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RESUMEN

En este trabajo se expone en primer lugar una revision bibliografica general de la
familia Tiliacea, tomando en cuenta aspectos botanicos, fitoquimicos, farmacologicos y
etnomedicinales. Ademas se describen las aplicaciones populares de la especie Heliocarpus
americanius L. (amores secos) objeto de este estudio.

En segundo lugar, se describen los resultados obtenidos del estudio fitoquimico de
los frutos de Heliocarpus americanus L., encontrandose como componentes mayoritarios
flavonoides y terpenos entre los cuales se pueden mencionar: el B-sitosterol (1), el (2-cis)-
3,34 ,5,7-pentahidroxiflavano (I11) y el  (2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano (I11).
Todos estos compuestos son reportados por primera vez para la especie Heliocarpus
americanus L., y para el género Heliocarpus. Estos productos fueron identificados a través

de sus constantes fisicas y estudios espectroscépicos uni y bidimensionales.

En tercer lugar se exponen los resultados obtenidos de los ensayos antibacterianos
realizados a los extractos de diclorometano y metanol. La ausencia de reportes biolégicos
de la especie Heliocarpus americanus L., hace de este estudio el primero para dicha

especie.



ABSTRACT

In this work it is exposed, in the first place, a general bibliographical revision of the
Tiliaceae family, taking into account botanical, phytochemical, pharmacological and
ethnomedicinal aspects. In addition, the popular applications of the species Heliocarpus

americanius L. (droughts loves) are described.

In second place, the obtained results from the phytochemical study of the fruits of
Heliocarpus americanus L. were described, being reported as major components:
terpenoids and flavonoids such as B-sitosterol (1), (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahydroxyflavane
(I1) and (2-trans)- 3,3",4°,5,7-pentahydroxyflavane (111). These compounds are described
for first time for this specie (Heliocarpus americanus L.) and for the Heliocarpus genus.
They were identified through their physical constants and one- and two-dimensional

spectroscopic analysis.

In third place, the obtained results of the anti-bacterial test realized to the
diclorometane and methanol extracts are exposed. This is the first report of biological study

for the specie Heliocarpus americanus L.
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INTRODUCCION

El primer texto escrito sobre plantas medicinales data del afio 3000 AC; sus autores,
los sumerios, grabaron en tablillas de arcilla todos los conocimientos recopilados hasta
aquella época sobre las propiedades curativas de las plantas. En la Biblia, se describen
también méas de 200 plantas medicinales. Asi es como comienza la historia oficial de la
fitoterapia (Hung, 1982).

Aunque en realidad las plantas han sido utilizadas por el hombre desde los tiempos
mas remotos, tanto para alimentarse como para curarse, el efecto empirico acerca de las
plantas medicinales y sus efectos curativos se acumulé durante milenios y posteriormente
paso a ser parte integral de sistemas y tradiciones curativas como el Ayurveda en la India,
la medicina tradicional china o las tradiciones curativas de los indios de Norteamérica

(Marcano y Hasegawa, 2002).

A pesar de que durante casi todo el siglo pasado los intereses comerciales de la
industria farmacéutica hicieron parecer que la terapéutica fundamental y el empleo de
plantas vinieran a verse como una practica “primitiva” y hasta “irracional”, en décadas

recientes la fitoterapia ha experimentado un extraordinario resurgir.

En la actualidad, se llevan a cabo cada dia descubrimientos de compuestos, de
origen vegetal, que confirman el enorme potencial curativo de las plantas y que estan
transformando la fitoterapia en una practica muy distinta a la de nuestros antepasados. La
cantidad de plantas medicinales con propiedades curativas es tan grande, que nadie puede
dominar en su totalidad el conocimiento de esta materia. Los sanadores tradicionales de
numerosas culturas por lo general conocen los usos de cientos de plantas de su pais o
region, pero no conocen plantas oriundas de otras regiones. De cualquier modo, en nuestros
dias quedan pocos de estos sanadores tradicionales, por lo que el conocimiento de las
propiedades curativas de muchas plantas corre el riesgo de perderse o mas dificil de
determinar (Cseke y colaboradores, 2006).



En Venezuela, el uso de las plantas medicinales es muy comun, esto debido a la
gran diversidad en la flora existente y a la dependencia fordnea para el suministro de

medicamentos o la materia prima para elaborarlos.

1.1 Antecedentes botanicos de la familia Tiliaceae:

Las Tiliaceas es el nombre de una familia de plantas con flores, en su mayor parte
lefiosas, perteneciente al mismo orden que la familia de las Malvaceas con las cuales
algunas veces son confundidas. Engloba mas de 48 generos y 725 especies de arboles y
arbustos, de distribucion tropical especialmente al sur de México, Centro América, Sur

América, Africa y Asia tropical (figura 1).

1
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Figura 1. Distribucion geografica de las Tiliaceas.

La familia de las Tiliaceas estd constituida por arboles, arbustos o plantas de hojas
alternas, raras veces opuestas, simples, enteras, dentadas o lobuladas, pecioladas, con
estipulas caedizas o persistentes. Flores regulares, generalmente bisexuales, solitarias,
dispuestas en cimas, corimbos o paniculas auxiliares o terminales. Tienen 5 sépalos, raras
veces 3 0 4, libres 0 unidos, 5 pétalos o0 a veces menos 0 ausentes, y humerosos estambres

libres (figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas botanicas de la familia Tiliaceae.

En Venezuela, esta familia se encuentra representada por 11 géneros (8 de ellos
netamente arboreos, como son: Apeiba, Christiana, Goethalsia, Heliocarpus, Luhea,
Lueheopsis, Mollia y Trichospermun; y los otros tres, herbales: Corchorus, Muntingia y
Triumfetta) conteniendo mas de 35 especies y con una amplia distribucién en todo el
territorio nacional, especialmente en los Andes, sur del Lago de Maracaibo, Llanos
Occidentales y selvas humedas del norte y oriente del pais. Desde el punto de vista
econdmico, la familia de las Tilidceas tienen cierta relevancia ya que a ella pertenecen dos

plantas herbaceas, conocidas con ¢l nombre de “Yute” (Corchorus capsularis y



C. olitorius), cultivadas fundamentalmente en La India para la obtencion de su fibra textil
(Badillo, 1965).

1.2 Importancia de las especies de la familia Tiliaceae como plantas medicinales:

Algunas plantas pertenecientes a la familia Tiliaceae presentan una gran importancia
debido a sus propiedades medicinales, las cuales han sido aprovechadas por las diferentes
culturas para la cura de diversas enfermedades. Entre algunas de esas especies y sus
correspondientes usos medicinales encontramos: Tilia tomentosa, Ilamada popularmente
“Tilo” (figura 3), la cual es empleada en infusion como antioxidante y sedante (Viola y
colaboradores, 1994); la corteza y las hojas de la especie Tilia argentea, conocida como
“Tilo de plata” (figura 4), son usadas para aliviar dolores de estbmago, como expectorante,
para los sintomas de bronquitis y tos, como sedante o tranquilizante; también se le

atribuyen propiedades emolientes y antiasmaticas (Martinez, 1969).

Figura 3. Tilia tomentosa. Figura 4. Tilia argentea.

Las flores de Tilia platyphyllos, conocida por la poblacion como “Tilo de Holanda”
(figura 5), son empleadas en infusion para el tratamiento de asmas, tos y dolores

abdominales (Kulttr, 2007). Por otra parte, a la especie Triumfetta rhomboidea, conocida



comunmente como “Cadillo” (figura 6), se le atribuyen propiedades antioxidantes,

antibacterianas y sedantes.

Figura 5. Tilia platyphyllos. Figura 6. Triumfetta rhomboidea.

Entre otras especies de las Tiliceas usadas en la medicina popular, se encuentra la
Apeiba membranacea, nombrada cominmente como “Peine de Mono” (figura 7), cuyas
hojas son utilizadas en infusiones para aliviar los célicos menstruales, y de cuyas semillas
se extrae un aceite usado contra el reumatismo. La corteza de la especie Corchorus

olitorius 6 “Yute” (figura 8) se utiliza para aliviar malestares del higado y como laxante

(Pal y colaboradores, 2006).




Figura 7. Apeiba membranacea. Figura 8. Corchorus olitorius.

Las semillas de la especie Corchorus trilocularis, de nombre popular “Imbamba”
(figura 9), son empleadas para el tratamiento de fiebres y obstrucciones abdominales (Ali y
Nasir, 1974). Otra especie de interés medicinal es Muntingia calabura, conocida como

“Memiso” (figura 10), la cual se utiliza como diurético (Su y colaboradores, 2003).

Figura 9. Corchorus trilocularis. Figura 10. Muntingia calabura.

La especie Microcos paniculata, de nombre comtn “Shira” (figura 11) es empleada

como insecticida en algunas zonas rurales (Wei y colaboradores, 2006).

