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RESUMEN

La planta Waltheria berteroi (Sterculiaceae), fue recolectada en el Amazonas
venezolano y para su estudio, se realizaron extracciones sucesivas de las hojas, tallo y
flores con éter dietilico, etanol y metanol, uniéndose las dos tltimas extracciones para
obtener los extractos alcoholicos y etéreos. A cada uno de ellos, se le realizaron pruebas
quimicas y bioldgicas: antibacteriana, antifingica y letalidad con Artemia salina. El
analisis quimico reveld esteroles insaturados en todos los extractos y saponinas,
fenilpropanoides, taninos, metilencetonas, flavonoides y polifenoles en algunos
extractos. Los bioensayos demostraron que los extractos poseen actividad letal contra el
crustaiceo A. salina, con valores de CLsy inferiores a 1000 pg/ml; siendo el mas
significativo el extracto alcohdlico de las flores con un valor de 48,45 pg/ml a las 24
horas de exposicion y el extracto alcoholico del tallo exhibio actividad antibacteriana
contra las bacterias: Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus, Enterococcus
faecalis, Micrococcus leutens, Staphylococcus aureus subspauren y Pseudomonas
aeruginosa; sin embargo, ninguno de los extractos presentaron actividad antifingica.
Del fraccionamiento cromatografico de los extractos alcoholico del tallo y la hoja se
obtuvieron diferentes fracciones y algunas de ellas presentaron buena actividad en los
bioensayos realizados. Ciertas subfracciones fueron analizadas mediante CG-EM,
lograndose identificar los compuestos: éster di(2-etilhexilico) del 4acido 1,2-
bencenodicarboxilico, éster mono(2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico,
éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico, 3-eicoseno, los acidos:
dodecanoico, tetradecanoico, hexadecanoico, heptadecanoico y octadecanoico, como
constituyentes principales de la planta. Con las técnicas espectroscopicas de IR y RMN
en una dimension, se logro identificar el compuesto: éster di(2-etilhexilico) del acido
1,2-bencenodicarboxilico.

Palabras o Frases Claves:

Waltheria berteroi, analisis quimico, bioensayos, fraccionamiento



INTRODUCCION

Un particular interés sobre el uso de las plantas medicinales se incremento
considerablemente en la segunda mitad del siglo XX; asi como también los estudios
quimicos y farmacolédgicos de los productos naturales aislados de éstas (1). De esta
manera, los productos naturales o metabolitos secundarios originados de las plantas
pueden ser considerados como una fuente incalculable de informacion para el
descubrimiento de nuevos compuestos quimicos de uso potencial en la medicina (2). El
conocimiento que la humanidad tiene sobre los poderes curativos de las plantas fue
transmitido principalmente de manera verbal de padres a hijos, de brujos a médicos y de
sacerdotes a aprendices (3).

Las plantas han sido desde la antigiiedad un recurso al alcance del ser humano para
su alimentacion y la curacion de sus enfermedades (4). La accion medicinal de las
plantas depende de unas sustancias quimicas, denominadas metabolitos secundarios, los
cuales resultan ser propios de cada especie y en la mayoria de los casos no tienen
utilidad aparente para el ser que los sintetiza; estos metabolitos, en algunas ocasiones
poseen estructuras complejas, cuyas propiedades dependen del proceso metabolico que
se lleve a cabo en la planta (3,5). A veces, estas sustancias, en concentraciones muy
bajas, ejercen sobre los seres vivos diferentes acciones con la finalidad de mejorar e
incluso prevenir ciertas anomalias (6).

Diversas especies de plantas ricas en metabolitos secundarios, han sido durante
afios el principal objeto de estudio por parte del hombre, para la blusqueda de
compuestos con alto potencial quimico y biologico que beneficien a todos los seres
vivos. Por esta razon, en la actualidad, muchos medicamentos que se venden en las
farmacias contienen ingredientes activos extraidos o derivados de plantas (7).

Las plantas, en general, poseen una gama muy variada de metabolitos secundarios
(alcaloides, flavonoides, esteroles, glucosidos cardiotonicos, saponinas, polifenoles,
antraquinonas, etc.), que poseen una enorme diversidad de estructuras, obtenidas como
producto final de largas rutas metabdlicas, donde inicialmente se lleva a cabo el proceso

de fotosintesis (8).



Los metabolitos secundarios gozan del interés de muchos cientificos, debido a que
estos tipos de compuestos han demostrado tener una enorme efectividad en tratamientos
antibacterianos, antiinflamatorios, antitumorales, anticancerigenos, entre otros (7). Es
por esto que la ciencia moderna, analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las
plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, para agrupar las
plantas segun sus efectos similares, para conocer los principios activos responsables de
aliviar o curar enfermedades, separar estos compuestos de las plantas que los contienen,
determinar sus estructuras quimicas, procurar su sintesis, proponer modificaciones
estructurales en busca de una mayor actividad, y finalmente, dar a conocer a la
humanidad los resultados de los estudios. Un andlisis de esta naturaleza debe ser
realizado como una accion multidisciplinaria con la intervencion de botanicos, quimicos,
farmacoélogos, entre otros (9).

El conocimiento sobre los usos de las plantas en la medicina popular se remonta
desde la antigiiedad y aun en nuestros dias, no ha dejado de tener vigencia; ya que en
aflos recientes, se ha reportado una gran variedad de especies del reino vegetal con
potentes actividades bioldgicas, que son empleadas con fines terapéuticos especificos
(8,10). Por ejemplo, la infusion de las raices de Stevia salicifolia (Compositae) es
utilizada para aliviar los trastornos gastrointestinales, los rizomas de Cephalis
ipecacuanha (Rubiaceae) han sido usados en el tratamiento de la amibiasis (11). Las
hojas, flores y frutos de Cordia dentada (Boraginaceae) son usados para el tratamiento
del sarampion, laxante y antipirético (2). La coccion de las hojas de Chromolaena
odorata (Asteraceae) se utiliza en el tratamiento de las heridas por quemaduras y las
infecciones superficiales (12).

De igual forma, existen numerosas publicaciones donde se reportan que los
extractos de muchas plantas pertenecientes a la familia Sterculiaceae son utilizadas en la
medicina tradicional para el tratamiento o cura de ciertas enfermedades; como el caso de
las hojas de Melochia pyramidata, empleada para aliviar la tos y la bronquitis; asi
mismo las hojas de Waltheria americana son usadas en el tratamiento de la bronquitis,
tos y sifilis; por otra parte, la infusion de las flores de Byttneria sp., es utilizada para la

diabetes, asma ¢ hipertension (1,13). El sumo del tallo de Sterculia setigera es empleado



para calmar el dolor de muela y la gingivitis; ademas, la coccion del tallo de esta planta
es bueno para el asma y enfermedades de la piel (14).

La familia Sterculiaceae, en la actualidad, comprende aproximadamente 70
géneros y 1 500 especies, distribuidas entre arboles y arbustos que presentan flores
hermafroditas o unisexuales apétalas y asépalas (15,16). Esta familia de plantas se
pueden encontrar en los paises tropicales y subtropicales (16). Numerosas
investigaciones fitoquimicas y farmacologicas se han realizado en algunas especies
pertenecientes a esta familia, entre las cuales destaca Helicteres angustifolia, conocida
como una especie inhibidora de tumores y sus hojas son utilizadas en Taiwan para el
tratamiento de la gripe; ademas, esta planta posee efectos analgésicos, antiinflamatorios
y antibacteriano (17-19). Los estudios fitoquimicos realizados a la corteza de la raiz
describen el aislamiento de triterpenoides, cumarinas y derivados del lupano (19).

Helicteres isora ha tenido un uso muy amplio en la medicina tradicional en paises
como China y diversas partes de la India, empleada para tratar la nefritis cronica, ulceras
gastricas y la diabetes. Los frutos son astringentes utiles en quemaduras de la piel y
tienen buena actividad antiespasmddica. De esta parte botdnica de la planta se aislaron
cinco flavonoides glucuronidos (20,21). El extracto etandlico de las raices de H. isora
present actividad antidiabética e hipolipidémica in vivo en animales modelos (ratones
suizos albinos y hamsters con sobrepeso); el aislamiento de los compuestos activos
presentes en la planta para definir el mecanismo de su bioactividad se encuentra atn en
progreso (22).

Dentro del género Helicteres, también, se encuentra H. baruensis Jacq, usada
folkloricamente en Colombia como anticonceptivo por algunos grupos indigenas y
campesinos. El extracto acuoso presentd actividad estrogénica in vitro, medida por
competencia entre el citosol del utero de coneja contra estradiol radiactivo; los efectos
observados en este estudio permitid deducir la existencia de sustancias con efectos
antifertilizantes prolongados y relativamente libres de efectos colaterales indeseables.
Los extractos metandlicos de hojas, tallos y frutos de esta planta exhibieron la presencia
de esteroles, polifenoles y la ausencia de alcaloides solo en el extracto de los frutos.

Todos estos extractos demostraron tener poca actividad toxica frente al crustaceo



Artemia salina (23).

Otras especies con propiedades curativas son: Cola greenwayi, Dombeya
burgessiae y Dombeya cymosa. En la evaluacion de la actividad biologica de estas
plantas se observo que los extractos etandlico y diclorometano presentaron actividad
antiinflamatoria en ensayos de inhibicion de ciclooxigenasa-1 (COX-1) y actividad
antibacteriana contra cepas de Staphylococcus aereus. Los componentes bioactivos
fueron aislados e identificados como acidos grasos (24). En el caso de la Melochia
chamaedris sus raices son utilizadas para el tratamiento del cancer y como
antihipertensivo, el estudio quimico mas recientemente realizado a sus raices arrojo el

aislamiento de un nuevo alcaloide ciclo péptido, llamado chamaedrina (Figura 1) (25).
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Figura 1. Estructura de chamaedrina.

Waltheria douradinha es otra especie integrante de la familia Sterculiaceae. Esta
planta es originaria de Sur América, se encuentra en paises tales como: Uruguay,
Paraguay, Argentina y Sur de Brasil, donde es usada en el tratamiento de algunas
enfermedades, como la bronquitis, laringitis y actia como agente limpiador de heridas
(26). En los estudios fitoquimicos realizados a esta especie, se aislaron nuevos
alcaloides ciclo péptidos, tales como, waltherina A, B y C (Figuras 2 — 4); ademas de
otros alcaloides conocidos como, escutanina B y adouetina Y” (27).

En estudios mas recientes sobre W. douradinha, se logr6é el aislamiento de



alcaloides tipo quinolinonas Illamadas: waltheriona A, waltheriona B, vanessina,
antidesmona y O-metiltembamida (Figura 5-9). En la evaluacién de la actividad
antimicrobiana de dichos alcaloides quinolinonas, s6lo la vanessina presentd una débil
actividad (28).

Esta clase de alcaloides no es muy frecuente en la familia Sterculiaceae. Por
ejemplo, en la literatura s6lo se encuentran reportes sobre alcaloides melochinonas y
melovinonas, ambos aislados de la Melochia tomentosa L, y las esterculininas I y II

aisladas de la Sterculia lychonophora Hance (28).
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Figura 3. Estructura de waltherina B.
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Figura 4. Estructura de waltherina C.

Figura 5. Estructura de waltheriona A.

Figura 6. Estructura de waltheriona B.



Figura 7. Estructura de vanessina.
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Figura 8. Estructura de 0-metiltembamida.

Figura 9. Estructura de antidesmona.

Dentro del género Waltheria, se encuentra una especie ampliamente estudiada,
llamada Waltheria indica, empleada por miles de afios en Taiwan y otras ciudades
Asiaticas, como tonico para el tratamiento de inflamaciones, proteccion del higado,
prevencion del céancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares (29). Esta planta
también es empleada en algunas regiones de Sur Africa, en donde es usada en el
tratamiento de la malaria, fiebre, enfermedades gastrointestinales y respiratorias (30).
Investigaciones quimicas mostraron que esta planta contiene alcaloides ciclopeptidicos,
flavonoides, flavonoides glicosilados y acido cafeico; lograndose aislar y caracterizar

dos flavonoides conocidos como: 27, 3°, 5- trihidroxi-3, 7, 4 -trimetoxiflavona (Figura



10) y 5,2"-dihidroxi-3, 7, 4,5 -tetrametoxiflavona (Figura 11) (31).
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Figura 10. Estructura de 2°, 3", 5- trihidroxi-3, 7, 4" -trimetoxiflavona.

Figura 11. Estructura de 5,2°-dihidroxi-3, 7, 4°,5 -tetrametoxiflavona.

Otro estudio proporcion6 informacion sobre los efectos anticancerigenos y
antioxidantes de algunos flavonoides y compuestos relacionados, aislados de W. indica.
En esta investigacion se determiné la accion proliferativa de la quercetina (Figura 12),
(-)-epicatechina (Figura 13) y tilirosida (Figura 14) contra ciertas lineas celulares de
tumores humanos. La evaluacion de la actividad antioxidante reveld6 que estos
compuestos presentan un fuerte efecto frente al radical libre DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil) y mostraron un efecto moderado contra el radical superdxido (O3) (29).
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Figura 12. Estructura de quercetina.
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Figura 13. Estructura de (-)-epicatechina.
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Figura 14. Estructura de tilirosida.




Walteria ovata es otra especie del género con propiedades curativas, la cual es
empleada en la medicina popular de Pert, donde es conocida como lucraco, palo negro
o negrillo. En este pais la infusion de las hojas y tallo de W. Ovata, son usadas para
tratar afecciones bronquiales y problemas de tos. En las Gltimas décadas, las raices de la
planta se han utilizado como anti-inflamatorio prostatico. En un estudio fitoquimico
realizado a la planta entera se detecto la presencia de taninos y/o grupos fenoélicos libres,
triterpenoides y/o esteroides, alcaloides, catequinas, flavonoides y saponinas (32).

En la actualidad, se hace necesaria la integracion de la medicina tradicional-
moderna y afrontar integralmente la formulacion de los farmacos de origen natural, que
recoja el conocimiento popular y lo integre al conocimiento cientifico. Por esta razon, en
Pert se pretende promover investigaciones mas profundas, tanto en el campo, como en
los laboratorios para lograr la industrializacion de la raiz de la W. ovata, cuyas
cualidades antiinflamatorias prostaticas, bajo su principio activo, que son las flavoninas,
estan otorgando resultados sumamente alentadores, en cuanto a su consumo y la apertura
a nuevos mercados cuya tendencia es hacia la fitoterapia o medicina natural (32).

El género Waltheria esta representado a nivel mundial por unas 60 especies,
ampliamente distribuidas en los paises tropicales (33). En Venezuela, se encuentran
aproximadamente 10 especies de Waltheria distribuidas en las regiones calidas del pais,
donde se destaca W. albicans, W. carmensarae, W. collina, W. glomerata, W. indica, W.
operculata, W. viscosissima, W. involucrata, W. berteroi e intermedio entre W.
involucrata y W. berteroi; siendo la W. indica la de mas amplia distribucion,
comunmente en vegetacion seca y a lo largo de caminos, generalmente, terrenos abiertos
y deforestados (34).

Para este género, son pocos los estudios que se han realizado en el pais (34). Los
primeros reportes sobre Waltheria hacen referencia ecoldgica y medicinal de Waltheria
americana (35). En otros reportes, solo sefialan el sitio de recoleccion de las especies
Waltheria americana y Waltheria viscosissima; en cambio, para las especies Waltheria
indica, Waltheria viscosissima y Waltheria involucrata, se aportaron importantes datos
ecoldgicos y etnobotanicos (16).

Waltheria berteroi (Figura 15) es la especie de interés en esta investigacion, sobre
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la cual no se han reportado estudios etnobotanicos ni fitoquimicos; solo se ha informado
sobre un estudio taxonomico describiendo el aspecto fisico de la planta; el mismo detalla
que W. berteroi presenta un arbusto de 1,5-3 m de alto con tallo cubierto de una capa de
pelos cortos, suaves y entrecruzados, hojas discoloras de 3,5-15,7 cm de largo y 2,7-8,4
cm de ancho, flores de 8,5-9 mm de largo con 5 divisiones de su caliz de 7-8 mm de
largo, 5 pétalos de color amarillo de 5,5-6 mm de largo separados entre si y 5 estambres
de 4-5 mm de largo opuestos a los pétalos; ademas, W. berteroi presenta frutos en forma
de capsula de 3-4 mm de largo con presencia de espinas cortas y segun el estudio
taxonémico no se observaron semillas. Esta planta se encuentra distribuida al Norte y
Oeste de Colombia y Noreste y Sur de Venezuela (34).

De acuerdo a los conocimientos de las propiedades curativas de la familia
Sterculiaceae y los interesantes antecedentes del género Waltheria, en cuanto a estudios
quimicos y bioldgicos, asi como el aislamiento de importantes metabolitos secundarios
bioactivos, se estimd beneficioso evaluar la especie W. berteroi recolectada en el
Amazonas venezolano al sur de Puerto Ayacucho; con el proposito de aislar e
identificar, en lo posible, algunos metabolitos secundarios presentes en las partes
botanicas seleccionadas (tallo, hoja y flor); ademas de determinar la actividad bioldgica

de los diferentes extractos crudo y algunas fracciones obtenidas de la misma.

Figura 15. Waltheria berteroi.
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Es importante mencionar que los resultados obtenidos en esta investigacion
constituirdn un valioso aporte acerca del conocimiento de esta especie, ya que hasta la
actualidad no se le conoce ninglin uso en la medicina tradicional, ni se tiene informacion
de estudios fitoquimicos previos; asi mismo, estos resultados contribuirdn de manera
significativa en el area de los productos naturales y en la medicina actual, como posibles

agentes terapéuticos y como base para la sintesis de nuevos fdrmacos.
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METODOLOGIA

MUESTREO

Los ejemplares de la planta W. berteroi, fueron recolectados en el Estado
Amazonas, especificamente en la via Samariapo, cerca de la Comunidad Indigena Santo
Rosario de Aguas Linda, Municipio Ature, Sector el Tobogan de la Selva a 37 km al sur
de Puerto Ayacucho, a una latitud +5° 23’ 14,18’ y longitud -67° 37’ 6,61°". Los
ejemplares fueron identificados en el herbario IRBR del Departamento de Biologia del

Nucleo de Sucre de la Universidad de Oriente.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

El material vegetal se deshidrat6 a temperatura ambiente y a la sombra. Una vez
separadas las partes botanicas de la planta (hoja, tallo, flores y fruto), se pulverizaron
por separado en un molino eléctrico. Posteriormente, se realizd la primera extraccion
con ¢éter dietilico, dejandose en digestion por 72 horas. Luego de decantado y filtrado el
solvente de extraccion, el mismo se dejoé evaporar a temperatura ambiente, con lo cual se
obtuvo el extracto crudo en éter. Seguidamente, el residuo de la planta se colocod en
suficiente etanol, el mismo fue filtrado y concentrado a presién reducida en un
rotaevaporador. Posteriormente, el residuo se reextrajo con suficiente metanol y el
filtrado obtenido se concentrd a presion reducida en un rotaevaporador. Luego, los
filtrados concentrados, tanto el metandlico como el etandlico, se unieron para obtener un

extracto crudo alcoholico.

PRUEBAS BIOLOGICAS

La actividad biolégica de los extractos crudos y algunas fracciones de las hojas y

el tallo obtenidas de W. berteroi, se evalué mediante el uso de los siguientes bioensayos:
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Actividad letal en Artemia salina

Para conocer el grado de toxicidad de los extractos crudos o fracciones se utilizo el
crustaceo Artemia salina. Los quistes de este organismo se colocaron con agua de mar
bifiltrada en un envase plastico provisto de una abertura, que les facilitd la aireacion
continua durante 24 horas, para obtener los nauplios de Artemia.

Este método consistio en la preparacion de una solucion madre de 10 000 pg/ml
del extracto o fraccion con agua de mar bifiltrada y dimetilsulféxido (DMSO), segun la
solubilidad en éstos. A partir de la soluciéon madre, se prepararon soluciones de 1 000;
100; 10; 1; 0,1 y 0,01 pg/ml mediante diluciones sucesivas con agua de mar bifiltrada.
Luego, a cada solucion se le agregaron 10 nauplios de A. salina y por cada
concentracion se realizardn 3 réplicas y controles con igual numero de réplicas. La
mortalidad de los nauplios se determin6 una vez transcurridas 48 horas de iniciado el
bioensayo y se anotaron el numero de organismos muertos en cada una de las
concentraciones estudiadas (36).

