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QETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA Y COMPOSIC!C)N
QUIMICA DE ALGUNAS ESPECIES VEGETALES DE USO ETNOBOTANICO
EN LOS ESTADOS SUCRE Y ANZOATEGUI.

RESUMEN

Se seleccionaron especies vegetales de uso etnobotanico, reportadas con efectos
bioldgicos por habitantes de los estados Sucre y Anzoategui, para obtener extractos de
sus organos Yy evaluar su actividad antibidtica, antimicdtica y antilipidémica. Los
extractos obtenidos a partir de hojas, frutos y corteza de Guazuma ulmifolia (guasimo);
hojas de Terminalia catappa L. (almendron), hojas de Erythroxylum cumanense K. y
corteza de Genipa americana L. (caruto); fueron purificados en la medida de lo posible
por medio de técnicas de extraccion liquido-liquido y cromatografia de columna hasta
obtener algunos compuestos presentes en los extractos con mayor bioactividad y se
caracterizd6 quimicamente los componentes aislados, mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear mono y bidimensional (RMN-'H y RMN-3C), ademas de
espectrometria de masas mediante ionizacion por electronebulizacion (EM/ESI). Luego
de evaluarse la actividad antibidtica y antimicdtica de los extractos se determiné que los
extractos de guasimo EMHG, EMFG y FHCG inhibieron el crecimiento de la bacteria
Micrococcus luteus mientras que EMHG, FECG y FHCG ejercieron accion contra el
hongo fitopatdgeno Trichoderma viride. El extracto metandlico de corteza de caruto,
EMC, ejercié un leve efecto antibacteriano sobre M. luteus y antifungico contra la
levadura Saccharomyces cerevisiae. El extracto metanolico de hojas de almendrén,
EMHA, ejercid actividad antibacteriana sobre E. coli, B. cereus y M. luteus, y actividad
antifangica sobre T. viride y R. orizae. Se cuantificd el contenido de triglicéridos y
colesterol total en suero de ratones albinos hiperlipidémicos tratados con el sélido SGA
aislado de la corteza de caruto, asi como con rosuvastatina como control hipolipidemico,
mediante reaccion con los reactivos Stanbio Triglicéridos Liquicolor® (triglicéridos) y
el reactivo Helfa® (colesterol). Estos experimentos permitieron establecer que la dieta
suplementada con grasa de pollo induce aumento en el contenido lipidico en los ratones,
asi como el tratamiento de estos animales con el sélido SGA reduce los niveles de
triglicéridos y colesterol total, comparado con los valores de los animales
hiperlipidémicos y los valores establecidos como normales para ratones albinos. Al
determinar el indice aterogenico se destaca la eficacia del solido SGA como posible
coadyuvante en la prevencion del riesgo coronario. Mediante analisis espectroscopicos
de RMN de los solidos STC, SGA y EC2, y datos bibliograficos reportados, se
determind que la estructura molecular para el sélido STC obtenido de las hojas de
almendrén se corresponde con la estructura quimica del poliol manitol; mientras que
para el sélido SGA, precipitado del extracto metanodlico de la corteza de Genipa
americana, se corresponde con la estructura quimica del 2,3,5-triazabiciclo[2.2.0]hexano
y el sélido EC2 aislado de las hojas de Erythroxylum cumanense es una sal alcaloidal
que posee dos sistemas de espin, uno de los cuales es una cadena lateral tipo
hexanamida.
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INTRODUCCION

Los productos naturales desempefian un papel importante en el desarrollo de farmacos,
base de las primeras medicinas, permitiendo el descubrimiento de diferentes productos,
entre ellos los antibacterianos, antifingicos y antiparasitarios (Gamboe et al., 2008). En
los ultimos treinta afios (1981-2014), de los 1562 nuevos productos farmacéuticos
aprobados por la FDA y comercializados, mas de la mitad (aproximadamente el 51%)
son productos naturales sin modificar, mezclas botanicas, derivados de fuentes naturales
0 tienen una estrecha relacion con la estructura quimica de algin producto natural

(Newman y Cragg, 2016).

Numerosas son las investigaciones enfocadas a la busqueda de sustancias antibacterianas
y antifungicas en extractos de plantas, en parte debido a la resistencia que desarrollan
dichos microorganismos frente a farmacos que se utilizan en la practica médica. Esta
situacion ha llevado a la busqueda de nuevos compuestos de origen natural con el fin de
potenciar el arsenal antibacteriano. Para ello se han empleado técnicas in vitro, dada la

sencillez y la reproducibilidad de las mismas (Ravaschino, 2007; Mufioz, 2008).

En la industria farmacéutica se hace notable la incorporacion de nuevos medicamentos
con los que se busca mejorar el nivel y la calidad de vida de las personas, estimulando
de tal forma la industrializacion de plantas medicinales y el aprovechamiento al maximo
de los recursos vegetales. Los productos elaborados a base de plantas tienen menos
efectos secundarios y, en general, causan menos reacciones adversas en comparacion
con los productos farmacéuticos sintéticos, y su empleo en la atencion médica primaria
puede conllevar a que se hagan ahorros econémicos en la preservacion de la salud de la
poblacion (Kubinyi, 1995; Franco et al., 2009; Newman y Cragg, 2016).

La importancia de los productos naturales como medicinas, se fundamenta no solamente
en sus efectos farmacoldgicos, sino en la posibilidad que ofrecen para desarrollar a partir
de estas estructuras relacionadas, nuevas drogas, las cuales deben ser menos toxicas para

el ser humano que contra el blanco a tratar (Franco et al., 2009; Ruiz, 2013).
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En cuanto a usos tradicionales de especies vegetales, el Guasimo (Guazuma ulmifolia)
ocupa un lugar en la medicina herbaria de muchos paises tropicales; de esta planta se
utilizan principalmente la corteza y las hojas. En Belice, un té de la corteza se emplea
para contrarrestar la disenteria y la diarrea, también para los problemas de prostata y
como un estimulante uterino para ayudar en el parto. En la medicina herbaria brasilefia,
la decoccidn de la corteza se utiliza para fiebres, tos, bronquitis, asma, neumonia, sifilis
y problemas hepaticos. La decoccion de la corteza también se prepara y se usa
topicamente para promover el crecimiento del cabello, para combatir parasitos del cuero
cabelludo y para tratar diversas afecciones de la piel (Sharapin y Pinzon, 2000; Barajas
etal., 2014).

Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae) es un arbol de aproximadamente 15 m de alto, su
corteza es olivacea-pardusca; presenta muchas ramas arqueadas y ramillas lepidotas. Las
hojas tienen entre 5 a 15 cm de largo, y 1,5 a 7 cm de ancho. Las flores son amarillas,
abundantes y olorosas. El fruto es elipsoide, de color café oscuro, entre 1,5 a 4 cm de
largo y entre 1 a 2,5 cm de ancho, con pequefias tuberosidades rugulosas; cavidades que
guardan numerosas semillas grises. Se encuentra en estado nativo desde México hasta
Suramérica y el Caribe, en pastos y bosques secundarios hasta los 1200 msnm (metros
sobre el nivel del mar) y ha sido introducido en los tropicos de Asia y Africa. Es una
especie de clima calido, semihimedo o himedo, que crece en suelos acidos, calizos y
bien drenados (Conabio, 2014).

Figura 1. Hojas, ramas y fruto de Guazuma ulmifolia por R. Pérez en BONPLANDIA
(1989)
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La corteza del Guasimo, de acuerdo a la literatura consultada, contiene bufadiendlidos,
cardendlidos, esteroles insaturados, flavonoides, leucoantocianinas, beta-sitosterol y
terpenoides. También contiene acido kaurenoico ampliamente documentado a través de
los afios como antibacterial y antifingico (Magos, 2008). Ademas de ser una fuente rica
en taninos y proantocianidinas, una en particular, la procianidina B2, ayuda a validar el
uso de larga data de esta planta en varios paises contra la alopecia (Magos et al., 2008;
Barajas et al., 2014). Los resultados obtenidos por Barajas et al. (2014) demuestran que
el extracto hidroalcohdlico de corteza de guasimo pulverizada (Guazuma ulmifolia), a la

concentracion de 4 mg/ml, ejerce actividad antimicrobiana contra Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella tiphymurium, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

OH

OH

OH
OH

Figura 2. Estructura quimica de la procianidina B2.

En otro orden de ideas, el colorante azul oscuro — violeta (dependiente del pH) que se
produce a partir del jugo del fruto del arbol Genipa americana L. (Rubiaceae), conocido
con los nombres comunes de huito, jagua, caruto, tapaculo, etc. (espafiol), genipa
(inglés), bois de fer (francés) y genipapo (portugués), es atribuido a un principio activo
denominado genipina, el cual ha sido estudiado desde diversas perspectivas, incluyendo
la formulacion de pigmentos de diversos colores (amarillos, azules, rojos, etc.) para la
industria alimentaria y de cosméticos decorativos, como entrecruzante atdxico para la
formulacion de hidrogeles basados en biopolimeros con grupos amino, para la
preparacion de bioadhesivos usados en el tratamiento de heridas y como soporte a base
de proteinas para la regeneracion de nervios, como reactivo forense para el

levantamiento de huellas dactilares latentes en productos de papel, etc. (Larez et al.,



2014).
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Figura 3. Estructura quimica de la genipina, aislada de Genipa americana L.

La especie Genipa americana (Rubiaceae) cuyo nombre deriva de tupi-guarani que
significa mancha oscura o fruto que sirve para pintar; americana: procedente de
América. Es un arbol de tamafio pequefio a mediano, de 8 a 20 m de altura, sin embargo
se encuentran especimenes de hasta 30 metros. El didmetro del tronco es de 30 a 80 cm
y tiene una corteza gruesa y suave. Cuenta con una copa densa y las ramas mas bajas
crecen mas o menos en forma horizontal, con 10 a 35 hojas en los extremos. Su fruto es
grande, tipo baya, de 9 a 15 cm de largo, 7 a 9 cm de ancho, con una masa entre 200 y
400 g; tiene una capa delgada y correosa de 1 a 2 cm de espesor, y su pulpa es de color
amarillo-marrén. Las semillas son duras, planas y de color marrén oscuro. Son de 10 a
12 mm de longitud. Crece naturalmente a lo largo de ambas costas en México y a través
del norte de América del Sur hasta Paraguay y el norte de Argentina. Esta especie
también se puede encontrar en las Antillas Mayores (a excepcion de Jamaica) y en

muchas de las islas de las Antillas Menores. (Francis, 1993; Biotrade, 2011).

A esta especie se le atribuye una amplia variedad de usos medicinales. La decoccién de
las hojas tiene potencial antidiarreico y antisifilico (Corréa, 1984). Souza et al. (2013) le
atribuyen propiedades antianémicas, depurativas y como coadyuvante para tratar
contusiones y dislocaciones. Ademas de los iridoides caracteristicos de la familia
Ruibiaceae, se ha identificado en Genipa americana la presencia de taninos (Revilla,
2001), monoterpenos (Ono et al., 2007) y esteroides (Conceicdo et al., 2011).

Diferentes estudios han indicado el potencial de Genipa americana para su uso en el

tratamiento del asma (Deng et al., 2013), padecimientos oftdlmicos (Koriyama et al.,
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2013; Son g et al., 2013), accion antiviral (Lin et al., 2013), desordenes cardiovasculares
(Zhang et al., 2013), antidepresivo (Tian et al., 2010), en tratamientos para el
Alzheimer (Wang et al., 2012; Zhang et al., 2012; Nam et al., 2013; Gao et al., 2014) y
potencial antiinflamatorio (Fu et al., 2012; Li et al., 2012) (Kim et al., 2012; Dando et
al., 2013; Yang et al., 2013).

Figura 4. Genipa americana en Biotrade (2011)

La especie vegetal conocida como almendrén (Terminalia catappa L.), es una
combretacea ampliamente distribuida en zonas tropicales y subtropicales. Las hojas de
esta planta han sido empleadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la
dermatitis y la hepatitis en Taiwan, India, Filipinas, Malasia e Indonesia (Hernandez et
al., 2003). En el sudeste asiatico, las hojas y cortezas son ampliamente utilizadas por sus
pobladores como una medicina popular para tratamientos contra dermatosis, hepatitis,
candidiasis y otras infecciones orales, y enfermedades intestinales en nifios
(Venkatalakshmi et al., 2016).

Etnobotanicamente se utiliza el cocimiento de las hojas para bajar la presion arterial,
mezcladas con aceite alivian los dolores de pecho, cuando adquieren coloracion roja se
usan como vermifugas y secas son usadas para el tratamiento de los patogenos que
afectan a los peces como una alternativa a los antibiéticos (Venkatalakshmi et al., 2016).

La corteza raspada o molida se toma para calmar la diarrea y los cotiledones de las
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semillas secas se comen crudo para bajar el colesterol. Tiene un fruto alimenticio,

antidiarreico, util contra las migrafas y los colicos (Muhammad y Mudi, 2011).

En la medicina moderna, se han reportado muchos estudios farmacologicos sobre varios
extractos de las hojas y cortezas, a los cuales se les atribuyen ciertos efecto anti-cancer
(Zhai, 2001), antioxidante (Masuda et al., 1999; Kinoshita et al., 2007; Kotti y Anand,
2014), anti-HIV transcriptasa inversa (Tan, 1991), hepatoprotector (Masuda et al., 1999,
Jing, 2004; Kinoshita et al., 2007), antiinflamatorio y analgésico (Vijaya et al., 2015)
antidiabético (Berry et al., 2007).

De igual manera, a Terminalia catappa, se le han atribuido propiedades antifungicas
contra Pythium ultimum, Phytophthora parasitica, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Curvularia lunata, Aspergillus niger y
Penicillium chrysogenum (Goun, 2003; Mandloi et al., 2013; Venkatalakshmi et al.,
2016), y las propiedades antibacterianas frente a Staphylococcus epidermidis, S. aureus,
S. subflava, Bacillus cereus, B. subtilis, B. megaterium, Pseudomonas aeruginosa, P.
testosteroni, P. pseudoalcaligenes, Citrobacter freundii, Micrococcus flavus,
Alcaligenes faecalis, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Streptococcus faecalis, S. cremoris y S. agalactiae
(Pawar y Pal, 2002; Kloucek, 2005; Nair y Chanda, 2008; Akharaiyi et al., 2011;
Ladokun y Ojezele, 2011; Venkatalakshmi et al., 2016).

Terminalia es un género de grandes arboles de la familia combretacea, con 100 especies
distribuidas en regiones tropicales del mundo. Este género trae su nombre del latin
terminalis-e, en los extremos, aludiendo a la forma de crecer sus hojas en los extremos
de las ramas. Catappa, de su nombre popular malayo katappan. Terminalia catappa es
un arbol de 4 a 5 metros de altura poco ramificado, hojas verde claro con tinte rojizo en
el apice, coriaceas glabras y bastantes grandes, flores pequefias hermafroditas con
espigas amarillentas, fruto ovado-eliptico que contiene una semilla. Los frutos jovenes
tienen un pericarpio blando, afieltrado, cuya parte interna va haciéndose gradualmente

esclerenquimatosa a medida que el fruto madura, para formar un endocarpio hueco o
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cascaras. Las cascaras se componen fundamentalmente de células esclerenquimatosas, a

veces se muelen para adulterar drogas pulverizadas (Alvez, 2008).
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Figura 5. Terminalia catappa L.

Segin Muhammad y Mudi (2011), Ruiz (2013) y Venkatalakshmi et al. (2016), las hojas
de Terminalia catappa contienen varios flavonoides (apigenina, isovitexina, rutina,
kamferol o quercetina), varios taninos (acido galico, &cido elagico, punicalina y

punicalagina), saponinas y fitosteroles.

Figura 6. Estructura quimica de la punicalagina.

En otro orden de ideas, Erythroxylum cumanense Kunth (Erythroxylaceae), es una
especie perteneciente al género Erythroxylum, que se encuentra distribuida por el Caribe,
Colombia, Guyana, Surinam y Venezuela. EI género Erythroxylum comprende especies
de porte arbustivo o arboreo, siendo el mayor entre los cuatro géneros de la familia
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Erythroxylaceae, teniendo sus principales centros de diversidad y endemismo en
Venezuela, Brasil y Madagascar (Plowman, 2001; Wanderley et al., 2002 y Daly, 2004).
Quimicamente, este género se caracteriza por la presencia de alcaloides del grupo
tropano, dentro de los que se destaca la cocaina, un alcaloide natural que es producido,
principalmente por Eryhtroxylum coca y Erythroxylum novogranatense (Zuanazzi et al.,
2001; De Carvalho, 2016), diterpenos (Ansell et al., 1993; Santos et al., 2005),
flavonoides (Chaves et al., 1988; Zuanazzi et al., 2001; Johnson et al., 2003), taninos
(Bonefeld et al.,1986) y triterpenos con esqueleto oleanano y lupano (Chaves et al.,
1996; Barbosa et al., 2014).

Figura 7. Erythroxylum cumanense Kunth (De Carvalho, 2016).

Especies de Erythroxylum son utilizadas en la medicina popular como antiinflamatoria,
antibacteriana, laxante, diurético, ténico estimulante, contra hemorragias, disfunciones
hepéticas, renales, vesiculares y respiratorias como neumonia, tuberculosis y bronquitis
asmatica (Barreiros et al., 2005; Santos et al., 2006; De Carvalho, 2016). Las plantas de
este genero han sido largamente usadas para el tratamiento de infecciones bacterianas
(Erythroxylum catuaba, argentinum, suberosum, caatingae y delagoense), amenorrea,
hemorragia, molestias renales (Erythroxylum havanense) y respiratorios, gripes,
sinusitis, tuberculosis (Erythroxylum havanense, sideroxyloides y lucidium), dolores de

estbmago, para combatir la fatiga, como antiinflamatorio (Erythroxylum argentinum),
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estimulante (Erythroxylum catuaba, vacciniifolium y coca), antitumoral (Erythroxylum
zeylanicum y lucidium), antihelmintica (Erythroxylum moonii, zeylanicum, pervillei y
rotundifolium) y antifungico (Erythroxylum Suberosum, caatingae y daphnites) (Silva et
al., 2001; Barreiros et al., 2005; Santos et al., 2006; Rodeiro et al., 2008; Barbosa et al.,
2014; De Carvalho, 2016).

Se ha comprobado la actividad bildgica de Erythroxylum catuaba contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e inhibe el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y
contra infecciones oportunas en pacientes con VIH (Manabe et al., 1991). E.
vacciniifolium también ejerce efecto contra infecciones oportunas en pacientes con VIH
y esta constituida por alcaloides tropanicos de la serie catuabina (A, B y C) (Zanolari et
al., 2003). E. lucidium presenta actividad anti herpes viral y el extracto metanolico
provoca inhibicion tumoral (Brachet et al., 1997). E. argentinum posee actividad

analgeésica y antiinflamatoria (Chaves et al., 1988).

Segun Rahman et al. (1998) y Santos et al. (2013) E. moonii posee actividad anti-
helmintica y también es usada para controlar la supuracién de furdnculos y abscesos. E.
zeylanicum es utilizada como anti-helmintica (Brigmann et al., 2000). Los alcaloides
obtenidos de E. pervillei, pervilleinas A y B, sirven para tratar dolor abdominal y
tumores (Silva et al., 2001). La pervilleinas obtenidas de E. rotundifolium también
inhiben el crecimiento de carcinoma en células KB-VI (Chavez et al., 2002). Estudios
realizados a E. suberosum mostraron que la especie presenta eficiente actividad
antimicrobiana contra los hongos Candida Krusei, Candida glabrata y Criptococcus
neoformans y bacterias de la especie Staphylococcus aureus (Violante, 2008). Segln
Maia et al., 2014, un extracto de E. caatingae presentd actividad anticonceptiva; E.
tortuosum posee actividad laxante natural (Castro, 2009); E. anguifugum tiene en su raiz

substancias eficaces contra la picada de cobra (Martis, 2014).

