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RESUMEN

A los extractos metandlicos de las hojas y el tallo de la planta Melochia tomentosa, se
les realiz6 un estudio fitoquimico para evaluar las propiedades antimicrobianas y letal
con crustaceos de Artemia salina en ambos extractos, asi como las fracciones
provenientes de ellos. El analisis quimico preliminar mostré la posible presencia de
flavonoides y esteroles insaturados en ambos extractos, ademds en el extracto del
tallo se detectaron saponinas, polifenoles y taninos. El extracto de las hojas resultd
inactivo frente a todas las bacterias y hongos ensayados, y exhibié un CLso de 182,51
ug/ml; dos fracciones provenientes de este extracto mostraron poseer actividad
antimicotica contra Mucorsp. El extracto metandlico del tallo mostré una actividad
antimicrobiana considerable, resultando activo frente a las bacterias Escherichiacoli;
Micrococcusluteus;Staphylococcusaureus y Pseudomonasaeruginosa y diferentes
cepas de hongos, tales como Curvularialunata, Mucorsp y Penicillumsp; ademas,
presentd una actividad letal de 21,24 pg/ml. Las subfracciones obtenidas por el
fraccionamiento cromatograficodel extracto metanolico de las hojas fueron
caracterizada por CG/EM, lograndose identificar los acidos hexadecanoico y
octadecanoico y sus respectivos ésteres metilicos, mientras que en otra subfraccionse
logré identificar al  7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro[4,5]deca-6,9-diene-2,8-diona;
docosanol; 4, 4, 13,17-pentametil-17-(1,5-dimetilhexil)-colest-8,14-dienilo; 4,4,17-
trimetilcolesta-8,14-dien-3-il y 4,4,17-trimetilcolest-8,14-dien-3-il dodecanoato. Por
RMN de una dimension se logré caracterizar al éster metilico del acido eicosanoico y
3,7-dimetil-9-fenil-7-en-3-nonanol. En el extracto metanolico del tallo se caracterizd
por RMN al N,N’(6-hidroxi-10-fenil-6-metildecano-1,7diil)diacetamida y se logrd
aislar un derivado acetilado de un esterol, el cual fue nombrado como el 3-
acetilcolest-1,5-dieno, siendo este el primer reporte acerca del aislamiento de este
metabolito secundario en M. tomentosa y en la literatura en general.

Palabras o Frases Claves: productos naturales, Sterculiaceae, Melochia tomentosa.



INTRODUCCION

Las plantas han formado la base de sofisticados sistemas de la medicina
tradicional que han estado en existencia por miles de afios, por esta razon, la ciencia
quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades que poseen y asi poder
agruparlas segun su efecto, conocer el principio activo responsable de aliviar o curar
enfermedades, separarlos de las plantas que lo contienen, determinar su estructura
quimica, procurar su sintesis y de esta manera proponer modificaciones estructurales

que le confieran una mayor actividad (1).

De las plantas, se han aislado compuestos con importante actividad
farmacoldgica como lo es la morfina (figura 1), la cual es un alcaloide que posee

propiedad narcdtica, sedante, hipndtica y analgésica (2).

HO

Figura 1. Estructura de la morfina.

Otro compuesto aislado también de las plantas y de mucha utilidad medicinal es
el acido acetilsalicilico (figura 2) el cual se usa comoanalgésico, antiinflamatorio,

antipirético y antitrombotico (3).



El aislamiento de compuestos con actividad bioldgica, derivados de plantas y
animales, es de gran importancia en la biomedicina, ya que los productos crudos
extraidos de estos organismos han servido como fuente de nuevas drogas y sustancias
precursoras en la sintesis de las mismas (4). Esto se hace evidente, ya que en la
actualidad el 60% de los medicamentos para el tratamiento del cancer es elaborado en
base de compuestos aislados de las plantas, y un 75% es utilizado para el tratamiento
de enfermedades infecciosas (5). Un ejemplo es el Taxol, cuyo principio activo es el
paclitaxel (figura 3), el cual fue aislado de una fraccion de la Taxusbrevifolia e
identificado como un compuesto con actividad citotoxica y, en 1992, fue aprobada su

comercializacién como un agente para la quimioterapia (6).
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Figura 2. Estructura del acido acetilsalicilico.
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Figura 3. Estructura del paclitaxel.



Los productos naturales han sido, durante la historia, la principal fuente de
agentes farmacologicos, de hecho, el 90% de las practicas terapéuticas actuales utiliza
compuestos derivados de plantas y hoy en dia un tercio de la poblaciéon mundial
utiliza plantas medicinales para su atencion farmacéutica primaria . En los paises en
proceso de desarrollo, las enfermedades a causa de infecciones bacterianas son muy
frecuentes y comunes, ademds, enfermedades como el SIDA, la malaria y la

tuberculosis son las principales causas de mortalidad (5).

En muchos de estos paises en desarrollo y en especial en Africa, la medicina
tradicional se utiliza ampliamente para tratar algunas de estas dolencias, estos
tratamientos, en la mayoria de los casos son administrados por los curanderos de la
region y generalmente consiste en material crudo y los extractos, sin tomar las
prevenciones de las reacciones secundarias que las plantas puedan producir en las
personas, es por ello que muchos investigadores se han dedicado al estudio de las

mismas (7).

Se ha podido constatar, que muchas familias de plantas distribuidas en zonas
tropicales son ricas en metabolitos secundarios confiriéndole una importante
actividad bioldgica, ésto ha incrementado en las ultimas décadas, las investigaciones
acerca de las plantas con propiedades farmacologicas, de manera que se pueda
extraer, aislar, purificar y elucidar las estructuras de los compuestos responsables de

la actividad biologica (8, 9).

Con el fin de validar la medicina tradicional en Africa, se realizé un estudio de
diferentes familias de plantas, entre las que destacala familia Sterculiaceae, la cual
es muy utilizada por las personas que alli habitan debido a sus propiedades
curativas.Para ello se seleccionaron 5 especies que varian en su crecimiento y su uso
en la medicina tradicional. Las especies seleccionadas fueron: Cola greenwayi,

Dombeyaburgessiae, Dombeyacymosa, Hermanniadepressay Cola natalensis. Los



extractos de cada una de las especies fueron analizados para alcaloides, glucdsidos

cardiotonicos, glucdsidos cianogénicos, saponinas y taninos (7).

Se pudo probar la ausencia de alcaloides, glucosidos cianogénicos y saponinas
en todas las especies analizadas, asi como la presencia de terpenos en D. burgessiaey
D. cymosa, también, se demostrd la presencia de taninos en las hojas de C.greenwayi,
y en el tallo, hojas y raices de la H. depressa. Se evalu¢ la actividad biologica de cada
una de las especies mediante la actividad antiinflamatoria y antibacteriana
observandose que los extractos de etanol y diclorometano de C.greenwayi, D.
burgessiae y D. cymosa. Estos junto el extracto de diclorometano de H. depressa,

presentaron los mayores niveles de inhibicién en cada uno de los ensayos realizados

7).

Los analisis espectroscopicos revelaron la presencia de 4cido palmitico y acido
miristica en los extractos de C.greenwayi, D. burgessiae, D. cymosayH. depressa; el
alcohol estearico fue detectado en los extractos de C.greenwayi y H. depressa; el
acido lamico en los extractos de D. cymosay H. depressa,y el eicosanosolo fue

detectado en C.greenwayi(7).

En el continente americano, también, se ha realizado un estudio exhaustivo de
la familia Sterculiaceae, debido a sus propiedades y a los antecedentes que presentan,
acerca de la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, terpenos,
compuestos polifenolicos, saponinas, taninos y alcaloides (7,10,11). Esta familia es
bastante conocida en los campos americano, porque a ella pertenecen los géneros
Guazumay Theobroma, en el primero se incluye al guacimo, como una planta de alto
valor, puesto que sus frutos y partes vegetativas tienen un mucilago que es apetecible
al ganado; en el segundo, se incluye al “cacao”, especie explotada comercialmente,

pues se ha establecido como cultivo econdmico por la propiedades de sus semillas, de



las cuales se extrae la materia prima para preparar chocolate y la manteca de cacao

(12,13).

Hasta ahora, de la familia Sterculiaceae se han identificado 70 géneros y unas
1500 especies, en su mayoria originarias de las regiones tropicales en ambos
hemisferios (14). Entre los géneros mas estudiado y de los que se han reportado
importantes compuestos con aplicabilidad  medicinal, se  encuentran los

Helicteres(15), Walteria (16) y Melochia(17).

Helicteres es uno de los géneros que mas se ha estudiado en la familia
Sterculiaceae y de donde se han aislado cinco importante flavonoides glucuronidos,
los cuales fueron nombrados como:isoscutellareind’-metiléter 8-O-B-D-glucurénido
(D; isoscutellarein4’-metiléter  8-O-B-D-glucurénido  6”-n-butiléster (1),
isoscutellarein4’-metiléter 8-O-f-D-glucurdénido 2”-sulfato (III); isoscutellarein4’-
metiléter 8-O-B-D-glucuronido2”,4”-disulfato (IV) y isoscutellarein 8-O-B-D-
glucurénido2”,4”-disulfato (V) ( figura 4) (18).
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Figura 4. Estructura de los flavonoides glucurénidos.

En el ensayo biologico realizado a las raices de H. isora,se encontrd que

presentaba actividad antidiabética e¢ hipolipidémicain vivo en animales modelos



(ratones suizos albinos y hamsters con sobrepeso); el aislamiento de los compuestos
activos presentes en esta planta para definir el mecanismo de su bioactividad, se

encuentra aiin en progreso (15).

Otra especie que ha sido objeto de estudio es la H. angustifolia, de donde se
logré aislar cuatro compuestos que poseian los esqueletos del pregnano, (2a, 78,
200-trihidroxi-3B, 21-dimetoxi-5-pregnano) (VI), cumarina (6,7,9a-trihidroxi-
3,8,11a-trimetilciclohexo-[d,e]-coumarina) (VII), del lupano(acido 3B-hidroxi-27-
benzoiloxilup-20(29)-en-28-oico) (VIII), (ésteres metilicos delos acidos 3B-hidroxi-
27-benzoiloxilup-20(29)-en-28-oico y éster metilico del &cido 3p-hidroxi-27-
benzoiloxilup-20(29)-en-28-oico) (IX) ( figura 5), adicionalmente se identificaron
veinticuatro compuestos que ya han sido reportados, entre los que se encuentran dos
derivados del cucurbitacin, los cuales exhibieronactividad inhibitoria significativa
contra el crecimiento de las células hepatocelulares delcarcinoma BEL-7402 y de las

c¢lulas malignas del melanoma SK-MEL-28 (19).
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Figura 5. Estructuras de los metabolitos aislados de las raices y partes aéreas de H.
angustifolia.



En el oriente venezolano se realizd un estudio acerca de dos especies de
Helicteres que son ampliamente usados por los habitantes de esa region. Con el fin de
constatar su accion farmacoldgica, se realizaron ensayos biologicos a la H.
baruensisJacq y se encontré que posee una importante actividad antibacteriana frente
a las bacteriasSalmonella enteritidisy Bacilluscereusy una letalidad significativa.
Algunos de los compuestos responsables de esta actividad fueron identificados por
cromatografia de gases acoplado a un espectro de masas (CG/EM) y se encontrd que
eran el acido hexadecanoico, éster metilico del acido linoleico, acido miristico, acido
octadecanoico y por RMN identificaron un esterol que posiblemente corresponda al

campesterol (figura 6) (15).

HO

Figura 6. Estructural del campesterol.

En otra investigacion se analizo la actividad bioldgica de H. guazumifolia y los
posibles compuestos responsables de esta actividad. Se encontr6 que esta planta
posee propiedad antibacteriana, antimicotica y letal y los compuestos responsables de
esta actividad fueron identificados en su mayoria como acidos grasos y sus ésteres

(20).

Otros géneros de la familia Sterculiaceaequehan despertado un gran interés en
investigadores de varias partes del mundo son Walteria y Melochia, por sus

propiedades y uso en la medicina tradicional, y porque existen reportes que las



especies que pertenecen a estos géneros presentan alcaloides ciclopeptidicos(figura 7)

como constituyentes principales (16,17).

Este tipo de alcaloide ha demostrado tener diferentes acciones farmacolégicas,
como: actividades hipotensivas, antidiarreicas, antifingicas y antibiodticas

principalmente contra bacterias Grampositivas (21).

Otro alcaloide de gran importancia medicinal que se encuentra presente en estos
géneros, es la quinolinona (figura 8). Este metabolito secundario es un agente
antibacteriano de gran interés en la industria farmacéutica, ya que es utilizado como
tratamiento para las vias urinarias, enfermedades de transmision sexual, infecciones
respiratorias e infecciones gastrointestinales (22,23). La primera quinolinona o acido
nalixidico, fue descubierto en 1962 como una impureza de un producto antimalarico

el cual fue comercializado posteriormente (24).
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Figura 7. Representacion general del alcaloide ciclopeptidico.
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Figura 8. Representacion general de la quinolinona.

La W.douradinha, es una planta nativa de América del Sur y es utilizada como
tratamiento de diversas enfermedades tales como bronquitis, laringitis, ademas de ser
usada como astringente (25). De esta planta se aislo un alcaloide quinolindlico con
estructura poco usual al cual llamaron walteriona-A (figura 9), esta clase de alcaloide
solo se habia reportado anteriormente de la Melochia tomentosa de donde se aislaron

la melochinona (26) y la melovinona (27).

OCH;

CH,

H

Figura 9. Estructura de la walteriona-A.

Otra especie que pertenece al género Walteriaes la W. indica, que se encuentra
principalmente en Filipinas y es utilizada como febrifugo, emoliente,
antirabia,antisifilitica y purgante. Las investigaciones quimicas mostraron que esta
planta esta constituida por alcaloides ciclopeptidicos, flavonoides, flavonoides
glicosilados y 4cido cafeeico; ademas de poseer una actividad antifingica importante

frente al hongo Trichophytonmentagrophytes, debido a la presencia de flavonoides.



De la W. indica se aislaron y caracterizaron dos flavonoides conocidos como:
2,375 -trihidroxi-3,7,4’-  trimetoxiflavona (X) y 5, 2’-dihidroxi-3,7,4",5"-
tetrametoxiflavona (XI) (figura 10) (25,28,29).

OMe
MeO
(X) R=H
(XI) R= CH3

OH o

Figura 10. Estructuras de los flavonoides aislado de la W. indica.

Del género Melochia, especificamente M.corchorifolia,se logro aislar y elucidar

tres alcaloides del tipo ciclopeptidico, los cuales fueron nombrados como franganina

(X1I), fragufolia(XIIl), y melofolina(XIV) (figura 11) (30).

O R1 Rz
(XII) CH,CH(CH;), CH,CH(CH;),
o 9 (XII) CH,CH(CH,), CH,CH;
NH (XIV) CH,(OH)CH(CH;), CH,CH,
HN HN
o R,

Figura 11. Estructuras de los alcaloides ciclopeptidicos aislados de la
M.corchorifolia.

Posteriormente, de esta misma especie se aisld un alcaloide pseudooxindoélico,el

cual fue nombrado como melochicorina (figural2), y por medio de un tratamiento
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con anhidrido acético y piridina, se confirmo, la presencia natural del grupo hidroxilo

terciario en la molécula (30).

OH
N
H
Figura 12. Estructura de la melochicorina.

De la raiz de M. chamaedrysse aislaron cinco compuestos, de los cuales cuatro
eran conocidos y uno era desconocido, este ultimo fue identificado como un péptido
ciclico mediante andlisis espectroscopico, y se nombré como chamaedrina (figura
13), esta parte de la planta es utilizada por la poblacion local para tratar el cancer, y

como antihipertensivo (31).

