UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

ACTIVIDAD BIOLQGICA Y ANALISIS QUIMICO DE EXTRACTOS
ORGANICOS DE Chrysophyllum caimito L
(Modalidad: Investigacion)

JOSE ANTONIO SALAZAR MARIN

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OPTAR AL TITULO DE LICENCIADO EN QUIMICA

CUMANA, 2011



ACTIVIDAD BIOLQGICA Y ANALISIS QUIMICO DE EXTRACTOS
ORGANICOS DE Chrysophyllum caimito L

APROBADO POR:

/ ucw‘/wz\

J F " N
Prof. Hernando Herrera, M.Sc.
Asesor

D ok é

Jurado




INDICE GENERAL

DEDICATORIA ..ot e e e et e e et e e st e e snae e e nnaaeenneeas i
AGRADECIMIENTOS ..ottt i
LISTADE TABLAS ..ottt sttt ans iii
LISTA DE FIGURAS ...ttt nnn e \Y,
RESUMEN . ... e e e s e et e e e sne e e e sraeeanneeeanns \
INTRODUGCCION .....ooiaiiireieeseeseeesesesesssssssesss st essasssesssssassssssesssssessnness 1
METODOLOGIA .....cooiietieie ettt 15
Obtencidn del material Vegetal...........cocovviiiiiiiiiiieice e 15
Obtencion de los extractos del material vegetal............ccooviieiiiiiiciiiee 16
ANALISIS QUIMICO ..vvveiiice ettt e e e nae e e nnees 17
AICAIOIARS. ... bbb 18
SAPONINGS ...ttt sttt ettt et et e b e e b e s b et ne e re e b e 18
EStEroles Y trteIPENOS .......oiuiriiiieeee e 18
TaniNOS Y POHTENOIES ......eeviieieciee e 19
FIAVONOIUES ...ttt 19
ANITAQUINONAS ...ttt ettt te e st s et e e te e s e ane e beensesaeesteaneesseesaeeneenneas 19
GliCOSIAOS CIANOYENICOS. ... cvveieieeieeieeieeieie ettt se ettt re s enens 20
ACtiVIdad DIOIOGICA .......eoveieiiiiiiee e 20
Actividad antiDaCteriana...........coouvieieieriie e 21
TOXICIAAA ...ttt st b b benreas 22
Actividad antiflngiCa.........ccocviiiiiiiieieee e 22
Obtencion de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L .................. 23
Fracionamiento de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L.......... 24

Fraccionamiento de la fraccion once (f11) proveniente de la fraccion de
flavonoides Chrysophyllum caimito L .........ccoocviiiiiiiiiiiiiee e 25
Fraccionamiento por cromatografia descendente...........ccocevevrenencieicieneicce e 26



Caracterizacion de estructura de 10S COMPUESLOS QUIMICOS ......ccvervvervverieeierieennn, 28

Resonancia magneética NUCIEA .............cceoveiieiiiie e 28
Resonancia magnética nuclear (RIMN) ........cooviiiiiiiiniene e 28
ESPECtrOmMetria 8 MASAS........coeveirierieeeesie et 29
RESULTADOS Y DISCUSION .....ooviieieeieeieceeee e seses st 30
Rendimiento de los extractos en n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol
de semilas y hojas de Chrysophyllum caimito L........ccccovveniiinniinncne e, 30
ANALISIS QUIMICO ...ttt 31
SAPONINGS ....veeveeieeie e e et e e e s e sre e et este et e saeesteeseesreebeareenneenreeneeareere e 31
ESERIOIES ...ttt 31
FIAVONOIUES ... et 31
TANINOS ..ttt et e st et e et e e st e ete e s teene e et e e aeeneeareenteeneenne s 32
POITENOIES. ... e 33
GlicOSIAOS CIANOGENICOS. ... ....viiveeieeiecieesie e sre e be e sre e re e 33
ACtiVIdad DIOIOQICA ... c..oveieieciice e 33
Actividad antiDaCteriana.........c.ocvveieiieriiiese e 34
TOXICIAA ... bbbttt b nre s 35
Actividad antiflingiCa.........ccoveiiiieie e 37

Actividad antibacteriana de la fraccién de flavonoides de Chrysophyllum caimito
L ettt — R E et R et et e R e Rt e R e e R et et e neere e e e re et nr et 39
Actividad antibacteriana de las fracciones provenientes de la fraccion de
flavonoides de Chrysophyllum caimito L ........ccoevveiieieiiescce e 41
Actividad antibacteriana de las fracciones derivadas de la fraccion F;; proveniente
de la fraccion de flavonoides Chrysophyllum caimito L.........cccoceviviviiiiiciieinnnen, 42

Fracciones significativas obtenidas en el fraccionamiento de la fraccion de

flavonoides de Chrysophyllum caimito L. .......cccocovvevinieiieie e 43
ANALISIS ESPECLIAL ... e 45
ESpPectrometria 08 MAaSAS........ccciviieieieieie ettt 45

[ oot (o] A TN T Y TP TE R TR 45



FracCion FLL.A. L. L ..ottt e e e eeeeeas 48

Analisis del espectro de RMN-1H de la fraccion F11.4.1.1.1 ..........cccvveneee. 48
Analisis por espectrometria de masas de la fraccion F11.4.1.1.1 ................... 49
CONCLUSIONES ......ooitiiict ettt e r e a e ne s 52
BIBLIOGRAFIA ...ttt 53
APENDICES......ccoi ettt sttt nenae e ens 60

HOJA DE METADATOS ... 66



DEDICATORIA

A Dios, por ser mi guia y fortaleza en cada paso de mi vida.

A mis padres, mil gracias por su amor, apoyo y motivacion para culminar esta

carrera; siendo ésta una recompensa a su esfuerzo y confianza.

A mi abuela Vicenta, gracias por su amor y cuidados en mi infancia.

A mis hermanas, Marcelys, Rosa, Ysolena e Ysolanda.

T A la memoria de José Maria y Pablo Antonio, vivos en mi corazén y por la

proteccion que me brindan desde el cielo. Q.E.P.D.

A mi compariera, Oralis por el amor, comprension y ayuda que me ha brindado

en todo momento.

A mi hijo, José Esteban, quien con su inocencia y ternura me llena de felicidad.

A mi suegra, por ser una en un millén.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, Cumana.

Al Departamento de Quimica.

Al Profesor Hernando Herrera, por asesorarme.

Al Dr. William Henriquez, por su invaluable ayuda.

Al Dr. Oscar Crescente por su ensefianza.

A la Dra. Maj Britt Mostue, por siempre darme animo.

A la Dra. Leonor Brito, por su amistad y aporte brindado en la realizacién del

presente trabajo.

A la profesora Shailili Moreno, por el aporte dado en la realizacion de los
espectros. A mis grandes amigos, Enfred, Daniel, Bucarito, Sucre, Manuel, Alexander

y Wiadimir.

Al grupo de profesores y técnicos del Departamento de Quimica, por ensefiarme
que aprender es una aventura interminable y maravillosa que permite que el hombre

triunfe sobre las amenazas de su existencia.



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas para medir el efecto antibacteriano.................. 21
Tabla 2. Cepas de hongos utilizadas para evaluar la actividad antifungica, ............... 23

Tabla 3. Fraccionamiento de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L.

Tabla 4.- Fraccionamiento de la fraccion activa (Fu) proveniente de la fraccion de
flavonoides de Chrysophyllum caimito L. .......cccccooviiiiiii i 26
Tabla 5. Rendimientos de los extractos en n-hexano cloroformo, acetato de etilo..... 30
metanol de semilla y hojas de Chrysophyllum caimito L. ........cccoovviiiiiniiiiiieneen, 30
Tabla 6 Analisis fitoquimico de los extractos de semillas y hojas cloroformo, acetato
de etilo y metanol en n-hexano, de Chrysophyllum Caimito L...........cc.ccccevvevivinenenn, 32
Tabla 7. Actividad antibacteriana de los extractos de semillas y hojas en n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophylium caimito L.............ccccoeuee. 35
Tabla 8. Nimero de individuos muertos y CL50 de los extractos de semillas y hojas
en nhexano, cloroformo, acetato de etilo y metano! de Chrysophyllum caimito L. ... 37
Tabla 9. Actividad antifingica de los extractos de semillas y hojas en n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophyllum caimito L.............ccccoeuee. 39
Tabla 10. Efecto antibacteriano de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum
(07 111111 01 TSP PSPPI 40
Tabla 11. Efecto antibacteriano de las fracciones derivadas de la fraccion de
flavonoides de Chrisophyllum Caimito L. .........ccocoviiiniiiiiiieeese e 41
Tabla 12. Actividad antibacteriana de las fracciones provenientes de la fraccion activa
(Fu) derivadas de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L................ 43
Tabla 13. Fracciones significativas obtenidas en el fraccionamiento de la fraccién de
flavonoides de Chrysophyllum caimito L. .........cccoooiiiiiiiiiiiic e 44
Tabla 14 sefales del espectro de RMN-"H de la fraccion F114111 ...........cccceeveeneee. 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura base de un flavonoide...........cccccveveiieiieic e 9
Figura 2. 5,7,4’-tribidroXi-flavona. ...........cccooe i 9
Figura 3. 5,7,4’-trinidroXi-flavanona. ............coceieiiniinie s 10
Figura 4. 5,7,4-trinidroXi-antocianiding. ...........ccoovveresiiriieerese e 10
Figura 5. 5,7,4’-trinidroXi-iSOflavonas. ...........ccceveiieiiieic e 11
Figura 6. Mecanismo antioxidante de los compuestos fendlicos. ...........ccccceeeierinnen. 12

Figura 7 Caracteristicas estructurales de flavonoides con actividad atrapadora de

FAAICAIES THOTES. ... et eas 14
Figura 8. Chrysophyllum Caimito L........ccccoveiviiiiieee e 15
Figura 9. Lugar de recoleccion de la especie Crysophillum caimito L....................... 16

Figura 10. Esquema de obtencion de los extractos crudos de semillas y hojas en
nhexano, cloroformo, acetato de etilo y metano 1 de Chrysophyllum caimito L. ...... 17
Figura 11. Esquema de obtencion de la fraccion de flavonoides a partir del extracto 24
metanolico de las hojas de Chrysophyllum caimito L. .........cccocvevviieiicicic e 24

Figura 12. Esquema del fraccionamiento de la fraccion de flavonoides de

ChrysophyHTum CRIMITO L. ........oiiiiiiiieiece e 27
Figura 13. Espectro de masas [M-I] de la fraccion F11.31.........cccccevvvveveiievnenenne, 46
Figura 14. 5,7,3,’4’ -tetrahidroxi-3-O-a-L-ramnopiramnosil-fla\VOfla (quercitrina). 46
Figura 15. Espectro de MS/MS del ion molecular con m/z 446,96. .........ccccccoceevueenee. 47
Figura 16. Patron de fragmentacion sugerido para el ion molecular de 446,96 miz... 48
observado en el espectro MS/MS de la fraccion F1 1.3.1.....c.cccevvevviieieernciecee, 48