Estudios futuros que deriven de resultados demostrados en algunas de las
investigaciones ya mencionadas, pueden ser realizados con la finalidad de comprobar la

actividad y composicién quimica de los extractos de ciertas especies vegetales y validar
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sus usos en la medicina tradicional para los diferentes padecimientos a los cuales causa
efecto. Adicionalmente, la implementacion de métodos experimentales que permitan un
efectivo aislamiento de las moléculas responsables de dicha bioactividad en cada
extracto, permitirad establecer el verdadero potencial medicinal de las plantas, que puede
deberse a complementos sinérgicos entre sustancias del extracto crudo o interacciones

con otras sustancias presentes en el mismo (Campos et al, 2005; Valencia et al, 2011).

En este sentido, se hace necesario encontrar nuevas sustancias con actividad biologica,
con menores efectos colaterales, que permitan la aplicacion de tratamientos mas
efectivos contra padecimientos humanos, y el campo de los productos naturales es una
valiosa eleccion para la busqueda de sustancias que mejoren el perfil de seguridad y
efectividad, ademas de ser econdmicamente accesibles, representando asi una alternativa
promisoria en el avance de nuevas y eficaces estrategias terapéuticas para ciertas
enfermedades. Razén por la cual, se pretendié como objetivo general el estudio quimico
biodirigido de extractos obtenidos a partir de plantas de uso etnoboténico recolectadas

en algunas localidades de los estados Sucre y Anzoategui.

Lo cual condujo a seleccionar especies vegetales de uso etnobotanico empleadas por los
habitantes de los estados Sucre y Anzoategui. Para obtener extractos de los 6rganos de
las especies vegetales previamente reportadas con efectos bioldgicos, evaluar la
actividad antibidtica y antimicdtica de los extractos de las plantas recolectadas, purificar
en la medida de lo posible algunos compuestos presentes en los extractos con mayor
bioactividad y caracterizar quimicamente los componentes aislados, mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN-H y RMN-13C), ademas de
espectrometria de masas mediante ionizacion por electronebulizacion (EM/ESI).



METODOLOGIA

OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las hojas, frutos y corteza de Guazuma ulmifolia se recolectaron en la localidad de

Cumanacoa — municipio Montes — estado Sucre; las hojas de Terminalia catappa L. y

Erythroxylum cumanense K. se recolectaron en los jardines de la Universidad de Oriente

Nucleo Sucre — Cumana — municipio Sucre — estado Sucre, y las muestras de corteza de

Genipa americana L. en la localidad de Onoto — municipio Juan Manuel Cajigal —

estado Anzoategui. Luego, se trasladaron al Laboratorio de Productos Naturales EC-412

del Departamento de Quimica, Ndcleo de Sucre, de la Universidad de Oriente para su

procesamiento. La identificacion de todo el material vegetal se realiz6 por comparacion

con especimenes depositados en el Herbario 1.R.B.R del Departamento de Biologia,

Nucleo de Sucre de la UDO.
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Figura 8. Localizacion del area de muestreo. Google maps®, 2016.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Los 6rganos de los especimenes recolectados se dejaron secar en la sombra, a

temperatura ambiente. Fueron pulverizados por separado, utilizandose un molino
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eléctrico. EI material organico obtenido se macerd con metanol, con el fin de extraer el
mayor nimero de metabolitos secundarios, hasta agotamiento. Posteriormente, las
soluciones se concentraron bajo presion reducida, utilizandose un rotaevaporador marca
Buchi 461, para eliminar el solvente, para, asi, obtener los extractos crudos, por
separado, a los cuales se les evaluo su actividad bioldgica y se les realizaron pruebas

quimicas y fraccionamientos cromatograficos.

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Se realizaron pruebas quimicas para detectar familias de compuestos presentes en los
extractos obtenidos, siguiendo los procedimientos descritos por Marcano y Hasegawa
(2002), para detectar la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, taninos,

polifenoles, saponinas, esteroles insaturados, triterpenos pentaciclicos y flavonoides.

Alcaloides

La muestra a evaluar fue resuspendida en acido clorhidrico al 10% y particionada con
cloroformo. La fase acuosa fue alcalinizada con hidroxido de amonio y extraida
posteriormente con cloroformo. Las tres fases fueron ensayadas con los reactivos de
Dragendorff, Wagner y Meyer, para detectar alcaloides basicos, débilmente basicos y
sales cuaternarias de amonio, por la formacion de productos de adicion insolubles entre
el nitrégeno del alcaloide y el reactivo a emplear, precipitado de coloracién rojo-naranja
(reactivo Dragendorff), s6lido blanco (reactivo Mayer) y precipitado marrén (reactivo de
Wagner).

Taninos y Polifenoles

Los compuestos fendlicos en las muestras ensayadas fueron detectados por producir una
coloracion parda, en presencia de una solucion etanolica de cloruro de hierro (111) al 1%.
Para ello, el extracto seco fue resuspendido en agua y filtrado antes de que ocurriera la
reaccion con cloruro de hierro (I11). La presencia de taninos generd la formacion de un
precipitado blanco al tratar la muestra con una solucion de gelatina al 1% en cloruro de
sodio al 1%.
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Saponinas

La presencia de saponinas se evidencié por la formacién de por lo menos 1 cm de
espuma por encima de la solucién que permanece estable al menos 15 min, cuando se
agito la muestra luego de agregarsele agua destilada. También se llevo a cabo la prueba
para saponinas con el reactivo de Rosenthaler, que consistié en agregarle a una pequefia
cantidad de muestra, en un tubo de ensayo, 1 gota del reactivo de vainillina en etanol y 1
gota de acido sulfurico, asumiéndose positiva la presencia de saponinas al presenciar una

coloracion violeta.

Esteroles insaturados y Triterpenos pentaciclicos

La muestra a probar fue hidrolizada con &cido clorhidrico al 10% v/v y se extrajo con
diclorometano. La fase organica se mezcld con el reactivo de Liebermann-Burchard (1
ml de anhidrido acético frio mezclado con dos o tres gotas de é&cido sulfdrico
concentrado), una coloracion rojiza se considerd positiva para triterpenos, mientras que
coloraciones azul-verdosa, indicaron la presencia de esteroles, por la formacion de un

croméforo acido colesta-hexano-sulfonico.

Flavonoides

Una solucion del extracto crudo se tratd con: &cido clorhidrico concentrado y virutas de
magnesio; al producirse una coloracion roja luego de 20 min, se asumio la presencia de
flavonoides debido a que éstos producen coloraciones rojizas con el nicleo benzopirona
cuando a sus disoluciones acuosas o alcoholicas se les adiciona magnesio seguido de
HCI concentrado por la formacion de complejos organometalicos con el
magnesio.Adicionalmente, una gota del extracto, se absorbié sobre papel de filtro y se
rocié con una solucion etandlica de cloruro de aluminio al 1%. La aparicion de una
mancha fluorescente amarilla bajo luz ultravioleta indica la posible presencia de
flavonoides, por la formacién de quelatos entre el nucleo flavonoidal (flavonoides
dihidroxilados en posicién orto e hidroxilados en las posiciones 3 y 5) y los iones

aluminio en solucion.
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BIOENSAYQOS

Actividad antibacteriana

Se evaluo el efecto antibacteriano de los extractos, fracciones y/o compuestos aislados
de las especies vegetales en estudio, utilizandose algunas cepas bacterianas
suministradas por la Sociedad Venezolana de Microbiologia y otras de origen comercial
ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo, segun sus siglas en inglés). La actividad
antibacteriana se determiné mediante la técnica de difusion en agar llamada
antibiograma, la cual consiste en impregnar discos estériles de papel de filtro Whatman
N° 3 de 6 mm de didmetro con una solucion, de concentracién conocida (40 mg/ml) de
los extractos o fracciones obtenidos, ademas de un disco control impregnado con el

solvente en el cual se disolvieron las muestras.

Estos discos fueron colocados sobre la superficie de placas de Petri, previamente
servidas con agar Mdueller — Hinton e inoculadas con una suspension bacteriana
estandarizada por comparacion con un patron MacFarland 0,5 (Cona, 2003). Luego, las
placas se preincubaron a 5°C durante 12 horas en una nevera y, seguidamente, se
colocaron a 37°C durante 24 horas, en una estufa eléctrica de temperatura regulable
marca ‘“P-Selecta”. Finalmente, se verificd el efecto antibacteriano producido por los
extractos sobre las cepas de las diferentes especies de microorganismos, midiéndose los
didmetros de los halos de inhibicion alrededor de los discos, con una regla milimetrada.

Tabla 1. Microorganismos empleados para evaluar la actividad antibacteriana.

Microorganismos Origen Tincion de Gram
Enterococcus faecalis ATCC 29212 +
Micrococcus luteus ATCC 10240 +
Bacillus cereus IBE (DOC-16) +
Escherichia coli SU 3912-41 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 -

Actividad antifungica
El efecto antifungico de los extractos, fracciones y compuestos aislados se evaluo sobre

cepas de hongos patdgenos y fitopatdgenos. La actividad fue valorada utilizando el
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método de difusion en agar, llamado antibiograma, en el cual las cepas de hongos se
incubaron durante una semana a temperatura ambiente en tubos de vidrio inclinados que
contenian cufias de agar papa dextrosa (PDA). Seguidamente, se les afiadio a cada tubo
10 ml de agua destilada estéril, se agitd fuertemente y se filtr6 sobre gasa estéril. Las
suspensiones obtenidas contenian esporas de las cepas de hongos, las cuales fueron
inoculadas posteriormente. Cada suspension fue inoculada sobre cépsulas de Petri,

previamente servidas con agar PDA.

Finalmente, se colocaron sobre las placas los discos de papel de filtro, Whatman N° 3, de
6 mm de diametro impregnados con una solucion, de concentracion conocida (40
mg/ml), de los extractos o fracciones a ensayar, y un disco control impregnado con el
solvente en el cual se diluyeron las muestras a ensayar Finalmente, las placas se dejaron
incubar durante 48 horas a temperatura ambiente, para, luego, medirse la actividad

antifungica como el didmetro de halo de inhibicién de crecimiento fangico (Cona 2003).

Tabla 2. Microorganismos empleados para evaluar la actividad antifingica.

Microorganismos Origen
Aspergillus niger Lab. Micologia
Rhizopus oryzae Lab. Micologia

Penicillum hirsutum Lab. Micologia
Trichoderma viridis Lab. Micologia
Saccharomyces cerevisiae CVCM 1422

Determinacién del efecto anti-hiperlipidémico

El procedimiento para la determinacién del efecto anti-hiperlipidémico del solido SGA
obtenido del extracto crudo de Genipa americana L., fue determinado usando ratones
albinos en condiciones normales de salud, suministrados por el Instituto Nacional de
Investigaciones Acuéticas (INIA-Cumand), durante 60 dias, dividido en dos etapas: la
primera fase consistid en la preparacion del alimento rico en grasa (20% m/m) e
induccion de hiperlipidemia en los ratones mediante alimentacion durante 30 dias y una
segunda fase donde se aplico el tratamiento con la muestra para determinar la accion
sobre los ratones hiperlipidémicos, que consistio de 30 dias continuos de tratamiento con

una solucion de la muestra via oral.
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Distribucion de la poblacion de animales y condiciones de estudio.

Se utilizaron 12 ratones albinos machos, con edad de 4 semanas y una masa ~ 24 g, en el
momento de inicio del experimento; los roedores fueron mantenidos en jaulas de metal
especial para cria de ratones 43x23x22cm, con capacidad para cinco animales. Los
animales fueron mantenidos bajo condiciones estdndar a temperatura promedio de 25°C,
humedad relativa de 75% vy ciclos luz/oscuridad de 12 h. Los ratones fueron separados
en grupos de tres animales por jaula; tres grupos de tres ratones fueron mantenidos con
alimento rico en grasa para garantizar el aumento del contenido lipidico en su organismo
y el otro grupo fue alimentado sélo con alimento estandar (PROTINAL®) para roedores
(Fan et al., 2004).

Induccion de hiperlipidemia.

La dieta suministrada consistio en un alimento convencional estandar para roedores, con
un contenido nutricional balanceado, presentado en la tabla 3; el cual fue suplementado
con grasa de pollo en una relacion de 80% de alimento estandar para roedores y 20% de
grasa de pollo. Se prepararon porciones de 2 kg de alimento para asegurar preservacion
del mismo, para ello los pellet del alimento fueron sumergidos en aceite de la grasa de
pollo por un lapso de tiempo de 2 horas, luego los pellet fueron separados y
almacenados para que se escurriera el remanente de aceite no absorbido, finalmente
pesados para cuantificar el contenido de grasa absorbida, relacion que fue determinada

en ~ 20% de grasa absorbida.

Tabla 3. Contenido nutricional del alimento comercial para ratones (PROTINAL®).

Nutrientes %
Proteinas 19,53
Fibra 3,24
Cenizas 4,73
Energia bruta (kcal/g) 3,99
Energia metabolizable (kcal/g) 3,30
Grasa 1,0

Dosificacion de los animales con los extractos

En base a la metodologia descrita por Nagarajan (2005), en la segunda fase de la
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investigacion se llevo a cabo la administracion del tratamiento a base del farmaco
comercial Rosuvastatina (8,3 mg extracto/kg raton por dia) y del sélido SGA (25 mg
extracto/kg ratén por dia), administrado via oral en una dosis diaria de 200 ul, tomando
en consideracion gque los animales tenian masa promedio de 30 g, después del periodo de
induccion de la hiperlipidemia. Adicionalmente, al grupo de ratones alimentados con
dieta estandar y al otro grupo hiperlipidémico, denominados como control normal y
control hiperlipidémico, respectivamente, fueron tratados s6lo con 200 pl de agua
destilada, para asegurar que no hubo ninguna perturbacién en el contenido lipidico en
los animales por agentes externos y asi tener una buena relacion de este parametro entre
los animales tratados o no con la muestra SGA. El tratamiento fue administrado durante
30 dias, una dosis diaria y a la misma hora (10 am), aplicado de forma oral a cada
animal con una jeringa para insulina y asi garantizar la ingesta de la dosis estipulada. En
la tabla 4 se presentan los grupos formados para esta fase. Durante esta etapa de
tratamiento fue suspendida la alimentacion rica en grasa y se usoO el alimento para

roedores en la condicion nutricional indicada en la tabla 3.

Tabla 4. Separacion de ratones en grupos para la administracion de tratamiento con una

dosis diaria 0 no del solido SGA de Genipa americana L.

Grupo Tratamiento  Dosis (mg muestra /kg raton por dia)
| Control Normal Agua -

I1 Control Hiperlipidémico Agua -

Il Hiperlipidémico Tratado  Rosuvastatina 8,3

IV Hiperlipidémico Tratado SGA 25

Toma y procesamiento de las muestras sanguineas

Una vez culminado el tratamiento a los ratones con las dosis de SGA y el medicamento
hipolipidémico Rosuvastatina, se realiz6 la toma de muestra de sangre para la
cuantificacion del contenido lipidico. Para ello, los animales fueron sedados con
cloroformo, luego, a traves de una incision ventral con prolongacion a la region pectoral
permitid observar el corazén, y mediante una puncién con una inyectadora en el
ventriculo derecho del corazon se extrajo la muestra de sangre. Finalizada la extraccion

de sangre, las muestras fueron almacenadas bajo refrigeracion en hielo y trasladadas al



18

laboratorio clinico Maria Sofia, del Centro de Diagnostico Integral ubicado en el Pefion,
Cumand — Estado Sucre, para su procesamiento. Las diferentes muestras sanguineas
fueron centrifugadas en tubos de vidrio a 6000 rpm para extraerse el suero sobrenadante
y con éste determinar los valores séricos de perfil lipidico. Para ello, se utiliz6 para
determinar el contenido de colesterol un kit comercial marca Helfa® y para triglicéridos
un kit comercial marca Stanbio Triglicéridos Liquicolor®, siguiendo la metodologia del
punto final o equilibrio que se fundamenta en incubar la muestra y el reactivo durante 5
minutos a 37 °C, para completar la reaccion del contenido lipidico en la muestra. Si no
fuese asi y quedase parte de la sustancia sin reaccionar, al realizar la medida del
complejo formado, se estaria midiendo menor cantidad de la que realmente hay; por esta
razon se mide al final de un tiempo fijo de incubacién, establecido de tal forma que haya
reaccionado todo el contenido lipidico. Las muestras se procesaron de forma manual en
un equipo Millenium 111 Stat fax. Las lecturas de los valores del contenido lipidico se

obtuvieron en concentraciones de mg/dl.

FRACCIONAMIENTO

Los procedimientos de separacién de las fracciones para los extractos crudos de la
corteza de Guazuma Ulmifolia, las hojas de Terminalia catappa, la corteza de Genipa
americana y el sélido EC2 obtenido de Erythroxylum cumanense Kunth, se detallan a

continuacion:

Extracto metandlico de la corteza de Guazuma Ulmifolia.

El extracto metandlico de corteza de guasimo (EMCG) se obtuvo de la siguiente manera:
en principio se realiz6 la maceracion metandlica de la corteza seca de guésimo, luego se
filtré la solucion alcoholica y se procedio a la extraccion de dicho solvente por
evaporacion a presion reducida, para asi obtener el crudo EMCG que, posteriormente,
fue biparticionado con solventes organicos de polaridad creciente. En principio, se
redisolvié el EMCG en metanol y se le agregé hexano en varias porciones para extraer
con él los compuestos menos polares hasta agotamiento y asi obtener la Fraccidn

Hexanica de la biparticion del extracto metandlico de Corteza de Guasimo (FHCG).
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Luego, a la solucion metandlica resultante, se le agregd cloroformo, repitiéndose el
procedimiento anterior hasta obtener la Fraccion en Cloroformo de la biparticion del
extracto metanolico de Corteza de Guasimo (FCCG). Continuandose con la extraccion,
se afadi0 acetato de etilo a la solucion metandlica, pero para lograr una buena
separacion en la interfase, hubo que agregéarsele una pequefia porcion de agua destilada y
lograr obtener asi la extraccion de la Fraccion en Acetato de etilo de la biparticion del

extracto metandlico de Corteza de Guasimo (FAcCQG).

Para extraer la porcidn de agua afiadida a la solucion metanodlica y continuar el proceso
de extraccion, se procedié a rotaevaporarla agregandosele varias porciones de butanol
hasta su secado. Luego de este proceso, se disolvio el extracto obtenido en etanol y se
extrajo la parte soluble en dicho solvente para obtener la Fraccion Etandlica de la
biparticion del extracto metanolico de Corteza de Guasimo (FECG). El sélido restante se
disolvié en metanol y de la parte soluble se obtuvo la Fraccion Metandlica del extracto
en metanol de la Corteza de Guéasimo (FMCG). El solido restante, al final de todo el

proceso, fue descartado.

[Enice ]
— Hexano
Solucion MeOTT ]
— Cloroformo
| Solucion McOT |

— Acetato de etilo + Agua

[Solucion MeOI/ILO]

— 1. Butanol/Rotaevaporacion
— 2. Etanol

Fracciéon FECG

MecOH/BuOH/H,O

— Metanol

Solido I |
restante FMCG

Figura 9. Fraccionamiento del extracto crudo de corteza de guasimo.

