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RESUMEN

Un ejemplar de A. fragilis de 98,2 g fue recolectado en EIl Tigrito, sector Barrio Sur,
municipio San José de Guanipa, estado Anzoategui. Este ejemplar se extrajo, durante 3
semanas hasta agotamiento con etanol y luego con éter de petréleo. Los extractos
obtenidos se concentraron a presion reducida obteniendo 3,65 g de extracto etanolico
(EE) y 0,03 g de extracto en éter de petroleo (EEP), con un rendimiento en masa de
3,72% y 0,03%, respectivamente. A cada extracto se le realiz6 un analisis por IR-TF,
ensayos de actividad antibacteriana, antifungica, y letalidad contra crustaceos de
Artemia salina; ademas, se realizaron pruebas quimicas preliminares, donde se detect6 la
posible presencia de cumarinas, alcaloides, taninos, y glicésidos cardioténicos para el
EE; adicionalmente, en el EEP fue detectado la posible presencia de taninos, cumarinas,
flavonoides, y alcaloides. En ambos extractos, se confirmaron por IR-TF los grupos
funcionales, asignables a las familias de compuestos identificados previamente. ElI EE
(el de mayor masa) fue fraccionado mediante columna cromatogréafica, obteniendo 10
fracciones (A-J). Ninguno de los extractos, ni las fracciones del EE, mostraron actividad
letal frente a A. salina. Para las pruebas antibacterianas se emplearon las cepas
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella tiphymurium vy
Bacillus subtilis, ninguna de ellas mostro sensibilidad ante los dos extractos. Con
respecto a las fracciones, solo la fraccion C mostré actividad contra la mayoria de las
bacterias ensayadas, con halos de inhibicion entre 12 mmy 14 mm. En la evaluacion de
actividad antifungica (Aspergillus niger y Aspergillus flavus) tampoco se evidencio
sensibilidad de los organismos, frente a los extractos ni a las fracciones. A la fraccion C
se le realizd el analisis de IR-TF, observando que conserva los mismos grupos
funcionales presentes en el extracto de origen. El EE se analizd6 mediante CG-EM vy se
identificaron el hexadecanoato de etilo, el &cido linoleico, el octadecanoato de etilo, y el
colestan-5-en-3-ol. Ademas, se logro realizar la caracterizacién parcial de dos
compuestos  esteroidales, los cuales presentan una base estructural de
ciclopentanoperhidrofenantreno.



INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios son compuestos de estructura relativamente compleja, que
se caracterizan por no intervenir en el crecimiento del organismo que los produce. En
estado natural sus funciones se hallan ordenadas a la supervivencia de la especie, pero
cuando los organismos que los producen se desarrollan en cultivo puro no desempefian
esa mision. Generalmente, se producen como una mezcla de sustancias muy

relacionadas quimicamente entre si (10).

Estos metabolitos, considerando Unicamente los compuestos de mayor importancia, se
pueden dividir, de acuerdo a sus atributos, en cuatro grandes grupos: compuestos
terpénicos, compuestos fendlicos, glicdsidos y compuestos con nitrégeno (11). Ejemplos

de ellos se muestran en la figura 1.

En el primer grupo (terpénicos) se encuentran hormonas, pigmentos y aceites esenciales;
que constituyen el grupo de metabolitos secundarios mas numeroso, con 40 000
moléculas diferentes, suelen ser insolubles en agua y derivan de la unidad de isopreno,
agrupando también a los esteroles y terpenos que tienen masa molar, considerablemente,

elevada, como los sesquiterpenos y diterpenos.



digitoxina

Figura 1. Estructura de algunos metabolitos secundarios (a: terpeno, b: compuesto
fendlico, c: glicosido y d: compuesto nitrogenado).
Los esteroles se derivan biogenéticamente de la acetilCoA, ruta del acetato, via
mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen como precursor inmediato al
cicloartenol (figura 2a), mientras que los animales tienen al lanosterol (figura 2b). Todos
ellos, se caracterizan por presentar un nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno (figura

2¢), y un grupo hidroxilo en el carbono 3 (11, 12).

La mayoria de los esteroles naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10 atomos de
carbono y un enlace doble en el carbono 5. De una forma anadloga se originan los
triterpenoides. En la biogénesis de los esteroles también estan implicados procesos tales
como hidrogenaciones 'y deshidrogenaciones C-C, metilaciones (via s-

adenosilmetionina), hidroxilaciones, entre otras (12).
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Figura 2. Precursores esteroidales (a: cicloartenol y b: lanosterol) y nlcleo basico de
esteroles (c: ciclopentanoperhidrofenantreno).

En otro orden de ideas, la necesidad de las comunidades rurales de acudir a cuanto
medio tengan a su alcance, para enfrentarse con éxito a la enfermedad y al dolor, le ha
hecho recurrir al uso de los reptiles (13). Estos son animales vertebrados de piel seca,
queratinizada y gruesa. Por lo general, cubierta de escamas protectoras, como estrategia
evolutiva para evitar su desecacion, y la piel es mudada periddicamente. Algunos son
netamente terrestres y otros pueden ser acuaticos. Presentan cuatro patas, aunque las
serpientes y algunos lagartos carecen de ellas. Su respiracion es Unicamente via
pulmonar. Existen alrededor de 9 547 especies de reptiles en el mundo que se clasifican
en cuatro 6rdenes: cocodrilos (Crocodrylia), lagartijas y serpientes (Squamata), tortugas

(Testudines) y tuataras (Sphenodontia) (14).

En este sentido, muchas sustancias farmacologicas han sido aisladas de reptiles. En
Estados Unidos, por ejemplo, el lagarto o monstruo de Gila (Heloderma suspentum) es
un reptil que se alimenta con muy poca frecuencia (entre 5y 10 veces al afio, en su

habitad natural) y entre dos comidas sucesivas tiene la capacidad de ralentizar su



metabolismo y desactivar su pancreas. Cuando llega el momento de alimentarse de
nuevo, segrega en su saliva la hormona exendina 4, que reactiva el pancreas y estimula
la secrecion de insulina. En el 2005 se aprobd el uso de la exenatida (figura 3) (nombre
que recibio la exendina 4 de origen sintético) para el tratamiento de la diabetes tipo I,
esta hormona se administra dos veces al dia por via subcutanea, generalmente, por

inyeccion abdominal (15, 16).
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Figura 3. Estructura de la exenatida.

Ademas de los efectos de la exenatida en los niveles de glucosa en la sangre, esta tiene
la ventaja de producir una significativa pérdida de peso, lo cual es muy beneficioso en la

mayoria de los pacientes que padecen de diabetes tipo Il, y se debe a que retrasa el



vaciamiento gastrico e induce una sensacion de saciedad (16).

Anélogamente, en Argentina las serpientes se utilizaban para aliviar la otitis, ademas que
su veneno se emplea en la medicina tradicional para fabricar antidotos, brebajes y
pociones que, aplicados en las cantidades adecuadas, neutralizan la accion mortal de los
venenos Yy fortalecen el sistema inmunoldgico humano (13). Una prueba de ello es el
captopril, nombre comercial del farmaco, cuya estructura se aprecia en la figura 4. Se
trata de un componente aislado de veneno de serpiente, que inhibe la enzima que
convierte la molécula Angiotensina | en 11, la cual incrementa la accién vasoconstrictora.
Por eso, se usa para tratar la hipertension arterial. Su hallazgo se produjo tras la
observacion de que la mordedura de la serpiente jararaca (Bothrops) producia un subito
descenso de la tension sanguinea. Esto condujo al aislamiento de péptidos hipotensivos,
un tipo de moléculas cuya estructura llevo en 1950 al desarrollo del medicamento (17).

Q CDDH

xlk
HCH,\F

Figura 4. Estructura del captopril.

De igual forma, una sustancia extraida del veneno de cascabel (Crotalus durissus),
segun experimentos realizados por investigadores brasilefios, por ahora en ratones de
laboratorio, puede aumentar la expectativa de vida de pacientes con cancer en la piel. Se
trata de la cromatina (figura 5), la cual es una proteina aislada del veneno de esta
serpiente sudamericana, y aumento en hasta un 70% la supervivencia de ratones con
cancer en la piel (melanoma); informacién suministrada por el Instituto Butantan, del
Centro Publico Brasilefio de Estudios Médicos responsable del descubrimiento. De
acuerdo con los investigadores de este Instituto, vinculado a la Secretaria de Salud del
estado brasilefio de Sao Paulo, la proteina también ayudé a retardar, significativamente,
el desarrollo del tumor e incluso a inhibir su formacion por completo. Los responsables

del estudio inédito descubrieron que la proteina es capaz de inducir la muerte de las



celulas, pero que su accidn toxica es exclusiva sobre las células del melanoma, es decir,

no afecta a otras células del organismo (18).

(1) Hebra simple de ADN.

(2) Hebra de cromatina (ADN con histonas, “cuenta de collar”).

(3) Cromatina durante la interfase con centrometro.

(4) Cromatina condensada durante la profase (dos copias de ADN estan presentes).
(5) Cromosoma durante la metafase.

Figura 5. Cromatina e interaccion con el ADN.

Del mismo modo, componentes del veneno de una de las serpientes mas venenosas del
mundo, la “mamba negra africana” (Dendroaspis polylepis), han sido aislados y
bautizados como “mambalginas” (figura 6) con efectos similares al de los méas fuertes
opiaceos, pero sin los efectos secundarios mas preocupantes en los analgésicos de mayor
potencia, como las dificultades respiratorias. Su estructura ha sido obtenida de forma

aproximada, usando analogias con estructuras conocidas (19).
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Figura 6. Estructura general de las mambalginas, pertenecientes a la familia de las
toxinas de tres bucles, como muestra la reconstruccion tridimensional.

A nivel local, una especie comln en el oriente venezolano es la culebra ciega (Anguis
fragilis) (figura 7), la cual es un reptil del orden de los escamosos (Squamata). En el
género Anguis se reconocen dos especies, Anguis fragilis y Anguis cephalonicus; esta
Gltima tiene una distribucién muy restringida y sus diferencias morfol6gicas con la

primera son minimas (20).

Figura 7. Culebra ciega o morrona (Anguis fragilis) (21).