Los datos obtenidos se utilizaron para calcular la concentracion letal media de los
extractos y fracciones ensayadas, mediante la aplicacion de un programa de
computacion disefiado para tal fin; el cual, presenta cuatro métodos: Moving Average,
Probit, Logit y Binomial con limites de confianza de 95%. Segln este programa de
computacion, la CLsy mas confiable estd determinada por el método que presente el

rango mas estrecho de limites de confiabilidad (37).

Actividad antifungica

La actividad antifiingica se evalu6 mediante la utilizacion de cepas de hongos
(Tabla 1) proporcionados por el Laboratorio de Fitopatologia y Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Biologia de la Universidad de Oriente, Ntcleo de

Sucre.
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Tabla 1. Cepas de hongos empleadas en el bioensayo de actividad antifingica.

Hongos Caracteristicas

Mucor racemus
Fusarium maniliforme Patogeno
Trichoderma viridis

Fusarium poae

Este método se llevd a cabo incubando cepas de hongos en tubos de ensayo, a
temperatura ambiente por una semana. Trascurrido este tiempo, se les agrego,
aproximadamente, 10 ml de agua destilada estéril a cada tubo para remover las esporas y
se filtro6 sobre gasas estériles, con el objetivo de obtener la solucidon esporangial. La
solucion obtenida fue inoculada, utilizando hisopos estériles, sobre las capsulas de Petri,
previamente preparadas con agar papa dextrosa (PDA). Seguidamente, se utilizo la
técnica del antibiograma, colocando los discos de papel Whatman N° 3 de 5 mm de
diametro impregnados con aproximadamente 10 pl de una solucion preparada con el
extracto o fraccion a analizar (40 mg del extracto o fraccion en 1 ml de un solvente
adecuado) y luego se incubaron por 48 horas a temperatura ambiente. La actividad
antimicdtica de los extractos y las fracciones, fue detectada al medir el didametro (mm)

del halo de inhibicion que se observo alrededor del disco (38).

Actividad antibacteriana
Para la realizacion de este bioensayo se utilizaron bacterias certificadas (Tabla 2),

existentes en el Laboratorio de Productos Naturales del Departamento de Quimica de la

Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.
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Tabla 2. Cepas de bacterias empleadas en el bioensayo de actividad antibacteriana.

Bacterias Origen Caracteristicas
Escherichia coli ATCC (25922)
Enterobacter cloacae DAI (269J1)
Acinetobacter calcoaceticus ATCC (23055) Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa ATCC (25416)
Bacillus subtilis ICTA (07)
Micrococcus luteus ATCC (27853)
Staphylococcus aureus IBE (DOC-19) Gram-positiva
Enterococcus faecalis WHO (14)

Esta prueba se realizdo por medio de la técnica de difusion en agar, llamada
antibiograma, la cual consiste en impregnar discos estériles de papel de filtro Whatman
N° 3 de 5 mm de didmetro con 10 ul de una soluciéon preparada con el extracto o
fraccion a analizar (40 mg del extracto o fraccion en 1 ml de un solvente adecuado).
Estos discos fueron colocados en una placa de agar Miiller-Hinton, previamente
inoculados con una suspensién bacteriana de concentracion conocida (10% células/ml).
Posteriormente, las placas se preincubaron a 5°C por 12 horas, para permitir la difusion
del extracto o fraccion, y, luego, se incubaron a 37°C durante 48 horas, para permitir el
crecimiento bacteriano. La actividad antibacteriana se verificd6 midiendo el didmetro
(mm) de los halos de inhibicion alrededor del disco. Para esta evaluacion, se tom6 como
referencia los criterios expuestos por algunos investigadores del area de productos

naturales (39).

PRUEBAS QUIMICAS
A cada extracto se les realizaron algunos pruebas con reactivos especificos de

identificacion de grupos funcionales, que permitieron detectar la posible presencia de

algunas familias de metabolitos secundarios, tales como: alcaloides, saponinas, esteroles,
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triterpenos, flavonoides, cumarinas, fenilpropanoides, compuestos fenolicos,
metilencetonas, antraquinonas, glucosidos cianogénicos y cardiotonicos. Para la

realizacion de estas pruebas se segui6 los métodos descritos en la literatura (3,40).

Saponinas

Para el analisis de saponinas se colocd 0,5 g del extracto crudo en un tubo de
ensayo, junto con 2 ml de agua destilada, seguidamente, se agitd el tubo de ensayo
vigorosamente durante 30 segundos. La formacién de espuma persistente durante 30

min, es indicativo de la presencia de saponinas.

Alcaloides

Del extracto crudo se tomd 0,5 g y se disolvido con HCI al 10%, luego, esta
solucion se agitdé en un embudo de separacion con cloroformo. La capa acuosa se
alcaliniz6 con NaOH al 10% y posteriormente, fue tratada con cloroformo. Las tres
fases se analizaron con el reactivo de Dragendorff (8 g nitrito de bismuto pentahidratado
con 20 ml de &cido nitrico y 27,2 g de yoduro de potasio con 50 ml de agua), la
aparicion de un precipitado blanco y solucidon roja o naranja, evidencia la posible

presencia de alcaloides débilmente bésicos, basicos y sales cuaternarias de amonio.

Esteroles insaturados y triterpenos pentaciclicos

Una porcion de 0,5 g del extracto crudo se disolvid con cloroformo y se le
agregaron unas gotas del reactivo de Liebermann-Burchard (soluciéon de anhidrido
acético y cloroformo 1:1 a 0°C mas dos gotas de 4cido sulftrico) recién preparado. Una
coloracion de azul a verde en la solucion indica la presencia de esteroles, mientras que

una coloracion roja o violeta se considera positiva para triterpenos.
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Flavonoides

Del extracto crudo se tomo6 0,5 g, se desgraséd con éter de petroleo y se filtrd. El
residuo se tratd con virutas de magnesio y unas gotas de HCI concentrado, hasta no
observar desprendimiento de hidrégeno. El ensayo se considera positivo para
flavonoides, si se produce una coloracion roja al dejar en reposo la reaccion por unos 10-
20 minutos.

Una pequeiia porcion del extracto crudo se disolvid en cloroformo y unas gotas de
la solucion se colocaron sobre el papel de filtro y se observo bajo luz UV.
Posteriormente, el papel de filtro fue expuesto a vapores de amonio concentrado por
algunos minutos y luego observado bajo luz UV. Un cambio o intensidad del color se

considera positiva para flavonoides.

Fenilpropanoides

Para la determinacion de fenilpropanoides se emplearon tres tubos de ensayos. En
el primer tubo se realizo el testigo, el cual contenia una pequena parte del extracto
disuelto en etanol; en el segundo tubo de ensayo se colocod aproximadamente la misma
porcion de extracto, se disolvid el etanol y luego se agreg6 HCI 0,5 mol/l, solucién
acuosa de nitrito de sodio al 10% y finalmente se afiadié solucion acuosa de NaOH 2
mol/l. El tercer tubo de ensayo también se prepard como testigo, con todos los reactivos
sin el extracto crudo. Una solucion rosado purpura es indicativo de la presencia de

fenilpropanoides.

Taninos y Polifenoles
Para la deteccion de taninos y polifenoles, se pes6 0,5 g del extracto crudo y se

disolvid en etanol. Seguidamente, la solucidon se divido en dos partes. La primera parte

se hizo reaccionar con cloruro de hierro (III) al 1%; el cambio a una coloracion parda en
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la solucion indica la presencia de fenoles. La segunda parte de la solucion se tratd con
una solucion al 1% de gelatina en NaCl al 1%, la formacion de un precipitado blanco

indica la presencia de taninos.

Glicosidos cardioténicos

El extracto crudo (0,5 g) se disolvié en cloroformo y luego se hizo reaccionar con
una mezcla (1:1) recién preparada de acido 3,5-dinitrobenzoico (2%) ¢ KOH (0,5 mol/l).

Una coloracidn azul o violeta en la solucion se considera positiva para este metabolito.

Glicosidos cianogénicos

Una porcion de 0,5 g del extracto crudo se tratd con cloroformo y se calent6 entre
50-70°C, en un tubo de ensayo cerrado con papel de filtro, impregnado con solucion al
1% de acido picrico en carbonato de sodio al 10%. Luego de trascurrido 2 horas, el
papel de filtro se observo, en donde los compuestos cianogénicos se manifiestan como

una mancha roja sobre el papel de filtro.

Metilencetonas

Una cantidad de 0,5 g del extracto crudo se disolvio en etanol y posteriormente se
trato con el reactivo de Baljet (mezcla de 1 g de 4cido picrico con 100 ml de etanol y 10
g de hidréxido de sodio con 100 ml de agua). Una coloracién roja en la solucion indica

la presencia de metilencetonas.
Antraquinonas

El extracto crudo (0,5 g) se extrajo con una solucion de KOH 0,5 mol.l; después,
se acidificod con acido acético y se agitd con benceno. Las capas formadas se separaron y

se alcalinizd la capa organica con hidroxido de amonio. Una coloracién roja en la

solucion indica antraquinonas presentes.
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Cumarinas

Una pequeiia parte del extracto crudo (0,5 g) se coloc en un tubo de ensayo y se
disolvio en etanol. El tubo de ensayo se cerrd con papel de filtro impregnado en solucion
diluida de NaOH; luego, se calento la solucion en un bafio de agua a 100°C por varios
minutos. El papel fue removido y examinado bajo luz UV. Una fluorescencia amarilla es

indicativa de cumarinas.

FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Los extractos alcohdlicos de las hojas y el tallo obtenidos a partir de la especie en
estudio y las fracciones de distintas polaridades provenientes de estas partes botanicas,
se fraccionaron por distintas técnicas cromatograficas, para separar y purificar los

compuestos presentes. Entre las técnicas cromatograficas empleadas, se encuentran:

Cromatografia de columna (CC)

Se utiliz6 la cromatografia en columna (CC) por gravedad, usando columnas de
vidrio de diametros y longitudes, segin la masa del extracto o fraccion a separar; como
fase estacionaria se empled silica gel 35-70 mesh y como fase movil, se utilizaron
distintos solventes (hexano, diclorometano, acetato de etilo, cloroformo y metanol) y

mezclas de solventes, variando en forma creciente su polaridad.

Cromatografia de capa fina (CCF) y capa fina preparativa (CCFP)
Otro tipo de cromatografia que se empled en esta investigacion fue la

cromatografia de capa fina (CCF), la cual se realizé en placas cromatograficas de vidrio

de 20x20 cm?, cubiertas con una capa de 0,5 mm de espesor de silica gel 60 mesh. Este
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tipo de cromatografia se utilizd para agrupar las fracciones y subfracciones obtenidas en
la CC, tomando en cuenta los valores de Ry de cada uno de los eluatos.

Para separar y obtener los compuestos puros de las fracciones combinadas se
utiliz6 la cromatografia de capa fina preparativa (CCFP); en esta cromatografia la
muestra se colocd en placas cromatograficas de vidrio de 20x20 cm?, cubiertas con una
capa de 1,0 mm de espesor de silica gel 60 mesh.

Las CCF se revelaron con una solucion de molibdato de amonio al 10% en H,SOq4
al 5%, y para las CCFP se utiliz6 luz ultravioleta (UV) de onda corta (100-280 nm). Para
ambas cromatografia se usaron mezclas de solventes de diferentes polaridades como fase

movil.

CARACTERIZACION

Para la elucidacion de las estructuras moleculares de los compuestos aislados, se
emplearon, técnicas espectroscopicas, tales como resonancia magnética nuclear (RMN),

infrarrojo (IR), y espectrometria de masas.

Espectroscopia infrarroja

La radiacion infrarroja corresponde a energias relacionadas con las vibraciones
moleculares. Los espectrofotometros de infrarrojo (IR) cubren las regiones de tension
(estiramiento) y deformacion (flexion) molecular, permitiendo observar absorcion por
parte de las moléculas en estas regiones. El andlisis del espectro IR ofrece informacion
sobre los grupos funcionales presentes en las estructuras de los compuestos aislados. El
empleo de esta técnica consiste en mezclar la muestra con KBr y prensarlas para obtener
pastillas delgadas o en disolver la muestra en CHCIl; y colocarlas en celdas de NaCl o
KCl. Luego, seran analizadas en un espectrometro de IR con transformada de Fourier
(FT-IR).

Los espectros de IR de los compuestos obtenidos de la planta W. berteroi, se

llevaron a cabo en el Intituto Universitario Tecnologico (IUT) de Cumana, para ésto las
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muestras fueron disueltas en CHCl; y colocadas en placas de KCI, luego se analizaron

en un espectrofotometro de FT-IR 16 PC marca Perkin Elmer.

Espectroscopia de RMN

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica
empleada principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares; basada en la
medida de absorcion de la radiacion electromagnética en la region de las
radiofrecuencias, por los cambios de orientacion del spin nuclear de ciertas moléculas
organicas, en presencia de un campo magnético fuerte.

La espectrometria de RMN se utiliza para estudiar una amplia variedad de ntcleos,
sin embargo, prefieren los nlcleos de nimero cuantico de espin nuclear igual a 2. Uno
de los is6topos mas abundante y util en la elucidacion de estructuras es el 'H, dando
lugar a la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton. También es
importante en quimica organica el °C, aunque se trata de un nucleo poco abundante y
poco sensible. En el campo de los productos naturales, la RMN mas util es la de protén
("H) y la del carbono (°C), ya que estos elementos son los componentes mayoritarios de
las moléculas organicas (8,41).

La espectroscopia de RMN es la herramienta mas poderosa de la que se dispone
actualmente para la determinacion de una estructura orgéanica, ya que el espectro de
RMN 'H proporciona informacion del niimero y tipo de hidrégenos diferentes que hay
en la molécula. La posicion en el espectro (desplazamiento quimico) determina el
entorno quimico del nucleo, y por tanto da informacion de grupos funcionales a los que
pertenecen cada hidrogeno; por otra parte la RMN "°C, también da informacion de los
grupos funcionales presentes en las moléculas, asi como del nimero y tipos de carbonos
que provocan cada sefial observada en el espectro. Esta técnica espectroscopica, ademas,
posee la ventaja de utilizar pequefias cantidades de muestra para el analisis, sin ser
destruida.

Las estructuras de los compuestos aislados, obtenidos en la separacion

cromatografica de W. berteroi, se elucidaron mediante RMN unidimensional (RMN IH,

22


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=N%C3%BAmero_cu%C3%A1ntico_de_esp%C3%ADn_nuclear&action=edit&redlink=1�
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscopia_de_resonancia_magn%C3%A9tica_nuclear_de_prot%C3%B3n&action=edit&redlink=1�
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono-13�
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono-13�

C y DEPT). Para tal fin, las muestras fueron analizadas en el Instituto Venezolano de
Investigacion Cientificas (IVIC) en un espectrometro Bruker de 300 MHz. Para la
obtencion de los espectros, las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCls)
y colocadas en un tubo de resonancia, el cual fue introducida en el equipo de RMN. Los
desplazamientos quimicos (On 0 d¢) obtenidos en los espectros se reportaron en ppm y

en relacion con un estandar interno de tetrametilsilano (TMS).

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es el método mas simple que permite la medicion de
iones derivados de moléculas (fragmentos) para determinar la masa molar de un
compuesto, ademés de su formula molecular correspondiente. Esta técnica puede ser
llevada a cabo utilizando pequefas cantidades de muestras vaporizadas; sobre la cual se
hace incidir un rayo de electrones (u otras particulas) de alta energia, lo que hace que se
rompan las moléculas en varios fragmentos y separandolos en funcién de su relacion
masa-carga (m/z) (42).

Para el andlisis de mezclas complejas, se separan e identifican los compuestos
presentes en las mismas, mediante un cromatégrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas (CG/EM). El cromatografo de gases se utiliza como separador
de la muestra desconocida en sus distintos componentes y el espectrometro de masas
ioniza los componentes separados y realiza un barrido electronico de todos los iones,
para ubicarlos por comparacion de los tiempos de deteccion y masas obtenidas, con una
libreria o base de datos.

Diferentes subfracciones obtenidas de W. berteroi se analizaron mediante la
utilizacion de un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masa. Estos
analisis se realizaron por impacto electronico (70 ev) en el Laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Simén Bolivar; utilizdndose un cromatografo de gases
marca Hewlett Packard (HP) modelo 5890 serie II, acoplado a un detector de masa
marca Hewlett Packard (HP) modelo 5971 A, con una fuente de ionizacion por impacto

electronico.
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Las muestras fueron inyectadas en una columna de metilsilicona de 25 m x 0,18
D.I x 0,18 mm de espesor y helio (He) como gas de arrastre. La temperatura de
inyeccion fue de 280 °C vy la temperatura de inicial de horno fue de 70 °C, con una
rapidez de calentamiento de 6 °C por minuto. La identificacion de los compuestos se

realizd por comparacion computarizada utilizando la libreria Wiley.
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RESULTADOS Y DISCUSION

W. berteroi es una especie de planta que solo cuenta con un estudio taxonémico,
fue evaluada mediante andlisis fitoquimico y bioldgico, para conocer en lo posible la
familia de metabolitos secundarios y las propiedades antimicrobianas y tdxicas que esta

planta pueda presentar en las partes botanicas seleccionadas (hoja, tallo y flor).

RENDIMIENTO PORCENTUAL DE LOS EXTRACTOS CRUDOS
OBTENIDOS DE LA HOJA, TALLO Y FLOR DE W. berteroi

Una vez obtenidas las distintas partes botdnicas completamente secas de W.
berteroi, se procedio a pesar el material vegetal a ser extraido. Luego de las extracciones
realizadas, se obtuvieron masas de 3,1959 g, 1,3017 g y 0,3345 g para los extractos
crudos etéricos de la hoja, tallo y flor, respectivamente. Para los extractos crudos
alcohdlicos se obtuvieron masas de 24,1982 g, 7,8929 gy 1,0165 g correspondiente a la
hoja, tallo y flor respectivamente. En los extractos etéricos se obtuvieron los compuestos
menos polares y en los extractos alcoholicos los compuestos mas polares. La Tabla 3

muestra los rendimientos de los extractos de cada parte botanica en estudio.

Tabla 3. Masas de los extractos de los diferentes 6rganos de la planta W. berteroi.

Organo  Cantidad (g) Extracto etérico (g)  Extracto alcohdlico (g) Rend. (%)

Hoja 149,1 3,1959 22,9363 17,53
Tallo 125,4 1,3017 7,3486 6,90
Flor 5,6 0,3345 1,0165 24,13

Segun los resultados expuestos en la tabla, tanto el extracto etérico como el
alcoholico de la hoja, presentaron mayor cantidad de extracto, luego le siguen el tallo y
finalmente los extractos de la flor. Las cantidades de extracto obtenidas, estan
estrechamente relacionadas con la cantidad de material vegetal seco utilizado en las
extracciones. Ademads, los resultados indican que las cantidades de los extractos

alcoholicos son superiores a los extractos etéricos, por lo que se puede pensar, que la
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planta W. berteroi tiene la particularidad de producir mayormente compuestos polares, o
también puede ser que se logre una mayor extraccion con solventes polares, ya que se

extrae cualquier residuo lipidico.

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Los resultados del analisis fitoquimico revelaron que W. berteroi es capaz de
biosintetizar ciertas familias de metabolitos secundarios tales como: saponinas,
flavonoides, fenilpropanoides, esteroles insaturados, polifenoles, taninos 'y
metilencetonas. Estas clases de metabolitos secundarios se encontraron distribuidos,
algunos de ellos, en la hoja, tallo y otros en la flor de W. berteroi, como se indica en la

Tabla 4.

Tabla 4. Familia de metabolitos presentes en la planta W. berteroi.