(EMCG: Extracto Metanolico Corteza de Guasimo; FHCG: Fraccion Hexanica de la biparticion del
extracto metanélico de Corteza de Guasimo; FCCG: Fraccion en Cloroformo de la biparticion del extracto
metandlico de Corteza de Guasimo; FAcCG: Fraccidn en Acetato de etilo de la biparticion del extracto
metandlico de Corteza de Guasimo; FECG: Fraccion Etandlica de la biparticion del extracto metandlico de
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Corteza de Guasimo; FMCG: Fraccion Metandlica del extracto metandlico de Corteza de Guéasimo)

Extracto metandlico de las hojas de Terminalia catappa

Se realizd un proceso similar al llevado a cabo para el fraccionamiento primario del
EMCG de guasimo, detallado anteriormente. El extracto metandlico de hojas de
almendrén (EMHA) se obtuvo dejando las hojas secas de almendron en maceracion con
metanol, luego se filtrd la solucidn alcohdlica y se procedid a la extraccion de dicho
solvente por evaporacion a presion reducida, para asi obtener el crudo EMHA que,
posteriormente, fue biparticionado con solventes orgéanicos de polaridad creciente. El
fraccionamiento primario del extracto metandlico de las hojas de Terminalia catappa, se

muestra a continuacion:

EMHA

Hexano

[ Solucion McOH | FHHA

Cloroformo

[ Sclucion McOH |

— Centrifugado

[Solucion MeOH |

Solido blanco

— ilo+
Lavados Acetato de etilo + agua

SUCESIVOS con
MeOH caliente

Solucién MeOH/H,0 FAcHA

Eliminacion
solvente

— Metanol

FAHA
(Solucidn acuosa) IFM HA|

Figura 10. Fraccionamiento primario del extracto metandlico de las hojas de almendron.

(EMHA.: Extracto Metandlico Hojas de Almendron; FHHA: Fraccién Hexénica de la biparticion del
extracto metandlico de Hojas de Almendrén; FCHA: Fraccion en Cloroformo de la biparticion del extracto
metanolico de Hojas de Almendron; FAcHA: Fraccidn en Acetato de etilo de la biparticion del extracto
metanolico de Hojas de Almendrdn; FAHA: Fraccion Acuoso de la biparticién del extracto metanolico de
Hojas de Almendrén)
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Extracto metandlico de la corteza de Genipa americana

El extracto metandlico de corteza de caruto (EMC), Genipa americana, se obtuvo
macerando la corteza seca y molida en metanol, luego se filtré la solucion alcoholica y
elimino el solvente por evaporacion a presion reducida, para asi obtener el extracto
crudo EMC, a partir del cual precipité un sélido, que fue denominado como SGA. El
solido fue purificado mediante lavados sucesivos con metanol y luego recristalizado en
metanol caliente. La muestra sélida, relativamente purificada de acuerdo a su
comportamiento por cromatografia de capa fina y al punto de fusion observado, fue
empleada para cuantificarle su efecto anti-hiperlipidémico sobre ratones albinos, ademas

de someterla a analisis espectroscopicos para la determinacién experimental.

| Corteza de caruto |

1. Maceracion con MeOH
2 .Filtrado
3. Rotaecvaporacion

EMC + precipitado

— 1. MeOH
— 2. Centrifugado

1
Solucion metandlica | Sélido beige
del EMC
— 1. Lavados sucesivos con MeOH
Rotaevaporacion 2. Decantacion
EMC [ 1

Aguas de
lavado

Solido blanco

Recristalizacion con
MeOH caliente

SGA
Figura 11. Diagrama de purificacion del solido obtenido del extracto metanolico de

Genipa americana L.

SOLIDO EC2, obtenido de Erythroxylum cumanense Kunth

Hojas frescas de Erythroxylum cumanense Kunth se dejaron secar a temperatura
ambiente y se colocaron en maceracion metanodlica, luego se realizaron extracciones
sucesivas hasta agotamiento y se eliminé el solvente por evaporacion a presion reducida,

obteniéndose el extracto crudo de las hojas. El cual fue redisuelto en metanol, tratado
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con solucién de acetato de plomo al 2% m/v, se dejo en reposo por un lapso de 24 horas,
luego se separo por filtracion, la solucion hidroalcohdlica del precipitado formado y ésta
fue concentrada por rotaevaporacion del solvente. ElI concentrado obtenido fue
particionado con solventes de polaridad creciente como cloroformo, acetato de etilo y
butanol. Al término del tratamiento con los solventes, de la fraccion obtenida con
butanol, precipitaron unos cristales incoloros que fueron separados con una aguja y
luego fueron lavados sucesivamente con una mezcla metanol:agua (95:5) obteniéndose

de esta manera el solido EC2 (figura 12).

| Hojas de Erythroxylum cumanense Kunth |

1. Maceracién con metanol/ filtrado—
2. Rotaevaporacion—

| Extracto crudo de Hojas de Erythroxylum cumanense Kunth |

1. MeOH / (AcO),Pb (2% m/v)—
2. Reposo 24 I/ Filtrado—

)
Precipitado | Solucién acuosa |

Rotaevaporacion —

JE—
[ Solucién alcohélica |

Cloroformo—|

| Fraccion cloroférmica | Solucién acuosa
Acetato de etilo + agua

I )
|Fraccion en acetato| Solucion acuosa
Butanol

| Fraccién butanoélica + precipitado |

1. Separacion con aguja del solido—
2. Lavados sucesivos con MeOH:H,0 (95:5)—

| Fraccién butanélica |7 Sélido EC2

Figura 12. Diagrama de obtencion del sélido a partir del extracto metandlico de hojas de

Erythroxylum cumanense Kunth.

CARACTERIZACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS
QUIMICOS:

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN- 13C) y Protones (RMN- 1H)
La RMN es una de las técnicas mas usadas en el campo de los productos naturales, por

su naturaleza no destructiva, y proporcionar informacion muy precisa, sobre los
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acoplamientos C-H, al momento de elucidar la estructura de un compuesto. Las muestras
fueron disueltas en solventes deuterados (DMSO-ds y D20), segun la solubilidad de las
mismas, y se colocaron en un tubo de resonancia (0,5 ml para las muestras STC y SGA
para los analisis en capilares de tamafio estandar y 5 pl en los casos que se emplearon
capilares de dimensiones especiales para los analisis de la muestra EC2), para luego ser
introducidas en el equipo de RMN, para los analisis de RMN de *H y °C (Silverstein et
al., 2005). Se utiliz6 un equipo marca Bruker Advance 111 de 900 MHz, a temperatura de
298,1 K, aplicando secuencias de pulso estandares de Bruker para todos los analisis. Los
desplazamientos quimicos de los solventes fueron establecidos, utilizando las sefiales de
los picos residuales (DMSO: on = 2,50 ppm, dc = 39,5 ppm; MeOH: on = 3,31 ppm, dc
= 49,0 ppm) o externamente para las sefiales de MeOH en D20 a dn 3,34 y dc 49,5 (Patt
y Shoolery, 1982; Bax, 1985; Liu et al., 1998).

Resonancia Magnética Nuclear bidimensional (HSQC, HMBC, H2BC, COSY,
TOCSY)

El andlisis HSQC es un experimento de correlacion heteronuclear que permite
correlacionar protones y carbonos unidos directamente, a un enlace, con alta sensibilidad
y el analisis HMBC establece correlacion entre nucleos de protones y carbonos
separados por 2 6 3 enlaces (Silverstein et al., 2005). EI HMBC es esencialmente un
experimento HSQC adecuado a la deteccidn de correlaciones a través de acoplamientos
débiles. Una de las ventajas de este experimento es que permite detectar carbonos
cuaternarios mediante acoplamientos a protones a dos o tres enlaces. Esta técnica de
correlacion heteronuclear a 2 6 3 enlaces permite obtener informacion importante en la
determinacion estructural, los datos que suministra el HMBC lo convierte en un
experimento muy utilizado para ensamblar una estructura desconocida a partir de
fragmentos conocidos (Silverstein et al., 2005). En el experimento COSY solamente se
detectan acoplamientos entre hidrégenos geminales o vecinales, mientras que con el
experimento TOCSY es posible detectar acoplamientos entre hidrogenos a un mayor
namero de enlace (tedricamente con todos los &tomos de hidrogeno de un mismo sistema

de espin). El experimento H2BC correlaciona carbonos y protones que estan a dos
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enlaces de distancia de un grupo -CH mediante el uso de acoplamientos de carbdn-
protdn y proton-proton a un enlace (Nagayama et al., 1980; Bax y Davis, 1985; Kessler
et al., 1986; Cicero, Barbato y Bazzo, 2001; Paudel et al., 2013).

Espectrometria de masas mediante ionizacion por electronebulizacién (EM-ESI)

Es una técnica de espectrometria de masas de ionizacion blanda que genera solo iones
moleculares sin fragmentacion. Para llevarse a cabo, en un principio, se introduce el
analito (a ionizarse), disuelto en un solvente mas volatil, por un capilar de metal muy
pequefio y cargado; debido a la repulsion de las cargas eléctricas, el liquido sale del
capilar y se forma un aerosol, una nube de pequefias gotas (10 um) altamente cargadas.
Conforme el solvente se evapora, las moléculas del analito se aproximan, se repelen y
finalmente, cuando la repulsion de las cargas positivas vence la tension superficial,
estallan las gotas (Explosion de Coulomb). El proceso se repite hasta que el analito esté
libre de solvente, de modo que no quede mas que iones moviéndose hacia el analizador
de masa (Fenn et al., 1990). Este tipo de analisis de espectrometria de masas (EM-ESI)
fueron realizados en un espectrometro de Masas cuadripolar (QMS) Finnigan TSQ
Quantum ThermoScientific-Scientificinstruments, en el laboratorio de espectrometria de

masas del centro de quimica en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas.

Andlisis Estadistico

El ensayo de productos naturales bioactivos demanda comparaciones ya sea de
abundancia de estos compuestos en el material del cual se aislan, como de su potencia en
diversos materiales biologicos. En estos estudios se trata de minimizar el nimero de
ensayos por economia tanto de los productos aislados como del material biolégico de
ensayo que puede ser costoso o experimentar sufrimiento. En las muestras
experimentales, necesariamente pequefias por las razones antes sefialadas, no es posible
determinar la funcién de distribucion de probabilidad de los datos, por ello los analisis
estadisticos en este trabajo se hicieron usando procedimientos estadisticos no
paramétricos, también llamados libres o independientes de distribucion, a través del

calculo de la media y la desviacién estandar.



RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos de las diversas extracciones de drganos de las especies
vegetales y posterior fraccionamiento de los extractos crudos y evaluacion de efectos
biolégicos de los mismos, caracterizacion quimica de compuestos aislados, asi como

andlisis y discusion son presentados a continuacion.

Rendimiento de los extractos y fracciones primarias obtenidos de Guazuma

ulmifolia.

El material vegetal (hojas, corteza y fruto) de la especie Guazuma ulmifolia, fue
sometido a maceracién metandlica, cada érgano por separado, durante 24 horas, y luego
de la extraccion del solvente hasta el agotamiento, se obtuvieron los extractos crudos
para cada érgano. Partiendo de la posible presencia de varios grupos funcionales en el
extracto metandlico crudo de la corteza, se realizaron biparticiones liquido — liquido con
solventes de polaridad creciente, obteniéndose las fracciones en hexano, cloroformo,
acetato de etilo y porciones solubles en etanol y metanol. Los rendimientos obtenidos

son presentados en la tabla 5.

Tabla 5. Rendimiento de los extractos y fracciones primarias obtenidos de los diferentes

organos de Guazuma ulmifolia.

EXTRACTOS Y FRACCIONES

EMHG EMFG EMCG FHCG FAcCG FCCG FECG FMCG

Material vegetal

procesado (g) 65,29 11,77 357,84 5,87 5,87 5,87 5,87 5,87

Extracto obtenido 3,23 0,97 5,87 0,16 1,44 0,98 1,34 1,50
(9)

Rendimiento (% 4,95 8,24 1,64 272 2453 16,69 22,83 25,58

m/m)

EMHG: Extracto Metandlico Hojas de Guésimo; EMFG: Extracto Metanolico Frutos de Guasimo;
EMCG: Extracto Metandlico Corteza de Guasimo; FHCG: Fraccién Hexanica de la biparticion del
extracto metanodlico de Corteza de Guasimo; FCCG: Fraccion en Cloroformo de la biparticion del extracto
metandlico de Corteza de Guasimo; FACCG: Fraccidn en Acetato de etilo de la biparticion del extracto
metanolico de Corteza de Guasimo; FECG: Fraccion Etandlica de la biparticion del extracto metandlico de
Corteza de Guasimo; FMCG: Fraccion Metandlica del extracto metandlico de Corteza de Guasimo.

El extracto metandlico del fruto, EMFG, dio el mayor rendimiento en masa (8,24%), en

comparacion a los obtenidos para los extractos de hojas (4,95%) y corteza (1,64%). Las
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fracciones primarias obtenidas a partir del extracto metanolico de la corteza, EMCG,
mostraron que estan constituidas en su mayoria por compuestos de polaridad alta-
intermedia, evidenciado por los rendimientos de las fracciones en acetato de etilo
(24,53%), etanol (22,83%) y metanol (25,58%), que en conjunto suman el 72,94 % en
masa. Contrariamente, las fracciones hexanica y cloroférmica fueron obtenidas en
menor cantidad, siendo la fraccion hexénica la que se obtuvo en menor proporcion, con

rendimiento menor al 3% (2,72%) y la cloroférmica en un 16,69%.

Rendimiento de los extractos y fracciones primarias obtenidos del extracto

metandlico de corteza de Genipa americana L. y hojas de Terminalia catappa L.

La corteza de Genipa americana macerada en metanol por 24 horas, luego filtrado y
renovacion del solvente, proceso repetido hasta agotamiento, y posteriormente
rotaevaporacion a presion reducida fue obtenido el extracto crudo de la corteza, el cual
fue denominado como EMC, con rendimiento en masa de 12%. De manera similar, el
rendimiento en masa del extracto metandlico de las hojas de Terminalia catappa fue de

15,47%, resultados que pueden ser detallados en la tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento de los extractos y fracciones primarias obtenidos de corteza de
Genipa americana L. y hojas Terminalia catappa L.
EXTRACTOS Y FRACCIONES

Caruto Almendron

EMC EMHA FHHA FCHA FACHA FAHA
Material 207,20 98,43 5,23 5,23 5,23 5,23
vegetal
procesado (g)
Material 24,85 15,23 0,70 0,42 1,01 3,09
obtenido (g)
Rendimiento 11,99 15,47 13,42 8,14 19,33 59,03
(% m/m)

EMC: Extracto Metandlico de Corteza de Caruto, EMHA: Extracto Metandlico Hojas de Almendrén;
FHHA: Fraccion Hexanica de la biparticion del extracto metandlico de Hojas de Almendrén; FCHA:
Fraccion en Cloroformo de la biparticion del extracto metandlico de Hojas de Almendrdn; FACHA:
Fraccion en Acetato de etilo de la biparticion del extracto metanolico de Hojas de Almendrén; FAHA:
Fraccion Acuoso de la biparticion del extracto metanélico de Hojas de Almendron.

En el caso del EMHA de Terminalia catappa, al obtenerse las fracciones por biparticion

liquido — liquido de dicho extracto con solventes de polaridad creciente, el rendimiento



27

en masa de la fraccién metandlica fue el mas notorio al obtenerse en un 59,03% en
comparacion a las fracciones hexanica (13,42%), cloroférmica (8,14%) y acetato de etilo

(19,33%) que tuvieron un porcentaje de rendimiento menor.

Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos y fracciones

primarias obtenidas de Guazuma ulmifolia.

Luego de aplicarse la metodologia descrita por Marcano y Hasegawa (2002), para
evaluar la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, polifenoles,
saponinas, esteroles insaturados, triterpenos pentaciclicos y flavonoides en los extractos
y fracciones primarias de los diferentes 6rganos de Guazuma ulmifolia, se detecto la
presencia mayoritaria de compuestos de naturaleza aromatica, fundamentalmente

polifenoles, los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos y fracciones

primarias obtenidos de los diferentes 6rganos de Guazuma ulmifolia.

Metabolitos EXTRACTOS Y FRACCIONES
secundarios EMHG EMFG EMCG FHCG FAcCG FCCG FECG FMCG
Alcaloides - - - - - - - _
Polifenoles - ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++
Taninos - - + ++ - - - -
Saponinas - - - - - - - -
Esteroles + - - ++ - - - -
Triterpenos - - - + - - - -
Flavonoides
NH4OH + + ++ - + ++ _ _
Mg (s) + HCI - - + - - - - +
AICI3 + EtOH + + ++ ++ + + - -

La concentracion cualitativa se expresd en funcién de la intensidad del color y/o abundancia de
precipitado formado como: + escasa, ++ relativamente abundante, +++ abundante, - No detectada.

En el extracto metandlico de las hojas, EMHG, se evidencié existencias cualitativas
escasas para esteroles y flavonoides en dicho extracto; la escasa presencia de
metabolitos secundarios en hojas de guasimo analizadas puede estar relacionada con las
caracteristicas geogréaficas del sitio de recoleccidon de la planta (Cumanacoa — estado

Sucre — Venezuela, 275 msnm), esto tiene cierta relacion con lo determinado por
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Céceres (1996) y Barajas et al. (2014) quienes destacan que las hojas de guéasimo,
recolectada en Santiago de Cali — Colombia a 1060 msnm, no tiene compuestos
mayores, salvo cafeina. Destacandose asi, que las condiciones geograficas del lugar de

recoleccion afectan en cierta medida en el metabolismo secundario de las plantas.

En el caso del fruto, en el extracto EMFG, se evidencio la presencia de polifenoles con
relativa abundancia y flavonoides escasos. Resultados concordantes con Pizzani et al.
(2006) quienes determinaron que los frutos de guasimo contienen concentraciones bajas
de taninos, fenoles y flavonoides, aunque difieren en la presencia escasa de alcaloides y
esteroles, detectados en los anélisis realizados por Pizzani et al. (2006) y ausencia en los
andlisis en esta investigacion. Esto puede ser atribuido a la diferencia geogréfica en la
cual se recolectaron ambas muestras, ya que los frutos de guédsimo recolectados por
Pizzani et al. (2006) fueron tomados en varias zonas del municipio José Tadeo Monagas,
del estado Guérico y los frutos analizados en esta investigacion proceden del municipio
Montes, del estado Sucre.

Sin embargo, en el extracto metanodlico de la corteza, EMCG, abundan los polifenoles y
flavonoides, aunque la presencia de taninos es escasa. Barajas et al. (2014) en su
investigacion determinaron que el extracto hidroalcohélico de la corteza de guéasimo
contiene abundancia relativa de esteroles y taninos, abundancia de fenoles y cumarinas y
flavonoides escasos. Similar al caso anterior, las diferencias geograficas juegan un papel
importante en las diferencias fitoquimicas de los ejemplares, ya que Barajas et al.
recolectaron sus espécimenes en la Universidad del Valle, Santiago de Cali, Colombia a
1060 m.s.n.m.

Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos y fracciones

primarias obtenidos de Genipa americana L. y Terminalia catappa L.

En el caso de los extractos y fracciones primarias obtenidos de Genipa americana L. y
Terminalia catappa L., luego de aplicarse la metodologia descrita por Marcano y
Hasegawa (2002), para determinar la presencia de metabolitos secundarios, como:

alcaloides, taninos, polifenoles, saponinas, esteroles insaturados, triterpenos
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pentaciclicos y flavonoides, se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 8.

Tabla 8. Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos y fracciones

primarias obtenidos de Genipa americana L. y Terminalia catappa L.

EXTRACTOS Y FRACCIONES

Metabolitos Caruto Almendroén

secundarios EMC EMHA FHHA FCHA FAcHA FAHA
Alcaloides - - - - - -
Polifenoles + + + + ++ +++
Taninos + + + + - -
Saponinas + - - - - -
Esteroles + + + - - -
Triterpenos - - + - - -
Flavonoides
NH4OH - ++ + + + ++
Mg (s) + HCI - - - - + -
AICI3 + EtOH - - + + + +

La concentracion cualitativa se expresd en funcién de la intensidad del color y/o abundancia de
precipitado formado como: + escasa, ++ relativamente abundante, +++ abundante, - No detectada.

En el extracto metandlico de la corteza de Genipa americana o caruto, EMC, fue
evidenciada la presencia escasa de polifenoles, taninos, saponinas y esteroles. Sin
embargo, resultados de investigaciones previas, realizadas por Barbosa (2008) y
Tenesaca (2012), indican que los compuestos mayoritarios de Genipa americana
recolectada en ciertas localidades ecuatorianas son: acidos grasos, fitoesteroides,
cumarinas, taninos, iridoides en abundancia, monoterpenoides, alcaloides, acidos y

alcoholes orgéanicos como el manitol y acido tartérico, entre otros.