De la raiz de M. tomentosa recolectadas en Brasil, se aislo la primera cumarina
identificada en la familia Sterculiaceae,la cual fue nombrada como 6-metoxi-7,8-
metilenodioxicumarina (XV) (figura 14) (32).Ademads, se aisl6 un alcaloide
quinolindlico conocido como melochinona (XVI) (26) y un compuesto analogo al

mismo, de cadena abierta conocido como melovinona(XVII) (figura 14) (27).
O
O [e) \
NH
HN HN
O

(H;C),N /

N
H

Figura 13. Estructura de la chamaedrina.

11



(XV)

(XVI) (XVID)

Figura 14. Estructuras de los metabolitos aislados de las raices de M. tomentosa.

Otra clase de alcaloide que se aislo de las raices de esta misma especie, son los

alcaloides del tipo isantin, identificados como melosatinas A (XVII), B (XVIII) y C
(XIX) (figura 15) (33).

R R,

(XVII) OMe  OMe

o (XVII) H  OMe
(XIX)  OMe H

aolasliasil

Figura 15. Estructuras de los alcaloides aislados de las raices de M. tomentosa.

Ademas, se aislo tres alcaloides ciclopeptidicos conocidos como scutianina B

(XX), melonovinas A (XXI) y B (XXII) (figura 16) (34).
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Figura 16. Estructuras de los alcaloides ciclopeptidicos aislados de la raices de M.
tomentosa.

Melochiaes ¢l género de interés a ser estudiado y estarepresentado por
aproximadamente unas68 especies, distribuidas en regiones tropicales 'y
subtropicales, con escasas especies en zonas templadas. En Venezuela, se han
reportado 17 especies del género Melochiaque se desarrollan en diferentes regiones y
formaciones vegetales (14). Plantas de este género son utilizadas por algunas
localidades, para el alivio de la inflamacion de garganta, agentes antitumorales, como

una cura para la hinchazén abdominal y para la conjuntivitis (17,35).

En particular, M. tomentosa (figura 17) es la especie de interés en esta
investigacion, lamisma crece en América, es conocida como malva de rosa y en
Venezuela su nombre comun es “bretonica morada”. Es una hierba arbustivade 1 a 3
m de alto, de color cenizo; sus hojas y tallo estan cubiertos por vellosidades; las flores
son de color violeta; el fruto es de color verde, mide alrededor de 1 cm de largo y se

encuentra cubierto de pelos (14).
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Figura 17. Melochia tomentosa.

La parte botanica de M. tomentosa que ha sido, hasta ahora, ampliamente
estudiada en otros paigses de América,ha sido la raiz, de la cual se ha reportado el

aislamiento de varios de sus constituyentes quimicos y sus estructuras.

La busqueda de nuevos compuestos con potencial aplicabilidad en la industria
farmacéutica ha conllevado a muchos investigadores al estudio de las plantas, ya que
estas representan la fuente mas importante de sustancias quimicas con actividades
bioldgicas y una via para aislar compuesto que puedan ser aplicados como
tratamiento para el cancer. Por lo antes expuesto y basados en los antecedentes que
existen de esta especie acerca de sus constituyentes principales, el presente trabajo de
investigacion esta enfocado en el estudio de M. tomentosa, recolectada en el oriente
venezolano, con el fin de aislar e identificar los constituyentes quimicos presentes en
las partes botanicas seleccionadas (tallo y hojas). Es importante sefialar que los
resultados que se obtengan de esta investigacion constituiran un aporte para la
validacion del uso medicinal de esta familia de plantas realizada en Africa, y un
aporte cientifico para la poblacion venezolana que hace uso de esta especie. Ademas
existe poca informacion en la literaturaacerca del estudio realizado en Venezuela de

esta planta.
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METODOLOGIA

MUESTREO

Los ejemplares de M. tomentosa fueron recolectados en la localidad de
Tocuchare, estado Sucre (figura 18), Venezuela e identificados en el herbario Isidro
Ramoén Bermudez Romero (IRBR) del Departamento de Biologia del Nucleo de
Sucre de la Universidad de Oriente (UDO).

Figura 18. Zona de muestreo de la planta M. tomentosa.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La planta se secd a la sombra, a temperatura ambiente en el Laboratorio de
Productos Naturales y Lipidos (EC-310). La obtencion de los extractos crudos, se
realizd moliendo, por separado, cada una de las partes organicas (hojas y tallo) en un
molino eléctrico. Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas con metanol y
el solvente fue eliminado, evaporandolo bajo presion reducida para la obtencion de
los extractos crudos; luego, se le realizaron las pruebas de actividad bioldgica y un

estudio fitoquimico preliminar antes del fraccionamiento cromatografico.
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PRUEBAS BIOLOGICAS

La actividad bioldgica de los extractos crudos y las fracciones de M. tomentosa

(hojas y tallo), se evalué mediante la utilizacion de los siguientes bioensayos:

Actividad antibacteriana

La presencia de principios activos antibacterianos se detectd utilizando
bacterias certificadas (tabla 1), pertenecientes a la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC) existentes en el Laboratorio de Productos Naturales (Lab 410) del

Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Tabla 1. Cepas bacterianas pertenecientes a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo

(ATCC).
Caracteristicas Microorganismos Origen
Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC) 6538
Micrococcus luteus (ATCC) 9341
Gram negativa Escherichia coli (ATCC) 10536
Pseudomonas aeruginosa (ATCC) 25416

Este ensayo se realizd siguiendo la técnica de difusion en agar o método de
Antibiograma (36), el cual consistié en impregnar discos estériles de papel de filtro
Whatman N° 3 de 5 6 10 mm de diametro con 10 o 25 pl de una solucién preparada
(40 mg/ml) del extracto o fraccidon a analizar. Estos discos se colocaron dentro de
capsulas de Petri que contenian agar Mueller-Hinton, inoculadas con una suspension
bacteriana de concentracion conocida (1x10® bacterias/ml), preparada por
comparacion con un patron comercial estandar N° 0,5 de McFarland. Posteriormente,

las capsulas se preincubaron a 5°C durante 12 horas, para permitir la difusion del
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extracto o fraccion, y, luego, se incubaron a 37°C durante 48 horas, para permitir el

crecimiento bacteriano.

La actividad antibacteriana se verifico midiendo el didametro (mm) de los halos
de inhibicion alrededor de los discos. Se evaluaron los didmetros de los halos de
inhibicion tomando como referencia los criterios expuestos, por algunos

investigadores del area de productos naturales, para extractos crudos (37).

Dosificacion Colocar discos
—_— de discos >

Extracto Placa servida con agar
vegetal Previamente moculada

Medicion del
halo de inhibicion

Premcubacion Incubacion

(3°C/12hora) — "(37°C/24 hora)

Figura 19. Representacion esquematica del analisis de la actividad antibacteriana.

Actividad antifungica

La actividad antifiingica fue evaluada mediante la utilizacion
de cepas de hongos (tabla 2), los cuales fueron proporcionados por el laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Biologia y Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Tabla 2. Cepas de hongos pertenecientes al cepario del Laboratorio de Fitopatologia y
Laboratorio de Microbiologia, de la Universidad de Oriente.
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Caracteristica Hongos Origen

Patogeno Curvularia lunata
Patogeno Mucor sp -—--
Patogeno Penicillium sp -—--
Patogeno Candida albicans (ATCC) 10231
Patogeno Aspergillus oryzae
Patogeno Aspergillus niger

Esta técnica consistio en incubar cepas de hongos por una semana, en tubos de
vidrio a temperatura ambiente; al cabo de este tiempo se afiadieron 10 ml de agua
destilada estéril a cada tubo, se agitd y filtr6 para obtener una suspension de esporas
de cada cepa incubada. La solucion obtenida se sembrd sobre céapsulas de Petri,
previamente servidas con agar Papa Dextrosa (PDA), usando hisopos estériles.
Seguidamente, se colocaron discos de papel de filtro Whatman N° 3 de 5 6 10 mm de
didmetro impregnados con la muestra (10 6 25 pl). Se incubaron durante 48 horas a
temperatura ambiente para permitir el crecimiento fungico. La aparicion de halos de
inhibicién alrededor del disco, fue el indicativo de la actividad fingica del extracto o

fraccion, los cuales se midieron tomando en cuenta el didmetro, en mm (38).

o’ [ncuba:r H H H i
. 10 ml de agua __ ™ Agitar
% 1 semana H H destilada esteril Filtrar

@ . Incubacién <. W /4
o " temperatuma ambiente S _? = ) e '
Medicidn del (48 horas) Colocar discos
halo de inhibicion

Figura 20. Metodologia para evaluar la actividad antifungica de los extractos y
fracciones de M. tomentosa.
Ensayo de Artemia salina
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El grado de toxicidad de los extractos crudos y de algunas fracciones, se evalud
con crustaceos de A. salina. Los quistes se colocaron en un envase de plastico
provisto de una apertura con agua de mar bifiltrada, y de esta manera facilitar la

aireacion continua durante 24 horas para obtener los nauplios de A. salina.

Solucién patron: 10 000 pg/ml

(10 mg de extracto + 0,5 ml de agua de mar bifiltrada + 0,5 ml de solvente)

0,2 ml

-

1
Solucionmadre
R

1000 ppm.
&

Control

100 ppm e
&
10 ppm H -
Hsﬂ

1 ppm
=

CmCmcCmC’m CImcCTm > «—
CmCImCcCTm C’m CImcCTm - ——

i
i
i
i
i
—

0.1 ppm [ &
E:"““'.
0,01 ppm H#
\. /
4.5 ml de HyO de mar + 1 ml de zgua
10 nauplios da A. zala demar + 1 ml

de solvents

Figura 21. Metodologia para evaluar la actividad letal de los extractos y fracciones de
M. tomentosa.

Este método consistido en la preparacion de una soluciéon madre de 10 000
ng/ml del extracto o fraccion con agua de mar bifiltrada o en dimetilsulfoxido

(DMSO), segun la solubilidad en éstos. A partir de la solucion madre, se prepararon
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soluciones de 1 000; 100; 10; 1; 0,1 y 0,01 pg/ml mediante diluciones sucesivas.
Posteriormente, a cada solucion se le agregaron 10 nauplios de Artemia salina y, por
cada concentracion se realizaron 3 réplicas y controles con igual numero de réplicas.
El grado de mortalidad de los nauplios se determind después de transcurridas 24
horas desde el inicio del bioensayo y, luego se anot6 el numero de organismos
muertos para cada una de las concentraciones. Con los datos obtenidos se calcul6 la
concentracion letal media (CLsg) utilizando un programa estadistico de computacion

(Probit, Logit o Binomial), disefiado con un limite de confianza de 95% (39).

PRUEBAS QUIMICAS

A cada extracto se le realiz6 un analisis fitoquimico, con el fin de detectar la
posible presencia de familias de compuestos, tales como: alcaloides, triterpenos,
esteroles, flavonoides, saponinas, polifenoles, glicosidos cardiotonicos, glicosidos
cianogénicos, metilencetonas y antraquinonas (40). Para ello, se siguieron las

siguientes metodologias.

Saponinas

En un tubo de ensayo se coloco 0,5 g del el extracto crudo y se adicionaron 2
ml de agua destilada; posteriormente, se agité vigorosamente durante 30 segundos.
Se asume la presencia de saponinas, si se forma una espuma persistente durante 30

minutos, en una zona de 3-15 cm por encima de la superficie del liquido.
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Extracto crudo

1) H,O destilada
2) Agitacion vigorosa

Formacién de espuma
persistente

Figura 22. Esquema de la prueba de deteccion de saponinas.

Flavonoides

Se pesd 1 g del extracto crudo y luego se desgraso con éter de petroleo, se filtrd
y el residuo se analiz6 para flavonoides, empleando los siguientes métodos: La parte
del residuo, se colocoé en un tubo de ensayo y se le agregaron 2 ml de HCI
concentrado y virutas de magnesio. Se considerd positivo para flavonoides al
producirse una coloracidon roja cuando se dejo reposar la reacciéon por unos 10-20

minutos.

Una gota del extracto se colocd sobre un papel de filtro y se rocié con una
soluciéon de cloruro de amonio al 1% en etanol. La aparicion de una mancha

fluorescente amarilla bajo luz UV indic6 la presencia de flavonoides.

Se coloco sobre un papel de filtro, aproximadamente 0,5 g del extracto crudo
disuelto en cloroformo y se observo, bajo luz UV. Seguidamente, se expuso el papel
en vapores de amoniaco concentrado; de mostrarse un cambio o intensificacion de

color, la prueba se considera positiva para flavonoides.
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Extracto crudo

lDisolver con CHCl;
HCI1 + virutas de magnesio ilmpr egnar en papel de filtro
1) Exponera vapores de amoniaco
Coloracion roja 2) Observar bajo luz UV

Fluorescencia amarilla

1) AlCl; 1% en etanol
2) Observar bajo luz UV

v
Cambio o intensificacion del color

Figura 23. Esquema de la prueba de deteccion de flavonoides.

Glicosidos cardiotdnicos

En un tubo de ensayo se colocd 0,5 g del extracto crudo, se disolvid en
cloroformo y, luego se hizo reaccionar con una mezcla al 50-50% recién preparada de
acido 3,5-dinitrobenzoico (2%) y KOH (0,5 mol/l). Se considero6 positiva esta prueba

con la aparicion de una coloracion azul o violeta.

Extracto crudo

1) Disolver en CHCl;
2) Mezcla al 50-50% recién preparada de acido
3) 3,5-dinitrobenzoico al 2% y KOH 0,5 mol/l

Coloracion azul o violeta

Figura 24. Esquema de la prueba de deteccion de glicosidos cardiotonicos.
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Glicosidos cianogénicos

Al extracto crudo se le anadieron unas gotas de cloroformo y se calentdo a 50-
70°C en un tubo cerrado, los vapores entraron en contacto con un papel de filtro
impregnado con una solucién al 1% de acido picrico en carbonato de sodio al 10%.
Los compuestos cianogénicos se manifestaron como una mancha roja sobre el papel.

El tiempo de reaccion varia, y puede tomar hasta 2 horas.

Extracto crudo

1) Gotas de CHCl;

2) Calentar entre 50-70°C
v

Vapores en tubo
cerrado

Impregnar papel de filtro con
solucion de acido picrico al 1%
[ en Na-,CO;al 10%

Coloracion roja

Figura 25. Esquema de la prueba de deteccion de glicdsidos cianogénicos.

Compuestos fenodlicos

Polifenoles: Se coloco aproximadamente 1 g del extracto crudo en suspension
con agua, se filtr6 y el filtrado se dividié en dos; la mitad de la solucion se coloco en
un tubo de ensayo y, se le agregaron unas gotas de una solucion de cloruro de hierro
(II) al 1% recién preparada. Si se produce una coloracién parda, se asume la

presencia de polifenoles.
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Taninos: La otra mitad del filtrado (suspension acuosa del extracto crudo), se
traté con una solucion al 1% de gelatina en cloruro de sodio al 1%, un precipitado

blanco indic6 la presencia de taninos.

Extracto crudo

1) Solucion

FeCl; al 1% Gelatinaal 1% en NaClal 1%

A 4

Polifenoles Taninos
(Coloracion parda) (Precipitado blanco)

Figura 26. Esquema de las pruebas de deteccion de compuestos fendlicos.