Hoja Tallo Flor

Familia de Metabolitos EED EA  EED EA EED EA %MPP
Alcaloides - - - - - - 0
Saponinas - + - + - - 33,33
Esteroles insaturados + + + + + + 100
Triterpenos pentaciclicos - - - - - - 0
Taninos - - - - + - 16,66
Glicosidos cardiotonicos - - - - - - 0
Polifenoles - + - - - - 16,66
Glicosidos cianogénicos - - - - - - 0
Metilencetonas - - - - + - 16,66
Antraquinonas - - - - - - 0
Cumarinas - - - - - - 0
Flavonoides - + - + - + 50
Fenilpropanoides - + - + - + 50
% MPE 7,69 3846 7,69 30,77 23,08 23,08

EED: Extracto en éter dietilico, EA: Extracto alcohdlico; (+): Detectados; (-): No detectados; %MPP:
Porcentaje de metabolitos presentes en la planta; %MPE: Porcentaje de metabolitos presentes por cada
extracto.
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En la Tabla 4 se puede apreciar, que los extractos etéricos y alcoholicos de todas
las partes botanicas en estudio mostraron la presencia de esteroles insaturados, con un
porcentaje de metabolito presente en la planta (%MPP) del 100%, es decir, los esteroles
insaturados se encuentran distribuidos en toda la planta; luego se encuentran los
flavonoides y fenilpropanoides que poseen un %MPP de 50%; ya que estos metabolitos
solo se detectaron en los extractos alcoholicos de cada parte botdnica de la planta.
Después con un porcentaje de metabolito presente de 33,33%, correspondiente a las
saponinas, que s6lo se encontraron en los extractos alcoholicos del tallo y las hojas. Por
ultimo, con un %MPP de 16,66% se tiene a los taninos, polifenoles detectados en el
extracto alcoholico de las hojas y las metilencetonas detectadas en el extracto etérico de
la flor.

En cuanto al porcentaje de metabolito presente en cada extracto (%MPE) se
observa, que el extracto alcohdlico de las hojas mostré el mayor porcentaje de
metabolitos detectados con un 38,46% y el extracto alcohdlico del tallo presentd un
30,77%. Los extractos etéricos y alcoholicos de la flor evidenciaron el mismo porcentaje
(23,08%), pero diferentes metabolitos detectados y los extractos con el menor porcentaje
de 7,69%, equivalente a un s6lo metabolito manifestado, lo presentaron los extractos
etéricos de las hojas y el tallo.

Los esteroles insaturados son una clase de metabolitos que se encuentra incluido en
la diversidad de compuestos naturales que comprende los esteroides. Los esteroles son 3
B-hidroxiesteroides cristalinos que contienen una cadena lateral alifatica. Estos
compuestos estin muy difundidos y se encuentran tanto libres como ésteres o como
glicésidos. Distintas cadenas laterales dan lugar a una serie de esteroles muy abundantes
y caracteristicos de plantas; tales como: estigmasterol, sitosterol, brasicasterol,
campesterol, etc (43).

La principal funcion de los esteroles en las plantas, es formar parte de la membrana
celular para proporcionarle estabilidad, ademas de proteger a las plantas de ciertos
insectos (44). Cientificos describen que el rol de los fitoesteroles para el bienestar de la
humanidad es poco entendido; sin embargo, hay evidencia de que algunos fitoesteroles

son efectivos contra enfermedades cardiovasculares (8).
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La Tabla 4 también muestra, que todos los extractos alcoholicos de W. berteroi
exhibieron la presencia de fenilpropanoides y flavonoides. Los fenilpropanoides son
importantes compuestos de muchos aceites esenciales, caracterizados por presentar un
anillo aromatico unido a una cadena de 3 carbonos. Estos compuestos son derivados
biosinteticamente del acido shiquimico y como ejemplos de fenilpropanoides se
incluyen la hidroxicumarinas, fenilpropanos y los lignanos. Los fenilpropanoides
parecen ser los determinantes del efecto antiagregante plaquetario y antirretraccion de
coagulo sanguineos, detectado en diversas plantas; ademds estos compuestos poseen
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (45, 46).

Por otro lado, los flavonoides son los metabolitos secundarios mas difundidos, ya
que se encuentran en angiospermas y gimnospermas, raramente en pteridofitas y
briofitas (43). Estos metabolitos poseen dos anillos bencénicos separados por una cadena
propanoica y son derivados de flavonas (8).

Los flavonoides cumplen multiples funciones en las plantas, entre las cuales se
destaca, la de atraer ciertos insectos favoreciendo asi, la polinizacioén, protegen a las
plantas contra el ataque de otros insectos, las infecciones a virus o a hongos, controlan el
proceso de crecimiento en colaboracion con las hormonas correspondientes, inhiben la
accion enzimatica y participan en los sistemas redox de las células vegetales (43). La
accion farmacoldgica de los flavonoides es extensa y variada; bien conocidos son sus
actividades antiinflamatorias, antibacterianas, antifungicas, antioxidantes,
anticancerigenas, etc (8, 43).

Las saponinas también fueron detectadas en los extractos alcoholicos del tallo y la
hoja. Esta familia de metabolito esta formada por glucosidos triterpénicos de alta masa
molecular que contienen un grupo azdcar unido a un esterol u otro triterpeno.
Biosinteticamente, las saponinas estdn compuestas de seis unidades de isopreno y
también pueden ser derivados de escualenos (8). Estos compuestos tienen propiedades
expectorantes, diuréticas, depurativas, disminuyen el colesterol y poseen accion
hemolitica sobre los globulos rojos; ademas, se incluyen sus actividades
antimicrobianas, antitumoral, citotoxicas, insecticidas, antiinflamatorias, antitlceras,

analgésicas, antipiréticas, sedantes, antimicoticas, entre otras (40, 47).

28



El estudio fitoquimico realizado a W. berteroi, reveld la presencia de polifenoles
solo en el extracto alcohodlico de las hojas. Los polifenoles son un conjunto heterogéneo
de moléculas, que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos
bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas. Estos compuestos son importantes
para la fisiologia de las plantas, pues contribuyen a la resistencia de microorganismos e
insectos y ayudan a preservar su integridad, por su continua exposicion a estresantes
cambios ambientales; incluyendo radiaciones ultravioletas y altas temperaturas. Los
polifenoles son poderosos antioxidantes que protegen a las lipoproteinas de baja
densidad del dafo oxidativo (40).

En el estudio fitoquimico, también, se detectaron taninos y metilencetonas; pero
solo en el extracto etérico de la flor. Los taninos son compuestos polifenolicos de alta
masa molecular que se caracterizan por ser astringentes, debido a su capacidad de union
a proteinas, formando complejos estables y poseen gustos muy amargos (40). Esta clase
de metabolito cominmente en las plantas, se pueden encontrar en el tejido lefioso, asi
como también, en las flores o semillas de las plantas (8). En las plantas, los taninos
cumplen la funcion de protegerlas contra las heridas que sufren, a causa de los ataques
exteriores; bien porque estos metabolitos resultan ser toxicos para los microorganismos
o herbivoros; ya que no son digeribles para estos ultimos (40).

Varios autores reportan un estudio sobre los taninos como agentes
anticancerigenos, antivirales, fotoprotectores, antioxidantes, cicatrizantes,
antimicrobianos e inhibidores de proteasas. Muchas plantas ricas en taninos han sido y
continuan siendo empleadas en la practica farmacéutica etnobotdnica por muchos
pueblos para tratar los problemas de salud a los que se enfrentan (48-51). Por su parte,
las metilencetonas son metabolitos que poseen propiedades antioxidantes, antitumoral,
antimicrobiana, etc (52).

Dentro del género Waltheria, ya han sido reportados algunas de las familias de
metabolitos secundarios detectados en W. berteroi; por ejemplo, W. viscosissima y W.
ovata; donde segun estudios quimicos realizados en estas plantas, las mismas exhibieron
la presencia de esteroles insaturados. Otras especies como: W. indica, W. ovata y W.

americana presentaron flavonoides dentro de su composicion quimica; las saponinas

29



fueron detectadas en W. viscosissima y W. ovata; otros metabolitos como los taninos,
mostraron su presencia en W. ovata (31, 32, 53, 54).

El hecho de que algunos metabolitos secundarios no fueron detectados, durante la
realizacion de las pruebas quimicas, no significa la completa ausencia de estos
compuestos en los extractos crudos. Una de las causas por las cuales los metabolitos no
fueron detectados puede ser, por la baja concentracién en que estos compuestos se
encuentran en los extractos. Otra probabilidad puede ser debida, a que la mezcla de
compuestos presente en los extractos, impida por efecto sinérgico, que se pueda

evidenciar la presencia de ciertos metabolitos.

ANALISIS BIOLOGICO

En los tultimos afios, se han incorporado algunos ensayos biologicos de gran
utilidad y eficacia que requieren pequefas cantidades de muestras y permiten la
evaluacion rapida de la actividad letal, antibacteriana y antifungica de extractos
vegetales, conduciendo de esta forma hacia los principios activos (55-57).

Con el objetivo de conocer las actividades letal y antimicrobiana de los extractos
crudos y algunas fracciones provenientes de W. berteroi, se realizaron tres bioensayos
con procedimientos econdmicos y faciles de ejecutar; en el cual los resultados se

describen a continuacion

Actividad Letal

Un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioensayos mas utilizados, lo ocupa el
ensayo de A. salina. Este es un ensayo de amplio uso que determina el efecto letal de los
extractos vegetales en larvas de A. salina, prediciendo su habilidad para producir la
muerte de células cancerigenas en cultivos de tejidos, matar insectos y/o ejercer un
amplio rango de efectos farmacoldgicos (55-57).

En tal sentido, a los extractos crudos de W. berteroi se les evalud su letalidad
frente al crustaceo A. salina, arrojando resultados de concentracion letal media (dosis

letal que mata el 50% de los organismos), CLsy, por debajo de 1000 pg/ml, en cada
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extracto estudiado (Tabla 5).

Los valores que se muestran en la Tabla 5, indican que los extractos poseen
principios bioldgicamente activos, con posibles propiedades antitumorales y/o
pesticidas, que le confieren un caracter letal o citotoxico sobre A. salina (58). Ademas,
en la tabla se observa que el extracto alcoholico de la flor (EAF) posee el valor de CLs
mas bajo 48,45 pg/ml, a las 24 horas de montado el bioensayo, lo que estd relacionado
con una mayor actividad letal contra A. salina. Por lo tanto, se piensa que el EAF es el
que contiene los metabolitos mas bioactivos para la actividad letal, luego le sigue el
extracto en éter dietilico de la hoja (EEDH) y el extracto alcohdlico del tallo (EAT) con

valores de CLs( igual a 206,42 pg/ml en ambos extractos.

Tabla 5. Actividad letal de los extractos de W. berteroi contra el crustaceo A. salina.

CLso (ng/ml)

Extractos 24 horas 48horas Y IAT
EED 206,42 20,64 90,00
Hoja EA 316,23 248,05 21,56
EED 484,45 24,81 94,88
Tallo EA 206,42 20,64 90,00
Flor EA 48,45 20,64 57,40

EED: Extracto en éter dietilico; EA: Extracto alcoholico, CLsy: Concentracion letal media en pg/ml, %
IAT: Incremento porcentual de la actividad respecto al tiempo.

Segun investigaciones se reporta, que valores de CLso menores a 1000 pg/ml, son
considerados buenos resultados, en cuanto a la actividad antitumoral; ya que este
bioensayo se utiliza para la preevaluacion de extractos vegetales en el descubrimiento de
compuestos con propiedades antitumorales. Ademaés, se determindé que existe una
correlacion positiva entre la mortalidad de larvas de A. salina y la citotoxicidad frente a
las células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y la linea celular 3PS (P388)
(leucemia in vivo) (3, 38, 55, 58).

En la Tabla 5, también se puede apreciar el incremento de la actividad letal con

respecto al tiempo (%IAT), donde los resultados més destacados fueron los extractos
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tanto etéreo como alcoholico del tallo con 94,88% y 90,00% respectivamente. Asi
mismo, se observo un 90,00% del incremento de actividad letal en el EEDH.

El aumento de la actividad letal en relacién al tiempo puede deberse a una
alteracion del proceso de desarrollo de los nauplios de A. salina, por efecto de los
principios activos presentes en los diferentes extractos organicos, ya que a las 48 horas
del bioensayo, la membrana celular que protege a estos organismos se ha debilitado por
la exposicion a los extractos; permitiendo de esta manera que los compuestos activos
actiien con mayor efectividad (59).

La actividad letal de algunas fracciones y subfracciones procedentes de la
separacion cromatografica de los extractos del tallo y la hoja, se iran identificando en las
secciones siguientes y los resultados de letalidad se muestran en las tablas A1-A4 del
apéndice A, donde se observan valores interesantes y significativos de CLs, ya que se

encuentran muy por debajo de 1000 pg/ml.

Actividad Antibacterial

Con el pasar de los afios, las drogas utilizadas para combatir las bacterias han
llegado a ser menos efectivas contra estas. La emergencia que origina la resistencia de
las bacterias a los antibioticos suministrados, incentiva a los cientificos para el
descubrimiento de nuevos agentes antibacterianos; por lo que la proteccion que
presentan los extractos de plantas contra algunos microorganismos, representa un punto
de partida para la busqueda de nuevas drogas antimicrobianas (8).

El bioensayo de actividad antibacterial revel6 que el EEDH present6 actividad leve
frente a la bacteria Gram-negativa Bacillus subtilis; mientras que el extracto en éter
dietilico del tallo (EEDT) no mostr6 actividad frente a ninguna de las bacterias
ensayadas, en cambio, el extracto alcohodlico de las hojas (EAH) y EAF exhibieron
activad leve contra la bacteria Gram-positiva Escherichia coli, y el EAH también mostro
actividad leve contra la bacteria Gram-negativa Acinetobacter calcoaceticus. Por su
parte, el EAT presentd una actividad antibacteriana leve frente la mayoria de las

bacterias ensayadas, con un efecto bacteriostatico (capacidad de bloquear el crecimiento
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e inhibir la multiplicacion de bacterias) (Tabla 6).

Segun los resultados mostrados en la Tabla 6, se observa que el extracto alcoholico
del tallo resultd activo frente a la mayoria de las cepas bacterianas ensayadas:
Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus, Enterococcus faecalis, Micrococcus
leutens, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Este extracto mostro poseer
el mayor porcentaje de bacterias sensibles a sus compuestos con un %BSE de 75%. Por
el contrario, se observd un comportamiento inhibitorio totalmente distinto en el extracto

etéreo del tallo, ya que no mostré actividad contra ninguna de las bacterias empleadas.

Tabla 6. Actividad antibacterial de los extractos crudos de la planta W. berteroi.

Hoja Tallo Flor
Microorganismos EDD EA _ EDD EA EA %EAB

Escherichia coli - + - - + 40
Enterobacter cloacae - - - + - 20
Acinetobacter calcoaceticus - + - + - 40
Enterococcus faecalis - - - + - 20
Bacillus subtilis + - - - - 20
Micrococcus leutens - - - + - 20
Staphylococcus aureus - - - + - 20
Pseudomonas aeruginosa - - - + - 20
%BSE 12,50 25 0 75 12,50

+++: Actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (diametro entre 15-18 mm),
+: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hay actividad, %EAB: Porcentaje de extractos activos
contra una misma bacteria, %BSE: Porcentaje de bacterias sensibles a cada extracto.

Para el resto de los extractos ensayados, la actividad antibacteriana s6lo se observé
para ciertas bacterias; por ejemplo el extracto alcohdlico de las hojas mostré un %BSE
de 25% contra las bacterias Escherichia coli y Acinetobacter calcoaceticus; en cambio,
el extracto etérico de las hojas exhibio 12,50% de inhibicion del crecimiento de Bacillus
subtilis, asi como también, el extracto alcohdlico de las flores presentd un 12,50% de

inhibicion contra la bacteria Escherechia coli.
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Los resultados de inhibicién del crecimiento bacteriano puede estar relacionado
con la naturaleza del microorganismo, la presencia de mas de un compuesto activo y la
concentracion en la que estos se encuentren en los extractos, asi como también, al efecto
sinérgico que ejercen los compuestos (60). Debido a esto, se muestra en la Tabla 6 que
los extractos alcoholicos de las hojas y la flor resultaron ser activos contra la bacteria
Escherichia coli y los extractos alcohdlico de las hojas y el tallo mostraron actividad
frente la bacteria Acinetobacter calcoaceticus, en ambos casos el porcentaje de extractos
activos contra una bacteria (%EAB) fue de 40%, el porcentaje mas alto que se observa
en la tabla.

Se pudo notar que los extractos activos fueron los mas polares (alcoholicos), lo que
se tiende a pensar que en ellos se encuentran la mayoria de los compuestos con posible
actividad antibacteriana. En todas las demas bacterias se observa un %EAB de 20%, lo
que indica resistencia de estos microorganismos frente a los extractos ensayados.

La actividad presentada por los extractos, pudiera estar vinculada con la familia de
metabolitos que se detecto en los extractos crudo de W. berteroi, ya que se ha reportado
que algunos metabolitos secundarios (polifenoles, saponinas, flavonoides, etc) poseen
actividad antibacteriana (61-63).

Como ejemplo de lo anteriormente dicho, se ha publicado que los polifenoles, una
clase de metabolito que encierra varios compuestos, poseen accion bacteriostatica contra
Bacillus anthracis, Corynebacterium pseudodiphthericum y Pseudomonas aeruginosa y
tiene accion bactericida sobre Pseudomonas pseudomalliea; ademas, inhiben in vitro el
crecimiento de Vibrio cholerae, varios Streptococcus y otras bacterias. Se considera que
la accion de los polifenoles contra las bacterias se debe a la inhibicion enzimatica
posiblemente por accion sobre los grupos sulfihidrilos de sus aminoécidos de cisterna,
asi como también, actuando sobre los polipéptidos de la pared celular o por medio de
reacciones mas inespecificas con proteinas bacterianas (61).

La accidn antibacteriana que poseen algunos metabolitos secundarios en gran parte
es gracias a la novedad de sus estructuras, es decir, el gran tamafo y las complejas
estructuras de estos compuestos facilitan que ellos puedan interactuar en procesos

biologicos complejos, como son las interacciones proteina-proteina. En relacion con lo
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antes mencionado, ciertas publicaciones reportan que los mecanismos de accion
antibacteriana puede ser a través de varios procesos: inhibicion de la sintesis de la pared
celular, interrupcion del metabolismo del ADN, inhibicién de la sintesis de proteina,
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular e inhibicién del metabolismo
celular (64).

Los resultados de la actividad antibacterial de W. berteroi, se ajustan
satisfactoriamente con los resultados obtenidos en algunas investigaciones realizadas a
otras Waltherias; ya que algunas publicaciones reportan que varias especies
pertenecientes a este género poseen actividad antibacteriana contra ciertas bacterias, por
ejemplo, W. indica posee actividad antibacterial contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa (30,31,65). W. douradinha presenta actividad contra
Escherichia coli, Salmonela setubal, Klebsiella pneumoniae y Bacillus subtilis (28-66).
W. lanceolada utilizada para tratar la diarrea, vomito y tos, mostrd actividad contra
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus (67,68).

Este bioensayo, fue aplicado a ciertas fracciones obtenidas de la separacion
cromatografica de los extractos alcohodlicos del tallo y la hoja; observandose que dos
fracciones del extracto alcohdlico de las hojas y una fraccion del extracto alcohélico del
tallo mostraron actividad inhibitoria frente a las mayoria de la bacterias ensayadas. Estos
resultados se resumen en la Tabla B1 del apéndice B y seran discutidos posteriormente

durante el fraccionamiento cromatografico.

Actividad Antifangica

La actividad antifungica de extractos de plantas usadas en medicina popular contra
diversos hongos, los cuales causan infecciones frecuentes en humanos, ha sido
ampliamente estudiada, debido a los efectos adversos de algunas de las drogas
antifiingicas utilizadas actualmente, que son poco efectivas e inducen frecuentemente la
resistencia de muchos hongos. Debido a los elevados costos de los tratamientos
antimicoticos, numerosos investigadores han encaminado sus trabajos hacia la busqueda

y aplicacion de nuevos compuestos bioldgicamente activos procedentes de plantas para
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el tratamiento de estas infecciones.