Figura 11. Microcos paniculata.
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Las hojas de la especie Luehea divaricata 6 “Azota caballos” (figura 12), son
empleadas popularmente en el tratamiento de diarreas, enfermedades vaginales y como
antiinflamatorio; también se le atribuyen propiedades antitumorales. La infusiéon de las
flores de esta planta se utiliza como expectorante y la raiz como depurativo de calculos
renales (Marodin, 2000). Otra especie de las Tiliaceas que presenta importancia medicinal

es la “Draganza”, Grewia mollis (figura 13), cuyas raices son utilizadas para tratar algunas

Figura 12. Luehea divaricata. Figura 13. Grewia mollis.

El arbol de “Cuelta”, Heliocarpus terebinthinaceus (figura 14) es utilizado en
infusion para tratar el pafio, el acné, la gastritis y las enfermedades estomacales asociadas a
agentes microbianos (Fernandez, 2006); también Heliocarpus reticulatus, de nombre
popular “Guajpo” (figura 15), otro arbol del género, es utilizado en la medicina tradicional

como laxante, sudorifico y diurético.




Figura 14. Heliocarpus terebinthinaceus. Figura 15. Heliocarpus reticulatus.

Heliocarpus americanus L. tiene como nombre comun “Amores secos” (figura 16).
Esta planta es empleada para tratar heridas, facilitar los partos y aliviar sintomas de la
malaria tales como la fiebre; la corteza se emplea como decoccion y las hojas se usan como
cataplasma sobre las heridas. (Mufioz y colaboradores, 2000). Toda esta informacién
etnobotanica acrecentd el interés para la realizacion de un estudio fitoquimico de esta
planta conducente al aislamiento e identificacion de los compuestos mayoritarios y la

determinacion de sus actividades bioldgicas.

Figura 16. Heliocarpus americanus L. a) hojas; b) fruto.

1.3 Fitoquimica reportada para algunos géneros emblematicos de la familia Tiliaceae:



Desde el punto de vista fitoquimico, la familia Tiliacea presenta diversos estudios de
especies de algunos géneros en donde reportan la presencia de metabolitos tales como:
azUcares, terpenoides, alcaloides y flavonoides, entre otros.

Un estudio fitoquimico realizado a las fibras de la especie Corchorus capsularis reportd
el aislamiento de (4-O-metil-D-glucurono)-D-xilano (1) (Vignon y colaboradores, 1997).
En Pakistan, en el afio 1984, fue aislado de las hojas de esta misma especie un triterpeno
glucosilado, capsina (3-O-glucésido de 20,24-epoxi-3p,12p,25,30-tetrahidroxidammarano)
(2) (Hasan y colaboradores, 1984). Tres nuevos cardenoles glicosilados se determinaron
estructuralmente del estudio fitoquimico realizado al extracto etandlico de las semillas de
Corchorus olitorius, siendo estos compuestos: cannogenol ¢ 3-O-p-D-glucopiranosil(1-4)-
O-B-D-boivinopiranésido (3), 3-O-B-D-glucopiranosil(1-4)-O-p-D-digitoxopiranésido de
periplogenina (4) y 3-O-B-D-glucopiranosil(1-6)-O-p-D-digitoxopiranésido de digitoxige-
nina (5) ( Nakamura y colaboradores, 1998).

OH

HO OoXyl
HsCO
OH

(1) 2

OH

BoiGIuO DigGIluO

3) (4)
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OH

DigGIuO

©)

El estudio quimico del extracto etanolico de las partes aéreas del Corchorus
depressus, en Pakistan, reportd dos cicloartanos triterpénicos glucosilados: 3-O-B-D-
glucopiranésido de 9,19-ciclolanosta-22(R),25epoxi-3p,168,24(S)-triol (6) y 3-O-p-D-
glucopirandsido de 9,19-ciclo-lanosta-22(R),25-epoxi,24(S)-acetoxi-3f,16p-diol (7) (Uddin
y colaboradores, 1998). Por otra parte, otro estudio realizado a la planta entera, reporté el
aislamiento de tres derivados de la a-amirina como son: &cido cordeprésico (8), acido

cordepresinico (9) y cordepresina (10) (Khan y colaboradores, 1991).

(6) O
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(8) ©)

(10)

Un nuevo cardendlido se aislo de las semillas del Corhorus trilocularis, trilocularina,
(canarigenin-3-O-B-D-boivinésido) (11) (Venkata y Venkata, 1975). En el 2003, en
Pakistan, se aislaron tres triterpenos de esta misma especie, el 3p,6a,160,20(S),27-
pentahidroxidammar-24(Z)-eno (12), 3p-D-glucopiranosiloxi-6a,160,20(S),27-tetrahidroxi-
dammar-24(Z)-eno (13) y acido 2a,3p,19a,30-tetrahidroxi-28-O-p-D-glucopiranosilo-12-
en-24,28-dioico (14) (Ahmed y colaboradores, 2003).
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BoiO
(11) 12)

CH,OH
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HO,

(14)

(13)

De las partes aéreas de Corchorus acutangulus, se reportd la elucidacion estructural
de cuatro triterpenos: 3-O-B-D-galactopirandsido de saikogenina C (15), 3-O-B-D-gluco-
piranosil(1-2)-B-D-galactopiranosido de saikogenina B (16), 3-O-p-D-glucopiranosil(1-2)-
-D-galactopiranésido de longispinogenina, (17) y 3-O-p-D-glucopiranosil(1-2)-p-D-galac-
topiranosido de saikogenina C, (18) (Mahato y colaboradores, 1987).
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(15)

17)

(16)

(18)

Otra planta representativa de la familia Tiliaceae que ha sido estudiada
fitoqguimicamente es Tilia argentea; en el afio 2004 se report6 el aislamiento de varios
compuestos del extracto etandlico de las hojas de esta especie: 3,7-O-a-diramnosil-
quercetina (19), 3,7-O-a-diramnosilkanferol (20), quercetina (21), quercitrina (22) y rutina
(23), (Toker y colaboradores, 2004).

OH
RhaO (0] ‘
‘ ‘ i

ORha

OH
HO ) ‘
O ‘ )

OH

RhaO. l o
HO | o

I OH

ORha
| OH
OH

ORha

OH (o]

(20)

OH (¢]

(22)
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OH (o]

(23)

Durante ese mismo afio, se realiz6 otro estudio fitoquimico a esta misma especie,
pero enfocandose en el extracto metanolico de las hojas, reportandose el aislamiento de dos
flavonoides glicosilados: 3,7-O-a-diramndsido de kanferol (20) y 3,7-O-a—diramnosido de
quercetina (19) (Toker y colaboradores, 2004). Un sesquiterpeno de nombre (-)-7-
hidroxicalameneno (24) fue aislado de otra especie del género Tilia (Tilia europea) (Burden

y Kemp, 1983).
:E : :OH

H
¢*~

(24)

Un nuevo alcaloide piperidinico (N-metil-6p-(deca-1",3",5"-trienil)-3B-metoxi-23-
metilpiperidina) bautizado con el nombre de micropina (25) se logré aislar de las hojas de
Microcos philippinensis (Aguinaldo y Read, 1990). En el afio 2000 se hizo un estudio
fitoquimico a la especie Microcos paniculata L., donde se reportd el aislamiento de ese

mismo alcaloide (Premaratne y colaboradores, 2000).

/\/\/\/\/\/ENI

(25)
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La especie Grewia asiatica fue estudiada fitoquimicamente en el afio 1976, en la
India, aislandose la &-lactona del &cido 3,21,24-trimetil-5,7-dihidroxihentriacontandico
(26) (Lakshmi y colaboradores, 1976). Por otra parte, de los extractos de metanol y
n-butanol de las hojas de otra especie del género Grewia (Grewia damine) se aislaron tres
compuestos: lupeol (27), 3-O-B-glucopiranosil-p-sitosterol (28) y la isovitexina (29)

(Jayasinghe y colaboradores, 2004).

OH o

(26) (27)

(28)

El aislamiento de dos chalconas fue reportado en un estudio fitoquimico realizado
a las hojas de la especie Muntingia calabura: 2",4"-dihidroxi-3"-metoxidihidrochalcona
(30) y (-)-3"-metoxi-2",4",p-trihidroxidihidrochalcona (31), también se logrd elucidar
estructu-ralmente una flavanona, (2S)-9-(-)-5"-hidroxi-7,3",4"-trimetoxiflavanona (32)
(Chen y colaboradores, 2005).
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HO ! HO l
HsCO H3CO OH
OH o OH o}

(30) (31)

OH

OCHs
HaCO o ‘
O OCH;4

(o]

(32)

Del estudio quimico realizado a las partes aéreas de la especie Triumfetta flavescens
se logré determinar estructuralmente un nuevo alcaloide 3-O-B-D-glucésido de estigma-
5(6)-ene-7,22-dione-25-metilamino-3p,23p-diol (triumfettosoide) (33) y un nuevo esterol:
el estigma-5(6)-ene-7,22-dione-3f3,23-diol (triumfettosterol) (34) (Ahmed y colaboradores,
2002).