Antraquinonas

Se peso 0,5 g del extracto crudo y se extrajo con KOH (0,5mol/l), se filtré y
luego se acidifico con acido acético y se agitd con benceno. Si la capa organica toma
una coloracion roja al alcalinizarla con hidréxido de amonio, hay antraquinonas

presentes.

| Extracto crudo |

1) Extraccién con KOH 0,5 mol/1
2) Filtrar

| |
I Solucion

2) Agitar con benceno

! !

| Fase organica | | Fase acuosa I

l 1) Acidificar con CH;COOH

ll) Alcalinizar con NH,OH

I Coloracion roja |

Figura 27. Esquema de las pruebas de deteccion de antraquinonas.
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Alcaloides

En un tubo de ensayo se coloco 0,5 g del extracto crudo y luego, se disolvié en
HCI (10%) y se agitd en un embudo de separacion con cloroformo, la fase orgéanica se
conservo, mientras que la fase acuosa se alcalinizo con hidréxido de amonio al 10% y
se extrajo con cloroformo. Las tres fases se analizaron para alcaloides, por separado,

utilizando el reactivo de Dragendorff; un precipitado naranja rojizo dio indicio de la

presencia de alcaloides.

Extracto crudo

1) Disolver en HCl al 10%
2) Extraccion con CHCl;

.

Fase acuosa

i Extraccion con CHCl;

'

Fase acuosa

4

'

Fase organica

v

Reactivo de

f

.

Fase organica

Dragendorff

.
»

r

Sales cuaternarias

Alcaloides basicos

Alcaloides débilmente
basicos

Figura 28. Esquema de las pruebas de deteccion de compuestos alcaloides.

Esteroles insaturados v triterpenos pentaciclicos

Se pes6 0,5 g del extracto crudo y se disolvid en cloroformo, luego se hizo

reaccionar con unas pocas gotas del reactivo Liebermann-Burchard (solucién de
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anhidrido acético y cloroformo 1:1 a 0°C, mas dos gotas de acido sulftrico), recién
preparado. Un cambio en la coloracion de azul a verde, indicd la presencia de
esteroles insaturados; sin embargo, si se produce una coloracion violeta se considera

positivo para triterpenos pentaciclicos.

Extracto crudo

1) Disolver con CHCI;
2) Reactivo Liebermann-Burchard

Y Y

Esteroles Triterpenos
(Coloracion azul verdoso) (Coloracion violeta)

Figura 29. Esquema de las pruebas de deteccion de esteroles insaturados y triterpenos
insaturados.

FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO
Para el aislamiento y purificacién de los metabolitos secundarios presentes, en
los extractos crudos y las fracciones de M. tomentosa, se usaron las técnicas

cromatograficas convencionales, entre las cuales se encuentran:

Cromatografia de columna (CC)

Se realiz6 cromatografia de columna por gravedad, utilizando columnas de
vidrio de diferentes diametros y longitud segin la masa del extracto o fraccion a
separar; como fase estacionaria o adsorbente se utilizé silica gel de 35 — 79 mesh y
como fase moévil (eluyentes) se empled hexano, éter de petrdleo, acetato de etilo,

acetona, etanol y metanol y mezclas de estos en distintas proporciones.
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Cromatografia de capa fina (CCF) v capa fina preparativa (CCFP)

La cromatografia de capa fina (CCF) se emple6 para agrupar las fracciones y
subfracciones obtenidas en la CC, tomando en cuenta el R¢ de cada uno de los eluatos

obtenidos; para ello, se utilizaron placas de vidrio 20 x 20 cm * cubiertas de silica gel
de 60 mesh con un espesor de 0,5 cm. En la cromatografia de capa fina preparativa
(CCFP) el espesor de la silica gel vario de 0,25 a 1,0 mm, este método se utiliz6 para
separar algunas fracciones y purificar los compuestos aislados; para ambas
cromatografias se usaron mezclas de solventes de diferentes polaridades. El revelado
se realizd mediante luz ultravioleta (UV) de onda corta (100-280 nm) y/o solucion de

molibdato de amonio al 5% en H,SO4 al 10%.

ACETILACION Y/ O ESTERIFICACION DE FISCHER

Este método se empled para sintetizar los ésteres de los alcoholes o acidos
grasos que presentaron problemas de solubilidad con los solventes orgéanicos; para
ello se acetilaron 400 mg de la muestra con 1 ml de anhidrido acético y 0,5 ml de
piridina, luego se dejo a temperatura ambiente por toda la noche. Posteriormente, la
mezcla de reaccion se virtio en H,O/hielo y se extrajo con cloroformo. La solucion
en cloroformo (fase orgénica) se lavd con HCI al 10 %, luego se agregd NaOH al
10%, seguidamente se separ6 la solucion de cloroformo (fase orgénica), la solucion
de NaOH vy una parte de la mezcla que no se acetil6. La solucion cloroformica se
lavo con agua, se secd con Na,SO4 anhidrido y se dejo en un desecador para que se
concentrara (41).

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Para la identificacion de los compuestos aislados, se hizo uso de las siguientes

técnicas espectroscopicas y espectrométricas:
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Espectroscopia infrarrojo (IR)

Esta técnica espectroscOpica es una herramienta 1util, donde la absorcién de
radiacion en la region del IR puede proporcionar valiosa informacion acerca de la
naturaleza de los compuestos, y de la existencia de grupo funcionales. Esto se debe a
que la absorcion de la luz infrarroja produce aumentos en las frecuencias de
alargamiento y flexion de los enlaces entre los atomos. Estas frecuencias de un enlace
estd determinada principalmente por la masa de los atomos que participan en €l y por
la fuerza del enlace. Los enlaces que caracterizan los grupos funcionales poseen
frecuencias especificas a las cuales absorben, y bandas de absorcidn caracteristicas en
la region infrarrojo del espectro, por lo que esta técnica representa una herramienta
valiosisima para la caracterizacion de los grupos funcionales presentes en las

muestras a ser analizadas.

Estos espectros se realizaron en el Instituto Universitario Tecnologico (IUT) de
Cumana, para lo cual las muestras se disolvieron en CHCl;3, y se colocaron en placas
de KCI o en algunos casos se prepararon pastillas con KBr, luego, se analizaron en

un espectrofotometro de FTIR 16 PC marca Perkin Elmer.

Cromatografia de gases - espectrometria de masas (CG/EM)

La cromatografia de gases (CG) es una técnica muy versatil que se emplea para
separar mezclas muy complejas en componentes individuales, donde los compuestos
vaporizados son fraccionados como consecuencia de la particiébn entre una fase
gaseosa movil y una fase estacionaria mantenida en una columna. La muestra es
introducida como un gas en la cabeza de la columna; los componentes que tienen una
solubilidad finita en la fase estacionaria se distribuyen entre esta fase y el gas. La
espectrometria de masas (EM) es una técnica que consiste en bombardear las

moléculas en fase gaseosa con electrones de alta energia, lo que ocasiona que un

28



electron sea expulsado de la molécula y se forme un cation radical (idn padre), esto
facilita la determinacion de la masa molecular exacta de los componentes presentes

en la muestra.

Los andlisis de los compuestos aislados de la M. tomentosa se realizaron en el
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), empleando un
cromatografo de gases marca Varian, modelo Saturn 2000, con una fuente de
ionizacidn por impacto electronico y un detector de trampa de iones. Las muestras se
inyectaron en una columna CP-SIL-8CB-MS de 30m x 0,25 D.I. y helio como gas de
arrastre, a una rapidez de 1ml 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. Posteriormente, la identificacion de los compuestos se realiz6 por la

comparacion computarizada con las librerias WILEY 275 L.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

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

externo aplicado de frecuencia definida.

Las estructuras de los metabolitos puros obtenidos en la separacion
cromatografica de M. tomentosa, se elucidaron mediante RMN uni (RMN 'H, °C y
DEPT — 135) y bidimensional (HMQC, HMBC, COSY 'H-'H, HSQC).

Los analisis de RMN se realizaron en el Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas (IVIC) en un espectroémetro de BRUKER AM 500

(frecuencia de resonancia 'H = 500 HMz). Los espectros de RMN 'H proporcionan
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informacion importante del namero de sefales distintas de 'H, el desplazamiento
quimico, el patron de acoplamiento y la integracion de la intensidad de las sefiales.
Los espectros de RMN ' C proporcionan informacion acerca del numero de tipos
diferentes de carbono y el desplazamiento quimico de cada sefal, que estd

determinado por el contorno molecular de cada carbono.

Para tal fin, las muestras se disolvieron segtn la solubilidad de las mismas en
solventes deuterados. Los desplazamientos quimicos () obtenidos en los espectros se
reportaron en ppm, respecto a un estandar interno de tetrametilsilano (TMS). Ademas
de los experimentos de RMN ya mencionados, se realizo DEPT-135 (Distortionless
Enhancement Through Polarization Transfer), el cual proporciond informacion acerca
de la cantidad y el tipo de carbonos (CH, CH,, CH3) presentes en la estructura de los

compuestos elucidados.

. g . . . . 1
Los espectros bidimensionales se registraron a frecuencias de resonancia de H

=500 MHz y de >C = 125, 72 MHz, utilizando los siguientes experimentos:

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence): Este experimento de
correlacion heteronuclear permite correlacionar protones y carbonos unidos

directamente con un enlace de alta sensibilidad.

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation): Este experimento tiene
una secuencia con elementos comunes del HMQC y suministra espectros similares, la
diferencia fundamental entre ambos experimento radica en que HMQC estan ausentes
los acoplamientos homonucleares, por lo que los anchos de linea en esta dimension

estan apreciablemente reducidas en el HSQC.

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity): Este experimento

establece la correlacion entre protones y carbonos separados por 2 6 3 enlaces. A
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semejanza del HMQC y el HSQC, es un experimento muy sensible por resultar de
excitacion y deteccion protonica. El HMBC es esencialmente un experimento HMQC
adecuado a la deteccion de correlaciones a través de acoplamientos débiles. Una de
las ventajas de este experimento es que permite detectar los carbonos cuaternarios

acoplados a protones.

Esta técnica de correlacion heteronuclear a 2 6 3 enlaces permite obtener
informacion valiosisima en la determinacion estructural, la informacion que
suministra el HMBC lo convierte en un experimento muy utilizado para ensamblar
una estructura desconocida a partir de fragmentos conocidos. Mientras que con los
espectros HMQC o HSQC so6lo determina conectividades locales a través de un
enlace; el HMBC permite conectar atomos mas distantes, inclusive aquellos que
carecen de protones y para los cuales las técnicas de correlacion homonuclear no

funcionan.
COSY'H-'H (Correlated Spectroscopy Homonuclear): Correlaciona todos los

desplazamientos quimicos de protones sobre carbonos contiguos (H-C-C-H), con lo

cual es posible ubicar los protones vecinos que estan acoplados.

31



RESULTADOS Y DISCUSION

M. tomentosa es una planta que ha sido sometida a estudios en Brasil, debido a
la presencia de una importante familia de compuestos quimicos, como los alcaloides
y especialmente alcaloides del tipo ciclopeptidicos y quinolindlicos; sin embargo,
hasta el momento solo han sido reportados en las raices de esta planta. Por tal motivo,
se procedio a la recoleccion de las muestras de M. tomentosa en suelo venezolano
para ser estudiadas mediante andlisis fitoquimico y biologico para constatar la
presencia de esta clase de metabolitos secundarios y la presencia de otra clase de
compuestos quimicos en otras partes de esta planta (hojas y tallo), que pudieran ser

aprovechadas con fines curativos.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en los andlisis
fitoquimicos y bioldgicos de los extractos metandlicos y fracciones de las hojas y del

tallo de M. tomentosa.

RENDIMIENTO PORCENTUAL DE LOS EXTRACTOS CRUDOS
OBTENIDOS DE LAS HOJAS Y EL TALLO DE M. tomentosa

Para la obtencion de los extractos metandlicos, se separaron cada una de las
partes botanicas de interés y se dejaron secar al aire libre por varios dias en el
laboratorio de Productos Naturales y Lipidos (Lab 310), obteniéndose 45,4798 g de
hojas secas y 70,7865 g del tallo igualmente seco. Posteriormente, se realizaron
extracciones exhaustivas con metanol, y el solvente en ambos casos, fue eliminado a
presion reducida en un rotaecvaporador Heidolf, obteniéndose un liquido muy viscoso
y pegajoso, de olor agradable y de color ambar en el caso del tallo, y una pasta color

ambar y de poco olor, para las hojas. El porcentaje de extraccion con relacion al
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material seco, fue de 62,98% y 74,12% para las hojas y el tallo, respectivamente. En
la tabla 3 se reportan los rendimientos obtenidos en el proceso de extraccion.

Tabla 3. Porcentaje de extraccion de las partes botanicas (hojas y tallo) de M.
tomentosa.

Parte botanica (g) Material seco (g)  Extracto crudo (g) %Extraccion
Hojas 22,1514 13,9510 62,98
Tallo 27,2861 20,2245 74,12

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

En el andlisis fitoquimico realizado al extracto metanolico de las hojas (EMH) y
del tallo (EMT), se detectd la presencia de esteroles insaturados y flavonoides en
ambos extractos. Ademas, en el EMT se detectaron otras familias de metabolitos

secundarios, tales como: saponinas, taninos y polifenoles (tabla 4).

En el caso del EMH, donde solo se detectaron dos familias de metabolitos
secundarios, se puede decir, que es probable que se deba a las bajas concentraciones
en que se encuentren los mismos en el extracto, como para ser detectados por los
reactivos quimicos empleados; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que este

extracto se halle constituido por otros tipos de metabolitos secundarios.

Tabla 4. Analisis fitoquimico de los extractos de M. tomentosa.

Familia de compuestos EMH EMT % EMF
Alcaloides - - 0
Saponinas - + 50
Esteroles insaturados + + 100
Triterpenos pentaciclicos - - 0
Glucosidos cardiotonicos - - 0
Glucésidos cianogénicos - - 0
Polifenoles - + 50
Metilencetonas - - 0
Taninos - + 50
Antraquinonas - - 0
Flavonoides + + 100
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%MPE 18,18 45,45

(+) : detectado (-) : no detectado.
%EMEF: porcentaje de extractos con metabolitos pertenecientes a la misma familia quimica.
%MPE: porcentajes de metabolitos presentes para cada extracto.

Los resultados obtenidos representan un importante aporte a la
quimiotaxonomia de M. tomentosa, ya que no existe en la literatura reportes acerca
de la identificacion de estas familias de metabolitos secundarios en el género
Melochia; sin embargo, estudios realizados a otros géneros de la familia
Sterculiaceae, demuestran que los esteroles son compuestos caracteristicos de los

géneros que integran esta familia de plantas.

Los esteroles insaturados fueron detectados en el EMT y EMH, mediante el
reactivo de Liebermann-Burchard; esta familia de compuestos ha sido reportada en
otras especie pertenecientes a la familia Sterculiaceae, como en Helicteres
guazumifolia Kunth, donde se identificaron los esteroles (24R)-4-estigmasten-3-ona y
4-sitosterol-3-ona mediante cromatografia de gas acoplado a un espectrometro de
masas (CG/EM), y también se caracteriz 6 por RMN de una y dos dimensiones, un
esterol insaturado (20). En Helicteres baruensis Jacq se reportd un esterol, cuya
estructura fue identificada como el campesterol (15), y mediante un analisis quimico

realizado a la Walteria viscossisima, se detecto la presencia de esteroles (11).