Los resultados obtenidos de la actividad antifingica ensayada a cada uno de los
extractos de W. berteroi, revelaron que ninguno de los extractos presentd actividad
contra los hongos ensayados. La ausencia de actividad antifiingica, es posible que se
deba a la mezcla de compuestos presentes en los extractos crudos, es decir, unién o
sinergia de todos los compuestos impide, que el o los principios activos muestren su
actividad; también puede ser que la ausencia de actividad antifingica esté relacionada
con la constitucién de la pared celular fungica, la cual, estd formada por polisacaridos
entrecruzados, proteinas y glucoproteinas, que le proporcionan al hongo estabilidad
osmotica y rigidez. La estructura de los hongos hace dificil crear antibidticos con
toxicidad selectiva para los mismos (69).

El bioensayo de actividad antifungica, fue aplicado a ciertas fracciones obtenidas
de los extractos alcoholicos del tallo y la hoja. Como resultado del mismo, se obtuvo una
actividad moderada para una fraccion de extracto del tallo, donde se puede inferir que el
efecto antagoénico producido por los compuestos presentes en el extracto crudo no
permitié la inhibicion del crecimiento fungico, mientras que luego de una separacion
cromatografica se pudo apreciar que una de las fracciones (especificamente C) mostrd
actividad contra ¢l hongo Fusarium poae, lo cual indica un efecto antagénico presente
en el extracto alcoholico del tallo, dado que éste no exhibid actividad antifungica contra
ninguno de los hongos ensayados. En el apéndice C (Tabla Cl), se observan los

resultados del bioensayo practicado a las fracciones.

FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO

Debido a que no se encontraron reportes bibliograficos sobre la composicion
quimica de la especie en estudio, se considerd interesante aplicar varias técnicas
cromatograficas (cromatografia de columna, capa fina y capa fina preparativa), con el
principal objetivo de separar y purificar, en lo posible, algunos compuestos quimicos

presentes en los extractos alcohdlicos crudos del tallo y las hojas de W. berteroi. Estos
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extractos fueron seleccionados para ser fraccionados, debido a los buenos resultados

obtenidos en la evaluacion de la actividad antimicrobiana y letal.

Fraccionamiento del extracto alcoholico del tallo (EAT) de W. berteroi

El extracto alcohdlico del tallo (EAT) fue fraccionado por cromatografia de
columna (CC) sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 mm) como fase estacionaria, en
una columna de 2 cm de diametro y 60 cm de alto aproximadamente. La relacion silica —
extracto fue de 1:50 (g de extracto: g de silica); se utiliz6 2,0133 g de extracto y
100,6650 g de silica gel. Como fase movil se emplearon mezclas de solventes de
polaridad variada, inicidndose la cromatografia con un solvente menos polar (hexano) y
finalizando con uno mas polar (metanol). Se recolectaron 50 eluatos de 75 ml cada uno

(Tabla 7).

Tabla 7. Fraccionamiento del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano 1-2 100
Hexano- Acetato de etilo 3-10 80-20
Hexano- Acetato de etilo 11-22 60-40
Hexano- Acetato de etilo 23-29 40-60
Hexano- Acetato de etilo 30-33 20-80
Acetato de etilo 34-39 100
Acetato de etilo- Metanol 40-44 50-50
Metanol 45-50 100

Los 50 eluatos recolectados fueron agrupados en 8 fracciones (Tabla 8), segtn el
comportamiento de cada eluato observado en la cromatografia de capa fina (CCF) y por
comparacion de los Ry mads resaltantes observada en la misma. Para la CCF se
emplearon mezclas de solventes de diferentes polaridades y proporciones como 4:1; 3:2

hexano — acetato de etilo y 1:1; 1:4 acetato de etilo — metanol. Como agentes reveladores

37



se emplearon luz ultravioleta de longitud de onda corta (100 — 280 nm) y una solucion
acida de molibdato de amonio al 3%.

Luego de la cromatografia de columna se recuperd una masa total de 1,5858 g, lo
que representa el 78,76% del material organico cromatografiado. La pérdida del material
después del fraccionamiento, puede deberse a la adsorcion del extracto sobre la silica gel
y al hecho que el extracto es alcohdlico, por lo que contiene en su mayoria compuestos
muy polares, que no pudieron separarse con metanol durante la cromatografia.

A cada una de las fracciones obtenidas se les realizaron CCF, empleandose
solventes como hexano y metanol al 100% y diversas mezclas de solventes en diferentes
proporciones (3:2; 1:1; 2:3; 1:4 hexano — acetato de etilo y 3:2; 1:1 acetato de etilo —
metanol) y los agentes reveladores mencionados anteriormente; asi como también a
ciertas fracciones (C, D, E, F y G), se le realizaron pruebas de actividad antimicrobiana

y letalidad con A. salina.

Tabla 8. Fracciones obtenidas de la separacion cromatografica del EAT de W. berteroi.

Fracciones Eluatos Masas (mg)

A 1-5 117,40
6-11 152,80

C 12-17 206,80

D 18-24 98,60

E 25-36 143,80

F 37-41 598,10

G 42-45 175,60

H 46-50 92,70

Luego de realizadas las CCF, se decidi6 analizar las fracciones A y B por presentar
después de la revelacion de las placas cromatograficas, machas definidas y Ry
diferentes. Sin embargo, aunque el resto de las fracciones mostraron ser mezclas de
compuestos con Ry muy proximos, los resultados de las pruebas bioldgicas evidenciaron

que la fraccion C posee actividad leve contra las bacterias  Escherichia coli,
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Acinetobacter calcoaceticus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa, con un porcentaje de bacterias sensibles a un
extracto (%BSE) de 75%, uno de los valores mas altos obtenidos en el bioensayo
realizado a estas fracciones (apéndice, Tabla B1).

La fraccion C presento actividad moderada frente al hongo Fusarium poae; con
un porcentaje de hongos sensibles a un extracto (%HSE) de 25%, unico valor que se
obtuvo, ya que esta fraccion fue la Unica que presentd actividad antifiingica (apéndice,
Tabla C1) y en la evaluacion de letalidad con A. salina se obtuvo un valor de CLs, de
0,32 pg/ml a las 48 horas de exposicion; un valor considerado muy bueno, ya que esta
muy por debajo de 1000 pg/ml.

Por su parte, la fraccion D solo presentd actividad leve contra la bacteria Bacillus
subtilis y la fraccion F mostré una buena actividad letal con un valor de CLs, de 24,81
ug/ml a las 48 horas de montado el bioensayo (apéndice, Tabla A.1). De acuerdo a estos
resultados se decidid estudiar las fracciones C, D y F. El resto de las fracciones
mostraron ser mezclas complejas de compuestos y no evidenciaron tener actividad

antimicrobiana ni letalidad contra A. salina; por lo tanto, fueron descartadas para ser

estudiadas.
FXTRACTO ALCOHOLICO DEL TALLO (EAT)
2,0133 ¢
CC con zilica gel (35-70 mesh)
Mezclas de solventes
A B C D E F G H

lcc cc cc

Al A2..A5 B1B.2 B3..B5B6C.1 C2. C6 D1 D2 D3 F1..F4. .F.6.F.9
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Figura 16. Esquema de fraccionamiento del extracto alcoholico del tallo de W.
berteroi.
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Fraccionamiento cromatografico de la fraccion A

La fracciéon A (aceite de color verde claro) fue fraccionada mediante CC sobre
silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm). Se utiliz6 como columna una bureta de 25 ml y
una relacion muestra — silica de 1:40 (0,1074 g: 4,2960 g). La separacion cromatografica
se inicidé con hexano al 100%, posteriormente se agregaron mezclas de solventes de
polaridad creciente y se finaliz6 con acetato de etilo al 100%. Se obtuvieron 21 eluatos
de 25 ml cada uno (Tabla 9).

Se realiz6 CCF para observar el comportamiento de cada eluato. En las
cromatografias se emplearon mezclas de solventes de diferentes polaridades como 3:2 y
1:1 hexano- diclorometano y 1:1 diclorometano — acetato de etilo. Las placas fueron
reveladas utilizando luz ultravioleta de longitud de onda corta (100 - 280 nm) y solucién
acida de molibdato de amonio. Los eluatos se unieron en 5 subfracciones de acuerdo al

comportamiento observado en las placas (Tabla 10).

Tabla 9. Fraccionamiento de la fraccion A del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano 1-3 100
Hexano — Diclorometano 4-6 90-10
Hexano — Diclorometano 7-10 70-30
Hexano — Diclorometano 11-14 50-50
Diclorometano 15-16 100
Diclorometano - Acetato de etilo 17-19 50-50
Acetato de etilo 20-21 100
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Tabla 10. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion A del
EAT.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
Al 1-6 8,60
A2 7 52,30
A3 8 9,50
A4 9-10 9,30
AS 11-21 27,00

La masa total recuperada fue 0,1067 g, lo que corresponde a un 99,34% del
material organico cromatografiado. Este buen rendimiento se debe a la baja polaridad de
la fraccion; por lo que se pudieron obtener sus compuestos con los solventes afiadidos,
sin mucha pérdida de material.

Las subfracciones A.2 y A.5 fueron las que presentaron mayor masa; sin embargo,
luego de las CCF realizadas con mezclas de hexano — diclorometano en proporciones de
3:2, 1:1 y 2:3; también se utilizo diclorometano al 100%; se observo que A.2 presentaba
una mejor separacion de sus compuestos y el resto de las subfracciones mostraron
mezclas de compuestos con Ry muy cercanos, lo que dificultaba su separacion.

Debido a la separacion definida de los compuestos presentes en la subfraccion A.2,
observada en la CCF, se decidi¢ realizar una cromatografia de capa fina preparativa
(CCFP), utilizdndose como fase estacionaria silica gel 60 mesh de 1 mm de espesor
sobre una placa de vidrio 20x20 cm” y como fase movil se utilizd una mezcla de 1:1
hexano — diclorometano. De esta cromatografia se obtuvieron 3 bandas con Ry diferentes
(Tabla 11).

41



Tabla 11. Subfracciones obtenidas de la CCFP realizada a la subfraccion A.2

Subfracciones R¢ Masas (mg)
A2.1 0,48 2,10
A22 0,50 2,80
A23 0,78 36,50

Luego de la CCFP se recuperd una masa total de 0,0414 g, lo que representa el
79,16% de la subfraccion A.2. La pérdida de masa del material organico se debe a su
adsorcion en la silica gel 60 mesh. A las tres subfracciones se les realizaron CCF en
mezclas de proporciones de 1:1, 3:2 y 1:1 de hexano — diclorometano. Estas placas
mostraron que la subfraccion A.2.1 y A.2.2 eran mezclas de compuestos y se
encontraban en muy poca masa. En cambio, la subfraccion A.2.3 (aceite incoloro)
mostrd ser una sola mancha, lo que indic6 la presencia de un compuesto posiblemente
puro. Tomando en cuenta estas caracteristicas y la masa obtenida, se considerd
analizarla por espectroscopia infrarrojo (IR) con la finalidad de identificar los grupos
funcionales presentes en la muestra y resonancia magnética nuclear (RMN 'H y °C),
para identificar en lo posible el compuesto presente en la subfraccion A.2.3.

El espectro IR (Figura 17) indic6 varias bandas de absorcion; una sefial a 3020,52
cm™' debido al estiramiento del = C — H del anillo aromatico, otra a 2968,37 — 2936,82
cm” de la tension del enlace C — H, correspondiente de una cadena alifatica; también se
observo las absorciones caracteristicas del sistema aromadtico o sobretodo a 1780 - 2010
cm’! aproximadamente. Otras sefiales se mostraron a 1723,33 em’, correspondiente al
estiramiento del enlace C = O, una a 1599,87- 1581,79 ¢m™' debido a la tension C = C,
de igual forma a 1290,57 cm™ se observo una sefial de tension correspondiente al enlace
C — Oy otra a 758,98 cm™ de la deformacién del enlace C- H del anillo aromatico. El
analisis del espectro IR sugiere que la subfraccion A.2.3 podria estar constituida,

posiblemente, por un anillo aromatico unido a un grupo éster.
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Figura 17. Espectro IR de la subfraccion A.2.3.

Por su parte el espectro de RMN 'H (Figura 18) evidencié a campo bajo dos
multipletes con oy 7,49 — 7,53 ppm y 7,67 — 7,70 ppm correspondiente a los protones
desapantallados del anillo aromatico; el cual se supone esta disustituido posiblemente en
posicidn orto o para; ya que se muestran dos grupos de sefiales bastante simétricas que
integran dos atomos de hidrégeno cada uno. A un oy 4,18 — 4,21 ppm se observo un
multiplete, debido a los protones desapantallados por un atomo de oxigeno. Dos
multipletes a oy 1,30 — 1,45 ppm y 1,62 — 1,68 ppm, asignados a protones metilenos y
metinos de una cadena de carbono. A campo alto, se evidencié un triplete a oy 0,87 —

0,92 ppm, correspondiente a protones metilos terminales.
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Figura 18. Espectro de RMN 'H de la subfraccion A.2.3.

En el espectro de RMN °C (Figura 19) se observé a campo bajo una sefial con 8¢
167,75 ppm; debida al carbono carbonilo, otras sefiales a 5¢ 128,78 ppm; 130,87 ppm y
132,42 ppm, correspondiente a los carbonos del anillo aromatico, y segun los
desplazamientos se supone que esta disustituido en posicion orto con una estructura
simétrica; es decir, dos sustituyentes iguales. Una sefial a d¢ 68,13 ppm perteneciente a
un carbono metileno unido a un atomo de oxigeno y otras sefales con d¢ 22,97 ppm;
23,71 ppm; 28,90 ppm; 30,33 ppm y 38,6 ppm, atribuidas a los carbonos metilenos y
metinos de una cadena ramificada. A campo alto, se observaron las sefiales a ¢ 10,94
ppm y 14,05 ppm, debidas a carbonos de metilos terminales.

Luego de analizar detenidamente los espectros IR, RMN 'Hy '°C; se propuso para
la muestra A.2.3 una posible estructura; la cual fue estudiada y comparada con los
desplazamientos quimicos obtenidos mediante el programa Predictor del ChemBioDraw
Ultra 2008. En este estudio, los datos suministrados por el programa fueron similares a
los &y obtenidos por el espectrometro Bruker a 300 MHz en CDCl;; siendo asi de gran
ayuda este programa para asignar los desplazamientos quimicos a ciertos protones

presentes en la molécula (Tabla 12).
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Figura 19. Espectro de RMN "°C de la subfraccion A.2.3.

Tabla 12. Valores de los desplazamientos quimicos de protones (8H) de algunas sefiales
de RMN 1H de la subfraccion A.2.3.

&u'® (ppm) 51 (ppm) Multiplicidad Asignacién
0,87 — 0,92 0,89 triplete — CH,—CHs
1,30 — 1,45 1,23 — 1,41 multiplete — CHy— CH, - CH;
1,62 — 1,68 1,54 1,70 multiplete — CH - CH, - CH,
4,18 -4,21 4,01 multiplete - O0-CH;-
H =

7,49 — 7,53 7,31 multiplete H -

H
7,67 7,70 7,80 multiplete @

H

@: Datos obtenidos a 300 MHz en CDCls.
®): Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.

Por su parte, los d¢ arrojados por el programa se ajustaron bastante bien a los d¢
obtenidos por el espectrémetro Bruker a 300 MHz en CDCls, lo que conduce a decir
que la estructura propuesta podria ser satisfactoriamente la misma del compuesto

presente en la muestra A.2.3 (Tabla 13). Para estar mas seguro de la estructura planteada
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para el compuesto aislado, se realizd el andlisis de los carbonos metilos, metilenos y

metinos a través del espectro DEPT — 135 de dicha subfraccion.

Tabla 13. Valores de los desplazamientos quimicos de carbono (3C) de las sefiales de
RMN "C de la subfraccion A.2.3.

8¢ (ppm) 5™ (ppm) Asignacion
10,94 10,47 — CH-CH; - CHj3
14,05 13,58 — CH,- CH, — CH
22,97 22,17 — CH,;—- CH, — CH;
23,71 23,22 — CH-CH, — CH3
28,90 28,13 —CH;-CH, - CH; -
30,33 29,83 —CH-CH,-CH; -
38,69 38,53 —0O-CH;-CH-
68,13 67,22 —O-CH,-CH; -
128,78 128,68 ¢
C. .-
130,87 130,15 C.
(L
C
132,42 131,60 E‘“g’”
-
167,75 166,47 "
—~C

@ Datos obtenidos a 300 MHz en CDCls.
®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.

El espectro DEPT -135 (Figura 20) muestra a los grupos CHs; y CH como sefales
positivas y a los CH, como senales negativas. Se observo en el espectro que la muestra
posee 5 carbonos metilenos sefialados en la parte inferior o negativa del espectro y en la

parte superior o positiva se observd a parte de la sefial del solvente, 5 sefales

correspondientes a los carbonos metinicos y metilicos.
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Figura 20. Espectro DEPT - 135 de la subfraccion A.2.3.

Para obtener una vision mas clara de los distintos tipos de carbonos presentes en la
muestra se realizo una comparacion del espectro de RMN °C y DEPT - 135 (Figura 21),
observandose en el espectro de carbono la presencia de una sefial correspondiente a un
carbono cuaternario perteneciente al carbono carbonilico y otra sefial perteneciente a los
carbonos cuaternarios sustituidos del anillo aromatico, todas las demas sefales

corresponden con lo dicho anteriormente.

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 a0 60 40 20 [+]

i 6
| |H I LA

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 4}

Figura 21. Comparacion de los espectros de RMN °C y DEPT — 135 de la
subfraccion A.2.3.
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Tomando en cuenta los analisis realizados a cada uno de los espectros antes
mencionados y con la ayuda del Programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008, se
propone para la subfraccion A.2.3, la estructura de un posible compuesto perteneciente a
los ésteres del acido bencenodicarboxilico, el cual, fue identificado como éster di(2-

etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico (Figura 22).

0]

Figura 22. Estructura del éster di(2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico.

El éster di(2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico o di(2-etilhexilo)
ftalato (DEHF) es un éster del acido bencenodicarboxilico, que a temperatura ambiente
es un liquido oleoso entre incoloro y amarillo. Es miscible con la mayor parte de los
solventes organicos. Debido a su caracter hidrofobo, el DEHF se absorbe muy
facilmente al suelo, los sedimentos y la materia particulada (70). El grado de
bioacumulacion depende de la capacidad de los organismos para metabolizarlo (71).

El DEHF estd muy ampliamente distribuido en la naturaleza y se encuentra en la
mayor parte de las muestras, por ejemplo de aire, precipitaciones, sedimentos, suelos y
biota (72-75). Segtn estudios cientificos, se ha reportado la presencia de este compuesto
en varias plantas tales como: Alchornea cordifolia (76), Aloe vera (77), Euphorbia
hylonoma Hand-Mazz (78), Daucus carota, Festuca arundinaca y Capiscum annuum
(79). Ademas de otras plantas, como: Helicteres guazumifolia Kunth. (80), Cassia
auriculata (81), Helicteres baruensis Jacq. (23), Ricinus communis (82), Mallotus
tetracoccus Kurz. (83), Euphorbia cyparissias y Euphorbia seguieriana (84).

Ademas, existen publicaciones que reportan la actividad bioldgica del DEHF
aislado de algunas plantas; por ejemplo, de un estudio fitoquimico realizado a las flores

de Calotropis gigantea (Linn), se logré aislar el di(2-etilhexilo) ftalato. Al compuesto
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aislado se le evaluo la actividad antibacteriana y los resultados mostraron que el DEHF
exhibio la mayor actividad contra las bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, y Sarcina lutea y las Gram-negativas Escherichia coli, Shigella sonnei,
Shigella shiga y Shigella dysenteriae. En la actividad antifungica solo present6 actividad
contra el hongo Aspergillus flavus. Este compuesto, ademas manifesto toxicidad contra
el crustaceo Artemia salina, y mostré el mejor valor de toxicidad observado en el
bioensayo, con un CLs de 9,19 ng/ml (85).

Otra planta donde se aisld el di(2-etilhexilo) ftalato fue Alchornea cordifolia y el
mismo mostré una baja actividad antiinflamatoria (76). En cambio, el di(2-etilhexilo)
ftalato aislado del Aloe vera exhibi6 propiedades antileucémica y un efecto
antimutagénico (77).

