido nitrico, que es un radical reactivo, dafia las funciones
normales del tejido produciendo generalmente la vasodilatacion periférica o necrosis
tisular. Entre algunos extractos de plantas que poseen actividad antiinflamatoria, se
encuentran las especies Bryophyllum pinnatum, Baccharis cordifolia, Hypericum
empetrifolium y en ciertos frutos como la mora (Rubus fructicosus B), fresa (Fragaria
vesca L.) y el grapefruit (Citrus paradisi M.), también se ha observado esta propiedad
[13-16].

Las plantas han sido y seran de gran importancia para la humanidad debido a
sus aplicabilidades; es por ésto, que en las ultimas décadas, se ha intensificado la
investigacion cientifica para tratar de extraer, aislar, purificar y elucidar la estructura
de los compuestos responsables de la actividad biologica observada en los
organismos vegetales. Los constituyentes biologicamente activos de las plantas han

sido estudiados durante el desarrollo de la quimica organica y ha sido estimado que
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aproximadamente el 40% de los fArmacos tiene su origen en los productos naturales

12,3, 5].

Se ha reportado que los extractos de muchas plantas pertenecientes a la familia
Clusiacea (Guttifera), son usados en la medicina tradicional. Esta familia comprende
alrededor de 25 géneros y 1 000 especies, las cuales se encuentran distribuidas
principalmente en las regiones tropicales, con excepcion del género Hypericum que

se halla en regiones de clima templado (Tabla 1) [17].
Dentro de la familia Clusiaceae, uno de los géneros mas estudiados es la

Garcinia, la cual se encuentra distribuida mayormente en los bosques lluviosos de las

areas tropicales bajas del sureste de Asia y oeste de Africa.

Tabla 1. Sub-familias, géneros y especies de la familia Clusiaceae.

SUB-FAMILIAS GENEROS NUMERO DE ESPECIES
Kielmeyera 20
Mahurea 8
Caraipa 20
Kielmeyeroideae
Haploclathra 4
Bonnetia 18
Archytaea 2
Calophyllum 110
Calophylloideae
Mesua (inc. Kayea) 40
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Mammea (inc. 50
Ochrocarpus)
Clusia 145
Tovomita 60
Allanblackia 8
Clusioideae
Garcinia 400
Pentaphalangium 7
Rheedia 45
Moronobea 7
Pentadesma 4
Moronoboideae
Platonia 2
Symphonia 20
Lorostemonoide
Lorostemon 3
ac
Cratoxylum 6
Hypericum 400
Hypericoideae Harungana 1
Psorospermun 40
Vismia 35
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Investigaciones realizadas han revelado que el género Garcinia representa una
gran fuente de xantonas preniladas, benzofenonas y biflavonoides. Entre las especies
del género Garcinia, se encuentra la G. pyrifera, G. nervosa y G. polyanta, de las
cuales se aislaron compuestos tales como rubraxantona, isocowanina, isocowanol,
nervoxantona, rudixantona-B ¢ isoreediaxantona-B [18]. Un estudio de estructura-
reactividad reveld que ciertas xantonas, entre ellas rubraxantona e isocowanol,
inhiben la fijacion del factor de activacion plaquetario (FAP) sobre sus receptores
plaquetarios, lo que evita perturbaciones a nivel mecanico, reolégico y bioquimico en

el sistema circulatorio [19].

Del extracto soluble en diclorometano de la fruta de la G. mangostana, se
aislaron dos nuevos compuestos la 1,2-dihidro-1,8,10-trihidroxi-2-(2-hidroxipropano-
2-11)-9-(3-metilbut-2-enil)furo[3,2-a]xanten-4-ona 1)) y 6-deoxi-7-
dimetilmangostatina (II); estos dos compuestos exhibieron una induccién a la quinona

reductasa (Figura 3). [20].

Figura 3. Compuestos aislados de la especie Garcinia mangostana.

Adicional a los estudios hechos con especies del género Garcinia, también, se
han realizado numerosas investigaciones del género Hyperycum, el cual presenta una
distribucion casi mundial, faltando solamente las tierras bajas tropicales, los desiertos
y las regiones articas. Hypericum es un género de aproximadamente 400 especies, de

las cuales se puede hacer referencia a la H. entities y H. empetrifolium, en las cuales
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se han podido hallar compuestos como la hipericina (III), hiperforina (IV), y
derivados acilploroglusinol respectivamente. Estos compuestos poseen usos
terapéuticos, debido a su actividad citotoxica, antibacteriana, antioxidante,
cicatrizante, anti-inflamatoria y antidepresiva [21-22]. Otras especies Hypericum
estudiadas son, H. carinatum de la cual se aislaron dos nuevas benzofenonas

carifenona A (V) y carifenona B (VI) (Figura 4) [23].

I

Figura 4. Algunos compuestos aislados del género Hypericum.

Asimismo, se han obtenido nuevos constituyentes tales como: allanxantona A
(VII) aislada de la especie Allanblackia floribunda, y se aislaron nueve compuestos
entre estos la coccinona A-H y 7-epi-carcinol de la especie Moronobea coccinea, los
cuales exhibieron una elevada actividad antibacteriana. Por otra parte, el compuesto

3-geraniloxi-6-metil-1,8-dihidroxiantrona (VIII) exhibi6 actividad antibacteriana, el
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Vismion D (IX) y acetilvismion D (X) revelaron actividad citotoxica, todos estos

aislados de la Psorospermun febrifugum (Figura 5) [24-26].

El género Vismia comprende alrededor de 35 especies distribuidas en las
regiones tropicales y subtropicales de Sur y Centro América. Este género es utilizado
en la medicina popular para el tratamiento de muchas enfermedades, tales como:
dermatitis, sifilis, lepra y herpes, ademas posee actividad citotoxica, antiprotozoarios,

anticancerigena, anti-VIH o anti-HIV y antimicrobial [27].

v
OH O OH
OH OH

‘OO -
X:Ac

Figura 5. Compuestos aislados de las especies
Allanblickia floribunda y Psorospermun febrifugum.

Una de las especies Vismia, que ha sido estudiada, es la Vismia laurentii, de la
cual se han aislado compuestos que presentan actividad antibacteriana, antifungica y
antimicrobial; entre los cuales, se encuentran laurentiquinona A-C, emodina,

isoxantorina, kaenferol, vismiaquinona, friedelin, O-demetil-3°4’-deoxisorospermin-
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3’4’-diol-1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona, laurentixantona-A y B [28-

31].

Otra especie del género Vismia que ha sido muy estudiada es la Vismia
guineensis. De la misma se han aislado muchos metabolitos, siendo uno de lo mas
importantes la 1,8-dihidro-3-(2-metoxi-3-metilbut-2-eniloxi)-6-metilxantona, la cual

presenta una actividad antimicdtica significativa [32,33].

Estudios realizados a las especies V. orientalis y V. cenineensis permitieron el
aislamiento de la 3-O-(2-hidroxi-3-metilbut- 3-enil)-emodina (XI), 3-O-(2-metoxi-3-
metilbut- 3-enil)-emodina (XII), 3-O-(3-hidroximetil-4-hidroxi- 2-enil)-emodina
(XIII) (Figura 6) y biantrona A (XIV), éste ultimo posee actividad antiprotozoarios
(Figura 7) [26].

OH O OH Xt §\)\/\)<

XIII: ‘%

Figura 6. Compuestos aislados de la especie Vismia cenieensis.

OH O
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C‘O Y

OH O OH

XV

Figura 7. Compuestos aislados de la especie Vismia orientalis.
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La planta Vismia cayennensis, perteneciente al género Vismia de la familia
Clusiaceae, se encuentra distribuida por toda Suramérica. En Venezuela, se encuentra
especificamente en los estados Delta Amacuro, Bolivar, Amazonas y el sureste del
estado Apure. Esta especie es popularmente conocida como “lacra”, “lacre blanco”,
“palo de gallina”, “arvoreda-febre”, “goma-lacre”, “pau-de-lacre” y “pichirina”.
Vismia cayennensis es un arbusto pequefo de 2 a 15 m de altura, ramas lisas, tallo de
4 a 10 mm de largo, hojas de forma eliptica de 5 a 11,5 cm de largo y sus frutos son
de aproximadamente 10 a 15 mm de largo. Las hojas, el latex de la corteza y el fruto
de esta planta se usan tradicionalmente para combatir enfermedades de la piel [27,

34, 35].

Esta especie no ha sido muy estudiada, s6lo se han realizado investigaciones de
muestras recolectadas en Ecuador y Brasil: de su corteza, se aislaron el physcion
(XV), B-amyrin (XVI) y sitosterol (XVII) [36]. De los frutos se aislaron compuestos
como el acido crisofanico (XVIII), physcion, isocariofileno, B-selineno (XIX) y

trans-a-farneseno (XX) (Figura 8) [37].

Ademas de sus hojas, se obtuvieron cuatro nuevos compuestos, la vismiafenona
D (XXI), vismiafenona E (XXII), vismiafenona F (XXIII) y vismiafenona G (XXIV),
de las cuales la vismiafenona D exhibio actividad inhibidora HIV en ensayos

preliminares realizados en el Instituto Nacional de Cancer (NCI) (Figura 9) [38,39].

Los metabolitos secundarios producidos por las plantas constituyen una fuente
de sustancias bioactivas. Hoy en dia, el interés cientifico de estos metabolitos se ha
intensificado, debido a que se busca conseguir nuevas drogas provenientes de las
fuentes naturales. Las plantas de la familia Clusiaceae, son conocidas como muy
buena fuente de metabolitos secundarios; sin embargo, la biosintesis de éstos se ve
drasticamente influenciada por el habitat al cual estd sometida una especie. En tal
sentido, se propone realizar un estudio fitoquimico de la corteza (tallo) de Vismia

cayennensis, con el fin de obtener informacion acerca de los constituyentes quimicos
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presentes en esta especie, asimismo se ensayara su actividad antiinflamatoria
(utilizando como mediador el 6xido nitrico) y antibacteriana contra las cepas de
Escherichia coli y Shigella sp. (causantes de algunas enfermedades gastrointestinales)
y citotoxica (utilizando los métodos de Sulforodamina B y MTS/PMS). De ser
probada alguna de estas actividades, su explotacion representaria el punto de partida

para la produccion de futuros fAirmacos en este campo biomédico.