En el caso del extracto metanolico de hojas de almendrén (Terminalia catappa), EMHA,
se notd la relativa abundancia de posibles flavonoides y la escasa presencia de
polifenoles, taninos y esteroles. En la fraccion hexanica (FHHA) hay poca concentracion
de polifenoles, taninos, esteroles, triterpenos y flavonoides. La fraccion cloroformica
(FCHA) contiene posibles polifenoles, taninos y flavonoides. Pero las fracciones en
acetato de etilo (FAcCHA) y acuosa (FAHA) contienen polifenoles y flavonoides
abundantes. En relacion a esto, Alvez (2008) y Ruiz (2013) plantean que las hojas de

Terminalia catappa contienen varios flavonoides (como el kamferol o quercetina),
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varios taninos (tal como la punicalina, punicalagina o tercatina), acidos triterpénicos,
benzoicos y cumaricos, saponinas y fitosteroles. Con una visibn méas generalizada,
Rajesh et al. (2016) establecieron que extractos de hojas de almendron obtenidos con
agua contienen solo flavonoides, taninos y fenoles; extractos de hojas en metanol poseen
alcaloides, saponinas, terpenoides, flavonoides, taninos y fenoles, y, los extractos de
hojas en cloroformo contienen alcaloides, terpenoides, glicosidos, esteroides, taninos y

fenoles.

Actividad antibacteriana y antifungica de los extractos y fracciones primarias

obtenidos de Guazuma ulmifolia.

El extracto metanolico de las hojas de guasimo, EMHG, inhibié el crecimiento de la
bacteria Micrococcus luteus y el hongo fitopatdgeno Trichoderma viride; mientras que
el extracto metandlico del fruto (EMFG) solo inhibié a M. luteus y las fracciones en
hexano (FHCG) y etanol (FECG) derivadas del extracto metandlico de la corteza

impidieron el crecimiento del hongo T. viride.

Tabla 9. Actividad antibacteriana y antifingica de los extractos y fracciones primarias

obtenidos de Guazuma ulmifolia.

Didmetro de inhibicion (mm)

EMHG* EMFG* FHCG* FECG*

Escherichia coli - - - -
Bacillus cereus - - - -
Enterococcus faecalis - - - -
Micrococcus luteus 12 - 12 -

Bacterias

Saccharomyces cerevisiae - - - -
Trichoderma viride 26 14 - 16
Aspergillus niger - - - -
Rhizopus orizae - - - -

Penicillum hirsutum - - - -

Hongos

*Todos los extractos y fracciones fueron ensayados a una concentracién de 40 mg/ml.

El extracto EMHG, probado a una concentracion de 40 mg/ml, inhibio el crecimiento de
la bacteria Gram positiva M. luteus y al hongo fitopatdgeno T. viride. El extracto EMFG

y la fraccion FECG, ambos a dosis de 40 mg/ml, inhibieron el crecimiento del hongo
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fitopatogeno T. viride con didmetros de inhibicién de 14 y 16 mm respectivamente. No
obstante, la fraccion FHCG solo actda contra M. luteus (40 mg/ml, 12 mm de didmetro).
Estos efectos pueden estar relacionados, en cierta medida, con el escaso contenido de
esteroles, flavonoides y abundantes polifenoles detectados en las pruebas fitoquimicas

realizadas previamente.

Con relacion a la actividad antifingica de extractos de G. ulmifolia, se ha reportado que
para las hojas, segin Ramirez et al. (2015), los extractos hexanico y en diclorometano
inhiben notoriamente el crecimiento miscelial de las cepas fitopatdgenas Sclerotium
cepivorum y Fusarium oxysporum con porcentajes mayores al 84% a concentraciones de
10000 mg/I.

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos
empleados como agentes bioldgicos aplicados a sistemas de biorremediacion en sistemas
terrestres y acuaticos contaminados. Predominan en los suelos agricolas, pastizales,
bosques y desiertos; y en ecosistemas acuaticos (Zhang et al., 2005). Pueden colonizar
distintos ambientes, debido a su alta capacidad reproductiva (Harman et al., 2004). Los
requerimientos nutrimentales de estos hongos filamentosos son pocos y se pueden
adaptar y sobrevivir en condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Jackson et
al., 1991).

Sin embargo, son microorganismos con alta velocidad de crecimiento, alta competencia
por espacio y por consiguiente pueden alterar el crecimiento de ciertos hongos como
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus repens, Mucor
petrinsularis y Rhizopus cohnii; y bacterias como Pseudomonas sp y Bacillus sp; que
descomponen la materia organica del suelo, reduciendo la poblacién microbial y de esta
manera se altera el equilibrio bioldgico de los suelos y por consiguiente se disminuye la
fertilidad de los mismos (Argumedo et al., 2009). Por lo que se hace necesario mantener
bajo control el crecimiento de T. viride, ya que puede adaptarse a condiciones extremas
y el uso de quimicos agresivos ocasionan dafios mayores al ecosistema. Todo lo cual

permite resaltar la importancia de la actividad ejercida por los extractos EMHG, EMFG
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y la muestra FECG, obtenidos a partir de hojas, frutos y corteza de Guazuma ulmifolia
respectivamente, los cuales disminuyeron en cierta medida el crecimiento de dicho
hongo. Destacandose el potencial antifingico que puede llegar a desarrollarse a partir de
fuentes naturales como el guasimo que sean eficaces y menos agresivas con la

naturaleza.

Es de hacer notar que, de acuerdo con la revision realizada por Ramirez y Hernandez
(2015) son pocos los registros bibliograficos relacionados con efectos del guasimo sobre
hongos fitopatdgenos en Latinoamérica, razon por la cual estos resultados son un aporte
novedoso sobre el efecto anti Trichoderma viride ejercido por extractos de hojas, fruto y

corteza de guasimo.

No obstante, si hay una amplia fuente de informacién acerca de la actividad del guasimo
sobre microorganismos patogenos causantes de enfermedades infecciosas y otros
problemas relacionadas con la salud humana. Al respecto, Luna y Gonzélez (2017),
describen la actividad antibacteriana de extractos de hoja, corteza y fruto de G. ulmifolia
(en concentraciones que van de 0,05 mg/ul a 0,25 mg/ul) sobre Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, B. subtilis, Micrococcus luteus, Neiseria gonorrheae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Streptococcus
pneumoniae, S. pyogenes y Mycobacterium intracellulare, asi como sobre la levadura
Candida albicans.

Por otra parte, la ausencia de actividad antibacteriana y antifungica ejercida por el
extracto EMCG, con baja concentracion de taninos pero abundante en polifenoles y
flavonoides, no implica que no posea ningun tipo de efecto antibacteriano, puesto que la
baja concentracion de sus componentes y sus caracteristicas quimicas pueden no ser
activos contra los microorganismos ensayados, pero pueden ejercer otro tipo de
bioactividad. Tal es el caso de la mezcla de extractos hexano:acetona (1:1) de corteza de
guasimo, evaluados por Magos et al. (2008), que no ejercieron actividad antibacteriana
pero cuyas procianidinas presentes en estos poseen propiedades antihipertensivas y

vasorelajantes de larga duracién, relacionadas con factores endoteliales, donde el 6xido
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nitrico esta involucrado. De igual manera, Alonso y Salazar (2008) evaluaron el efecto
del extracto acuoso de la corteza de guadsimo y encontraron que éste ejerce efecto
antidiabético, estimulando la captacion de glucosa en adipocitos insulinsensibles e

insulinoresistentes sin inducir adipogénesis.

Actividad antibacteriana y antifungica de los extractos y fracciones primarias
obtenidos de corteza de Genipa americana L. y hojas de Terminalia catappa L.

El extracto metandlico de corteza de caruto, EMC, ejercié un leve efecto antibacteriano
cualitativo sobre M. luteus y contra la levadura Saccharomyces cerevisiae (ver tabla 10),
que puede ser atribuible a la baja concentracion de metabolitos secundarios detectados
(polifenoles, taninos, saponinas y esteroles).

Hasta el presente, no existen antecedentes de estudios sobre la corteza de Genipa
americana L., razon por la cual es de destacar los resultados obtenidos en esta
investigacion. Sin embargo, ciertos estudios validan el conocimiento de G. americana
como planta medicinal, Campos et al. (2017) realizaron estudios bioldgicos de toxicidad
in vitro y actividades antivirales (probadas en los virus de herpes alfa suid (SUHV-1) y
equino (EHV-1)), antibacteriana y antifungica (contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata y Candida krusey)
de extractos etandlicos de ramas, frutos y hojas.

Los resultados mostraron que el extracto de hojas y el de ramas no ejercieron
citotoxicidad en las diluciones probadas pero si actividad antiviral contra SuHV-1 con
una inhibicién viral de 73% ejercida por el extracto de hojas y 79% por el extracto de
ramas, no obstante no hubo efecto contra EHV-1. Contrariamente, el extracto del fruto
presentd una inhibicion viral contra EHV-1 de 86%, pero no fue activo contra SUHV-1.
Similarmente, dicho extracto ejercid un efecto bacteriostatico sobre E. coli y un efecto
bactericida sobre S. aureus; mientras que no tuvo efecto sobre ninguna especie de
Candida (Campos et al., 2017).
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Tabla 10. Actividad antibacteriana y antifingica de los extractos y fracciones primarias

obtenidos de Genipa americana L. y Terminalia catappa L.

Diametro de inhibicion (mm)

Caruto* Almendrén*
EMC EMHA FHHA FCHA
2 Escherichia coli - 18 - -
= Bacillus cereus - 18 12 -
§ Enterococcus faecalis - - - -
o Micrococcus luteus 10 21 15 10
Saccharomyces cerevisiae 10 - 11 -
é Trichoderma viride - 14 - -
S Aspergillus niger - - - -
T Rhizopus orizae - 11 - -
Penicillum hirsutum - - - -

*Todos los extractos y fracciones fueron ensayados a una concentracién de 40 mg/ml.

El extracto metandlico de hojas de almendron, EMHA, ejercid actividad antimicrobiana
sobre E. coli, B. cereus y M. luteus, y actividad antifngica sobre T. viride y R. orizae,
atribuible a su composicién fitoquimica de relativa abundancia de posibles flavonoides y
escasa presencia de polifenoles, taninos y esteroles. Sin embargo, la fraccion hexanica,
FHHA, cuya concentracién de polifenoles, taninos, esteroles, triterpenos y flavonoides
es escasa, fue activa contra las bacterias Gram positivas B. cereus y M. luteus y contra la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Pero la fraccién cloroférmica, FCHA, que contiene

escasamente polifenoles, taninos y flavonoides, s6lo inhibid el crecimiento de M. luteus.

Al comparar los resultados con reportes previos, se hace notable los trabajos de Mandloi
et al. (2013), Anand et al. (2015), y Venkatalakshmi et al. (2016) quienes comprobaron
la actividad antifungica dosis-dependiente del extracto metandlico de hojas de
almendrén sobre cepas fungicas como Curvularia lunata, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Rhizoctonia solani Kihn y Trichophyton tonsurans. De manera similar,
los extractos acuoso y metandlico de hojas de T. catappa, ejercen diferentes grados de
actividad sobre Pseudomonas aeruginosa, P. testosteroni, P. pseudoalcaligenes,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. subflava, Proteus mirabilis, P. vulgaris, P.
morganii, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, B. subtilis, B.

megaterium, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus faecalis, S. cremoris, S. agalactiae,



35

Citrobacter  freundii,  Alcaligenes  faecalis, Micrococcus  flavus, Enterobacter
aerogenes y Candida tropicalis (Mandloi et al., 2013; Anand et al, 2015;
Venkatalakshmi et al., 2016). Efectos que destacan al extracto metandlico como mas
eficiente en relacion al extracto acuoso en la inhibicion de estas especies de

microorganismos.

Rendimiento en masa y punto de fusion del Sélido STC

Del extracto EMHA de almendron resuspendido en metanol, en un 3,40%, precipité un
solido color crema, luego de recristalizaciones sucesivas se obtuvieron cristales color
crema, denominados STC, con un porcentaje de rendimiento en masa de 68,60% con
respecto al sélido color crema de partida, luego de la recristalizacion se le determing el

correspondiente punto de fusion el cual resulté entre 154 — 156 °C (ver tabla 11).

Tabla 11. Rendimiento en masa y punto de fusion del sélido STC

PARAMETRO CANTIDAD OBTENIDA
Extracto metandlico de hojas de almendrén (g) 25,23
Precipitado color crema (g) 0,860
Rendimiento (% m/m) 3,40

Sélido STC (g) 0,590
Rendimiento obtenido de STC recristalizado (% m/m) 68,60

Punto de fusion (°C) 154 — 156

Rendimiento en masa y punto de fusién del Sélido SGA

Del extracto metandlico de caruto, precipitd un solido beige, el cual fue denominado
SGA, luego de su purificacion parcial y sucesivas recristalizaciones, reprecipitd con alto
porcentaje de rendimiento en masa de 89,47% con respecto al solido beige inicial, al

cual se le determing el punto de fusidn entre 149 — 153 °C (ver tabla 12).

Tabla 12. Rendimiento en masa y punto de fusion del sélido SGA

PARAMETRO CANTIDAD OBTENIDA
Extracto metandlico de caruto (g) 20,85
Precipitado beige (g) 1,95
Sélido SGA (9) 1,74
Rendimiento obtenido de SGA recristalizado (% m/m) 89,47

Punto de fusion (°C) 149 — 153
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Efecto anti-hiperlipidémico del s6lido SGA de Genipa americana L (caruto)

Masa promedio de los grupos de animales

Al inicio del experimento, los ratones presentaban masas promedio entre los 23,70 —
25,30 g aproximadamente; luego del periodo de alimentacién e induccion de la
hiperlipidemia, aumentaron de peso notablemente y sus masas promedio variaron entre
25,35 — 29,30 g; siendo los de menor masa el grupo de ratones del control normal
alimentados con dieta estandar, y los de mayor masa fueron los grupos de animales
alimentados con dieta grasosa y tratados con el sélido SGA y el farmaco rosuvastatina
(ver tabla 13). Es de resaltar que el pequefio incremento en masa de los ratones
mantenidos con alimento convencional, pudo ser debido al aumento de tamafio de los

animales lo que conlleva a un relativo aumento en su masa corporal.

Tabla 13. Masa promedio de los grupos de animales hiperlipidémicos tratados o no con

el sélido SGA obtenido de Genipa americana L (caruto)

Masa Promedio

RATONES Masa inicial (g) Masa final (g) Diferencia (mi—mf) @)
CONTROL C/N 23,75 25,35 1,60
CONTROL C/H 23,93 28,67 4,74
Control Antilipidémico 25,26 29,30 4,04
Sélido SGA 23,97 28,56 4,59

*CONTROL C/N: Control Normal, ratones alimentados con dieta estandar.

*CONTROL C/H: Control Hiperlipidémico, ratones alimentados con dieta rica en grasas.

*Control Antilipidémico: Ratones hiperlipidemicos tratados con Rosuvastatina 8,3 mg extracto/kg ratén
x dia.

*Solido SGA: Ratones hiperlipidemicos tratados con solido SGA a una dosis de 25 mg extracto/kg raton
x dia.

La dieta suplementada con grasa de pollo permitié un aumento en masa promedio en
poco mas de 4 g, esto debe ser proporcional a un aumento del contenido lipidico. Sin
embargo, un aumento de masa corporal no necesariamente tiene relacion con un
incremento de los niveles de colesterol y triglicéridos en la sangre. Esta suposicion fue
confirmada mediante la cuantificacion del contenido de colesterol y triglicéridos en
suero sanguineo de los animales, una vez transcurrido el tratamiento con el control

hipolipidemico Rosuvastatina y el s6lido SGA, obtenido del EMC de caruto (Tabla 15).
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Valores de triglicéridos obtenidos.

La toma de muestra de sangre, extraccion del suero sanguineo y posterior cuantificacion
del contenido de triglicéridos mediante la formacion de complejos coloreados al
aplicarse los reactivos estandarizados provenientes del kit comercial Stanbio
Triglicéridos Liquicolor® permitieron determinar que la dieta suplementada con grasa
induce aumento en el contenido lipidico en los animales, asi como el tratamientos de los
animales con el sélido SGA reduce los valores de triglicéridos, si se compara con él de
los animales hiperlipidemicos, ademés de tener como referencia los valores considerados

como normales para ratones albinos, presentados en la tabla 14 (Ledn et al., 2011).

Tabla 14. Rango del perfil lipidico normal en ratones albinos.

PARAMETRO VALOR (mg/dl)
Triglicéridos 26,7 -121,5
Colesterol Total 44,4 — 96,9
HDL* 15- 35
LDL* <60 Valor Deseable

*HDL: High density lypoprotein. * LDL: Low density lipoprotein. (Leén et al., 2011)

El contenido de triglicéridos en el suero de los ratones control, ratones hiperlipidémicos,

asi como en los ratones tratados con el solido SGA, es reportado en la tabla 15.

Tabla 15. Contenido de triglicéridos en suero de los grupos de ratones albinos

hiperlipidémicos tratados o no con el sélido SGA.

VALOR DE TRIGLICERIDOS (mg/dl)

RATONES Control C/N*  Control C/H* Rosuvastatina*  Solido SGA *
1 67,20 173,30 100,50 112,10
2 66,50 170,10 117,60 114,80
3 52,90 169,40 90,60 110,20
Media 62,20 170,93 102,90 113,45
Desviacion Estandar 8,07 2,08 13,66 1,91

*Control C/N: Control Normal, ratones alimentados con dieta normal.

*Control C/H: Control Hiperlipidémico, ratones alimentados con dieta rica en grasas.

*Control Antilipidémico: ratones alimentados con dieta rica en grasas, tratados con Rosuvastatina 8,3
mg extracto/kg raton x dia.

*S6lido SGA: ratones alimentados con dieta rica en grasas, tratados con SGA de caruto 25 mg extracto/kg
raton x dia.
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Como puede observarse, los animales Control C/N, alimentados con dieta estandar,
presentaron un contenido promedio de triglicéridos en suero de 62,20 + 8,07 mg/dl,
mientras que los ratones hiperlipidémicos, alimentados con dieta rica en grasa, Control
C/H, presentaron un contenido promedio de triglicéridos de 169,42 + 3,46 mg/dl, valor
que sobrepasa el rango normal establecido para niveles de perfil lipidico en ratones
albinos. Por esto puede establecerse una estrecha relacion entre el aumento de grasa en
la dieta suministrada a cada grupo de animales y el aumento de triglicéridos en la sangre,
ya que, luego de los 60 dias de experimentacion, el grupo control con dieta normal
presentd valores de triacilgliceroles dentro del rango referencial; mientras los ratones
alimentados con dieta rica en grasa excedieron dicho limite, al sobrepasarse en 47,92
mg/dl. Esto confirma la induccion de la hipercolesterolemia tanto en el grupo control
C/H como en el grupo al que se le suministrd la dosis diaria del farmaco comercial y el

grupo al que se le administré la dosis del sélido SGA.

Al comparar los valores de triglicéridos entre el grupo de ratones control
hiperlipidémico y el grupo de animales tratados con el solido SGA, se observa una
disminucion en los valores de triglicéridos ya que el grupo al cual se le suministro dosis
del solido SGA presenté un valor promedio de triglicéridos en suero de 113,45 + 1,91
mg/dl, valor éste que se encuentra dentro del rango referencial.

Al comparar los valores de triacilgliceroles de 102,90 + 13,66 mg/dl en el suero
sanguineo de los ratones dosificados con el farmaco Rosuvastatina y los valores
obtenidos para los ratones tratados con el s6lido SGA; puede establecerse una relacién
de actividad hipolipemiante ejercida tanto por el farmaco comercial Rosuvastatina como
por el s6lido SGA, ya que los valores de los dos grupos estan dentro de un rango similar;
por lo que puede atribuirsele un efecto hipolipidémico al sélido SGA obtenido del
extracto metandlico de la corteza de caruto (a dosis de 25 mg/kg/dia) muy parecido al

efecto ejercido por el farmaco comercial Rosuvastatina (a dosis de 8 mg/kg/dia).