En el afio 2004, en Francia, se report6 la identificacion de constituyentes del aceite
esencial extraido de las partes aéreas de otra especie perteneciente al género Triumfetta
(Triumfetta rhomboidea), el mayoritario de ellos fue el trans-p-cariofileno (35) (Mevy y
colaboradores, 2005).

OH OH

GluO [e]
NH, Gluo 6]

(33) (34)
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(3%)

Otra especie pertenciente a la familia de las Tiliaceas donde se han reportado
estudios fitoquimicos es Luehea divaricata. En el afio 2003, en Brasil, se estudié el extracto
metandlico de las hojas de esta planta y se reportd el aislamiento de una mezcla de dos
triterpenos, el acido maslinico (36) y el acido 3pB-p-hidroxibenzoiloxitorméntico (37)
(Cohelo y colaboradores, 2004). Dos afios mas tarde, en el 2005, se lograron aislar tres
compuestos mas de esta especie: vitexina (38), 3-O-B-glucopiranosil-p-sitosterol (28) y

epicatequina (39) (Akio y colaboradores, 2005).

(36) (37)

OH

OH

(38) (39)
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Esta informacion etnoboténica y su creciente uso en la medicina popular, ademas de
la ausencia de reportes fitoquimicos, farmacoldgicos y bioldgicos, incentivo el interés por
la realizacion de este estudio fitoquimico para el cual se planted la siguiente hipotesis:

2. HIPOTESIS

“Algunas sustancias similares a las responsables de las actividades farmacoldgicas
atribuidas a especies de la familia Tiliacea (flavonoides, alcaloides, terpenos) pueden

encontrarse en los extractos de los frutos de Heliocarpus americanus L.”

Con la finalidad de confirmar la hipétesis propuesta se plantearon los siguientes

objetivos:

3. OBJETIVOS

v Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los frutos de

Heliocarpus americanus L.

v’ Identificar mediante técnicas espectroscopicas: espectroscopia infrarroja (IR),
espectroscopia ultravioleta (UV), espectrometria de masa (EM), espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN), y transformaciones quimicas (de ser necesarias),

las sustancias aisladas.

v De ser posible, realizar una evaluacion de la actividad bioldgica de los compuestos

aislados en busca de propiedades farmacoldgicas interesantes.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

El procedimiento experimental seguido en el estudio fitoquimico de la especie

Heliocarpus americanus L. fue el siguiente:

4.1 Seleccion de la especie a estudiar: Utilizando la informacion obtenida en la
revision bibliogréafica, se selecciond la especie, Heliocarpus americanus L., conocida
popularmente con el nombre de “amores secos”, como material vegetal a estudiar, debido al

interés farmacoldgico que presenta.

4.2 Estudio de los antecedentes botanicos y fitoquimicos: Se realizé una revision
bibliografica detallada de la familia Tiliaceae, haciendo especial énfasis en el género
Heliocarpus, y a su vez en la especie Heliocarpus americanus L. Este estudio se enfocé en
la basqueda de los trabajos de aspecto botanico y fitoquimico, asi como de cualquier otro
tipo de informacién de caracter farmacolégico y etnoboténico relevante. Esta revision se
realiz6 utilizando como fuentes bibliograficas secundarias el Science Citation Index,
Chemical Abstracs, Biological Abstracs, Pharmaceutical Abstracs, y como fuentes

primarias los articulos referidos en los indices y la bibliografia disponible en INTERNET.

4.3 Recoleccion y confirmacion de la determinacién botanica: La recoleccion de
la planta se realizo el dia 15 de Diciembre de 2006, en la ciudad de Mérida, en el sector La
Hechicera, a la altura de la Capilla Universitaria, recolectando un peso total de 5 Kg. Para
la clasificacion botanica de la especie se prepar6é una muestra testigo (voucher) siguiendo el
método de prensado y secado, y una vez etiquetado, el mismo se deposité en el Herbario
MER de la Facultad de Forestal de la ULA. La especie fue identificada como Heliocarpus

americanus L., por el profesor Gilberto Morillo.

4.4 Tratamiento del material vegetal: Esta etapa consistié en la extraccién
sucesiva del material de trabajo (1,7 kg de los frutos secos de H. americanus) utilizando un
aparato soxhlet y siguiendo un orden de polaridad creciente de los solventes: hexano,

diclorometano y metanol, obteniéndose 6,8 g del extracto de hexano; 9,3 g del extracto de
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diclorometano y 12,5 g del extracto de metanol (tabla 1). La temperatura usada para la
concentracion al vacio empleando un rotavapor de cada uno de los extractos fue
aproximadamente de 40 °C. Luego se analiz6 cada extracto crudo por cromatografia de
capa fina (CCF) (Stahl, 1969; Mikes, 1979), con la finalidad de conocer la naturaleza y el
numero de productos mayoritarios presentes en la especie. En este estudio se hace
referencia a los extractos de diclorometano y metanol, ya que el estudio realizado al
extracto de hexano no arrojo resultados satisfactorios.

Tabla 1. Peso de los extractos de hexano, diclorometano y metanol.
EXTRACTO PESO (Q)

Hexano 6,8

Diclorometano 9,3

Metanol 12,5

4.4.1 Tratamiento del extracto de diclorometano: Este extracto con un peso de
9,3 g fue separado por cromatografia de columna empleando una columna plastica con
silica-gel como adsorbente (900 g), utilizando como eluyente una mezcla de
hexano/diclorometano en diferentes proporciones y un desarrollo mixto. Una vez
desarrollada la columna, se realizaron cortes entre 4 y 5 cm obteniéndose 53 fracciones, las
cuales fueron extraidas con acetona para su posterior analisis por CCF. En la tabla 2 se

muestran las caracteristicas de cada fraccion.

Tabla 2. Resultados de la cromatografia general del extracto de diclorometano.

Fracciones Eluyentes Peso (g) Composicién
1-2 Hex/DCM (9:1) 0,332 Mezcla compleja
3-7 . 0,485 Mezcla compleja
8-13 Hex/DCM (6:4) 1,368 Mezcla compleja
13-16 0,924 Compuesto | + Mezcla compleja
17-25 Hex/DCM (5:5) 0,449 Mezcla compleja
26-31 0,819 Mezcla compleja
32-34 0,155 Mezcla compleja
35-42 DCM 1,132 Mezcla compleja

43-53 1,485 Mezcla compleja
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4.4.2 Tratamiento del extracto de metanol: Este extracto, con un peso de 12,5 g,
se separd por cromatografia de Sephadex® LH-20 empleando como eluyente metanol,
obteniéndose un total de 68 fracciones, las cuales fueron tratadas de acuerdo a sus
caracteristicas observada en CCF. En la tabla 3 se muestran cada una de las reuniones con

su respectivo peso y eluyente empleado.

Tabla 3. Resultados de la cromatografia general del extracto de metanol.
Fracciones Eluyente Peso (9) Compuestos

1-10 1,205 Mezclas complejas

11-14 1,774 Mezclas complejas

15-18 0,343 Compuesto Il + Mezclas complejas
19-21 1,101 Mezclas complejas

22-25 0,958 Compuesto 111 + Mezclas complejas
26-32 MeOH 1,164 Mezclas complejas

33-38 0,220 Mezcla complejas

39-44 0,396 Mezclas complejas

45-48 0,512 Sélidos

49-52 0,665 Mezclas complejas

52-57 0,302 Mezclas complejas

58-68 1,332 Mezclas complejas
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Figura 17. Esquema del procedimiento experimental utilizado para el estudio

fitoquimico de los frutos de Heliocarpus americanus L.
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4.5 Separacion de los productos:

4.5.1 Cromatografia de columna

Para la cromatografia en columna seca (CC) se utilizé como adsorbente gel de silice
60 (70-230 mesh, Merck, 63 a 200p), y el criterio para el correcto desarrollo de esta técnica
cromatografica se fundamentd en experiencias previas y en las técnicas descritas en la
bibliografia (Cassydy 1966; Sthalt 1969).

4.5.2 Cromatografia de capa fina

Para la cromatografia de capa fina (CCF) y cromatografia de capa fina preparativa
(CCFP) se empleé como adsorbente silica gel Merck HF 254 (10 — 40 p) depositada sobre
placas de vidrio (0,25 y 0,5 mm de espesor, respectivamente) (Hostettmann, y
colaboradores 1986).