XVII

XVIII XIX XX

XXII =~

XXII XXIV

Figura 9. Compuestos aislados de las hojas de la especie Vismia cayennensis.
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METODOLOGIA

Recoleccion de la especie de interés

Las muestras de la corteza (tallo) de la planta Vismia cayennensis fueron
recolectadas en la localidad de Yutajé, municipio Manapiare, estado Amazonas
(Coordenadas: 05°36°51°°N, 66°06°85°°W/ Altitud m SNM: 110), e identificados en
la seccién botanica del laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal del Instituto

Venezolano de Investigaciones Cientificas.

Obtencion del extracto y fracciones solubles

La maceracion del ejemplar se realizd en campo y consistido en la colecta
discriminada del mismo y la separacion de sus partes: la hoja, el tallo, la raiz, la flor,
el fruto, la corteza; cada uno de éstos cuando fuese conveniente. Se trasladaron las
muestras al Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas para ser sometidas a
extraccion y bioensayos posteriores. Seguidamente, se tomo una cantidad del material
vegetal fresco y se homogeneizod con etanol, en proporciones de 1 kg de material
vegetal fresco por 3 litros de etanol. Este material se dejo macerar durante 72 horas y
culminado este periodo, se procedio a realizar el filtrado con ayuda de una bomba de
vacio. Posteriormente, se retomo en etanol el material vegetal del filtrado, este
procedimiento se repitid varias veces. Seguidamente, se procedid a evaporar el
solvente, bajo presion reducida en un rotaevaporador Biichi R-3000, para obtener asi

el extracto acuoso que se liofilizé para dar lugar al extracto hidroalcohodlico.
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El extracto hidroalcohdlico, se sometid a una extraccion solido-liquido
utilizando cinco solventes de polaridad ascendente
(hexano<cloroformo<acetona<metanol<agua). Este procedimiento se basd, en una
extraccion sucesiva con el solvente correspondiente a una temperatura no mayor a los
40°C, para obtener las fracciones solubles. Tanto a las fracciones como a el extracto
hidroalcohélico, se les realizaron pruebas fitoquimicas y de actividad biologica

respectivas (Figura 10).

Material vegetal

ﬁl/ Macerar con etanol 72 horas

Material vegetal
Xn homogeneizado
i Filtrar
| I
Material Solucién
vegetal etanolica

l Rotavaporar

Extracto acuoso

l/Liofilizar

Extracto hidroalcohélico * Bioensayos
dela planta(EHP) * Pruebas fitoquimicas

Extraccion sélido- liquido
Temp <40°C

Solucion dela
fraccion soluble
Filtrar
l |
EHP Fraccion soluble

(hexano, cloroformo, acetona,
metanol y agua)

* Bioensayos
* Pruebas fitoquimicas

Figura 10. Representacion esquematica de la obtencion del extracto

hidroalcoholico y fracciones solubles de la corteza (tallo) de V. cayennensis.
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Caracterizacion fitoquimica

Para detectar los diferentes tipos de metabolitos secundarios que se encuentran
en los extractos y fracciones solubles obtenidas, se realizaron procedimientos que
involucraron reacciones quimicas, los cuales proporcionaron la informacidon necesaria
para conocer sobre la presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos,
polifenoles, antraquinonas, triterpenos y/o esteroles. Para ello, se siguieron las

metodologias planteadas [4,40], como se resume a continuacion:

e Alcaloides

El extracto hidroalcohdlico se disolvid en etanol, se llevo a sequedad y se
disolvié nuevamente en HCI al 10%. Esta solucién se calentd6 por 10 minutos
adicionales, se dejo enfriar, se procedid a filtrar y por ultimo se dividio el filtrado en
tres tubos de ensayo, a los cuales se les agregaron una pequefa cantidad de los
reactivos de reconocimiento: Meyer, Dragendorff y Wagner. Una leve turbidez o

precipitado evidencid la presencia de los mismos.

e Flavonoides

La presencia de esta familia de metabolitos secundarios se evalué mediante dos

procedimientos diferentes, descritos a continuacion:

— Utilizando la prueba de Shinoda, se tomd6 una solucién del extracto
hidroalcoholico disuelto en etanol, y se colocd en un tubo de ensayo. Se agrego
una cantidad de HCI concentrado y algunas virutas de magnesio. La solucion se
dej6 reposar por 10 minutos aproximadamente, la prueba se considerd positiva

si se observo cambios en la coloracion.
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— Como una prueba quimica adicional, se tom6 una tira de papel de filtro
impregnada con la solucion del extracto hidroalcohdlico en etanol, ésta se
observo a la luz UV; posteriormente, se expuso a vapores de amonidco
concentrado, de mostrarse un cambio o intensificacion de la coloracion, la

prueba se considero positiva.

e Saponinas

Se prepard una solucion del extracto hidroalcoholico en agua y se agitod
vigorosamente durante 30 segundos. Si se formaba una espuma persistente durante 15
minutos, en una zona de 5-15 mm por encima de la superficie del liquido, se asume

presencia de saponinas.

e Taninos y polifenoles
La presencia de esta familia de metabolitos secundarios se evalué mediante dos

procedimientos diferentes, descritos a continuacion:

— Mediante la prueba del cloruro de hierro (III), se tom6 una cantidad del
extracto disuelto en agua, se filtrd y este filtrado se dividiéo en dos tubos de
ensayo. Un tubo de ensayo se hizo reaccionar con una cantidad de la solucion
de cloruro de hierro (III) al 1% recién preparada. Si se observa una coloracion

parda se concluye que hay presencia de polifenoles.

— Mediante la prueba de la gelatina—sal, se tom6 el otro tubo que contenia la
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e Antraquinonas

Se tomd una pequefia cantidad del extracto y se extrajo con KOH al 5%, se
filtrd, se acidifico con acido acético 5% y se agitdé con benceno. Si la capa orgéanica
toma una coloracion roja, al alcalinizarse con hidroxido de amonio, hay presencia de

antraquinonas.

e Triterpenos y/o esteroles
— Se llevé a cabo mediante la prueba de Liebermann-Burchard: se colocod el
extracto y/o fraccion en un crisol y se llevd a sequedad, se dejo enfriar y se
adicionaron gotas de cloroformo. Se reparti6 la mezcla en dos tubos de ensayo,
a uno de los tubos se le afiadi6 anhidrido acético seguido de unas gotas de acido
sulfurico concentrado, el otro se dejo como testigo. Los cambios de colores se
interpretaron de la siguiente manera: tonos de azul a verde (esteroles
insaturados), tonos de rojo a violeta (triterpenos pentaciclicos) y amarillo palido

(esteroles y triterpenos saturados).

— Otra prueba con la cual se verifico la presencia de esta familia de metabolitos es
el ensayo de Salkowski, en el cual se tomo6 una minima cantidad del extracto, se
mezcld con cloroformo, se dejo deslizar por las paredes del tubo, con sumo

cuidado, unas gotas de 4cido sulfurico al 85%, si la solucion se torna amarilla o
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roja se considera positiva.

Pruebas bioldgicas
La actividad bioldgica del extracto hidroalcohdlico y fracciones solubles de la
corteza (tallo) de V. cayennensis, se evalu6 mediante la utilizacion de los siguientes

bioensayos:

e Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana se determin6 utilizando bacterias certificadas,
pertenecientes al laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal del Centro de Biofisica

y Bioquimica del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas para el bioensayo.

Bacterias Origen Coloracion de Gram
Escherichia coli [ATCC] 11126 -
Shigella sp. [IBE (DOC-9)] -

Este bioensayo se realizo mediante la técnica de difusion en agar o método de
antibiograma [41], el cual consistié en impregnar discos estériles de papel de filtro
Whatman N° 3 de 7 mm de didmetro con 25 pl de una solucion preparada con el
extracto y con 10 pl para las fracciones y sub-fracciones a analizar. Estos discos se
colocaron en una placa de agar Mueller-Hinton, inoculadas con una suspension
bacteriana de concentracién conocida (1x10° células/ml), preparada por
comparacion con un patréon comercial McFarlan 0,5. Seguidamente, las placas se
incubaron a 37°C durante 24 horas en una estufa, para permitir el crecimiento
bacteriano y la actividad se determind mediante la medida directa de los halos de

inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco (Figura 11).
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Las medidas de estos halos de inhibicion, se compararon con los halos
correspondientes a los antibidticos utilizados como blancos positivos, terramicina

(Escherichia coli) y vibramicina (Shigella sp).

Hisopo
& X '/

. Inocular Ajustar la _LDQQUBLM
5

solucion concentracion capsulas de Petri

"] Agar Mueller Hinton Colocar los discos de
papel de filtro Whatman
N° 3 impregnados en la

placainoculada

Colonias de Bacterias Suspension bacteriana

Micropipeta

Impregnar
discos

Extracto vegetal

Figura 11. Representacion esquematica del ensayo antibacteriano.

e Ensayos de citotoxicidad e inflamacion
Estos bioensayos se realizaron en el Laboratorio de Patologia Celular y
Molecular del Centro de Medicina Experimental del Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas.
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0 Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad se evalu6 mediante dos métodos diferentes:
sulforodamina B (SRB) y (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)/metosulfato de fenazina (MTS/PMS) [42,43].