De manera mas especifica, la especie A. fragilis es un saurio sin patas, su cabeza imita la
cola, el cuello es apenas definido, de hocico romo y abertura timpanica pequefia. Tiene
escamas lisas y brillantes en todo el cuerpo, su piel es rigida ya que bajo las escamas
tiene osteodermos. El color es variable, desde gris u ocraceo a pardo con las partes
inferiores mas oscuras. En cuanto al macho, tiene la coloracion mas uniforme que las
hembras; son pardo homogéneos y en los adultos aparecen a veces a los lados del cuerpo

manchas azules. Sin embargo, las hembras tienen una gran banda dorsal ocracea, en



ocasiones con una franja vertebral negra, los costados y el vientre de marron oscuro o
negro; y los juveniles son del mismo color que la hembra. Es ovipara y da a luz a crias
bien formadas tras un periodo de gravidez de 75-90 dias, unos 5-26 individuos que
nacen envueltos en una membrana embrionaria. En Venezuela es conocida como culebra
ciega 0 morrona, y se usa para aliviar los dolores de huesos en seres humanos. De hecho,
existe una crema mentolada a base de ron de culebra ciega la cual sirve para tratar
diferentes tipos de dolencias, como reumas, fracturas de huesos, artritis, entre otras
afecciones de la salud (21).

Una investigacion previa demuestra que el contenido de carotenoides de la piel, los
musculos, el higado y el intestino de Anguis fragilis, determinados por cromatografia de
columna y capa fina, incluyen metabolitos como [-caroteno, P-Criptoxantina y
astaxantina (figura 8). Ademas, presenta un alto contenido de calcio, encontrandose
evidencia de que esta especie, tanto adultos como embriones, pueden almacenar calcio

en los sacos endolinfaticos del oido interno (22).
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Figura 8. Estructuras de B-caroteno, B-criptoxantina y astaxantina.



En la actualidad, cabe destacar el gran esfuerzo que es realizado en el campo de los
productos naturales de origen terrestre, ya que los ecosistemas terrestres comprenden
una gran diversidad y riqueza bioldgica. Motivo por el cual, no resulta extrafio que los
metabolitos secundarios provenientes de éstos, representen una fuente de hallazgos de
nuevos farmacos, de hecho algunos ya estan en el mercado y otros en fases avanzadas de

ensayo clinico.

Con base a lo antes expuesto, cobra importancia el estudio quimico y la bioactividad de
los compuestos de la especie Anguis fragilis, la cual ha sido poco investigada en
Venezuela. Aunado a la disponibilidad de esta culebra en el oriente de nuestro pais y al
amplio uso que le da la poblacién para combatir problemas 6seos; se planted6 como
objetivo: Caracterizar metabolitos presentes en los extractos organicos del cuerpo
completo de la culebra ciega Anguis fragilis, recolectada en EIl Tigrito, Barrio Sur,
municipio San José de Guanipa, estado Anzoategui, y evaluar la posible actividad

biologica de los extractos organicos de esta especie.



METODOLOGIA

1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Fueron recolectados 2 ejemplares de A. fragilis mediante técnicas manuales, debido a
que se encuentra muy superficial. El muestreo fue realizado por trabajadores de campo
en EIl Tigrito, sector Barrio Sur, Municipio San José de Guanipa, Estado Anzoategui,
con ubicacion geogréafica de 8° 53' 00" Latitud Norte y 64° 09' 00" Longitud Sur,
(figura 9).
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Figura 9. Ubicacion geogréfica del sitio de recoleccion.

Uno de los dos ejemplares muestreados fue llevado al Departamento de Biologia del
Nucleo de Sucre de la Universidad de Oriente, para su identificacion. El espécimen fue
identificado taxonomicamente por el prof. Oscar Chinchilla M.Sc. y, posteriormente,

liberado en campo.

2. LIMPIEZA'Y SECADO DE LA MUESTRA

De acuerdo con el conocimiento folclorico, de quienes popularmente preparan y
expenden el “ron de culebra”, esta se sumerge limpia en alcohol. De alli que, el otro

ejemplar de A. fragilis fue lavado con agua destilada dentro del envase en el que se



encontraba; el lavado se realizO 4 veces con agua destilada asegurandose que no
quedaran restos de arena yorganismos epifitos del mismo, que pudieran interferir a la
hora de realizar el estudio. A medida que se limpid, éste fue secado con pinzas y
algodon, hasta que el material quedara libre de humedad.

3. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Una vez secada toda la culebra se procedié a introducirla en un contenedor de vidrio
previamente esterilizado y pesado, la culebra se pesé con el envase de vidrio,
seguidamente se macerd con 1 litro de etanol durante 3 semanas, luego se filtro el
solvente, inmediatamente se reextrajo el residuo de la culebra con otro litro de etanol
durante 3 semanas mas, para la completa extraccion de los compuestos afines a este
solvente, posteriormente se volvio a filtrar para unir los extractos. El extracto fue
concentrado en un rotaevaporador marca Hildolph a 40°C, obteniendo 20 ml del extracto
etanolico (EE). De la misma forma, se obtuvo el extracto en éeter de petroleo (EEP), a
partir del residuo de la culebra en etanol. Una vez concentrado el material se trasvasé a
viales previamente rotulados y pesados. Finalmente, se determind la masa de los

extractos secos y fueron almacenados en un desecador para ser usados posteriormente.

4. PRUEBAS QUIMICAS PRELIMINARES

La posible presencia de familias de metabolitos secundarios se evidencié empleando
ensayos analiticos humedos, para ello, se utilizaron reactivos certificados segun la

metodologia descrita a continuacion (23, 24).

4.1. Alcaloides

Una muestra de 5 mg del extracto seco se retomé6 con 1 ml de HCI (10%), luego fue
reextraida con 1 ml de cloroformo, se separaron ambas fases. La fase acuosa se
alcaliniz6 con 1 ml de NHsOH (10%) y se particion6 con 1 ml de cloroformo
nuevamente. Las tres fases fueron analizadas para alcaloides con el reactivo de
Dragendorff (tetrayodobismutato de potasio). La aparicion de un precipitado marron-

rojizo indica la presencia de alcaloides.



4.2. Cumarinas

Se disolvieron 5 mg del extracto en 1 ml de etanol, se tapé con un papel de filtro
impregnado con una solucion diluida de NaOH (0,1 mol/l), seguidamente se llevo a un
bafio de agua a 100°C por algunos minutos. Posteriormente, se retir6 el papel de filtro y

se observo bajo la luz UV. La fluorescencia amarilla revela la presencia de cumarinas.

4.3. Esteroles insaturados y triterpenos pentaciclicos

Se hidrolizaron 5 mg del extracto con 1 ml de HCI al 10%, luego el hidrolizado se
concentrd y se extrajo con 1 ml de cloroformo. Seguidamente, la solucion proveniente
de la hidrolisis, se analizd para esteroles y triterpenos (reaccion de Libermann-
Burchard), una coloracion azul o verdosa es indicativa de la presencia de esteroles.

Mientras que una coloracion roja o violeta, es considerada positiva para triterpenos.

4.4. Fenilpropanoides

Se disolvieron 10 mg del extracto en 2 ml de etanol y se afiadié 1 ml de la solucién del
extracto etandlico en tres tubos de ensayo. El primero sirvio como patron de
comparacion, al segundo se le afiadieron 2 ml de HCI (0,5 mol/l), 2 ml de la solucion
acuosa de nitrito de sodio al 10% (reactivo de Arnow) y 2 ml de NaOH (2 mol/l), en el
tercer tubo, se agregaron todos los reactivos sin la muestra, sirvi6 como control. El
reactivo de Arnow, en presencia de fenilpropanoides, presenta una coloracion naranja y
luego de la adicion del NaOH cambia a un rosado purpura, manifestando la presencia de

fenilpropanoides.

4.5. Flavonoides

A una muestra de 10 mg del extracto seco se le agregaron 0,5 g de virutas de Mg y HCI
concentrado gota a gota, hasta que terminé el desprendimiento de hidrégeno y durante
10 min se observaron los cambios de color en la solucion. La aparicion de un color
amarillo a rojo es indicativo de flavonas y flavonoles; rojo a magenta de flavanonoles;

violeta y azul de flavanonas.



4.6. Glicésidos cianogénicos y cardioténicos

A 10 mg del extracto seco se le afiadieron 3 gotas de cloroformo y se calenté entre
50°C a 70°C en un tubo de ensayo, los vapores fueron puestos en contacto con un papel
de filtro impregnado en una solucion al 1% de &cido picrico en carbonato de sodio al
10%. Los compuestos cianogénicos se pueden identificar por la aparicion de una mancha
roja sobre el papel.

Los glicosidos cardiotdnicos son detectados por una reaccion con una mezcla 1:1 recién
preparada, de acido 3,5-dinitrobenzoico (2%) y KOH (0,5 mol/l). La presencia de los

glicosidos cardiotonicos se detecto por la aparicion de un color azul o violeta.

4.7. Metilencetonas

Se disolvieron 5 mg del extracto en 1 ml agua destilada, se filtré la solucién y luego se
tratd con el reactivo de Baljet (mezcla 1:1 de 1 g de acido picrico en 25 ml de etanol y

2 g de NaOH en 25 ml de agua). Una coloracion roja es indicativo de metilencetonas.

4.8. Polifenoles

Para la deteccion de polifenoles, el extracto se evapord hasta sequedad, se retomo en
1 ml de agua destilada y se filtr. Seguidamente, el extracto filtrado se hizo reaccionar
con 1 ml de una solucion de FeCls al 1%, el cambio hacia una coloracion parda indica la

presencia de polifenoles.

4.9. Saponinas

Una muestra de 10 mg del extracto se trasvaso a un tubo de ensayo con 2 ml de agua
destilada. Posteriormente, se agité vigorosamente la muestra durante 30 s. La presencia
de saponinas es positiva al formarse una espuma persistente durante 10 min, en una zona

de 3 cm por encima de la superficie del liquido.



4.10. Taninos

En un tubo de ensayo, se colocaron 5 mg del extracto y 1 ml de solucién de gelatina-sal
(solucion de gelatina al 1% en NaCl al 10%). La formacion de un precipitado, es
indicativo de la presencia de taninos.