Figura 17. Patrén de fragmentacion sugerido para el ion molecular de 462,88 miz...51
observado en el espectro MS/MS de la fraccion F1 1.4.1.1.1......cccccoooiiieinciccinenen, 51
Figura 18. 5,7,3° 4 5 -pentahidroxi-3-O-cL-L-ramnopiramnosil-flavona

(L= oL [T ) SRS R 51



RESUMEN

Se evalud la actividad antibacteriana, antifingica y letalidad de los extractos en
n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol de los érganos (semillas y hojas) de
Chrysophyllum Caimito L, donde el extracto en metanol de las hojas (D) fue el mas
eficiente inhibiendo el crecimiento de: E. coli, E. cloacae, A. calcoaceticus, E.
faecalis, B. subtilis, M luteus, S. aureus y P. aeruginosa, con halos que variaron desde
12 cm hasta 16 cm. Ademas, mostré actividad antiflgica frente a Mucor sp (16 cm de
didmetro de inhibicion) y Curvularia lunata (16 cm de diametro de inhibicién), y
presento toxicidad frente el crustaceo Artemia salina, con un CL50 de 6,78 mg/ml. Se
realizd un estudio quimico a los distintos extractos, donde el extracto metandlico de
las hojas presentd un mayor contenido de metabolitos secundarios, entre los cuales
estdn la familia de: saponinas, flavonoides, taninos, polifenoles y glicosidos
cianogénicos. La fraccion de flavonoides (I) mostré actividad antibacteriana frente
todas las bacterias antes mencionadas. Se logré obtener las fracciones Fi131 Y
Fi14111 siendo estas caracterizadas parcialmente por espectrometria de masas y
espectrscopia de RMN-'H sugiriendo los compuestos mayoritarios de las fracciones
F11.3.1 y Fl11.4.1.1.1: 5,7,3,’4 -tetrahidroxi-3-O-a-L-ramnopiramnosil-flavona
(quercitrina) y 5,7,3’4’ 5’-pentahidroxi-3-O-a-L-ramnopiraninosil-flavona

(mericitrina) respectivamente.

Palabras o Frases Claves:



INTRODUCCION

Entre las méas antiguas actividades del ser humano esta el estudio de plantas y
animales, en particular como fuentes de alimento. Desde tiempos atras el hombre se
vio en la necesidad de hacer la distincidn entre aquellas plantas que eran venenosas y
las que no lo eran, adquiriendo asi un amplio conocimiento sobre aquellas que
poseian propiedades medicinales, que fue transmitiendo a través del tiempo al
principio en forma verbal y luego por medio de la escritura. Sin duda alguna, en el
reino vegetal existen muchas especies de plantas que contienen sustancias de gran

importancia para la medicina y que adn estan por descubrir [1].

Los productos de origen natural pueden ser renovables o no renovables, siendo
los primeros todos aquellos que se obtienen del metabolismo de las plantas, los
microorganismos y los organismos marinos. El estudio quimico de los productos
naturales renovables, provenientes de un metabolismo, en general, es conocido como
metabolismo primario que produce compuestos como carbohidratos, aminoacidos,

lipidos, glicéridos, acidos nucleidos, los cuales, son objeto de estudio en bioquimica.

El estudio de las sustancias provenientes de un metabolismo especializado que
transforma los metabolismos primarios, es el que corresponde a lo que se ha llamado
quimica de los metabolitos secundarios y es a la que se hace referencia cuando se
habla de productos naturales. La fitoquimica, que estudia los productos de los
metabolismos especializados de las plantas, ha sido una de las areas de la quimica de
mayor desarrollo en los ultimos afios, dada su importancia en la solucion de

problemas de salud de la humanidad [1].



Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados por las
plantas para realizar determinadas funciones, dispersion de semillas, defensa frente a
determinadas agresiones o la captacién de los insectos polinizadores, son un elemento
importante y necesario ya que en el reino vegetal representan una ventaja
competitiva. Cada familia de plantas utiliza precursores quimicos comunes
originando diferentes resultados. También son importantes para los humanos, pues
presentan incontables aplicaciones en los campos de la farmacologia, la industria
agricola o la industria cosmética. Sin duda las plantas son una fuente para multitud de
aplicaciones que utiliza un 80% de la poblacion mundial. Los metabolitos
secundarios, sin embargo, se extraen de una forma muy limitada y la demanda es tal
que, ademas de contribuir a que se encarezcan, también se contribuye a la posible

extincion de los metabolitos secundarios [2].

Desde la antigiiedad el hombre ha utilizado las plantas, tanto crudas, como en
sus distintas formas de preparacion, tales como infusién, decoccion, tinturas, jarabes,
zumos, cataplasmas,... En el siglo XVIII, se dieron los primeros pasos en la
purificacién de productos naturales, sin embargo, la mayoria de ellos permanecieron
como mezcla. So6lo hasta fines del siglo XIX los quimicos aislaron, en forma
relativamente pura, los principios activos presentes en esos extractos brutos. La
determinacion de la estructura de estos compuestos llevd muchos afios de
investigacion, dada la complejidad de la metodologia utilizada (degradacion e
identificacion de los productos). Esto hizo que el tiempo transcurrido entre el
aislamiento de un compuesto nuevo y su determinacién estructural fuese bastante
grande. Por ejemplo, la quinina se aislé por primera vez en 1820 y su estructura sélo
fue determinada hasta 1907. Con la introduccién de nuevos métodos de analisis, estas
diferencias de tiempos se redujeron y asi, por ejemplo, la penicilina se aislé en 1942,

para el afio de 1946 se conocia su estructura y en 1957 se podia sintetizar [1].



Durante el desarrollo de la quimica de los productos naturales, se aislaron,
identificaron y sintetizaron muchos compuestos y esto contribuyé al enriquecimiento
de la quimica organica con nuevos conceptos (isomeria 6ptica) y métodos de trabajos
(andlisis espectroscopicos, sintesis organica,...). El desarrollo alcanzado después de la
segunda guerra mundial, en los Ilamados meétodos de analisis, tales como
espectroscopias, ultravioleta e infrarrojo, espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear y diferentes técnicas de cromatografia, facilitaron el enorme
trabajo de aislamiento y elucidacién de estructuras y aumentando asi la velocidad de

analisis de los productos naturales [1,2].

Es asi como se estudian los productos naturales vegetales como posibles fuentes
de compuestos biolégicamente activos con potencial uso como agentes
antimicrobianos y herbicidas, mediante el fraccionamiento por métodos flsicos de los
extractos de las plantas y posterior aislamiento e identificacion de los componentes
responsables de las actividades bioldgicas buscadas a través de un seguimiento de la
actividad bioldgica durante el estudio. Por otra parte, se estudian métodos para lograr

el control de calidad de drogas de origen vegetal [2].

Actualmente, el estudio de los productos naturales estd dado, principalmente,
por tres factores que no se contraponen ni se jerarquizan, sino que, marcan las
diferentes estrategias que puedan emplear para aproximarse al conocimiento de esta
area. Asi, desde el punto vista estructural, los productos naturales suponen retos
importantes para la aplicacion de estrategias analiticas que permitan dilucidar su
estructura quimica. Por otro lado, la actividad bioldgica presentada por muchos
metabolitos secundarios y sus derivados los hacen sumamente atractivos en la
busqueda y desarrollo de nuevos farmacos [2,3]. Del mismo modo, la actividad
bioldgica en las investigaciones fitoquimicas se evallan con ensayos para detectar los

efectos antibacterianos, toxicos, antifungicos, entre otros [4-6].



Concretamente, los métodos de difusion se basan en la distribucién homogénea
del antibidtico, extracto, fraccion y/o compuesto sobre los medios sélidos de cultivo.
En términos generales los antibidticos, extractos, fracciones y/o compuestos se
impregnan en discos de papel que se colocan sobre placas de medio de cultivo en las
que previamente se ha extendido la cepa bacteriana que se considera. Tanto la
cantidad de antibidtico como el nimero de bacterias (in6culo) deben controlarse
cuidadosamente. El antibidtico, extracto, fraccion y/o compuesto difunde por el agar,
creando un gradiente de concentracion decreciente segun se aleja del disco. La
bacteria, si resulta susceptible, no crece en las inmediaciones del disco y forma un
halo de inhibicién. Dicho halo es mas grande cuanto mayor es el grado de
sensibilidad de la cepa al antimicrobiano. Esta técnica, denominada de disco-difusion
es facil de realizar, barata, aceptada por los organismos de estandarizacion y abierta,
en el sentido que permite analizar cualquier microorganismo y cualquier antibidtico.
Incluso, puede aplicarse directamente sobre muestras clinicas en infecciones graves
como la meningitis. Los discos con antibiotico, extracto, fraccion y/o compuesto

deben conservarse en frio [7].

El in6culo para sembrar las placas suele ajustarse por turbidez y debe
corresponder con el nivel 0,5 en la escala de McFarland. Tras la incubacion, se miden
los didametros de los halos de inhibicidn y se interpretan los resultados con ayuda de
los puntos de corte establecidos internacionalmente para cada microorganismo y para

cada antibidtico, extracto, fraccion y/o compuesto [7].

Para la correcta realizacion e interpretacion de las técnicas de antibiograma

deben considerarse los siguientes factores:

El numero de microorganismos aplicados en el ensayo debe reproducir lo mas

posible las condiciones en el extracto, fracciébn y/o compuesto. El indculo



estandarizado es de 108 células/mi, aproximadamente. Indculos mayores 0 menores

pueden derivar en falsos niveles de resistencia o sensibilidad [7].

El medio de cultivo Mueller-Hinton es el estandarizado para los métodos de
antibiograma. Se dispone en forma liquida y sélida, en funcion de los requerimientos

del microorganismo [7].

Antibidtico, extracto, fraccion y/o compuesto. Ha de tener la concentracién
previamente establecida. Debe conservarse en buenas condiciones. Si pierde actividad

cepas sensibles pueden informarse como resistentes [7].

Incubacion. Las cepas bacterianas son estandarizadas a 37°C y 20-24 h en
atmosfera aerobia o rica en CO, segun el microorganismo. Ademas, el crecimiento
bacteriano sigue tres fases. Cuando una poblacién bacteriana se encuentra en un
nuevo ambiente con elevada concentracion de nutrientes que le permite crecer
necesita un periodo de adaptacion a dicho ambiente. Esta primera fase se denomina
fase de adaptacion o fase lag y conlleva un lento crecimiento, donde las células se
preparan para comenzar un rapido crecimiento, y una elevada tasa de biosintesis de
las proteinas necesarias para ello, como ribosomas, proteinas de membrana,... [7, 8].
La segunda fase de crecimiento se denomina fase exponencial, ya que se caracteriza
por el crecimiento exponencial de las células. La velocidad de crecimiento durante
esta fase se conoce como la tasa de crecimiento k y el tiempo que tarda cada célula en
dividirse como el tiempo de generacién g. Durante esta fase, los nutrientes son
metabolizados a la maxima velocidad posible, hasta que dichos nutrientes se agoten,
dando paso a la siguiente fase. La ultima fase de crecimiento se denomina fase
estacionaria y se produce como consecuencia del agotamiento de los nutrientes en el
medio. En esta fase, las células reducen drasticamente su actividad metabdlica y
comienzan a utilizar como fuente energética aquellas proteinas celulares no

esenciales. La fase estacionaria es un periodo de transicién desde el rapido



crecimiento a un estado de respuesta a estrés, en el cual se activa la expresion de
genes involucrados en la reparacion del ADN, en el metabolismo antioxidante y en el

transporte de nutrientes [9].