Los macréfagos RAW 264,7 fueron sembrados a razoén de 50 000 células /
pozo en 100 pl del medio basal de Eagle modificado (DMEM). Las placas
fueron incubadas sin tratamiento durante 24 horas a 37°C en atmosfera himeda
de CO,. Una vez formada la monocapa de célula, se agreg6 el crudo o fraccion
a distintas concentraciones y asimismo los controles respectivos (células sin
tratamiento). Transcurrida 1 hora de incubacidn, se agregd el Lipopolisacéarido
(LPS) (2 pg/ml/pozo) y nuevamente se llevo a la estufa. Pasadas 48 horas, el
sobrenadante fue recolectado para realizar ensayos de inflamacion y las células
que quedaron adheridas a la placa fueron ensayadas por el método de

MTS/PMS, a fin de verificar la no citotoxicidad de la droga.

MTS/PMS.

Una vez recolectado el sobrenadante se agregaron 100 pl/pozo de medio
de cultivo nuevo y se afiadieron 25 pl de solucion MTS/PMS en una relacion
20:1 de acuerdo a las instrucciones de manufactura de Promega Corporation
[42]: seguidamente, se dejo incubar por 1 hora en la estufa. Posteriormente, se
determinoé la produccion de formazan a 492 nm en un lector de microplacas de
ELISA, la absorbancia de cada pozo fue directamente proporcional al nimero

de células viables en el cultivo (Figura 12).
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Sulforodamina B (SRB).

Este ensayo consistidé en sembrar macréfagos RAW 264,7 en dos placas,
una placa a tiempo cero (t=0 h) y otra placa a 48 horas (t=48h), a razon de 50
000 células/pozo en 100 pl del medio basal de Eagle modificado (DMEM).
Las placas fueron incubadas, sin tratamiento, durante un tiempo de 24 horas a
37°C en atmosfera himeda de CO,. Posteriormente, la placa tiempo cero se
f1j6 con 25 pl de 4cido tricloroacético al 1% (TCA), luego de lo cual se incubd
por una hora en la nevera a 4°C. Transcurrido este tiempo, se descarto el
medio, se realizaron 5 lavados con agua desionizada, se seco y se guardd la
placa protegida de la luz. Seguidamente, a la placa 48 horas se le aplico el
tratamiento. Para ello se descart6 el medio de cultivo y se le agregaron 100 pl
del extracto crudo o las fracciones, a distintas concentraciones diluidas en
medio basal de Eagle modificado (DMEM) y se llevo a la estufa por 24 horas
adicionales. Posteriormente, se procedio a realizar el mismo tratamiento de

fijacion que se le aplico a la placa t=0.

Una vez fijadas ambas placas, simultaneamente se les agregaron 50 ul
de Sulforodamina B (SRB) y se incubaron por 20 minutos a temperatura
ambiente (protegida de la luz). Transcurrido este tiempo, se descartd el
colorante, se realizaron 4 lavados con acido acético al 1%, se dejaron secar
sobre un papel absorbente, rapidamente se les agregaron 100 pl de Trizma
base 1,0 mmol-I" y se midié la absorbancia a 515 nm en un lector de placas de

Elisa (Figura 13) [43].
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— Actividad antiinflamatoria

Las células RAW 264,7 (donadas por el Dr. Juan De Santis del Instituto
de Inmunologia de la Universidad Central de Venezuela), fueron sembradas a
una densidad de 5x10* células/pozo en placas de 96 pozos, utilizando medio
basal de Eagle modificado (DMEM), suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 10% y se incubaron por una hora a 37°C en atmoésfera humeda de
CO,. Seguidamente, las células fueron tratadas con el extracto crudo o
fracciones a distintas concentraciones; asimismo, los pozos correspondientes al
control fueron tratados con aminoguanidina (50 pg/ml), se realizd6 nuevamente
la incubacion durante 1 hora, al cabo de este tiempo las células fueron
estimuladas con lipopolisacarido (LPS) 2 pg/ml durante un lapso de 48 horas.
Transcurrido este tiempo, los sobrenadantes fueron recolectados y ensayados
para la determinacion de nitritos, como mediador estable de la sintesis del 6xido
nitrico, a través de la reaccion de Griess [44]. Para llevar a cabo tal reaccion, se
tomaron 80 pl del sobrenadante del cultivo celular y se colocaron en placas de
96 pozos; adicionalmente, se le agregd 40 pl de sulfanilamida al 1% en acido
fosforico al 2,5 % y se incubaron a 4°C por un periodo de 10 minutos;
seguidamente, se afiadieron 40 pl de diclorhidrato de naftilendiamina (NED) al
0,1 %, incubandose nuevamente a 4°C por 10 minutos, para completar la
reaccion de diazotacion. Inmediatamente, se midio la absorbancia en un lector
de placas de ELISA a 562 nm. La cantidad de nitritos en el sobrenadante se
compard con una curva estandar de nitritos de concentraciones conocidas

(Figura 14).
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Figura 12. Representacion esquematica de ensayo citotoxico, mediante el método

de MTS/PMS.
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Figura 13. Representacion esquematica del ensayo citotoxico, mediante el

método de SRB.
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Figura 14. Representacion esquematica del ensayo antiinflamatorio.

Cromatografia

Una vez obtenido el extracto hidroalcohdlico y las fracciones solubles en

solventes de distintas polaridades, se procedid con el fraccionamiento. Se

cromatografiaron aquellos fracciones solubles que mostraron alguna actividad

biolégica significativa, utilizando las técnicas cromatograficas convencionales

(columna y capa fina preparativa), para aislar y purificar los compuestos.
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— Cromatografia de columna (CC)

Se realizé cromatografia en columna por gravedad utilizando como fase
estacionaria silica gel de 70-230 mesh en una proporcion 1:50 (masa de muestra
por masa de silica). Como eluyentes se emplearon los solventes hexano,
cloroformo, acetato de etilo, acetona, etanol, metanol, agua y mezclas de ellos

en diferentes proporciones.

— Cromatografia de capa fina (CCF)

Se emplearon placas cromatograficas de 20x20 cm’ soportadas sobre
aluminio, cubiertas con una capa de 0,25 mm de espesor de silica gel de 60
mesh, marca Merck. Ademds de las placas de silica gel se usaron placas de
oxido de aluminio de 0,2 mm, marca Merck. Con este método, se agruparon las
fracciones y subfracciones obtenidas después de haber realizado las
cromatografias de columna. El revelado se realizd6 mediante luz ultravioleta

(365 nm) o exponiendo las placas a vapores de yodo.

— Cromatografia de capa fina preparativa (CCFP)
Se emplearon placas cromatograficas de 20x20 cm’ soportadas sobre
vidrio, cubiertas con una capa de 1,5 mm de espesor de 6xido de aluminio f-
254, marca Merck. Mediante esta técnica, se purificaron las fracciones y/o

subfracciones obtenidas. El revelado se realizo con luz ultravioleta a 365 nm.
Técnicas de identificacion
Las técnicas de identificacion utilizadas permitieron caracterizar y

determinar algunas de las estructuras de las moléculas organicas presentes en el

extracto estudiado.
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— Resonancia magnética nuclear (RMN)

La técnica de resonancia magnética nuclear es la herramienta mas
poderosa que se dispone para la determinacion de una estructura quimica, al
examinar las propiedades magnéticas de dtomos especificos de las moléculas.
Estos analisis se realizaron en el laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear

del Instituto Venezolano de Investigaciones cientificas

Los espectros de RMN-'H fueron tomados en un espectrometro
BRUKER AM 500 (frecuencia de resonancia 'H = 500 MHz) y los espectros de
RMN-"C (frecuencia de resonancia >C = 125,76 MHz), utilizando acetona
deuterada como solvente. Los desplazamientos quimicos (9) para los ntcleos de
'H y C se reportan en ppm relativo a un estandar interno de tetrametilsilano
(TMS) y la constante de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). Ademas de
los RMN de 'H y "°C, se realizé el DEPT-135 (Distortionless Enhancement
through Polarizattion Transfer) el cual proporciond informaciéon de la cantidad

y el tipo de carbonos presente en la estructura.

Los espectros bidimensionales se realizaron en el mismo equipo
. .1 . .13
(frecuencia de resonancia H = 500 MHz y frecuencia de resonancia “C =

125,76 MHz) utilizando los siguientes experimentos:

COSY 'H-'H (Correlated spectroscopy 'H-'H o Correlacién
espectroscopica homonuclear): Correlaciona todos los desplazamientos
quimicos de protones sobre carbonos contiguos (H,-C-C-Hp), con lo cual es

posible ubicar los protones vecinos que estan acoplados (Figura 15).
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Figura 15. Interacciones que se observan en un espectro COSY 'H-'H

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation o Correlacion
directa heteronuclear): Correlaciona los desplazamientos quimicos de un proton
(o protones) que estd(n) unido(s) a un carbono particular, lo cual facilita la
asignacion espectroscopica de ambos nucleos. La ventaja de este experimento
es que se utiliza menos cantidad de muestra, debido a que la correlacion C-H se
establece a través del hidrogeno. En un espectro de este tipo se observarian
interacciones entre C,-H,, C,-Hy, C-H, y C4-Hy (Figura 16).

H, H, H, Hy

Figura 16. Interacciones que se observan en un espectro HMQC.

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation o Correlacion
heteronuclear entre varios enlaces): Permite obtener informacion sobre la
correlacion (a través del carbono) entre carbonos unidos a hidrégenos separados

por dos o tres enlaces. Una ventaja de este experimento es que permite
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identificar los carbonos cuaternarios acoplados a protones. De este tipo de
espectros (Figura 17.a) se obtendrian sefales de conectividades a dos enlaces,
entre C,-Hyp, Cp-Ha, Ce-Hp, C-Hy y Cy-He. Del espectro de la Figura 17.b, se

obtendrian sefiales para las conectividades a tres enlaces entre C,-H. y Cyp-Hy.

17.a
Ha Hb ,\Hc Hd
C C C Cy
Ha Hb Hc Hd
17.b
Hc
Ca Cb Cc Cd

Figura 17. Interacciones que se observan en el espectro de HMBC a dos enlaces

(17.a) y tres enlaces (17.b).