4.11. Antraquinonas

Se llevé a sequedad una muestra de 5 mg del extracto y se extrajo con 1 ml de
KOH (0,5 mol/l); posteriormente, se filtro, se acidific con 1 ml de &cido acético, y
después, la solucion obtenida se agité con 1 ml de benceno. Si la capa organica toma una

coloracion roja al alcalinizar con hidréxido de amonio, hay antraquinonas presentes.

5. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS

El uso de diferentes técnicas de cromatografia permitié separar algunos de los

compuestos quimicos presentes en EE y EEP.

5.1 Cromatografia de columna (CC) con elucién de gradiente

La separacion de los principales constituyentes quimicos de los extractos y fracciones se
realiz6 mediante columnas cromatograficas empaquetadas, adecuadas a la cantidad
obtenida de los extractos y fracciones en una proporcién 1:30 o 1:50 (m/m) de acuerdo
a los requerimientos de la muestra a separar. La técnica usada fue la de adsorcién en fase
normal a presion atmosférica, en donde se utilizo silicagel de 35-70 mesh (extracto
etanolico) o Sephadex LH-20 (fraccion C) para rellenar la columna (fase estacionaria), la
fase movil se constituyd de las siguientes proporciones de solventes en polaridad
creciente: diclorometano (100%), diclorometano-acetona (1:1), acetona (100%),
acetona-acetato de etilo (1:1), acetato de etilo (100%), acetato de etilo-metanol (1:1), y
metanol (100%).

5.2. Cromatografia de capa fina (CCF)

Este tipo de técnica se basa en el mismo principio de las cromatografias en columna,

adsorcion a presion atmosférica, la principal diferencia es que la fase estacionaria se



encuentra soportada en una superficie lisa, por lo cual se utilizaron placas de aluminio
recubiertas de silica; como fase mévil se utilizaron 20 ml del solvente o mezcla de
solventes con el cual eluyeron las fracciones al momento de correr la columna
cromatogréfica de los extractos. Se tomaron en cuenta los R de los eluatos, los cuales se
midieron, de acuerdo con su visibilidad bajo la luz ultravioleta y soluciones é&cidas de
molibdato de amonio (0,01 mol/l), y las fracciones que presentaron iguales Rsse

combinaron.

5.3. Cromatografia de capa fina preparativa (CCFP)

La CCFP es similar a la CCFA, con la diferencia de que el espesor de la silica fue de 1
mm. Esta técnica fue empleada para aislar y purificar los diferentes constituyentes
quimicos de las fracciones y subfracciones separados en la CCFA. Para la separacion de
los componentes de las fracciones y subfracciones, se colocaron 100 mg de la muestra
sobre la placa preparativa en forma de franja (en linea recta) a 1,0 cm de distancia del
borde de la placa de vidrio. Luego de desarrollada la cromatografia, se observaron las
bandas a través de la ldmpara UV, dichas franjas observadas se marcaron con una
espatula. Una vez localizadas, se raspo con cuidado la porcion de silica marcada con la
ayuda de una espatula. Posteriormente, cada uno de los componentes separados se
colocd en un erlenmeyer y se extrajo con 20 ml de diclorometano. La(s) sustancia(s)
extraida(s) se filtraron varias veces, y el solvente fue evaporado hasta sequedad a
temperatura ambiente dentro una campana de extraccion, para obtener, finalmente, la

muestra a caracterizar.

6. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Las estructuras de algunos de los metabolitos biosintetizados por la culebra ciega A.
fragilis, se elucidaron mediante las técnicas convencionales de resonancia magnética
nuclear (RMN) e infrarrojo (IR-TF) ycromatografia de gases-espectrometria de masas
(CG-EM) (25-30).



6.1. Espectroscopia infrarroja (IR)

Se utilizaron dos espectrofotometros. Un espectrofotometro de IR con transformada de
Fourier (IR-TF) 16 PC, Perkin Elmer (IIBCA) y un espectrofotdmetro de IR modelo
Tensor 27, Bruker (USB). Los analisis se realizaron como muestra-KBr-aire con 24
barridos de solucion de 2 cm™. Las muestras se prepararon mezclando 5 mg del sélido
con KBr anhidrido, triturando luego en un mortero de agata de forma que se homogenizé

la mezcla. Las pastillas se compactaron en una prensa a 1,05x10° kg/m? de presion.

6.2. Espectroscopia de RMN 'H y RMN C

Algunas de las subfracciones obtenidas se analizaron en un equipo de RMN BRUKER,
modelo AVANCE 300 MHz para los analisis de H y 'C en el laboratorio de RMN
perteneciente al Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). También, se
realizaron analisis bidimensionales DEPT (por sus siglas en inglés "Distortionless
Enhancement Through Polarization Transfer") especificamente DEPT-135 °. Las
muestras se disolvieron en 0,5 ml de un solvente deuterado adecuado (D20), luego

fueron colocadas en un tubo de resonancia e introducido al equipo de RMN.

6.3. Cromatografia de gases- Espectrometria de masas (CG-EM)

Una parte del extracto etanolico (1 pl) fue analizado a través de CG-EM. Este andlisis
fue realizado en el Laboratorio de Ecologia Quimica del Comportamiento de la
Universidad Simon Bolivar (USB). La muestra se analizé en un Cromatdgrafo de Gases
(CG, Agilent, modelo 7890A) acoplado a un Espectrémetro de Masas (EM, Agilent,
modelo 5975C) de impacto electrénico (70 eV); operando en modo SCAN (rango de m/z
30 a 500), y fuente de ionizacién a 250°C. La muestra se analiz6 en modo splitless con
tiempo de apertura de valvula de 0,60 min y helio como gas de arrastre. Se utilizé una
columna cromatografica capilar con la siguiente fase estacionaria: 5% fenilmetilsilicona
(Equity™ 5, supelco; 30 m x 0,18 mm d. i, 0,25 pum de espesor de fase). El programa de
temperatura para la fase estacionaria se establecié a partir del trabajo de Naka et al.
(2006) vy la presion del inyector se fijé para reproducir el tiempo. La identificacion de los

compuestos se realizd mediante la utilizacion de la base de datos NIST-2005.



7. EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD

Se realizaron pruebas a los extractos y metabolitos aislados, la actividad letal frente al
crustaceo A. salina, antibacteriana y antifingica, con la finalidad de determinar la
posible actividad farmacoldgica que pudieran presentar los metabolitos de la culebra
ciega A. fragilis frente a diferentes organismos en estudio.

7.1. Actividad letal frente a Artemia salina

La letalidad de los extractos y fracciones fue evaluada empleando nauplios de A. salina.
Este bioensayo posee la ventaja de ser un metodo, rapido, barato y sencillo en el cual se
pueden utilizar pequefias cantidades de la muestra; cabe destacar que, los defensores de
los derechos animales no han cuestionado el uso de estos crustaceos en experimentos.
Para la obtencion de los nauplios del crustaceo, se colocaron los quistes en agua de mar
bifiltrada en un envase de plastico con aireacion continua y luz artificial durante 24

horas.

Se preparé una solucion de 10 000 ug/ml del extracto o fraccion en una mezcla de
1500 pl de agua de mar bifiltrada al 40% y 500 ul de dimetilsulféxido (DMSO). A
partir de ésta solucion, se realizaron soluciones de 1 000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 pg/ml,
mediante diluciones sucesivas con agua de mar bifiltrada en tubos de ensayo que
contenian 10 nauplios de A. salina (figura 10), eclosionados con 24 horas de
anticipacion. Para las diferentes soluciones preparadas y su respectivo control se
realizaron tres réplicas. La cuantificacion de la mortalidad de los nauplios se llevd a
cabo trascurridas 24 horas. En cada una de las soluciones preparadas, se contabilizo la

cantidad de larvas muertas, con una lupa estereoscépica.

El andlisis de la actividad letal de los extractos y fracciones, se realiz6 mediante el
empleo de diversos métodos estadisticos (Binomial, Moving Average, Probit y Logit)

disefiados para determinar la concentracion letal media (CLso) (31).
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Figura 10. Esquema del bioensayo de actividad letal frente a A. salina.

7.2. Actividad antifungica

Para la realizacion de esta prueba se incubaron las cepas de Aspergillus niger y
Aspergillus flavus mediante protocolos microbioldgicos en tubos de ensayo, a
temperatura ambiente por una semana. Transcurrido este tiempo se agregaron 10 ml de
agua destilada esteril a los tubos para remover las esporas y se filtraron sobre gasas
estériles, para obtener la solucién esporangial. Utilizando aplicadores estériles, se colocd
una alicuota de la solucion obtenida (0,1 ml) sobre las capsulas de Petri, previamente
preparadas con agar papa dextrosa (APD). Seguidamente, se realizd la técnica de
difusion en agar, colocando los discos de papel Whatman N° 3 de 5 mm de diametro
impregnado previamente con 25 pl del extracto o fraccién de concentracién 40 mg/ml y
se incubaron por 48 horas bajo condiciones ambientales (temperatura, luz y humedad no
controladas). La actividad antimicotica se detecté al medir el diametro del halo de

inhibicién gque se observo alrededor del disco (figura 11) (32).
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Figura 11. Esquema del bioensayo de actividad antifungica.

7.3. Actividad antibacteriana

Para detectar la actividad antibacteriana se emplearon las siguientes cepas certificadas,
perteneciente al Centro Venezolano de Coleccion de Microorganismos (CVCM)
existente en el laboratorio de Bioactivos Marinos del 10V, Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella tiphymurium y Bacillus subtilis. En la
realizacion de este bioensayo se utilizé la técnica de difusion en agar (figura 12), la cual
consiste en impregnar discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de 10 mm de
diametro con 25 pl de una solucion (preparada con 40 mg del extracto o fraccion a
probar en 1 ml de un solvente adecuado) y colocarlos en una placa previamente servida
con agar Muller-Hinton e inoculado con una suspension bacteriana de concentracion
conocida (108 células/ml). Posteriormente, las placas se preincubaron a 5°C por 12 horas

y, luego, se incubaron a 37°C por 24 horas. La accion antibacteriana se midié tomando



el didmetro (mm) del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco

impregnado(33).
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Figura 12. Esquema del bioensayo de actividad antibacteriana.



RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion quimica y la actividad bioldgica de los extractos y fracciones de la
culebra ciega A. fragilis (Anguidae), se realiz6 mediante aislamiento, identificacion de
metabolitos y bioensayos de actividad a través de pruebas antibacterianas, antifingicas y
letalidad frente a A. salina. Los resultados se muestran a continuacion.

1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Los extractos en los solventes usados presentaron una textura aceitosa, pero mostraron
colores diferentes, destacandose el extracto etandlico (EE) que presento una coloracion
amarilla intensa, y el extracto en éter de petréleo (EEP) de color amarillo palido. De
acuerdo a la coloracion de los extractos, estos presentan grupos funcionales con
capacidad cromatofora, capaces de absorber energia en la region de UV-visible, estos
grupos funcionales pueden ser dobles enlaces aislados, dobles enlaces conjugados,
atomos con pares de electrones libres, entre otros, que hacen posible visualizar estos
colores en los extractos (34). Cabe resaltar que, el EE presentd una coloracion mas
intensa la cual puede ser atribuida a la presencia de carotenoides en la piel de la culebra,
ya que este grupo de compuestos son de la familia de los terpenos, constituidos por
multiples unidades de isoprenoides con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado
en cada uno de los extremos. Este esqueleto polieno (o cromoforo) puede ser modificado
por ciclacién de uno o ambos extremos, porcambios en el nivel de hidrogenacion o por
adiccion de grupos funcionales que contienen oxigeno. De esta forma los carotenoides se
dividen en carotenos (compuestos hidrocarbonados) y xantofilas (compuestos derivados
de los carotenos que contienen uno o mas oxigenos). El rasgo mas destacado y
caracteristico de la estructura carotenoide es el largo sistema de enlaces dobles
alternantes y simples que conforman la parte central de la molécula. Estos enlaces
constituyen un sistema conjugado en el que los electrones m estdn deslocalizados a lo
largo de toda la cadena poliénica. Es esta la caracteristica que le da a los carotenoides

suforma molecular distintiva, asi como su reactividad quimica y la propiedad de



absorber luz; esta ultima se deriva de la presencia de 7 0 mas enlaces dobles conjugados

con posibilidad de absorber luz visible, con colores que van del amarillo al rojo (35).

Los rendimientos y las masas de los extractos obtenidos, se muestran en la tabla 1. Es
notable que el EE presenta un mayor porcentaje de rendimiento y, por ende, una masa
mayor; esto debe ser producto de la gran cantidad de sustancias y pigmentos que posee
la culebra, como los carotenoides de la piel, que tienen una elevada masa molar y, en
grandes cantidades, su masa puede ser significativa. También puede deberse a que la
cadena poliénica de los carotenoides es altamente reactiva y rica en electrones, los
carotenoides como grupo son, extremadamente, hidrofobicos con poca 0 ninguna
solubilidad en agua. Obviamente, los grupos funcionales polares alteran la polaridad y
afectan a las interacciones con otras moléculas, las cuales fueron arrastradas por el
etanol (36).

Tabla 1. Masa y rendimiento en la obtencion de los extractos de A. fragilis.

Rendimiento (% en

Extracto Masa ()
masa)
EE 3,65 3,73
EEP 0,03 0,03

EE: Extracto etandlico; EEP: Extracto en éter de petréleo

En general, los productos naturales terrestres presentan rendimientos muy bajos, ya que,
aproximadamente, mas del 70% de su composicién es agua. Esto permite explicar los
bajos rendimientos observados en la obtencion de los extractos. Sin embargo, en el EEP
se obtuvo un rendimiento menor que en el EE, lo cual indica que en esta culebra, se
encuentran presentes pequefias cantidades de compuestos de baja polaridad solubles en

éter de petroleo.

Es conocido que la humedad es responsable del crecimiento de bacterias y hongos,
ademas puede producir hidrolisis de los constituyentes, por lo cual los extractos de

A. fragilis, se mantuvieron bajo condiciones adecuadas, para conservar los principios



activos, almacenando las muestras en lugares limpios, secos y protegidos de la luz

evitando asi la descomposicion y contaminacion de los mismos.

2. PRUEBAS QUIMICAS PRELIMINARES

Con las pruebas quimicas preliminares realizadas a los extractos se pudo detectar los

metabolitos posiblemente presentes en los extractos EE y EEP de la culebra, lo cual

permitio idear tratamientos cromatograficos y estrategias de separacion mas eficientes,

que ayudaron a extraer algunos de los constituyentes quimicos. Los resultados obtenidos

son mostrados en la tabla 2.

Tabla 2. Familias de metabolitos secundarios identificados en los extractos EE y EEP de

A. fragilis.

Familia de metabolitos

Extracto

EE EEP

Alcaloides

Cumarinas

Esteroles insaturados
Flavonoides
Fenilpropanoides
Glicésidos cardiotdnicos
Glicosidos cianogénicos
Metilencetonas
Polifenoles

Saponinas

Taninos

Antraquinonas

Metabolitos como los alcaloides, posiblemente presentes

en ambos extractos, son

identificados a través de reacciones de precipitacién; donde ocurre un intercambio del

anién voluminoso del reactivo en accion (tetrayodobismutato de potasio), que reemplaza



a los aniones pequefios de las sales de los alcaloides. Estos principios activos, poseen un
grupo amino, que les confiere propiedades alcalinas y, al ser llevados a un medio &cido,
se protonan e interaccionan electrostaticamente con los aniones voluminosos
mencionados (37, 38). La reaccion de Dragendorff produce sales de los alcaloides que
son precipitados coloreados; el bismuto del reactivo de Dragendorff presenta una
geometria octaédrica y una carga formal de -2, en su esfera de coordinacién (anién
voluminoso) para interactuar electrostaticamente con dos moléculas de alcaloide

protonadas (39).

Por su parte, las cumarinas pueden ser visualizadas bajo luz ultravioleta a una longitud
de onda de 365 nm, observando en el papel de filtro una fluorescencia amarilla, lo que
indico, efectivamente, la presencia de estos metabolitos en ambos extractos. Las
cumarinas son compuestos derivados de benzo-o-pirona, estas tienen propiedades
antiinflamatoria, antitrombdticas y vasodilatadoras. Parece que su mecanismo de accion
antimicrobiano es mediante interaccion con el ADN eucariote, lo que explica también su

actividad antiviral (40).

La posible presencia de taninos en ambos extractos, se determiné al producirse una
precipitacion cuando la muestra fue tratada con una solucion al 1% de gelatina en
cloruro de sodio al 10%. Los taninos tienen composiciones diferentes, algunos son
Ilamados taninos condensados, son fenoles de glucosa, o de algln otro azucar y acidos
trihidroxibenzoicos. Las propiedades de precipitacion de los taninos se utilizan para
clarear o limpiar vinos o cervezas, y resultan muy Utiles en medicina, porque pueden
usarse como astringentes, estipticos y antisépticos, en este Ultimo caso privando de

alimento a las bacterias (41).

Por otro lado, los flavonoides fueron detectados en el EEP. Este tipo de compuestos son
comunes al metabolismo de las plantas; no obstante, se han reportado en otro tipo de
organismos (34). Antiguamente, se consideraba que la sintesis de flavonoides era una
actividad exclusiva de las plantas, actualmente, se conoce que microorganismos como

Streptomyces griseus codifican una proteina que tiene gran similitud con la de las



plantas. Los modelos microbianos son una herramienta excelente para la produccién de
metabolitos secundarios de plantas, pues se sabe que los microorganismos mimetizan el
metabolismo de los mamiferos, plantas e insectos. Ademas de poseer sistemas
enzimaticos similares a éstos, catalizan reacciones similares de importancia en
metabolismo primario y secundario (42). De alli que, los flavonoides posiblemente
presentes en el EEP de A. fragilis pueden ser propios de su metabolismo o adquiridos de
las fuentes vegetales o bacterianas, con las que estaban en contacto durante su proceso

de reproduccion y crecimiento.

Por su parte, la presencia de los glicésidos cardioténicos en el EE se detecto por la
aparicion de un color violeta en la solucion. Los glicosidos cardiotdnicos poseen una
estructura esteroidal que se caracterizan por llevar en el carbono 17 un anillo de lactona
no saturado, los cardenolidos tienen especificamente un anillo pentagonal con un doble
enlace conjugado con el grupo carbonilo. Ademas, y como parte de la denominada
glicona, incluyen en la posicion 3 moléculas de aztcar como sustituyentes, siendo las
mas comunes, la glucosa, ramnosa, digitalosa, entre otras; que actdan sobre el musculo

cardiaco y por tanto se utilizan como medicamentos contra la insuficiencia cardiaca (43).

El analisis preliminar evidencié la posible presencia de algunas de las familias de
compuestos y la ausencia de otras; aun asi un resultado negativo, no es significativo de
la ausencia de una familia de metabolitos en especifico, tal vez estén presentes en bajas
concentraciones que son imposibles de detectar a través de las técnicas utilizadas. Asi,
como todo resultado positivo no asegura la presencia de alguna familia de compuestos,

pues podria ocurrir un falso positivo, debido a la interferencia de otro compuesto.

3. PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los bioensayos permitieron seleccionar las fracciones a las cuales se les realizaron
separaciones cromatograficas, mediante técnicas convencionales, para llevar a cabo un
estudio biodirigido de los constituyentes quimicos de A. fragilis; donde se realizaron las

siguientes pruebas:



3.1. Actividad letal frente a Artemia salina

Para evaluar la actividad letal se pueden emplear diferentes organismos; sin embargo,el
bioensayo de toxicidad aguda o concentracion letal media (CLso) frente A. salina, es de
gran utilidad en el campo de los productos naturales y ecotoxicologia (34), debido a que
se comprobo, cientificamente, que existe una correlacion positiva entre la mortalidad de
las larvas de A. salina y la citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma
nasofaringeo humano) y 3PS (leucemia), por lo cual este bioensayo puede ser utilizado
para detectar posibles compuestos antitumorales y pesticidas de origen natural, debido a
que estos crustaceos son muy sensibles a un amplio rango de compuestos quimicos

biologicamente diversos (44).

Esta prueba fue practicada para los extractos y las fracciones A, C y H. Después de 24
horas de exposicion, ningun nauplio resultd muerto. De alli que, los extractos y las
fracciones mencionadas no presentan efecto contra A. salina a las concentraciones

ensayadas.