Algunos estudios sobre el DEHF se han realizado en ratas y ratones, entre los
cuales, uno sugiere que las dosis de DEHF entre 6,3 — 12,5 g/kg de alimento al dia
causan reduccion de masa corporal (86). En otras investigaciones con estos mismos
animales se ha detectado atrofia testicular, evidente al cabo de pocos dias, relacionada
con la administracion de este compuesto en concentraciones de 10 — 20 g de DEHF/kg
de alimento. Las ratas mas jovenes parecen ser mas susceptibles que las viejas, pero se
observdo que la atrofia es reversible; ademds cuando se administraron dosis de
concentraciones 0,5 — 2 g/kg de alimento, se observaron malformaciones s6lo en ratones.
Sin embargo, las pruebas de mutagenidad han dado resultados negativos en la mayor
parte de los estudios (87).

El DEHF puede inducir transformacion celular en ratas y efectos carcinégenos en
ratones, segiin publicado en un estudio, donde ademas, reporta que en ambas especies se
produjo un aumento de tumores hepatocelulares debidos a la induccion de la
proliferacion de peroxisomas hepaticos; estos trastornos celulares son dependientes de la
dosis administrada de DEHF en el alimento (88).

A diferencia de lo que ocurre con los hepatocitos de ratas, el DEHF no induce la
proliferacion de peroxisomas en cultivos de hepatocitos humanos, asi como tampoco hay
pruebas suficientes que indiquen que este compuesto sea un posible carcinégeno para el

ser humano (89).
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Fraccionamiento cromatografico de la fraccién B

La fraccion B (solidd pastoso de color verde) se fracciond mediante CC sobre
silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm); utilizando como columna una bureta de 25 ml de
capacidad y una relacion muestra — silica de 1: 40 (0,1428 g: 5,7120 g). Se emplearon
como eluyentes hexano al 100%, mezclas de solventes de polaridad creciente de hexano
— cloroformo y cloroformo — acetato de etilo; se finaliz6 con acetato de etilo al 100%. Se
obtuvieron 27 eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 14); a los cuales se les realiz6 CCF con

mezcla de 3:2 hexano — cloroformo y 4:1; 1:1 cloroformo — acetato de etilo.

Tabla 14. Fraccionamiento de la fraccion B del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano 1 100
Hexano - Cloroformo 2-9 80-20
Hexano - Cloroformo 10-14 60-40
Hexano - Cloroformo 15-18 50-50
Cloroformo 19-22 100
Cloroformo - Acetato de etilo 23-24 50-50
Acetato de etilo 25-27 100

Se obtuvieron 6 subfracciones (Tabla 15) y se recuper6 una masa total de 0,1406 g,
lo que representa el 98,46% del material cromatografiado. De las subfracciones
obtenidas, se mostrd interés en tres de ellas; ya que en las CCF realizadas con mezclas
de solventes en proporciones como: 3:2 hexano — cloroformo y 4:1; 1:1 cloroformo —
acetato de etilo; solo las subfracciones B.2, B.3 y B.5 presentaron un comportamiento
diferente al de las demads subfracciones; por ejemplo, para el caso de la muestra B.2 se
observd una mancha definida, y para las otras dos muestras, se revelaron mezclas de
compuestos con Ry proximos uno de otro.

Debido a que la subfraccion B.2. (aceite incoloro), mostr6 una sola mancha en la
CCF, se sospechd la presencia de un compuesto posiblemente puro y se considero

conveniente analizarla por espectroscopia IR, RMN 'H y "°C para identificar los grupos
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funcionales y los tipos de protones y carbonos que esta subfraccion pudiera contener.

Tabla 15. Subfracciones de la separacion cromatografica de la fraccion B del EAT.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
B.1 1-2 19,70
B.2 3 43,80
B.3 4-5 29,90
B.4 6-7 17,50
B.5 8-10 10,40
B.6 11-27 19,30

El espectro IR de la subfraccion B.2 (Figura 23), evidencio6 gran similitud con el IR
de la subfraccion A.2.3, al ser comparadas las bandas de absorcion observadas en ambos
espectros. Se observaron las sefales de tension=C—-H,C-H,C=C,C=0yC-0;y
la absorcion de deformacion del enlace C- H del anillo aromatico. Las absorciones
caracteristicas del anillo aromatico o sobretonos no se observaron claramente y puede
ser debido a que la muestra B.2 no se encontraba tan concentrada como la muestra A.2.3

6 también puede ser que se trate de un compuesto que no posea en su estructura un anillo

aromatico.
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Figura 23. Espectro IR de la subfraccion B.2.
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En los espectros de RMN 'H y °C (Figura 24 - 25) se observaron todos los
desplazamientos quimicos similares a lo de la muestra A.2.3, tanto de protones como de
carbono (ver Tablas 16 y 17), por lo que se considera que el posible compuesto presente

en la subfraccion B.2 es el éster di(2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico.

T T T T
9 ] T ] S

R NS

Figura 24. Espectro RMN 'H de la subfraccion B.2.
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Figura 25. Espectro RMN "°C de la subfraccion B.2.
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Tabla 16. Comparacion de los valores de los desplazamientos quimicos de protones 0H
de ciertas sefales de los RMN 1H de las subfracciones A.2.3 y B.2

54 (ppm) 54" (ppm) 54" (ppm) Asignacion
0,89 0,87 - 0,92 0,87 - 0,92 “CH,- CHj
1,23 - 1,41 1,30 — 1,45 1,30 — 1,45 ~CH,- CH, - CH;
1,54 1,70 1,62 — 1,68 1,62 — 1,70 _CH-CH, - CH,
4,01 4,18 — 421 4,14 425 ~0-CH,-

H =
7,31 7,49 — 7,53 7,49 — 7,54 B
H
7,80 7,67 —17,70 7,66 — 7,70 @
H

@: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.
®: Datos de la subfraccion A.2.3 obtenidos a 300 MHz en CDCls.
©: Datos de la subfracciéon B.2 obtenidos a 300 MHz en CDCls.

Para una mayor afirmacion de la presencia del éster di(2-etilhexilico) del acido
1,2-bencenodicarboxilico en la muestra, se analizé el espectro DEPT - 135 (Figura 26),
el mismo, mostrod 5 desplazamientos de los grupos CH; y CH como sefiales positivas y 5
desplazamientos de los CH, como sefiales negativas, coincidiendo con las observadas

para la subfraccion A.2.3; lo cual confirma que se trata del mismo constituyente.

T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 L]+ ] 50 10 20 a PpPEm

Figura 26. Espectro DEPT - 135 de la subfraccion B.2.
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Tabla 17. Comparacion de los valores de los desplazamientos quimicos de carbono 6C
de las sefiales de los RMN "°C de las subfracciones A.2.3 y B.2

3¢ (ppm) 3¢ (ppm) 3¢ (ppm) Asignacién
10,47 10,94 10,94 — CH-CH; - CHj;
14,58 14,05 14,05 — CH,;—- CH; — CHj
22,17 22,97 22,97 — CH,;- CH, — CHj
23,22 23,71 23,71 — CH-CH, — CH3
28,13 28,90 28,90 —CH,-CH, - CH; -
29,83 30,33 30,33 —CH-CH,-CH; -
38,53 38,69 38,69 —O-CH;-CH-
67,22 68,13 68,12 —O-CH,-CH;, -
128,68 128,78 128,78 ¢
C..-
130,15 130,87 130,87 [CI
C
131,60 132,42 132,42 Cgﬁ’
-
166,47 167,75 167,75 ﬂ
—~C .

@: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.
®: Datos de la subfraccion A.2.3 obtenidos a 300 MHz en CDCls.
©: Datos de la subfraccion B.2 obtenidos a 300 MHz en CDCl,.

Las subfracciones B.3, de aspecto pastoso, de color amarillo claro, y B.5, un so6lido
blanco, fueron analizadas por CG/EM; ya que presentaron mezclas de compuestos con
R¢ cercanos, y no se contaba con los reactivos necesarios para lograr aislar los
compuestos de dichas muestras.

El cromatograma de gases de la subfraccion B.3 (Figura 27) evidencio la
existencia de cuatro compuestos todos con un porcentaje de probabilidad de 91%. Los
demds compuestos identificados presentaron valores de porcentaje de probabilidad
inferiores a 80%, por lo que no se tomaron en cuenta por ser su probabilidad inferior al

90%; valor aceptable para la confiabilidad de existencia de un compuesto.
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Figura 27. Cromatograma de gases de la subfraccion B.3.

Los compuestos identificados con menor porcentaje de area fueron el éster (2-
etilhexil) hexilico del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico y el éster (2-etilhexil) decilico del
acido 1,2-bencenodicarboxilico, con areas de 0,13% y 0,22% a tiempos de retencion de
19,655 min y 22,539 min. Otro compuesto reconocido fue el éster diisooctilico del
acido 1,2-bencenodicarboxilico con area de 1,35% a un tiempo de retencion de 20,073
min; y con un area de 97,17% se identifico, el éster mono (2-etilhexilico) del 4cido 1,2-

bencenodicarboxilico a un tiempo de retencion de 20,519 min (Tabla 18).

Tabla 18 .Compuestos identificados en la subfraccion B.3 mediante CG/EM.

Compuestos Formula molecular TR (min) % P % A

Ester (2-etilhexil) hexilico del acido (C21H3,04) 19,655 91 0,13
1,2-bencenodicarboxilico

Ester diisooctilico del acido 1,2- (Cy4H3504) 20,073 91 1,35
bencenodicarboxilico (I)

Ester mono (2-etilhexilico) del (Ci16H2204) 20,519 91 97,17
acido 1,2-bencenodicarboxilico (II)

Ester (2-etilhexil) decilico del 4acido (Cy5H4004 ) 22,539 91 0,22
1,2-bencenodicarboxilico

TR (min): tiempo de retencion en minuto; %P: porcentaje de probabilidad; % A: porcentaje de area.
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El éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico (II) y éster
diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico (I), por ser los compuestos con mayor
porcentaje de area fueron seleccionados para analizar sus espectros de masas y realizar
su patron de fragmentacion con los fragmentos que posean los picos mas abundantes.

Se ha demostrado que estos tipos de compuestos de ésteres del acido 1,2-
bencenodicarboxilico, pueden estar presentes de forma natural en algunas plantas
terrestres 0 marinas y no por contaminacion, tal como lo refiere investigacion realizada
sobre la abundancia natural del contenido de '*C de DBP en tres especies de algas
marinas (90).

El espectro de masa del éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-
bencenodicarboxilico (Figura 28) mostré un i6n molecular [M" + H] a m/z 279, el cual
se corresponde con la formula C;6H2,04 + H. Los picos asignados a los fragmentos mas
abundantes se apreciaron a m/z 167, 149 (pico base), 113, 71 y 57. El patrén de
fragmentacion de este compuesto (Figura 29), muestra el posible esquema mas ajustado
de las diferentes rupturas de enlaces de la molécula y sefiala las estructuras de los

fragmentos ya mencionados.
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Figura 28. Espectro de masas del éster mono (2-etilhexilico) del 4cido 1,2-
bencenodicarboxilico.
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Figura 29. Patrén de fragmentacion del éster mono (2-etilhexilico) del 4cido 1,2-
bencenodicarboxilico.

El espectro de masas del éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico

(Figura 30) evidenci6 un i6n molecular [M"+ H] a m/z 391, que se ajusta con la formula
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C,4H3304 + H, en donde los picos de los fragmentos mas abundantes se apreciaron a m/z
279, 167, 149 (pico base), 71 y 57. Estos fragmentos se observan en el patron de

fragmentacion del compuesto ya mencionado (Figura 31).
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Figura 30. Espectro de masas del éster diisooctilico del acido 1,2-
bencenodicarboxilico.

En la literatura, también se encuentran publicaciones sobre la presencia de muchos
ftalatos en una amplia variedad de plantas; asi, como en ciertos alimentos tales como
leche, mantequilla y carne, donde estos compuestos pueden tener un origen natural (91-
93)

Seglin en una publicacion, se sostiene que la posibilidad de encontrar alguno de
estos compuestos en muestras biologicas y geoquimicas no puede ser ignorada, ya que
su origen puede ser biosintético (94). Otras investigaciones reportan que los ésteres del
acido 1,2-bencenodicarboxilico que se encuentran en ciertas muestras (aceites solidos,
plantas y animales), pueden tener origen antropogénico o un origen natural; ademas, se
ha demostrado que los ftalatos estdn ampliamente distribuidos en el medio ambiente,
pero sus niveles son relativamente bajos, debido a que ellos estan expuestos a la rapida

degradacion biologica y fotoquimica (95,96).
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Figura 31. Patron de fragmentacion del éster diisooctilico del 4cido 1,2-
bencenodicarboxilico.

El cromatograma de gases de la subfraccion B.5 (Figura 32) manifesté la presencia

de varios compuestos; todos identificados como acidos grasos, a excepcion del éster del

59



acido 1,2-bencenodicarboxilico con un porcentaje de probabilidad de 91%, éarea de
0,72% y un tiempo de retencion de 20,433 min. Los 4cidos grasos mostraron porcentaje
de probabilidad entre 94% y 99%; areas entre 0,61% y 65,64%; con diversos tiempos de
retencion. Otros compuestos identificados presentaron porcentaje de probabilidad
inferiores a 64%; los cuales no fueron tomados en cuenta a la hora de nombrar los

compuestos presentes en la muestra B.5 (Tabla 19).
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Figura 32. Cromatograma de gases de la subfraccion B.S5.

Tabla 19 .Compuestos identificados en la subfraccion B.5 mediante CG/EM.

Compuestos Formula molecular TR (min) %P %A
Acido dodecanoico (C12H2407) 11,135 98 0,61
Acido tetradecanoico (I) (C14H250,) 13,372 99 1,74
Acido pentadecanoico (Cy5H300,) 14,402 98 1,65
Acido hexadecanoico (I1) (Ci6H320,) 15,718 96 65,64
Acido heptadecanoico (I1I) (C17H340,) 16,411 95 2,35
Acido octadecanoico (IV) (C18H360,) 17,355 95 9,33
Acido eicosanoico (C20H400,) 18,968 94 0,76
Ester mono (2-etilhexilico) del (C16H2204) 20,433 91 0,72
acido 1,2-bencenodicarboxilico
Acido docosanoico (CxH4405) 20,570 97 0,77

TR (min): tiempo de retencion en minuto; %P: porcentaje de probabilidad; % A: porcentaje de area.
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De los compuestos sefialados en la Tabla 19, solo se eligieron cuatro de ellos, con
el mayor porcentaje de area; entre los cuales se encuentran el acido tetradecanoico (I),
acido hexadecanoico (II), acido heptadecanoico (III) y é4cido octadecanoico (IV); a
quienes se les analizaron sus espectros de masas y se les realizd el patron de
fragmentacion mas conveniente de acuerdo con los fragmentos que posean los picos
resaltantes.

En estudios realizados a diferentes plantas se han reportado una diversidad de
acidos grasos; que han demostrado tener propiedades antibacterianas y se ha
comprobado que son toxicos en varias lineas celulares tumorales humanas como cancer
de prostata, vejiga, pulmoén y leucemia (97).

El espectro de masas del 4cido tetradecanoico (Figura 33) mostr6 un i6n molecular
[M'] a m/z 228, correspondiente a la formula C;4H30,. Los picos asignados a los
fragmentos mas abundantes se muestran a m/z 185, 129, 83, 73 (pico base) y 60. Para el
acido hexadecanoico, el i6n molecular se observd en el espectro de masas a m/z 256
(Figura 34), con féormula molecular de C;¢H3,0, y los picos de mayor abundancia se
muestran a m/z 213, 129, 83, 73 (pico base) y 55. En la figuras 35 y 36 se muestran los
patrones de fragmentacion de estos compuestos, sefialando las estructuras de dichos

fragmentos.
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El mecanismo de accion de la actividad antimicrobiana de los acidos grasos es
debido a la inhibicidon del transporte de membrana, lo que resulta en una carencia
nutricional de las células. Algunos autores sugieren que los 4cidos grasos son los
inhibidores mas efectivos de bacterias Gram-positivas, reportando entre ellos los 4cidos
tetradecanoico y hexadecanoico como inhibidores efectivos de estas bacterias (98).

El espectro de masas del acido heptadecanoico (Figura 37) evidencidé un i6n
molecular [M+] a m/z 270, que se la atribuye la formula C;7H340,. A m/z 227, 129, 83,
73 (pico base) y 55 se muestran los picos de los fragmentos més abundantes; y el
espectro del 4cido octadecanoico mostré un i6n molecular a m/z 284 (Figura 38), con
formula molecular de C;sH36O; y los picos de mayor abundancia se muestran a m/z
241,185, 129, 83, 73 (pico base) y 60. Los patrones de fragmentacion de estos acidos

grasos, se observan en las figuras 39 y 40.
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Muchos 4cidos grasos se han identificado en algunas plantas; por ejemplo, se

encuentra reportado el dacido tetradecanoico o miristico, acido hexadecanoico o

palmitico y el acido dodecanoico o laurico presente en las plantas Dombeya rotunfigolia
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y Hermannia depressa (99). El 4cido octadecanoico o estearico se ha identificado en
Larrea tridentada (100), Ailanthus altissima (101), Ludwigia octovalvis (102), entre

otras y el acido heptadecanoico se ha encontrado en Solanum subinerme (103).
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Figura 39. Patrén de fragmentacion del acido heptadecanoico.
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Segun registros sefialan que los acidos hexadecanoico y octadecanoico, poseen
propiedades apodpticas (104); asi como también contribuyen a reducir el colesterol LDL
y protegen contra las enfermedades cardiacas (105).

Es importante sefalar que los acidos grasos son acidos orgadnicos de cadena larga

que estan presentes en muchas plantas y otros organismos vivos. Los acidos organicos

66



ejercen sobre los microorganismos dos tipos de efectos distintos, aunque estrechamente
relacionados los cuales son el efecto antimicrobiano debido a la acidez y el efecto
antimicrobiano especifico debido a la forma no disociada (106).

En primer lugar, existe un efecto antimicrobiano debido a la acidez en si, esto es, a
la diminucidn del pH extracelular; debido a que todos los microorganismos tienen un pH
optimo de crecimiento y un intervalo de pH fuera del cual les resulta imposible
proliferar. Esto se refiere al pH del medio o extracelular, ya que el pH intracelular tiene
que estar necesariamente cerca de la neutralidad, incluso el de los organismos que
crecen mejor a pH acidos (acidofilos). EI mantenimiento de estas condiciones adecuadas
de pH se consigue mediante diversos mecanismos de homeostasis. La mayoria de las
bacterias a pH inferiores a 5 no exhiben un crecimiento dptimo, pero este nivel de acidez
no garantiza, naturalmente, la esterilidad microbioldgica y muchas bacterias pueden
sobrevivir en estas condiciones durante periodos prolongados de tiempo (106, 107).

El efecto de la acidificacion del medio depende de la concentracion y fuerza del
acido. Por tanto, este tipo de efecto antimicrobiano ocurrird igual con acidos organicos
que inorganicos, con la salvedad de que hard falta utilizar una cantidad mayor de un
acido organico (débil) que de un acido inorganico (fuerte) para alcanzar el mismo pH
(107).

El segundo tipo, mas importante en la practica, es el efecto antimicrobiano
especifico debido a la forma no disociada. El efecto antimicrobiano de muchos acidos
orgdnicos se ejerce a través de la forma no disociada y este factor tiene mayor
importancia que la disminucién del pH por si misma. La forma disociada de los acidos,
al ser un anion, es altamente polar y por tanto no atraviesa facilmente la membrana
plasmatica de los microorganismos. La forma no disociada del acido, por el contrario, si
atraviesa la membrana. Una vez en el interior de la bacteria, el acido puede disociarse y
entonces afecta directamente al pH intracelular microbiano. Esto puede afectar
gravemente a su metabolismo, ya que afecta al gradiente de protones y de carga con el
exterior, ¢ interfiere con los sistemas de transporte de aminoacidos y fosfatos. Ademas,
muchas enzimas esenciales para el metabolismo microbiano se inactivan a pH acidos

(107).
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Fraccionamiento cromatografico de la fraccién C

La fraccion C (liquido aceitoso de color verde) se fracciond a través CC sobre
silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm); en una columna de 1 cm de didmetro y 25 cm de
longitud con una relacion muestra — silica de 1: 40 (0,1968 g: 7,8720 g). En la CC se
utilizaron eluyentes como hexano al 100%, mezclas de solventes de diferentes
polaridades en forma creciente de hexano — cloroformo, clorofomo al 100%, cloroformo
— acetato de etilo y acetato de etilo al 100%. Del fraccionamiento cromatografico se
obtuvieron 16 eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 20). A estos eluatos se les realizo CCF
con mezcla de solventes de hexano — cloroformo (1:1), cloroformo 100% y cloroformo —

acetato de etilo (1:1).