La fase movil para CCF se eligié por tanteo y para la CCFP fue escogida utilizando
el sistema mas adecuado de separacion observado y monitoreado en CCF. El revelado de
las placas se realizé utilizando una solucién de oleum (H,O/H,SO4/AcOH 8/2/40) con un
calentamiento posterior de las placas cromatografiadas.

4.6 Determinacion de las constantes fisicas y espectroscopicas: Se le
determinaron las constantes fisicas (punto de fusion, rotacion especifica) a cada uno de los

productos aislados para su posterior identificacion.

4.6.1 Puntos de fusién
Los puntos de fusion fueron medidos en un aparato Fischer—Johns dotado de
plancha de calentamiento para el rango de 20 a 300 °C.

4.6.2 Rotaciones especificas
Las rotaciones especificas fueron medidas en un polarimetro Atago-Polax-2L

empleando metanol como solvente.
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4.6.3 Espectros infrarrojos

Los espectros infrarrojos fueron realizados en pastillas de KBr (con una proporcion
de 1 mg de compuesto por cada 100 mg de KBr) en un espectrofotometro Perkin—Elmer
modelo FT-1725X.

4.6.4 Espectros ultravioletas
Los espectros ultravioletas se realizaron en un espectrofotometro de doble haz

Varian modelo Scan 3.

Para la toma de los espectros ultravioletas de los compuestos 11 y 111 se disolvieron

por separado 1 mg de flavano en 10 mL de metanol de grado espectroscopico.

4.6.5 Espectros RMN ‘Hy C

Los espectros RMN-"H y **C fueron tomados en un equipo de resonancia magnética
nuclear Bruker—Avance DRX 400 (a 400 y 100 MHz, respectivamente). Para cada espectro
se us6 TMS como patrén interno. Los solventes deuterados utilizados fueron escogidos de

acuerdo a la solubilidad de los compuestos aislados.

4.6.6 Espectros de masas
Los espectros de masas se realizaron utilizando un espectrometro de masas Hewlett-

Packard 59302 y un potencial electrénico de 70 eV.

4.7 Andlisis espectroscopicos: Después de obtener las constantes fisicas de los
productos aislados, se les realizaron los estudios espectroscopicos necesarios, utilizando las
técnicas: IR, UV, EM, RMN *H, 3C y técnicas bidimensionales de RMN como *H,'*H
COSY, HMQC y HMBC.

Inicialmente se utilizara la espectroscopia de infrarrojo, IR (Bellamy, 1975), para la
determinacion de algunos grupos funcionales, y ademas para la confirmacion de derivados
que puedan producirse como resultado de reacciones quimicas aplicadas a los productos

obtenidos.
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Por otro lado, la espectroscopia ultravioleta, UV (Scott, 1969), se utilizara para
compuestos que presenten, como parte de su estructura, grupos cromadforos. Esta técnica es
de gran importancia para la identificacion de compuestos aromaticos como flavonoides y
xantonas, ya que la frecuencia de cada banda y los coeficientes de extincion estan tabulados
para cada sistema en particular, ademas permite identificar dichos compuestos al realizar
reacciones quimicas que producen desplazamientos en las bandas y que aportan

informacion en la elucidacion estructural.

Con respecto a la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono-13,
RMN *3C (Kalinowski y colaboradores, 1988) es la técnica que indica el nimero y tipo de
carbonos presentes en la molécula, es decir, en funcién a la hibridacion y grado de

sustitucion que presentan lo que ayuda a determinar la formula molecular.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrégeno, RMN *H, (Atta-
Ur-Rhaman, 1986; Jackmann y Sternhell, 1969) es la técnica espectroscopica de mayor uso
debido al aporte de informacion que proporciona referente a las caracteristicas propias de
cada compuesto, la presencia o ausencia de algunos grupos funcionales, la posicion de
sustituyentes y algunos rasgos que permiten la elucidacion de las estructuras, esto debido a
que determina las constantes de acoplamiento, la multiplicidad y los desplazamientos de las

sefiales, siendo la técnica por excelencia que aporta mayor ayuda al investigador.

Las técnicas bidimensionales RMN *H,*H COSY, HMQC, HSQC, HMBC, entre
otras, completan la informacion en torno a la estructura. EI experimento ‘H,'*H COSY
permite observar las correlaciones existentes entre hidrégenos vecinales y geminales; por
su parte los experimentos HMQC y HSQC son utilizados para establecer las correlaciones
entre cada carbono con su respectivo hidrégeno, y finalmente el experimento HMBC es
empleado para determinar las correlaciones entre carbonos e hidrégenos a dos, tres y hasta

cuatro enlaces (Breitmaier, 2002).

La espectrometria de masas, EM (Waller, 1972) (Budzikiewicz y colaboradores,
1967) proporciona el peso molecular de los productos aislados y aporta informacion
estructural a través del analisis de los patrones de fragmentacion.
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Compuesto 1. B-sitosterol:

Este compuesto fue aislado de las fracciones 13-16, provenientes del proceso
cromatografico en columna de silica-gel realizado al extracto de diclorometano,
obteniéndose como cristales blancos, con un peso de 97,2 mg. La purificacion de este

esterol se logré empleando cromatografia de capa fina preparativa.

Férmula molecular: CyHs00

Punto de fusion: 139-141 °C

indice de refraccién: [a]p?: -36°

Peso molecular: 414 g/mol

Espectro Infrarrojo: (ver figura 22 y tabla 6)
Espectro de Masas: (ver figura 23)

Espectro de RMN *3C: (ver figura 25 y tabla 7)
Espectro de RMN *H: (ver figura 26 y tabla 8)
Experimento HMQC: (ver figura 29)
Experimento *H,"H COSY: (ver figura 30)
Experimento HMBC: (ver figura 31)
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Compuesto 1. (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano:

Este compuesto fue aislado de las fracciones 15-18 del extracto de metanol
obtenidas por cromatografia en columna de Sephadex® LH-20 usando como eluyente
metanol, y fue posteriormente purificado por cromatografia de capa fina preparativa
empleando como eluyente una mezcla de diclorometano/acetona en proporciones 4:6 y con
un total de 3 recorridos a cada placa, obteniéndose un peso de 51,8 mg. Este compuesto fue

reportado anteriormente por Markham y Ternai en el afio 1976.

Formula molecular: C15H140¢

Punto de fusion: 248-249 °C

indice de refraccion: [o]p?: -68°

Peso molecular: 290 g/mol

Espectro Infrarrojo: (ver figura 33 y tabla 11)
Espectro de Masas: (ver figura 34)

Espectro de RMN 3C: (ver figura 35 y tabla 12)
Espectro de RMN *H: (ver figura 36 y tabla 13)
Experimento HSQC: (ver figura 38)
Experimento *H,"H COSY: (ver figura 40)
Experimento HMBC: (ver figura 41)

Espectro UV: (ver figura 42)
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Compuesto I11. (2-trans)- 3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano:

Este flavano fue obtenido de las fracciones 22-25 empleando el mismo
procedimiento cromatografico que se utilizé para el compuesto Il y se recristalizd en
metanol, con un peso de 42,1 mg. Este compuesto se reportd en el afio 1987 por Naherstedt

y colaboradores.

Formula molecular: Ci5H140¢

Punto de fusion: 178-179 °C

indice de refraccion: [o]p?: +15°

Peso molecular: 290 g/mol

Espectro Infrarrojo: (ver figura 44 y tabla 16)
Espectro de Masas: (ver figura 45)

Espectro de RMN 3C: (ver figura 46 y tabla 17)
Espectro de RMN *H: (ver figura 47 y tabla 18)
Experimento HMQC: (ver figura 48)
Experimento *H,"H COSY: (ver figura 49)
Experimento HMBC: (ver figura 50)
Espectros UV: (ver figura 51)
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4.8 Preparacion del ensayo bioldgico: La actividad antibacteriana se determiné
por el método de difusion del disco en agar (Rangel y colaboradores, 2001), modificada en
el laboratorio. Este ensayo se hizo por duplicado. Se ensayaron los siguientes

microorganismos:

v Cepas Gram-positivas:
e Enterococcus feacalis (ATCC 29212)
e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)
(nosocomial)
v Cepas Gram-negativas:
e Kiebsiella pneumoniae (ATCC 23357)
e Pseudomonas aeruginosa (nosocomial)
v Hongos:
e Candida albicans (ATCC 44548).

4.8.1 Preparacion de los indculos bacterianos: Se realizaron a partir de cepas
frescas purificadas en un medio de cultivo basico; con un asa de aro se tomd una pequefia
cantidad de colonias para luego ser suspendidas en una solucion de cloruro de sodio (NaCl)
al 0,85% estéril, hasta alcanzar la turbidez equivalente al patrén 0,5 McFarland (10°®
UFC/ml).