A pesar de que A. salina es un organismo muy sensible a las sustancias toxicas para
mamiferos adultos (45); este ensayo no detecta principios citotoxicos que requieren
activacion metabolica en mamiferos. En los extractos (EE y EEP) y las fracciones (A, C
y H) ensayadas pueden estar presentes compuestos citotoXicos que no mostraron
actividad contra los nauplios utilizados, debido a que su accion en el metabolismo de A.
salina puede ser muy diferente a la accidén que tienen sobre células de mamiferos y, es
posible que la activacion intracelular que ocurre en ellos no tenga lugar en el crustaceo
(46).

3.2. Actividad antifungica

Tanto en las industrias farmacologicas, como en las alimenticias, los estudios
antimicdticos son de gran importancia, debido a la proliferacion de hongos, por el
tiempo que los alimentos permanecen almacenados y la resistencia que ofrecen estos a
los antibioticos, dificultando el tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por

las esporas de los hongos (47).



Para la prueba antifingica se usaron dos tipos de hongos, capaces de afectar el sistema
respiratorio, dérmico, digestivo, entre otros. Ninguno de los extractos, ni de las
fracciones utilizadas, mostraron propiedades antiflngicas, bajo las condiciones y
concentraciones empleadas; sin embargo, puede ser que a concentraciones mayores,
utilizando distintos hongos o condiciones experimentales diferentes, los extractos EE y

EEP de A. fragilis presenten actividad antifungica.

3.3. Actividad antibacteriana

Dentro de las actividades farmacoldgicas, la antibacteriana es de gran importancia, ya
que cada dia existe una marcada tendencia a la resistencia de las cepas bacterianas frente
a los antibidticos, lo que constituye un serio problema al aplicar tratamientos sobre
enfermedades infecciosas, por tal motivo, muchos investigadores han enfocado su

atencion en la busqueda de nuevos compuestos antibacterianos (48).

Es resaltante que los extractos no presentaron actividad antibacteriana; esto puede ser
debido a que éstos tienen una gran cantidad de compuestos, de los cuales no se conocen
todos sus constituyentes y menos la masa de cada uno de éstos en el mismo; causando
que, aquellas sustancias responsables de la sensibilidad bacteriana, disminuyan el
espectro de accion, probablemente, por la poca concentracion. Es decir, hay a un efecto
antagonico de los constituyentes quimicos presentes en el mismo, en otras palabras, la
sustancia original no podra actuar ya que se combinan con sustancias quimicas para

bloguear esa accion, sin producir efecto (49).

Las condiciones bajo las cuales se realizo la prueba también permiten inferir acerca de la
sensibilidad bacteriana frente alos extractos, el hecho de que no se apreciara actividad,
no es indicativo de que a concentraciones mayores o condiciones diferentes, los
extractos pudiesen llegar a presentar cierta actividad frente a estas cepas, u otras no

empleadas en este trabajo.

La tabla 3 muestra las cepas utilizadas para la realizacion del bioensayo, las Gram

negativas (S. tiphymurium y E. coli), y las Gram positivas (E. faecalis, B. cereus y B.



subtilis), todas estas son patdgenas y provocan infecciones respiratorias, urinarias o
estomacales; siendo un problema grave de salud publica, debido a la resistencia que han
desarrollado frente a antibidticos de uso comun, por lo tanto, se ensayan nuevas

alternativas que presenten mayor efectividad a los antibiéticos comerciales utilizados.

Tabla 3. Halos de inhibicion del crecimiento bacteriano (mm) de la fraccion C del EE de
A. fragilis.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Bacterias

Fraccion C
Samonella tiphymurium 14
Escherichia coli -
Enterococcus faecalis 12
Bacillus subtilis -
Bacillus cereus 12

Control: Cloroformo

Ademas, los organismos no presentaron sensibilidad ante el solvente utilizado (blanco
negativo) para realizar la disolucidn, es decir que la actividad antibacteriana mostrada en
la tabla es netamente de la muestra, la cual es una de las fracciones provenientes del
extracto etandlico. Se evidencio que la fraccion C tiene efecto antibacteriano frente a S.
tiphymurium, E. faecalis y B. cereus, indicando que de las cinco bacterias ensayadas,

esta fraccion inhibio el crecimiento total o parcial de tres de ellas.

Los resultados demuestran que A. fragilis presenta actividad antibacteriana, sobre
especies Gram positivas y Gram negativas, a pesar de la diferencia que reside en las
paredes celulares. Las bacterias Gram positivas tienen una pared gruesa que esta casi
toda compuesta de peptidoglicanos, esta capa de peptidoglicanos en las bacterias Gram
negativas es muy delgada y su capa mas exterior esta protegida por una membrana de
moléculas de lipoproteinas, resistiendo los efectos de muchos tipos de antibioticos,
porque es impermeable a éstos. Tal situacion implica que las infecciones causadas por

bacterias Gram negativas son muy dificiles de tratar (50).



4. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES DEL
EXTRACTO ETANOLICO

La separacion de los principales constituyentes presentes en el EE, fue llevada a cabo
tomando en consideracion la cantidad de muestra obtenida y la actividad bioldgica
ejercida por el extracto sobre los diferentes organismos ensayados. A pesar de que este
extracto no manifestd ningun resultado positivo ante las pruebas de actividad biolégica,
se evidencié un buen porcentaje de rendimiento en su obtencidn, permitiendo

seleccionar al extracto para realizarle un fraccionamiento cromatografico.

4.1. Cromatografia de columna del extracto etanolico de A. fragilis

El EE fue fraccionado mediante columna cromatografica (CC) con una altura de 34,0 cm
y 2,9 cm de didmetro, utilizdndose una relacion m/m, extracto-silica de 1:30 (3,65 g de
extracto y 110,0 g de silicagel). De esta separacion se obtuvieron 25 eluatos de 100 ml

cada uno, agrupados en 10 fracciones, como se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Fracciones obtenidas en el fraccionamiento cromatografico del EE de A.
fragilis.

Fraccion Eluatos Masa (+ 0,0001 g)
A 1-5 2,6016
B 6 0,0767
C 7 0,3719
D 8 0,0134
E 9-10 0,0165
F 11-15 0,0024
G 16 0,0008
H 17 -19 0,2851
I 20— 22 0,0156

J 23 -25 0,1407




Los andlisis de cromatografia de capa fina (CCF) realizados a los eluatos, visualizando
los Ry, bajo luz ultravioleta y una solucion &cida de molibdato de amonio, como agente
revelador, permitieron ver manchas definidas que presentaron Rt cercanos o iguales, y
fueron tomadas en cuenta a la hora de unir los eluatos. El rendimiento de esta separacién
fue de 96,56% indicando una pérdida de masa de 0,1253 g durante el proceso; la pérdida
del material después del fraccionamiento puede deberse a la adsorcion del extracto sobre
la silicagel y al hecho de que el extracto es alcohdlico, por lo que contiene en su mayoria
compuestos polares, que no pudieron separarse a pesar de usar metanol durante la

cromatografia.

Las fracciones resultantes en esta separacion, también fueron analizadas por CCF para
observar el comportamiento de los componentes presentes en cada fraccion, para
continuar, posteriormente, con la separacion y elucidacion de los principales
metabolitos. De acuerdo al esquema mostrado en la figura 13, fue seleccionada la
fraccion C, por el efecto antibacteriano que tuvo sobre la mayoria de las bacterias
ensayadas, ademas de tener una masa de 0,3719 g para realizar una nueva separacion, y
en la CCF se observaron manchas con Rt bien definidos y distantes entre si. Las demas
fracciones no fueron seleccionadas para realizarles una separacion cromatografica
debido a que presentaban mezclas de compuestos dificiles de separar, la realizacion de
columnas sucesivas para lograr su separacion seria una pérdida de solvente y masa,
tampoco presentaron ningun tipo actividad biolégica, motivos por los cuales las demas

fracciones no fueron seleccionadas para su separacion y purificacion.
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Figura 13. Esquema de separacion y analisis de los constituyentes del EE.




4. 2. Analisis del extracto etandlico (EE)

A pesar de que este extracto no mostrd ningun tipo de actividad bioldgica, presentd una
buena cantidad de muestra; ademas, en la CCF result ser una mezcla de compuestos;
siendo un liquido de aspecto aceitoso y con un color amarillo intenso, lo cual indica la
presencia de grupos cromoforos, que son capaces de absorber energia en el rango de
UV-visible. Por tales motivos, se seleccioné para analizar mediante IR-TF y CG-EM los

compuestos presentes en este extracto.

En el espectro de IR (figura 14) se muestran las vibraciones de los principales grupos
funcionales de los compuestos en mayor proporcion, donde se observan dos sefiales
intensas a 2924,97 cm™ y 2853,93 cm™, asignables al estiramiento de enlaces C-H sp®
(alcano) y sp? (alqueno) no conjugados, y sus correspondientes sobretonos a 1466,33
cm? y 1377,55 cm? que indica la presencia de grupos metilicos terminales, puesto que
son bandas correspondientes a las deformaciones simétricas y asimétricas del grupo
—CHjs, respectivamente. La sefial de absorcion a 722,36 cm™ se debe a la deformacion de
los enlaces C-H de grupos metilenos continuos, (CH2)» (n>4). La absorcion a
1745,37 cm observada como una tensidn intensa, es originada por el doble enlace C=0
caracteristico de los compuestos carbonilicos (cetonas, ésteres, aldehidos y acidos

carboxilicos).

Estas sefiales son caracteristicas de alcanos, alquenos y &cidos grasos, posiblemente
correspondientes a compuestos esteroidales, cuyas estructuras generales contienen
enlaces C-H sp?® (alcanos) y sp? (alquenos) no conjugados; e incluso pueden contener el

grupo carbonilo (C=0) en sus cadenas sustituyentes.