Cuantificacién de colesterol total

Los niveles de colesterol total en el suero de los ratones control, ratones
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hiperlipidémicos, asi como en los ratones tratados con el sélido SGA, determinado

mediante reaccion con el reactivo Helfa®, son reportados en la tabla 16.

Tabla 16. Contenido de colesterol total en suero en ratones albinos hiperlipidémicos

tratados con el sélido SGA (25 mg) y el farmaco comercial rosuvastatina (8,3 mg).

VALOR DE COLESTEROL TOTAL (mg/dl)

RATONES Control C/N* Control C/H*  Rosuvastatina*  Sélido SGA *
1 75,90 120,90 100,10 117,40
2 89,90 104,70 83,70 99,90
3 78,30 121,10 98,80 115,10
Media 81,37 115,57 95,20 110,80
Desviacion Estandar 7,49 9,41 7,39 9,51

*Control C/N: Control Normal, ratones alimentados con dieta hormal.

*Control C/H: Control Hiperlipidémico, ratones alimentados con dieta rica en grasas.

*Control Antilipidémico: ratones alimentados con dieta rica en grasas y tratados con Rosuvastatina 8,3
mg extracto/kg raton x dia.

*Solido SGA: ratones alimentados con dieta rica en grasas y tratados con solido SGA de caruto 25 mg
extracto/kg ratén x dia.

Como puede observarse, los animales control, alimentados con dieta estandar,
presentaron un contenido de colesterol total promedio en suero de 81,37 + 7,49 mg/dl,
mientras que los ratones hiperlipidémicos, alimentados con dieta rica en grasa (dieta
estandar + 20 % de grasa de pollo), presentaron un contenido de colesterol de 115,57 +
9,41 mg/dl, valor éste que sale del rango normal del perfil lipidico para ratones albinos
de acuerdo con lo establecido por Leon et al. (2011). Estos resultados revelan un
aumento en el contenido de colesterol en sangre de los animales hiperlipidémicos de
34,20 mg/dl, en comparacion con los niveles de este componente en sangre de los
ratones control; confirmandose que la dieta suplementada con grasa de pollo fue efectiva

para la induccidn de hipercolesterolemia en los animales objeto de estudio.

El contenido de colesterol total en los ratones hiperlipidémicos tratados con el sélido
SGA, obtenido de la corteza de G. americana, a dosis de 25 mg extracto/kg raton x dia
(110,80 = 9,51 mg/dl) fue un poco superior a los valores que presentaron los ratones
control, alimentados con dieta sin complemento graso (81,37 + 7,49 mg/dl) y los ratones
alimentados con dieta rica en grasas tratados con el farmaco comercial Rosuvastatina a

dosis de 8,3 mg/kg/dia (95,20 + 7,39 mg/dl). Sin embargo, el contenido de colesterol



40

total en suero de los ratones control hiperlipidémico (115,57 £ 9,41 mg/dl) fue un poco
mayor que el valor de colesterol en los ratones tratados con el sélido SGA (110,80 +
9,51 mg/dl) pero ambos valores estan dentro de un mismo rango. Esto permite deducir
que, el solido SGA aunque reduce en cierta medida el nivel de colesterol total en suero,
de los ratones albinos alimentados con suplemento graso a dosis de 25 mg extracto/kg
ratbn x dia, no es tan efectivo como el farmaco Rosuvastatina (dosis de 8,3 mg
extracto/kg ratdbn x dia) para controlar dichos valores dentro del rango normal
establecido por Ledn et al. (2011).

Sin embargo, es de hacer notar que esta diferencia de entre el efecto anticolesterol del
solido SGA y el farmaco comercial, puede estar relacionada a las numerosas
investigaciones que han permitido mejorar el potencial de accion de dicho farmaco,
mientras que para el sélido SGA obtenido de hojas de almendron, es el primer bioensayo

que se realiza para determinar su potencial anticolesterolémico.

Los resultados obtenidos del efecto hipolipemiante del solido SGA, extraido de la
corteza de Genipa americana, concuerdan con otros estudios donde se demuestra la
eficacia de extractos de especies vegetales en la reduccion de los niveles del perfil
lipidico. Tal es el caso de los extractos hidroalcohdlicos de hojas frescas de Talinum
triangulare (falsa espinaca) y frutos verdes de Abelmoschus esculentus (quimbombd),
los cuales, a dosis de 400 mg extracto/kg raton/dia, causaron reduccion de los niveles de
triacilglicéridos por mecanismos de accion diferentes, superiores al efecto del acido
nicotinico para cada caso; no obstante el extracto hidroalcohdlico de Talinum
triangulare indujo potente efecto reductor de colesterol superior al del &cido nicotinico y
la atorvastatina (Gonzélez et al., 2015).

De igual manera, el extracto hidroalcoholico de hojas de Cymbopogon citratus S. (cafia
santa o malojillo) ejerci6 efecto hipolipemiante similar a la sinvastatina y el acido
nicotinico, en la reduccion de los niveles de colesterol, triacicilglicéridos y lipoproteinas
de muy baja densidad, ensayados en un modelo de hiperlipidemia aguda a una dosis de
400 y 600 mg extracto/kg raton/dia (Betancourt et al. 2015).
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Es de resaltar que no existen reportes previos de estudios realizados a extractos de
corteza de caruto, ni determinaciones de efecto hipolipidémico in vivo, siendo éste el

primer registro latinoamericano.

Determinacion del riesgo aterogénico

Se ha demostrado que las concentraciones de las lipoproteinas anormales desencadenan
las diversas patologias cardiovasculares; la revision bibliogréfica de estudios previos
hecha por Rodriguez (2009) ha indicado que alteraciones del metabolismo lipoproteico
representan cerca del 50% del riesgo atribuible para el desarrollo de alguna enfermedad

cardiovascular, siendo un principal factor de riesgo para aterosclerosis.

Actualmente, la evaluacion del riesgo coronario derivado de las concentraciones aisladas
de las distintas fracciones lipidicas (colesterol total y triglicéridos) y de lipoproteinas
(colesterol LDL y/o HDL) para las enfermedades cardiovasculares se realiza con alta
capacidad predictiva mediante los “cocientes o indices lipoproteicos”. Estos cocientes
aportan informacién acerca del balance entre lipoproteinas aterogénicas y
antiaterogenicas, y mientras mayor sea el valor de estos cocientes mayor sera el riesgo
cardiovascular. Por lo tanto, estos indices aterogénicos son una forma sencilla de valorar
el riesgo vascular final derivado del perfil lipidico global. EI numerador de estos
cocientes generalmente estd conformado por una variable lipidica con asociacion
positiva para riesgo cardiovascular (como el colesterol total o el LDL) y el denominador
por una variable asociada negativamente con el mismo (como el HDL o los triglicéridos)
(Rodriguez, 2009).

Al determinar el contenido de colesterol total y triglicéridos en suero de los ratones
control, ratones hiperlipidémicos, asi como en los ratones tratados con el solido SGA,
pudo establecerse la relacién entre ambos valores y calcular el indice de riesgo
aterogénico para los ratones objeto de estudio al dividir los valores de colesterol total
entre los valores de triglicéridos (tabla 17). El indice aterogénico relaciona las
concentraciones molares plasmaticas de triglicéridos y colesterol unido a lipoproteinas

de alta densidad (HDL) intimamente ligados, y ademas es un indicador indirecto del
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tamafio de las particulas de LDL (Arbogast y Dreher, 1987; Despres et al., 2000; Khot et
al., 2003; Dobiasova, 2004; Irurita et al., 2007).

Tabla 17. indice de riesgo aterogénico para los ratones albinos hiperlipidémicos tratados

con el s6lido SGA y el farmaco comercial rosuvastatina.

indice de Riesgo Aterogénico (Colesterol Total/Trigliceridos)

RATONES Control C/N*  Control C/H* Rosuvastatina* Sélido SGA *
1 1,13 0,70 1,00 1,05
2 1,35 0,62 0,71 0,87
3 1,48 0,71 1,09 1,04
Media 1,32+0,18 0,68 £ 0,05 0,93+0,20 0,99 +£0,10

*Control C/N: Control Normal, ratones alimentados con dieta normal.

*Control C/H: Control Hiperlipidémico, ratones alimentados con dieta rica en grasas.

*Control Antilipidémico: ratones alimentados con dieta rica en grasas y tratados con Rosuvastatina 8,3
mg extracto/kg ratén x dia.

*Solido SGA: ratones alimentados con dieta rica en grasas y tratados con solido SGA de caruto 25 mg
extracto/kg ratén x dia.

Para la relacion entre colesterol total/triglicéridos se consideran valores libre de riesgo
cardiovascular los comprendidos en el rango entre 0,95 y 1,30 (Arbogast y Dreher,
1987; Despres et al., 2000; Khot et al., 2003; Dobiasova, 2004) de alli que tanto los
animales Control C/N, alimentados con dieta estdndar como los ratones
hiperlipidémicos, alimentados con dieta rica en grasa, presentan mayor probabilidad de
riesgo cardiovascular al encontrarse fuera del rango de valores normales. El valor
promedio del indice aterogenico para los ratones del grupo Control C/N (1,32 + 0,18)
estad ligeramente sobre el rango establecido, indicando que a pesar de no consumir dieta
rica en grasas los animales tienen una cierta probabilidad de riesgo coronario. Al igual
los animales Control C/H cuya alimentacion rica en grasas favorece en gran medida el
riesgo aterogenico ya que su valor promedio esta por debajo del rango esperado (0,68 *
0,05).

En el caso de los ratones Control Antilipidémico, dosificados con el farmaco
Rosuvastatina, exhiben valores medios de su indice lipoproteico un poco por debajo de
lo normal lo que permite deducir que a pesar de que dicho farmaco reduce
satisfactoriamente los valores de colesterol y triglicéridos, no evita totalmente, en los

animales sujetos al estudio, el riesgo de padecer accidentes cardiovasculares y/o
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coronarios. De igual forma, al analizar el indice aterogenico del grupo de ratones
alimentados con dieta rica en grasas y tratados con dosis del sélido SGA (0,99 + 0,10),
se observo una tendencia similar a la del grupo de Control Antilipidémico, destacandose
la eficacia del solido SGA no solo como posible tratamiento para el control de
dislipidemias sino también su potencial como coadyuvante en la prevencion del riesgo

coronario.

Determinacion de la estructura quimica de los compuestos aislados:

La elucidacion estructural de los compuestos aislados se realizdé a través de datos
espectroscopicos obtenidos mediante experimentos unidimensionales de RMN de H y
13C, ademas de experimentos bidimensionales homo y heteronuclear (COSY, TOCSY,
HSQC, HMBC, H2BC) y espectrometria de masas.

Analisis espectroscopico del SOLIDO STC, obtenido del EMHA de Terminalia
catappa:

Anélisis de RMN H del sélido STC

En el espectro de RMN !H del sélido STC (800 MHz, D.0), figura 13, pueden
observarse cuatro sefiales muy definidas: un doblete de doblete a 3,78 ppm, doblete
distorsionado a 3,71 ppm, doblete de triplete distorsionado a 3,67 ppm y un doblete de
doblete a 3,59 ppm, todas estas sefiales integran para un proton cada una. Sefiales
atribuibles a protones glicosidicos, debido a la posible presencia de &tomos de oxigeno
cercanos a grupos —CH y —CHa, ademas de la similitud con los desplazamientos

quimicos de los protones del manitol.



44

o <t
SS=2 = - o~ *
crerrrien a) 0 g “© "
—— — — e -
= - ~ o
S * S o
2 © = &
= . b s h
= T — 1
. . . : . : 38 3.7 3,6 [ppm]
s tepmi|

Figura 13. Espectros RMN *H del s6lido STC (800 MHz, D,0): a) RMN H y b)
ampliacion de la zona con 64 entre 3,5 — 3,8 ppm.

Anélisis de RMN *3C del s¢lido STC

En la figura 14-a se presenta el espectro de RMN 3C (800 MHz, D20) del solido STC,
en el cual se observan tres sefiales de carbono muy definidas entre 62 — 70 ppm.
Adicionalmente, al observarse el espectro DEPT 135 (800 MHz, D20), en la figura 14-b,
se deduce que la sefial con desplazamiento quimico (dc) de 62,34 ppm corresponde a un
grupo —CH> vy las sefiales con oc de 68,38 y 69,94 ppm pertenecen a dos grupos —CH,
concordante con los desplazamientos quimicos del manitol (400 MHz, D20), cuyos dc
son 65,92 (-CHy); 71,92 (-CH) y 73,45 (-CH) (BMRDB, 2016).
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Figura 14. Espectro de RMN 3C del sélido STC (800 MHz, D20): a8) RMN *C y b)
DEPT 135.

Analisis de RMN bidimensional heteronuclear HSQC del sélido STC

El experimento HSQC (800 MHz, D,0) del s6lido STC, figura 15, generd un espectro
que confirma la presencia de un grupo —CH> (sefial de carbono con dc 62,34 ppm que se
correlaciona con las sefiales de protones 1 3,59 ppm que se observa en forma de doblete
de doblete y o+ 3,78 ppm que se observa como doblete de doblete) y dos grupos —CH,;
un grupo —CH cuyo carbono con dc de 68,38 ppm se correlaciona con la sefial de proton
con Jn de 3,71 ppm y otro grupo —CH con dc 69,94 ppm unido al proton on 3,67 ppm

cuya multiplicidad es doblete de triplete distorsionado.
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Figura 15. Espectro de RMN HSQC del sélido STC (800 MHz, D20)
Luego de analizarse todos los espectros de RMN experimentales y datos bibliograficos

previamente reportados, tabla 18, se pudo concluir, que el compuesto denominado como

solido STC, se corresponde con la estructura quimica del poliol manitol.

Tabla 18. Desplazamientos quimicos de RMN del s6lido STC y del manitol. Biological
Magnetic Resonance Data Bank (BMRDB, 2016).

Solido STC (800 MHz, D,0) Manitol (400 MHz, D,0)
dc (ppm) JoH (ppm) dc (ppm) JoH (ppm)
-CHz (1) 62,34 3,59 c; 3,78 dd 65,92 3,67 c; 3,86 dd
-CH (2) 69,94 3,67 dt 73,45 3,75 dt
-CH (3) 68,38 3,71 d 71,92 3,77 d
-CH (4) 68,38 3,71d 71,92 3,77d
-CH (5) 69,94 3,67 dt 73,45 3,75 dt
-CH; (6) 62,34 3,59 ¢; 3,78 dd 65,92 3,67 c; 3,86 dd
OH OH
HO 2 3 4 5 R
; OH
OH OH

Figura 16. Estructura quimica del manitol. Biological Magnetic Resonance Data Bank
(BMRDB, 2016).
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Anélisis de Espectrometria de masas del sélido STC
El espectro de masas para el sélido STC obtenido por electronebulizacién, figura 17,
presenta un ion molecular [M-1] de relacion masa/carga (m/z) de 181 unidades de masa
atomica (uma), atribuible a la masa del manitol (CeH140s, 182) con la pérdida de un
protdn, producto de la forma de ionizacién en modo de ion negativo.

57% 181,07

55%

50%

Abundancia relativa

4 151,06 163,06
5.01 9588 1hros 2302500 v 00

80 g0 160 110 120 130 140 150 180 170 180 190 200 210 230 230  2do 250 280
m/z (Da)

Figura 17. Espectro de masas, mediante electronebulizacién ESI-MS, del s6lido STC, en

modo de ion negativo.

Analisis espectroscopico del SOLIDO SGA, obtenido del EMC de Genipa
americana:

Anélisis de RMN H del sélido SGA

El espectro de RMN tH (800 MHz, DMSO ds) del solido SGA, figura 18, presenta siete
sefiales en dos regiones a campo intermedio. Se observa, un doblete con desplazamiento
quimico (1) de 4,41 ppm (J = 5,3 Hz); un triplete con Jn de 4,32 ppm (J = 5,6 Hz) y un
doblete a 4,13 ppm (J = 6,9 Hz), sefiales que integran para un proton cada una y son
atribuibles a sefiales de protones proximos a elementos electronegativos como oxigeno
y/o nitrégeno. Un multiplete con dn de 3,60 ppm, un triplete con o de 3,54 ppm, un
multiplete distorsionado a 3,45 ppm vy finalmente un multiplete con desplazamiento
quimico de 3,37 ppm, atribuibles a protones asociados a carbonos proximos a oxigeno

y/o nitrogeno.
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Figura 18. Espectro de RMN 'H del sélido SGA (800 MHz, DMSO ds)

Anélisis de RMN *3C del sélido SGA

En el espectro de RMN C (800 MHz, DMSO ds) del solido SGA, figura 19, se
observan tres sefiales de carbono muy definidas a Jc 71,31; 69,68 y 63,86 ppm
semejantes a sefiales caracteristicas de compuestos glicosidicos o carbohidratos tipo
manitol. Luego, a la misma muestra, se le realizaron experimentos de RMN *C DEPT
90 y DEPT 135, figura 20-b y 20-c, a través de los cuales se puede corroborar que las
sefiales con oc 71,31 y dc 69,68 ppm corresponden con dos grupos —CH vy la sefial de

63,86 ppm con un grupo —CHa.
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Figura 19. Espectro de RMN *3C del sélido SGA (800 MHz, DMSO dg).
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Figura 20. Espectros de RMN 3C del s6lido SGA (800 MHz, DMSO ds): b) DEPT-90 y

c) DEPT 135.

Anélisis de RMN H de correlacién homonuclear COSY del sélido SGA

El experimento de RMN H bidimensional de correlacién homonuclear COSY (800
MHz, DMSO ds), figura 20, evidencia que las siete sefiales de protones tienen fuerte
correlacion entre si. ElI multiplete con Jon 3,37 ppm se correlaciona con el multiplete de
on 3,60 ppm y con el triplete on 4,32 ppm. Asi mismo, el multiplete distorsionado con
on 3,45 ppm se correlaciona con el triplete J+ 3,54 ppm. Dicho triplete también muestra
correlacion con el doblete o+ 4,13 ppm. Mientras que el doblete con Jn 4,41 ppm se

correlaciona con el multiple a 61 3,45 ppm.



50

[ gy —
=
-
3,6 3.4 F1[ppm]

)

J “ a0 =
| <
,,,,, - . o

a6 4 a2’ a0 38360 3 g
Figura 21. Espectro de RMN H-COSY del s6lido SGA (800 MHz, DMSO ds)

En la figura 21, se muestran las correlaciones entre protones, anteriormente, descritas
para el solido SGA, deducidas del analisis del espectro de RMN *H de correlacion

homonuclear COSY.

Py
0 4,40

Figura 22. Correlaciones homonucleares entre protones, para la estructura del sélido
SGA, determinados mediante analisis de RMN H - COSY.

Anélisis de RMN 'H - TOCSY del sélido SGA
El espectro de RMN !H de correlacion homonuclear entre protones de un sistema de

espin TOCSY (800 MHz, DMSO ds), figura 22, presenta mayor numero de
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correlaciones entre los nucleos de protones, demostrando las correlaciones a distancia.
El protdn que genera el multiplete con Jn 3,45 ppm Yy el proton del triplete con on 3,54
ppm se correlacionan entre si y a su vez los protones con on 3,45 y 3,54 ppm
interaccionan con las sefiales multiples con dn 3,37 y 3,60 ppm y los dobletes a o+ 4,13 y

4,40 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN H-TOCSY del sdlido SGA (800 MHz, DMSO d)

En la figura 23, se muestran las correlaciones entre protones anteriormente descritas para
el sdlido SGA, de acuerdo al resultado del analisis de RMN !H de correlacion
homonuclear TOCSY.