Los flavonoides también fueron detectados en ambos extractos crudos de M.
tomentosa; a esta clase de metabolitos secundarios se le atribuye diversas
propiedades en las plantas, entre ellas, se puede citar: (a) proteccion a los vegetales
contra la incidencia de rayos ultavioleta y visible, asi como proteccion contra
insectos, hongos, virus y bacterias, (b) control de la accion de las hormonas vegetales,
(c) agente alelopatico y (d) inhibidora de las enzimas. Por otro lado, estos compuestos
poseen también importancia farmacologica, ya que algunos investigadores han

demostrado que poseen propiedades antiinflamatoria, antiespasmodica, antialérgica,
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antiulcerogénica, antiviral, anticarcinogénica y antioxidante; asi mismo, son
utilizados para el tratamiento de la fragilidad capilar, diabetes y afecciones cardiacas,

entre otras (42).

En un estudio realizado a otra especic de esta familia (Helicteres isora) se
caracterizaron cuatro flavonoides glucuronidos, los cuales fueron identificados como:
isoscutellarein 4-metiléter- 8-O-f-D-glucuronido, isoscutellarein 4 -metiléter -8-O-3-
D-glucurénido -6 -n-butiléster, isoscutellarein-4-metiléter-8-O-f-D-glucuronido-2"-

sulfato e isoscutellarein 4-metiléter -8-O-B-D-glucurdnido -2, 4”- disulfato (7).

Otra especie que pertenece a la familia Sterculiaceae es la Walteria indica;
esta planta es nativa de Filipinas y es usada como febrifugo, emoliente, antirabia y

como purgante; las investigaciones quimicas revelaron la presencia de flavonoides

(10).

El ensayo para verificar la presencia de taninos resultd positivo para el EMT;
esta familia de metabolitos secundarios fue evidenciada mediante el tratamiento con
una solucion al 1% de gelatina en cloruro de sodio al 1%, al formarse un precipitado
blanco. Estos productos naturales han sido reportados en otros géneros de la familia
Sterculiaceae, donde se puede mencionar los extractos de las hojas de Cola greenwayi
y de las hojas y tallo de Hermannia depressa. Ademas, se encontr6 que cada uno los
extractos presentaron actividad antiinflamatoria y antibacteriana, lo cual confirma los
antecedentes de los taninos reportados en la literatura, donde se sefiala que estos

metabolitos poseen actividad antiinflamatoria, antibacteriana y antioxidante (7).

El ensayo realizado para determinar la presencia de saponinas resultd positivo
para el EMT; este grupo de metabolitos secundarios tiene la propiedad de hemolizar
los glébulos rojos (accidon hemolitica), también ha mostrado poseer una diversidad de

actividades bioldgicas; como antimicrobiana, citotdxica, antitumoral, molusquicida,
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insecticida, expectorante, diurética, cardiovascular, antiinflamatoria, antitilcera,
analgésica, antipirética, sedante y antimicotica, entre otras. Su aplicabilidad mas
importante, se debe a que son utilizadas como los unicos precursores de muchos
medicamentos esteroidales, tales como hormonas sexuales, contraceptivos orales y

diuréticos (43).

Esta familia de compuestos quimicos ha sido reportada en los extractos
metanolicos de las hojas, tallo, fruto y flor de H. guazumifolia Kunth (20) y en el
extracto etanolico de W. viscosissima (11). La ausencia de las demas familias de
metabolitos, y en particular los alcaloides, no indica que no estén presentes en los
extractos de M. tomentosa, es posible que haya ocurrido un efecto sinérgico con lo
demas compuestos, por lo que se dificulté detectarlo mediante los reactivos quimicos

empleados para la caracterizacion de los grupos funcionales.

ENSAYOS BIOLOGICOS DE LOS EXTRACTOS Y LAS FRACCIONES
OBTENIDAS DE LAS HOJAS Y TALLO DE M. tomentosa

Con la finalidad de evaluar la actividad farmacologica de esta planta, se
realizaron ensayos de letalidad, antimicrobianos y antifiungicos a los EMH, EMT y
las fracciones obtenidas en la separacion cromatografica de los extractos de M.
tomentosa. Los resultados obtenidos proporcionaron informacion acerca de las
fracciones bioactivas, donde posiblemente se encontraban los metabolitos secundarios
causantes de la actividad bioldgica observada, permitiendo seleccionar algunas de las

fracciones para ser analizadas.

A continuacidon se presentan los resultados obtenidos de los ensayos de

letalidad, antimicrobiano y antifingico.
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Actividad letal

La actividad letal se realiz6 para cada uno de los extractos y algunas fracciones,
empleando larvas de A. salina; este ensayo fue propuesto inicialmente por varios
investigadores como un método rapido, eficiente y sencillo para evaluar la actividad

farmacoldgica y presencia de toxinas en plantas (44).

Los resultados obtenidos mostraron una actividad letal significativa para el
EMT (tabla 5), segtin lo establecido por los investigadores, quienes han sefialado que
al obtenerse valores de CLsy menores o igual a 30 pg/ml se tiene una buena
correlacion con lineas celulares anticancerigenas del tipo 9KB (carcinoma
nasofaringeo humano) y 9SP (leucemia), por lo que el extracto o compuestos
bioactivos que constituyen una especie en particular pueden exhibir un potencial
citotoxico importante. Sin embargo, el EMH se considera letal al exhibir un CLsy <

1000 pg/ml (39, 44).

Tabla 5. Actividad letal de los extractos crudos y las fracciones de las hojas y el tallo
de M. tomentosa.

Extracto y/o fraccion Meétodo estadistico Concentracion letal media
(CLsp, pg/ml) (24 horas)

EMH Binomial 182,51
EMT Binomial 21,24
FHB - -

FHG - -

FTE Logit 131,08
FTG Binomial 821,88

(-): concentracién alta (> 1000 pg/ml); FHB y FHG: fracciéon B y G respectivamente obtenidas a
partir del extracto de la hojas; FTE y FTG: fraccién E y G respectivamente obtenidas a partir del
extracto del tallo.

En la tabla 5, se muestran los valores obtenidos en la evaluacion de la actividad
letal en los EMT y EMH, ademds también se evalu6 para algunas de las fracciones

provenientes de las hojas y el tallo de M. tomentosa. El EMH mostré6 un CLs
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moderado y las fracciones analizadas a partir de este extracto resultaron inocuas
contra A. salina, por otra parte el EMT present6 una actividad letal muy buena y las
fracciones obtenidas a partir de este extracto, mostraron una letalidad moderada para

el caso del FTE y muy leve para FTG.

Esta diferencia en la letalidad entre el EMT y las fracciones obtenidas a partir
del mismo, con el EMH y sus fracciones, podria guardar relacion con el analisis
quimico preliminar (tabla 4), donde se observo que el EMT posee un 45,45% de
metabolitos secundarios y el EMH solo posee un 18,18%, con respecto a los grupos
quimicos ensayados; la presencia de mas productos naturales en el EMT le confiere
una actividad letal significativa en comparacion al EMH. Este resultado concuerda
con investigaciones realizadas a otras especies de la familia Sterculiaceae, como la H.
guazumifolia Kunth donde el EMT y EMH presenté un CL5o de 18, 82 ug/ml y 64,82
png/ml, respectivamente (20).

Actividad antibacteriana

El ensayo de actividad antibacteriana es uno de los ensayos mas importantes en
el campo de los productos naturales, ya que la busqueda de nuevos compuestos que
puedan inhibir el crecimiento de bacterias es cada vez mayor, debido la resistencia

que estos presentan ante los antibidticos disponibles actualmente (45).

En este bioensayo se observd que el EMT present6 una actividad antibacteriana
moderada con un efecto bacteriostatico (capacidad de bloquear el crecimiento e
inhibir la multiplicaciéon de bacterias) frente a todas bacterias ensayadas (tabla 6);
mientras que, el EMH no present6 actividad bactericida o bacteriostatica ante las

cepas ensayadas.
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Tabla 6. Actividad antibacteriana de los extractos crudos y las fracciones de las hojas
y el tallo de M. tomentosa.

Microorganismos
Extractoo  E.coli M. luteus S. aureus P. aeruginosa %MSE
Fraccion
EMH - - - - 0
EMT ++ + ++ ++ 100
FTI - ++ + ++ 75
%EAM 33,33 66,67 66,67 66,67

(+++): Actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), (++): actividad moderada (didmetro entre 15-
18mm), (+): actividad leve (diametro entre 11-14 mm); FTI: fraccion I del extracto metandlico del
tallo; %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo microorganismo; %MSE: porcentaje de
microorganismos sensibles a cada extracto.

En la tabla 6, se observa que el EMT resulto activo en un 100% frente a las
cepas bacterianas empleadas; sin embargo, el EMH resultd inactivo contra las
mismas. Ademas, a cada una de las fracciones obtenidas en la separacion
cromatografica de ambos extractos, se le realizé el estudio para evaluar su posible
actividad antibacteriana, y se observd que ninguna de las fracciones fueron activas
frentes a las bacterias Gram positivas y Gram negativas ensayadas, a excepcion de la
FTI que inhibi6 el crecimiento del 75% de los microorganismos empleados; no

obstante, la bacteria E. coli resulté completamente inactiva frente a esta fraccion.

La ausencia de actividad antibacteriana en el EMH est4 en concordancia con lo
reportado en la literatura, acerca de otras investigaciones biologicas realizadas en de
la varias especies de la familia Sterculiaceae, donde se menciona que H. bauruensis
Jacq (15) y H. guazumifolia Kunth (20), no presentaron actividad antibacteriana en

los extractos metanodlicos de las hojas.

Actividad antifungica

La determinacion de la actividad antimicética se ha convertido en una
herramienta valiosa en la quimica de los productos naturales, ya que proporciona

informacion acerca del potencial que puedan presentar los extractos o fracciones para
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inhibir el crecimiento de hongos u organismos filamentosos. Las infecciones a causa
de los hongos se han incrementado considerablemente en los Ultimos afios y
principalmente en personas inmunodeprimidas, esto le confiere mayor importancia
farmacoldgica a este analisis, pues los resultados obtenidos pueden ser aprovechados

con el fin de aislar el o los compuestos causantes de esta actividad (46).

La actividad antifungica para los extractos y las fracciones de la M. tomentosa
fue determinada mediante la técnica de difusion en agar. A continuacion se presentan

los resultados obtenidos en este bioensayo (tabla 7).

El EMH no mostr6 actividad antifiungica frente a los microorganismos
ensayados; sin embargo, la fraccion C y H exhibieron una accién bactericida
moderada y leve, respectivamente, frente al hongo Mucor sp; las demas fracciones
no mostraron actividad antimicoética. El hecho de que estas dos fracciones mostraran
actividad antimicética y el EMH resultara inocuo, indicia que existe un efecto
antagonico entre los compuestos quimicos que constituyen el EMH, y es posible que

la ausencia de actividad se deba a este efecto.

El EMT present6 una actividad antimicotica moderada frente C. lunata, Mucor
sp y Penicillum sp, la cual significa que el 75% de los microorganismos resultaron
sensibles a este extracto; en cambio, las fracciones obtenidas resultaron ser inactivas
frente a todas las cepas de hongos ensayadas (tabla 7), a excepcion de la FTI que
presentd una actividad antifingica bastante considerable (fuerte) frente al hongo
Penicillum sp, lo cual podria indicar que la mayoria de los compuestos con este tipo

de bioactividad presentes en este extracto, se aislaron en esta fraccion.

40



Tabla 7. Actividad antifingica de los extractos crudos y las fracciones de las hojas y
el tallo de M.tomentosa

Extracto o fraccion

Microorganismo EMT EMH FHC FHH FTI %EAM
Curvularia lunata ++ - - - - 20
Mucor sp ++ - ++ + - 60
Penicillum sp + - - - > H++ 40
Candida albicans - - - - - 0
Aspergillus oryzae NE - - - NE 0
Aspergillus niger NE - - - NE 0
%MSE 75 0 16,67 16,67 16,67

(+++): actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), (++): actividad moderada (diametro entre 15-
18mm), (+): actividad leve (didmetro entre 11-14 mm); (NE): no ensayado; FHC y FHH: fraccion C y
H del extracto metandlico de las hojas; FTI: fraccion I del extracto metanolico del tallo;%EAM:
porcentaje de extractos activos contra un mismo microorganismo; %MSE: porcentaje de
microorganismos sensibles a cada extracto.

FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO
Con el fin de aislar y purificar en lo posible los compuestos responsables de la
actividad antimicotica, antibacteriana y letal observada en los extractos y algunas

fracciones de M. tomentosa, se emplearon diferentes técnicas cromatograficas.

Fraccionamiento del extracto metanodlico de las hojas de M. tomentosa

El fraccionamiento del EMH se realizd por cromatografia de columna (CC),
utilizando silica gel 35-70 mesh (0,2 — 0,5 mm) como fase estacionaria; como fase
movil se utilizé mezclas de solventes que varié desde el menos polar (hexano) hasta
el mas polar (metanol). La columna empleada midi6 aproximadamente 70 cm de alto
con un didmetro de 2,5 cm. La relacion entre la silica y el extracto fue de 1:50 (g de
extracto: g de silica gel). Se recolectaron 117 eluatos contentivos de 50 ml cada uno
(tabla 8), los cuales fueron agrupados en 12 fracciones (tabla 9) tomando como

referencia los Ry observados en la cromatografia de capa fina analitica (CCF). Como
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agentes reveladores se emplearon luz ultravioleta de longitud corta (100-280 nm) y

una solucidn acida de molibdato de amonio.

El material organico recuperado en la CC del EMH fue de 4,2580 g, esto

representa un rendimiento de 87,05%.

A cada una de las fracciones obtenidas, se le realizé un ensayo antimicrobiano y
se observd que ninguna de las fracciones mostrd actividad ante las bacterias
ensayadas; sin embargo, la fraccion C y H mostraron actividad antimicotica
moderada y leve, respectivamente frente al hongo Mucor sp. Las demds fracciones

resultaron inocuas frente a las cepas de hongos.

Tabla 8. Fraccionamiento cromatografico de la EMH de M. tomentosa.

Eluyentes Porcentaje (%)V/V Eluatos
Hexano 100 1-3
Hexano-AcOEt 80-20 4-43
Hexano-AcOEFEt 60-40 44-90
Hexano-AcOEt 50-50 91
Hexano-AcOEt 20-80 92
AcOEt 100 93-98
AcOEt-Acetona 50-50 99
Acetona 100 100-107
MeOH 100 108-117

Tomando como referencia los resultados obtenidos en el andlisis antifiingico,
las fracciones C y H fueron seleccionadas para ser analizadas y aislar, en lo posible,

los compuestos responsables de esta actividad.

La fraccion K, a pesar de no haber mostrado ningun actividad de interés
farmacoldgico, fue seleccionada para ser separada y analizada, debido a la buena
separacion entre sus constituyentes, observada en la CCF; ademas, es posible que

exista un efecto antagonico entre los compuestos que constituyen esta fraccion. Las
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demas fracciones mostraron ser mezclas complejas de dificil separacion segin

evidencias arrojadas por CCF, por lo que se descartaron para ser analizadas.

Tabla 9. Fracciones obtenidas en la separacion cromatografica del EMH de M.
tomentosa.

Eluatos Fracciones Masa (mg)
1-7 A 2,7
8-28 B 195,5
9-47 C 85,8

48-60 D 100,1
61-75 E 79,7
76-85 F 156,8
86-106 G 157,3

104-106 H 8,9

107-109 I 9,89

110-111 J 1983,5
112 K 250,6

113-117 L 10894

Fraccionamiento cromatografico de la fraccion C

La fraccion C no fue necesario separarla mediante técnicas cromatograficas
convencionales, ya que en las pruebas de solubilidad, se observd que al agregarle
metanol se formaba un precipitado blanco, el cual se separ6 del liquido; a ambos se
le realiz6 CCF para comparar los Ry de los posibles compuestos presentes en estas
sub-fracciones. En el caso del so6lido, se observd que se trataba de una mezcla de
compuestos con Ry muy cercanos, lo que dificultaria su separacion cromatografica;

basado en esto se decidi6 identificar los compuestos mediante CG/EM.