La identificacion de bacterias en el laboratorio es particularmente relevante en
medicina, donde la determinacion de la especie causante de una infeccion es crucial a
la hora de aplicar un correcto tratamiento. Por ello, la necesidad de identificar a los
patdgenos humanos ha dado lugar a un potente desarrollo de técnicas para la
identificacion de bacterias. La técnica de tincion de membranas de bacterias de Gram,
desarrollada por Hans Christian Gram en 1884 [10]. Ha supuesto un antes y un
después en el campo de la medicina, y consiste en tefiir con tintes especificos diversas
muestras de bacterias en un portaobjetos para saber si se han tefiido o no con dicho
tinte [11].

Una vez que se han adicionado los tintes especificos en las muestras, y se han
lavado la muestras pasados unos minutos para evitar confusiones, hay que limpiarlas
con unas gotas de alcohol etilico. La funcién del alcohol es la de eliminar el tinte de
las bacterias, y es aqui donde se reconocen las bacterias que se han tomado: si la
bacteria conserva el tinte, es una Gram positiva, las cuales poseen una pared mas
gruesa constituida por varias decenas de capas de diversos componentes proteicos; en
el caso de que el tinte no se mantenga, la bacteria es una Gram negativa, la cual posee
una pared de una composiciéon diferente. La funcion bioldgica que posee ésta técnica
es la de fabricar antibidticos especificos para esas bacterias. Esta tincion es empleada
en microbiologia para la visualizacion de bacterias en muestras clinicas. También se
emplea como primer paso en la distincion de diferentes especies de bacterias [11].
Considerandose bacterias Gram positivas a aquellas que se tornan de color violeta y

Gram negativas a las que se toman de color rojo o rosado [12- 15].



La evaluacion de sustancias bioactivas o de condiciones ecotoxicas requiere de
la medicion de una multiplicidad de parametros que se deben tomar de manera y en
cantidad suficiente que permitan extraer conclusiones a través de un analisis
estadistico correcto. En términos generales, un bioensayo puede ser definido como
cualquier prueba que involucra organismos Vvivos; a su vez se puede sefialar como
cualquier método por medio del cual alguna probabilidad de una sustancia o material,
es medida en términos de la respuesta bioldgica que produce [16]. Los datos
obtenidos de un bioensayo no pueden ser analizados con la metodologia estadistica
tradicional que se usa en los ensayos de campo, sino que se debe utilizar lo que se
Ilama estadistica cuantal, la cual se caracteriza por la respuesta a un estimulo de n
unidades experimentales, donde r unidades responden y n - r no lo hacen. El principal
objetivo de este tipo de analisis es evaluar el nivel de estimulo que es necesario para
obtener una respuesta en un grupo de individuos de la poblacidon. El nivel de estimulo
que causa una respuesta en el 50% de los individuos de una poblacion bajo estudio es
un importante parametro de caracterizacion, denotado como DL50 por dosis letal
media (o DE5O por dosis efectiva media, CL50 por concentracion letal media, CE50
por concentracion efectiva media y Ltm por limite de tolerancia media). El periodo de
tiempo durante el cual se expone el estimulo debe ser especificado, por ejemplo, 24

horas DL50, esto con el fin comparar y estimar la potencia relativa del estimulo [17].

En la actualidad, no se pueden ignorar los avances de la ciencia y la tecnologia
en materia de salud, ya que muchas son las enfermedades que se pudieron controlar e
incluso erradicar a través de métodos diagnosticos cada vez mas precisos Yy
sofisticados, junto con el desarrollo de vacunas y novedosas drogas de sintesis. Sin
embargo, un gran nimero de padecimientos contindan aquejando al hombre, en
especial aquellos de curso cronico (cancer, artrosis, asma bronquial, depresion,
psoriasis,...) 0 las que comprometen al sistema inmunologico (enfermedades virales,
resistencia a los antibioticos, sida,...). Tampoco se pueden dejar de lado las reacciones
adversas, toxicas y los efectos secundarios generados por las drogas de sintesis, lo



cual, lejos de desdefiarlas, advierte que su empleo no esta exento de riesgos, debiendo
con ellas actuar en el momento oportuno y con el paciente adecuado. En el preciso
caso de las enfermedades cronicas es donde muchas de estas drogas de sintesis no
cumplen con los objetivos preestablecidos, y por contraposicion, los
fitomedicamentos se erigen una alternativa altamente positiva y con menores

“secundarismos” o efectos adversos [18].

Desde tiempos remotos el hombre hizo uso de las plantas con fines alimenticios
y medicinales, aprendiendo primero del comportamiento de los animales y luego a
través de su propio instinto, generado en base al método del acierto y el error
(conocimiento empirico). De esta manera supo distinguir entre especies beneficiosas
y dafiinas, constituyendo el primer escalon en la extensa historia de la fitoterapia [18].
Para toda persona, indistintamente de su profesion u oficio, no hay duda de que las
plantas son importantes para la vida, debido a que son capaces de producir sustancias
denominadas metabolitos secundarios que son beneficiosas para la salud; dentro de
estas sustancias se encuentran los flavonoides, compuestos quimicos de origen
botanico con variada actividad bioldgica y que fueron bautizados asi porque los
primeros aislados fueron de coloracion amarilla. Los flavonoides comprenden un
grupo de sustancias naturales que tienen estructuras fendlicas variables. Para los
quimicos, los flavonoides tienen una estructura muy definida, como se muestra en la
figura 1. Puede observarse que, de manera general, son moléculas que tienen dos
anillos bencénicos (aromaticos) unidos a través de una cadena de atomos de carbonos,
puesto que cada anillo bencénico tiene seis (6) atomos de carbonos, los autores los
denominan simplemente como compuestos CgC3Ce. Dentro de este grupo se

encuentran: flavanonas, flavonas, antocianidinas e isoflavonas, entre otros [18-20].



Figura 1. Estructura base de un flavonoide

Los flavonoides se encuentran principalmente en frutas, vegetales, granos y
algunas bebidas como el vino y el té. Los niveles de flavonoides en los alimentos
procesados son alrededor de 50% menos de lo que se encuentran en los mismos

alimentos frescos [18,20].

Las flavonas (figura 2) se caracterizan por tener una estructura plana debido a
un doble enlace en el anillo central. Dentro de esta clase estan: campferol., miricetina.
crisma, rutina y quercetina, siendo esta ultima una de las mas importantes,
encontrandose en importantes cantidades en la cebolla, manzanas, brdcoll, tomates y
papas [18,21].

OH

HO

OH (o]

Figura 2. 5,7,4’-tribidroxi-flavona.

Entre las flavanonas (figura 3) estan; narangina (responsables del sabor amargo
de las toronjas), narigenina, flsetina, hesperetina, entre otras. Esta clase de



flavonoides se encuentra principalmente en las frutas citricas, incluyendo su corteza
[18,22].

OH

HO 0
/
i
\\
HO o

Figura 3. 5,7,4’-trihidroxi-fiavanona.

Los flavonoides también son responsables del color que toman algunas frutas y
vegetales, ya que comprenden una serie de pigmentos (antocianinas y antoxiantinas),
los cuales son solubles en agua [18, 22-24].

Las antocianidinas (figura 4) se forman a partir de las antocianinas, debido al
residuo de azlcar de dicha antocianina. Se encuentran principalmente en el vino rojo,
uvas rojas y negras [22-24].

OH

S

|
+ |
o)
HO N Z
‘ -8
HO

Figura 4. 5,7,4-trihidroxi-antocianidina.

Las antocianinas pueden ser rojas, purpuras o azules; el color dependera de los
grupos que se unan a su estructura basica y a la posicién del carbono al que estos se
unan. Al aumentar el nimero de hidroxilos, el color cambiara de rojo a azul, dando

lugar a varios pigmentos entre los que estan: pelargonidina, cianidina, delfmidina,
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malvidina. Se encuentran principalmente en cerezas, uvas, fresa, té y cascaras de
frutas oscuras [18, 22, 23].

Dentro de los flavonoides también se encuentran las isofiavonas (figura 5), las
cuales estan dentro de un grupo llamado fitoestrogenos (estrégeno vegetal), el cual es
el nombre genérico usado para definir compuestos que no son esteroidales. Los
fitoestrdgenos més comunes son: lignanos, coumestanos e isoflavonas, siendo estos
ultimos los méas potentes y los que han despertado mayor interés de investigacion
[25]. Las caracteristicas comunes entre los fitoestrogenos es la presencia de un anillo
fenolico, el cual les permite ligarse a los receptores de estrogeno, produciendo una

actividad estrogénica débil en comparacion con la del estrogeno estradiol [26].

Ademas, es importante mencionar que los estrogenos tienen dos efectos
opuestos para el cancer, dependiendo de la dosis; grandes dosis inhiben el desarrollo
de tumores que producen tumores de seno, mientras que pequefias dosis promueven el
crecimiento de tumores. Estos efectos también se aplican para los fitoestrdgenos o
isoflavonas, es decir, las isoflavonas pueden estimular o inhibir el crecimiento de

tumores [27].

Figura 5. 5,7,4’-trihidroxi-isoflavonas.

Las isoflavonas se encuentran casi exclusivamente en el frijol de soya y las mas

importantes y estudiadas son la genisteina y la daidzeina [22, 25, 28-31].
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A lo largo de los afios un gran numero de estudios han sugerido que el consumo
de frutas, verduras, granos, hierbas y otros alimentos pueden reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y el cancer, potencialmente atribuidos a compuestos
fendlicos [32]. Algunos compuestos fenolicos presentan capacidad antioxidante, los
antioxidantes presentes en las hierbas son principalmente compuestos acidos,

flavonoides y catequinas [33].

El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar
relacionado con la capacidad de quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar
radicales libres, aunque en ocasiones también pueden promover reacciones de
oxidacion in vifro. EI mecanismo mas estudiado ha sido la captacion de radicales
libres. Esta probabilidad depende de la estructura de la molécula; ya que, el principal
determinante es el ndmero y la localizacion de grnpos hidroxilos donadores de
electrones. Al ceder un electron al radical libre, la molécula se queda con un electron
desapareado, que se estabiliza gracias a la deslocalizacién de los dobles enlaces en el
anillo (figura 6) [34].

HO o] :’JI a
]| o + LOO- EOO’H J| 3 —— K\h _ m
F NF \\/ I\/

Figura 6. Mecanismo antioxidante de los compuestos fendlicos.