":—————\
64,9 P

H
~

EH 3,60

Figura 24. Correlaciones homonucleares entre protones, para la estructura del SGA,
determinados mediante analisis de RMN *H TOCSY.
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Analisis de RMN de correlacion directa heteronuclear HSQC del sélido SGA

El experimento de RMN de correlacion heteronuclear directa HSQC (800 MHz, DMSO
ds), figura 24, generd un espectro que evidencia correlacion directa entre los protones
que generan los multipletes con on 3,37 y 3,60 ppm con la sefial de carbono con Jc 63,86
ppm, confirmando la presencia de un grupo —CH> con protones diasterotopicos. El
multiplete con oc 3,45 ppm esta unido al a&tomo de carbono con dc 71,31 ppm vy el
triplete que se observa a Jn 3,54 ppm esta unido al carbono que presenta oc 69,68 ppm;
lo cual corrobora la presencia de dos grupos —CH, determinados anteriormente por los
experimentos de RMN *C DEPT 90 y DEPT 135, figura 19-b y 19-c. Cabe destacar que
para las sefiales con Jn de 4,13; 4,32 y 4,41 ppm no se observa correlacion directa con
nucleos de carbono, esto indica que los protones que generan estas sefiales no estan
conectados en forma directa a ndcleos de carbono, lo que sugiere que estan unidos
posiblemente a 4tomos de nitrdgeno debido al desdoblamiento de las sefiales, porque si

estuviesen enlazados a nicleos de oxigeno se observarian como picos anchos.
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Figura 25. Espectro de RMN HSQC del sdlido SGA (800 MHz, DMSO de)

Analisis de RMN de correlacion heteronuclear a maltiples enlaces HMBC del
solido SGA

En el espectro de RMN de correlacion multiple heteronuclear a méas de un enlace HMBC
(800 MHz, DMSO dg), figura 25, se evidencia una fuerte correlacion entre las sefiales de
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los protones del grupo —CH: (on 3,37 y 3,60 ppm) y los carbonos de los grupos —CH y
viceversa. A su vez pudo determinarse que las sefiales con on 4,32 y 4,41 ppm tienen
una clara relacion con los grupos —CH y el grupo —CHo>, pero el doblete que se observa a
on 4,13 ppm Unicamente se relaciona con el carbono de los grupos —CH.
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Figura 26. Espectro de RMN de correlacion Hetronuclear a multiple enlace HMBC del
s6lido SGA (800 MHz, DMSO ds).

Figura 27. Correlaciones heteronucleares entre protones, para la estructura del solido
SGA, determinados mediante analisis d¢e RMN HMBC.
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Luego de analizarse todos los espectros de RMN experimentales se propone que el
compuesto denominado como sélido SGA, se corresponde con la estructura quimica de
un 2,3,5-triazabiciclo[2.2.0]hexano. Siendo éste el primer reporte de la existencia de esta

estructura quimica en la naturaleza.

H H
Figura 28. Estructura quimica del 2,3,5-triazabiciclo[2.2.0]hexano

Analisis espectroscopico del SOLIDO EC2, obtenido de Erythroxylum cumanense
Kunth:

El sélido EC2 obtenido, fue ensayado directamente con el reactivo de Dragendorff,
detectandose la posible presencia del grupo funcional alcaloideo. Sin embargo, no fue
posible medir su punto de fusién, destacandose que dicha muestra probablemente se
corresponda con la sal de algin alcaloide. Debido a esta caracteristica, la muestra (12,6
mg) debié ser sometida a un previo proceso de disolucion en DMSO-ds antes de
realizarsele los anélisis de RMN, y la pequefia cantidad de muestra soluble en dicho
solvente (< 2 mg) fue colocada (5 pl) en un tubo para RMN especial para
espectrometros Bruker (didmetro externo de 1,7 mm; 103,5 mm de longitud; 0,20 mm de
grosor de pared y 60 um de camara). Se muestran a continuacion todos los analisis

realizados para la muestra EC2.

Anélisis de RMN 'H, IH-COSY y 'H-TOCSY del sélido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

Debido a la poca cantidad de muestra disuelta en el solvente y a su naturaleza de sal
alcaloidal, debid aplicarsele dos tipos de experimentos de RMN H para suprimir la
sefial de agua y observar con mas detalle las sefiales de la muestra en el rango de Jn
entre los 3,0 y 3,5 ppm, debido a que en el espectro obtenido de manera normal, la sefial
del solvente (agua) solapa algunas de las sefiales pertenecientes a la muestra. Para la
supresion de la sefial del agua, se utilizaron los métodos de presaturacion de pulsos y
WATERGATE (Supresion de agua por gradiente de excitacion adaptada; WATER-
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suppression by GrAdient-Tailored Excitation, por sus siglas en inglés). Cuando se aplica
la presaturacion de pulsos, la interaccion del nicleo con atomos intercambiables del
solvente también estan siendo saturadas, ya que se aplica un bajo poder de irradiacién
sobre el agua antes de aplicar la primera secuencia de pulsos de 90°, usualmente durante

el periodo de relajacion (Pelczer, 2003).

La secuencia de pulsos aplicada al utilizar el método WATERGATE, puede ser
facilmente implementada en analisis de RMN *H en una y dos dimensiones, debido a su
eficacia superior con respecto a otros métodos ya que no suprime las sefiales del nucleo
que se intercambian con el solvente. Normalmente, el método WATERGATE utiliza
pulsos de radiofrecuencia relativamente cortos y por lo tanto no mucha frecuencia
selectiva, dando una amplia excitacion minima alrededor de la sefial del agua (Alam y
Alam, 2004). Sin embargo, para realizar el analisis de las sefiales de la muestra en
estudio, se tomaron en cuenta ambos métodos. La comparacion de los espectros RMN

'H obtenidos para la muestra, se detallan a continuacion:

% 'P( A { il o , Aae '\

WATERGATE

W\m_,./ DA ‘L_,«,,_Jll \J

T T T T T T T T T T T T T T T T

" 45 4,0 3,5 30 [ppm]

Figura 29. Comparacion de espectros de RMN *H (900 MHz, DMSO-ds) en la region
entre 2,5 — 5,0 ppm obtenidos aplicando experimentos de supresion de sefial del

solvente: a) espectro normal, b) experimento de presaturacion y c) experimento
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WATERGATE.

De acuerdo a los espectros de protones *H — unidimensional se determind la presencia de
once sefiales de protones presentes en la estructura quimica del compuesto EC2. Las
sefiales con desplazamiento quimico de 0,85 (H6), 1,24 (H4), 2,28 (H2) y 3,34 (H7)
ppm, todas estan en forma de multipletes; un triplete a 1,51 (H3) ppm, doblete de triplete
a 4,64 (H10), cuarteto a 3,62 (H9) ppm y cinco sefiales doblete de doblete con d4 3,90
(H8a), 4,03 (H8b) y 4,87 (H11) ppm. Debido a la naturaleza de sal alcaloidal de la
muestra EC2 y la poca cantidad disuelta, los valores calculados para las integrales en el
espectro no proporcionan informacion totalmente precisa sobre la cantidad exacta de

protones presentes en la estrutura.
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Figura 30. Espectro de RMN *H del sdlido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

El experimento de RMN de correlacion homonuclear COSY, evidencia interacciones
entre las sefiales de los protones H3-H2 y los protones H8-H9. En el TOCSY, figura 31,
se generd un mayor numero de correlaciones entre los protones en la estructura, aparece
una sefial de protones (H5) a on 1,25 ppm correlacionada con H2, H3 y H6; H2 y H3,
entre si. Sin embargo, estos protones H2, H3, H4, H5 y H6 no muestran ningln tipo de
correlacion con las sefiales de protones restantes, delimitando un sistema de espin

diferente. Las sefiales de los protones H7, H8a, H8b, H9, H10 y H11 conforman otro
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sistema de espin, observandose la fuerte correlacion entre todos los protones H7 a H11.
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Figura 31. Espectro RMN *H-TOCSY del sélido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)*.

*Las intersecciones 1 y 4 son las Unicas relaciones observadas en el espectro de RMN H-COSY del
solido EC2 (900 MHz, DMSO-ds).

Anélisis de RMN 13C- DEPTQ del sélido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

A la gran mayoria de compuestos organicos se les puede aplicar experimentos de RMN
13C normal asi como DEPT-135, si la muestra esta diluida puede llevar un considerable
periodo de tiempo para obtener los espectros (esto genera mayor inversion y horas
hombre de trabajo). Sin embargo, se puede ejecutar un espectro DEPTQ-135 a la
muestra y obtener la misma informacion en menor tiempo, ahorrando asi horas de
operatividad de equipos espectroscopicos. Un espectro DEPTQ-135 es o mismo que un

espectro DEPT-135, excepto que los carbonos cuaternarios estan presentes y aparecen
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180 grados fuera de fase (en sentido positivo) con respecto a los carbonos de grupos CH
y CHs (en sentido negativo). Tomé&ndose en cuenta que las sefiales del solvente
deuterado comunmente utilizado aparecen en el espectro DEPTQ, estas pueden ser
utilizadas como referencias del desplazamiento quimico. Tomando en consideracion que
la muestra del solido EC2 utilizada para los analisis de RMN estaba muy diluida se le
realiz6 un espectro DEPTQ-135 (figura 32).

69,3022
65,4926
62,6358
13,9528

~ 33,4826
24,4417
22,0832
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Figura 32. Espectro RMN *C-DEPTQ 135 del s6lido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

Se observan 11 sefiales de carbono, de las cuales las sefiales con éc 13,95 y 69,30 ppm
pueden ser atribuibles a carbonos de grupos CH y/o CHs y las demas sefiales pueden

corresponderse con grupos CHz y/o carbonos cuaternarios.

Anélisis de RMN HSQC (pure shift) del sélido EC2 (900 MHz, DMSO-d)

El experimento HSQC es el método de RMN mas utilizado para correlacionar los
cambios quimicos de los pares *3C-'H unidos directamente. Sin embargo, en su forma
convencional, muestra la estructura del multiplete de protones en F2, limitando asi la
resolucion en los espectros de especies complejas (Paudel et al., 2013). Razon por la

cual, se realizan espectros de HSQC (pure shift), los cuales muestran una resolucion
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mejorada en F2, ademés de una relacion sefial — ruido mejorada. Los datos HSQC (pure
shift) con una resolucion comparable se pueden obtener mucho mas rapidamente (hasta
el punto en que un espectro pure shift puede requerir menos tiempo para la adquisicion
que un espectro convencional) y sin la necesidad de ningun procesamiento de datos
adicional. La unica restriccion es que el ndcleo observado indirectamente, generalmente

13C, no deberia mostrar el acoplamiento homonuclear (Paudel et al., 2013).

El experimento de HSQC (pure shift), conduce al colapso completo de resonancias de
multipletes en singletes (excepto por sefiales de metileno no equivalentes, que se
colapsan a dobletes). Este desacoplamiento homonuclear produce sefiales con mayor
intensidad y mejor resolucion, reduciendo los limites de deteccion, acelerando los
experimentos y mejorando la capacidad de distinguir entre sefiales en espectros
complejos. Este experimento es potencialmente adecuado para el analisis espectral
automatizado, ya que se ve una sola sefial para cada sitio o correlacion quimica distinta
(Paudel et al., 2013). Debido a la pequefia cantidad del solido EC2 disuelto en DMSO-
ds, se realizo un experimento de RMN de correlacion cuantica Unica heteronuclear de

desplazamiento puro (HSQC-pure shift) en tiempo real

En el espectro de correlacion heteronuclear directa H-C, HSQC (pure shift), de la
muestra EC2, figura 33, pudo determinarse la presencia de siete sefiales de carbono
unidos a diez sefiales de protones, evidencidndose la presencia de protones
diastereotopicos: oc 14—dn 0,85; dc 22—dn 1,25; dc 24—dn 1,24; dc 34—0dn 2,28; ¢
62—0H 3,34; dc 69—0H 3,62; dc 66—0n 3,90 y 4,03. Sefiales de desplazamiento quimico
de carbonos asignables a grupos —CHs (dc 14—dn 0,85), grupos CH2 (dc 22—dn 1,25;
oc 24—0n 1,24; oc 34—0n 2,28; doc 62—0n 0,85; dc 66—0dn 3,90 y 4,03) y un grupo —
CH (oc 69—dn 3,62). Resaltandose que las sefiales de protones H10 (on 4,64 ppm) y
H11 (on 4,87 ppm) no se correlacionan con ninguna sefial de carbono, por lo que deben

estar unidas a otro heteroatomo, sea oxigeno o nitrogeno.
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Figura 33. Espectro RMN HSQC- pure shift del sélido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

Anélisis de HMBC del s6lido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

El espectro correlacion heteronuclear H-C a méas de un enlace, HMBC, de la muestra
EC2, figura 34, destaca la presencia de una sefial de carbono cuaternario con ¢c 173,36
ppm correlacionada con los protones H2 (on 2,28) y H8a,b (61 3,9 y 4,0). Los C2 y C5
se correlacionan con el proton H6 (dc 22 y 33—610,85); el C5 con H4 (dc 22—0n 1,24);
los C1y C4 con H2 (dc 173 y 24—0n 2,28); los C7 y C9 se correlacionan C7-H9 (oc
62—0H 3,62), C9- H7 (doc 69—dn 3,34) y ambos estan relacionados con H8a,b (dc 62 y
69—03H 3,90 y 4,03), H10 (dc 62 y 69—dn 4,64) y H11 (Jc 62 y 69—dn 4,87); el C8 con
H7 (6c 66—0nH 3,34) y H11 (dc 66—0H 4,87).
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Figura 34. Espectro RMN HMBC del sdlido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

Anélisis de H2BC del s6lido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

El experimento H2BC (Correlacion Heteronuclear a dos enlaces) correlaciona los
carbonos de grupos -CH vy los protones que estan a dos enlaces de distancia mediante el
uso de acoplamientos de carbén-protdon y proton-protén a un enlace. EI H2BC es
esencialmente un experimento HSQC-COSY o un HSQC-TOCSY con un tiempo de
mezcla muy corto. Para interpretar el espectro H2BC, se debe comenzar con los picos
HSQC de correlacién directa. Sin embargo, en el H2BC no se observan los carbonos
cuaternarios; solo estan presentes los carbonos con protones unidos. EI H2BC a veces se
considera complementario al experimento HMBC ya que HMBC usa diferentes tipos de
acoplamientos. Es decir, el HMBC usa protones unidos a &tomos de carbono a 2 y 3
enlaces, mientras que el H2BC usa el proton de un carbono —CH y el proton
correlacionado con éste a dos enlaces de distancia.

De acuerdo al experimento H2BC del s6lido EC2, figura 35, se obtiene la correlacion a

dos enlaces entre los protones con dn 3,90; 4,03 y 4,87 ppm con el carbono del CH con

oc 69 ppm.
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Figura 35. Espectro RMN H2BC del sdlido EC2 (900 MHz, DMSO-ds)

De acuerdo a la naturaleza de sal alcaloidal de la muestra EC2, y la poca cantidad
disuelta en el DMSO-ds, la presencia de dos sistemas de espin de protones y lo
complejo de la estructura quimica de uno de dichos sistemas, no puede establecerse una
estructura quimica total definida. Sin embargo, de acuerdo a revisiones bibliograficas
(ver tabla 19), se pudo confirmar que uno de los sistemas de espin se corresponderia con
la presencia de una cadena lateral del tipo hexanamida conformada por seis &tomos de
carbono (C1 — C6), incluyendo el grupo carbonilo (6c 173 ppm) y un grupo nitrogenado,
enlazada al sistema de espin conformado por los 4&tomos de carbono restantes y otro

grupo nitrogenado.

De igual manera, todos los desplazamientos quimicos para cada grupo identificado y las
correlaciones obtenidas luego de analizar todos los experimentos de RMN uni- y
bidimensionales de protones 'H y carbono 3C realizados a la sal alcaloidal EC2, se

muestran en la tabla 20.
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos de RMN de la cadena lateral del solido EC2 y de la

hexanamida. Spectral Database for Organic Compounds (SDBS, 2018) y Automated
Topology Builder and Repository — Version 2.2 (ATB, 2018).

Cadena lateral de EC2 Hexanamida
dc (ppm) Jon (ppm) dc (ppm)* on (ppm)**
(900 MHz, DMSO- (900 MHz, DMSO-ds) (25 MHz, (400 MHz, DMSO-

de) CDCly) de)
-CONH; (1) 173,00 - 176,97 -
-CH2 (2) 33,94 2,28 m 35,97 2,14 m
-CH2 (3) 31,30 151t 31,49 1,71 m
-CH:z (4) 24,85 1,24 m 25,38 1,21m
-CH: (5) 22,43 1,25m 22,45 1,27m
-CHjs (6) 14,32 0,85m 13,94 0,78t

*AIST: Spectral Database for Organic Compounds, SDBS (2018).
** Automated Topology Builder (ATB) and Repository — Version 2.2 (2018).

HH4H H21 H
HaC™ S 3 N~

H H |

H 'H
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H

Figura 36. Estructura quimica de la hexanamida. Spectral Database for Organic
Compounds, SDBS (2018).

Tabla 20. Desplazamientos quimicos y correlaciones homo- y heteronucleares para el
solido EC2, obtenidos por analisis de RMN (900 MHz, DMSO-ds)

Posicién dc o1 (ppm) COSsYy TOCSY HMBC
(ppm)  multiplicidad

1 173,00 - - - -

2 33,94 2,28 m H-3 H-5 H; — C4, Cy

3 31,30 151t H-2 H-5 Hz — C4

4 24,85 1,24 m - H-6, H-3, H-2 Hs — Cs

5 22,43 1,25 m - H-6, H-3, H-2 Hs — Cg, C2

6 14,32 0,85 m - H-5 Hes — Cs, C,

7 62,90 3,34 m - H-9, H8a, H8b, H10, H; — Cs, Co
H11

8a 65.90 3,90d H8b, H9 H10, H11 Hga — Ci, C7, Co

8b ' 4,03d H8a, H9 H10, H11 Hgp, — Ci1, C7, Co

9 69,70 3,62¢ H8a, H8b H-7, H10, H11 Hy — C;

10 - 4,64 dt - H-7, H8a, H8b, H9, Hio — C7, Co
H11

11 - 487d - H8a, H8b, H9, H10 Hip — Cy, Cs, Co
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Espectrometria de masas mediante electronebulizacion (ESI-MS) del s6lido EC2

El espectro de masas por electronebulizacion del solido EC2, figura 35, muestra un ion
molecular con mayor abundancia relativa de relaciéon masa/carga [M-1]" de 113 uma.
Sin embargo, de acuerdo a los analisis de RMN analizados, la estructura de la muestra
EC2 tiene mayor correlacién con el ion molecular de 262,76 uma que se corresponderia
con la formacién de una estructura quimica entre los dos sistemas de espin observados

en los espectros de *H y **C mono y bidimensionales.
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Figura 37. Espectro de masas ESI-MS del solido EC2



CONCLUSIONES

Fueron seleccionadas cuatro especies vegetales; Guazuma ulmifolia (guasimo),
Terminalia catappa (almendroén), Erythroxylum cumanense y Genipa americana
(caruto); empleadas por los habitantes de los estados Sucre y Anzoategui, de
acuerdo al uso etnobotanico dado por la poblacion.

Fueron obtenidos los extractos de los 6rganos de las especies vegetales antes
mencionadas; previamente reportadas con efectos biologicos.