Tabla 20. Fraccionamiento de la fraccion C del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano 1 100
Hexano - Cloroformo 2-4 50-50
Cloroformo 5-7 100
Cloroformo — Acetato de etilo 8-9 60-40
Cloroformo - Acetato de etilo 10-13 50-50
Acetato de etilo 14-16 100

Después de observar la CCF se unieron los eluatos que mostraron
comportamientos similares y se obtuvieron 6 subfracciones (Tabla 21). Del material
cromatografiado se recuperd una masa total de 0,0952 g, equivalente al 48,37% de la
subfraccion C.

Las CCF aplicadas a cada una de las subfracciones se realizaron con mezclas de
solventes en proporciones como: hexano — cloroformo 3:2, cloroformo al 100% y
cloroformo — acetato de etilo 4:1 y 1:1. La subfracciéon C.2 (aceite de color amarillo) en
la CCF exhibi6 un comportamiento diferente al de las demés subfracciones, ya que
mostro una estela con algunas manchas resaltantes pertenecientes posiblemente a ciertos

compuestos, por tal motivo se decidi6 analizarla por CG/EM.
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Tabla 21. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion C del
EAT de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
C.1 1 10,60
C2 2 38,20
C3 3 11,90
C.4 4-5 10,90
C.5 6-10 12,30
C.6 11-16 11,30

El cromatograma de gases de la subfraccion C.2 (Figura 41) mostro la presencia de

varios compuestos; todos ésteres del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico con porcentaje de

probabilidad de 95% y 91%. El éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico y

el éster mono (2-etilhexilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico fueron los compuestos

que presentaron porcentaje de area significativo 1,45% y 96,83% respectivamente,

siendo el éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico, el compuesto

en presentar mayor porcentaje de area (Tabla 22). Los compuestos identificados con

valores de porcentaje de probabilidad inferiores a 90%, no fueron tomados en cuenta

para integrar el grupo de compuestos que posiblemente presente la subfraccion.
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El éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico (I) y el éster mono (2-
etilhexilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico (II) arrojaron porcentaje de probabilidad
de 91%, con areas de 1,45% y 96,83% en tiempos de retencion de 20,073 min y 20,519
min. Estos compuestos por presentar mayor porcentaje de area fueron los seleccionados
para analizar sus espectros de masas; sin embargo, los mismos ya fueron citados en la
subfraccion B.3, donde se puede observar sus espectros de masas y sus respectivos

patrones de fragmentacion.

Tabla 22 .Compuestos identificados en la subfraccion C.2 mediante CG/EM.

Compuestos Formula molecular TR (min) %P %A
Benzoato de dibutilo (C16H2204) 15, 415 95 0,17
Ester (2-etilhexil) hexilico del acido (C21H3,04) 19,655 91 0,09
1,2-bencenodicarboxilico
Ester diisooctilico del acido 1,2- (C24H3504) 20,073 91 1,45
bencenodicarboxilico (I)
Ester mono (2-etilhexilico) del (Ci16H2204) 20,519 91 96,83
acido 1,2-bencenodicarboxilico (II)
Ester (2-etilhexil) decilico del acido (C25H4004) 22,545 91 0,24

1,2-bencenodicarboxilico
TR (min): tiempo de retencion en minuto; %P: porcentaje de probabilidad; % A: porcentaje de area

A pesar de que existen publicaciones acerca de que los ftalatos son compuestos
sintetizados por el hombre, se encuentran muchos articulos cientificos que reportan el
aislamiento de ftalatos proveniente de bacterias, hongos, algas marinas y plantas (71,76-
85,90).

Se piensa que la actividad antimicrobiana y letal que demostrd tener la fraccion C
es debida a la subfraccion C.2, ya que ésta presentd mayor masa y la actividad biologica
mostrada es posiblemente debida a la mezcla de ésteres de acidos 1,2-
bencenodicarboxilicos. Sin embargo, la actividad biologica que posee la fraccion C
también pudiera ser originada por la union de todas sus subfracciones o sinergia entre

todos los metabolitos que la conforman.
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Fraccionamiento cromatografico de la fraccién D

La fraccion D (solidd pastoso de color amarillo) fue fraccionada mediante CC
sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm); se utiliz6 como columna una bureta de 25
ml de capacidad y una relacion muestra — silica de 1: 40 (0,0886 g: 3,5440 g). Se empled
como primer eluyente una mezcla de hexano — cloroformo en una proporcion 3:2, luego
se agregd hexano — cloroformo 1:1, seguidamente cloroformo al 100% y mezclas de
solventes de polaridad creciente de cloroformo — acetato de etilo en proporciones 3:2 y
1:1; se finaliz6 con acetato de etilo al 100%. Se obtuvieron 25 eluatos de 25 ml cada uno
(Tabla 23), a quienes se les realiz6 CCF con mezcla de hexano — cloroformo 3:2 y
cloroformo — acetato de etilo 4:1 y 1:1. Se obtuvieron 4 subfracciones (Tabla 24) y se
recuperd una masa total de 0,0514 g, lo que representa el 58,01% con relacion a la masa

inicial de la fraccion.

Tabla 23. Fraccionamiento de la fraccion D del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano - Cloroformo 1-2 70-30
Hexano - Cloroformo 3-6 50-50
Cloroformo 7-11 100
Cloroformo- Acetato de etilo 12-16 70-30
Cloroformo - Acetato de etilo 17-21 50-50
Acetato de etilo 22-25 100

Tabla 24. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion D del
EAT de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
D.1 1-2 35,90
D.2 3-11 5,80
D.3 12-16 5,50
D.4 17-25 4,20
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So6lo una de las subfracciones mostré6 mayor masa y mejor separacion para ser
estudiada; ya que en las CCF realizadas a cada una de las otras subfracciones, con
mezclas de solventes en proporciones como: hexano — cloroformo 1:1, cloroformo 100%
y cloroformo — acetato de etilo 1:1, se observaron mezclas muy complejas. La
subfraccion D.1 presentd una mezcla de compuestos muy marcados pero con Rg
cercanos.

El cromatograma de gases de la subfraccion D.1 (Figura 42) presentd la existencia
de muchos compuestos; entre ellos se encuentran hidrocarburos alifaticos y bencénicos
con porcentaje de probabilidad de 91%, 94%, 95% y 97%; asi como también, se
identificaron varios ésteres del acido 1,2-bencenodicarboxilico con porcentaje de
probabilidad de 91% a excepcion del benzoato de dibutilo que present6 una probabilidad
de 95%. Para esta subfraccion los compuestos que presentaron mayor porcentaje de area
fueron el éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico con un area de 1,53%
con tiempo de retencion de 20,084 min, y el éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-
bencenodicarboxilico con un éarea de 92,49% a un tiempo de retencion de 20,525 min
(Tabla 25). Para los demds compuestos identificados, se obtuvieron valores de
porcentaje de probabilidad inferiores a 80%, y por tal motivo no fueron sefialados como

compuestos presentes en la subfraccion D.1.
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Figura 42. Cromatograma de gases de la subfraccion D.1.
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Los compuestos seleccionados para el andlisis de sus espectros de masa fueron el
éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico (I) y el éster mono (2-etilhexilico)
del acido 1,2-bencenodicarboxilico (II); pero estos compuestos ya han sido discutidos

anteriormente, ya que se encontraron presentes en las subfracciones B.3 y C.2.

Tabla 25 .Compuestos identificados en la subfraccion D.1 mediante CG/EM.

Compuestos Formula molecular TR (min) %P %A
Hexadecano (CeH14) 11,490 97 0,06
Pentilheptilbenceno (CisHso) 12,989 97 0,08
Butiloctilbenceno (CisHso) 13,040 97 0,08
Propilnonilbenceno (CisH30) 13,178 97 0,05
Etildecilbenceno (CisH30) 13,418 94 0,06
Nonadecano (CoHyo) 13,693 91 0,12
Benzoato de dibutilo (C16H220) 15,409 95 0,55
FEicosano (CisH3s) 15,690 95 0,14
Docosano (C12Ha) 17,515 95 0,09
Ester (2-etil-1-butil) hexiilico del
acido 1,2-bencenodicarboxilico (C20H300) 18,127 91 0,06
Tetracosano (C14H30) 19,197 95 0,09
Ester (2-etilhexil) hexilico del acido (C21H3,04) 19,661 91 0,13
1,2-bencenodicarboxilico
Ester diisooctilico del 4cido 1,2- (C24H3504 ) 20,084 91 1,53
bencenodicarboxilico (I)

Ester mono (2-etilhexilico) del (C16H2204) 20,525 91 92,49
acido 1,2-bencenodicarboxilico (II)
Ester (2-etilhexil) decilico del acido (Ca5sH40O4 ) 22,556 91 0,26

1,2-bencenodicarboxilico
TR (min): tiempo de retencion en minuto; %P: porcentaje de probabilidad; % A: porcentaje de area.

Fraccionamiento cromatografico de la fraccion F

La fraccion F present6 un aspecto sélido de color marréon y su fraccionamiento se

realiz6 mediante CC sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm), en una columna de 2
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cm de didmetro y 37 cm de longitud, en una relacién muestra — silica de 1: 50 (0,5881 g:
29,4050 g). Los eluyentes empleados fueron hexano — acetato de etilo en proporciones
1:1 y 3:7, acetato de etilo 100%, acetato de etilo — metanol en diversas proporciones
(7:3, 1:1 y 3:7) y se finalizé la cromatografia con metanol 100%. Se recolectaron 47

eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 26).

Tabla 26. Fraccionamiento de la fraccion F del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V

Hexano — Acetato de etilo 1-6 50-50
Hexano — Acetato de etilo 7-14 30-70
Acetato de etilo 15-22 100

Acetato de etilo - Metanol 23-30 70-30
Acetato de etilo - Metanol 31-35 50-50
Acetato de etilo - Metanol 36-39 30-70
Metanol 40-47 100

Luego de realizar CCF con los eluatos obtenidos y en mezclas de solventes hexano
— acetato de etilo (1:1) y acetato de etilo — metanol (3:2), se obtuvieron 9 subfracciones
(Tabla 27) y se recuper6 una masa total de 0,3215 g, lo que representa el 54,66% con
relacion a la masa inicial de la fraccion. La pérdida del material cromatografiado puede
ser a causa de la polaridad de la fraccion, que debido a esto se quedo adsorbida sobre la
silica y no fue posible obtener todos sus compuestos con los solventes empleados.

Se realizaron CCF a cada una de las subfracciones obtenidas con diversas mezclas
de solventes de hexano — acetato de etilo (4:1, 1:1, 2:3 y 1:4), acetato de etilo 100% y
acetato de etilo — metanol en diferentes proporciones (4:1, 3:2, 1:1 y 1:4). Todas las CCF
mostraron mezclas muy complejas; sin embargo, la subfraccion F.6 fue seleccionada
para ser analizada, por presentar mayor masa y un excelente resultado en la evaluacion
de la actividad letal con A. salina, con un CLso de 0,54 pg/ml a las 24 horas de montado
el bioensayo y 0,04 pg/ml a las 48 horas, obteniéndose un porcentaje de incremento de

actividad con respecto al tiempo de 92,6% (ver apéndice, Tabla A.2).
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Tabla 27. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion D del
EAT.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
F.1 1-2 11,90
F.2 3-4 12,30
F.3 5-8 13,20
F.4 9-12 13,90
F.5 13-22 16,40
F.6 23-31 139,20
F.7 32-41 16,80
F.8 42-44 42,60
F.9 45-47 55,20

El estudio de la subfraccion F.6, se inicid con una separacion cromatografica en
columna, utilizando una bureta de 25 ml de capacidad, como columna y una relacion
muestra — silica de 1: 40 (0,1206 g: 4,8240 g). Se empled como primer eluyente una
mezcla de hexano — acetato de etilo (1:1), luego se continu6 con acetato de etilo 100%,
también se agregd una mezcla de polaridad creciente de acetato de etilo — metanol (7:3,
1:1 y 3:7); la cromatografia se finalizé con metanol 100%. Se obtuvieron 28 eluatos de

25 ml cada uno (Tabla 28).

Tabla 28. Fraccionamiento de la subfraccion F.6 del EAT de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano — Acetato de etilo 1-6 50-50
Acetato de etilo 7-9 100
Acetato de etilo - Metanol 10-14 70-30
Acetato de etilo - Metanol 15-21 50-50
Acetato de etilo - Metanol 22-25 30-70
Metanol 26-28 100
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Con los eluatos recolectados se realiz6 CCF en mezclas de solventes: acetato de
etilo — metanol (4:1) y acetato de etilo — metanol (1:4); segun lo observado en las CCF
se unieron los eluatos y se obtuvieron 3 subfracciones (Tabla 29). Del material
cromatografiado se recuper6 una masa total de 0,1175 g, lo que corresponde el 97,42%

con relacion a la masa inicial de la subfraccion.

Tabla 29. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la subfraccion F.6
del EAT de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
F.6.1 1-11 49,20
F.6.2 12-23 36,80
F.6.3 24-28 31,50

A las subfracciones obtenidas se les evalud la actividad letal con el crustaceo A.
salina y se les realizaron CCF con acetato de etilo 100%, acetato de etilo — metanol (1:1)
y acetato de etilo — metanol (1:4).

Las subfracciones F.6.2 y F.6.3 fueron las que presentaron los mejores resultados,
ya que los valores de CLsy de estas subfracciones se encuentran muy por debajo de
1000 pg/ml; es decir 0,09 pg/ml a las 24 horas y 0,06 pg/ml a las 48 horas, para la
subfraccion F.6.2; en el caso de la subfraccion F.6.3, su CLsy a las 24 horas fue 0,54
pg/ml y 0,04 pg/ml a las 48 horas (apéndice — Tabla A.2); en cambio, la subfraccion
F.6.1 arroj6 un CLs por encima 1000 pg/ml, tanto a las 24 horas como a las 48 horas de
exposicion de los nauplios de A. salina con el extracto.

La CCF de la subfraccion F.6.1 mostr6 una sola mancha alargada, en cambio la
CCF de la subfraccion F.6.2 exhibi6 varias manchas muy cercanas unas de otras y la
subfraccion F.6.3 mostré una mezcla de compuestos muy compleja. Por lo observado en
las CCF se consider6 analizar las subfracciones F.6.1 y F.6.2 por CG/EM, para
identificar en lo posible los compuestos que estas muestras puedan contener y causantes
de la antibiosis observada para F.6.2.

El cromatograma de gases de la subfraccion F.6.1 (Figura 43) evidenci6 la
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existencia de un solo compuesto; el éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-
bencenodicarboxilico (Figura 44) con un porcentaje de probabilidad de 91%, area de

100% y con tiempo de retencion de 19,537 min.
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Figura 43. Cromatograma de gases de la subfraccion F.6.1.
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Figura 44. Ester mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico

En las referencias bibliograficas consultadas no se encontrd reporte sobre la
identificacion o aislamiento del mono éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-
bencenodicarboxilico en algin organismo terrestre o marino; sin embargo, este
compuesto es el metabolito primario del éster di(2-etilhexilico) del &cido 1,2-
bencenodicarboxilico.

Para la subfraccion F.6.2 el cromatograma de gases (Figura 45) revelo la presencia

de varios compuestos; entre los cuales se encuentran ésteres de 4cidos con porcentaje de
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probabilidad de 93% y 91%. También se identificaron una acetona, un alqueno, un éter y
un compuesto con estafio, todos con diversos porcentajes de probabilidad igual o
superior a 90%. Los compuestos que presentaron mayor porcentaje de area fueron el 3-
eicoseno, éster mono (2-etilhexilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico y
dibutilciclohexilmetil-estanano con valores de 1,93%, 4,88% y 19,975% en tiempos de
retencion de 15,723min, 19,521min y 20,007 min, respectivamente (Tabla 30). Los
compuestos identificados con valores de porcentaje de probabilidad inferiores a 90%, no
fueron nombrados ni tomados en cuenta para integrar el grupo de compuestos que

posiblemente presente la subfraccion.
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Figura 45. Cromatograma de gases de la subfraccion F.6.2.

Estos tres compuestos por presentar mayor porcentaje de area fueron los escogidos
para analizar sus espectros de masas; sin embargo, el éster mono (2-etilhexilico) del
acido 1,2-bencenodicarboxilico ya fue nombrado en la subfraccion B.3, donde se
muestra el espectro de masas y patron de fragmentacion de este compuesto. Por otra
parte, el dibutilciclohexilmetil-estanano es un compuesto organometalico o compuesto

organico de estafio y para el estudio de W. berteroi solo se analizaran compuestos
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organicos, ya que el estudio de esta planta es en el area de organica, pero es importante
mencionar que los compuestos organicos de estafio se encuentran en el aire, el agua y el

suelo; ademads, pueden acumularse en peces, en otros animales y en plantas (108).

Tabla 30. Compuestos identificados en la subfraccion F.6.2 mediante CG/EM.

Compuestos Formula molecular TR (min) %P % A
7,9-diterbutil-1-oxaspiro (4,5) deca- (Ci7H24 O3) 14,119 99 0,49
6,9-dieno-2,8-diona
3-eicoseno (1) (C20Ha0) 15,723 90 1,93
Ester etilico del 4cido octadecanoico (Cy0H40 O2) 16,566 93 0,62
2-heptadecil-oxirano (C19H35 O) 19,348 95 0,64
Ester mono (2-etilhexilico) del 4cido (C16H2204) 19,521 91 4,88

1,2-bencenodicarboxilico (IT)

Dibutilciclohexilmetil-estanano (IIT) (CisHs,Sy) 20,007 90 19,97

TR (min): tiempo de retencion en minuto; %P: porcentaje de probabilidad; % A: porcentaje de area.

Estudios han demostrado que respirar o ingerir ciertos compuestos organicos de
estafio (por ejemplo, trimetilestafio y trietilestafio) puede interferir con el funcionamiento
del sistema nervioso y el cerebro. En casos graves, puede causar la muerte. Otros
compuestos organicos de estano (por ejemplo, dibutilestafio y tributilestaio) afectan el
sistema inmunitario en animales, pero esto no se ha evaluado en seres humanos. Algunos
estudios en animales también han demostrado que estos compuestos afectan la

reproduccion. Esto tampoco se ha evaluado en seres humanos (109, 110).

Un estudio realizado en mamiferos marinos residentes en las Islas Canarias
publico la deteccion de compuestos organicos de estafios, fundamentalmente en delfines,
siendo dibutilestafio el principal metabolito detectado (111, 112).

De acuerdo a lo anteriormente dicho, de los tres compuestos seleccionados para el
analisis de sus espectros de masas, s6lo al 3-icoseno se le realizd este analisis,
mostrando su espectro de masas y el patrén de fraccionamiento con los fragmentos que

posean los picos resaltantes.
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El espectro de masas del 3-eicoseno (Figura 46) manifestd un ion molecular [M" +
H] a m/z 281, que se relaciona con la férmula C,oHso + H. Los picos asignados a los
fragmentos mdas abundantes se apreciaron a m/z 111, 97, 83, 55 y 43 (pico base). El
patrén de fragmentacion del 3-eicoseno (Figura 47) revela el posible esquema de las
diferentes rupturas de enlaces de la molécula y sefala las estructuras de los fragmentos

ya mencionados.
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Figura 46. Espectro de masas del 3-eicoseno.