Los flavonoides son pigmentos vegetales que protegen a organismo del dafio
producido por agentes oxidantes, tales como los rayos ultravioleta, y la
contaminacion ambiental, entre otras. El organismo humano no puede producir estas
sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante alimentacion o
en forma de suplementos [35].
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La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de sus

propiedades quelantes de hierro y secuestradora de radicales libres [35-37]. La

inhibicién sobre determinadas oxidasas representa otro mecanismo a través de los

cuales los flavonoides ejercen su actividad antioxidante. Los flavonoides secuestran

aniones superoxidos (O,) y radicales hidroxilos (OH); también inhiben los efectos

degradativos provocados por el peréxido de hidrégeno (H20,) [38,39].

En el caso particular de los flavonoides, el estudio de la relacion estructura-

actividad es complicado, debido a la relativa complejidad de las moléculas. Alguna

de las caracteristicas estructurales que determinan la capacidad antioxidante se

presenta en la figura 7:

La posicion del grupo OH en el anillo B; en particular, una estructura orto-
dihidroxilo (grupo catecol) produce una elevada actividad, ya que confiere una
mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacién de los
electrones; actuando ademas como sitio de fijacion preferida para trazas de
metales [35, 40].

La presencia de grupos hidroxilos en la posicion 3’, 4’, 5’ del anillo B ha sido
reportada por incrementar la capacidad antioxidante, en comparacion con los
flavonoides que tienen un simple grupo hidroxilo, sin embargo bajo las mismas
condiciones, tales compuestos pueden actuar como prooxidantes, neutralizando el

efecto antioxidante [41].
Un doble enlace entre los carbonos C, y Cs, conjugado con el grupo 4-oxo, en el

anillo C [40,42]. La presencia adicional de grupos hidroxilos en posicion C-3y C-

5 incrementa la capacidad captadora de radicales libres de los flavonoides [43].
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- Un doble enlace entre el C-2 y C-3 combinado con 3-OH, en el anillo C,
incrementa también la capacidad captadora de radicales libres, como en el caso
del camferol [41]. Una sustitucion del grupo 3-OH produce un incremento del
angulo de torsién y una pérdida de coplanaridad y, subsecuentemente, una

reduccion de la actividad antioxidante [44].

Figura 7 Caracteristicas estructurales de flavonoides con actividad atrapadora de
radicales libres.

Numerosas investigaciones han descrito la importancia de las moléculas de origen
natura], que permiten demostrar los efectos terapéuticos de las plantas, entre ellas la
especie Chrysophyllum caimito L (figura 8); usada fitoterapéuticamente como
expectorante, antidiarréico, astringente, diurético y hemostatico; ademas, presenta
propiedades curativas en la papilomatosis canina [45-48]. En tal sentido, se propuso
evaluar la actividad bioldgica de extractos de semillas y hojas de Chrysophyllum

caimito L y determinar la presencia de compuestos responsables de tal actividad.
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METODOLOGIA

Obtencion del material vegetal

La especie estudiada (Chrysophyllum caimito L) fue recolectada en la localidad
de El Tigrito, estado Anzoategui. Posteriormente, se identifico en el Herbario
I.R.B.R. del Departamento de Biologia del Nucleo de Sucre de la Universidad de
Oriente. El material usado para la investigacion (semillas y hojas), fue llevado al
Laboratorio de Productos Naturales, Departamento de Quimica, de la misma
Universidad, donde se secd a temperatura ambiente y a la sombra para su posterior

trituracion y obtencidn de los diferentes extractos.

xl

Figura 8. Chrysophyllum caimito L.
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Figura 9. Lugar de recoleccion de la especie Crysophillum caimito L

Obtencion de los extractos del material vegetal

Una vez deshidratados los drganos (semillas y hojas), éstos fueron molidos o
triturados en un molino eléctrico, para su posterior extraccion sucesiva con n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol,, por varios dias, hasta su agotamiento.
Posteriormente, el solvente fue evaporado a presion reducida en un rotaevaporador

marca Buchi, modelo 461, a 35°C, obteniéndose los extractos crudos de cada érgano.
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Organo seco y molido

|

l

Filtracién por gravedad
Extraer con n-hexano
¥
Residuo vegetal l
- . Fase orgénica
Extraer con cloroformo iliracion d l
Rota evaporacion
Extracto en n-hexano
Residuo vegetal . x l
Filtracién por gravedad 3 i
Extraer con acetato de efilo Pmclmgmm
Rota evaporacion
Extracto en cloroformo
Residuo vegetal ¢
Filtracién por gravedad Fase orgénica
Extraer con metanol
| Rota evaporacién
i Extracto en acefato de efilo
Residno vegetal b Fase orgdnica -
Rota evapomcmn{ Extracto en metanol

Figura 10. Esquema de obtencion de los extractos crudos de semillas y hojas en
nhexano, cloroformo, acetato de etilo y metano 1 de Chrysophyllum caimito L.

Analisis quimico

El estudio quimico se efectud sobre los extractos en n-hexano, cloroférmo,
acetato de etilo y metano! de los 6rganos antes mencionados. La existencia o no de

alcaloides, saponinas, esteroles, triterpenos. flavonoides, antraquinonas, taninos,
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polifenoles y glicésidos cianogénicos se determind mediante la aplicacion de las

técnicas colorimétricas respectivas [49].

Alcaloides

El extracto crudo, casi seco, se retomé con HCI al 10% y se agitd con un
solvente inmiscible (diclorometano, cloroformo, acetato de etilo) y éste fue
posteriormente separado. La fase acuosa fue alcalinizada (con NaOH) y extraida con
un solvente inmiscible. Las tres fases fueron analizadas para alcaloides, por separado,
a través de la utilizacion de los reactivos de Meyer, Dragendorff y Wagner, lo que
permitié detectar la existencia de alcaloides basicos, débilmente basicos o sales
cuaternarias de amonio, respectivamente [50-53].

Saponinas

Esta familia de compuestos se detect6 agitando el extracto con agua destilada.
Una formacién de espuma consistente que dure por lo menos 15 minutos indicé su

posible existencia [50-53].

Esteroles y triterpenos

El extracto crudo se hidrolizé con HCI al 10%, el hidrolizado se concentré y se
extrajo con cloroformo. La fase organica se mezclé con el reactivo de Liebermann-
Burchard (1 ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo a 0°C), més unas gotas de
acido sulfarico concentrado. Si hay formacion cte una coloracion azul, verde, rojo...,

que cambia con el tiempo, confirma la presencia de esteroles o triterpenos 150-531.
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Taninos y polifenoles

Los compuestos fendlicos se detectaron al producir una coloracion parda en
presencia decloruro de hierro (1) al 1% en etanol. Para ello, el extracto total se
evapord hasta sequedad, fue retomado en agua y filtrado antes de la reaccion con
cloruro de hierro (111). Si los taninos estan presentes, se produce un precipitado al

tratar la solucién con gelatina al 1% en NaCl al 1% [50-53].

Flavonoides

a. Una vez que el crudo fue desgrasado con ii-hexano, se llevd hasta sequedad y se
tratdé con HCI concentrado, mas unas virutas de magnesio. La reaccion fue
positiva al producir una coloraciéon roja al dejar la muestra en reposo por unos 10-
20 minutos.

Una gota del extracto desgrasado es absorbida en un papel de filtro:

b. Se colocd en contacto con vapores de amoniaco, si se produce algin cambio de

color es evidente la presencia de fiavonoides.

c. Se rocia con una solucién de cloruro de aluminio al 1% en etanol; la aparicion de
una mancha fluorescente bajo la luz UV fue indicativo en la presencia de
flavonoides [50-53].

Antraquinonas

El crudo fue extraido con KOH (0,5 mol/l). Posteriormente, filtrado y

acidificado con acido acético y después agitado con benceno. Si la capa organica
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toma una coloracion roja al alcalizar con hidréxido de amonio, hay presencia de

antraquinonas [50-53].

Glicosidos cianogénicos

Al material fresco se le afiadieron unas gotas de cloroformo y se calentd entre
50y 70°C en un tubo cerrado, los vapores fueron puestos en contacto con un papel de
filtro impregnado con una solucion de &cido picrico al 1% en carbonato de sodio al
10%. Los compuestos cianogénicos se manifiestan con una coloracion roja sobre el

papel de filtro.

El tiempo de la reaccion es variable y pudiera tomar hasta dos horas [50-53].

Actividad bioldgica

Segln la Organizacion Mundial de la Salud, el 80% de la poblacion mundial
depende de forma directa o indirecta de las plantas medicinales para su atencion
primaria en salud [54]. La idea generalizada de una menor incidencia de efectos
secundarios, el costo accesible y una aparente efectividad en los tratamientos son,
entre otros, los factores que han influido en la creciente demanda de productos
naturales con fines medicinales. Por encima de estas consideraciones, el hecho de
constituir una fuente quimica tan vasta y diversa explica en buena parte el aporte

permanente de nuevos farmacos al arsenal terapéutico [55,56].
El efecto que ejercen los diferentes extractos crudos, fracciones y/o compuestos

aislados sobre los microorganismos (hongos y bacterias) y el crustaceo Artemia

salina, fue momtoreado por los siguientes bioensayos.
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Actividad antibacteriana

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales y productos naturales ha
revelado el potencial de las plantas superiores como fuentes de agentes anti-
infectivos, permitiendo de esta manera un avance al uso empirico de las especies

vegetales medicinales con una base cientifica [57].

La resistencia de las bacterias a los antibidticos se reconoce ampliamente como
una amenaza para el ejercicio medico en todo el mundo 158]. A pesar de estos
esfuerzos, muchas de estas entidades de salud publica han realizado para tratar de
disminuir dicha resistencia, ésta continda emergiendo y proliferando, como lo
demuestra la existente a multiples medicamentos de cepas bacterianas Gram
negativas y Gram positivas [58-60]. El efecto antibacteriano se comprobé mediante el
uso de las siguientes cepas bacterianas (tabla 1), existentes en el laboratorio de
Productos Naturales del Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente,
Ndcleo de Sucre.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas para medir el efecto antibacteriano

Bacteria ~ Origen Coloracién de Gram
Escherichia coli i A'[‘C('(?S‘)Ejl)m -
Enterobacter cloacae DAI(26951) -
Acinetobacter calcoaceticus ATCC(23055) -
Pseudomonas aeruginosa ATCC(27853) -
Bacillus subtilis ICTA(07) +
Micrococcus luteus Bioanalisis (33-8-10) !
Staphylococcus aureus IBE(DDC-19) +
Enterococcus faecalis WHO(14) +

El efecto antibacteriano en los extractos o fracciones sedetermind mediante la
técnica de difusion de agar o antibiograma, la cual consiste en imprégnar discos de

papel de filtro Whatman # 3 de 5 y 10 mm de diametro con 10 y 25 .il de la solucion
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o0 extracto (1 y 30 mg/ml) a probar. Luego, estos discos fueron colocados en placas de
Petri previamente servidas con agar Miiller-Hinton e inoculadas con suspension de las
cepas bacterianas a utilizar. Posteriormente, las placas fueron preincubadas a 5°C por
12 horas (para permitir la difusion del extracto en el agar) y luego incubadas a 37°C
(para permitir el crecimiento bacteriano), en una estufa eléctrica por 24 horas. Por
ultimo, el efecto antibaeteriano se midio con una regla tomando el diametro del halo

de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco.