— Espectrometria de masas (EM)
La espectrometria de masas es el método mas simple para determinar la
masa molar de un compuesto e, incluso, la formula molecular correspondiente.
También, da informacién sobre la estructura, subestructuras o fragmentos y los

grupos funcionales presentes en la molécula. La fragmentacidn, caracteristica
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de cada clase de compuestos, es aprovechada para la ubicacion de ciertos
grupos funcionales en entornos particulares de las moléculas. La desventaja de
este analisis es que destruye la muestra, aunque se usan pocos miligramos de la

misma.

La cromatografia de gases acoplada a un detector de masas (CG/EM),
permitié identificar compuestos de mezclas organicas, mediante un patrén de
fragmentacion. La ventaja de este método, radica en usar microcantidades para

su realizacion.

El equipo utilizado para el analisis fue un cromatografo de gases marca
Varian modelo Saturno 2000, con una fuente de ionizacidbn por impacto
electronico y un detector de trampa de iones. Las muestras fueron inyectadas en
una columna CP-SIL-8CB-MS de 30 m x 0,25 D.I. y helio como gas de
arrastre, a una rapidez de 1 ml por minuto. La temperatura del inyector fue de
280°C, la temperatura inicial del horno fue de 100°C con una rapidez de
calentamiento de 5°C por minuto, hasta llegar a la temperatura final de 295°C.
Posteriormente, la identificacion de los componentes se realizd por

comparacion computarizada con las librerias de Wiley y NIST.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante esta investigacion y

el analisis de los mismos:

Obtencion de las fracciones solubles

Para la obtencion de las fracciones solubles, se realizé una extraccion solido-
liquido utilizando 10,01 g del extracto hidroalcohdlico de la corteza (tallo) de Vismia
cayennensis para la cual se utilizaron solventes de polaridad creciente
(hexano<cloroformo<acetona<metanol<agua). Las cantidades y porcentajes de cada

fraccion soluble obtenida se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la extraccion solido-liquido.

Fracciones Masa (mg) Porcentaje (% m/m)
FSH 570,00 5,70
FSC 490,00 4,88
FSA 4920,00 49,16
FSM 2190,00 21,89
FSAG 30,00 0,28

Masa total: 8200,00 mg; % de recuperacion: 82 %.

FSH: hexano, FSC: cloroformo, FSA: acetona, FSM: metanol y FSAG: agua.

34



El método utilizado para la obtencién de las fracciones solubles resultd ser
efectivo, ésto se puede evidenciar con el valor obtenido en el porcentaje de recuperacion

el cual fue de 82%.

Analisis fitoquimico

Los andlisis fitoquimicos realizados a los extractos y fracciones solubles de la
corteza (tallo) de Vismia cayennensis, arroj6 la presencia de ciertas familias de

compuestos, tales como:

Flavonoides: se observd una coloracion naranja al practicarle a la muestra la

prueba de Shinoda.

Saponinas: se observd espuma persistente, por un tiempo aproximado de 10

minutos.

Taninos y polifenoles: se observo un precipitado blanco en la prueba de gelatina-
sal y una coloracién parda en la reaccion con cloruro de hierro (III), correspondientes a

taninos y polifenoles respectivamente.

Antraquinonas: se observo una coloracién roja al alcalinizar con hidroxido de

amonio.

Triterpenos y/o esteroles: se observd una coloracion amarilla palida, mediante la
prueba de Liebermann-Burchard correspondiente a triterpenos y/o esteroles saturados.
Asimismo, se observd una coloracion verde con la prueba de Salkowski

correspondientes a esteroles insaturados.

La Tabla 4 muestra un resumen de los grupos de metabolitos secundarios

detectados en la especie Vismia cayennensis.
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Tabla 4. Analisis fitoquimico del extracto hidroalcoholico (EHP) y fracciones
solubles en solventes de distintas polaridades, de la corteza (tallo) de V.

cayennensis.

Fracciones solubles

Familia de metabolitos
EHP FSH FSC FSA FSM FSAG

secundarios
Alcaloides - - - - - -
Flavonoides + + + - + -
Saponinas - - - + + i}
Taninos + - - - + i}
Polifenoles + - - + + i}
Antraquinonas - - - + - -
Triterpenos + - - + + .
Esteroles + + + - - -

EHP: Extracto hidroalcohdlico de la planta.

(+): Presencia.

(-): No detectados.

Las familias de metabolitos secundarios determinadas, han estado presentes en
muchas especies Vismia. Ejemplo de estos compuestos aislados son la O-demetil-3°4’-

deoxisorospermin-3’4’-diol-1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona (V. laurentii),
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acido crisofanico (V. cayennensis), B-selineno (V. cayennensis), physcion (V.

cayennensis), B-amyrin (V. cayennensis) y sitosterol (V. cayennensis) [28-31; 36-37].

A pesar de que algunas familias de metabolitos secundarios no fueron detectadas,
es importante destacar que no se puede afirmar la ausencia de las mismas; debido a que,
muchas veces ocurre, que éstas no se encuentren en concentraciones apreciables, para

poder ser detectados mediante las pruebas comiinmente realizadas.

Pruebas biolégicas

La realizacion de estos bioensayos fue vital en el proceso de investigacion, debido
a que por medio de ellos se observd la bioactividad del extracto y de las fracciones
solubles en los distintos solventes, permitiendo asi llevar a cabo un fraccionamiento
biodirigido. Estos estudios de actividad bioldgica son los primeros realizados con esta
especie, lo cual es de gran importancia, dado que proporciona informacién significativa

al campo de la quimica organica y productos naturales.

e Actividad antibacteriana

Los resultados obtenidos en esta prueba, revelaron que el extracto
hidroalcohoélico de la planta (EHP) exhibié una actividad inhibitoria frente a las
bacterias Escherichia coli y Shigella sp. Esta actividad, se ve reflejada en los halos de
inhibicion observados, para el extracto fue de 15,50 (61%) para Escherichia coli y
16,63 (71%) para Shigella sp (Tabla 5). El porcentaje reportado se a los refiere a los
antibioticos utilizados como blancos, terramicina (Escherichia coli) y vibramicina
(Shigella sp.). Sin embargo, las fracciones solubles no mostraron una actividad

antibacteriana relevante, s6lo las fracciones de acetona, metanol y agua exhibieron
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una moderada actividad antibacteriana frente a la bacteria Shigella sp. con halos de

inhibicion de 9,00 mm (38%); 8,25 mm (35%) y 11,00 mm (47%) respectivamente.

Ademas, se observo que el extracto y algunas fracciones presentaron una fuerte
actividad bacteriostatica frente a la cepa Shigella sp., este hecho puede ser atribuido a
la presencia de mas de un componente activo, la diferencia de masas molares de cada
sustancia, asi como también el tipo de microorganismo sobre el cual esté actuando la

sustancia.

Tabla 5. Actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico (EHP) y fracciones
solubles en solventes de distintas polaridades, de la corteza (tallo) de V.

cayennensis.

Halos de inhibicion (mm)

Fracciones solubles Antibiéticos

Cepas Y
EHP FSH FSC FSA FSM FSAG X
bacterianas

Escherichiacoli© 15,50 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 25,63

9,00 825
_ 16,63 11,00 23,50
Shigella sp.© 7,00 7,00 (11,42*% (11,58% ;
(15,60 ) ) (10,88%)

* El diametro del papel de filtro utilizado es de 7mm.

® FSH: hexano, FSC: cloroformo, FSA: acetona, FSM: metanol y FSAG: agua.

¢ El suministro de cepas: Escherichia coli [IBE (DOC-9)] y Shigella sp. [ATCC 11126].
X Terramicina, antibidtico utilizado como blanco positivo para la cepa Escherichia coli.
Y Vibramicina, antibiético utilizado como blanco positivo para la cepa Shiguella sp.

(*) Halo bacteriostatico.

38



¢ Ensayo antiinflamatorio y citotoxico

Estos bioensayos fueron muy significativos en el trabajo de investigacion,
debido a que por medio de los mismos se observo la bioactividad de la fraccion
soluble en cloroformo (FSC), permitiendo asi llevar a cabo un fraccionamiento

biodirigido; del cual se logr6 aislar un compuesto puro.

Los resultados obtenidos en los ensayos antiinflamatorios, permiten inferir que
la FSC presenta una inhibicion moderada de la produccién de oxido nitrico con
respecto al control (Figura 18). El valor obtenido para esta fraccion se considera
significativo, debido a que ésta no exhibio citotoxicidad relevante a concentraciones
menores o iguales a 30 pg/ml, segun los resultados reflejados por el ensayo citotoxico
mediante el método de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio)/metosulfato de fenazina o (MTS/PMS) (Figura 19). Este
hecho se verifico, mediante los resultados obtenidos por el método de sulforodamina
B, donde se observd que la inhibicion del 50% del crecimiento de las células (ICsg)
para esta fraccion fue a 67 pg/ml (Tabla 6). Las demas fracciones solubles no
inhibieron de manera apreciable la produccion de 6xido nitrico. La fraccion soluble
en hexano (FSH) exhibié una actividad citotdxica a concentraciones mayores o
iguales a 30 pg/ml, este valor lo reflejo el resultado del método MTS/PMS. Mediante
el ensayo de sulforodamina B para esta fraccion, se observd que inhibicion del 50%
del crecimiento de las células (ICsq) es de 34 pg/ml, la inhibicion total del crecimiento
(ITC) fue de 43 pg/ml y el efecto citotoxico del 50% de las células (CLsg) fue de 98
pug/ml (Tabla 6). El resto de estas fracciones mantuvieron valores relativamente bajos

de citotoxicidad.
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Figura 18. Resultados del ensayo antiinflamatorio, utilizando 6xido nitrico como

mediador, correspondiente a las fracciones solubles de V. cayennensis. (amino/:

aminoguanidina, LPS: lipopolisacarido).
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Figura 19. Resultados del ensayo citotoxico de las fracciones de V. cayennensis,

solubles en solventes de distintas polaridades, mediante el método de (MTS/PMS).
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Tabla 6. Resultados del ensayo citotoxico del extracto hidroalcoholico (EHP) y

fracciones solubles de V. cayennensis, mediante el método de sulforodamina B.