La grasa natural, a pesar de estar constituida por una mezcla de triglicéridos de
acidos grasos, también tiene presente otros compuestos como cera e hidrocarburos
(113); estos ultimos representan los productos naturales organicos menos polares, lo cual
se forman por descarboxilacion de los acidos grasos. En pétalos de rosa y cafia de
azucar, han sido identificados varios alquenos (114). Estos compuestos se presentan
tanto en animales como en vegetales y sus estructuras son mas sencillas que la mayoria
de los metabolitos secundarios (113).

Una evaluacion quimica del extracto del hongo marino Aspergillus ochraceus,

aislado de Rhizophora mangle fue identificado el 3-eicoseno mediante CG-EM (115).
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Este compuesto también fue identificado en el aceite esencial de Rosa alba (116).
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Figura 47. Patron de fragmentacion del 3-eicoseno.

Fraccionamiento del extracto crudo alcohélico de la hoja de W. berteroi

El extracto alcohdlico de la hoja (EAH) se fracciond por cromatografia de columna
(CC) sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 mm), en una columna de 1,5 cm de
diametro y 50 cm de alto aproximadamente. La relacion silica — extracto utilizada en la
cromatografia fue de 1: 50 (g de extracto: g de silica); 1,5051 g de extracto 'y 75,2550 g

de silica gel. Se emplearon varias mezclas de solventes de variada polaridad. Se inici6 la
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cromatografia con hexano — diclorometano, luego se continuo con diversas mezclas de

solventes y se finalizd con metanol. Se recolectaron 53 eluatos de 50 ml (Tabla 31).

Tabla 31. Fraccionamiento del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano- Diclorometano 1-10 80-20
Hexano- Diclorometano 11-14 60-40
Hexano- Diclorometano 15-17 20-80
Diclorometano 18-24 100
Diclorometano - Acetato de etilo 25-30 50-50
Acetato de etilo 31-34 100
Acetato de etilo- Metanol 35-44 50-50
Metanol 45-53 100

De acuerdo al comportamiento que mostraron los eluatos en la cromatografia de
capa fina (CCF) y por comparacion de los Ry, se agruparon los eluatos y se obtuvieron
8 fracciones (Tabla 32). En las CCF realizadas se emplearon mezclas de solventes de
diversas polaridades y proporciones (hexano — diclorometano 2:3; diclorometano —
acetato de etilo 4:1 y acetato de etilo — metanol 4:1). Como agentes reveladores se
emplearon luz ultravioleta de longitud de onda corta (100 — 280 nm) y una solucion
acida de molibdato de amonio al 3%.

Después de la cromatografia, se recuperd una masa total de 1,3616 g, lo que
representa el 90,47 % del material orgénico cromatografiado. La pérdida del material
después de la cromatografia puede deberse posiblemente a la adsorcion del extracto
sobre la silica gel y debido a que es un extracto alcohdlico, lo cual, en su mayoria esta
constituido por compuestos muy polares, que no pudieron separarse con metanol
durante la cromatografia.

Para observar el comportamiento de cada una de las fracciones se les realizaron
CCF, en las mismas se emplearon solventes como diclorometano y acetato de etilo al

100% vy diversas mezclas de solventes en diferentes proporciones como: hexano —
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diclorometano 3:2 y 1:1; diclorometano — acetato de etilo 2:3 y 1:4; acetato de etilo -

metanol 1:1y 1:4 y los agentes reveladores mencionados anteriormente.

Tabla 32. Fracciones obtenidas de la separacion cromatografica del EAH de W. berteroi.

Fracciones Eluatos Masa (mg)
1 1-14 239,10
2 15-17 10,30
3 18-25 240,20
4 26-28 123,20
5 29-34 147,50
6 35-41 556,20
7 42-44 21,40
8 45-52 23,70

Algunas fracciones (1, 3, 4, 5 y 6) presentaron manchas definidas en las CCF y se
considerd conveniente evaluar la actividad biologica de estas fracciones, a través de los
bioensayos de actividad letal y actividad antimicrobiana. Sélo a las fracciones 1,3 y 5 se
les realizo el bioensayo de actividad letal con A. salina y la actividad antimicrobiana fue
estudiada en las fracciones 1, 3,4, 5y 6.

Los resultados de estos bioensayos se pueden observar en el apéndice (Tabla A.3),
los mismos mostraron que las fracciones 3 y 5 evidenciaron los mejores valores de CLsy
(8,83 pg/mly 6,92 ng/ml) a las 24 horas de exposicion; sin embargo, las fracciones 1 y
3 fueron las que presentaron mayor porcentaje de incremento de actividad letal con
respecto al tiempo (%IAT) con un porcentaje de 99,99 %.

Por su parte, los resultados de las pruebas bioldgicas revelaron que las fracciones 4
y 5 tienen actividad leve contra las bacterias: Escherichia coli, Acinetobacter
calcoaceticus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa; con porcentaje de bacterias sensibles al extracto (%BSE) de
75% y ninguna de la fracciones estudiadas mostraron actividad antifungica. A pesar que

la fraccion 6, no mostrd actividad antimicrobiana, su CCF evidencié unas manchas
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separadas y muy marcadas. Por lo tanto, conforme a los resultados obtenidos en la CCF

y a los ensayos biologicos se concluy¢ estudiar las fracciones antes mencionadas.

EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS (EAH)
1,5051 g

CC consilica gel (35-70 mesh)
Mezclas de solventes

1 2 3 4

5 6 7
lcc cc cc cc cc
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Figura 48. Esquema de fraccionamiento del extracto alcohdlico del tallo de W.
berteroi

Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 1

La fraccion 1 exhibi6 un aspecto

aceitoso y de color verde, la misma fue

fraccionada a través de CC sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm), en una

columna de 1 cm de didmetro y 25 cm de longitud con una relacién muestra — silica de

1: 50 (0,2071 g: 10,3550 g). Se inicio la separacion cromatografica con hexano al 100%,

luego se agregaron mezclas de solventes de polaridad creciente de hexano —
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diclorometano, diclorometano 100%, y se finalizd con una mezcla de diclorometano -

acetato de etilo. Se obtuvieron 36 eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 33).

Tabla 33. Fraccionamiento de la fraccion 1 del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V

Hexano 1-5 100

Hexano - Diclorometano 6-17 80-20
Hexano - Diclorometano 18-21 50-50
Hexano - Diclorometano 22-27 30-70
Diclorometano 28-31 100

Diclorometano - Acetato de etilo 32-35 70-30
Diclorometano - Acetato de etilo 36 50-50

Para observar el comportamiento de cada eluato se realizo CCF con mezclas de
solventes de diferentes polaridades como hexano- diclorometano 7:3 y diclorometano —
acetato de etilo 6:4. De acuerdo al comportamiento observado en las placas, los eluatos
se unieron y se obtuvieron 6 subfracciones (Tabla 34). La masa total recuperada fue

0,1927 g lo que corresponde con un 93,05% del material organico cromatografiado.

Tabla 34. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion 1 del
EAH de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
1.1 1-7 8,61
1.2 8-17 165,42
1.3 18-21 3,90
1.4 22-31 2,84
1.5 32-35 8,80
1.6 36 3,21

Luego de las CCF realizadas a todas las subfracciones con mezclas de hexano —
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diclorometano en proporciones de 3:2 y1:1; también se utiliz6 diclorometano al 100% y
diclorometano — acetato de etilo en proporciones de 4:1 y 3:2. La subfraccion 1.2 (aceite
incoloro) presentd mayor masa y mostréd una sola mancha en la CCF; por lo que se
sospech6 que se trataba de una compuesto posiblemente puro; en vista de esto se
considerd conveniente analizarlo por espectroscopia IR, RMN 'H y °C para identificar
los grupos funcionales y los tipos de protones y carbonos que esta subfraccion pudiera
contener.

Se debe mencionar que la subfraccion 1.2, exhibid un excelente resultado en la
evaluacion de la actividad letal con A. salina; ya que se obtuvo un CLsode 0,32 pg/ml a
las 24 horas de montado el bioensayo y un CLsy de 0,01 pg/ml a las 48 horas de
exposicion de los nauplios con el extracto, lo que corresponde a un porcentaje de
incremento de actividad con respecto al tiempo de 96,9%. Estos resultados se pueden
observar en el apéndice (Tabla A.4).

El espectro IR de la subfraccion 1.2 (Figura 49), present6 similitud con el IR de la
subfraccion A.2.3 y B.2, ya que se observaron las sefiales de tension = C — H del anillo
aromatico a 3020,28 cm™', a 2961,55 —2930,77 cm™' se observo una absorcion debida al
enlace C — H de una cadena alifatica. Otras sefiales se mostraron a 1720,56 c¢cm’
correspondiente al estiramiento del enlace C = O, una a 1597,85- 1580,84 cm’ debido a
la tension C = C; asi como también se observo a 1279,64 cm’ una sefial de tension
correspondiente al enlace C — O y a 757,16 cm’ se encuentra la absorcion de

deformacion del enlace C- H del anillo aromatico.
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Figura 49. Espectro IR de la subfraccion 1.2.

Segun el analisis del IR se sugiere que la subfraccion 1.2 podria contener en su
estructura un anillo aromatico unido a un grupo éster, como en el caso de las
subfracciones A.2.3 y B.2.; es decir, que para conocer mejor la estructura del compuesto
de la subfraccién 1.2, es necesario analizar los espectros de RMN 'H, RMN "*C y DEPT

— 135; cuyos resultados del analisis espectroscopicos aun se estan esperando.

Fraccionamiento cromatografico de la fracciéon 3

La fraccion 3 exhibi6 un aspecto aceitoso y de color verde, la misma fue
fraccionada a través de CC sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm); para esto se
emple6 una columna de 1 cm de didmetro y 25 cm de longitud con una relacién muestra
— silica de 1: 50 (0,2379 g: 11,8950 g). La cromatografica se inicié con hexano al 100%,
luego se agregaron mezclas de solventes de polaridad creciente de hexano —
diclorometano, diclorometano 100%, mezclas de diclorometano — acetato de ectilo en
diversas proporciones, acetato de etilo 100% y se finaliz6 con una mezcla de acetato de

etilo — metanol (7:3). Se obtuvieron 45 eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 35).
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Tabla 35. Fraccionamiento de la fraccion 3 del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V

Hexano 1-4 100

Hexano - Diclorometano 5-8 80-20
Hexano - Diclorometano 9-14 60-40
Hexano - Diclorometano 15-20 40-60
Hexano - Diclorometano 21-24 20-80
Diclorometano 25-28 100

Diclorometano - Acetato de etilo 29-34 70-30
Diclorometano - Acetato de etilo 35-40 50-50
Acetato de etilo 41-44 100

Acetato de etilo - Metanol 45 70-30

Para obtener las subfracciones, fue necesario realizar una CCF en mezcla de

solvente 1:1 hexano- diclorometano, y en diclorometano 100%. Segun lo observado en

las CCF se unieron los eluatos y se obtuvieron 7 subfracciones (Tabla 36).

Luego de obtener las subfracciones completamente secas, se recuperd una masa
de 0,1475 g, lo que corresponde a un 62,00% del material organico cromatografiado. El

bajo rendimiento se debe posiblemente a la adsorcion de la fraccion sobre la silica gel.

Tabla 36. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion 3 del

EAH de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
3.1 1-8 3,80
3.2 9-11 116,80
33 12-14 4,80
3.4 15-17 3,70
3.5 18-28 4,60
3.6 29-44 5,90
3.7 45 7,90
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Se realizaron CCF con los eluatos obtenidos en mezclas de solventes hexano —
diclorometano 4:1 y 3:2, diclorometano 100%, mezclas en diferentes proporciones de
diclorometano — acetato de etilo (3:2, 1:4 y 2:3) y acetato de etilo — metanol 4:1. La CCF
de la subfraccion 3.2 mostré una mancha definida pero con pequeiias manchitas muy
cercanas debajo de ella y la subfraccion 3.3 presentd varias manchas bien marcadas y
con Ry diferentes.

De acuerdo a lo visto en las CCF y a las masas de las subfracciones, se consider6
conveniente aplicarle una cromatografia de columna a la subfraccion 3.2 para limpiarla
de las impurezas que contenia y obtener en lo posible un compuesto puro. En el caso de
subfraccion 3.3, por presentar poca masa se decidi6é analizarla por CG/EM.

La subfraccion 3.2 de aspecto pastoso y aceitoso presentd un resultado muy bueno
e interesante en la evaluacion de la actividad letal con A. salina; donde mostré un CLs
de 0,32 pg/ml a las 24 horas de montado el bioensayo y un CLsyde 0,01 pg/ml a las 48
horas, con un porcentaje de incremento de actividad con respecto al tiempo de 96,9%.
Estos resultados se pueden observar en el apéndice (Tabla A.4).

Esta subfraccion fue fraccionada mediante CC sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 —
0,5 nm); se utilizd como columna una bureta de 25 ml de capacidad y una relacion
muestra — silica de 1: 50 (0,0750 g: 3,7500 g). Se emplearon como eluyente: hexano al
100%, hexano — diclorometano, diclorometano 100% y diclorometano — acetato de etilo.

Se recolectaron 22 eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 37).

Tabla 37. Fraccionamiento de la subfraccion 3.2 del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano 1-5 100
Hexano - Diclorometano 6-10 70-30
Hexano - Diclorometano 11-15 50-50
Diclorometano 16-20 100
Diclorometano - Acetato de etilo 21-22 50-50
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Con los eluatos obtenidos se realizo CCF con mezcla de 3:2 hexano —
diclorometano y 4:1 diclorometano — acetato de etilo. De acuerdo a lo observado en las
placas, se unieron los eluatos y se obtuvieron 4 subfracciones (Tabla 38). Del material
cromatografiado se recuper6 una masa total de 0,0663 g, lo que corresponde al 88,40%

en relacion a la masa inicial de la subfraccion 3.2.

Tabla 38. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la subfraccion 3.2
del EA2 de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
3.2.1 1-5 1,40
322 6 62,30
323 7-20 3,40
3.24 21-22 1,70

Se le realizaron CCF a cada una de las subfracciones antes obtenidas y se
emplearon como fase mévil hexano — diclorometano (3:2) y diclorometano - acetato de
etilo (4:1). La subfraccion 3.2.2 fue la unica que exhibi6 una sola mancha, lo que puede
ser un compuesto posiblemente puro y por tal motivo, se considerd analizar esta
subfraccion por IR, CG/EM, RMN 'H RMN "C y DEPT para conocer en lo posible la
estructura del compuesto que esta muestra contiene.

El espectro IR de la subfraccion 3.2.2 (Figura 50), es muy semejante al IR de la
subfraccion 1.2, debido a que se observaron a 2968,37 — 2936,82 cm’ una sefial de
absorcion debida al enlace C — H de una cadena alifatica. El enlace C = O mostrd una
sefial a 1723,33 cm™, otras se observaron a 1599,87- 1581,79 cm™ debido a la tension C
=C, a 1290,57 cm' una sefial de tension correspondiente al enlace C — O y 758,98 cm’!
se encuentra la absorcién de deformacion del enlace C- H del anillo aromatico, sin
embargo, las sefales de tension = C — H del anillo aromatico no se observan claramente
en el espectro IR.

El andlisis del espectro IR sugiere que la subfraccion 3.2.2 podria contener en su

estructura un grupo éster, asi como también podria contener un anillo aromatico como
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en los casos de las otras subfracciones (A.2.3, B.2 y 1.2), para saber esto es necesario

estudiar los espectros de CG/EM y RMN.
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Figura 50. Espectro IR de la subfraccion 3.2.2.

El cromatograma de gases de la subfraccion 3.2.2 (Figura 51) justifico lo
observado en la CCF, ya que exhibio la existencia de un s6lo compuesto; el éster
diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico (Figura 52) con un porcentaje de

probabilidad de 91%, area de 100% y con tiempo de retencion de 19,575 min.
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Figura 51. Cromatograma de gases de la subfraccion 3.2.2.
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Figura 52. Ester diisooctilico del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico
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El éster diisooctilo del acido 1,2-bencenodicarboxilico ha sido identificado en
Limonium bicolor Kuntze (117) y Dracaena cochinensis Lour (118) y aislado de Nigella
glandulifera Freyn, donde en un estudio mostrd ser un compuesto inhibitorio de la
melanogénesis (119).

A pesar de que los resultados de la espectroscopia de RMN todavia no se tienen,
por lo que no se ha podido realizar el analisis de los mismos; con los resultados
mostrados anteriormente, se puede decir que el compuesto aislado es el éster diisooctilo
del acido 1,2-bencenodicarboxilico.

De igual forma los resultados de la CG/EM de la subfraccion 3.3, estan aun en

espera por su llegada, para realizarle el analisis respectivo.

Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 4

La fraccion 4, solido pastoso de color verde oscuro, se fracciond utilizando CC
sobre silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm), en una bureta de 25 ml de capacidad y una
relacion muestra — silica de 1: 50 (0,0630 g: 3,1500 g). La separacion cromatografica se
inicié con una mezcla hexano — diclorometano 9:1, luego se agregd la misma mezcla
pero en otras proporciones; seguido se adiciond diclorometano 100%, mezcla de
diclorometano — acetato de etilo, acetato de etilo 100% y se finaliz6 la cromatografia con
una mezcla acetato de etilo — metanol 8:2. Del fraccionamiento cromatografico se

obtuvieron 20 eluatos de 25 ml cada uno (Tabla 39).
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Con los eluatos recolectados se realizaron CCF con mezcla de solventes de hexano
— diclorometano 2:3, diclorometano — acetato de etilo 4:1 y acetato de etilo 100%.
Después de observar la CCF, se unieron los eluatos que mostraron comportamientos
similares y se obtuvieron 6 subfracciones (Tabla 40). Del material cromatografiado se

recuperd una masa total de 0,0618 g, con un porcentaje de 98,10%.

Tabla 39. Fraccionamiento de la fraccion 4 del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V

Hexano - Diclorometano 1-2 90-10
Hexano - Diclorometano 3-6 70-30
Hexano - Diclorometano 7 40-60
Diclorometano 8-10 100

Diclorometano — Acetato de etilo 11-12 80-20
Diclorometano — Acetato de etilo 13-16 50-50
Acetato de etilo 17-18 100

Acetato de etilo - Metanol 19-20 80-20

Tabla 40. Fracciones de la separacion cromatografica de la fraccion 4 del EAH.

Fracciones Eluatos Masa (mg)
4.1 1-2 2,40
4.2 3-4 28,50
4.3 5 2,00
4.4 6-13 12,10
4.5 14-17 5,50
4.6 18-20 11,30

Las CCF de las subfracciones se realizaron con mezclas de solventes en
proporciones como: hexano — diclorometano 2:3 y 1:4, diclorometano — acetato de etilo

4:1, acetato de etilo 100% y acetato de etilo — metanol 4:1.
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La subfraccion 4.2, ademas de presentar mayor masa también exhibié en la CCF
exhibié un comportamiento diferente, ya que mostrd algunas manchas resaltantes y con
R diferente pertenecientes posiblemente a varios compuestos, por tal motivo, se mandd
analizarla por CG/EM, para identificar los constituyentes de esta subfraccion. No
obstante los resultados de este andlisis hasta ahora no han llegado, para su posterior

interpretacion.

Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 5

La fraccion 5 (liquido aceitoso de color verde) se fracciond mediante CC sobre
silica gel 35 — 70 mesh (0,2 — 0,5 nm); en una columna de lcm de diametro y 25cm de
longitud con una relacion muestra — silica de 1: 50 (0,1319 g: 6,5950 g). Se utilizaron
eluyentes diferentes tipos de mezcla (hexano — diclorometano, diclorometano — acetato
de etilo y acetato de etilo — metanol) en diversas proporciones, también se agregaron
solventes al 100% como: diclorometano y acetato de etilo. Se recolectaron 41 eluatos de
25 ml cada uno (Tabla 41).