Por otra parte, la sefial ancha alrededor de 3401,44 cm™, podria indicar la presencia de
un grupo N-H, lo cual es l6gico si tomamos en cuenta que se obtuvo resultado positivo
para alcaloides, quienes tienen el grupo N-H en su estructura, pero se descarta con la
ausencia de sefiales intensas C-N sp®a 1200 cm, C-N sp? a 1660 cm™ y sp*® a 200 cm™.
Sin embargo, esta misma sefial (~3200 cm™) corresponde al grupo O-H alcohdlico o

fendlico, confirmando el resultado positivo obtenido para glicosidos cardiotdnicos, los



cuales poseen en su estructura una parte esteroidal. En este espectro también se
visualizan dos bandas a 1118,47 cm™ y 1164,43 cm™ correspondientes al alargamiento
C-O. De acuerdo con el andlisis del espectro de infrarrojo, este extracto puede estar
constituido, principalmente, por compuestos esteroidales.
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Figura 14. Espectro de infrarrojo del EE.

Para su andlisis mediante CG-EM se utilizaron 4 mg, disueltos en CH2Cl.. En el
cromatograma de iones totales (figura 15) se visualizan 7 sefiales bien definidas, las
cuales corresponden a una variedad de compuestos presentes en la muestra, los picos
mas significativos fueron identificados mediante espectrometria de masas con un
porcentaje de confianza > 90%, haciendo uso de la Libreria de Espectros NIST-2005,

los compuestos son enlistados en la tabla 5.
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Figura 15. Cromatograma de iones totales del EE.

Tabla 5. Compuestos identificados mediante CG-EM en el EE.
Area  Probabilidad

Tr(min) Compuesto
(%) (%)
21,288 14,00 90 Hexadecanoato de etilo
23,443 44,46 95 Acido linoleico
23,719 1,97 97 Octadecanoato de etilo
33,453 15,36 99 Colestan-5-en-3-ol

La mayoria de los compuestos identificados son ésteres de &cidos, todos estos

compuestos presentan un porcentaje de area mayor a la unidad.

El hexadecanoato de etilo es identificado con un 90% de confianza, comparando el
espectro tedrico de la base de datos de la NIST (figura 16) y practico (figura 17) se
encontré un ién molecular a una relacion m/z de 284, que concuerda con la
formulamolecular C1gH3602, y cuya ruptura origind los picos de los fragmentos mas
abundantes a m/z 241, 199, 157, 101, 88 (pico base) y 43.
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Figura 16. Espectro de masas tedrico del hexadecanoato de etilo.
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Figura 17. Espectro de masas obtenido del EE (T=21,288 min).

En la figura 18 se muestra el patron de fragmentacion de algunos de los iones mas

abundantes caracteristico del compuesto hexadecanoato de etilo.
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Figura 18. Patrén de fragmentacion del hexadecanoato de etilo.

Comparando los espectros es notable que se trata del mismo compuesto, a pesar de que
se observan ligeras diferencias, por ejemplo, en la abundancia relativa. El pico base se
identifica a 88 m/z. Ademas, se nota que algunas sefiales aparecen acompafiadas de otras
mas pequefias que representan la fraccion de moléculas que contienen un isotopo de
mayor masa (*3C o 2H). La relacion de intensidades de los iones esta definida por la
abundancia natural de 3C, 2H, entre otros, y en consecuencia por la probabilidad de que

uno de los is6topos de mayor masa esté incorporado en la molécula ionizada (51).



La presencia de ésteres de &cidos grasos en la culebra, puede estar asociado a posibles
funciones defensivas de A. fragilis, cuyo comportamiento ocurre entre las plantas y los
insectos (52). Los &cidos grasos al igual que sus ésteres metilicos, pudieran ser los
responsables de la actividad antibacteriana observada en la fraccién C. Sin embargo, se
ha demostrado que, la esterificacion de los acidos grasos insaturados causan la pérdida
de la actividad inhibitoria. La baja actividad antibacteriana de los ésteres de &acidos
grasos se debe, a que el grupo carbonilo libre es necesario para dicha actividad; ademas

que esta relacionada con el tipo de bacteria (53).

Por otra parte, el acido linoleico fue identificado con un 95% de confianza, comparando
el espectro teorico (figura 19) y practico (figura 20) es apreciable el ion molecular a 280
m/z, correspondiente a la formula molecular C1gH3202, también, se pueden distinguir los
diferentes fragmentos caracteristicos para este tipo de compuestos a m/z 264, 222, 150,
110, 81, 67 (pico base) y 41.
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Figura 19. Espectro de masas teorico del &cido linoleico.
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Figura 20. Espectro de masas obtenido del EE (T,=23,443 min).

El esquema de fragmentacion del acido linoleico se muestra en la figura 21, y en él se

observan la mayoria de los fragmentos, antes mencionados.
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Figura 21. Patrén de fragmentacion del acido linoleico.



Comparando los espectros es notable que se trata del mismo compuesto, a pesar de que
en el espectro practico no se observan los picos correspondientes a pérdidas de masas de
alrededor de 29 m/z.

El mecanismo de la actividad antimicrobiana de los &cidos grasos es debido a la
inhibicion del transporte de membrana, lo que resulta en una carencia nutricional de las
células. Algunos autores sugieren que los acidos grasos son los inhibidores mas
efectivos frente a las bacterias Gram positivas, entre ellos los &cidos tetradecanoico y
hexadecanoico son los mas efectivos (54). Asi mismo, se han reportado algunas
investigaciones sobre la actividad bioldgica de acidos grasos, donde se resalta la
actividad antibacteriana y antifingica de los acidos oleico, laurico, palmitico y linoleico
(55, 56, 57). Por otra parte, estudios realizados han demostrado que la buena actividad
antiinflamatoria manifestada por la grasa de iguana, puede ser debido a la presencia de
acido linoleico en dicha grasa, ya que estd demostrado que las deficiencias de acidos
grasos esenciales induce procesos inflamatorios tanto en ratas como en humanos. Los
cuales pueden ser revertidos mediante la aplicacion cutanea de estos acidos en diversas
formas (58).

De todos los compuestos identificados por CG-EM, no se realizard el analisis del
espectro de masas del octadecanoato de etilo, puesto que, anteriormente ya se hablo

acerca de estos tipos de compuestos.

El colestan-5-en-3-ol es identificado con un 99% de confianza, comparando el espectro
teorico (figura 22) y el experimental (figura 23) se observa claramente el ion molecular
en 368 m/z de férmula molecular (C27Hs60), asi como fragmentos caracteristicos de esta
molécula a m/z 326, 276, 213, 145, 105, 81 (pico base) y 43.
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Figura 22. Espectro de masas tedrico del colesterol.
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Figura 23. Espectro de masas obtenido del EE (T,=33,461 min).

En la figura 24 se observa el patron de fragmentacion de algunos de los iones mas

abundantes correspondientes a este compuesto.
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Figura 24. Patrén de fragmentacion del colesterol.

Comparando los espectros es notable que se trata del mismo compuesto, a pesar de que
en el espectro practico no se observan los picos correspondientes a pérdidas de masas de

alrededor de 38 m/z.

El colesterol (colestan-5-en-3-o0l) es un esteroide de origen animal que cumple
numerosas funciones metabolicas: constituye la estructura basica para la formacién de
las hormonas esteroidales, sustancias que regulan un gran numero de funciones
fisiologicas entre las que se encuentran el desarrollo sexual y el metabolismo glucidico,
a partir de él también se forman las sales biliares que cumplen un rol importante en la

digestién y absorcion de las grasas en el tracto digestivo, posee importantes funciones



regulatorias en el metabolismo intracelular de los &cidos grasos, y es, junto con los
fosfolipidos, uno de los componentes mas importantes de las membranas celulares. Otra
de sus funciones mas importantes es que es el precursor de la vitamina D esencial en el

metabolismo del calcio (59).

El calcio interviene en funciones organicas diversas, tanto a nivel intracelular como
extracelular. Entre las primeras podriamos mencionar su papel en la contraccion
muscular, en la actividad de la célula nerviosa durante la sinapsis, en los procesos
secretores mediante exocitosis, incluyendo la secrecion de hormonas, 0 en la activacion
de enzimas. Entre las funciones del calcio a nivel extracelular destaca, por ejemplo, su
papel en la coagulacién sanguinea, en el mantenimiento y estabilidad de las membranas
celulares o en el de la integridad estructural de huesos y dientes. La vitamina D es la
encargada de regular el paso del calcio a los huesos. Por ello, si la vitamina D falta, este
paso no se produce y los huesos empiezan a debilitarse y a curvarse produciendose
malformaciones irreversibles: el raquitismo. La vitamina D tiene un papel importante en
el mantenimiento de Grganos Yy sistemas a traves de multiples funciones, tales como: la
regulacion de los niveles de calcio y fosforo en la sangre, promoviendo la absorcion
intestinal de los mismos a partir de los alimentos y la reabsorcion de calcio a nivel renal.
Con esto contribuye a la formacion 0sea, siendo esencial para el desarrollo del esqueleto
(60).

Con base en esto, es logico que algunas poblaciones utilicen el “ron de culebra”
elaborado con A. fragilis en etanol, ya que su contenido de colesterol, sumado al calcio
ubicado en los sacos endolinfaticos del oido interno; podrian estar ayudando a aliviar los

sintomas de artritis, reamas, fracturas de huesos, entre otros tipos de dolencias.

4.3. Analisis de la fraccion C proveniente del EE

Esta fraccion es un liquido de aspecto aceitoso y con un color amarillo intenso, lo cual
indica la presencia de grupos cromoforos, que son capaces de absorber energia en el

rango de UV-visible. Por tal motivo, se seleccion6 para analizar mediante IR-TF.



El espectro de IR (figura 25) presenta sefiales de gran intensidad entre 2925,36 cm™ y
2854,36 cm?, asignables al estiramiento de enlaces C-H sp® (alcano) y sp? (alqueno), y
sus correspondientes sobretonos a 1465,07 cm™ y 1378,11 cm™® respectivamente.
Adicionalmente, se aprecia una banda de absorcion a 1739,89 cm?, de intensidad fuerte,
correspondiente a un grupo carbonilo (C=0).

Por otra parte, la sefial ancha a 3446,99 cm™, podria indicar la presencia del grupo N-H,
pero también se descarta por la ausencia de sefiales fuertes de C-N sp® a 1200 cm?, C-N
sp? a 1660 cm™ y sp® a 200 cm™. Esta misma zona corresponde al grupo O-H alcohdlico
o fendlico, confirmando el resultado positivo obtenido para taninos u otro tipo de
sustancia con O-H en su estructura. En este espectro también se visualizan dos sefiales a
1114,53 cm? y 1169,39 cm™ correspondientes al alargamiento C-O. De acuerdo con el
andlisis del espectro de infrarrojo, esta fraccion puede estar constituida por compuestos

hidroxilados.
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Figura 25. Espectro de infrarrojo de la fraccion C del EE.