4.8.2 Preparacion de las placas e inoculacion: Se colocaron 20 mL del preparado
estéril de agar Mieller-Hinton en las placas de petri previamente esterilizadas, dejandose
solidificar a temperatura ambiente. Una vez preparadas las placas se inocularon de forma
homogénea en la superficie de cada una de ellas con los indculos bacterianos, utilizando
para ello un hisopo de algoddén estéril (Garcia y colaboradores, 1998) (Velasco y
colaboradores, 2007). Luego se coloco sobre la superficie un disco de papel de filtro (13
mm diametro) previamente impregnado con 10 pL del extracto en estudio, ademas fue
colocado en la misma placa, el disco del control negativo respectivo, impregnado sélo con
DMSO (dimetilsulféxido) y el disco estandar del antibidtico de referencia como control

positivo para cada uno de los microorganismos (figura 18) (tabla 4).
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Tabla 4. Antibioticos de referencia como controles positivos de cada cepa bacteriana.

] ) Compuesto de referencia Cantidad impregnada
Microorganismo o ] Marca
(Antibiédtico) en el disco (ug)

E. faecalis Penicilina 10 BBL™
S. aureus Vancomicina 30 BBL™
K. pneumoniae Cefotaxima 30 Liofilchem s.r.|
P. aeruginosa Polimixina B 300 BioDiscs
C. albicans Fluconazol 25 BBL™

4.8.3 Preincubacion e incubacion: Después de la colocacion de los discos en las
placas de agar Mueller-Hinton, éstas se preincubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos y finalmente se incubaron a 37°C durante 24 a 48 horas en la estufa (De Los Rios
y colaboradores, 1999) (Rondén y colaboradores, 2006) (Velasco y colaboradores, 2007).

4.8.4 Lectura de las pruebas: Transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a
revisar cada una de las placas. Se consider6 como resultado positivo o sensible (actividad
antibacteriana) cuando un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano se observo
alrededor del disco. En el caso contrario, la ausencia de dicho halo se interpret6 como

negativo o resistente (sin actividad antibacteriana).
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%

E. feacalis S. aureus K. pneumoniae P.aeruginosa  C. albicans

(ATCC 29212) (SARM) (ATCC 23357) (Nocosomial)  (ATCC 44548).

NN LSS

Dilucion de cada cepa
en sol. salina fisioldgica
hasta una concentracion
de 1058
® Disco impregnado del extracto

Inoculacién de cada cepa Control positivo, impregnado con antibidtico

por separado y por Control negativo, impregnado de solvente DMSO
duplicado

Figura 18. Procedimiento experimental empleado para determinar la actividad antibacteriana

de los extractos de diclorometano y metanol de los frutos de Heliocarpus americanus L.
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

Heliocarpus americanus L. (figura 16) se recolect6 en la ciudad de Mérida, en el
sector La Hechicera, a la altura de la Capilla Universitaria, obteniéndose un peso total de 5
Kg. La planta fue identificada por el profesor Gilberto Morillo por comparacion directa con
ejemplares depositados en el Herbario de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales
de la Universidad de Los Andes (MER). Los frutos tanto maduros como verdes, fueron
separados del resto del material vegetal, se dejaron secar a la sombra y luego fueron
extraidos utilizando un aparato de extraccién solido-liquido (soxhlet) y siguiendo un orden
de polaridad creciente con los siguientes solventes: hexano, diclorometano y metanol. En
este estudio solo se hace referencia a los extractos de diclorometano y metanol.

El extracto de diclorometano fue analizado mediante cromatografia de columna de
silice (CC), empleando como eluyente una mezcla de hexano, diclorometano y metanol en
diferentes proporciones. Las fracciones obtenidas que presentaron mayor interés fueron
separadas mediante columna de Sephadex LH-20 y capa fina preparativa (CCFP),

lograndose aislar un esterol (figura 19).

El extracto de metanol fue separado utilizando una columna de Sephadex LH-20,
empleando metanol como eluyente. Las fracciones de interés se separaron mediante CCy
CCFP, aislandose dos derivados fendlicos de tipo flavonoide (figuras 20 y 21). Cada unos
de estos compuestos fue analizado por medio de técnicas espectroscopicas (IR, UV, RMN
Hy C, y EM).
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HO

Figura 19. B-sitosterol.

OH
HO. O. \\\\\\@
- OH

,.:/,///OH

OH

Figura 20. (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano. Figura 21. (2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.
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5.1 Compuesto I. (B-sitosterol):

De las fracciones 13-16, de la cromatografia general realizada al extracto de
diclorometano, se aislé después de repetidos procesos cromatogréficos (Sephadex LH-20 y
CCFP) un solido de color blanco (97,2 mg) el cual cristalizo en forma de finas agujas con

un punto de fusion de 139-141 °C y una rotacion optica de -36°.

En su espectro infrarrojo (IR) (figura 22) se notan bandas de absorcion
caracteristicas de grupos hidroxilos a 3.417 cm™ y de dobles enlaces a 958 cm™ (tabla 6).

Del espectro de masas (figuras 23 y 24) se determind el i6n molecular a m/z 414.

96,3

90
85
80
75
70
65
60

55

%T

50
45
40
35
30
25
20
15

10
6,0

4000,0 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450,0
cm-1

Figura 22. Espectro infrarrojo (KBr) de p-sitosterol.

| Tabla 6. Bandas de absorcion del espectro IR de -sitosterol.

. . t t(a) t(s) dt dep t dfp
Asignacion O-H C-H =C-H c-C C-H C-0 =C-H
(cr:']'l) Compuesto | 3417 2958 2867 1464 1381 1054 958

a=asimétrica, d=deformacion, dep=deformacion en el plano, dfp=deformacion fuera del plano, s=simétrica, t=vibracién
de tensidn, dt=deformacion de tijera.
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En el espectro de banda ancha de RMN **C (figura 25) se observan un total de
veintinueve sefiales de carbonos (tabla 7) desglosadas en un carbono sp® unido a un oxigeno
a & 72,8; dos carbonos sp? a &: 122,7 y &: 141,8 y veintiséis carbonos sp® unidos a
hidrégenos. En el experimento DEPT-135 se distinguen seis carbonos metilos, —CHj3, once
carbonos metilenos, -CH,-, y nueve carbonos metinos, >CH- (incluyendo uno olefinico y
uno oxigenado), por lo que los tres carbonos restantes corresponden a carbonos
cuaternarios.

cé

DEPT-135

C5

» BB

c3 C17||C14 co |C24 c20 6127
c

2 c18
21 Cc29
Cc19

c25 c
W e r’-m
Y“ ﬂ DEPT-135
c7llce 1

C12 22 C1 c16 c2aczg  CM1

C10 —

X
C13
| | N L
i M 21

. BB
» 18
12

T T T T
ape w © L] -

29

HO

6 26 27

Figura 25. Espectro RMN **C (CDCls, 100 MHz) de p-sitosterol.



39

Tabla 7. Desplazamientos () en el espectro RMN **C de p-sitosterol.
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3 (ppm) 38,2 32,8 72,8 43,2 141,8 | 122,7 | 329 32,7 51,1 | 375
Tipo -CH,- -CH,- | >CHO- | -CH,- >C< =C-H | -CH,- >C-H | >C-H | >C<
C 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
5 (ppm) 22,1 40,7 43,3 57,1 24,1 29,2 57,8 12,8 19,2 | 371
Tipo -CHy- | -CH,- >C< >CH- | -CH,- | -CH,- | >CH- | -CH; | -CH; | >CH-
C 21 22 23 24 25 26 27 28 29
5 (ppm) [ 198 34,9 27,1 46,8 302 [ 20,8 | 200 253 | 12,9
Tipo -CH3 -CHy- | -CH,- | >CH- | >CH- | -CH; | -CH; | -CH,- | -CHj

El espectro RMN

'H (figura 26) muestra sefiales de seis metilos entre &: 0,80 y

d: 1,30, asi como también, un gran grupo de sefiales de protones unidos a carbonos del

esqueleto entre &: 1,30 y &: 2,30; ademéas en &: 3,52 se aprecia una sefial ancha de un

hidrogeno unido a un carbono oxigenado (que por los grupos funcionales vistos en el

espectro IR se podria asignar como un grupo hidroxilo). También se logra distinguir una

sefial en &: 5,35 caracteristico de un hidrogeno olefinico (tabla 8).

M9 126 w27 1us
H29
H21
J‘. -,'.
e~
ladd H? H15 ) H18
- H2 Hl H16
H12 H11
now a2 2.0 i) e e ) ) o8 FX)
H3 u

e
3.5

T

3.0

2.5

Figura 26. Espectro RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) de -sitosterol.
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Tabla 8. Desplazamientos () en el espectro RMN 'H de algunos protones de B-sitosterol.