Fracciones ICso (ng/ml) ITC (pg/ml) CLso (ng/ml)
EHP 67 - -
FSH 34 43 98
FSC 67 - -
FSA 8 - -
FSM 71 - -
FSAG ] ] )

1C5¢: Inhibicion del 50% del crecimiento de la célula.
ITC (pg/ml): inhibicion total del crecimiento.
CLsq: Efecto citotoxico del 50% de las células.

FSH: hexano, FSC: cloroformo, FSA: acetona, FSM: metanol y FSAG: agua.

Fraccionamiento biodirigido
Este fraccionamiento cromatografico se realizd6 con respecto a los resultados

observados en los bioensayos efectuados previamente.

Cromatografia de la fraccion soluble en cloroformo (FSC)

La fraccion soluble en cloroformo se cromatografié debido a los resultados
observados en los ensayos antiinflamatorios y citotoxicos. Los efectos evidenciados
revelaron inhibicion moderada del mediador de inflamacién ensayado, manteniendo

valores bajos de citotoxicidad.
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Se fraccionaron 0,21 g de la muestra en una columna cromatografica de 40 ml
empaquetada con 12,5 g de silica gel 70-230 mesh, en proporciones 1:50 (gramos de
compuesto: gramos de silica). Los solventes utilizados para la eluciéon fueron hexano
(hex), mezclas de polaridad ascendente de hex-eter dietilico, hex-cloroformo (CHCls),
CHCls-acetato de etilo (ActOEt), ActOEt-acetona (Act) y Act-metanol (MeOH). De esta
cromatografia, se obtuvieron 438 eluatos de 30 ml cada uno como se muestra en la Tabla
7. En la Figura 20 se observa el esquema de tratamiento de esta fraccion soluble. Los
eluatos obtenidos de la particion de la fraccién soluble en cloroformo se les aplicd
cromatografia en capa fina (CCF), agrupandose 45 subfracciones (Tabla 8) por

comparacion de sus factores de retencion (Ry), utilizando como revelador la luz UV.

Extracto soluble en cloroformo (FSC)

CC
Bl--- B16 B17lll B43 B44 B45
Recristalizacion
B17.1 B17.2

L

vRMN v CG/EM
1Dy2D
vEM

Figura 20. Esquema de tratamiento de la fraccion soluble en cloroformo (FSC).

A las subfracciones obtenidas de la particion de la FSC se les practico CCF,

observandose que la gran mayoria de estas presentaban mezclas complejas de
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compuestos, a excepcion de la subfraccion Bj;. Dicha subfraccion Bj; fue

posteriormente purificada.

Purificacion de la subfraccion By

La subfraccion (B;7) se obtuvo en forma de un solido amarillo (10,00 mg), la

cual reveld en CCF, dos manchas de R muy distintos utilizando varios sistemas de

solventes. El solido se purifico mediante el siguiente esquema de recristalizacion

(Figura 21), y los resultados de la purificacion se detallan en la Tabla 9.

Solido amarillo

Lavar con hexano

Enfriarlavado con hielo

Decantar

v b

— Solucion madre Cristales blancos —> Secar —> Pesar

Figura 21. Esquema de recristalizacion de la subfraccion B.
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Tabla 7. Solventes utilizados en la CC de la FSC de V.cayennensis.

Eluatos Solventes Porcentaje (%o V/V)
1-50 hexano 100%
51-82 hex:eter dietilico 95:5
83-93 hex:eter dietilico 90:10
94-110 hex:eter dietilico 85:15
111-120 hex:eter dietilico 80:20
121-130 hex:eter dietilico 75:25
131-140 hex:eter dietilico 70:30
141-163 hex:eter dietilico 65:35
164-173 hex:eter dietilico 60:40
174-186 hex:eter dietilico 55:45
187-197 hex:eter dietilico 50:50
198-209 hex:eter dietilico 45:55
210-220 hex:eter dietilico 40:60
221-226 hex:eter dietilico 35:65
227-229 hex: CHCl; 50:50
230-323 hex: CHCl; 40:60
233-245 hex: CHCl; 30:70
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246-253

254-272

266-265

273-280

281-286

287-294

295-302

303-310

311-319

320-327

328-336

337-344

345-351

352-358

359-366

367-374

375-383

384-390

391-398

399-406

hex: CHCI;

hex: CHCl,

CHCl;

CHCl3:AcOEt

CHCIl:AcOEt

CHCIl5:AcOEt

CHCIl:AcOEt

CHCI3:AcOEt

CHCI3:AcOEt

CHCI3:AcOEt

CHCI5:AcOEt

CHCI5:AcOEt

AcOEt

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet
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20:80

10:90

100

90:10

80:20

70:30

60:40

50:50

40:60

30:70

20:80

10:90

100

90:10

80:20

70:30

60:40

50:50

40:60

30:70



20:80

407-414 AcOEt:Acet

415-422 AcOEt:Acet 10:50

423-430 Acet 100

431-435 Acet:MeOH 50:50
Continuacion Tabla 7.
Eluatos Solventes Porcentaje (% V/V)
435-438 MeOH 100

Tabla 8. Subfracciones obtenidas de la fraccion soluble en cloroformo.

Eluatos Subfraccion Eluatos Subfraccion
1 B 140 By
2-6 B, 141-148 Bas
7 B; 149-168 Bas
8-9 B4 169-177 Bos
10 Bs 178-209 Bag
11-12 B 210-228 By
13 B; 229-244 Bso
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14-23

24-31

32-35

36

37-50

51

52

53-54

55-69

70-93

94-95

96-98

99-100

101-103

104-109

110-139

Boo

By

Bo

Bos

245-252

253-258

259-263

264-272

273-290

291-337

338-362

363-369

370-383

384-387

388

389-415

416-427

428-433

434-436

B3

B3>

B4

Bss

Bs;

Bss

B39

Buao

B4

Ba

Ba4s

Bss
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Tabla 9. Subfracciones obtenidas en la recristalizacion de la subfraccion Bys.

Subfraccion Masa (mg)
Sélido blanco (By7,1) 4,80
Solucion madre (B17.2) 5,10

Masa total: 9,90 mg ; % de recuperacion: 99%

¢ Analisis estructural del compuesto B7

El compuesto (B;7.;) fue aislado mediante la recristalizacion de la subfraccion
B7, en forma de un sélido blanco (4,80 mg). Posteriormente, este compuesto (B7)
fue disuelto en acetona deuterada, a esta solucion se le realizaron los analisis
espectroscopicos de RMN convencionales de una y dos dimensiones;
especificamente, RMN 'H, RMN "°C, DEPT, COSY 'H-'H, HMQC y HMBC, para

su posterior identificacion.

Segun las evidencias arrojadas por el analisis combinado de los datos
espectrales de RMN uni y bidimensional, se propone una estructura para el
compuesto B;7; como un derivado hidroxilico de un triterpeno pentaciclico (Figura
22), dicho compuesto es novedoso, dado que no que no ha sido reportado en la

literatura.
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Figura 22. Estructura propuesta para el compuesto B;7; y su numeracion.

El espectro de RMN 'H de este compuesto (Figura 23), exhibié un doblete con
una constante de acoplamiento J: 2,22, que integra para un proton vinilico a oy 4,72;
asimismo, se observa un doblete de dobletes a oy 4,58 con unas constantes de
acoplamiento de J: 1,50; 2,49; que integra para un proton vinilico. Estas dos sefiales
corresponden a protones enlazados a un carbono olefinico; el cual fue consistente
con la presencia de esta porcion en la estructura probable del compuesto. A campo
mas alto, oy 3,12; se observo un doblete de dobletes (Figura 24), con unas constantes
de acoplamiento J: 5,82; 10,36; asignable al proton en posicion a en el carbono 3, el
cual se acopla con los protones diasterotopicos del carbono metilénico 2. A 6y 2,37;
exhibi6 un multiplete, asignable al proton en posicion B del carbono 2. Por otra parte,
a du 2,26 se observo un multiplete, asignable al proton en a del carbono 2. A campo
mas alto, se observaron siete sefiales como singletes correspondientes a los grupos

metilicos (Figura 25) a oy 1,72; 1,44; 1,04; 0,98; 0,78; 0,91 y 0,88 (Tabla 10).
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de algunas de las sefiales seleccionadas del

espectro de RMN 'H del compuesto By7;.

N° de (N° de protones, multiplicidad, Jig
senales on (ppm) Hz)

1 4,72 (1H, d, J=2,22)

2 4,58 (1H, dd, J= 1,50, 2,49)

3 3,12 (1H, dd, J=5,82; 10,36)

4 2,37 (1H,m)

5 2,26 (1H, m)

6 1,72 (4H, s)

7 1,44 (3H, s)

8 1,04 (3H, s)

9 0,98 (4H, s)

10 0,91 (3H, s)

11 0,88 (3H, s)

12 0,78 (4H, s)
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Figura 24. Ampliacion de la zona 3,14-2,10 ppm del espectro de RMN 'H del

47
81

T 1
0 ppm

N 2

T
11 10 9 8 7 6 5 4 3

producto solido aislado B;7;.

Taf %aﬁ/é
~N
g
T T T T T T T T T T T T T T
2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 ppm

Figura 25. Ampliacion de la zona 2,0-0,7 ppm del espectro de RMN 'H del producto

s6lido aislado Bi7 ;.
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El espectro de RMN "C de este compuesto (Figura 26), mostrd
desplazamientos quimicos indicativos de que es un compuesto que posee treinta
atomos de carbono (Csp). Entre el conjunto de sefiales obtenidas destacan tres sefales
a campo bajo, cuyos desplazamientos son ¢ 150,72 y 109,05 correspondientes a los
carbonos olefinicos y la sefial a 6¢ 77,65, asignable al carbono enlazado a un oxigeno.
El resto de los desplazamientos corresponden a los carbonos alifaticos (Figura 27). A
campo mas alto, se observan siete sefales a d¢c 18,56; 18,18; 15,71; 15,63; 15,15;

14,10 y 13,40; asignables a los carbonos metilicos (Tabla 11).