Tabla 10. Subfracciones obtenidas en la separacion de la fraccion C.

Subfraccion Caracteristica Masa (mg)
Cl Solido blanco 7.9
C2 Liquido amarillento 45,8
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Figura 30. Fraccionamiento cromatografico del EMH de M. tomentosa.
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La CCF del liquido reveld que se trataba de una mezcla de dos compuestos con
R¢ definidos, por lo que se decidid separarlos y purificarlos por CCFP, para

posteriormente ser analizados sus constituyentes por RMN.

Separacion e identificacion de los compuestos de la subfraccion Cl

La identificacion estructural de los compuestos presentes en esta subfraccion se
realiz6 por CG/EM, como se muestra en el cromatograma (figura 31). Se evidenci¢ la
presencia de 4 constituyentes quimicos en los que destacan los acidos alifaticos:
hexadecanoico y octadecanoico; ademas, fueron identificados sus respectivos ésteres

metilicos (tabla 11).

Tabla 11. Compuestos identificados en la subfraccion C1.

Compuesto Tiempo de retencioén (min) Formula
Ester metilico del 4cido hexadecanoico 12,44 C17H340,
Acido hexadecanoico 12,75 Ci16H320,
Ester metilico del 4cido octadecanoico 14,03 C19H350,
Acido octadecanoico 14,32 m

El espectro de masa del éster metilico del acido hexadecanoico (I) (TR = 12, 44
min) (figura 32), desplegd un i6n molecular a m/z 270 [M'], y los fragmentos
correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 227, 185, 143, 74
(pico base) y 43. En la figura 33, se muestra el patron de fragmentacion

correspondiente a este compuesto.
El 4cido hexadecanoico (II) (TR = 12, 75 min) constituy6 el metabolito méas

abundante de esta subfraccion. Su espectro de masas (figura 34), desplegd un i6n

molecular a m/z 256 [M ], y los fragmentos correspondiente a los picos de los iones
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mas abundantes a m/z 213, 129, 73 y 43 (pico base). En la figura 35 se muestra el

patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.

El espectro de masas del éster metilico del acido octadecanoico (III) (TR=
14,03 min) (figura 36), exhibié un ién molecular a m/z 298 [M'], y los fragmentos
correspondientes a los picos més abundantes a m/z 255, 199, 143, 74 (pico base) y 43.
En la figura 37 se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este

compuesto.

Abundancia

1|

Tiempo (mir)

Figura 31. Cromatograma de gases de la subfraccion C1
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Figura 36. Espectro de masas del éster metilico del acido octadecanoico.
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Figura 37. Patron de fragmentacion del éster metilico del acido octadecanoico.
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El compuesto IV se identifico como el acido octadecanoico (TR =14, 75), su
espectro de masas (figura 38), desplegd un i6n molecular a m/z 284 [M'], y los
fragmentos correspondiente a los picos mas abundante a m/z 284, 241, 185, 129 y 43
(picos base). En la figura 39 se muestra el patron de fragmentacion de este

constituyente.
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Figura 38. Espectro de masas del acido octadecanoico.
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La identificacion de estos metabolitos en M. tomentosa representa un aporte a
su quimiotaxonomia, ya que no existen en la literatura reportes acerca de la presencia
de estos compuestos en esta especie; no obstante, han sido reportados en otro género
de la familia Sterculiacea como en los Helicteres, especificamente en las especies H.

guazumifolia (20) y H. baruensis (15).

En una investigacion realizada acerca de los acidos grasos se comprob6 que son
toxicos para varias lineas celulares tumorales humanas, como cancer de prostata, pecho,
vejiga, pulmoén y leucemia (47). En otros estudios se sefiala que los acidos grasos
inhiben de manera efectiva las bacterias Gram positivas, ademds de que exhiben
actividad antimicdtica, reportdndose al acido hexadecanoico como un inhibidor
efectivo de bacterias y hongos. Esto concuerda con los resultados obtenidos en el
analisis antifungico de esta subfraccion. El acido hexadecanoico es uno de los acidos
grasos mas comunes en los lipidos y ha sido reportado en una amplia variedad de
especies terrestres y marinas. Ademas, algunos registros sefalan que el acido

hexadecanoico, al igual que 4cido octadecanoico, posee propiedad apopticas (48,49).

En un estudio biodirigido realizado al extracto alcohdlico de frutos de Sechium
edule (Jacq), se encontré que de cuatro de las fracciones aisladas, tres exhibieron
actividad antiproliferativa y citotoxica de tipo dosis dependiente. La caracterizacion
estructural de estas fracciones, reveld que las fracciones mads activas, estaban
constituidas mayoritariamente por ésteres metilicos de los acidos hexadecanoico y

octadecanoico (50).

También se ha reportado que los ésteres de acidos grasos a altas concentraciones,
provocan la muerte celular por apoptosis, y cuando las concentraciones se
incrementan, la muerte celular ocurre por necrosis, debido a inhibicion de la sintesis

de ADN (51).
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Separacion de la subfraccién C2

En la CCF realizada a esta subfraccion se observo la presencia de dos
compuestos, por lo que se procedié a separarlos por CCFP utilizando una placa
vidrio de 20x20 cm” recubierta de silica gel 10-40 pm de 1mm de espesor. Para ello se
colocaron 45 mg del extracto en la placa y se utilizd una mezcla de hexano/acetato de
etilo (4:1); el revelado de la misma se realizd con una lampara de UV. Las franjas de
silica que contenian cada uno de los compuestos, se arrancaron de manera cuidadosa y

posteriormente se extrajeron con cloroformo.

Se recuperd una masa total de 12,3 mg, lo que represento el 25,36% del material

cromatografiado.

Tabla 12. Subfracciones obtenidas de la subfracion de C2.

Subfraccion Masa (mg) R¢
C2.1 6,4 0,73
C2.2 59 0,31

A cada una de las subfracciones, se le realiz6 nuevamente CCF para verificar la
pureza de los compuestos aislados, y se observd en cada caso una sola mancha muy
bien definida, indicando la presencia de un posible compuesto puro, por lo que se

decidi6 analizarse por RMN.

Andlisis estructural de la subfracciéon C2.1

En el analisis del espectro de RMN 'H (figuras 40 y 41) de la subfraccion C2.1
se observd un desplazamiento a oy 3,64 ppm que corresponde a un singulete de un
atomo de hidrogeno enlazado a un carbono que se encuentra unido a un 4tomo

oxigeno (O-C-H). Ademas, éste exhibio dos multipletes a oy 1,70 y oy 1,28 ppm, y
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desplazamientos quimicos a oy 2,27 y ou 0,89 ppm que corresponden a tripletes

atribuibles a un grupo metileno y metilo, respectivamente (tabla 13).

En el espectro de RMN-"C (figura 42), de esta subfraccion se evidencié un
desplazamiento quimico a o¢ 176,05 ppm, que corresponde a un grupo carbonilo (-
COOR-); lo cual sugiere la presencia de un éster. A campo alto, se observé una sefial
a Oc 57,28 ppm, caracteristica de un carbono enlazado a un oxigeno (C-O); también,
se observa una sefial intensa entre d¢ 48,09 - 47,07 ppm, que corresponde a sefiales de
carbonos metilénicos (-CH;), y finalmente, se observa una sefial a d¢c 29,01 ppm,

asignable a un carbono metilico terminal (R-CHj3) (tabla 14).

Tabla 13. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (6y) de algunas
sefiales de RMN 'H del compuesto C2.1.

du (ppm)* 81 (ppm)° Multiplicidad Asignacion
3,64 3,65 Singulete (S) O-CH;

2,27 2,32 Triplete (t) OC-CH;

1,70 1,64 Multiplete (m) OC-CH,-CH;
1,28 1,26 Multiplete (m, ancho) CH,-CH,-CH,
0,89 0,85 Triplete (t) CH,-CH;

#: Datos obtenidos a 400 MHz en DOCDs;.

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.
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Figura 40. Espectro de RMN 'H la subfraccion C2.1.
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Figura 41. Ampliacion de la region a campo alto del espectro de RMN 'H de la

subfraccion C2.1.
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Tabla 14. Asignaciones de desplazamientos quimicos de carbono (d¢) de algunas
sefiales de RMN "°C del compuesto C2.1.

dc (ppm)* 8c (ppm)” Tipo de carbono
176,05 173,10 C=0

57,08 52,00 0-CHs

47,58 45,98 CH,

29,01 28,23 CH;

#: Datos obtenidos a 100 MHz en DOCDs;.

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.

Debido a que no se realizaron otros experimentos de RMN y segun el analisis
realizado a los RMN 1D, se propuso la estructura del posible compuesto como la del
¢éster metilico del 4cido eicosanoico, lo cual fue confirmado utilizando el programa
de modelado de estructura Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008, al compararse los

0 experimentales con los teoricos (figura 43).

— { v oestmont - A ST

T T T T T T T
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Figura 42. Espectro de RMN "°C la de subfraccion C2.1.
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Figura 43. Estructura del éster metilico del 4acido eicosanoico.

Andlisis estructural de la subfracciéon C2.2

El espectro de RMN 'H (figuras 44 y 45) de esta subfraccion, exhibi6 una sefial
en la region de los aromadticos a oy 7,66 ppm, en la region olefinica mostro una sefial
a oy 4,93 ppm, un desplazamiento quimico a oy 3,60 ppm atribuible al hidroxilo
(HO); una serie de sefiales en forma de multipletes entre 6y 1,40 y on 2,51 ppm
asignables a grupos metilenos, una sefial intensa a oy 1,27 ppm asignada a un proton
unido a un carbono que se encuentra enlazado a un carbono cuaternario y, finalmente,
se observa un triplete a oy 0,89 ppm atribuido a un grupo metilico (-CHs) que se

encuentra enlazado a un grupo metileno (-CH,-) ( tabla 15).

En el espectro de RMN-"C (figura 46) de esta subfraccion, se observaron a
campo alto tres sefiales asignables a carbonos de un anillo aromadtico sustituido, esto
confirma lo observado en el espectro de RMN 'H, acerca de las sefiales en la region
de los aromaticos; ademas, exhibi6 sefales caracteristicas de grupos olefinicos a d¢
142,11 y o¢ 122,62 ppm, confirmando la presencia de un doble enlace en la estructura
del compuesto. También, mostr6 un desplazamiento quimico a d¢ 73,51 ppm,
caracteristico de un carbono cuaternario y varios desplazamientos a campo alto que

son asignables a grupos metilenos (tabla 16).
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Tabla 15. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (0y) de algunas
sefiales de RMN 'H del compuesto C2.1.

"3y (ppm) °3y (ppm) Multiplicidad Asignacion
7,66 7,33 multiplete (m) CeHs

4,93 5,50 triplete (t) HC=C
3,60 4,65 singulete (S) OH

2,51 2,55 multiplete (M) CH;

1,99 1,96 multiplete (m) CH,

1,40 1,37 multiplete (M) CH,

1,27 1,28 singulete (S) CH;

0,89 0,90 triplete (S) CH;

- Datos obtenidos a 400 MHz en DOCD:;.

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.

Tabla 16. Asignaciones de desplazamientos quimicos de carbono (d¢c) de algunas
sefiales de RMN "°C del compuesto C2.2.

*dc(ppm) °5c(ppm) Tipo de carbono
147, 81 146,80 C=CCHj3

139, 25 138,50

122,62 121,60 CH,CH=C
73,51 74,40 C

47,52 42,90 CH,CH,C
29,32 27,30 HOCCH3

17,19 16,78 CH;

#: Datos obtenidos a 100 MHz en CDCls.

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.
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Figura 44. Espectro de RMN 'H de la subfraccion C2.2.
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Figura 45. Ampliacion del espectro de RMN 'H de la subfraccion C2.2.
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Figura 46. Espectro de RMN "°C la subfraccién C2.2.

Segtin el andlisis de los espectros de RMN de una dimension y por comparacion
de los desplazamientos arrojados por el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra
2008, se propuso como posible nucleo estructural de esta subfraccion al 3,7-dimetil-

9-fenil-7-en-3-nonanol (figura 47).

HO,

F

H

Figura 47. Posible compuesto de la subfraccion C2.2.
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Separacion cromatografica de la fraccion H

La fraccion H presentd una caracteristica bastante interesante, ya que se obtuvo
como un sélido marrén, de particulas muy finas y brillantes, soluble en cloroformo,
acetona y metanol; sin embargo, se obtuvo muy poca cantidad. Debido a que esta
fraccion presentd actividad antimicotica ante el hongo Mucor sp y no mostré una
buena separacion de sus constituyente en la CCF, se decidié analizarla por CG/EM

(figura 48).

La cromatografia de gases de la fraccion H, evidencid la presencia de varios
compuestos, entre los cuales se pudieron identificar: el docosanol (II) como
compuesto mayoritario, seguido del 7,9- di-tert-butil- 1- oxaspiro [4,5] deca-6,9-
dieno-2,8-diona (I) y, en menor proporcion, una mezcla de esteroles y ésteres de

esteroles (tabla 17).

I
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I WJ

3 0 16 20 6 %0
Tiempo de retencion {min}

Figura 48. Cromatograma de gases de la fraccion H.
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Tabla 17. Compuestos aislados e identificado en la fraccion H obtenido en la
separacion cromatografica de las hojas de M. tomentosa.

Compuestos TR Foérmula
(min)

7,9 -di-tert-butil-1-oxaspiro[4,5]deca-6,9-dieno-2,8-diona (I) 12,43 Ci17H2405

Docosanol (II) 13,75 CxHy60O

Acetato de 4,4,10,13,17-pentametil-colesta-8, 14,24-trien-3-o0l 22,81 C3Hs5,0,
(TI1)

4, 4,17- trimetilcolest-8,14 — dien-3-il dodecanoato (IV) 28,03 C4H7,0,
4, 4, 24- trimetilcolesta-8,14-24-trien-3-ol (V) 29,77 Cy9H460

El espectro de masas del 7,9 - di-tert-butil- 1- oxaspiro [4,5] deca-6,9-dieno-
2,8-diona (TR=12,43 min) (figura 49) desplegd un i6n molecular a m/z 276 [M'],
correspondiente a la formula molecular C;7H»403, y los fragmentos correspondientes
a los picos de los iones mas abundantes a m/z 261, 206, 175, 135, 109, 91 y 57 (picos
base). En la figura 50 se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este

compuesto, el cual permitié confirmar la estructura.

Abundancia
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Figura 49. Espectro de masas de la 7,9- di- tert-butil-1-Oxaspiro [4,5] deca-6,9-diene-
2,8-diona.
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Figura 50. Patrén de fragmentacion de 7,9- di- tert-butil-1-oxaspiro [4,5] deca-6,9-
dieno-2,8-diona.
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La 7,9- di- tert-butil-1-oxaspiro [4,5] deca-6,9-diene-2,8-diona no ha sido
reportado en especies de la familia Sterculiaceae; por lo que se podria afirmar que
este es el primer reporte de este compuesto en una planta perteneciente a esta familia.
No existe informacién en la literatura de algun tipo de actividad farmacoldgica
relacionada con este compuesto; sin embargo, el mismo fue identificado mediante
CG/EM en el extracto etéreo del arroz, en una investigacion sobre la actividad

alelopatica que posee este cereal (52).