H 1ec lax 29(2 Zax 3 480 6 7EC 7a>< 8 9
d(ppm) | 1,84 | 1,07 | 1,99 150 | 3,52 2,28 5,35 1,91 1,84 1,44 | 0,92

M t t c c tt dd d dd dd m c
J (H2) - - - - 16;5 | 13;5 6 - - - -

H 1. | 12 | 14 | 15. | 16e | 16 | 17 18 19 20 21

é(ppm) | 1,48 | 2,01 | 1,10 1,55 1,28 1,25 | 0,96 | 0,59 1,04 1,35 | 0,95

M c t c c c c c S S m d
J (H2) - - - - - - - - - - 6,5
H 22 23 24 25 26 27 28 29
d(ppm) | 1,31 | 1,11 | 0,93 1,66 0,85 0,82 1,02 0,80
M c c m m d d m t
J (H2) - - - - 7,0 7,0 - 7,7

c=cuarteto, d=doblete, dd=doblete de dobletes, m=multiplete, M=multiplicidad, s=singulete t=triplete, tt=triplete de
tripletes.

Estos datos permitieron establecer su formula molecular, C,9Hs500, correspondiente
al ién molecular observado en el espectro de masas (figura 23); y si se toman en cuenta los
cinco grados de insaturacion que rige dicha formula, los grupos funcionales presentes, el
nimero y la naturaleza de sus carbonos e hidrogenos que la conforman, podemos concluir

que se trata de un esteroide tetraciclico de la serie del estigmastano (figura 27).

Figura 27. Esqueleto fundamental de los esteroides de la serie del estigmastano.

El analisis del experimento HMQC (figura 29) permiti6 correlacionar cada carbono
con su respectivo hidrégeno. Por otro lado, en el experimento *H,"H COSY (figura 30,
tabla 9) se observan acoplamientos de un hidrogeno metino, H-3 (que resuena como un
triplete de tripletes a & 3,52) con dos pares de hidrdégenos vecinos: H-2 que aparecen entre
6 1,50-1,99 y con H-4 que se muestran entre & 2,15-2,35. También se destacan
correlaciones del hidrogeno olefinico H-6 (doblete de dobletes, & 5,35) con un par de

hidrogenos vecinos, (H-7¢, 6 1,91 y H-74, & 1,84) tal como se muestra en la figura 28.



Figura 28. Acoplamientos del protdn olefinico (H-6) con los protones vecinales (H-7) y de H-3
con los H-2 y H-4.
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Figura 29. Experimento HMQC (CDCl;) de p-sitosterol.
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Figura 30. Experimento *H,"H COSY (CDClI;) de p-sitosterol.

Tabla 9. Interacciones significativas en el experimento *H,"H COSY de p-sitosterol.

—>| H3 |®| H-2,.
E""a,e

| H6 <3 17,
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Figura 31. Experimento HMBC (CDCl;) de g-sitosterol.
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Tablal0. Interacciones significativas en el experimento HMBC de B-sitosterol.

H-1

H-16

\ H-18 H c-13

(@]
o

=N ot

H-4 Ha

Con el punto de fusién y los analisis espectroscopicos anteriores, se ubicé en la
bibliografia (Kovgandro y colaboradores, 2000) que el compuesto | correspondia al
B-sitosterol (figura 30), el cual es un derivado de la serie del estigmastano; esta informacion
permitié asignar correctamente los desplazamientos de cada carbono en el espectro de
RMN 23C y de los hidrégenos en el espectro de RMN *H, y para confirmar dicha estructura
se hizo el estudio del experimento HMBC (figura 29) donde se perciben las correlaciones

de carbonos e hidrogenos a tres enlaces (tabla 5).

HO

Figura 32. Estructura de | (B-sitosterol).
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5.2 Compuesto Il. (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano:

De las fracciones 15-18 del proceso cromatografico general realizado en columna de
Sephadex LH-20 para el extracto de metanol, y tras repetidos procesos de cromatografia de
capa fina preparativa (CCFP), se lograron aislar 51,8 mg de un sélido de color amarillo
claro el cual presentdé un punto de fusion de 248-249 °C y una rotacién Optica de -68°.
Dicho sélido al ser cromatografiado sobre capa fina (CCF), presentaba una coloracion
amarilla oscura bajo luz UV (366 nm) que se intensificaba al ser revelado con una solucién
de oleum (H,O/H,SO4/AcOH 8/2/40 v/v), lo que es caracteristico de derivados fendlicos,

como los flavonoides.

En el espectro IR (figura 33), se observan bandas de vibracion de tension O-H a
3457 cm™, correspondientes a hidroxilos fendlicos, vibraciones de tensién =C-H a 2932
cm, bandas de tensién C=C de carbonos sp? a 1521 cm™, ademas se aprecian bandas de
vibraciones de tension de enlaces C-O a 1143 cm™ (tabla 11). El espectro de masas

present6 un ion molecular de 290 m/z (figura 34).

100.00-
%T _..——"'\

0.00 y Y Y T
4000 3000 2000 1000 oml

Figura 33. Espectro infrarrojo (KBr) de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.
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| Tabla 11. Bandas de absorcion del espectro IR de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.

. - t t t t df
Asignacion O-H =C-H c=c c-0 _c'H
| v (cm™) [ 3457 ][ 2032 [ 1521 [ 1143 || 794 |

dfp=deformacién fuera del plano, t=vibracion de tensién.

r (641:805) Avg 5.@78:7.564 rrif}{".;%mm V1S:CRIT@?7.D

| 187 .

i 8.4 / 128 2385

g b~ |

© 2.3 o | 183 :

‘ : Il : 255

8 T i | o 7 298
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2 1R NI R !
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[ —_— _MasssCharge

R

R

Figura 34. Espectro de masas de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano .

En el espectro de RMN *3C de banda ancha (figura 35, tabla 12), se observan un

total de 15 carbonos, y segun el desplazamiento quimico, se distingue un metileno (5 28,4),

siete sefiales de carbonos sp? cuaternarios, de los cuales cinco sefiales corresponden a

carbonos cuaternarios oxigenados (8 156,7; 156,4; 155,9; 144,6; 144,7) y dos a carbonos

solo unidos a carbonos (5 98,7 y 130,8); ademas se observan dos carbonos sp® oxigenados

(6 78,2y 6 65,1), y cinco senales de metinos (6 118,2; 115,1; 114,9; 95,3 y 94,3).
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Figura 35. Espectro RMN *©C (DMSO-Ds, 100 MHz) de (2-cis)-3,3°,4°,5,7-
pentahidroxiflavano.

Tabla 12. Desplazamientos (3) en el espectro RMN C de (2-cis)-3,3,4",5,7-
pentahidroxiflavano.

L ¢C L2 | 8 J[ 4 | s J[ 6 J[ 7 || 8 | 9 |
| 3(ppm) || 782 || 651 || 284 || 1559 || 943 || 1564 || 953 || 156,7 |
| Tipo |[>cHo-|[>cHo-][ >CH, ][ =C(0)- ][ =CcH- |[=C(0)-][ =CH- ][ =c(0)- |
| C Lo [ v [ 2 [ & | & [ 5 |[ & |
| 3(ppm) || 98,7 || 130,8 || 114,9 || 1446 || 1447 || 1151 || 1182 |
| Tipo |l =C< J[ =C< J[ =CH- || =C(0)- |[ =C(Q)- ][ =CH- |[[ =CH- |

En el espectro RMN H (figura 36, tabla 13) se observan cinco sefiales ubicadas a
campo bajo, en la zona de los protones aromaticos, que integran para cinco hidrégenos
(6: 6,88-5,71). A campo alto y medio se ubican cuatro sefiales que integran para cuatro
protones (6 2,45-4,66), y de las cuales dos de ellas, segln sus desplazamientos quimicos,

son caracteristicas de hidrégenos enlazados a carbonos sp* oxigenados (& 4,66 y & 3,99).
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Hg HE'
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Figura 36. Espectro RMN 'H (DMSO-Dg, 400 MHz) de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.

Tabla 13. Desplazamientos (6) en el espectro RMN 'H de (2-cis)-3,3,4°,5,7-
pentahidroxiflavano.
H 2 3 4a 4b 6 8 2 5 6
d(ppm) 4,66 3,99 2,67 2,45 571 (589 | 6,88 6,66 6,64
M d ddd dd dd d d d d dd
J(Hz) 2,2 4,0;2,2;4,6 | 16,1;4,0| 16,1;4,6 2,1 2,1 2,1 8,1 8,121

d=doblete, dd=doblete de dobletes, ddd= doblete de doblete de dobletes, M=multiplicidad.