4. 4. Cromatografia de la fraccion C del EE

Esta fraccion mostro actividad bioldgica y fue la Gnica que tuvo efecto antibacteriano
frente a la mayoria de las bacterias ensayadas, ademas de tener una masa de 0,3719 g; en
la CCF manifest6 ser una mezcla de compuestos de facil separacién. Por tales motivos
se selecciond para realizar una nueva separacion en columna. A esta fraccion se le
realizaron pruebas quimicas preliminares, donde se detectd la posible presencia de
taninos u otro tipo de sustancia con O-H en su estructura; y en el andlisis de IR-TF, se

observo que conserva los mismos grupos funcionales presentes en el extracto de origen.

El subfraccionamiento mediante columna cromatogréafica (CC), tenia una altura de 19,8
cmy 1,5 cm de didmetro y una relacion m/m, sephadex-extracto 50:1 (12,455 g de
sephadex y 0,2491 g de extracto). Obteniéndose 24 eluatos de 15 ml cada uno, los cuales
fueron unidos, después de realizarles cromatografias de capa fina (CCF), donde se
visualizaron los Ry, bajo luz ultravioleta y una solucion &cida de molibdato de amonio,
como agente revelador, las manchas definidas que presentaron R cercanos fueron

tomadas en cuenta, formando seis fracciones, como se observa en la tabla 6.

Tabla 6. Fracciones obtenidas en el subfraccionamiento cromatografico de la fraccion C
proveniente del EE.

Fraccion Eluatos Masa (+ 0,0001 g)
C1 1-4 0,1824
C 5-8 0,0383
Cs 9-12 0,0050
Cs 13-16 0,0042
Cs 17-20 0,0051
Ce 21-24 0,0033

De la cromatografia realizada se obtuvo un rendimiento del 95,66%, en la cual las
subfracciones Ci1 y C, fueron las que presentaron una mejor separacion de sus

constituyentes ya que mostraron manchas bien definidas en la CCF, con valores de Rt no



muy cercanos al ser revelados. Por otra parte, el resto de las subfracciones resultaron ser
mezclas complejas de muchos compuestos de dificil separacion, que se manifestaron
como manchas continuas que se extendian a lo largo de toda la placa cromatogréafica,

razon por la cual fueron descartadas.

4. 5. Cromatografia de la subfraccion C:

La subfraccion C1 mostro en el analisis de CCF, la presencia de una mancha en forma de
estela acompafiada por 5 manchas con valores de Rt iguales a 0,34, 0,38, 0,42, 0,46 y
0,50 respectivamente. En esta observacion se evidencidé que las franjas podian separarse
realizando una cromatografia de capa fina preparativa. Una vez realizada la CCFP se
observaron 5 bandas al revelarse con la lampara UV de onda corta, las cuales fueron
separadas y extraidas con CH>Cl,. Obteniéndose finalmente 5 subfracciones en esta
cromatografia (tabla 7).

Tabla 7. Subfracciones obtenidas en la CCFP de la subfraccion C1del EE.

Subfracciones Masa(z 0,0001 g)
Ci1 0,0516
Ci2 0,0393
Ci3 0,0234
Ci4 0,0248
Cis 0,0225

En este fraccionamiento se recuperaron 0,1616 g de la muestra lo que corresponde al
88,59% del rendimiento de la subfraccion Ci. A todas las subfracciones obtenidas se les
realiz6 CCF utilizando como fase mdvil CH2Cl2-EP en una proporcion 1:3, en donde se
observé que las muestras no presentaron manchas definidas, sino que estaban formadas

por una zona tipo estela seguida de 2 manchas con valores de Rfmuy proximos.

Por otra parte, la subfraccion Ci.3 mostr6 una sola mancha, lograndose purificar la

mancha observada en el analisis de CCF de la subfraccién C1. A la cual, posteriormente,



se le realiz6 un analisis de RMN-'H y DEPT-135 °. Para esto se solubiliz6 la muestra en

agua deuterada (D20), obteniéndose los siguientes espectros.
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Figura 26. Espectro de RMN de H de la subfraccion Ci.s.



De acuerdo al espectro RMN-!H (figura 26), se puede deducir el tipo de entorno de los
protones, atendiendo su desplazamiento quimico asi como su multiplicidad; a campo
bajo 8,35 ppm aproximadamente se observa una sefial que corresponde a protones
olefinicos, la poca resolucién del espectro no permite apreciar la multiplicidad de los
picos.
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Figura 27. Ampliacién de RMN *H de la subfraccion Ci-3 desde 4,0 a 1,0 ppm.



La ampliacion del espectro, en la zona de 1,0 a 4,0 ppm (figura 27) muestra que,
desplazandonos hacia campos mas altos se aprecia una sefial en 1,17 ppm (Hs) que
corresponde a protones metilénicos adyacentes a un carbono enlazado a un grupo metilo.
A 1,29 ppm (H7) aproximadamente se tiene una sefial que es asociada a protones
metilicos terminales, los cuales son equivalentes y no tienen protones vecinos. A 1,93
ppm (Hg) y 2,15 ppm (Hs) respectivamente, se visualizan unas sefiales que corresponden
a protones metilénicos vecinos a un carbono enlazado a un oxigeno. A 1,82 ppm (H11)
aparece una sefial, que es asignable a protones metilénicos enlazados a un carbono
olefinico. En 1,71 ppm (H2s6), se aprecia una sefial que es asignable a protones metilicos
terminales enlazados a un carbono del tipo metinico. A 3,17 ppm (H2) se refleja una
sefial que es atribuida a protones sobre carbonos enlazados directamente a elementos
electronegativos, como el oxigeno. Finalmente, a 3,59 ppm (H1) se aprecia una sefial,
que es asociada a un proton sobre un atomo electronegativo, posiblemente oxigeno, el
cual a su vez puede estar formando un enlace con el hidrégeno para formar un alcohol o
un grupo hidroxilo, presumiblemente correspondiente al carbono 3 del anillo A. Estos

datos se reflejan en la tabla 8.

Tabla 8. Principales desplazamientos quimicos (ppm) de los diferentes protones de la
subfraccion Ci.3 y los reportados para el ciclopentanoperhidrofenantreno.

Asignacion onTedrico dnExperimental
H: 3,58 3,59
H: 3,25 3,17
Hs 1,13 1,17
H7 1,30 1,29
Hs 1,98 1,93
Ho 2,23 2,15
Hu 1,79 1,82

Hos 1,64 1,71
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Figura 28. Espectro de RMN *3C DEPT-135 ° de la subfraccion Ci.s.

En el espectro de RMN DEPT 135 ° (figura 28), solamente se logré identificar con
claridad, un carbono metilico a 23,24 ppm ésta misma sefial es asignable al carbono 26,
correspondiente a los metilos terminales de la cadena lateral de la estructura. El resto de
los carbonos tanto metinicos como metilénicos no lograron apreciarse debido al intenso

ruido del equipo.

Basandonos en los desplazamientos quimicos, de las sefiales de protones y la sefial de
carbono mostrada, se propone una posible estructura para este compuesto, que presenta
una base ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 29). Es decir, una base tipo esteroidal,
que presenta una estructura rigida, permitiendo asignar las diferentes sefiales de los
desplazamientos quimicos; para la confirmacion de ésta, se realiz6 una simulacién de
RMN !H en el programa Chem Office, donde se logré asociar los diferentes
desplazamientos de los protones a una base muy parecida a la mencionada
anteriormente, ademas los desplazamientos fueron comparados, a su vez, con
desplazamientos experimentales de diferentes bases esteroidales, ya identificadas y

tabuladas mediante RMN *H (NMR analysis Wilson); lo cual nos permite decir que, la



molécula separada en esta fraccion, es un esteroide que presenta la misma base

esteroidal del ciclopentanoperhidrofenantreno.

De igual manera, la sefial asignada al carbono 26, se observa en la zona positiva en el
RMN DEPT 135 °, permitiéndonos sugerir, que se encuentra sustituida, por un grupo

metilo.

Cabe destacar que los desplazamientos tedricos para esta estructura, concuerdan con los

encontrados experimentalmente; lo que nos permite proponer la siguiente estructura:

Figura 29. Posible base esteroidal de la subfraccion Ci-3.

A pesar de que en los analisis de RMN se identificaron los desplazamientos quimicos de
los H presentes en la estructura, no se pudo establecer con exactitud la estructura del
compuesto aislado en la subfraccion Ci.3, ya que para su elucidacion se requiere CG-EM
para obtener mayor informacién de esta molécula y asi, establecer la estructura de este
compuesto. Sin embargo, se puede resaltar que esta sustancia posee como esqueleto

principal un esterol.

El esterol mas antiguo es el colesterol. Los esteroles son esteroides con 27 a 29 atomos
de carbono, su estructura quimica deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano,
una molécula de 17 carbonos formada por 3 anillos hexagonales y uno pentagonal. En
los esteroles, se afiade una cadena lateral de 8 0 mas atomos de carbonos en el carbono

17 y un grupo alcohol o hidroxilo (OH) en el carbono 3. Estas sustancias se encuentran



en abundancia en los organismos vivos, sobre todo en animales y en algunas algas rojas.

Son solubles en los disolventes organicos y poseen un elevado punto de fusion (12).

4. 6. Cromatografia de la subfraccion C;

La subfraccion C presentd en su analisis por CCF, una mancha en forma de estela
acompafiada por 3 zonas con valores de Ry iguales a 0,33, 0,36 y 0,39 respectivamente.
Esta observacion mostré que las manchas podian separarse realizando una cromatografia
de capa fina preparativa. Una vez desarrollada la CCFP se visualizd la placa en la
lampara UV de onda corta, y se observaron 3 bandas bien definidas, las cuales fueron
separadas y extraidas con CH.Cl,. En esta cromatografia se obtuvieron 3 nuevas

subfracciones (tabla 9).

Tabla 9. Subfracciones obtenidas en la CCFP de la subfraccién C» del EE.