El espectro de masas del docosanol (TR= 13,75 min) ( figura 51) desplegd un
16n molecular a m/z 308 [M+], que corresponde a la formula molecular C;;Hs60 y los
fragmentos de los picos mas abundantes a m/z 97 y 43 ( pico base). En la figura 52 se
muestra las subestructuras de los principales fragmentos correspondientes a este

compuesto.
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Figura 51. Espectro de masas del docosanol.

El docosanol es un alcohol graso saturado, utilizado principalmente como

agente antivirus; este compuesto es el ingrediente activo de una crema de uso topico
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que es utilizada especificamente para el tratamiento de enfermedades causadas por el
virus del herpes simple. El mismo funciona inhibiendo la fusioén de la célula huésped
humana con la envoltura viral del virus del herpes, previniendo las réplicas; su

mecanismo no ha sido observado directamente ni probado (53).

OH
I16n molecular
M]*, m/z 326
Cy,Hy60
-H,0
CH }

[M- 18], [M- H,0], m/z 308

- CsHyy
- CioHzg

7o AN ]

[M - 283]", [M - C;oH4,0], m/z 43 ' [M- 18]*, [M- C5H;;0], m/z 97

Figura 52. Patron de fragmentacion del docosanol.

El descubrimiento de este compuesto fue un gran aporte a la medicina, ya que
la infeccion provocada por el virus del herpes simple es un problema comin que
afecta a un porcentaje importante de la poblacion. Su comercializacion se realizd por
primera vez en julio de 2000 por la FDA, después de numerosos ensayos clinicos,
con el nombre de Abreva (docosanol 10%), y en Europa es comercializada hoy en dia

con el nombre de Erazaban (54).

El docosanol fue reportado como unos de los productos quimicos de la
Nicotiana tabacum L; ademas, en otros trabajos se reportd la actividad alelopatica de
esta planta, lo cual es un tema de mucho interés quimico, ya que algunas lineas de

investigacion estan referidas a las plantas con metabolitos secundarios que posean
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este efecto alelopatico, que puedan sustituir el uso de los herbicidas para evitar la

contaminacion ambiental (55).

En el espectro de masas del esterol 4,4,10,13,17-pentametil-17-(1,5-
dimetilhexil)-colest-8,14-dienilo (TR = 22,81 min) (figura 53), se observo un io6n
molecular a m/z 468 [M+], correspondiente a la formula molecular Cs;Hs;0z, y los
picos de los fragmentos mas abundantes se observaron a m/z 393, 355, 295, 239, 159,
119 y 43 (pico base). En la figura 54, se muestra el patron de fragmentacion que

corresponde a este compuesto, el cual permitidé confirmar su estructura.
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Figura 53. Espectro de masas del acetato 4,4,10,13,17-pentametil-17-(1,5-
dimetilhexil)-colest-8,14-dienilo.

El espectro de masas del compuesto V, identificado como el 4,4-dimetil-
colesta-8, 14,24-trien-3-ol (figura 55) (TR = 29,77 min), desplegd un i6n molecular a

m/z 410 [M"], correspondiente a la formula molecular CyoHys0, y los picos de los
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fragmentos mas abundantes se observaron a m/z 396, 382 (pico base), 355, 330, 304,
270, 228, 145 y 41. En la figura 56 se muestran las subestructuras de los iones

principales del patron de fragmentacion que corresponde a este compuesto.

-
~.7 |
CH
Pico base
[M - 425]"
O [M - C30H490], m/z 43
)J\O N
- C;H,0
I6n molecular T i
[M]*, m/z 468 o
C3Hs5,0, H
Can
S

[M - 751, [M - C3H;0,], m/z 393
)J\ l - Ci7H30

M- 113]*, [M- CgH,5], m/z 355
c

C4H12

[M - 308]"
[M-CyH;340, + H], m/z 159

- G3H;
[M - 173]", [M- C,,Ha], m/z 295 l
-
|- ~
=
" [M - 347]"

[M-Cy3Hy 0,1, m/z 119

[M - 229T*, [M- C5H3,0], m/z 239
Figura 54. Patron de fragmentacion del 4, 4, 13,17-pentametil-17-(1,5-dimetilhexil)-
colest-8,14-dienilo.
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El espectro de masas del compuesto IV, identificado como 4, 4,17-
trimetilcolest-8,14- dien-3-il dodecanoato (figura 57) (TR = 28,03), exhibié un i6n
molecular a m/z 608 [M'], correspondiente a la formula molecular C4;H7,0,, y los
picos de los fragmentos mas abundantes se observaron a m/z 564, 489, 409, 393, 375
(pico base), 355, 269, 230, 207,145 y 55. En la figura 58 se muestra el patrén de

fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 55. Espectro de masas del 4,4-dimetil-colesta-8, 14,24-trien-3-ol.

Los esteroles provenientes de las plantas o fitosteroles, son esteroides con
estructuras quimicas similares a la del colesterol, excepto por un grupo extra metilo o
etilo. Cuando los esteroles de las plantas estan saturados en la posicion 5 del anillo A,
se forman los estanoles de las plantas. Ellos desempeiian un papel parecido al del
colesterol en los humanos, es decir, el de mantener la estructura y funcion de la
membrana celular. En un estudio realizado se reportd la eficacia de los esteroles
vegetales como agentes de reduccion media en lipoproteinas de baja densidad (LDL);
ademas, se informd que segun un estudio clinico realizado, el consumo de esteroles

vegetales disminuye el LDL a una razén del 5 al 15% (56).
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Figura 56. Patron de fragmentacion del 4,4-dimet
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Figura 57. Espectro de masas del 4, 4,17- trimetilcolest-8,14-dien-3-il dodecanoato.

La identificacion del 4, 4,17- trimetilcolest-8,14 — dien-3-il dodecanoato (figura
59), en las hojas de M. tomentosa, le confiere una gran importancia, tanto medicinal
como comercial, ya que este éster de acido graso de un esterol de planta ha sido
obtenido de manera natural, lo que indica que esta planta tiene la capacidad de
biosintetizar esta clase de compuesto quimico; esto posiblemente se deba al alto

contenido de acidos grasos en esta parte de M. tomentosa.

Figura 58. Estructura del 4, 4,17- trimetilcolest-8,14 — dien-3-il dodecanoato.

En un estudio realizado en humanos, se mostr6é que los ésteres de acidos grasos
de esteroles vegetales no solo disminuyen los niveles de colesterol en la sangre

(colesterol-LDL), sino los niveles de triacilgliceroles (57).
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Figura 59. Patrén de fragmentacion 4, 4,17- trimetilcolest-8,14-dien-3-il dodecanoato
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Fraccionamiento del extracto metanolico del tallo (EMT) de M. tomentosa

El fraccionamiento del EMT se realizé por cromatografia de columna (CC),
utilizando silica gel 35-70 mesh (0,2 — 0,5 mm) como fase estacionaria y como fase
movil se utilizé una mezcla de solventes, que varié desde el poco polar (éter de
petrdleo), hasta el mas polar (metanol). La columna empleada midid
aproximadamente 70 cm de alto, con un didmetro de 2,5 cm. La relacion entre la
silica y el extracto fue de 1:30, respectivamente. Se recolectaron 60 eluatos
contentivos de 50 ml cada uno (tabla 18), los cuales fueron agrupados en 8 fracciones
(tabla 19) tomando como referencia los R¢ observado en la cromatografia de capa fina
(CCF). Como agentes reveladores se empled luz ultravioleta de longitud corta (100-

280 nm) y una solucion acida de molibdato de amonio.

El material organico recuperado en la CC del EMT fue de 2,6373 g, lo cual

representa un rendimiento de 87,91% del material cromatografiado.

Tabla 18. Fraccionamiento cromatografico del EMT de M. tomentosa.

Eluyentes Porcentaje (%)V/V  Eluatos
Eter de petroleo-Acoet 80-20 1-3
Eter de petréleo-Acoet 60-40 4-9

Eter de petroleo-AcOEt 40-60 9-14

Eter de petroleo-AcOEt 20-80 15-20

AcOEt 100 21-29

AcOEt-Acetona 20-60 30-35

Acetona 100 36-39

Acetona-MeOH 50-50 40-41

Acetona-MeOH 40-60 42-48

MeOH 100 49-60
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Una vez obtenidas las fracciones, se les realizd un ensayo antimicrobiano y se
evidencid que solo la fraccion I resultd activa frente a los microorganismos ensayados
y las demads resultaron inactivas. Adicionalmente, se analizaron mediante CCF y en
base a los resultados obtenidos, cantidad en masa y solubilidad, se decidi6 el método

para separarlas.
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Figura 60. Fraccionamiento cromatografico del EMT de M.tomentosa
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Tabla 19. Fracciones obtenidas de la separacion cromatografica del EMT de M.
tomentosa

Eluatos Fracciones Masa (mg)
1-17 A 97,9
18-20 B 12,9
21-26 C 174,7
27-36 D 470,0
37-40 E 709,5
41 F 249,7
42 G 816,8
43 H 50,3
44-46 I 20,4
47-60 J 35,1

La CCF de la fraccién B mostrd la presencia de tres manchas muy definidas y
separadas, lo que indico la presencia de tres posibles compuestos; no obstante, debido
que la cantidad en masa era muy pequeia se decidi6 separarlos e identificarlos por

CG/EM.

Separacion cromatografica de la fracciéon B

Esta fraccion no pudo ser separada por el CG disponible en el IVIC, debido a
que la muestra no pudo ser eluida en la columna disponible para este equipo, lo cual
significa que es posible que esta fraccion este constituida por una mezcla de
compuestos de distintas polaridades lo que dificultd su separacion. Esto fue tomado

como referencia para tratar las demads fracciones.

Separacion cromatografica de la fraccion C

La fraccion C era un sélido blanco constituido por compuestos muy polares y
otros poco polares; esto se evidenci6 en la cromatografia de CCF, ya que se observo

una mancha muy definida cercana al origen y otra mancha cercana al frente del

73



solvente, por lo que se decidi6 extraer los compuestos menos polares con acetato de

etilo; el resto de los compuestos solo fueron solubles en metanol.

Tabla 20. Subfracciones obtenidas en la extraccion de la fraccion C.

Subfraccion Masa (mg)
C1 97,90
C2 76,80

C1: compuestos extraido con acetato de etilo.

C2: compuestos solubles en metanol.

Nuevamente, cada una de las subfracciones fueron analizadas por CCF; para el
caso de C2 no hubo ninguna separacion con los solventes utilizados, por lo que se
decidi¢ analizarla por IR, para obtener informacion de los grupos funcionales. Para el
caso de C1 si hubo separacion de los constituyentes, asi que se decidid separar y

purificar por CC.

Analisis espectroscopico de C2

El espectro IR de esta subfraccion (figura 63), mostré una sefial a 3400 cm’™

correspondiente al estiramiento del enlace O-H, una absorcion a 2900 cm™ que
corresponde al streching del C-H, también se observo una banda a 1600 cm ' que
corresponde a la deformacion del enlace C=0 y otra a 1100 cm™ correspondiente al

enlace C-O.

Tomando como referencia las bandas de absorcion exhibidas por el espectro de
infrarrojo, la caracteristica de la muestra, la polaridad que present6 y los metabolitos
secundarios que fueron detectados en este trabajo, se sugiere que la subfraccion C2

podria estar constituida por una mezcla de saponinas y compuestos glucosidicos.

74



Separacion cromatografica de la subfraccion C1

La fraccion C1 fue separada por CC, empleando una bureta de 25 ml de
capacidad, utilizandose silica gel 35-70 mesh (0,2 — 0,5 mm) como fase estacionaria a
una de relacion 1:30 (extracto-silica) y como fase moévil se empled una mezcla de
solventes que vari6 segun su polaridad. En esta separacion se obtuvieron 53 eluatos

(tabla 20) las cuales se agruparon en 8 subfracciones de acuerdo a los Ry observados
(tabla 21).

Se recuperaron 91,21 mg del material organico, lo que representa el 94,03% del

material cromatografiado.

68

“ —+CH v

64

60

co0cC
—* OH

C=0

50,0

40000 3000 2000 1500 1000 450,0

v(iem™)

Figura 61. Espectro IR de la subfraccion C2.
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Posteriormente, cada subfraccion se analizd6 por CCF y se observo que solo

C1.2 present6 una separacion moderada de sus constituyentes, por lo que se decidid

analizarla por CG/EM sin embargo, los resultados de los andlisis ain se estan

esperando. Por otra parte, la subfraccion C1.8 fue tratada con 1-butanol para extraer

todos los compuestos orgédnicos y en el proceso de extraccion se obtuvieron tres

subfracciones (tabla 22), con caracteristica fisicas (color y textura) diferentes, por lo

que se procedio a separlas y a tratarlas de manera independiente.

Tabla 21. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion C1.

Eluyentes Porcentaje (% v/v) Eluatos
Eter de petroleo 100 1-6
Eter de petréleo — AcOEt 60-40 7-16
Eter de petroleo — AcOEt 50-50 17-25
AcOEt 100 26-31
AcOEt - Acetona 50-50 32-42
MeOH 80-20 43-48
Agua 100 49-53

Tabla 22. Subfracciones obtenidas en la separacion cromatografica de la subfraccion

gllu.atos Subfraccion Masa (mg)
1-6 Cl.1 7,3

7-16 Cl.2 33,60
17-20 Cl3 5,93
21-25 Cl4a 10,86
26-31 CL.5 11,2

32-38 Cl.6 6,70

39-48 ClL.7 4,5

49-53 C1.8 11,42
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Tabla 23. Subfracciones obtenidas a partir de la 1-butanol a la subfraccion C1.8.

Subfraccion Caracteristica Masa (mg)
Cl.8a Solido /aceitoso 6,83
C1.8b Aceite amarillo/ viscoso 2,91
Cl.8¢c Aceite casi incoloro 1,68

Nuevamente, se le realizdo CCF a cada subfraccion para evaluar la separacion de
sus constituyentes, y se observo en las subfracciones C1.8b y C1.8c una estela color
muy intenso desde el origen hasta el frente del solvente, ambas fueron tratadas con
carbon activado para tratar de eliminar los pigmentos que pudieran estar presentes. En
la CCF realizada a la subfraccion C1.8a se observo que se trataba de dos compuestos
con Ry definidos y muy diferentes, por lo que se decidié a separarlos y purificarlos

por CCFP.

Separacion cromatografica de la subfracciéon C1.8a

Debido a la buena separacion que presentd esta subfraccion en la CCF, se
procedio a  separarla por CCFP, utilizdandose una placa de vidrio de 20x20 cm®
recubierta de silica gel 10-40 um de 0,25 mm de espesor. Como eluyente se utilizo una
mezcla de cloroformo-metanol (0,5:9,5) y como agente revelador se empled una
lampara de luz ultravioleta de longitud corta (100-280 nm). Se evidencid la presencia de
dos bandas, que posteriormente fueron arrancadas de la silica y extraidas con metanol

(tabla 23).

Se recuperaron 4,57 mg del material organico, lo que representa el 66,91% de la

muestra cromatografiada.
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Tabla 24. Subfracciones obtenidas en la CCFP de la subfraccion C1.8a.

Subfracciones Caracteristicas Masa (mg)
Cl.8al Soélido blanco 2,62
C1.8a2 Aceite color ambar y viscoso 1,95

A cada subfraccion se le realiz6 CCF para evaluar la pureza de sus
constituyentes, y se observd una estela de color marréon claro en el caso de la
subfraccion C1.8a2, lo cual mostré que se trataba de una mezcla de compuestos
dificiles de separar por los métodos cromatograficos convencionales; por otra parte la
CCF de la subfraccion Cl1.8al mostré una sola mancha, lo que evidenci6 que se

trataba de un compuesto puro, por lo que se decidid analizar por IR y RMN.