Toxicidad

El efecto toxico de los extractos o fracciones se comprobd con el crustaceo
Artemia salina, para lo cual se prepard una solucién disolviendo 50 mg de extracto o
sustancia a ensayar en 0,5ml de agua o dimetilsulfoxido, segun sea la solubilidad,
completando hasta un volumen de 5ml con agua de mar bifiltrada, para si obtener una
solucién de 10 000 mg/ml. A partir de esta solucion madre se prepararon, por medio
de diluciones sucesivas, con agua de mar bifiltrada., soluciones de 1000, 100, 10, 1,
0,1, 0,01 mg/ml. Posteriormente, se afiadieron 10 organismos provenientes de quistes
eclosionados con 24 horas de anticipacion; para cada concentracion se realizaron
cuatro réplicas, ademas de un control con la mayor concentracién de solvente. Una
vez transcurridas las 24 horas, se determind la mortalidad de los organismos con la
ayuda de una lupa electrénica marca BAUSCH & LOMB. Por ultimo, con estos datos
de mortalidad se calculé la dosis letal efectiva (DL50) por medio de un programa de

analisis estadistico [6,61, 62].
Actividad antifingica
El efecto antifingico de los extractos o fracciones se determind mediante la

técnica de difusion de agar o antibiograma, por medio de la cual cepas de hongos se

incubaron por una semana a temperatura ambiente, en agar PDA inclinado.
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Posteriormente, se le afiadieron 10 ml de agua destilada, se agit0 y se filtré sobre gasa
estéril. La suspension esporangial se sembrd sobre capsulas de Petri, previamente
servidas con agar PDA. Finalmente, se colocaron los discos de papel de filtro
Whatman # 3 de IOmm de diametro con 25 tl de la solucion o extracto (30 mg/ml) a
ensayar; se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 48 horas, y se nudi6 con

una regla el didametro del halo de inhibicién alrededor del disco [7, 63-67].

La capacidad de inhibir fue comprobada mediante el uso de cepas de hongos
certificadas (tabla 2), pertenecientes a la coleccion americana de cultivos tipo
(ATCC) y cinco aislados de procesos patogenos y fitopatdgenos, proporcionadas por
el Laboratorio de Micologia del Departamento de Biologia, Universidad de Oriente,
Ndcleo de Sucre.

Tabla 2. Cepas de hongos utilizadas para evaluar la actividad antifungica,

Organismo _C_)nger; Clasificacion
_:’14,,,{:0,‘-",;'1'-,\" ~ Laboratoriode Micologia Fitopatégeno
Curvularia lunata Laboratorio de Micologia Patogeno
Penicillium expansum Laboratorio de Micologia Fitopatégeno
Candida albicans ATCC(10231) Oportunista
Aspergillus oryzae Laboratorio de Micologia Fitopatogeno

Aspergillus niger Laboratorio de Micologia Fitopatogeno

Obtencion de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L

El extracto metandlico (80 g) fue disuelto con etanol caliente y tratado con
acetato de plomo al 4% en etanol, en proporcion de (1:1); luego se dejo en reposo
por 24 hy después se filtrd la solucion, que fue concentrada por rotaevaporacion. El

concentrado fue extraido con acetato de etilo y concentrado a presion reducida.
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Figura 11. Esquema de obtencidn de la fraccion de flavonoides a partir del extracto
metanolico de las hojas de Chrysophyllum caimito L.

Fracionamiento de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L

La cromatografia de filtracion en gel es una técnica que permite separar
compuestos en funcion de su tamafio molecular. La capacidad separadora reside
fundamentalmente en el gel, cuya matriz consta de un gran nimero de esferas porosas
microscopicas. Cada gel se caracteriza por un rango de fraccionamiento que depende
del tamaio de sus poros. El fraccionamiento de la fraccion de flavonoicles se realizd
empleando la técnica de cromatografia de columna: en ésta se us6 una columna de 20
cm de longitud y 2 cm de diametro, usando 5 g de Shephadex LH-20 como fase
estacionaria. Para la fase movil fueron usadas mezclas de u-hexano, diclorometano,

cloroformo, acetato de etilo, metanol. En el desarrollo de la cromatografia se lograron
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obtener 161 eluatos de 5 ml cada uno, que fueron agrupados por cromatografia de
capa fina analitica segun fuera su similitud frente a las diferentes proporciones de
solventes, dando como resultado catorce fracciones que, posteriormente, fueron
concentradas rotaevaporando a presion reducida a 37°C y que se muestran en la tabla
3.

Tabla 3. Fraccionamiento de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L.

Fraccion eluatos Masa (mg) Solventes proporcion
Fy 1 4.9 —P_lexano—cioroformo - 4:1)
F 2 229 Hexano-cloroformo (4:1)
F3 3-24 17,6 Hexano-cloroformo (4:1)
Fy4 25-31 13,0 Hexano-cloroformo (3:2)
Fs 32-40 13,9 Hexano-cloroformo (3:2)
Fs 41-51 31,1 Hexano-cloroformo (3:2)
Fy 52-82 104,1 Cloroformo-AcOEt (4:1)
Fg 83-96 19,5 Cloroformo-AcOEt (1:1)
Fo 97-98 30,2 Cloroformo-AcOEt (1:1)
Fio 99 492 AcOEt-MeOH (4:1)
Fui 100-117 204.2 AcQOEt-MeOH 4:1)
Fi2 118-122 2420 AcOEt-MeOH (1:1)
Fi3 123-132 99.8 AcOEt-MeOH (1:1)

Fig 133-161 148,5 AcOEt-MeOH (1:1)

Fraccionamiento de la fraccion once (f11) proveniente de la fraccion de
flavonoides Chrysophyllum caimito L
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Por cromatografia de filtracion en gel se lograron obtener 80 eluatos de 2 ml
cada uno, los cuales fueron agrupados por cromatografia de capa fina en placas de
vidrio servidas con silica gel de 60 mesh y con diferentes mezclas de solventes
(cloroformo, acetato de etilo y metanol), dependiendo de la polaridad de los eluatos,
logrando asi obtener siete fracciones o subfracciones que derivan de la fraccion once.
En la tabla 4 se puede detallar con claridad la masa, eluatos, solventes y proporcién

de solventes, para cada una de las fracciones obtenidas.

Tabla 4.- Fraccionamiento de la fraccion activa (Fu) proveniente de la fraccion de
flavonoides de Chrysophyllum caimito L.

Fracciones Eluatos (2ml) Masa (mg) solventes Proporcién
Fria 1-4 14,2 " CHCl3-AcOEt-MeOH (3-4-3)
Fii2 5 2 AcOEt-MeOH (4-1)

Fris 6-17 18,2 AcOEt-MeOH (4-1)
Fi14 18-29 513 AcOEt-MeOH 4-1)
Fiis 30-38 28.7 AcOEt-MeOH (3-2)
Fiie 39-53 12,02 AcOEt-MeOH (3-2)

Fiiz 54-80 22,05 AcOEt-MeOH (3-2)

Fraccionamiento por cromatografia descendente.

Una vez aplicadas las muestras (a 9 cm del borde superior del papel Whatman #
3, 60x40), la orilla del papel fue doblado y luego se introdujo en una cdmara de vidrio
(Tanque cromatografico). El papel se fijo en la cAmara mediante una varilla de vidrio
y se pasOd sobre una segunda varilla de vidrio mas elevada que impidi6 que el
disolvente se sifonara. El disolvente se afiadio cuidadosamente a la camara a través de
un orificio situado en la parte superior. La cAmara se cerré herméticamente para que
mantuviera la saturacion de los vapores de los componentes del disolvente. Al

concluir el desarrollo cromatografico se marco el frente del solvente y se seco el
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papel por 12 h a temperatura ambiente para ser revelado con vapores de amonio y asi
se midid la distancia recorrida por las fracciones, con el fin de determinar sus Rf.

El cromatograma de las fracciones F111, F11,3, F114 y F115, se realiz6 usando
inicialmente 2-butanol-acido acético-agua (TBA en 3: 1: 1) como solvente o fase
movil, teniendo un tiempo de duracién de 12 ho cuando el frente del solvente
alcanzara aproximadamente 3 cm del borde inferior del papel de cromatografia; luego
se desarroll6 la cromatografia descendente con acido acético (HAOc) al 15%, en un
tiempo de 4 horas. El esquema seguido en el desarrollo del proceso de purificacion

por cromatografia se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Esquema del fraccionamiento de la fraccion de flavonoides de
Chrysophyllum caimito L.
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Caracterizacion de estructura de los compuestos quimicos

Resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de RMN es una técnica que proporciona informacion
estructural y estereoquimica de gran interés en un espacio de tiempo muy reducido.
Se trata de una técnica no destructiva que estudia el comportamiento de ciertos
nucleos atomicos (aquellos que poseen espin nuclear distinto de cero) en presencia de
un campo magnético externo. EI campo magnético produce un desdoblamiento de los
niveles de energia del espin nuclear (1fl y 13C), de modo que puedan inducir
transiciones entre ellos como consecuencia de la absorcion de una radiacion
electromagnética adecuada. En este momento, los espines, comportandose como
pequerfios imanes polarizados, comienzan a presionar con su frecuencia caracteristica
en torno al campo magnético externo, incluyendo una pequefia corriente oscilante de
radio frecuencia (RF) en una bobina receptora situada en las inmediaciones de la
muestra. A medida que los nicleos van regresando poco a poco a la situacion inicial
del equilibrio alineado con el campo magnético principal, la sefial detectada va
disminuyendo de intensidad hasta hacerse cero. Esta caida de sefial se conoce como
calda libre de la induccion (FID, del inglés “Freer Indution Decay”) y dan lugar al
espectro de RMN [68,69].