El espectro DEPT 135° (Figuras 28 y 29), proporcion6 informaciéon con
respecto a los carbonos metilicos, metilénicos y metinicos presentes en la estructura,
permitiendo confirmar algunas de las asignaciones realizadas. Los carbonos
cuaternarios que no poseen protones enlazados, se asignaron mediante la informacion

suministrada por el HMBC y las conectividades directas del HMQC.

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de algunas de las sefiales seleccionadas del

espectro de RMN B del compuesto By7;.

N° de sefiales dc (ppm)
1 150,72
2 109,05
3 77.65
4 55,88
5 55,43
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6 50,55

7 49,06
8 47,30
9 42,30
10 40,63
11 38,63
12 38,13
13 37,07
14 36,63
15 34,31
16 31,95
17 31,70
18 30,44

Continuacion Tabla 11.

N° de sefiales d¢ (ppm)
19 27,64
20 27,38
21 25,50
22 22,38
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23 20,79

24 18,56

25 18,18

26 15,71

27 15,63

28 15,15

29 14,10

30 13,40
"
20 180 160 140 120 100 8 60 40 20 ppm

Figura 26. Espectro de RMN "*C del producto sélido aislado By7 1.
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Figura 27. Ampliacion de la zona 60-10 ppm del espectro de RMN "°C del producto

s6lido aislado Bi7 ;.

T T T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 28. Espectro DEPT 135° del producto s6lido aislado B;7 ;.
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Figura 29. Ampliacién zona 80-10 ppm del espectro DEPT 135° del producto solido

aislado B17,1.

El proton R-CH-OR (én: 3,12) asumido como el protéon 3, aparecid6 como
doblete de doblete en el RMN 'H (Figura 24), esto debido a la interaccion del mismo
con los dos protones del carbono 2. Esta sefal anterior, se confirma con los
desplazamientos observados en forma de multiplete a oy 2,26 y oy 2,37; las cuales
corresponden a los acoplamientos de los dos protones a y B (diasterotopicos) con el
proton del sistema R-CH-OR. Mediante los espectros de HMQC (Figura 30), se
observo la interaccion directa del carbono oxigenado a 6¢ 77,65 con el proton 3 a oy
3,12 (Figura 31). Asimismo, mediante los espectros de HMBC se observo el punto de
intercepcion del carbono oxigenado con los protones metilicos geminales a 6y 0,98 y
0,78 (Figura 33), los cuales se encuentran enlazados con los carbonos metilicos a o¢
15,63 y 15,15 respectivamente (Figura 32). De igual manera, el carbono a d¢ 55,88
exhibio interaccion a mas de dos enlaces, con los protones metilicos oy 0,98; 0,88 y
0,78 (Figura 34). Los protones a desplazamientos oy 0,88 se encuentran directamente

enlazados al carbono metilico a d¢ 15,71 (Figura 33).
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Mediante los espectros de HMQC, se visualizd que el carbono metilénico a d¢
27,64, muestra un enlace directo con un proton a oy 0,98 (Figura 32); ademas, este
mismo carbono exhibié puntos de intercepcion, mediante HMBC, con el proton
metilico a 3y 0,88 y un protéon a 0,78 (Figura 34); éste ultimo enlazado al carbono
metinico a d¢ 55,43 (Figura 30). El carbono a d¢ 50,55 estd enlazado directamente al
proton oy 1,36 (Figura 32) y mostrd conectividades cruzadas con los protones

metilicos a oy 0,98 y 0,88 (Figura 34) (Tabla 12).

Tabla 12. Datos seleccionados de los espectros HMQC y HMBC para la estructura

parcial A del compuesto By .

HMQC HMBC

d¢ (ppm) du (ppm) du (ppm)

77,65 3,12 0,78 y 0,98
55,88 0,78; 0,88 y 0,98
50,55 1,36 0,98y 0,88
27,64 0,98 0,78 y 0,88
15,71 0,88 0,98

15,63 0,98 3,12

15,15 0,78 3,12
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Figura 31. Ampliacion A del espectro de HMQC del producto so6lido aislado By7 ;.
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Figura 32. Ampliacion B del espectro de HMQC del producto solido aislado By7;.
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Figura 33. Ampliacién A del espectro HMBC del producto solido aislado B;7;.
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Figura 34. Ampliacion B del espectro HMBC del producto sélido aislado By7 ;.
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Figura 35. Ampliacion C del espectro HMBC del producto sélido aislado B;7
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Los enlaces e interacciones descritos anteriormente, permiten plantear una
estructura parcial A para el compuesto B;7; (Figura 36). La estructura parcial A con

algunas interacciones se observan en la Figura 37.

H
(2,26, 2,37)
H

HO—

(3,12)H b (1.36)

1515 1563
(0,78)  (0,98)

Figura 36. Estructura parcial A del compuesto By7;.

1571

HO

~

—» Interaccion HMQC
—> |nteraccion HMBC

Figura 37. Estructura parcial A del compuesto B;7; y algunas de sus correlaciones

por HMQC y HMBC.
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A partir de los espectros de HMQC y HMBC, se observa que el carbono
olefinico a ¢ 109,05 se enlaza directamente con los protones oy 4,58 (J: 1,50; 2,49) y
4,72 (J: 2,22) (Figura 31); los cuales interactiian espacialmente, segun lo observado
en los espectros COSY 'H-'H (Figura 38), con el proton 8y 1,72. Este proton &y 1,72
y el 1,11 estan directamente enlazado al carbono metilénico a ¢ 25,50 (Figura 34). El
otro carbono olefinico a 6¢ 150,72 interactiia a mas de dos enlaces con los protones
ou 1,72 y 1,66 (Figura 33); este ultimo protdn esta enlazado al carbono a d¢c 49,07
(Figura 32).

El carbono metilico a d¢c 13,40 estd enlazado con los protones metilicos a oy
0,91 (Figura 32); este carbono presenta interaccion con protones cercanos a oy 0,78 y
1,04 (Figura 34). El protén metinico dy 0,78, segln se aprecia en el espectro COSY
'H-"H (Figura 39), mostré correlacién con los protones vecinos 8y 0,98 y 0,91. Los
protones metilicos a oy 1,04 se encuentran enlazados al carbono metilico d¢ 14,10
(Figura 32); el cual interactiia con los protones a oy 0,91, segun lo observado por
HMBC (Figura 34). El protéon a campo bajo 3,08 se encuentra enlazado, segin lo
observado en el HMQC, al carbono 6¢ 47,03 (Figura 30); este carbono exhibid picos
cruzados, segin HMBC, con los protones metilicos oy 1,72 y el protén metinico a oy

1,66 (Figura 34).

Finalmente, se observan correlaciones significativas en el HMBC entre el
carbono a d¢ 27,64 y el protdon metilénico a oy 1,11; el carbono a 6¢ 55,43 y el proton
metinico a oy 1,66; el carbono cuaternario a d¢c 42,30 y los protones metilicos a oy
1,04; el carbono cuaternario a d¢ 40,63 y los protones metilicos a oy 1,04; igualmente,
los carbonos metilicos ¢ 18,56 y 18,18 interactuan con los protones metilénicos a oy
1,84 y 1,56 (Figuras 34 y 35); el carbono a oc 18,56 también se correlaciona con el
proton a oy 3,08. Las interacciones indicadas por HMQC y HMBC, se detallan en la
Tabla 13.
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El espectro COSY 'H-'H obtenido para este compuesto fue muy complejo, lo
que dificulté la observacion de este tipo de interacciones ('H-'H), se tomd
informacion s6lo en ciertas asignaciones realizadas a la estructura probable del

compuesto Bj7;.
Las conectividades e interacciones descritas anteriormente, permiten plantear

una estructura parcial B para el compuesto By7; (Figura 40). La estructura parcial B

con algunas interacciones se observan en la Figura 41.

n ppm

Figura 38. Espectro COSY 'H-"H del compuesto B)71.
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Figura 39. Ampliacion espectro COSY 'H-'H del compuesto By71.

3.2

Tabla 13. Datos seleccionados de los espectros HMQC y HMBC para la estructura

parcial B del compuesto B7 ;.

HMQC HMBC COSY 'H-'H
8¢ (ppm) on (ppm) i (ppm) 51 (ppm)
150,72 1,66y 1,72
109,05 4,58y 4,72 1,72 1,72
55,43 0,78 1,66 0,91y 0,98
49,07 1,66
47,03 3,08 1,66y 1,72
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42,30 -—-- 0,98y 1,04

40,63 1,04
27,64 0,98 0,78 y 1,11
25,50 1,72y 1,11
18,56 1,72 1,58; 164y
3,08
18,18 1,44 1,58 y 1,84
14,10 1,04 0,91
13,40 0,91 0,78

H
(4,58; 4,72)
H i (1,58; 1,84)
14,10 H

(1,04)

H
(1,72, 1,11) t
H

H 13,40
(0,98) (0,91)

Figura 40. Estructura parcial B del compuesto B;7;.
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Figura 41. Estructura parcial B del compuesto B;7,; y algunas de sus correlaciones

por HMQC, HMBC y COSY 'H-'H propuestas.

La estructura propuesta para el compuesto By7; es un derivado hidroxilico de
un triterpeno pentaciclico con esqueleto tipo tetrahimanos. Los triterpenos
pentaciclicos mas abundantes presentan regularmente los carbonos oxigenados en las

posiciones 2, 3, 6 y 23; la numeracién en los anillos sigue el sistema esteroidal

(Figura 42).
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23 24

Figura 42. Estructura y numeracion del esqueleto de los triterpenos pentaciclicos

tipo tetrahimanos.