Subfracciones Masa (+ 0,0001 g)
Ca1 0,0071
Ca-2 0,0103
Ca3 0,0193

La masa recuperada en esta cromatografia fue de 0,0367 g, lo que representa el 95,82%
del rendimiento. El analisis por CCF de la subfraccion C,1 presentd 2 manchas
separadas con Rf muy cercanos, por su parte, la subfraccion C., mostré6 1 mancha
continua, es decir una mezcla compleja; mientras que el analisis por CCF de la
subfraccion Cz.3, mostrd la presencia de una sola mancha bien definida, lograndose
purificar la mancha observada en el andlisis de CCF de la fraccion C,. A esta Gltima
subfraccion se le realiz6 analisis de RMN-'H y DEPT-135 °. Para esto se solubilizo la

muestra en agua deuterada (D-0), obteniéndose los siguientes espectros.
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Figura 30. Espectro de RMN *H de la subfraccion Ca-s.
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Visualizando el espectro de RMN !H de la subfraccion C.-3 (figura 30), encontramos a
campo bajo 8,35 ppm aproximadamente una sefial que es asociada a protones olefinicos,

la multiplicidad de los picos no se aprecian bien por la poca resolucion del espectro.

ppm

—_—
—— -
=
. - — -
= —
oy T
T Ly
i
E a: -
jmm
. >
. 3 i
Ty -
i = -
jmm -
_-l-
F
'
_ —
=] -
by
-

Figura 31. Ampliacién de RMN *H de la subfraccion C2-3 desde 4,0 a 1,0 ppm.



Desplazandonos a campos mas altos (figura 31), se observd que a 1,18 ppm (Hs)
aproximadamente se tiene una sefial que corresponde a protones metilénicos adyacentes
a un carbono enlazado a un grupo metilo. A 1,29 ppm (H7) se aprecia una sefial que es
asociada a protones metilicos terminales, los cuales son equivalentes y no tienen
protones vecinos. En 1,90 ppm (Hg) y 2,14 ppm (Hg) respectivamente, se visualizan unas
sefiales que son asignables a protones metilénicos vecinos a un carbono enlazado a un
oxigeno. A 1,81 ppm (Hi1) se refleja una sefial, correspondiente a protones metilénicos
enlazados a un carbono olefinico. A 1,39 ppm (H2o) se tiene una sefial, asociada a
protones metinicos. A 3,25 ppm (H.) aproximadamente se observa una sefial, que
corresponde a protones sobre un carbono enlazado a elementos electronegativos, en este
caso un atomo de oxigeno. Finalmente, a 3,59 ppm (H1) se aprecia una sefial, que es
asociada a un protdn sobre un atomo electronegativo, posiblemente oxigeno, el cual a su
vez puede estar formando un enlace con el hidrégeno para formar un alcohol o un grupo
hidroxilo, presumiblemente correspondiente al carbono 3 del anillo A. Estos datos son

mostrados en la tabla 10.

Tabla 10. Principales desplazamientos quimicos (ppm) de los diferentes protones de la
subfraccion C.3 y los reportados para el ciclopentanoperhidrofenantreno.

Asignacion onTedrico on Experimental
H: 3,58 3,59
H: 3,25 3,25
Hs 1,13 1,18
H7 1,30 1,29
Hs 1,98 1,90
Ho 2,23 2,14
Hu 1,79 1,81

Hoo 1,40 1,39
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Figura 32. Espectro de RMN 3C DEPT-135 ° de la subfraccion Ca.s.

En el espectro de RMN DEPT 135 ° (figura 32), solamente se identifico con claridad, un
carbono metilico a 23,25 ppm, esta sefial corresponde al carbono 26, que es asociado a
metilos terminales de la cadena lateral de la estructura. El resto de los carbonos tanto

metinicos como metilénicos no lograron apreciarse debido al intenso ruido del equipo.

Al igual que la subfraccion Ci, los desplazamientos coinciden con un esterol. Para
identificar la base se empled el programa Chem Office, realizando simulaciones de
RMN !H de las distintas bases esteroidales, de las cuales se encontrd similitud con el
esqueleto base del ciclopentanoperhidrofenantreno, ademas los desplazamientos fueron
comparados a su vez con desplazamientos experimentales, de diferentes bases
esteroidales, ya identificadas y tabuladas mediante RMN *H, lo cual nos permite decir
que, la molécula separada en esta subfraccion, es un esteroide tipo esterol, que presenta

la misma base del ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 29).

De igual manera, la sefial asignada al carbono 26, se observa en la zona positiva en el
RMN DEPT 135 °, permitiéndonos sugerir, que se encuentra sustituida, por un grupo

metilo.



Los anélisis de RMN realizados no permitieron determinar con exactitud la estructura
del esterol presente en la subfraccion C.s, ya que es necesario realizarle analisis de CG-
EM para obtener més informacion acerca de la disposicion de los diversos atomos
presentes en esta sustancia; sin embargo, se pudo establecer que este metabolito posee

un esqueleto esteroidal.

Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos animal y vegetal; y se
les encuentra en forma libre (también llamados agliconas esteroides) como ésteres o
como glicésidos. En los animales superiores (incluido el hombre) se encuentra
principalmente el colesterol, el cual es un constituyente importante de membranas y
precursor de sustancias fisiolégicamente importantes (hormonas, &cidos biliares,

vitamina D, entre otros) (12).

El parecido de los fitosteroles con el colesterol permite a los esteroles engafar al
organismo, permitiendo asi limitar el paso del colesterol del intestino hacia la sangre. En
el intestino delgado, el colesterol y los esteroles compiten por la absorcion del colesterol
por el organismo. Ademas de las funciones bioldgicas que cumplen los esteroles, se ha

encontrado gue estos pueden ser empleados en las sintesis de esteroides (12).

5. ANALISIS DEL EXTRACTO EN ETER DE PETROLEO

A pesar de que este extracto no manifesté ningun resultado positivo ante las pruebas de
actividad bioldgica, ni presenté una suficiente cantidad de muestra para realizar
fraccionamientos cromatogréaficos, era una mezcla muy compleja, evidenciandose en los
resultados obtenidos de CCF, lo cual se aprecia por manchas con Rt muy cercanos a lo
largo de su desplazamiento. El extracto era de aspecto aceitoso y con un color amarillo
palido, indicando la presencia de grupos cromoforos, que son capaces de absorber
energia en el rango de UV-Visible. Por tales motivos se tom6 como un candidato para
analizar mediante IR-TF, con el objetivo de identificar los grupos funcionales
principales, presentes en este extracto, y establecer correspondencia entre estos grupos y

las familias de metabolitos evidenciadas previamente.



5.1. Espectro de infrarrojo (IR)

El espectro de IR del EEP (figura 33) presenta sefiales intensas entre 2923,76 cm™ y
2851,24 cm?, asignables al estiramiento de enlaces C-H sp® (alcano) y sp? (alqueno), y
sus correspondientes sobretonos a 1465,96 cmly 1377,77 cm? respectivamente.
También se aprecia una sefial intensa a 1737,85 cm™ correspondiente a un grupo
carbonilo (C=0).
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Figura 33. Espectro de infrarrojo del EEP.

Por otro lado, la sefial ancha alrededor de 3407,39 cm™ podria indicar la presencia de un
grupo N-H, lo cual es l6gico si tomamos en cuenta que se obtuvo resultado positivo para
alcaloides, quienes tienen el grupo N-H en su estructura, pero se descarta con la ausencia
de sefales intensas C-N sp® a 1200 cm™, C-N sp? a 1660 cm™ y sp® a 200 cm™. Sin
embargo, esta misma zona (~ 3200 cm™) corresponde al grupo O-H alcohdlico o

fendlico, confirmando el resultado positivo obtenido para taninos u otra sustancia que



contenga O-H en su estructura. De igual forma, se visualizan dos sefiales a 1172,84 cm™
y 1112,93 cm?, correspondientes al alargamiento C-O. La sefial de absorcién a
717,55 cm™ se debe a la deformacion de los enlaces C-H de grupos metilenos continuos,
(CH2)n (n>4). De acuerdo con el analisis del espectro de infrarrojo, este extracto

también puede estar constituido por compuestos hidroxilados.

La mayor parte de la informacion obtenida en este analisis espectroscépico confirma los
resultados obtenidos en el andlisis quimico preliminar. Sin embargo, debido al bajo
rendimiento, no se pudo obtener los espectros de RMN 'H y*C y CG-EM que

permitiera proponer una estructura para este compuesto.



CONCLUSIONES

Los anélisis quimicos preliminares realizados a cada extracto proveniente de la culebra
ciega Anguis fragilis evidenciaron la posible presencia de metabolitos secundarios, como
alcaloides, cumarinas, taninos, glicésidos cardiotonicos y flavonoides.

Las pruebas de letalidad realizadas frente a Artemia salina, mostraron que ni los
extractos ni las fracciones son letales. Los hongos empleados para la investigacion no
presentaron sensibilidad frente a los extractos ni a las fracciones.

Las bacterias Gram negativas S. tiphymurium y E. coli, asi como las Gram positivas: E.
faecalis, B. subtilis, y B. cereus mostraron sensibilidad ante la fraccion C del EE.

Se identificaron mediante CG-EM, en el EE, compuestos mayoritarios como
hexadecanoato de etilo, octadecanoato de etilo, &cido linoleico y el colestan-5-en-3-ol.

Los analisis de los datos obtenidos por RMN H y DEPT-135°, de las subfracciones Ci-
y Coz3 provenientes del EE, permitieron identificar estructuras esteroidales.

El fraccionamiento cromatografico permitio aislar esteroles, estableciéndose estructuras
base mediante analisis de resonancia magnética nuclear.

La culebra ciega A. fragilis es capaz de sintetizar compuestos bioactivos, los cuales le
confieren propiedades antibacterianas.

Esta investigacion es el primer aporte al conocimiento de la bioactividad y composicion
quimica de la especie A. fragilis proveniente del oriente venezolano.



RECOMENDACIONES

Utilizando esta investigacion como base, y para futuras investigaciones, se recomienda
profundizar mas en la caracterizacion de los esteroles que mostraron actividad biolégica;
asi como, realizar un estudio mas extenso de los esteroles presentes en A. fragilis.
Adicionalmente, se recomienda realizar otras pruebas de actividad bioldgica para

ampliar el rango de accion de estos metabolitos.
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