Se realizaron CCF para observar el comportamiento de los eluatos con mezcla de
solventes de 2:3 hexano — diclorometano, 2:3 diclorometano — acetato de etilo y 4:1
acetato de etilo — metanol. Luego de las CCF se procedié a unir los eluatos y se
obtuvieron 5 subfracciones (Tabla 42). Se recuper6 una masa total de 0,0796 g,

correspondiente al 60,35% del material cromatografiado.
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Tabla 41. Fraccionamiento de la fraccion 5 del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V

Hexano — Diclorometano 1-4 90-10
Hexano — Diclorometano 5-12 70-30
Hexano — Diclorometano 13-16 40-60
Diclorometano 17-22 100

Diclorometano — Acetato de etilo 23-26 70-30
Diclorometano — Acetato de etilo 27-30 50-50
Diclorometano — Acetato de etilo 31-36 30-70
Acetato de etilo 37-40 100

Acetato de etilo - Metanol 41 70-30

Tabla 42. Fracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion 5 del EA2
de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
5.1 1-5 5,70
52 6-12 45,40
53 13-28 11,80
54 29-40 6,80
5.5 41 9,90

A cada subfraccion se la realizdo una CCF y se emplearon varias mezclas de
solventes como: hexano — diclorometano 1:1, dilorometano — acetato de etilo 1:1 y
acetato de etilo — metanol 4:1, ademas de solventes al 100% como diclorometano y
acetato de etilo.

Las subfracciones que mostraron resultados interesantes fueron la 5.2 (solido
amarillo claro) y 5.3 (s6lido blanco), ya que en las CCF se observo una serie de manchas
separadas pero con Ry proximos uno de otro. Por motivo, al no disponerse de suficiente

masa, se decidi6 analizar ambas subfracciones por CG/EM.
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Los resultados de CG/EM de la subfraccion 5.2 estan atn en espera, para luego
iniciar el estudio de los espectros de masas de los compuestos que sean identificados por
la base de datos con una probabilidad igual o mayor de 90%.

En el cromatograma de gases de la subfraccion 5.3 (Figura 53) se observa la
presencia de varios compuestos y se identificaron diferentes acidos grasos, esteres de
acido carboxilico, una cetona, un compuesto de fosfato y un terpeno, todos con
diferentes porcentajes de probabilidad entre 91% y 99%. Los écidos tetradecanoico,
hexadecanoico y octadecanoico, ademés del 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, fueron
los compuestos que presentaron mayor porcentaje de probabilidad con un valor de 99%
y el acido hexadecanoico fue el que exhibié mayor porcentaje de area con un 51,42%
(Tabla 43). Los compuestos con un porcentaje de probabilidades inferiores a 90%, no
fueron nombrados para integrar el grupo de compuestos que posiblemente presente la

subfraccion.
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Figura 53. Cromatograma de gases de la subfraccion 5.3

Los compuestos que mostraron valores de porcentaje de area significativo fueron:
acido dodecanoico, 4cido tetradecanoico, fosfato (3:1)-1-cloro-2-propanol, acido
hexadecanoico, 4cido octadecanoico y éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-
bencenodicarboxilico. Estos compuestos fueron los seleccionados para analizar sus

espectros de masas; sin embargo los 4cidos tetradecanoico, hexadecanoico y
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octadecanoico, asi como tambien éster mono (2-etilhexilico) del é&cido 1,2-
bencenodicarboxilico ya fueron identificados en las subfracciones B.3 y B.5, donde se

muestran los espectros de masas y patrones de fragmentacion de dichos compuestos.

Tabla 43 .Compuestos identificados en la subfraccion 5.3 mediante CG/EM.

Compuestos M TR (min) %P %A
Anbhidrido ftalico (CsH405) 7,183 9% 1,70
Acido dodecanoico (I) (C12H240,) 10,192 98 1,95
Acido tetradecanoico (1I) (C14H250,) 12,433 99 2,02
Fosfato (3:1)-1-cloro-2-propanol (III)  (CsHe CIHPOy) 12,898 95 529
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (Ci3H360) 13,271 99 0,94
Acido pentadecanoico (C15H300) 13,471 97 0,70
Acido hexadecanoico (IV) (C16H3,0,) 14,621 99 51,42
Acido octadecanoico V) (C13H3605) 16,382 99 5,36
4,8,12,16- tetrametilheptadecano-4- (C21H400,) 18,003 91 0,78
olido
Ester di(2-etilhexilico) del 4cido (C22H4204) 18,311 91 0,38
hexanodioico
Ester mono (2-etilhexilico) del acido (C16H2204) 19,526 91 3,30

1,2-bencenodicarboxilico (VI)
FM: Féormula molecular; TR (min): tiempo de retencion en minuto; %P: porcentaje de probabilidad; % A:
porcentaje de area.

El fosfato (3:1)-1-cloro-2-propanol es otro compuesto que presentd un porcentaje
de area significativo, pero a diferencia de los otros compuestos seleccionados, este es un
compuesto inorganico. Se encontr6 en la literatura que los compuestos de fosfato son la
materia bioldgica comun de intercambio de energia, y el trifosfato de adenosina (ATP)
es el portador de energia mas importante de la célula y que las raices de las plantas al
estar en contacto con el suelo, se puede ver afectada la solubilidad de los nutrientes del
suelo hacia la raiz, ya que las raices de algunas especies de plantas, tienen la capacidad
de producir exudados de muy variada naturaleza quimica y bioldgica que contribuyen al

proceso de solubilizacion del foésforo, para luego absorberlo, y aumentar la
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disponibilidad del P que puede ser aprovechado por las plantas para su crecimiento
(120).

Continuando con los compuestos seleccionados para analizar su espectro de masas,
el acido dodecanoico, no ha sido explicado hasta ahora en este trabajo y por lo tanto se
mostrara su espectro de masas y el patron de fragmentacion con los fragmentos que
posean los picos resaltantes.

El espectro de masas del acido dodecanoico (Figura 54) revelo un i6n molecular
[M]" a m/z 200, que corresponde con la formula C1,H240,. Los picos establecidos a los
fragmentos mas abundantes se apreciaron a m/z 157, 129, 73 (pico base), 60 y 43. El
patron de fragmentacion del acido dodecanoico (Figura 55) muestra el posible esquema
de las diferentes rupturas de enlaces de la molécula y sefiala las estructuras de los

fragmentos antes mencionados.
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Figura 54. Espectro de masas del acido dodecanoico.

En los afios 80, investigaciones detalladas de algunas plantas, condujeron al
aislamiento de un numero elevado de 4cidos grasos de cadena larga, con actividad
insecticida. Estas sustancias tienen accion lenta y particularmente son efectivos frente a
insectos tales como Lepidopteros y Leptinotarsa decemlineata Say (121, 122).

El 4cido dodecanoico es un acido graso saturado que se distribuye en plantas y
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otros organismos vivos, este compuesto se ha identificado en Helicteres guazumifolia

(103), Dombeya rotunfigolia y Hermannia depressa (99).
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Figura 55. Patron de fragmentacion del acido dodecanoico.
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Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 6

Para la fraccion 6 (s6lido marrén) se realizo una CC sobre silica gel 35 — 70 mesh
(0,2 — 0,5 nm); en una columna de 2 cm de diametro y 37 cm de longitud, en una
relacion muestra — silica de 1: 50 (0,4625 g: 18,5000 g). La cromatografia se inicié con
una mezcla de hexano — diclorometano (8:2), luego se emplearon solventes al 100% y
mezclas de solventes en diferentes proporciones. Se finaliz6 la cromatografia con
metanol 100%. De la separacion cromatografica se obtuvieron 50 eluatos de 25 ml cada
uno (Tabla 44).

A los eluatos se les realizo CCF con mezcla de solventes de 3:2 hexano —
diclorometano, 3:2 diclorometano — acetato de etilo y 3:2 acetato de etilo - metanol.
Después de observar la CCF se unieron los eluatos y se obtuvieron 5 subfracciones
(Tabla 45). Del material cromatografiado se recuperd una masa total de 0,2337 g,

correspondiente al 50,53% de la subfraccion.

Tabla 44. Fraccionamiento de la fraccion 6 del EAH de W. berteroi.

Eluyentes Eluatos Porcentaje % V/V
Hexano - Diclorometano 1-4 80-20
Hexano - Diclorometano 5-14 50-50
Diclorometano 15-18 100
Diclorometano — Acetato de etilo 19-22 70-30
Diclorometano — Acetato de etilo 23-30 50-50
Acetato de etilo 31-38 100
Acetato de etilo - Metanol 39-46 50-50
Metanol 47-50 100

A cada subfraccion se le realizd6 CCF con mezclas de solventes en proporciones
como: 3:2 hexano — diclorometano, 1:1 hexano — diclorometano, acetato de etilo 100% y
1:1 acetato de etilo - metanol. Las subfracciones que presentaron mayor masa fueron 6.2
y 6.5, pero la subfraccion 6.2 (aceite incoloro) exhibi6 en la CCF una sola mancha bien

marcada y la subfraccién 6.5 (s6lido marrén) mostrd una estela, lo que significa una
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mezcla de compuesto con Rymuy cercanos, lo que complica un poco la separacion de los
mismos. En tal caso se estimé conveniente analizar la subfraccion 6.2 por espectroscopia
IR, RMN 'H y °C, ya que esta subfraccion puede contener un compuesto posiblemente

puro.

Tabla 45. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la fraccion 6 del
EAH de W. berteroi.

Subfracciones Eluatos Masas (mg)
6.1 1-4 8,90
6.2 5-14 38,80
6.3 15-26 9,50
6.4 27-47 9,20
6.5 48-50 167,30

El espectro IR de la subfraccion 6.2 (Figura 56), mostré gran semejanza con los IR
de las subfracciones (A.2.3, B.2, 1.2 y 3.2.2) antes presentado. En el IR de la
subfraccion 6.2, se observan las sefiales de tension = C — H del anillo aromatico a
3020,28 cm™, a2961,36 — 2930,85 cm™, la sefial de absorcion del enlace C — H de una
cadena alifatica. También a 1719,30 cm™ se muestra una absorcién correspondiente al
estiramiento del enlace C =0, a 1599,67- 1580,70 cm’ se aprecia una sefial debido a la
tension C = C; asi como también se observa a 1290,27 cm’ una sefial de tension
correspondiente al enlace C — O y a 757,88 cm’ se encuentra la absorcion de
deformacion del enlace C- H del anillo aromdtico. Las sefiales caracteristicas de
sobretono del anillo aromdtico no se observan, pero esto no es indicativo de que la
muestra no contenga un anillo aromatico.

El analisis del IR indica que la subfraccion 6.2 podria contener en su estructura un
anillo aromatico unido a un grupo éster, como en el caso de las subfracciones, ya
analizadas por IR. Se estima que la subfraccion 6.2 sea un compuesto aromatico y que
presente un grupo éster, aunque se deben analizar los espectros de RMN 'H, °C y

DEPT - 135 para poder caracterizar este constituyente, sin embargo los resultados de
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dichos andlisis espectroscopicos ain no se han obtenido.
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Figura 56. Espectro IR de la subfraccion 6.2.
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CONCLUSIONES

El anélisis fitoquimico preliminar evidencid esteroles insaturados en todos los extractos
en estudio, para los extractos alcohdlicos se detectd flavonoides y fenilpropanoides;
adicionalmente, el extracto alcoholico del tallo y las hojas mostraron la presencia de
saponinas; ademads, en este ultimo se evidenciaron polifenoles y el extracto etéreo de las

flores exhibi6 taninos y metilencetonas.

Todos los extractos en estudios mostraron actividad letal contra el crustaceo A. salina,
con valores de letalidad media (CLsp) inferiores a 1000 pg/ml, siendo el extracto
alcohdlico de las flores el que presentd el CLsy més significativo de 48,45 pg/ml a las 24

horas de exposicion.

Las subfracciones F.6, F.6.2 y F.6.3 provenientes del extracto alcohdlico del tallo,
presentaron fuerte actividad letal contra A. salina con CLsyde 0,54 pug/ml; 0,09 pg/mly
0,54 pg/ml, respectivamente; por su parte las subfracciones 1.2 y 3.2 del extracto
alcoholico de las hojas, exhibieron excelentes resultados de CLsy con valores de 0,32

nug/ml en ambas subfracciones.

De los extractos estudiados, solo el extracto alcoholico del tallo mostré actividad
antibacteriana frente a: Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus,
Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus y Pseudomonas

aeruginosa; en cambio, ninguno de los extractos presento actividad antifingica.

Las subfracciones 4 y 5 del extracto alcohdlico de las hojas mostraron actividad contra
las bacterias: Escherechia coli, Acinetobacter calcoaceticus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa; de igual manera la
subfraccion C del extracto alcohdlico del tallo presentd actividad frente estas bacterias;

asi mismo, exhibi6 actividad moderada contra el hongo: Fusarium poae.
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Mediante el analisis de IR y RMN 1D (‘H, '*C y DEPT- 135) realizado a los compuestos
aislados de la subfraccion A.2.3 y B.2, y comparando estos datos con los datos arrojados
por el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008 para los espectros de 'Hy °C;
se logro elucidar en ambas subfracciones el éster di(2-etilhexilico) del acido 1,2-

bencenodicarboxilico, como el posible compuesto presente en las subfracciones.

En la subfraccion B.3 se identificaron mediante CG/EM; varios ésteres del acido 1,2-
bencenodicarboxilico; entre los cuales destaca el éster mono(2-ctilhexilico) del acido
1,2-bencenodicarboxilico y el éster diisooctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico; de
la misma manera, en las subfracciones C.2 y D.l también se identificaron estos

compuestos.

A través de CG/EM se identificaron en la subfraccion B.5 los acidos: tetradecanoico,
hexadecanoico, heptadecanoico y octadecanoico como constituyentes principales;
ademads, de otros acidos grasos (4cido dodecanoico, pentadecanoico, eicosanoico y

docosanoico) y el éster mono(2-etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico.

El andlisis CG/EM realizado a la subfraccion F.6.1 arrojo la deteccion de un solo
compuesto identificado como el éster mono(2-etilhexilico) del 4acido 1,2-

bencenodicarboxilico.

De la subfraccion F.6.2 fue posible identificar mediante CG/EM, los compuestos: 3-
eicoseno, éster mono(2-etilhexilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico y el
dibutilciclohexilmetil-estanano, como compuestos principales, también se identificaron
al 7,9-diterbutil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona, el éster etilico del acido

octadecanoico y el 2-heptadecil-oxirano.
Con el analisis de IR y mediante la CG/EM aplicada al compuesto aislado de la

subfraccion 3.2.2, fue posible identificar el éster diisooctilico del acido 1,2-

bencenodicarboxilico.
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En la subfraccion 5.3 se identificaron varios compuestos mediante CG/EM; entre los
constituyentes mas destacados se encuentran: fosfato (3:1)-1-cloro-2-propanol, éster
mono (2-etilhexilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico y los acidos dodecanoico,

tetradecanoico, hexadecanoico y octadecanoico.
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APENDICE

Tabla Al. Actividad letal de algunas fracciones del extracto alcohdlico del tallo de W.
berteroi contra el crustaceo Artemia salina.

CLso (pg/ml)

i 0
Facciones 24 horas 48 horas P IAT

C 316,23 0,32 99,90

F 48,73 24.81 49,09

CLsp: Concentracion letal media en pug/ml, % IAT: Incremento porcentual de la actividad respecto al
tiempo.

Tabla A2. Actividad letal de algunas sub-fracciones del extracto alcohdlico del tallo de
W. berteroi contra el crustaceo Artemia salina.

CLso (Hg/ml)

Sub-fracciones 74 horas A3horas % IAT
A3 30,46 0,01 99,97
B.1 31,62 0,01 99,97
F.6 0,54 0,04 92,59
F.6.2 0,09 0,06 33,33
F.6.3 0,54 0,04 92,59

CLsp: Concentracion letal media en pg/ml, % IAT: Incremento porcentual de la actividad respecto al
tiempo.

Tabla A3. Actividad letal de las fracciones del extracto alcoholico de las hojas de W.
berteroi contra el crustaceo Artemia salina.

CLso (1g/ml)

Fracciones 24 horas 48horas Yo IAT
1 417,09 0,03 99,99
3 8,83 0,01 99,89
5 6,92 0,09 98,70

CLsp: Concentracion letal media en pg/ml, % IAT: Incremento porcentual de la actividad respecto al
tiempo.
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Tabla A4. Actividad letal de algunas sub-fracciones del extracto alcohdlico de las hojas

de W. berteroi contra el crusticeo Artemia salina.

CLso (1g/ml)

- i (0)
Sub-fracciones 74 horas A3horas Yo |AT
1.2 0,32 0,01 96,88
3.2 0,32 0,01 96,88

CLs,: Concentracion letal media en pg/ml, % IAT: Incremento porcentual de la actividad respecto al

tiempo.

Tabla B1. Actividad antibacterial de algunas fracciones de los
las hojas y el tallo obtenidos de W. berteroi.

extractos alcoholicos de

Hoja Tallo
Bacterias T3 1 5 ¢ D E F G %EAB

Escherichia coli - -+ + - - - - - 30
Enterobacter cloacae - - - - - - - - - - 0
Acinetobacter calcoaceticus - -+ + -+ - - - - 30
Enterococcus faecalis - -+ + -+ - - - - 30
Bacillus subtilis - -+ + -+ 4+ - - - 40
Micrococcus leutens - - - - - - - - - - 0
Staphylococcus aureus - -+ 4+ -+ - - - - 30
Pseudomonas aeruginosa - -+ 4+ -+ - - - - 30
%BSE 0 0 7575 0 75 12,50 0 O O

+++: Actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (diametro entre 15-18 mm),
+: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hay actividad, %EAB: Porcentaje de extractos activos

contra una misma bacteria, %BSE: Porcentaje de bacterias sensibles a cada extracto.
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Tabla C1. Actividad antifungica de algunas fracciones de los extractos alcohdlicos de las
hojas y el tallo obtenidos de W. berteroi.

Hoja Tallo
Hongos I 3 4 5 6 C DE F G EAH
Mucor racemus - - - - - ..o 0
Fusarium maniliforme S T 0
Trichoderma viridis - - - - ..o 0
Fusarium poae e 10
%HSE 0 0 0 0 0 25 0 0 0 O

+++: Actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (diametro entre 15-18 mm),
+: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hay actividad, %EAH: Porcentaje de extractos activos
contra una mismo hongo, %HSE: Porcentaje de hongos sensibles a cada extracto.
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CIENCIAS Quimica

Resumen (abstract):

La planta Waltheria berteroi (Sterculiaceae), fue recolectada en el Amazonas
venezolano y para su estudio, se realizaron extracciones sucesivas de las hojas,
tallo y flores con éter dietilico, etanol y metanol, uniéndose las dos ultimas
extracciones para obtener los extractos alcoholicos y etéreos. A cada uno de ellos,
se le realizaron pruebas quimicas y bioldgicas: antibacteriana, antifingica y
letalidad con Artemia salina. El analisis quimico revel6 esteroles insaturados en
todos los extractos y saponinas, fenilpropanoides, taninos, metilencetonas,
flavonoides y polifenoles en algunos extractos. Los bioensayos demostraron que
los extractos poseen actividad letal contra el crusticeo A. salina, con valores de
CLs inferiores a 1000 pg/ml; siendo el mas significativo el extracto alcohdlico de
las flores con un valor de 48,45 pg/ml a las 24 horas de exposicion y el extracto
alcohdlico del tallo exhibid actividad antibacteriana contra las bacterias:
Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus, Enterococcus faecalis,
Micrococcus leutens, Staphylococcus aureus subspauren y Pseudomonas
aeruginosa; sin embargo, ninguno de los extractos presentaron actividad
antifingica. Del fraccionamiento cromatografico de los extractos alcoholico del
tallo y la hoja se obtuvieron diferentes fracciones y algunas de ellas presentaron
buena actividad en los bioensayos realizados. Ciertas subfracciones fueron
analizadas mediante CG-EM, lograndose identificar los compuestos: éster di(2-
etilhexilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico, éster mono(2-etilhexilico) del
acido  1,2-bencenodicarboxilico, éster  diisooctilico del acido 1,2-
bencenodicarboxilico, 3-eicoseno, los acidos: dodecanoico, tetradecanoico,
hexadecanoico, heptadecanoico y octadecanoico, como constituyentes principales
de la planta. Con las técnicas espectroscopicas de IR y RMN en una dimension, se
logré identificar el compuesto: éster di(2-etilhexilico) del 4acido 1,2-
bencenodicarboxilico.
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