La estereoquimica de la estructura probable se sugiri6 a partir de la informacion
biogenética de este tipo de compuestos y la comparacion con estructuras

triterpenoides con esqueletos tipo tetrahimanos, como es el caso del tetrahimanol

(Figura 43) [3].

Tl

Figura 43. Estructura del triterpeno pentaciclico tetrahimanol.
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La estructura propuesta para el compuesto Bj7, es un triterpeno pentaciclico
que posee un grupo hidroxilo en el carbono 3, un doble enlace exociclico en el anillo
C y siete grupos metilos distribuidos segtn la informacion bibliografica (Figura 44)
[3]; ademds, se muestran algunas de las interacciones observadas en los espectros
(Figura 45). Es importante resaltar que este es el primer reporte de este metabolito en

la literatura.

A este compuesto novedoso se le realizaron los ensayos de citotoxicidad, los
cuales revelaron que éste no es citotoxico. Los resultados obtenidos por el método de
MTS/PMS (Figura 46), reflej6 que este compuesto exhibe una citotoxicidad
relativamente baja (12%) a concentraciones cercanas a los 100 pg/ml, este efecto se
verifico mediante el método de SRB, donde se visualiza una inhibicién del 50% de
las células (ICsp) a concentraciones mayores a los 80 pg/ml y ademds, no hubo
inhibicion total del crecimiento (ITC), ni se observo alglin efecto citotoxico de 50%
de las células (CLs). Estos resultados satisfactorios de citotoxicidad obtenidos para el
compuesto Bi7, permiten experimentar en un amplio rango de concentraciones con
respecto a los ensayos antiinflamatorios, para detectar si éste es el responsable de la

antibiosis observada en la fraccion soluble de cloroformo.
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Figura 44. Estructura probable del compuesto B;7, y algunas asignaciones

propuestas.
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Figura 45. Estructura propuesta del compuesto B;7; y algunas correlaciones por

HMQC,HMBC y COSY 'H-"H propuestas.
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Figura 46. Resultados del ensayo citotoxico del compuesto B;7,1, aislado de la FSC

de la especie V. cayennensis, mediante el método de (MTS/PMS)

e Analisis espectrométrico de la subfraccion B17.2

Con respecto a la soluciéon madre (B72), se le realizaron CCF, con sistemas
diferentes de solventes, observandose solo 2 manchas de distintos Ry, por lo que se le
realizd un andlisis por cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas
(CG/EM). El cromatograma de gases obtenido reflejo la presencia de dos
componentes en mayor proporcion (Figura 47), los cuales se identificaron y

verificaron mediante sus patrones de fragmentacion.

Los compuestos identificados fueron el 2, 4-bis (1,1-dimetiletil) fenol (A) y el

éster dietilico del acido 1, 2-bencenodicarboxilico (B).
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15.0% A
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Figura 47. Cromatograma de gases de la subfraccion By7,.

Obtencion de 2,4- bis (1,1-dimetiletil) fenol (A)

Este constituyente, se observo a un tiempo de retencion de 9,9170 minutos. El
espectro de masas de este compuesto (Figura 48), evidencid el i6n molecular a m/z 206
correspondiente a la férmula molecular C14H»,0 (calculado 206,1476 g/mol). Los picos
significativos se observan a m/z 206 [M'], 191 (pico base) [M" - CH;], 163 [M" -
C3Hyy], 91 [M" - C4H; ;0] y 57 [M" - C7Hj4]. Su esquema de fragmentacion muestra la

estructura de la mayoria de dichos fragmentos (Figura 49).

El 2.4- bis(1,1-dimetiletil) fenol, es un compuesto que ha sido aislado de la especie

animal Scolopendra subspinipes, al cual se le ha determinado efecto antioxidante [45]
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Figura 48. Espectro de masas del 2,4- bis(1,1-dimetiletil) fenol.
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OH +

M*, m/z206
%
- (C3Hg + 2H)
- OH ]
OH + S +
. OH .
m/z 191 [M-15]* m/z 57 [M-100]*
[M-CHs]" | m/z 163 [M-43]* [M-CiHiel™ |
[ M-C3H; ]

- (C4Hy + H,0 - H)

LT
m/z 91 [M-72]*

[M-C;H;s0 ]

Figura 49. Patrén de fragmentacion de masas del 2,4- bis(1,1-dimetiletil) fenol.
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Obtencion del éster dietilico del acido 1, 2-bencenodicarboxilico (B)

Este constituyente, se observo a un tiempo de retencion de 10,7000 minutos. El
espectro de masas de este compuesto (Figura 50), mostr6 el i6n molecular a m/z 222
correspondiente a la férmula molecular C;,H404 (calculado 222,0912 g/mol). Los picos
significativos se observan a m/z 222 [M'], 177 [M" - CO,H], 149 (pico base) [M" -
CsHs0,] y 76 [M+ - C3HgO3]. Su esquema de fragmentacion muestra la estructura de la

mayoria de dichos fragmentos (Figura 51).

Abundancia relativa

149
100% - 0
o/\
Ov
[¢]
759%
—_— 177
259
65 76
105 222
0% ,|.n.l.n,.|.:..;.|‘|‘.,,,, IJL. JL l’ b , , i, |
| | m/z
100 200

Figura 50. Espectro de masas del éster dietilico del acido 1, 2-bencenodicarboxilico.
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- CyyH130,)
N 111137
m/z 177 [M-45]*
[ M-CO,H]*

m/z 149 [M-74]*
[M-C3Hs0O,]*

m/z 76 [M-73]*
[M-CoHio04]" |

Figura 51. Patron de fragmentacion del éster dietilico del acido 1, 2-

bencenodicarboxilico.
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e Particion de la fraccion soluble en acetona (FSA)

Esta fracciéon se cromatografi6 debido a los resultados observados en los
ensayos antibacterianos. Esta fraccion mostrd un efecto bactericida moderado y un

efecto bacteriostatico significativo frente a la cepa Shiguella sp.

Se particionaron 4,88 g de la muestra en una columna cromatografica de 400 ml
empaquetada con 146,50 g de silica gel 70-230 mesh, en proporcion 1:30 (gramos de
compuesto: gramos de silica). Los solventes utilizados para la elucion fueron hexano
(hex), mezclas de polaridad ascendente de hex-cloroformo (CHCls), CHCls-acetato
de etilo (ActOEt), ActOEt-acetona (Act), Act-metanol (MeOH) y MeOH-agua
(Figura 52). De esta cromatografia se obtuvieron 353 eluatos de 125 y 50 ml cada uno

como se muestra en la Tabla 15.

A los eluatos obtenidos de la particion de la fraccion soluble en acetona se les
aplico cromatografia en capa fina (CCF), agrupandose 21 subfracciones (Tabla 16)
por comparacion de sus factores de retencion (Ry), utilizandose como revelador la luz

UV.

Extracto soluble en acetona (FSA)

’ CcC
C & GCs... Ci... Cyo Ca
CCFP
Ciza Ciaz
CG/EM

Figura 52. Esquema de particion de la fraccion soluble en acetona (FSA).
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Tabla 14. Solventes utilizados en la CC de la FSA de V. cayennensis.

Eluatos Solventes Porcentaje (% V/V)
1-6 hexano 100
7-10 hex: CHCl; 75:25
11-24 hex: CHCl; 50:50
25-31 hex: CHCl; 30:70
32-34 hex: CHCl; 10:90
35-43 CHCI; 100
44-55 CHCIl;:AcOEt 90:10
56-63 CHCIl;:AcOEt 80:20
64-73 CHCIl;:AcOEt 70:30
74-87 CHCIl;:AcOEt 60:40
88-110 CHCIl;:AcOEt 50:50
111-121 CHCIl;:AcOEt 40:60
122-130 CHCI5:AcOEt 30:70
131-139 CHCI5:AcOEt 20:80
140-146 CHCI5:AcOEt 10:90
147-156 AcOEt 100
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157-165

166-172

173-187

188-200

201-214

215-223

224-232

233-245

246-255

256-265

266-282

283-295

296-305
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317-327
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AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

AcOEt:Acet

acetona

Acet:MeOH

Acet:MeOH

Acet:MeOH

Acet:MeOH

Acet:MeOH

MGOHZHQO

MGOHZHQO

MeOH:H,O

90:10

80:20

70:30

60:40

50:50

40:60

30:70

20:80

10:90

100

90:10

70:30

50:50

30:70

10:90

90:10

70:30

50:50
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Tabla 15. Subfracciones obtenidas de la fraccion soluble en acetona.

Eluatos Subfraccion Masa (mg)
1-7 C 4,67
8-15 C 2,10
16-22 GCs 9,60
23-42 Cq4 2,64
43-54 Cs 1,68
55-61 Cs 1,30
62-65 C; 0,63
66-72 Cs 1,11
73-81 Co 1,96
82 Cio 0,41
83-89 Cu 1,35
90-256 Cin 244,83
257 Cis 2,53
258 Cis 2,05
259-321 Cis 130,57
322-327 Cis 50,25
328-353 Ci7 25,00

Masa total: 482,68; % de recuperacion: 98,90%.
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— Particion de la subfraccion Cy,, mediante CCFP

A la subfraccion (Cyy), se le realizo CCF, con sistemas diferentes de
solventes, observandose pocos componentes de distintos Rg, por lo que se le
realiz6 una CCFP. Se cromatografio 64,9 g de muestra en placas cromatograficas
de 20x20 cm?, cubiertas con una capa de 1,5 mm de espesor de 6xido de aluminio
y como sistema de solventes una mezcla de hex-CHCls (1:1), luego, se reveld con
luz UV evidenciandose la presencia de cuatro bandas con Ry no muy bien
definidos. Estas fueron separadas y extraidas con cloroformo. Seguidamente, se les
realizd CCF a cada banda y se observo que de las cuatro bandas, tres mostraban un
mismo desplazamiento, por lo que se unieron. Como resultado final de la CCFP se

obtuvieron 2 subfracciones (Tabla 16).