Resonancia magnética nuclear (RMN)
El espectro revela el valor del desplazamiento quimico, dependiendo del
ambiente quimico de cada protdon (en ppm), la multiplicidad de cada sefial y la

constante de acoplamiento (J) para cada hidrogeno, lo cual permite relacionar

estrechamente cada proton con los atomos de carbono adyacentes [68,69].
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Los espectros de RMN-"H para la identificacion de los metabolitos secundarios
se realizaron en un equipo de RMN marca Bruker de 500 MI-lz, perteneciente al
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), las muestras, se
disolvieron en metanol deuterado y se colocaron en un tubo de resonancia, para luego
ser introducidos en el equipo de RMN, los desplazamientos quimicos () fueron

reportados en ppm.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (EM) es un método analitico en el cual se producen
iones moleculares, producidos por un proceso de ionizacion quimica de las moléculas
a ser analizadas, los cuales se someten a campos magnéticos y eléctricos a alto vacio
para el analisis de la relacion masalcarga (m/z). Aunque inicialmente fue desarrollada
para investigaciones fisicas, la espectrometria de masas ha encontrado una amplia
aplicacion en moléculas orgénicas. El andlisis de un espectro de masas consiste, en
primer lugar, en relacionar los picos principales e interpretarlos simultaneamente. La
comparacion con una muestra conocida y el analisis del patrén de fragmentacion es,
por lo general, la manera como finalmente se obtiene la elucidacion estructural del
compuesto [69]. Los analisis de EM-ESI se realizaron en el Instituto Venezolano de

Investigaciones cientificas (IVIC).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos en n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol

de semilas y hojas de Chrysophyllum caimito L

Las extracciones sucesivas con u-hexano, cloroformo, acetato de etilo y
metanol de las semillas y hojas de Chrysophyllum caimito L, dio como resultado los
mostrados en la Tabla 3. Se puede observar que el rendimiento mas alto fue obtenido
en la extraccion con hexano en las semillas (E), en la cual se obtuvieron 300,6 197 g,
equivalentes al 24,60% (mlIm), a partir de 1221 g de semillas. En segundo orden de
extraccion esté el extracto en cloroformo de la semilla con 100 g (8,25% (mim)),
después se encuentra el extracto obtenido por extraccion con metanol en las hojas con
84,0838 g de extracto (5,90% (m/m)), partiendo de 1403,50 g de bojas. Cabe destacar
que si se hace un balance entre los extractos de baja y los de mayor polaridad en los
distintos drganos, se demuestra que la especie Chrysophyllum caimito L es mas rica
en compuestos polares para los extractos provenientes de las hojas, mientras que los
extractos derivados de las semillas son mas abundantes en componentes de baja

polaridad.

Tabla 5. Rendimientos de los extractos en n-hexano cloroformo, acetato de etilo
metanol de semilla y hojas de Chrysophyllum caimito L.

Extracto Masa (g) B % (mj’m)_
A 34,8436 a 2,50
B 32,5648 2,30
C 10,2206 0,70
D 84,0838 5,90
E 300,6197 24,60
F 100,7560 8,25
G 30,1832 2,50
H 68,2463 5,60

\: Extracto en hexano de las hojas. - E: Extracto en hexano de las semillas.

B: Extracto en cloroformo de las hojas F: Extracto en cloroformo de las semillas.

C: Extracto en acetato de etilo de las hojas. G: Extracto en acetato de etilo de las semillas.

D: Extracto en metanol de las hojas. H: Extracto en metanol de las semillas.
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ANALISIS QUIMICO

El tamizaje fitoquimico realizado sobre jos extractos de semillas y hojas en n-
hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol de chrysophyllum caimito E., sirvié
para la evaluacion cualitativa de la posible presencia o ausencia de metabolitos

secundarios, entre los cuales se tiene:

Saponinas

Se comprobd lo existencia de esta familia realizando la prueba de espuma, la
cual perdur6 por espacio de 25 mm, en el extracto en metanol de las hojas y en los
extractos en cloroformo, acetato de etilo y metanol de las semillas.

Esteroles

Esta familia de compuestos se detectdé al producirse una coloracién azul-
verdosa que cambiaba con el paso del tiempo cuando se tratd los extractos en
cloroformo y acetato de etilo de las hojas y los extractos en cloroformo, acetato de

etilo y metanol de las semillas con el reactivo de LiebermnnBurchard.

Flavonoides

Su existencia se pudo intuir, al observar una coloracion roja formada en 15 mm
cuando se tratd la muestra (el extracto en metanol de las hojas) con un (1) ml de acido
clorhidrico (HC1) y virutas de magnesio; también se aprecié la aparicion de una
mancha fluorescente bajo la luz ultra violeta (UV) al tratar una gota del extracto
impregnado en papel de filtro con cloruro de aluminio al 1% en etanol. Ademas, se
produjo un cambio de coloracion al tratar una gota de la muestra impregnada en un

papel de filtro con vapores de amonio.
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Taninos

La formacion de un precipitado al tratar el extracto en metanol de las hojas con
unas gotas de gelatina al 1% en cloruro de sodio (NaC1) al 1%, se pudo constatar la

existencia de los taninos.

Tabla 6 Analisis fitoquimico de los extractos de semillas y hojas cloroformo, acetato
de etilo y metanol en n-hexano, de Chrysophyllum Caimito L.

Extracto
Familiade compuestos A B C D E F G D
I - & = - % ¢ o =
Alcaloides 11 3 PO 55 G ’
111 = i " " s _- L
Saponinas ¥ - = + :, e SR 3
Esteroles s o M 2 o e & &
Triterpenos 2 B e b e e o om
Flavonoides : 2 o A W 8 = 2
Taninos - L ™
Polifenoles < s, L ol = -
Antraquinonas 3 T S ?
Glicosidos cianogénicos R
A Extracto en hexano de las hojas. H: Extracto en metanol de las semillas.
B: Extracto en cloroformo de las hojas +:Posible existencia
C: Extracto en acetato de etilo de las hojas. -: Ausencia o baja concentracion
D: Extracto en metanol de las hojas. I: Alcaloides débilmente basicos
E: Extracto en hexano de las semillas. II: Alcaloides basicos
F: Extracto en cloroformo de las semillas. 111: Sales cuaternarias

G: Extracto en acetato de etilo de las semillas.
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Polifenoles

Estos fueron identificados, por la formacion de una coloracion parda, cuando se

trato el extracto en metano! de las hojas, con unas gotas de cloruro férrico al 1%.

Glicdsidos cianogénicos

Un anillo rojo sobre el papel de filtro impregnado con una solucion de éacido
picrico al 1% en carbonato de sodio al 10% y puesto en contacto con los vapores del
extracto en metanol de las hojas, que fue calentada entre 5 0-70°C en un tubo cerrado,

permitié detectar la presencia esta familia de compuestos.

Actividad bioldgica

Una amplia variedad de vegetales son ampliamente apreciados por su potencial
terapéutico, atribuido al contenido de componentes quimicos bioaetivos [70]. En la
industria farmacéutica, las plantas son la materia prima mas importante para la
obtencion de drogas quimiotcrapéuticas, ya que exhiben efectos farmacoldgicos
aplicables para el tratamiento de infecciones bacterianas, fungicas y enfermedades
cronico degenerativas, como diabetes y cancer. A fin de obtener principios bioactivos
medicinales inocuos al ser humano y eficaces, se ha intensificado la busqueda de
fitoquimicos de origen vegetal y derivados de vegetales, considerados como
alimentos funcionales, y que puedan ser evaluados biol6gicamente por medio de

bioensayos [71].
Para evaluar los principios bioactivos se han disefiado bioensayos que sirven

para hacer seguimiento a los componentes responsables de los efectos bioldgicos,

entre estos se pueden mencionar:
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Actividad antibacteriana

La busqueda de sustancias con actividad antibacteriana en fuentes tradicionales
como las plantas superiores, es tan importante porque existe la posibilidad de
encontrar metabolitos con buena actividad antibacteriana frente a bacterias resistentes
a antibioticos y otras propiedades que permitan su utilizacibn como agentes

guimioterapéuticos [58-60].

En el estudio antibaeteriano de los extractos de semillas y hojas en n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophyllum caimilo L se evidencié que
los extractos crudos de las hojas resultaron ser mas eficientes que los de las semillas,
como se muestra en la tabla 5, donde se observa que los resultados obtenidos por
medicion de los halos de inhibicion variaban desde 11 mm hasta 16 mm. A diferencia
de los extractos crudos de las semillas, los extractos en cloroformo y acetato de etilo
de las hojas presentaron actividad antibacteriana, cuyos halos tomaron valores entre
11 mmy 16 mm de didmetro. Con respecto a los extractos que no ejercieron actividad
antibacteriana, ademéas de los extractos en hexano de hoja y semillas de
Chrysophyllum caimito L, fueron los extractos en cloroformo y acetato de etilo de las
semillas. Existen dos posibles razones por la cual no pudieran haber inhibido el
crecimiento bacteriano, una de ellas la poca capacidad de difundir de los extractos y
otra que en realidad no se trata de metabolitos que presenten principios activos.

Otro aspecto importante que hay que destacar es la mejor capacidad de difusién en el
agar del extracto metanodlico de las semillas de Chrysophyllum caimito L, que el de
las hojas; esto se puede observar en el tamafio de los halos de inhibicion. Sin
embargo, no fue capaz de hi’oir el crecimiento bacteriano en su totalidad, por lo que
se puede decir que es menos efectivo que el extracto inetanolico de las hojas, a) no

presentar actividad frente a Acinetohacier calcoaceticus.
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de los extractos de semillas y hojas en n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophylium caimito L.

Extracto (mm de inhibicion)

Organismo A B & D E F G H
Escherichia coli 0o 0 0 12 0 0 0 20
Enterobacter cloacae 0 0 11 16 0 0 0 19
Acinetobacter calcoaceticus 0 11 11 14 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 0 11 11 15, @ @ O 15
Bacillus subtilis 0 0 11 16 0 0 0 20
Micrococcus luteus 0 0 11 15 0 0 0 14
Staphylococcus aureus 0 11 0 15 0 0 0 3
Pseudomonas aeruginosa 0 0 13 16 0 0 0 25
"A:Extracto en hexanode lashojas. ~ E: Extractoen hexano de las semillas.

B: Extracto en cloroformo de las hojas F: Extracto en cloroformo de las semillas.

C: Extracto en acetato de etilo de las hojas. G: Extracto en acetato de etilo de las semillas.
N: Extracto en metanol de las hoias. H: Fxtracto en metannl de las semillas

Toxicidad

En el campo de la quimica de los productos naturales, siempre se van
conociendo nuevas sustancias 0 compuestos con propiedades terapeuticas, que en
algunos casos, ayudan al hombre a subsanar parte de sus males fisicos o fisioldgicos.
Es por ello que en esta investigacion se realizaron ensayos de letalidad con extractos
de Chrysophyllum caimito L frente al crustdceo Artemia salina [61].

Para comprobar la sensibilidad de los extractos se usé la técnica de
concentracion letal 50 (CL50), definida como la concentracion a la cual muere el 50
% de los individuos expuestos a una sustancia (extracto), en un tiempo de exposicion
determinado y la menor concentracion a la que se observa efecto significativo con

respecto al grupo [61].

35



En la siguiente Tabla (8) se observa el numero de individuos muertos al ser
expuestos a los diferentes extractos de Chrysophyllum caimito L a partir de los cuales
se calcularon sus respectivos CL50 por un programa estadistico, por el método probit
[61].

Es necesario explicar que esta prueba se utiliza en forma generalizada, ya que
existe una correlacién positiva con las células cancerigenas 9KB es decir, que si se
observa una actividad contra Anemia salina se espera encontrar un posible compuesto
que se caracterice como tdxico o citotdxico, con un posible potencial anticancerigeno

y/o antitumoral [62].

Se pudo observar que el D y Il presentaron una CL50 de 6,78 y 9,09 mg/mi,
respectivamente, lo que indicé gran actividad téxica de estos extractos frente a
Artemia salina, indicando la presencia de un posible potencial anticancerigeno y/o
antitumoral, basandose en los estudios... Ademas, C, E y O, poseen un valor de
concentracion letal media muy superior al valor propuesto por algunos autores, para
catalogar un compuesto como téxico o citotoxico, mientras que los demas extractos
no presentaron ningun indicio de toxicidad. En otras palabras, se puede decir que los
extractos que provocaron la mayor cantidad de individuos muertos fueron los
extractos metandélicos de ambos 6rganos (semillas y hojas) de Chrysophyilum caimito
L.
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Tabla 8. Nimero de individuos muertos y CL50 de los extractos de semillas y hojas
en nhexano, cloroformo, acetato de etilo y metano! de Chrysophyllum caimito L.