La informacién obtenida de los espectros de RMN *H y **C, donde se puede
observar la naturaleza de los hidrogenos y carbonos presentes, permite determinar como
férmula molecular del compuesto 11, C15sH140¢, l0 que indica que presenta 9 insaturaciones.
La ausencia en el espectro RMN **C de una sefial correspondiente a un grupo carbonilo y

de su banda caracteristica en el espectro IR, junto a las caracteristicas fisicas ya antes
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mencionadas, nos permite proponer como estructura base el esqueleto de los flavanos
(figura 37) (Marcano y Hasegawa, 2002; Harborne, 1988, 1992, 1994). Dicho esqueleto
presenta una insaturacion que corresponde al anillo pirano y 8 insaturaciones de dos anillos
aromaticos, lo que concuerda con las 9 insaturaciones esperadas segun la férmula

molecular para el compuesto 1.

Figura 37. Esqueleto basico de los flavanos.

Mediante el uso del experimento HSQC (figura 38) se asignaron los carbonos
presentes en el esqueleto flavonoide con sus respectivos hidrogenos, ademas se determind
la presencia de un metileno ubicado a 6 28,4, el cual presentd conectividad con las sefiales
de dos hidrégenos localizados a & 2,45 y 6 2,67, que por su desplazamiento quimico es
caracteristico del metileno que se encuentra en la posicion C-4 de los flavanos. Es
importante sefialar que en este experimento las correlaciones de color rojo corresponden a

las sefiales debidas a metilenos, y las de color azul corresponden a metinos y metilos.
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Figura 38. Experimento HSQC (DMSO-Dg) de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.

Con la finalidad de conocer el patron de sustitucion en el esqueleto flavonoide y
asignar los hidrégenos presentes, se procedié a realizar el analisis del experimento *H,'H-
COSY (figura 40, tabla 14), en el cual se observan las correlaciones de varias sefiales
caracteristicas de los hidrdgenos presentes en el anillo pirano (anillo C) en las posiciones
C-2, C-3 y C-4 con sus hidrégenos vecinos; una de ellas corresponde a un doblete de

doblete de dobletes que integra para un proton ubicado a 6 3,99 (H-3) y que presenta
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acoplamiento con los hidrogenos del metileno [0 2,45 y 6 2,67 (H4a y H4b)] y con el
proton localizado a 6 4,66 (H-2); ademas se distinguen la correlacion de un doblete que
integra para un hidrogeno [6 4,66 (H-2)], correspondiente al proton del carbono C-2, con su
hidrogeno vecino [d 3,99 (H-3)]. En este experimento también se distinguen dos sefiales
correspondientes a dos dobletes (6 5,71 y 6 5,89) (H6 y H8) que integran para un protén

cada una y que debido a su desplazamiento quimico pertenecen al anillo A del flavonoide.

La presencia de un sistema AMX, conformado por tres sefiales a & 6,66 (H5',
doblete, J= 8,1 Hz), & 6,64 (H6', doblete de dobletes, J;= 2,1y J,= 8,1 Hz) y 6 6,88 (H2',
doblete, J= 2,1 Hz) que integran para un proton cada una, que definen al anillo B como
trisustituido en las posiciones C-1', C-3' y C-4'. Basandonos en esta informacion,
procedimos a asignar los carbonos desde C-2 a C-6 segun los valores conocidos para

flavonoides que presentan dicho patrén de sustitucién (figura 39) (Bohm, 1998).

OR
RO o ‘

O )

OR

OR

Figura 39. Patron de sustitucion del compuesto 1.
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Figura 40. Experimento ‘H,"H COSY (DMSO-Dg) de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.
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Tabla 14. Interacciones significativas en el experimento 'H,'H COSY de (2-cis)-3,3",4°,5,7-
pentahidroxiflavano.

H-6 H-8

| H-2’ |e% H-6" |e>| H-5° |

Para determinar las posiciones de algunos sustituyentes presentes en el compuesto
Il y confirmar el patron de sustitucion propuesto, se procedio al andlisis del experimento
HMBC, el cual permite observar las correlaciones C-H a dos y tres enlaces (figura 41), de
esta manera se observa una correlacion entre el carbono asignado como C-4 (6 28,4) y el
protén ubicado a & 4,66 asignado como H-2; también se distingue la correlacion del
carbono localizado a 6 78,2 (C-2) con el hidrogeno que resonaba a 6 6,88 (H-2’), con los
protones ubicados sobre el metileno [6 2,45 y & 2,67 (H-4a y H-4b)] y con el proton
asignado como H-6" (6 6,64) (tabla 15).

Otra correlacion observada en este experimento corresponde al carbono C-9
(6 156,7) con varios hidrégenos como son: H-2 (6 4,66), H-6’ (6 6,64) y H-4a y H-4b
(602,45 y 6 2,67). Por su parte el carbono localizado a 6 130,8 correlacion6 con los protones
H-2 (6 4,66), H-6" (5 6,64), H-3 (& 3,99) y H-5" (8 6,66). Con respecto al carbono C-3
(65,1) se observd su acoplamiento con los hidrogenos del metileno [ 2,45 y 6 2,67 (H-4a 'y
H-4b)] y con H-2 (3 4,66).
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Figura 41. Experimento HMBC (DMSO-Dg) de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.

Tabla 15. Interacciones significativas en el experimento HMBC de (2-cis)-3,3",4,5,7-

pentahidroxiflavano.

H-4a H-5'
[Haa > c3 Jes{ n2 ] [ e Jes] o1 e |
H-4a
H-3
| H-4a H c2 H H-2" | -
| Heda H C-9 |@| H-8 |
| 12 k> c6 |esf 12 |
| -2 H Cc-4° ]@{ H-6’ | H-3
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El espectro UV del compuesto 11 en MeOH (figura 42) presentd dos bandas bien

definidas con longitudes de onda caracteristicas de los flavanos (240 y 280 nm).

3,0~ €max - 8260
2,54

2,0
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1,5 1
€max - 2610
1,0 5

0,5- /

0,0 4 =

T X T . T : T T T
200 250 300 350 400
Long de onda (nm)

Figura 42. Espectro UV de (2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano en MeOH.

De acuerdo al anélisis espectral, a lo reportado en la bibliografia (Markham
y Ternai, 1976) (Agrawal, 1987), y a la constante de acoplamiento observada en el espectro
de RMN *H entre los protones H-2 (5 4,66) y H-3 (5 3,99) (J= 2,2 Hz) la cual indica un
angulo diedral proximo a 60°, se logr6 determinar que el compuesto Il correspondia al (2-

cis)-3,3",4°,5,7-pentahidroxiflavano (figura 43).

OH
HO 0 \\\‘\\ij[
" OH

.u,,//OH

OH

Figura 43. Estructura de 11 [(2-cis)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano].
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5.3 Compuesto I11. (2-trans)- 3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano:

De las fracciones 22-25 de la cromatografia general realizado en columna de
Sephadex LH-20 al extracto de metanol, y tras repetidos procesos cromatograficos de capa
fina preparativa (CCFP), se lograron aislar 42,1 mg de un solido amarillo el cual presento6
un punto de fusion de 178-179 °C y una rotacion Optica de +15° Este solido al ser
cromatografiado sobre capa fina (CCF), presentaba caracteristicas similares al compuesto
Il, ya que la coloracion observada bajo luz UV (366 nm) era amarilla oscura y al ser
revelado con una solucion de oleum (H,O/H,SO4/AcOH 8/2/40) se tornaba mas intensa, lo

que sugirié que nuevamente se estaba en presencia de un compuesto de tipo flavonoide.

El espectro IR (figura 44, tabla 16) presenta sefiales correspondientes a vibraciones
de tensién O-H a 3411 cm™ caracteristicas de grupos hidroxilos fenélicos, vibraciones de
tension =C-H a 2950 cm™, vibraciones de tensién del enlace C=C a 1514 cm™ y
vibraciones de tensién de enlaces C-O a 1144 cm™. En el espectro de masas (figura 45) se

observé un ién molecular a m/z 290.

100.00
“T

0.00 Y y Y v
4000 3000 2000 1000 om-

Figura 44. Espectro infrarrojo (KBr) de (2-trans)-3,3",4°,5,7-pentahidroxiflavano .
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Tabla 16. Bandas de absorcion del espectro IR de (2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano. |

Asignacion o i cec co o
| viem™) | 3a1r || 2050 || 1514 || 1144 || s |

dfp=deformacion fuera del plano, t=vibracién de tension.

%(641:847) Avg 6.196:8.0855 min. from V1S:CRIT@8.D T

4§ 238 ,
241 ™ - |
237" 25{?’\ ~ e

Abundance

@. 4] 213
208

2.3";/ i/

l 1“ T T T

218 228 ESB 24@ 25@ 269 288 290 308
Mass-Charge ] ) |

TN

|
|

Figura 45. Espectro de masas de (2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano .

El espectro de RMN “*C (figura 46, tabla 17), con un total de 15 carbonos, es
similar al del compuesto 11 y en el espectro de RMN *H (figura 47, tabla 18) se observaron
sefiales similares en numero y forma a las del compuesto Il, presentando solo ligeras
diferencias en los desplazamientos quimicos reportados para el compuesto anterior.
Tomando en cuenta estas informaciones espectroscopicas, y debido a las caracteristicas
fisicas descritas anteriormente, presumimos que el compuesto Il corresponde a una

estructura isomérica del compuesto I1.
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Figura 46. Espectro RMN C (DMSO-Ds, 100 MHz) de (2-trans)-3,3',4°,5,7-
pentahidroxiflavano.

Tabla 17. Desplazamientos (6)

en el espectro RMN C de (2-trans)-3,3",4°,5,7-

pentahidroxiflavano.

| ¢C L2 |l 3 [ 4 [ 5 [ 6 || 7 [ 8 [ 9 |
| 3(ppm) || 81,4 || 66,8 || 282 || 1558 || 945 || 156,7 || 957 || 156,9 |
| Tipo |[>cHO-][>cHo- || >CH, |[ =C(0)- |[ =CH- |[=C(0)-|[ =CH- ][ =C(0)- |
| C L 10 | v [ 2 || 3 [ 4 || 5 [ 6 |

| 3(ppm) || 99,7 || 1311 || 1150 || 1453 || 1454 || 1157 || 1190 |

| Tipo |l =C< ][ =C< |[ =CH- || =C(0)- |[=C(Q)- || =CH- || =CH- |
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Figura 47. Espectro RMN 'H (DMSO-Ds, 400 MHz) de (2-trans)-3,3",4°,5,7-

pentahidroxiflavano.

pentahidroxiflavano.

Tabla 18. Desplazamientos (3) en el espectro RMN 'H de (2-trans)-3,3",4°,5,7-

H 2 3 4a 4b 6 8 2 5 6
d(ppm) 4,48 3,82 2,64 2,34 570 | 587 671 6,60 6,58

M d ddd dd dd d d d d dd
J(Hz) 7,4 79,7453 |16,0,53]16,0, 79| 272 2,2 2,0 80 | 8,0;2,0

d=doblete, dd=doblete de dobletes, ddd= doblete de doblete de dobletes, M=multiplicidad.

Con la finalidad de confirmar lo antes mencionado, se procedié al analisis de los

espectros bidimensionales, encontrando una gran similitud respecto al compuesto 11, tanto

entre las sefiales como entre las interacciones de los diferentes experimentos (COSY,
HMQC y HMBC) (figuras 48, 49 y 50) (tabla 19 y 20), lo que facilité el analisis y la

discusion de dichos espectros. Asi pues, se pudo determinar que el compuesto 111 poseia el

mismo patron de sustitucion sobre el esqueleto flavonoide.



60

He'
U M Hda g

C4/H4a C4/H4b
@ O

C3—

C2— C2H2 @

C8/Hs8

Co
= o 8CEHS

.
21 |comremcsHs

o —— “@ C6/He

T

F1 [ppm]

3 F2 [ppm]

40

80

100

120
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Tabla 19. Interacciones significativas en el experimento *H,'"H COSY de (2-trans)-3,3",4,5,7-

pentahidroxiflavano.
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Figura 50. Experimento HMBC (DMSO-Dg) de (2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.
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Tabla 20. Interacciones significativas en el experimento HMBC de (2-trans)-3,3",4",5,7-

pentahidroxiflavano.

H-4a

[t e 4 o 12
[aa Jes] o2 Jesf 112" |

| H-2' H C-6° |®| H-2 |
[ feofer feofie |

E

J

|16 e cr fesf |

Nuevamente, el estudio por espectroscopia ultravioleta-visible en MeOH del

compuesto Il (figura 51) presentd dos bandas bien definidas caracteristicas de los

flavanos, al igual que lo observado para el compuesto 1.
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Figura 51. Espectro UV de (2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano en MeOH.
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Sobre la base de lo anteriormente expuesto y segun la constante de acoplamiento

observada entre H-2 y H-3 (J= 7,4 Hz), la cual indica un &ngulo diedral de

aproximadamente 120°, correspondiente a un acoplamiento trans, ademas de lo reportado

en la bibliografia (Naherstedt y colaboradores, 1987), se determind que el compuesto 111

correspondia al (2-trans)- 3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano (figura 52).

Figura 52. Estructura de 111 [(2-trans)-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano].

5.4 Ensayo antibacterial:

Los resultados del ensayo antibacterial realizado a los extractos de diclorometano y

metanol de los frutos de Heliocarpus americanus L., frente a Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Candida

albicans, se reportan en la tabla 21.

Tabla 21. Actividad antibacterial de los extractos de diclorometano y metanol de los frutos de

Heliocarpus americanus L.

CEPAS

Extracto de DCM (mm)

Extracto de MeOH (mm)

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Staphylococcus aureus (SARM)

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Pseudomonas aeruginosa (Nosocomial)

Candida albicans ATCC 44548

o o] o o o

o o] o o] o
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6. CONCLUSIONES

X Del extracto de diclorometano de los frutos de la especie Heliocarpus americanus
L. se logro aislar e identificar por medio de técnicas espectroscopicas uni y bidimensionales

un terpenoide (esterol) de nombre: -sitosterol.

X Del extracto de metanol se lograron separar por medio de técnicas cromatograficas
dos flavanos, que presentaron estructuras epiméricas:

= (2-cis)- 3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.

=  (2-trans)- 3,3",4",5,7-pentahidroxiflavano.
Ambos compuestos fueron identificados mediante técnicas espectroscopicas uni y

bidimensionales.

X A pesar de que estos compuestos han sido aislados anteriormente de otras especie,
este es el primer reporte fitoquimico que se hace para la especie Heliocarpus americanus

L., y para el género Heliocarpus.

X Los extractos de diclorometano y metanol de los frutos de Heliocarpus americanus
L., no reportaron actividad antibacterial significativa frente a Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans, siendo este estudio bioldgico el primero en reportarse para dicha especie.
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8. GLOSARIO

Agar Mueller-Hinton: Medio de cultivo que ha sido recomendado universalmente para la
prueba de sensibilidad a los antimicrobianos.

Alternas: Son aquellas hojas que salen en una cantidad de una por cada nudo y cada vez en
un lado opuesto del tallo.

Antibacteriano: Todo lo que destruye las bacterias o suprime su crecimiento o su
capacidad para reproducirse.

Bisexual: Que tienen los dos sexos, hermafrodita.
Caedizas: Hojas caducas, pérdidas de hojas y flores.

Cepa: Grupo de organismos emparentados, como las bacterias, los hongos o los virus, cuya
ascendencia comun es conocida.

Cima: Inflorescencia cuyo eje acaba en una flor, al igual que sus ramificaciones laterales.

Corimbo: Inflorescencia en la que las flores estan situadas a un mismo nivel en la parte
apical, naciendo sus pedunculos a diferentes alturas del eje principal.

Cultivo: Método de obtencion de microorganismos, células o tejidos mediante siembras
controladas en medios adecuados.

Dentadas: Hojas que tienen pequerfios dientes al margen.

Enteras: Son las hojas que tiene el margen liso.

Estambre: Hoja fértil masculina de la flor.

Estipula: Referente a la flor. Apéndice generalmente laminar y en pares en la base foliar.

Inocular: Introducir en un medio una sustancia que contiene los gérmenes de una
enfermedad.

Lobuladas: Hojas que presentan entrantes y salientes redondeados.

Opuestas: Son aquellas que estan en un numero de dos por cada nudo y cada una en el lado
opuesto del tallo de la otra.

Panicula: Inflorescencia, racemosa, compuesta de forma piramidal.
Pecioladas: Hojas que tienen peciolo que pueden tener varios tamafos.
Pétalo: Cada pieza de la corola.

Regular: Dicho de una flor, un céliz, una corola, un ovario, etc., que tiene mas de dos
planos de simetria, actinomorfo.

Simples: Hojas que tiene un limbo sin partir o, aunque este limbo este partido, las
divisiones no llegan hasta el nervio principal.

Sépalo: Cada una de las piezas del caliz.
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9. ABREVIATURAS

Acido acético
Cromatografia de columna
Cromatografia de capa fina
Cromatografia de capa fina preparativa
Cloroformo deuterado
Diclorometano
Dimetilsulfoxido
Electronvoltio

Metanol

Retro Diels-Alder
Rotacion dptica especifica

Tension asimétrica
Broad Band

COrrelation SpectroscopY
Cuarteto

Deformacidn en el plano

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Deformacion

Doblete

Doblete de dobletes

Doblete de doblete de dobletes

Deformacion fuera del plano

Deformacidn de tijera

Espectro de Masas

Coeficiente de extincion

Heteronuclear Multiple-Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
Heteronuclear Single Quantum Coherence

Infrarrojo
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Multiplete
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Resonancia Magnética Nuclear Protonica
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
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