Analisis estructural de la subfraccion C1.8al

La subfraccion C1.8al, fue obtenida como un sé6lido blanco, con un punto de
fusion mayor a 250 °C, soluble en dimetilsulfoxido e insoluble en todos los solventes
organicos ensayados. El andlisis estructural de este compuesto se realizo por IR y

RMN 'Hy "C.

El espectro IR (figura 64) del compuesto mostrd una sefial alrededor de 3400
cm’ caracteristica de un grupo OH, una absorcién intensa y definida debido al
estiramiento del enlace C=0; ademas, a 1510 ¢cm™ se observa una sefial intensa que
puede ser causada por la tension de un enlace C=C o por un enlace C-N, y una senal

a 1000 cm™! debido al enlace C-O.
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Figura 62. Espectro IR de la subfraccion C1.8al.

El espectro de RMN 'H (figuras 65 y 66) de la subfraccion C1.8al, mostrd dos
sefales a campo bajo: una a oy 8,21 ppm y la otra a dy 8,41 ppm, ambas
caracteristicas de protones enlazados a nitrogeno (N-H), estas sefiales confirman la
presencia de un enlace C-N observado en el espectro IR y debido a que no se
observan sefiales en la region olefinica del espectro de RMN 'H, se descarta la
presencia de enlaces C=C en la estructura del compuesto de la subfracciéon C1.8al. A
campo bajo también desplegd dos desplazamientos quimicos a oy 7,10 y 7,41 ppm
atribuidos a protones de un anillo aromatico; ademds exhibié un singulete a oy 4,73
ppm asignado al hidrégeno unido a un oxigeno (OH). A campo alto, el espectro de
RMN 'H desplegé tres singuletes, a 8y 2,49; 1,71 y 1,09 ppm, asignados a grupos
metilos (tabla 24).
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Tabla 25. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (0y) de algunas
sefiales de RMN 'H del compuesto C1.8al.

du (ppm)* 81 (ppm) Multiplicidad Asignacion

8,41 8,35 singulete (S) N-H

8,21 8,13 singulete (S) N-H

7,41 7,40 triplete (t) C(13)H; C(15)H

7,10 7,27 triplete (t) C(12)H; C(14)H;
C(16)H

4,73 3,98 singulete (S) O-H

1,60 1,62 singulete (S) CO-CH;

1,92 1,91 multiplete (S) CH,-CH»-CH,

- Datos obtenidos a 400 MHz en DOCD:;.

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.
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Figura 63. Espectro de RMN 'H de la subfracciéon C1.8al.
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Figura 64. Ampliacion del espectro de RMN 'H de la subfraccion C1.8al.

El espectro RMN "°C de este compuesto (figuras 67 y 68) mostro una serie de
sefales a campo bajo, cuyos desplazamientos quimicos son: a dc 175, 35 ppm
atribuible al carbonilo (C=0) de una amida, ademas de dos senales a ¢ 140, 54 y
125,87 ppm atribuibles a los carbonos del anillo aromatico, y una sefal a d¢c 74,12
ppm asignable a un carbono enlazado a un oxigeno. A campo alto, se observa una
sefal intensa a 39,49 ppm caracteristica de grupos metilicos y otra a d¢c 25,41

asignable a un grupo metilico terminal (tabla 25).
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Tabla 26. Asignaciones de desplazamientos quimicos de carbono (d¢) de algunas
sefiales de RMN "°C del compuesto C1.8al.

*dc(ppm) °3c(ppm) Tipo de carbono
175,35 173,9 O=C-NH
140,54 142,6 | X
=

125,87 128,3 a” X

”ll\g)
74,12 76,6 HO-CH
25,41 25,3 HN-CO-CHj3

#: Datos obtenidos a 100 MHz en CDCl;

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008
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Figura 65. Espectro de RMN "°C de la subfraccion C1.8al.

Debido a que no se pudieron realizar otros experimentos de RMN, se propuso
una posible estructura, al comparar los datos tedricos obtenidos con el programa

Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008 y con el analisis combinado de RMN de una
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dimension del compuesto. Esta se corresponde con el N,N’(6-hidroxi-10-fenil-6-

metildecano-1,7diil)diacetamida (figura 69).

160 140 120 100 a0 60 40 20 PR

Figura 66. Ampliacion I del espectro de RMN '°C de la subfraccion C1.8al.

Figura 67. Posible estructura del compuesto C1.8al.
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Separacion cromatografica de la fraccion E

La fraccion E no pudo ser separada por los métodos cromatograficos
convencionales, ya que esta muestra no fue soluble en ninguno de los solventes
orgéanicos disponibles; es importante destacar que esta fraccidon, al igual que la
fraccion D y G, inicialmente era soluble en la mayoria de los solventes orgénicos,
pero transcurrido un periodo aproximadamente de dos semanas, las muestras
aparentemente sufrieron una modificacion estructural de sus constituyentes o una
descomposicion de los mismos, provocando un cambio en su solubilidad, lo cual
conlleva a inferir que son constituyentes de masas elevadas con més de un grupo

hidroxilo, por lo tanto de una alta polaridad.

Con el fin de identificar los grupos funcionales de los metabolitos presentes en
esta fraccion, se le realizo espectroscopia de IR (figura 70), observandose una banda
ancha intensa, a 3 400 cm™ correspondiente a la vibracion de tensién del enlace O-H,
una absorcion a 2 900 cm™ que corresponde al estiramiento del enlace C-H, otras
bandas de absorcion a 1620 y 1500 cm™ debido al estiramiento del enlace C=0 y

tension causada por el enlace C=C, respectivamente.
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Figura 68. Espectro IR de la fraccion E.
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Separacion cromatografica de la fraccion F

La fraccion F fue separada por CC sobre silica gel 35-70 mesh (0,2 - 0,5 mm),
en una columna de 42 cm de alto y un didmetro de 1,5 cm; utilizandose 549,70 mg
del extracto y 16,49 g de silica (relacion 1:30 m/m). La cromatografia fue iniciada
con éter de petrdleo y luego se eluyd con una mezcla de solventes de polaridad
creciente, finalizandose con metanol. Se obtuvieron 34 eluatos de 25 ml cada uno
(tabla 26), los cuales fueron agrupados en 4 fracciones (tabla 27), tomando en cuenta
su comportamiento en la CCF, por comparacion de sus Ry. Como agentes reveladores
se utilizo luz UV de onda corta (100-280 nm) y una solucién &cida de molibdato de

amonio.

Se recuperaron 168,12 mg del material orgénico, lo que representa el 67, 32%

del material cromatografiado.

Tabla 27. Fraccionamiento cromatrografico de la fraccion F.

Eluyentes Porcentaje (% v/v) Eluatos
Eter de petroleo 100 1-5
Eter de petroleo - AcOEt 80-20 6-11
Eter de petréleo - AcOEt 50-50 12-14
AcOEt 100 15-18
AcOEt - Acetona 50-50 19-23
Acetona 100 24-26
Cetona - MeOH 80-20 27-29
Cetona - MeOH 50-50 30-32
MeOH 100 33-34

Se realizaron CCF a cada una de las subfracciones obtenidas, empleandose

mezclas de solventes de distintas polaridades y revelandose como se menciond
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anteriormente. En base a las caracteristicas fisicas, a lo observado en la CCF y la
solubilidad, se decidi6 analizar las subfracciones F1 y F4. Las demas subfracciones
no fueron estudiadas, ya que mostraron ser mezclas complejas con Ry muy cercanos,

lo que dificultaria su separacion.

La fraccion F4 evidenci6 en la CCF que se trataba de dos compuestos, por lo
que aun estd siendo analizada por CG/EM en el IVIC. La fraccion F1 se presentd
como so6lido amarillento, con un punto de fusion entre 176-177 °C, soluble en la
mayoria de los solventes orgdnicos; este solido fue recristalizado en metanol,
obteniéndose un soélido cristalino amarillento. En la CCF realizada a este solido se
observd que se trataba de un solo compuesto, al cual se le realizaron los siguientes

experimentos RMN: 'H, '°C, DEPT-135, COSY, HMBC, HMQC Y HSQC.

Tabla 28. Subfracciones obtenidas en la separacion cromatogréaficas de la fraccion F.

Eluatos Subfraccion Masa (mg)
1-11 F1 32,8
12-23 F2 65,9
24-29 F3 12,5
30-34 F4 56,8

Analisis estructural de la subfraccion F1

El espectro de RMN 'H (figuras 71 y 72) del compuesto F1 realizado en
cloroformo deuterado desplegd un espectro muy amplio, exhibiendo sefales desde la

region olefinica hasta campo alto.
En la regién olefinica se observaron dos sefiales una como un doblete ancho y

otra como un multiplete con desplazamientos quimicos a oy 5,36 ppmy 0y 5,15 ppm,

respectivamente; exhibid una sefial a 6y 4,58 ppm en forma de multiplete asignable a
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un hidrogeno unido a un carbono que se encuentra enlazado a un grupo acetato
(CH3CO,CH). Esta inferencia resulta logica ya que este grupo, debido a la alta
densidad electronica que posee, tiene la capacidad de desplazar el proton hacia la
region cercana a la olefinica. A campo alto, en dy 2,31 ppm, se observo un doblete
asignable a un grupo metileno (CH-CH,-C), un singulete como una sefial intensa a
ou 2,01 ppm, correspondiente a protones metilicos unidos a un carbono enlazado a un
grupo carboxilico (CH3-COO). También se puede apreciar la presencia de cinco
singuletes a oy 0,99; 0,94; 0,89; 0,85 y 0,65 ppm, asignados a grupos metilicos (-CHj)
(tabla 28).

Tabla 29. Asignaciones de desplazamientos quimicos (6n) de algunas sefiales de
RMN 'H del compuesto F1.

Posicion du (ppm)* Multiplicidad Asignacion
1° 5,15 triplete (t) HC=CH-C

2° 5,15 doblete(d) HC-CH=CH
3 4,60 multiplete (m) CO,-CH
4 2,31 doblete (d) OCH-CH,-C
5 5,36 doblete (d.ancho) = C=CH

11 1,53 multiplete (m) CH-CH,-CH,
15 1,57 multiplete (m) CH-CH,-CH,
18 0,65 singulete (S) CH;

19 0,99 singulete (S) CH;
21 0,94 singulete (S) CH;
26 0.89 singulete (S) CH;
27 0,85 singulete (S) CH;
29 2,01 singulete (S) CH;-CO,

- Datos obtenidos a 400 MHz en CDCls.
®: Ambos protones muestran sefiales practicamente a la misma intensidad, la diferencia es minima y se

debe a la disposicion espacial que posee.
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Figura 69. Espectro de RMN 'H del compuesto F1.
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Figura 70. Ampliacion del espectro RMN 'H del compuesto F1.
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El espectro de RMN °C (figuras 73), exhibié 29 desplazamientos quimicos de
carbonos magnéticamente diferentes presentes en la molécula. Con mayor
desplazamiento quimico se encuentra el grupo carboxilico a d¢ 170,51 ppm,
confirmando la presencia de un grupo acetato en la estructura del compuesto F1.
También se observo el despliegue de 4 sefiales en la region olefinica, sugiriendo la
presencia de dobles enlaces en la estructura del compuesto en estudio. La primera
sefal se observd a d¢c 139, 66 ppm, que corresponde a un grupo etileno (C=C)
trisustituido, seguida de 2 sefiales de menor intensidad a d¢ 135,81 y a &¢ 131,70
ppm, asignables a carbonos olefinicos disustituidos. La ltima sefal observada en la
region olefinica, mostr6 un desplazamiento quimico a o6¢ 122, 71 ppm, lo cual
concuerda con el doblete ancho a 8y 5,36 ppm mostrado en el espectro de RMN 'H.
A campo medio, se observo el despliegue de una sefal a d¢ 73,96 ppm, que
corresponde a un carbono enlazado a oxigeno (CH;CO,CH). A campo alto, se
observaron sefales atribuidas a los grupos metilicos, metilénicos y metinicos
presentes en la estructura del compuesto F1 (tabla 29). En el apéndice A se observan

las ampliaciones realizadas al espectro de RMN °C.
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Figura 71. Espectro RMN "*C del compuesto F1.
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Tabla 30. Asignaciones de desplazamientos quimicos (6¢c) de algunas senales de
RMN “Cy el tipo de carbono segin el espectro de RMN DEPT-135.

Posicion Oc (ppm) Asignacion (DEPT-135)
1 131,70 HC=CH

2 135,81 HC=CH

3 73,96 HC-O

4 38,10 CH,

5 139,66 CH,-C=CH
6 122,71 C=CH

7 31,86 CH-CH,CH
8 31,89 CH

10 36,57 R4C

11 21,00 CH;

13 4228 R4C

14 50,04 CH

15 24,29 CH;

17 56,12 CH
18 12,04 CH;

19 19,32 CH;

25 28,02 CH(CHs),
©26 22,57 CH;

©27 22,83 CH;

28 170,51 CH;CO»,

29 21,46 CH;

©) las asignaciones para los metilos 26 y 27 pueden ser intercambiables.

Mediante el espectro DEPT-135 (figuras 74), se asignaron los tipos de carbonos
metilicos, metilénicos y metinicos presentes en la estructura y se observo la presencia

de 3 carbonos cuaternarios (tabla 29). Mediante este espectro se confirmaron las
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asignaciones realizadas; sin embargo, este experimento no proporciona informacion
acerca del protén que se encuentra enlazado al atomo de carbono (heteroatomo), por
lo cual se realizaron experimentos de HMQC, HMBC, HSQC y COSY. Algunas de

las ampliaciones realizadas al espectro DEPT-135, se muestran en el apéndice B.
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Figura 72. Espectro DEPT 135 del compuesto F1.

Por medio del experimento HMQC, se logro6 asignar algunos de los protones y
los carbonos enlazados directamente a ellos, a través de un enlace de alta
sensibilidad; ademas, fue necesario realizar experimento de HSQC. Aunque ambos
proporcionan la misma informacion, el HMQC es mas sensible a desajustarse en los
parametros de registros, mientras que el HSQC posee una mejor resolucion cuando

los espectros muestran muchas sefales, como es el caso del compuesto en estudio.

Con el experimento del HMQC (figura 75), se confirm¢ la conectividad directa
del carbono olefinico (C6) a 6¢ 122,71 ppm con el doblete ancho correspondiente al
hidrogeno a &y 5,36 ppm; ademas, se observo la conectividad directa de los carbonos

adc 131, 70 ppm y 135,81 ppm con el multiplete ancho observado a dy 5,15 ppm y
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la interaccion de un carbono oxigenado a ¢ 73, 96 ppm con el protén en la posicion
3 a 4,60 ppm (figura 76); ambas interacciones también fueron observadas en el

espectro HSQC (figura 77).
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Figura 73. Espectro HMQC del compuesto F1.

L

Jhi [ ‘
i
&

T T T T T
5.7 56 5.5 5.4 52 5.2 54 so0 as as a7 as as pRm

Figura 74. Ampliacion I del espectro HMQC del compuesto F1.
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Tabla 31. Datos seleccionados de RMN 'H, RMN "*C, HMQC, HMBC y COSY del
compuesto F.