. 1000 100 10 1 0,1 0,01 CLsg
Concentracion

Extracto

Numeros de individuos muertos
A o 0 0 0 0 0 0,00
B o 0 0 0 0 0 0,00
5 2 4 0 o0 o0 o 8048
D 40 40 15 8 2 0 6,78
; 9 4 0 o0 o o 100043
F o 0 0 0 0 0 0,00
G 7 1 0 o o o 717209
H 4 40 13 7 0 0 9,09
Control o 0 0 0 0 0 0,00
A: Extracto en hexano de las hojas. E: Extracto en hexano de las semillas.
B: Extracto en cloroformo de las hojas F: Extracto en cloroformo de las semillas.
C: Extracto en acetato de ctilo de las hojas. G: Extracto en acetato de etilo de las semillas.
D: Extracto en metanol de las hojas. H: Extracto en metanol de las semillas.

Actividad antifingica

A lo largo de las dos ultimas décadas, ha habido un incremento progresivo de
las infecciones causadas por hongos, tal vez como consecuencia de la prolongacion
de la vida, lograda por la medicina moderna, la realizacion de cirugias mas agresivas
y resolutivas y a la inmunodepresion, como un proceso habitual en la lucha contra el

cancer y contra el rechazo de los Organos trasplantados. La mayoria de las
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instituciones del mundo occidental refieren un aumento de la incidencia de las
micosis sistémicas que, en ocasiones, son hasta 10 veces mas frecuentes en la
actualidad de lo que, lo eran hace sélo diez afios. Junto a estos cambios cuantitativos,
hay cambios cualitativos espectaculares. Cambian las enfermedades de base sobre las
que asientan las micosis invasoras y cambian los hongos que las causan. Entre los
cambios de las enfermedades de base, resalta la irrupcién del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), como una de las enfermedades subyacentes
mas frecuentes. Junto a ello, los trasplantados de médula 6sea y de érganos sélidos
constituyen, en la actualidad, un grupo con especial susceptibilidad a estos agentes
[63, 64].

Los pacientes inmunodeprimidos, por leucemias u otros tumores, son hoy,
porcentualmente, solo una parte discreta de los enfermos que sufren micosis. A ese
cambio de huésped se asocia a veces la modificacion del comportamiento de algunas
entidades clinicas o la aparicion de otras practicamente nuevas. Buen ejemplo de ello
es la traqueobronquitis necrotizante, causada por Aspergillus sp en pacientes con
trasplante pulmonar, o la endocarditis sobre corazén trasplantado que tiene también a

Aspergillus sp como uno de los agentes etioldgicos mas frecuentes [65-67].

Todo lo anterior ha motivado también cambios importantes en los agentes
responsables. El estudio antifangico de los extractos de semillas y hojas en n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophyllum caimito L tuvo como
finalidad encontrar, entre otras, moléculas posiblemente eficaces en la destruccion de

células fungicas.

En la Tabla 9 se precisa la poca actividad fungicida de los extractos de semillas
y hojas en n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophyllum
caimito L, por lo que, esta especie resultd de poco interés antifungico. La incapacidad
de inhibir a las cepas de hongos: Penidihium expansum, Candida albicans,
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Aspergillus oryzae y Aspergillus niger, se debe, probablemente a la rigidez de la
pared celular y a la complejidad estructural de los hongos. No obstante, los extractos
en acetato de etilo y metanol de las hojas de Chrysophyllum caimito L fueron capaces
de inhibir las cepas de hongos: Mucor sp, Curvularia lunata, y este resultado da
indicios de que pudiera hacerse un seguimiento de los extractos, con miras de
encontrar algun metabolito secundario que pudiese ser usado en el desarrollo de un

nuevo farmaco antifangico.

Tabla 9. Actividad antifingica de los extractos de semillas y hojas en n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol de Chrysophyllum caimito L.

Extracto {rhm de inhibicion)

A B CDTETF G H

Organismo

Mucor sp B 0 0 1116 0 0 0 O
Curvularia lunata 0O 0 12 16 0 0 0 O
Penicillium expansum o 0 0 0 0 0 0 O
Candida albicans o ¢ 0 9 0 0 90 D
Aspergillus oryzae o 0 0 0 O O O O
Aspergillus niger o 0 0 0 O 0 0 O
A: Extracto en hexano de las hojas. E: Extracto en hexano de las semillas.

B: Extracto en cloroformo de las hojas F: Extracto en cloroformo de las semillas.

C: Extracto en acetato de etilo de las hojas. G: Extracto en acetato de etilo de las semillas.
D: Extracto en metanol de las hojas. H: Extracto en metanol de las semillas.

Actividad antibacteriana de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito
L.

En estudios realizados con compuestos polifendlicos y especialmente los
flavonoides, demuestran su capacidad antioxidante y su significativa contribucién en
la dieta, asi como su efecto en la prevencion en diversas enfermedades, como:

cardiovasculares, cancerigenas y neurologieas [72].
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La prueba antibacteriana fue un pilar fundamental a la hora de decidir la
orientacion en el desarrollo y desempefio del fraccionamiento, por tal motivo se
aplico la técnica propuesta por Harborne para flavonoides al extracto metanélico de
las hojas de ChFysophyllum caimito L, y sobre la base de los resultados obtenidos en

las pruebas fitoquimicas.

A la fraccion obtenida de las hojas de Chrysophyllum caimito L (fraccion en
acetato de etilo de flavonoides (1)), se le realiz6 un andlisis bacteriano, dando como
resultado un extracto capaz de inhibir todas las cepas bacterianas usadas en este
bioensayo y ademas los halos de inhibicién variaron desde 16 mm hasta 31 mm de
didmetro, siendo la cepa bacteriana Acinetobacter calcoaceticus la de mayor
resistencia a la fraccion de flavonoides y la de menor resistencia Micrococcus luteus,

lo cual se aprecia en la Tabla 10.

Tabla 10. Efecto antibacteriano de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum
caimito L.

Organismo ' "I (mm de inhibici6n)
Escherichia coli N 17
Enterobacter cloacae 30
Acinetobacter calcoaceticus 16
Enterococcus faecalis 27
Bacillus subtilis 28
Micrococcus luteus 31
Staphylococcus aureus 27
Pseudomonas aeruginosa 17

I: Fracci6n de flavonoides de Chrysophyllum caimito L.
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Actividad antibacteridna de las fracciones provenientes de la fraccion de
flavonoides de Chrysophyllum caimito L

El aumento de microorganismos resistentes a los agentes antimicrobianos es el
principal problema al que se enfrenta la ciencia médica en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas [73,74]. Esta problematica tiene mayor incidencia en
alteraciones orgéanicas como tuberculosis, malaria, cOlera, neumonias... que en
conjunto constituyen la causa de muerte de mas de 10 millones de individuos
anualmente en el mundo [75,76].

La actividad de las fracciones o subfracciones frente a las bacterias se realizo
usando la técnica de difusion en agar antes descrita. En la Tabla 11 se puede apreciar
que i presentd actividad antibacteriana in vitro frente a: Enterobacter cloacae,
Acinetobacter  calcoaceticus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, mostrando halos de inhibicion de
10, 6, 8, 6, 10 y 10 mm, respectivamente. Ademas es de notar la actividad mostrada
por F7 yF8 frente a Enterococcusfaecalis.

Tabla 11. Efecto antibacteriano de las fracciones derivadas de la fraccion de
flavonoides de Chrisophyllum caimito L.

Fraccion

Organismo Fi Fa Fa Fy Fs Fs F7 Fg Fs Fi Fn Fi2 ‘13 Fua
Eschericia coli ) 0 0 0 4] 0 0 : 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter cloacae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Acinetobacter calcoaceticus 0 0 0 ] 0 ] 0 0 0 0 6 0 0 (]
Enterococcus fecalis 0 0 0 0 0 0 10 10 ] 0 8 0 0 0
Bacilius subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Micrococcus luteus 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 0 6 0 0 0
Staphylococcus aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0

Speudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0
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Actividad antibacteriana de las fracciones derivadas de la fraccion Fq;

proveniente de la fraccion de flavonoides Chrysophyllum caimito L.

Una de las actividades farmacologicas mas significativas es la actividad
antibacteriana de variados compuestos, ya que muchos de estos microorganismos son
los primeros causantes de enfermedades en los seres humanos, cuyo cuadro clinico
puede incluir diarrea, nausea, vomito, fiebre y deshidratacion, especialmente en
lactantes y ancianos; las defunciones por esta causa son raras, excepto en las personas
en edades extremas o inmunosuprimidas; ademas, estos microorganismos también
pueden ser los causantes de otras enfermedades, como por ejemplo la gastroenteritis
[77.].

Al realizarse la prueba de actividad antibacteriana de las diferentes fracciones
derivadas de la fraccion once (F11), en la Tabla 12 se puede observar que inhiben el
crecimiento de las bacterias Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus,
Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, St ap hylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa; es decir, inhiben el crecimiento de cepas bacterianas Gram positivas y
Gram negativas, reflejando esto un amplio espectro de accion. Ahora bien, las
fracciones que inhibieron el crecimiento de todas las cepas bacterianas fueron las
fracciones F1 1.4, F1 1.5, las cuales mostraron halos de inhibicién entre 6 y 12 mm
de diametro; es de notar, que la fraccion F111 no pudo inhibir el crecimiento
bacteriano de la cepa Enterococcusfaecalis, indicando que no presenta actividad
antibacteriana frente a este organismo, pero si contra el resto de las bacterias. Otra
fraccién .) no fue efectiva frente a la cepa de St ap hylococcus aureus. La fraccion
F11,6 mostro actividad antibacteriana frente a Enterobacter cloacae, con un halo de
inhibicién de 9 mm y Staphylococcus aureus con un halo de inhibicion de 7 mm,
mientras que, la fraccion F117 pudo impedir el crecimiento bacteriano de
Enterococcusfaecalis y Micrococcus luteus con 7 y 8 mm de diametro en el halo de
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inhibicidn, respectivamente. Es de observar la nula actividad antibacteriana de la

fraccion F1 1.2 contra alguna de las cepas bacterianas.

Tabla 12. Actividad antibacteriana de las fracciones provenientes de la fraccion activa
(Fu) derivadas de la fraccion de flavonoides de Chrysophyllum caimito L.