Tabla 16. Subfracciones obtenidas en la CCFP de la subfraccion Cia ;.

Subfraccion Masa (mg)
Ci1 58,60
Cia 0,63

Masa total: 59,23 ; % de recuperacion: 91,26%

. Analisis espectrométrico de la subfraccion C

A la subfraccion (Cjz;), se le realizaron CCF, con sistemas diferentes de
solventes, observandose cuatro manchas de Ry muy cercanos, por lo que se le realizod

una cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (CG/EM). El
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cromatdograma de gases obtenido reflejé la presencia de cinco componentes (Figura

53), los cuales se identificaron y verificaron mediante sus patrones de fragmentacion.

Los compuestos identificados fueron el 1, 4-diona-2, 6-bis(1,1-dimetiletil)-2, 5-
ciclohexadieno (A); 1S, 4R, 7R, 11R-1, 3, 4, 7-tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,4)Jundec-
2-en-8-ona (B); el 3, 5-diterbutil-4-hidroxibenzaldehido (C); 3, S5-diterbutil-4-
hidroxiacetofenona (D) y 4cido 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico (E), observandose
que el componente C se encuentra en mayor proporcion.

Abundancia
relativa

50%
40% 1
30% |

20%

D
AB
10%

75 10,0 125 150 175 200 2255 Tiempo (min)

Figura 53. Cromatograma de gases de la subfraccion Ci, ;.
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Obtencion del 1, 4-diona-2, 6-bis (1,1-dimetiletil)-2, 5-ciclohexadieno (A)

Este metabolito, se observdé a un tiempo de retencion de 9,6160 minutos. El
espectro de masas de este compuesto (Figura 54), evidencid el i6n molecular a m/z 220
correspondiente a la férmula molecular C;4H»00; (calculado 220,1360 g/mol). Los picos
significativos se observan a m/z 220 [M'], 177 (pico base) [M' - C,H30], 135 [M" -
CsHoO] y 67 [M+ - CsHg]. Cuyo esquema de fragmentacion muestra la estructura de la

mayoria de dichos fragmentos (Figura 55).

El 1, 4-diona-2, 6-bis (1,1-dimetiletil)-2, 5-ciclohexadieno, es un compuesto al

cual se le ha determinado efecto oxidante [46].

Abundancia
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177
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75%

220

50% — 135

41
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25% B
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Figura 54. Espectro de masas del 1, 4-diona-2, 6-bis (1,1-dimetiletil)-2, 5-

ciclohexadieno.
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%
N 3 M*, m/z 220
&
+
+
(6] (e}
m/z 135 [M-85]* miz 177 [M-43]"
[M-CsH, O]+ [M-C,H;0]*
J/ -(CsHqg-H)
+
C4HeO |’

m/z 67 [M-68]*
[ M_C10H17O ]+

Figura 55. Patron de fragmentacion del 1, 4-diona-2, 6-bis (1,1-dimetiletil)-2, 5-

ciclohexadieno.
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Obtencion del 1S, 4R, 7R, 11R-1, 3, 4, 7-tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,4)Jundec-2-en-8-
ona (B)

Este constituyente, se observo a un tiempo de retencion de 9,6830 minutos. El
espectro de masas de este compuesto (Figura 56), evidencié el i6n molecular a m/z 218
correspondiente a la formula molecular C;5sH»,0O (calculado 218,1576 g/mol). Los picos
significativos se observan a m/z 218 [M'], 203 [M" - CH3], 189 [M" - CoHg], 175 [M" -
C3Hg], 161 (pico base) [M™ - C3Hs0], 147 [M" - CsHy4] y 105 [M™ - CgHa]. Cuyo
esquema de fragmentacion muestra la estructura de la mayoria de dichos fragmentos

(Figura 57).

Abundancia
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25% 4 N 147
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0% | ..! ”|(|‘|lulm||.|.llu|l|"||;|I|I|l’|ll.ui,!|||||ulu. |‘|,I|.|| |)| ‘|...|,‘|‘H,in|.|l|1“ |..;l|.|l Ly I”| Lo ‘l L ’ Lo |

50 100 150 200 miz

Figura 56. Espectro de masas del 1S, 4R, 7R, 11R-1, 3, 4, 7-
tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,4)Jundec-2-en-8-ona.
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Figura 57. Patrén de fragmentacion del 1S, 4R, 7R, 11R-1, 3, 4, 7-
tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,4)Jundec-2-en-8-ona.
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Obtencion del 3, 5-diterbutil-4-hidroxibenzaldehido (C)

Este constituyente, se observo a un tiempo de retencion de 12,0000 minutos. El
espectro de masas de este compuesto (Figura 58), exhibio el i6n molecular a m/z 234
correspondiente a la formula molecular C;sH,0; (calculado 234,15 g/mol). Los picos
significativos se observan a m/z 234 [M'], 219 (pico base) [M™ - CH;], 147 [M' -
CsH,,0], 129 [M" - CsH305] y 73 [M" - CoH»,0;]. El esquema de fragmentacion del

componente en mayor proporcion, muestra la estructura de la mayoria de dichos

fragmentos (Figura 59).
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Figura 58. Espectro de masas del 3, 5-diterbutil-4-hidroxibenzaldehido.
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Figura 59. Patron de fragmentacion del 3, 5-diterbutil-4-hidroxibenzaldehido.
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Obtencion del 3, 5-diterbutil-4-hidroxiacetofenona (D)

Este constituyente, se observo a un tiempo de retencion de 12,3170 minutos. El
espectro de masas de este compuesto (Figura 60), mostro el i6n molecular a m/z 248
correspondiente a la férmula molecular C;sH»40, (calculado 248,1592 g/mol). Los picos
significativos se observan a m/z 248 [M'], 233 (pico base) [M'" - CH;], 205 [M" -
COCH3], 115 [M" - CgH,0] y 91 [M" - CioH0]. Su esquema de fragmentacion

muestra la estructura de la mayoria de dichos fragmentos (Figura 61).
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Figura 60. Espectro de masas del 3, 5-diterbutil-4-hidroxiacetofenona.
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Figura 61. Patron de fragmentacion del 3, 5-diterbutil-4-hidroxiacetofenona.
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Obtencion del acido 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico (E)

Este constituyente, se observo a un tiempo de retencion de 15,1330 minutos y es
uno de los minoritarios de la subfraccion. El espectro de masas de este compuesto
(Figura 62), evidencié el i6n molecular a m/z 178 correspondiente a la formula
molecular C;oH;¢O3 (calculado 178,0780 g/mol). Los picos significativos se observan a
m/z 178 (pico base) [M'], 161 [M" - OH], 133 [M" - CO,H], 73 [M" - C¢Hs0] y 91 [M"
- CsH70;]. Su esquema de fragmentacion muestra la estructura de la mayoria de dichos

fragmentos (Figura 63).

El 4cido 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico, es un compuesto al cual se le ha
comprobado actividad antimicrobial frente a las cepas Escherichia coli y Candida
albicans [47].

Abundancia
relativa

100% =

50% —

161

25% — a1

133

o Ll s Lt

50 100 150 200 ™2

Figura 62. Espectro de masas del 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico.
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Figura 63. Patron de fragmentacion del 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico.
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CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohélico de la corteza (tallo) de la planta Vismia cayennensis

exhibi6 una actividad antibacteriana sobre las cepas de Escherichia coli y Shigella sp.

Las fracciones de acetona, metanol y agua revelaron una inhibiciéon moderada del

microorganismo Shigella sp.

Mediante las pruebas fitoquimicas, se evidencié la presencia de flavonoides en
EHP y en las fracciones de hexano, cloroformo y metanol; saponinas en las fracciones
de acetona y metanol; triterpenos y/o esteroles en las fracciones de acetona y

cloroformo; y antraquinonas tan solo en la fraccion aceténica.

Los ensayos de citotoxicidad, revelaron que las fracciones solubles poseen una
baja citotoxicidad (25%) hasta concentraciones menores o iguales a 10 pg/ml. La
fraccion de cloroformo presentd 50% de citotoxicidad a concentraciones iguales o
mayores a 100 pg/ml. La fraccion de hexano por su parte, exhibi6 una actividad

citotoxica de aproximadamente 80%, a concentraciones iguales o mayores a 30 pg/ml.

Los ensayos antiinflamatorios realizados a las fracciones solubles, revelaron que la
fraccion de cloroformo exhibié una inhibicion moderada de la produccién de 6xido

nitrico en comparacion con el control.
A partir del fraccionamiento cromatografico sucesivo de la FSC del EHP, se logro

aislar un nuevo metabolito, el cual es un derivado hidroxilico de un triterpeno

pentaciclico con esqueleto tipo tetrahimano.
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Al compuesto nuevo aislado se le ensayo citotoxicidad y resultd no ser citotoxico.
Este resultado es satisfactorio, debido a que permite poder experimentar este compuesto

con ensayos antiinflamatorios.

La subfraccion Bj;, de la fraccion soluble en cloroformo, presentdé en mayor
proporcion los compuestos identificados como: 2, 4-bis (1,1-dimetiletil) fenol y el éster

dietilico del acido 1, 2-bencenodicarboxilico.

La subfraccion Cj; de la fraccion soluble en acetona, presentd en mayor
proporcion los compuestos identificados como: 1, 4-diona-2, 6-bis(1,1-dimetiletil)-2, 5-
ciclohexadieno; 1S, 4R, 7R, 11R-1, 3, 4, 7-tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,4)]undec-2-en-8-
ona; el 3, 5-diterbutil-4-hidroxibenzaldehido; 3, 5-diterbutil-4-hidroxiacetofenona y

acido 3-(4-metoxifenil)-2-propenoico.
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