Se evaluo la actividad antibidtica y antimicética de los extractos de las plantas
recolectadas, de lo cual pudo concluirse que:

o EIl extracto metandlico de las hojas de guasimo, EMHG, inhibi6 el
crecimiento de la bacteria Micrococcus luteus y el hongo fitopatdgeno
Trichoderma viride; mientras que el extracto metandlico del fruto
(EMFG) solo inhibio el crecimiento de M. luteus y las fracciones en
hexano (FHCG) y etanol (FECG) derivadas del extracto metandlico de la
corteza impidieron el crecimiento del hongo T. viride. No obstante, la
fraccion FHCG solo actia contra M. luteus.

o El extracto metandlico de corteza de caruto, EMC, el cual posee una
escasa presencia de familias de metabolitos secundarios como
polifenoles, taninos, saponinas y esteroles, ejerci6 un leve efecto
antibacteriano sobre M. luteus y antifingico contra la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

o El extracto metanolico de hojas de almendron, EMHA, ejerci6 actividad
antibacteriana sobre E. coli, B. cereus y M. luteus, y actividad antifingica
sobre T. viride y Rhizopus orizae, atribuible a su composicion fitoquimica
de relativa abundancia de posibles flavonoides y escasa presencia de
polifenoles, taninos y esteroles. Sin embargo, la fraccién hexanica,
FHHA, cuya concentracion de polifenoles, taninos, esteroles, triterpenos
y flavonoides es escasa, fue activa contra las bacterias Gram positivas B.

cereus y M. luteus y contra la levadura S. cerevisiae. Pero la fraccion
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cloroférmica, FCHA, que contiene escasamente polifenoles, taninos y
flavonoides, sélo inhibio el crecimiento de M. luteus.

— Se determino el contenido de triglicéridos y colesterol total en el suero de ratones

control, ratones hiperlipidémicos, asi como en ratones tratados con el sélido

SGA,

mediante reacciobn con los Kits comerciales respectivamente,

estableciéndose que:

O

La dieta suplementada con grasa de pollo permitié un aumento en masa
promedio en poco mas de 4 g. De igual forma, esta indujo el aumento en
los contenidos de triglicéridos y colesterol en los animales de 62,20 +
8,07 mg/dl y 81,37 + 7,49 mg/dl, respectivamente, para el grupo Control
C/N hasta valores de 169,42 + 3,46 mg/dl y 115,57 + 9,41 mg/dI para el
grupo Control C/H, respectivamente.

El tratamiento de los animales con el sdlido SGA, reduce los valores de
triglicéridos (113,45 £ 1,91 mg/dl), si se compara con los valores de los
animales hiperlipidémicos (169,42 + 3,46 mg/dl) y los valores
considerados como normales (26,7 — 121,5 mg/dl) para ratones albinos.

El aumento en el contenido de colesterol en sangre de los animales
hiperlipidémicos de 34,20 mg/dl, en comparacion con los niveles de este
componente en sangre de los ratones control; confirm6 que la dieta
suplementada con grasa de pollo fue efectiva para la induccion de
hipercolesterolemia en los animales objeto de estudio.

Pudo establecerse una relacion de actividad hipolipemiante ejercida tanto
por el farmaco comercial Rosuvastatina como por el sélido SGA obtenido
del extracto metandlico de la corteza de caruto (a dosis de 25 mg/kg/dia)
debido a la similitud con los valores obtenidos para los grupos de
animales tratados con el farmaco comercial Crestor® (a dosis de 8
mg/kg/dia).

El solido SGA aunque reduce en cierta medida el nivel de colesterol total
en suero, de los ratones albinos alimentados con suplemento graso a dosis

de 25 mg extracto/kg raton x dia, no es tan efectivo como el farmaco
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Rosuvastatina (dosis de 8,3 /kg mg extracto ratén x dia) para reducir el
contenido lipidico al rango de valores lipidicos considerados normales.

o El indice aterogénico de los animales Control C/N (1,32 + 0,18) y los
ratones hiperlipidémicos Control C/H (0,68 + 0,05), determinan que
ambos grupos de animales presentan mayor probabilidad de riesgo
cardiovascular, al encontrarse fuera del rango de valores considerados
como libre de riesgo (0,95 - 1,30).

o Para los ratones Control Antilipidémico, dosificados con Rosuvastatina,
valores medios de su indice lipoproteico un poco por debajo de lo normal
(0,93 = 0,20) permiten deducir que a pesar de controlar de manera
efectiva la hipercolesterolemia no evita totalmente, el riesgo de padecer
accidentes cardiovasculares y/o coronarios.

o El indice aterogénico promedio para el grupo de ratones alimentados con
dieta rica en grasas y tratados con dosis del solido SGA (0,99 + 0,10)
permite destacar la eficiencia del solido SGA como potencial
coadyuvante en la prevencion del riesgo coronario ya que mantiene los
valores de colesterol total y triglicéridos dentro del rango establecido, sin
disminuirlos excesivamente y mantener bajo el indice de riesgo de
padecer accidentes cardiovasculares y/o coronarios.

Los espectros de RMN experimentales y datos bibliograficos previamente
reportados, determinaron que el sélido STC, precipitado de hojas de Terminalia
catappa, se corresponde con la estructura quimica del poliol manitol.

Los andlisis de RMN experimentales permitieron proponer que el compuesto
denominado como solido SGA, precipitado del extracto metandlico de corteza de
Genipa americana, se corresponde con la estructura quimica del 2,3,5-
triazabiciclo[2.2.0]hexano.

Los espectros de RMN experimentales y datos bibliograficos previamente
reportados, determinaron que el solido EC2 es una sal alcaloidal que posee dos

sistemas de espin, uno de los cuales es una cadena lateral tipo hexanamida.



BIBLIOGRAFIA

Ahmad, F. 2011. Antimicrobial and anti-inflammatory activities of Piper
porphyrophyllum  (Fam.  Piperaceae).  Arabian  Journal  of  Chemistry
doi:10.1016/j.arabjc.2010.12.032

Akharaiyi FC, llori RM, Adesida JA. 2011. Antibacterial effect of Terminalia catappa
on some selected pathogenic bacteria. Int J Pharm Biomed Res. 2: 64-67.

Alam, T.M.; Alam, M.K. 2004. Chemometric analysis of NMR spectroscopy data: a
review. Ann. Rep. NMR Spectrosc. 54, 41-80.

Alonso A. y Salazar L. 2008. The anti-diabetic properties of Guazuma ulmifolia Lam are
mediated by the stimulation of glucose uptake in normal and diabetic adipocytes without
inducing adipogenesis. Journal of Ethnopharmacology 118: 252-256.

Alvez A. 2008. Caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo do potencial antioxidante dos
frutos da Terminalia catappa Linn. Trabajo de Maestria. Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia — UESB. Programa De P6s-Graduacdo Em Engenharia De Alimentos.
Itapetinga — Bahia, Brasil.

Anand A, Divya N and Kotti P. 2015. An updated review of Terminalia catappa.
Pharmacogn Rev. 9(18): 93-98.

Ansell SM, Pegel KH, Taylor DA. 1993. Diterpenes from the timber of 20 Erythroxylum
species. Phytochemistry 32(4): 953-959.

Arbogast BW, Dreher NJ. 1987. Coronary disease prediction using a new atherogenic
index. Atherosclerosis 66: 55-62.

Argumedo R., Alarcon A., Ferrera R. y Pefia J. J. 2009. EI género fungico Trichoderma
y su relacion con contaminantes organicos e inorganicos. Rev. Int. Contam. Ambient. 25
(4): 257-269.

Barajas L, Herrefio N, Mejia A, Borrego M y Pombo L. 2014. Guasimo Guazuma
ulmifolia (Monografia). Departamento de Ciencias Basicas. Fundacion Universitaria
Juan N. Corpas. Escuela de Medicina. Bogota, Colombia.

Barbosa CC, Silva FD, Santos AM, Vaz MRF, Nébrega FFF. 2014. Aspectos gerais €
propriedades farmacologicas do género Erythroxylum. Revista Saude E Ciéncia 3(3):
207-216.

Barbosa D. 2008. Avaliagdo Fitoquimica e Farmacoldgica de Genipa americana L.
(Rubiaceae). Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro- Brasil., TESE. pp. 138.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4557241/

69

Barreiros ML, David JM, de Queiroz LP, David JP. 2005. Flavonoids and triterpenes
from leaves of Erythroxylum nummularia. Biochem Syst Ecol.33(5):537-540.

Bax, A. 1985. A spatially selective composite 90° radiofrequency pulse. Journal of
Magnetic Resonance 65(1): 142-145.

Bax, A. and D.G. Davis. 1985. MLEV-17-based two-dimensional homonuclear
magnetization transfer spectroscopy. Journal of Magnetic Resonance 65(2): 355-360.

Berry C, Tardif JC, Bourassa MG. 2007. Coronary heart disease in patients with
diabetes: Part I: Recent advances in prevention and noninvasive management. J Am Coll
Cardiol. 49:631-642.

Betancourt E., Gonzalez Y., Escobar R., Bermudez D., Blanco F., Martinez C. 2015.
Evaluacién del potencial hipolipemiante de Cymbopogon citratus S. en un modelo de
hiperlipidemia aguda. Medicent Electron 19 (1): 1-12.

Biological Magnetic Resonance Data Bank. 2016. bmse000099 D-Mannitol. Disponible
en [http://www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/mol_summary/show_data.php?]
[consultado el 01/02/2017 a la 01:24 p.m]

Biotrade. 2011. Market brief in the European Union for selected natural ingredients
derived from native species Genipa americana  Jagua, Huito.
http://www.biotrade.org/ResourcesPublications/biotradebriefgenipaamericana.pdf.
2011/11/05

Bonefeld M, Friedrich H, Kolodziej H. 1986. (+)-catechin 3-rhamnoside from
Erythroxylum novogranatense. Phytochemistry 25(5): 1205-1207

Brachet A, Mundz O, Gupta M, Veuthey JL, Christen P. 1997. Alkaloids of
Erythroxylum lucid um stem-bark. Phytochemistry 46(8): 1439-1442.

Brigmann G;,Guenth C, Muehlbachera J,Gunathilake MDLP, Wickramasinghe A. 2000.
Tropane alkaloids from Erythroxylum zeylanicum O. E. Schulz (Erythroxykaceae).
Phytochemistry 53: 409-416.

Bussmann R.W., Garcia G. M., Glenna A., Sharona D., Chaitc G., Diazb D., Pourmandd
K., Jonatd B., Somogye S., Guardadof G., Aguirref C., Chanf R., Meyera K., Kuhlmana
A., Townesmitha A., Effio-Carbajalb J., Frias-Fernandez F., Benito M. 2010. Minimum
inhibitory concentrations of medicinal plants used in Northern Peru as antibacterial
remedies. Journal of Ethnopharmacology. 132: 101-108.

Butler, M S. 2005. Natural products to drugs: natural product derived compounds in
clinical trials. Natural Product Reports.; 22: 162-195.

Céceres A. 1996. Plantas de Uso Medicinal en Guatemala. lera. edicion. Guatemala:



70

Editorial Universitaria. Universidad de San Carlos de Guatemala, pp 402.

Calixto J., de Morais S., Vega C., Coronel C., Rolon M., Boligon A., Athayde M., de
Morais C., Tintino S., Melo H. 2016. Phenolic composition and antiparasitic activity of
plants from the Brazilian Northeast ‘‘Cerrado”. Saudi Journal of Biological Sciences 23,
434-440

Campos FR, Januario AH, Rosas LV, Nascimento SK, Pereira PS, Franca SC, et al.
2005. Trypanocidal activity of extracts and fractions of Bertholletia excelsa. Fitoterapia
76(1): 26-29.

Campos P., Batista S., Munhoz N., de Oliveira T., Santana T., Dias C., Faustino F.,
Bittencourt M. and Oliveira A. 2017. In vitro cytotoxicity and biological activities of
Genipa americana (Rubiaceae) ethanolic extracts. Afr. J. Microbiol. Res. 11(9): 385-
390.

Castro DLL. 2009. Aspectos toxicoldgicos das plantas medicinais utilizadas no Brasil:
um enfoque qualitativo no Distrito Federal. [Dissertacdo] Brasilia: Universidade de
Brasilia.

Chandratre R. S., Chandarana S, Mengi S. A. 2012. Effect of Aqueous Extract of
Cyperus rotundus on Hyperlipidaemia in Rat Model. International Journal of
Pharmaceutical & Biological Archives; 3(3): 598-600.

Chaves CG, Schapoval EES, Zuanazzi JA, Diehl E, Siqueira NCS, Henriques AT. 1988.
Erythroxylum argentinum: assays for anti-inflammatory activity. Journal of
Ethnopharmacology 22: 117-120.

Chavez D, Cui B, Chai HB, Garcia R, Meija M, Farnsworth NR, Cordell GA, Pezzuto
JM, Kinghorn AD. 2002. Reversal of multidrug resistance by tropane alkaloids from the
stems of Erythroxylum rotundifolium. International Journal of molecular sciences 65:
606— 610.

Chavez JP, Santos ID, Cruz FG, David JM. 1996. Flavonoids and triterpenes ester
derivatives from Erythroxulum leal costae. Phytochemistry 41(3): 941-943.

Cicero, D.O., G. Barbato, and R. Bazzo. 2001. Sensitivity Enhancement of a Two-
Dimensional Experiment for the Measurement of Heteronuclear Long-Range Coupling
Constants, by a New Scheme of Coherence Selection by Gradients. Journal of Magnetic
Resonance, 148(1): 209-213.

Comision nacional para el conocimiento y uso de la biodiversidad (Conabio). 2014.
Guazuma  ulmifolia  Lam.  http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/info
especies/arboles/doctos/66-sterclm.pdf. (15 de enero de 2014).

Cona T., Erna. 2003. Condiciones para un buen estudio de susceptibilidad mediante test



71

de difusion en agar. Rev. Chil. Infect., 19 (Supl. 2): S 77-81.

Conceicdo A.O., Rosi M.H., Oliveira F.F., Takser L., Lafond J. 2011. Genipa
Americana (Rubiaceae) fruit extract affects mitogen act ivated protein kinase cell pathw
ay in human trofoblastderived BeWo cells: implication for placental development. J.
Med. Food 14: 483-494.

Corréa P.M. 1984. Dicionéario das plantas uteis do Brasil e das exoticas cultivadas.
IBDF, Rio de Janeiro.

Cowan MM. 1999. Plant Products as Antimicrobial Agents. Clin Microbiol Rev. Oct;12
(4):564-82.

Cristobal, C. L. 1989. Comentarios acerca de Guazuma ulmifolia (STERCULIACEAE)
BONPLANDIA 6(3): 183-196.

Daly D. Erythroxylaceae. 2004. En: N. Smith; S.A. Mori, A. Henderson et al. (eds.).
Flowering Plants of Neotropics. USA, The New York Botanical Garden. Princeton
University Press. 143-145.

Dando 1., Fior ini C., Pozza E.D., Padroni C., Costanzo C., Palmieri M., Donadelli M.
2013. UCP2 inhibition t riggers ROS-dependent nuclear translocation of GAPDH and
autophagic cell death in pancreatic adenocarcinoma cells. Biochim. Biophys. Acta 1833:
672-679.

De Carvalho I. 2016. Estudo quimico de Erythroxylum suberosum, biomonitorado por
inibicdo da hialuronidase. Trabajo de Doctorado. Facultad De Ciencias De la Salud,
Programa De Postgrado En Ciencias De la Salud. Universidad De Brasilia. Brasilia,
Brasil.

De Souza E, Stamford T, Lima E, Trajano V and Filho J. 2005. Antimicrobial
effectiveness of spices: an approach for use in food conservation systems. Braz Arch
Biol Technol.; 48(4): 549-558.

Deng Y., Guan M., Xie X., Yang X., Xiang H., Li H., Zou L., Wei J., Wang D., Deng
X. 2013. Geniposide inhibits airway inflammation and hyper responsiveness in a mouse
model of asthma. Int. Immunopharmacol. 17: 561-567.

Despres JP, Lemieux I, Dagenais GR, Cantin B, Lamarche B. 2000. HDL-cholesterol as
a marker of coronary heart disease risk: the Quebec cardiovascular study.
Atherosclerosis 153:263-272.

Dobiasova M. 2004. Atherogenic index of plasma [log(triglycerides/HDLcholesterol)]:
theoretical and practical implications. Clin Chem. 50:1113-1115.

Fan Y. M., Xu L. Z., Gao J.,, Wang Y., Tang X. H., Zhao X. N. y Zhang Z. X. 2004.



72

Phytochemical and antiinflammatory studies on Terminalia catappa. Fitoterapia 75
253-260.

Fenn, J. B.; Mann, M.; Meng, C. K.; Wong, S. F.; Whitehouse, C. M. 1990. Electrospray
lonization-Principles and Practice. Mass Spectrometry Reviews 9 (1): pp. 37-70.

Francis J. K. 1993. Genipa americana L. Jagua, genipa., Department of Agriculture
Forest Service, Southern Forest Experiment Station., SOITF- SM-58., New Orleans-
USA. pp. 231-235.

Franco M, Barbosa H, Morales A. 2009. Elaboracién y Control de Calidad del Gel
Antimicotico de Manzanilla (Matricaria chamomilla), Matico (Aristiguietia glutinosa) y
Marco (Ambrosia arborescens) para neo-farmaco. [Tesis de Grado previa obtencion del
titulo de Bioquimico Farmacéutico]. Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
Facultad de Ciencias; Riobamba-Ecuador.

Fu Y., Liu B., Liu J., Liu Z,, Li D, Li F., Cao Y., Zhang X., Zhang N., Yang Z. 2012.
Geniposide, from Gardenia jasminoides Ellis, inhibits the inflammatory response in the
primary mouse macrophages and mouse models. Int . Immunopharmacol. 14: 792-798.

Gamboe R. W., Chavez P., Bake W. P. 2008. Antimicrobial Activity of Natural Plant
Extracts against Five Bacterial Species. Journal of the Arizona-Nevada Academy of
Science. 40(2):165-167.

Gao C., Liu Y., Jiang Y., Ding J., Li L. 2014. Geniposide ameliorat es le arning memory
deficits, reduces Tauph osph orylat ion an d decreases apoptosis via GSK3b pathway in
streptozotocin induced Alzheimer rat model. Brain Pathol. 24: 261-269.

Garibello R., C. F. 2010. Estudio de hojas de Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr
como nueva fuente natural de sustancias esteroidales y cumarinas. Trabajo de Maestria.
Pontificia Universidad Javeriana. Facultad De Ciencias. Colombia.

Gonzélez Y., Castillo O., Santiesteban D., Mena Y., Blanco F. 2015. Evaluacion del
efecto hipolipemiante de Talinum triangulare (falsa espinaca) y Abelmoschus esculentus
(quimbombd). Revista Cubana de Plantas Medicinales 20 (3): 290-300.

Goun E., Cunningham G., Chu D., Nguyen C., Miles D. 2003. Antibacterial and
antifungal activity of Indonesian ethnomedical plants, Fitoterapia. 74 592-596.

Harman G.E., Howell C.R., Viterbo A., Chet I. y Lorito M. 2004. Trichoderma species-
opportunistic, avirulent plant symbionts. Nat. Rev. Microbiol. 2: 43-56.

Herndndez M, Garcia L, Rojo D y Olivares D. 2003. Almendro de La India: Potencial
bioldgico valioso. Rev Cubana Invest Biomed: 22 (1):41-47.

Irurita M, Lopez L, Juncal J, Martinez de Saavedra M, Déniza C, Lopez J, Chirino Jy



73

Sanchez F. 2007. Utilidad del indice aterogénico en la prediccién de enfermedad
coronaria prematura. Clin Invest Arterioscl.19(3):136-142.

Jackson A.M., Whipps J.M. y Lynch J.M. 1991. Effects of temperature, pH and water
potential on growth of four fungi with disease biocontrol potential. World J. Microbiol.
Biotechnol. 7: 494-501.

Jing G., Huan D., Xin-Hui T., Li-Zhi X., Yi-Mei F., Xiao-Ning Z. 2004. Inhibitory
effect of TCCE on CCL4-induced overexpression of IL-6 in Acute liver injury, ACTA.
36 767-772.

Johnson EL, Schimidt WF, Emche SD, Mossoba MM, Musser SM. 2003. Kaempferol
(rhamnosy) glucoside, a new flavonol from Erythroxylum coca var. ipadu. Biochemical
Systematics and Ecology 31: 59-67.