—

%H_EH'EEFEM“ Fiur Fuz Fus Fus Fus Fus  Fug
Organismo E-Hh““m,“__ |
! Enterobac'f;r cloacae 9 0 10 13 10 9 0
Acinetobacter calcoaceticus 6 0 7 8 6 0 0
Enterococcus faecalis 0 0 8 6 7 0 7
Micrococcus luteus 7 0 10 11 7 0 8
Staphylococcus aureus 11 0 0 9 8 7 0
Pseudomonas aeruginosa 10 0 7 12 9 0 0

El desempefio de las fracciones frente a los diferentes microorganismos (ver Tabla
12) permitio realizar una nueva particion en las fracciones mas activas (F11i, F11.3,
F114, Fj15). En el esquema (figura 12) se muestra el desarrollo del fraccionamiento
de dichas fracciones, realizado siguiendo la técnica de cromatografla descendente en
papel; la cromatografia se inici6 empleando TBA (2-butanol-acido acético glacial-
agua) en una proporciéon de 3:1:1 como fase movil, en una primera dimension, y
luego se uso acido acético glacial al 15% en la segunda dimension. Esta técnica se
aplico de manera sucesiva a las fracciones que se fueron obteniendo hasta lograr unas

fracciones considerablemente puras.

Fracciones significativas obtenidas en el fraccionamiento de la fraccion de

flavonoides de Chrysophyllum caimito L.

43



Una vez culminado el fraccionamiento, en la tabla 13, se muestra la masa (mg),
el porcentaje y los respectivos Rf de las fracciones significativas o fracciones que
resultaron positivas a la prueba de flavonoides, en ella se puede apreciar que la

fraccion F114.1.1.1 presentd un rendimiento de 8,3% , equivalente a 12,6 mg.

Tabla 13. Fracciones significativas obtenidas en el fraccionamiento de la fraccién de
flavonoides de Chrysophyllum caimito L.

Fraccion Masa (mg) % Rs
FI_-I_..J.Z | 8,50 B | 5.6- | 0,85
Fiiaa 2,10 1.4 0.40
Frisan 5,00 3.2 0,35
Fii1342 5,60 3,7 0,50
Fiia1.11 12.60 83 0.46
Fii4121 6,02 39 0,20
Fii4122 2,00 1,3 0,70
Fiis221 4,00 2,6 0,40
Fii5231 4,20 2.8 0.71
Fii5232 7,00 4.6 0.85
Fli54 5,80 3,8 0,90
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Analisis espectral

Espectrometria de masas

Para el andlisis de masa se usé la técnica de ionizacion suave, debido a la
naturaleza de las fracciones (polaridad alta); esta técnica de ionizacion no induce
mucha fragmentacion en la molécula aunque en algunas ocasiones si puede existir
abundancia de iones fragmentos; se puede detectar iones positivos e iones negativos,

e incluso para un pico en especifico (masas de masas).

Fraccion F 11.31

Se obtuvo 1,3 mg de un solido verde amorfo, positivo a la prueba de vapores de

amonio para flavonoides. Este fue analizado por espectrometria de masas.

El analisis por espectrometria de masas por la técnica ESI en modo ion
negativo, permitié determinar en la fraccion Fn,31 la masa relativa del compuesto
mayoritario por la abundancia relativa del ion. El espectro (figura 13) presenta una
sefial 446,96 m/z con una intensidad de 100%, asignable a la formula C21H20011, la
cual coincide con la masa molar de la 5,7,3°4’- tetrahidroxi-3-O-a-L-
ramnopiramnosil-flaVofla (figura 14).
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Figura 13. Espectro de masas [M-I] de la fraccion F11.31

Figura 14. 5,7,3,’4’ -tetrahidroxi-3-O-a-L-ramnopiramnosil-fla\VVOfla (quercitrina).

Esto fue confirmado con el analisis de espectrometria de masas/espectrometria

de masas (figura 15), donde se muestra un pico base para el ion molecular [M-1j a
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446,88 mlz, con una intensidad de 100%, correspondiente a la formula molecular C2
1H20011, asociada a 5,7,3’4’-.tetrahidroxi-3-O-a-L-ramnopiramflOSil-flaVOfla
(quercitrina) y el ion fragmento [M-C6111004] a 299,90 miz, con una abundancia

relativa de 65%, producido por la pérdida del residuo ramnosidico, representado por
el patrén de fragmentacion (figura 16).

Figura 15. Espectro de MS/MS del ion molecular con m/z 446,96.
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Figura 16. Patron de fragmentacion sugerido para el ion molecular de 446,96 mlz
observado en el espectro MS/MS de la fraccion F1 1.3.1

Dada la similitud y concordancia obtenida por espectrometria de masas, con los
resultados obtenidos anteriormente para la especie Chrysophyllum caimito L [78),
donde se identificd el compuesto 5,7,3 ‘4’ -tetrahidroxi-3-O-a-L-ramnopiramnosil-
flavona (quercitrina), se puede inferir que se estd en presencia del mismo

componente.
Fraccion F11.4.1.1
Analisis del espectro de RMN-1H de la fraccion F11.4.1.1.1

En el espectro de resonancia magnética nuclear de protones (en MeOD, a 500
MHz), Apendice (A, B, C, D), en la regién aromatica, se observa una sefial con un
desplazamiento quimico 6,95ppm que integra para dos protones, asignados a los
protones H’-2 y H’-6 del anillo B de una estructura de flavonoides. A un 6 (6,35ppm)
observa un doblete con una constante de acoplamiento (J) de 2,05 Hz que indica un
meta acoplamiento con el proton H-6, asignable al proton H-8. Ademas, se observa

una sefial que se desdobla a 6 (6,20 ppm), con un J (2,05 Hz) asignada al protén H-6
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acoplado con otro hidrégeno (H-8) en posicion meta para el anillo A de los
flavonoides. También presenta una sefial con 6 (5,32 ppm) que integra para un
hidrégeno, atribuido al protén anomérico (H’*-1) de un azlcar. Muestra un singulete
a 6 (4,20 ppm), el cual se asumio para el grupo hidroxilo sobre el carbono dos (OH’*-
2); el desplazamiento quimico mostrado a 6 (4,0 ppm) se asigno al OH”-3; aunado a
esto, el doblete de dobletes que aparecid a 8 (3,77-3,80) ppm que a su vez indico un
meta-orto acoplamiento con un J(3,3; 9,5) Hz respectivamente. Una sefial maltiple
que se mostro a 6 (3,55; 3,54; 3,52; 3,50) ppm asignables a protones del azucar (H”-
2, H”-3, H”-4 y H”-5), respectivamente. También es de notar un multiplete a 6 (0,96)
ppm, atribuido a los hidrogenos del C-6 del azucar (3-H’‘-6). Estos datos
espectroscopicos estan resumidos en la Tabla 14. Dado que no es suficiente la
informacion proporcionada por el espectro de RMN-"H, para establecer la estructura
de un compuesto, se procedio a analizar la muestra por espectrometria de masa por un

método de ionizacion blanda.

Analisis por espectrometria de masas de la fraccion F11.4.1.1.1

El analisis por espectrometria de masas por la técnica EM- ESI en modo ion
negativo, esta técnica de ionizacidn suave que produce poca fragmentacién, permitio
determinar en la fraccion F114,11.1 la masa molecular de uno de sus constituyentes
mayoritarios por abundancia relativa del ion [M-If . En este espectro (Apéndice E) se
observa una de las sefiales mayoritarias, con una intensidad a mlz= 462,94 urna

(65%), correspondiente a una masa molar de 464 urna y formula C21H20012.

Con la finalidad de determinar la estructura de uno de los componentes de la
mezcla, por medio de espectrometria de ionizacion blanda, se realizo un espectro de
masas/masas en modo i6n negativo (Apéndice F). Este tipo de analisis se utiliza para
determinar la masa de un compuesto, por medio de una especifica intensidad relativa.

Con ella se obtuvo un pico para el iébn molecular [M-1] a 462,88 m/z, representando
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el (95%), indicando la existencia de una masa de 464 urna, al que se le asocia la
formula C21H200,2. También se observa una sefial de menor intensidad a 316,90 m/z
(22%), correspondiente al ién fragmento [M-If, asociado a la pérdida de 146 urna,
atribuido a una unidad de ramnosa (C6H1004); este suceso es observado en el patron

de fragmentacion (figura 17).

Unido a esto, existe un estudio realizado a la especie Chrysophyllum caimito L
donde fueron identificados una serie de compuestos flavonélicos, entre los cuales se
encuentra el 5, 7, 3’, 4’, 5’- pentahidroxi-3-O-cL-L-ramnopiramnosil-flavona
(mericitrina) [78]. Dada, pues, la similitud y la evidencia proporcionada por los
espectros de RMN-"H y ESI-MS con lo reportado, se puede inferir que uno de los
constituyentes mayoritarios de la fraccién F11411.1 esel 57 3’ 4’, 5°- pentahidroxi-

3-()L-:imopirarnnosil- flavona (figura 18).

Tabla 14 sefiales del espectro de RMN-"H de la fraccion F114111

Hidrogeno Carbono 8(ppm) Multiplicidad J(Hz)

H'-2 C 6,9: ]
H™-6 Cs 6,95 s
H-8 Cs 6.35 d 2,05
H-6 Cs 6.20 d 2,05
H''-1 c 532 s
OH"-2 C 4,20 s
OH-"3 Cs” 4,00 s
OH"-4 ci 3.77-3.80 d-d 3,3;9,5
H-2 (% 3.55 m
H C 3,54 m
H"4 o 3,52 m

Cs™’ 3,50 m

Cs'” 0.96 m
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Figura 17. Patrén de fragmentacion sugerido para el ion molecular de 462,88 mlz
observado en el espectro MS/MS de la fraccion F1 1.4.1.1.1.
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Figura 18. 5,7,3’ ,4’ |5’ -pentahidroxi-3-O-cL-L-ramnopiramnosil-flavona
(mericitrina)

De todo lo anterior expuesto, queda demostrada la presencia de, al menos, dos
flavonides biol6gicamente activos en la especie Chrysophyllum caimito E, lo que
denota la importancia de este tipo de compuestos en una posible y futura

profundizacion de sus propiedades terapéuticas, con otros estudios en este sentido.
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CONCLUSIONES

Los extractos de de Chrysophyllum caimito L que presentaron mayor actividad
antibacteriana fueron el extracto metandlico de las hojas y el extracto metandlico de
las semillas.

Los extractos metanolicos de las hojas y las semillas de Chrysophyllum caimito
E presentaron la mayor letalidad, mostrando concentraciones letales medias (CE50)

6,78 y 9,09 mg/mi, respectivamente, frente al crustaceo Anemia salina.

El extracto flavonodlico de Chrysophyllum caimito E presentd actividad
antibacteriana contra Escherichia coli, Enterobacter cloacue, Acinetobacier
calcoaceticus, Enterococcusfaecalis, Bacilluss subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, y Pseudomonas aeruginosa, mostrando halos de inhibicion
de 17, 30 16, 27, 28, 31, 27 y 17 mm de dimetro, respectivamente.

El estudio quimico de las fracciones polares permitié identificar a: 5,7,3’4" -
tetrahidroxi3-O-ii-L-ramnopiramnosil-fiavona.  (quercitrina), 5,7,3 ‘4’ 5 ‘-
pentahidroxi-3-O-u-L- ranmopiramnosil-flavona (mericitrina), como responsables de

la actividad bioldgica observada.
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