N°de sefiales &y (ppm) HMQC 8¢ HMBC 8y COSY 'H-'H
(ppm)* (ppm)* (ppm)*
1 5,15 131,70
2 5,15 135,81 2,009
3 4,58 73,96 2,308
4 2,31 38,10
5 139,66 2,308; 0,995; ----
1,474
6 5,36 122,71 2,308 1,474
7 1,47 31,86 5,359 5,359
8 31,89
10 36,57
11 1,53 21,00
13 42,28
14 0,94 50.04
17 1,82 56,12 0,653
18 0,65 12,04
19 0,99 19,32
21 0,93
25 1,10 28,02 0,899;0,845
26 0.89 22,57
27 0,85 22,83 5,151
28 170,51 4,583;2,009 -
29 2,01 21,46

#: Datos obtenidos a 100 MHz en CDCl,
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En la ampliacion II del espectro HMQC (figura 78), se observa la conectividad
directa de los carbonos 4, 11, 18, 19 y 29 con los hidrogenos a 6y 2,31; 1,53; 0,65;
0,99 y 2,01 ppm, respectivamente. Adicionalmente, se muestran las ampliaciones en

el apéndice C, donde se observa algunas de las conectividades antes mencionadas.

El espectro HMBC fue realizado con CDCLs, obteniéndose un espectro
bastante poblado a campo alto, lo que dificulté las asignaciones de las correlaciones
indirectas como se observa en la figura 79, esto indica la presencia de muchas
interacciones en esa region. En las ampliaciones realizadas a esta region tampoco fue
posible realizar con certeza las correlaciones. Sin embargo, a campo bajo las
interacciones son suficientemente claras, lo cual permitié proponer la estructura

parcial I (figura 83).
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Figura 75. Espectro de HSQC del compuesto F1.
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Figura 77. Espectro HMBC del compuesto F1.
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A partir de la ampliacion I del espectro de HMBC (figura 80), se observa que el
carbono olefinico a 6¢ 122, 71 ppm enlazado directamente al proton que se encuentra
a Ou 5,36 ppm, mostrd una correlacion con el protén a oy 2,31 ppm, lo cual, seglin lo
observado en el espectro de HMQC (figura 76), se encuentra enlazado al carbono a d¢
38,10 ppm; la misma interaccidon también se observa con el carbono oxigenado que se
encuentra a d¢ 73,96 ppm. El carbono olefinico que se encuentra a 6y 139, 66 ppm
también mostré una correlacién con el proton que exhibié un desplazamiento a oy

0,99 ppm (el mismo se encuentra enlazado al carbono a d¢ 19,32 ppm).

El carbono cuaternario que se encuentra a d¢ 139,66 ppm mostré una
correlacion con los protones con desplazamiento a 6y 2,31; 0,99 y 1,47 ppm; ademas,
se observa la interaccion del carbono a d¢ 170,51 ppm con el protén a dy 2,01 ppm
que corresponde al carbono metilico d¢ 21,46 ppm (figura 80) y otra conectividad con

el protdn que se encuentra a oy 4,58 ppm.
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Figura 78. Ampliacion I del espectro HMBC del compuesto F1.
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En la ampliacién 11 y 111 del espectro de HMBC (figuras 81 y 82), se observan
tres correlaciones importantes que permitieron proponer una posible estructura para el
compuesto F1: una es la correlaciéon mostrada por el carbono olefinico a o¢ 122, 71
ppm con el multiplete que se encontraba a dy 5,15 ppm, y las otras son picos cruzados
que exhibieron los carbonos olefinicos a 6¢ 131,70 y 135,81 ppm con los respectivos

protones.
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Figura 79. Ampliacion II del espectro HMBC del compuesto F1.
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Figura 80. Ampliacion 111 del espectro HMBC del compuesto F1.
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Figura 81. Estructura parcial I del compuesto F1 mostrando las correlaciones HMBC.
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Figura 82. Estructura parcial II del compuesto F1 mostrando las correlaciones
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El espectro COSY 'H-'H (figura 85 y 86) obtenido para este compuesto resultd
muy complejo, ademés se observd un corrimiento en los desplazamientos quimicos
bastante considerable en algunas de las ampliaciones, lo cual dificulté obtener mas

informacion de este espectro.

Basados en el andlisis estructural realizado al compuesto F1, se propone este
compuesto como un posible derivado acetilado del colestano, con dos dobles enlaces
en las posiciones 1 y 5, el cual fue nombrado como 3-acetilcolest-1,5-dieno (figura
87), siendo este el primer reporte acerca del aislamiento de este metabolito secundario

en M. tomentosa y en la literatura en general.
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Figura 83. Espectro de COSY del compuesto F1.
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Figura 85. Estructura del 3-acetilcolest-1,5-dieno.

Separacion cromatografica de la fraccion G

La fraccion G presentd una caracteristica muy particular, al ser obtenido del
fraccionamiento del EMT, ya que al agitarse vigorosamente se formaba una espuma

muy persistente que duraba hasta tres dias, lo que evidencid que esta fraccion estaba
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constituida por saponinas. En la CCF realizada antes de evaporar el solvente con el
cual fue eluido (acetona-metanol 2:3), se observd que se trata de una mezcla muy
compleja de compuestos constituidos posiblemente por saponinas, ya que al ser
revelado se observaba una estela muy oscura, sin ninguna separacion. Una vez
evaporado el solvente se obtuvo un solido amorfo de color marrén oscuro, con punto
de fusion mayor a 250 °C e insoluble en todos los solventes organicos, ademas

insoluble en agua y DMSO.

Para tratar de identificar el grupo funcional se le realizé espectroscopia de IR
(figura 88) y se observo una banda ancha y muy intensa a 3400 cm ' que corresponde
a la tensién del enlace O-H, una absorcion a 1600 cm™ debido al estiramiento del
enlace C=0 olefinico, una absorcién a 1550 cm™ causada por la distorsién del enlace
C=C, una banda de flexién de enlaces saturados C-H alrededor de 1445 cm™ y una

banda a 1000 cm™' debido a la tensién del enlace C-O.

Basado en las caracteristicas fisicas de la muestra y las sefales observadas en el
espectro de IR, es posible que esta fraccion esté constituida por saponinas
esteroidales. Esta aseveracion, es posible, ya que el EMT resulté positivo en los
ensayos para saponinas; ademas, ésta fue la tnica fracciéon donde se observd una

espuma persistente, evidenciando la presencia de este tipo de metabolito.

—» OH

Figura 86. Espectro IR de la fraccion G.
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Las saponinas esteroidales, por su caracter glucosidico, son insolubles en la
mayoria de los solventes y para extraerlas es necesario realizar un tratamiento
especial. Este metabolito secundario, solo ha sido reportado en pocas familias de
plantas entre las que se puede mencionar a Liliaceae, Dioscoreaceae y Solanaceae. En

el reino animal solo ha sido encontrado en las estrellas de mar (43).

Debido a la importancia de esta familia de metabolitos secundarios en la
industria farmacéutica para la elaboracion de antibidticos, a los pocos reportes que
existen de los mismos y que nunca han sido reportados en la familia Sterculiaceae, se
decidi6 acetilar la fraccion G, teniendo en cuenta la presencia del grupo hidroxilo
para obtener el éster de este compuesto, que en teoria deberia presentar una polaridad

menor y asi poder ser analizado.
La acetilacion de la fraccion G se realizd en presencia de anhidrido acético y
piridina, el resultado de la acetilacion fue poco favorable, ya que solo una poca

cantidad de la fracciéon pudo ser acetilada, obteniéndose tres subfracciones (tabla 31).

Tabla 32. Subfracciones obtenidas en la acetilacion de la fraccion G.

Subfraccion Caracteristicas Masa (mg)
Gl Aceite amarillo palido 12,3

G2 Solido amorfo, color marrén oscuro 434,98

G3 Liquido marrén 340,87

La subfraccion GIl, fue la parte de la fraccion que pudo ser acetilada,
obteniendo como un aceite muy viscoso de color amarillo palido, soluble en
cloroformo y metanol, se le realiz6 CCF para analizar los constituyentes de esta
subfraccion y se observaron dos manchas bien definidas, una muy cercana al origen y

otras muy cercana al frente del solvente. Debido a que los compuestos mostraron una
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notable separacion y a la poca cantidad que se obtuvo, se decidid analizarla por

CG/EM; aun se esta a la espera de los resultados.

La subfraccion G2, fue la parte de fraccion G que no se acetild, mantuvo las
mismas caracteristicas fisicas que el solido antes de ser acetilado, igualmente resultd

insoluble ante todos los solventes, con un punto de fusién mayor a 250 °C.

La subfraccion G3, es posible que se trate de las sales de estos compuestos,
debido que al momento de lavar el acetilado con la soluciéon de NaOH al 10%, una
parte del solido que no se acetil6 fue disuelta por esta solucion. A esta subfraccion se
le realizd un tratamiento especial con el fin de inducir al precipitado de los
constituyentes presentes. Inicialmente, la muestra fue sometida a bajas temperaturas,
obteniéndose cristales en forma de agujas, que fueron separados de la solucién madre
en frio, luego se secaron a baja presion y posteriormente fue analizado por CG/EM,;
sin embargo, aun se estd a la espera de los resultados para ser interpretados. La
solucion madre fue tratada con diferentes solventes de polaridad creciente,

obteniéndose precipitados con caracteristicas fisicas y solubilidades distintas.
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CONCLUSIONES

El andlisis fitoquimico preliminar de los extractos metanolicos de las hojas y el
tallo evidenciola presencia deflavonoides y esteroles insaturados en ambos extractos,

y adicionalmente en el tallo se detectaron saponinas, polifenoles y taninos.

El extracto metandlico del tallo mostrd actividad bactericida frente a bacterias
Gram positivas y negativas; ademads, la fraccion I proveniente de este extracto exhibid
una actividad moderada contra M. luteusy P. aeruginosasy leve frente a S. aureus; sin
embargo, tanto el extracto de las hojas como sus fracciones no afectaron a las cepas

bacterianas ensayadas.

El extracto metanolico de las hojas resultd ser inocuo frente a todas las cepas de
hongos utilizadas, mientras que las fracciones C y H provenientes de este extracto,
presentaron una actividad antifingicamoderada y leve frente al hongo Mucorsp

respectivamente.

El extracto metandlico del tallo mostrd6 una actividad antifungicamoderada
contraC.lunata, Mucorsp y Penicilliumspe inactivo frente al hongo C.albicans. La
fraccion I proveniente de este extracto exhibid una actividad fuerte frente al hongo

Penicilliumsp.

En el ensayo de letalidad media (CLsg),el extracto del tallo y la fraccion E
proveniente del mismo mostraron una actividad letal fuerte y moderada (CLsy=
21,24y 182,51nug/ml respectivamente). Las fracciones provenientes del extracto

metanolico de las hojas no presentaron actividad letal.
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En el analisis de CG/EM a la subfracciéon C1, se identifico al acido
hexadecanoico como constituyente principal, ademés de su respectivo éster metilico,

el acido octadecanoico y su éster metilico.

El anélisis por RMN 1D realizado a la subfraccion C2.1 y comparando con los
datos arrojados por el programa Predictor ChemBioDraw Ultra 2008para los
espectros de 'H'y °C, se propuso al éster metilico del acido eicosanoico como posible

compuesto.

Mediante analisis de RMN de 'H y “Cde la subfraccion C2.2 y por
comparacion de los datos obtenidos con los tedricos delPredictor ChemBioDraw

Ultra 2008, se sugirio al 3,7-dimetil-9-fenil-7-en-3-ol como posible estructura.

En la fraccion H, se identificaron al docosanol;7,9-di-tert-butil-1-
oxaspiro[4,5]deca-6,9-dien-2,8-diona;4,4,10,13,17-pentametil-17-(1,5-dimetilhexil)-
colest-8,14-dienilo4,4,10,13,17-pentametil-17-(1,5-dimetilhexil)-colest-8,14-dienilo;
44,17, trimetilcolesta-8,14-dien-3-il y 4.4,17-metilcolest-8,14-dien-3-il
dodecanoato,mediante CG/EM.

En la subfraccionCl.8al,por andlisis de IR y RMN de 'H,"C y por
comparacion de los datos con el programa Predictor ChemBioDraw Ultra 2008, el
posible compuesto fue identificadoN,N"(6-hidroxi-10-fenil-6-metildecano-

1,7diil)diacetamida.

El analisis estructural realizado al compuesto aislado de la sufraccion
Fl,mediante los diferentes experimentos de RMN 1D (‘H, '*C, DEPT-135) y 2D
(HMQC, HSQC, HMBC y COSY), condujo a proponer a un esterol Cyg,derivado
acetilado del colestano, con dobles enlaces en las posiciones 1 y 5, y una cadena

lateral saturada, como posible estructura.
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APENDICES
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Figura Al. Ampliacion I del espectro RMN °C del compuesto F1.
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Figura A2. Ampliacion II del espectro RMN "*C del compuesto F1.
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Figura A3. Ampliacion I del espectro RMN *C del compuesto F1.
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APENDICE B
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Figura B1. Ampliacion 11 del espectro DEPT 135 del compuesto F1.
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Figura B2. Ampliacion 11 del espectro DEPT 135 del compuesto F1.
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Figura B3. Ampliacion IV del espectro DEPT 135 del compuesto F1.
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APENDICE C
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Figura C1. Ampliacion 111 del espectro HMQC del compuesto F1.
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Figura C2. Ampliacion IV del espectro HMQC del compuesto F1.
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Resumen (abstract):

A los extractos metandlicos de las hojas v el tallo de la planta Melochia tomentosa, se
les realizd un estudio fitoquimico para evaluar las propiedades antimicrobianas vy letal
con crustaceos de Artemia salina _en ambos extractos, asi como las fracciones
provenientes de ellos. El analisis quimico preliminar mostrd la posible presencia de
flavonoides y esteroles insaturados en ambos extractos, ademas en el extracto del
tallo se detectd saponinas, polifenoles y taninos. El extracto de las hojas resultd
inactivo frente a todas las bacterias y hongos ensayados, y exhibié un CLsy de 182,51
ug/ml; dos fracciones provenientes de este extracto mostraron poseer actividad
antimicotica contra Mucorsp. El extracto metandlico del tallo mostré una actividad
antimicrobiana considerable, resultando activo frente a las bacterias Escherichiacoli;
Micrococcusluteus; Staphylococcusaureus y Pseudomonasaeruginosa y diferentes
cepas de hongos, tales como Curvularialunata, Mucorsp y Penicillumsp; ademas,
presentd una actividad letal de 21,24 pg/ml. Las subfracciones obtenidas por el
fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico de las hojas fueron
caracterizada por CG/EM, lograndose identificar los acidos hexadecanoico y
octadecanoico y sus respectivos ésteres metilicos, mientras que en otra subfraccion se
logro  identificar al  7.9-di-tert-butil-1-oxaspiro[4,5]deca-6,9-diene-2.8-diona;
docosanol; acetato de 4.4-dimetil-colesta-8,14,24-trien-3-ol; 4.4.17-trimetilcolesta-
8.14-dien-3-il y 4.4.17-trimetilcolest-8,14- dien-3-il dodecanoato. Por RMN de una
dimension se logrd caracterizar al éster metilico del acido icosanoico y 3.7-dimetil-9-
fenil-7-en-3-nonanol. En el extracto metandlico del tallo se caracterizd por RMN al
N,N’"(6-hidroxi-10-fenil-6-metildecano-1,7diil)diacetamida vy se logré aislar un
derivado acetilado de un esterol el cual fue nombrado como el 3-acetilcolest-1,5-
dieno, siendo este el primer reporte acerca del aislamiento de este metabolito
secundario en M. tomentosa y en la literatura en general.
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