Kessler, H., et al. 1986. Transformation of homonuclear two-dimensional NMR
techniques into one-dimensional techniques using Gaussian pulses. Journal of Magnetic
Resonance 70(1): 106-133.

Khot UN, Khot MB, Bajzer CT, Sapp SK, Ohman EM, Brener SJ, et al. 2003.
Prevalence of conventional risk factors in patients with CHD. JAMA; 290;7:898-904.

Kilani S, Ben Sghaier M, Limem |, Bouhlel I, Boubaker J, Bhouri W, Skandrani I,
Neffatti A, Ben Ammar R, Dijoux-Franca M G, Ghedira K and Chekir-Ghedira L. 2008.
In vitro evaluation of antibacterial, antioxidant, cytotoxic and apoptotic activities of the
tubers infusion and extracts of Cyperus rotundus, Bioresour Technol, 99(18), 9004-
9008.

Kim E.S., Jeong C.S., Moon A. 2012. Genipin, a constituent of Gardenia jasminoides
Ellis, induces apoptosis and inhibits invasion in MDA-MB-231 breast cancer cells.
Oncol. Rep. 27: 567-572.

Kinoshita S., Inoue Y., Nakama S., Ichiba T., Aniya Y. 2007. Antioxidant and
hepatoprotective actions of medicinal herb, Terminalia catappa L. from Okinawa Island
and its tannin corilagin, Phytomedicine 14 755-762.

Kloucek P., Polesny Z., Svobodova B., Vikova E., Kokoska L. 2005. Antibacterial
screening of some Peruvian medicinal plants used in Calleria District, J Ethnopharmacol
99 309-312.

Koriyama Y., Takagi Y., Chiba K., Yamazaki M., Sugitani K., Arai K., Suzuki H., Kato
S. 2013. Requirement of retinoic acid receptor b for genipin derivative-induced optic
nerve regeneration in adult rat retina. PLOSONE 8: 71252.

Kotti PP, Anand AV. 2014. Phytochemical analysis and in vitro antioxidant activity of
Terminalia catappa. World J Pharm Sci. 2:1495-1498.



74

Kubinyi, H. 1995. Strategies and recent technologies in drug discovery. Pharmazie 50:
647-662.

Ladokun O. A. y Ojezele M. O. 2011. Comparative Study on the Antibacterial Activity
of Fresh and Fallen Leaves of Terminalia Catappa L. Journal of Agricultural Science
and Technology A 1 217-220.

Larez C, Rivas A, Santos I. 2014. Obtencion de Genipina a partir de frutos de caruto
(Genipa americana L.) del llano venezolano. Avances en Quimica, 9(2), 75-86.
[www.saber.ula.ve/avancesenquimica]

Ledn A., Blanco D., Pefia A., Ronda M., Gonzales B., Arteaga M., Bada A., Gonzales
Y.y Mancebo A. 2011. Hematological and biochemical parameters in sprange dawiey
laboratory rats breedin cenpalab. Redvet, 10: 5-7.

Li C.C,, Hsiang C.Y., Lo H.Y., Pai F.T., Wu S.L., Ho T.Y. 2012. Genipin inhibits
lipopolysaccharide- induced acute systemic inflammation in mice as evidenced by
nuclear factor-kB biolum in escentim aging guided transcriptomic analysis. Food Chem .
Toxicol. 50: 2978-2986.

Lin Y.J.,, Lai C.C., Lai C.H., Sue S.C., Lin CW., Hung C.H., Lin T.H., Hsu W.Y.,
Huang S.M., Hun g Y.L., et al. 2013. Inhibition of enterovirus 71 infections and viral
IRES activity by Fructus gardenia and genipoiside. Eur . J. Med. Chem. 62: 206-213.

Liu, M., et al. 1998. Improved WATERGATE Pulse Sequences for Solvent Suppression
in NMR Spectroscopy. Journal of Magnetic Resonance, 132(1): 125-129.

Luna L. y Gonzélez A. 2017. Metabolitos secundarios y actividad antibacteriana de
Guazuma ulmifolia Lam. (Cuaulote) en dos etapas fenoldgicas. Lacandonia, [S.1.], 1 (1),
p. 37-44.

Magos AG, Mateos JC, Péez E, Fernandez G, Lobato C, Marquez C, Enriquez RG.
2008. Hypotensive and vasorelaxant effects of the procyanidin fraction from Guazuma
ulmifolia bark in normotensive and hypertensive rats. J. Ethnopharmacol. 117(1): 58-68.

Maia AKHL, Queiroz RB, Fonséca DV, Pinho AS, Santos SG, Alencar J. L, Tavares JF,
Almeida RN, Morais CSL. 2014. Antinociceptive activity of the extract of Erythroxylum
caatingae. Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas
13(2): 152-162.

Manabe H, Sakagami H, Ishizone H, Kusano H, Fujimaki M, Wada C, Yamamoto N.
1991. Effects of catuaba extracts on microbial and HIV infection. In vivo (Athens,
Greece) 6(2): 161-165.

Mandloi S, Mishra R, Varma R, Varughese B, Tripathi J. 2013. A study on
phytochemical and antifungal activity of leaf extracts of Terminalia cattapa. Int J Pharm



75

Bio Sci. 4: 1385-1393.

Mandloi S, Mishra R, Varma R, Varughese B, Tripathi J. 2013. A study on
phytochemical and antifungal activity of leaf extracts of Terminalia cattapa. Int J Pharm
Bio Sci. 4:1385-1393.

Marcano, D.; Hasegawa, M. 2002. Fitoquimica Organica. Universidad Central de
Venezuela, Caracas. 588 pp.

Martis LAV. 2014. Avaliacdo do potencial anticancer de espécies vegetais de Mato
Grosso do Sul. [Dissertagcdo]. Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul.

Masuda T., Yonemori Y., Oyama Y., Takeda T., Tanaka T. 1999. Evaluation of the
antioxidant activity of environmental plants: activity of the leaf extracts from seashore
plants, J Agric Food Chem. 47 1749-1754.

Muhammad A y Mudi S Y. 2011. Phytochemical Screening and Antimicrobial Activities
of Terminalia catappa, Leaf Extracts. Biokemistri Volume 23, No. 1.

Mufioz, D. 2008 Estudio Fitoquimico y Evaluacion de la Actividad fungicida e
insecticida de la especie Piper eriopodon (Piperaceae). Trabajo de Maestria. Universidad
Nacional de Colombia.

Nagarajan, N. 2005. Antidiabetic and antihyperlipemic effects of Clemeo felina.
Fitoterapia, 76: 310-315.

Nagayama, K., et al. 1980. Experimental techniques of two-dimensional correlated
spectroscopy. Journal of Magnetic Resonance 40(2): 321-334.

Nair R, Chanda S. 2008. Antimicrobial activity of Terminalia catappa, Manilkara
zapota and Piper betel leaf extract. Indian J Pharm Sci. 70:390-393.

Nam J.W., Kim S.Y., Yoon T., Lee Y.J., Kil Y.S., Lee Y.S,, Seo E.K. 2013. Heat shock
factor 1 inducer s from the bark of Eucommia ulmoides as cytoprotective agents. Chem.
Biodivers. 10: 1322-1327.

Newman D. J., Cragg G. M. 2016. Natural Products as Sources of New Drugs from
1981 to 2014. J. Nat. Prod. 79: 629-661.

Newman DJ, Cragg GM. 2007. Natural products as sources of new drugs over the last
25 years. J Nat Prod.; 70: 461-77.

Ono M., Ishimatsu N., Masuoka C., Yoshimitsu H., Tsuchihash i R., Okawa M., Kinjo
J., likeda T., Nohara T., 2007. Three new monoterpenoids from the fruit of Genipa
americana. Chem. Pharm. Bull. 55: 632-634.



76

Patt, S.L. and J.N. Shoolery, 1982. Attached proton test for carbon-13 NMR. Journal of
Magnetic Resonance 46(3): 535-5309.

Paudel, L., et al. 2013. Simultaneously Enhancing Spectral Resolution and Sensitivity in
Heteronuclear Correlation NMR Spectroscopy. Angewandte Chemie, 125(44): 11830-
11833.

Pawar SP, Pal SC. 2002. Antimicrobial activity of extracts of Terminalia catappa root.
Indian J Med Sci. 56: 276-278.

Pelczer, 1. 2003. Structural biology, ligand binding, metabomics, the changing face of
high-field, high-resolution NMR spectroscopy”, J Mol Struct (Theochem), 666667,
499-505.

Pizzani P., Matute 1., De Martino G., Arias A., Godoy S., Pereira L., Palma J., Rengifo
M. 2006. Composicion Fitoquimica y Nutricional de Algunos Frutos de Arboles de
Interés Forrajero de Los Llanos Centrales de Venezuela. Revista de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, UCV, vol. 47, nim. 2, julio-diciembre.

Plowman TC. 2001. Erythroxylaceae Kunth. En: W.D. Stevens; C. Ulloa; A. Pool &
O.M. Montiel (eds.). Flora de Nicaragua. Monographs Systematic Botany Missouri
Botanical Garden.

Puratchikody A., Nithya C. & Nagalakshmi G. 2006. Wound healing activity of Cyperus
rotundus Linn. Indian journal of pharmaceutical sciences; 68: 97-101.

Rahman AU,Khattak KF, Nighat F, Shabbir M, Hemalal KD, Tillekeratne LM. 1998.
Dimeric tropane alkaloids from Erythroxylum moonii. Phytochemistry 48(2): 377-383.

Rajesh B.R, Potty V.P and Sreelekshmy S.G. 2016. Study of Total phenol, Flavonoids,
Tannin contents and phytochemical screening of various crude extracts of Terminalia
catappa leaf, stem bark and fruit. International Journal of Applied and Pure Science and
Agriculture (IJAPSA )2(6): 291-296

Ramirez H., Virgen G., Vargas J., Salcedo E. y Barrientos L. 2015. Actividad
antimicrobiana in vitro de extractos de hoja de Guazuma ulmifolia Lam. contra
fitopatdgenos. Revista Mexicana de Ciencias Forestales 6 (27): 114-124.

Ramirez M. y Hernandez B. 2015. Plant-derived natural products from the american
continent for the control of phytopathogenic fungi: a review. J. Glob. Innov. Agric. Soc.
Sci., 3(4): 96-118.

Rattanachaikunsopon P y Phumkhachorn P. 2010. Contents and antibacterial activity of
flavonoides extracted from leaves of Psidium guajav. J Med Plant Res; 4 (5): 393-396.

Ravaschino E. 2007. Disefio racional de drogas: en busca de la droga ideal. Revista



7

Quimica Viva- Nimero 3, afio 6. Buenos Aires.

Revilla, J., 2001. Plan tas da Amazonia. Programa de desenvolvimento empresarial e
tecnologia, Manaus.

Rodeiro I, Donato MT, Lahoz A, Gonzélez-Lavaunt JA, Laguna A, Castell JV, Delgado
R, Gomez-Lechon MJ. 2008. Modulation of P450 enzymes by Cuban natural products
rich in polyphenolic compounds in rat hepatocytes. Chemico-biological interactions
172(1): 1-10.

Rodriguez J. 2009. Estudio de diferentes marcadores de glicacion en las complicaciones
cronicas de la Diabetes Mellitus Tesis doctoral: Universidad Santiago de Compostela.

Ruegg T., Calderdn A. I., Queiroz E. F., Solis P. N., Marston A., Rivas F., Orteaga-
Barria E., Hostettmann K., Gupta M. P. 2006. 3-Farnesyl-2-hydroxybenzoic acid is a
new anti-Helicobacter pylori compound from Piper multiplinervium. Journal of
Ethnopharmacology. 103:461-467.

Ruiz J. 2013. Actividad Antifungica In Vitro y Concentraciéon Minima Inhibitoria
mediante Microdilucion de ocho plantas medicinales. Trabajo de Maestria. Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Unidad de Post-
Grado. Lima, Perd.

Santos CC, Lima MAS, Braz Filho R, Silveira ER. 2006. Diterpenes from Erythroxylum
barbatum. J Brazil Chem Soc. 17(7): 1304-1308.

Santos CC, Sousa LMA, Braz-Filho R, Simone CA, Silveira ER. 2005. NMR
assignment and Xray diffraction spectra for two unusual kaurene diterpenes from
Erythroxylum barbatum. Magnetic Resonance in Chemistry 43(12): 1012-1015.

Santos HAS, Silva MVR, Oliveira SL, Tavares JF, Ribeiro LAA, Lima JT. 2013.
Avaliacdo da atividade relaxante do extrato etandlico bruto obtido de Erythroxylum
caatingae, Erythroxylum subrotundum e Erythroxylum revolutum (Erythroxylaceae) em
traqueia isolada de cobaia. Evolvere Scientia 1(1): 119-133.

Sharapin N. y Pinzén R. 2000. Fundamentos de tecnologia der productos
fitoterapéuticos. CAB — CYTED.

Silva GL, Cui B, Chavez D, You M, Chai HB, Rasoanaivo P, Lynn S M, O’Neill MJ,
Lewis JA, Besterman JM, Monks A, Farnsworth NR, Cordell GA, Pezzuto JM,
Kinghorn AD. 2001. Modulation of the multidrug-resistance phenotype by new tropane
alkaloid aromatic ester from Erythroxylum pervillei. Journal of natural product 64(12):
1514-1520.

Silverstein R. M., Webster F. X. y Kiemle D. J. 2005. Spectrometric ldentification of
Organic Compounds. John Wiley & Sons, Inc. Seventh edition. Hoboken, USA. 502 pp.



78

Song J., Bi H., Xie X., Guo J.,, Wang X., Liu D. 2013. Natural borneol enhances
geniposide ophthalmic absorption in rabbits. Int . J. Pharm. 445: 163-170.

Souza R.K.D., Mendonca, A.C.AM., Silva, M.AP. 2013. Ethnobotanical,
phytochemical and ph armacological aspects Ru biaceae species in Brazil. Rev. Cubana
Plant Med. 18: 140-156.

Tan G.T., Pezzulo J.M., Kinghom A.D., Hughes S.H. 1991. Evaluation of natural
products as inhibitors of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) reverse
transcriptase, J Nat Products 54 143-154.

Tenesaca S. 2012. Elaboracion de cosméticos decorativos a partir de frutos verdes de
Genipa americana L. Tesis de grado. Escuela Superior Politécnica De Chimborazo,
Facultad De Ciencias, Escuela De Bioquimica Y Farmacia. Riobamba, Ecuador.

Tian J.S., Cui Y.L, Hu LM, Gao S. Chi W. Dong T.J., Liu L.P., 2010.
Antidepressant-like effect of genipin in mice. Neurosci. Lett . 479: 236-239.

Torrenegra R, Pedrozo J, Tellez A, Cabeza G. 2000. Quimica y Actividad Antiflngica
de Pentacalia corymbosa (Asteraceae-Senecioneae). Revista Latinoamericana de
Quimica. 28: 31-343.

Valencia L., Mufioz D. L., Robledo S. M., Echeverri F., Arango G. J., Vélez I. D.,
Triana O. 2011. Actividad tripanocida y citotoxica de extractos de plantas colombianas.
Biomédica 31: 552-559.

Venkatalakshmi P., Vadivel V. and Brindha P. 2016. Phytopharmacological significance
of Terminalia catappa L.: an update review. Int. J. Res. Ayurveda Pharm. 7(2): 130-137.

Vijaya Anand A., Divya N. and Punniya Kotti P. 2015. An updated review of
Terminalia catappa. Pharmacogn Rev. 9(18): 93-98.

Violante IMP. 2008. Avaliacdo do potencial antimicrobiano e citotdxico de espécies
vegetais do Cerrado da Regido Centro-Oeste. [Dissertacdo]. Campo Grande:
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. 2008; 72.

Wanderley MGL, Shepherd GJ, Giulietti A M. 2002. Flora Fanerogdmica do Estado de
Sé&o Paulo. (Vol. 2.). Sdo Paulo: HUCITEC/FAPESP.

Wang Q.S., Xiang Y., Cui Y.L., Lin N.K.M., Zh ang X.F. 2012. Dietary blue pigments
der ived from genipin, attenuate inflam mation by inhibition of LPS induced iNOS and
COX-2 expression via NF-kB inactivation. PLoOSONE 7, e34122.

Yang X., Yao J., Luo Y., Han Y., Wang Z., Du L. 2013. P38 MAP kinase mediates
apoptosis after genipin treatment in non- small-cell lung cancer H1299 cells via a
mitochondrial apoptotic cascade. J. Pharmacol. Sci. 121: 272-281.



79

Zanolari B, Guilet D, Marston A, Queiroz EF, Paulo M, Hostettmann K. 2003. Tropane
alkaloids from the bark of Erythroxylum vacciniifolium. Journal of natural products
66(4): 497-502.

Zhai Y.F., Yao J., Fan Y.M., Xu L.Z., Gao J., Zhao X.N. 2001. Inhibitory effects of LR-
98 on proliferation of hepatocarcinoma cell, J. Nanjing Univ. (Natural Sciences) 37 213-
217.

Zhang C., Druzhinina I., Kubick C.P. y Xu T. 2005. Trichoderma biodiversity in China:
evidence for a north to southern distribution of species in East Asia. FEMS Microbiol.
Lett. 251: 251-257.

Zhang G., He J.L., Xie X.Y., Yu C. 2012. LPS- induced iNOS expression in N9
microglial cells is suppressed by geniposide via ERK, p38 and nuclear factor -kB
signaling pathways. Int . J. Mol. Med. 30: 561-568.

Zhang Q., Su Y.Q., Zhang J.F. 2013. Seasonal variation in antioxidant capacity and
active compounds contents of Eucommia ulmoides Oliver leaf. Molecules 18: 1868.

Zuanazzi JAS, Tremea V, Limberger RP, Sobral M, Henriques AT. 2001. Alkaloids of
Erythroxylum (Erythroxylaceae) species from Southern Brazil. Biochemical Systematics
and Ecology 29: 819-825.



80

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/6

DETERMINAQION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA Y
Titulo COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNAS ESPECIES VEGETALES
DE USO ETNOBOTANICO EN LOS ESTADOS SUCRE Y
ANZOATEGUI
Subtitulo
Autor(es)
Apellidos y Nombres Cddigo CVLAC / e-mail
CVLAC 18.581.108
BRUZUAL VILLARROEL, | e-mail tuamorhelena@hotmail.com
HELLEN YANDRI e-mail tuamorhelena@gmail.com
CVLAC
e-mail
e-mail
CVLAC
e-mail
e-mail
CVLAC
e-mail
e-mail

Palabras o frases claves:

Guazuma ulmifolia, Terminalia catappa L., Erythroxylum cumanense K., Genipa
americana L., metabolitos secundarios, actividad antilipidémica, actividad
antibacteriana, actividad antiflingica.




81

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/6

Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea
Quimica
Ciencias Productos Naturales

Resumen (abstract):
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FHCG inhibieron el crecimiento de la bacteria Micrococcus luteus mientras que EMHG,
FECG y FHCG ejercieron accion contra el hongo fitopatogeno Trichoderma viride. El
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trigliceridos y colesterol total en suero de ratones albinos hiperlipidémicos tratados con el
solido SGA aislado de la corteza de caruto, asi como con rosuvastatina como control
hipolipidemico, mediante reaccion con los reactivos Stanbio Triglicéridos Liquicolor®
(triglicéridos) y el reactivo Helfa® (colesterol). Estos experimentos permitieron establecer
que la dieta suplementada con grasa de pollo induce aumento en el contenido lipidico en los
ratones, asi como el tratamiento de estos animales con el s6lido SGA reduce los niveles de
triglicéridos y colesterol total, comparado con los valores de los animales hiperlipidémicos y
los valores establecidos como normales para ratones albinos. Al determinar el indice
aterogénico se destaca la eficacia del sélido SGA como posible coadyuvante en la
prevencion del riesgo coronario. Mediante andlisis espectroscopicos de RMN de los sélidos
STC, SGA y EC2, y datos bibliograficos reportados, se determind que la estructura
molecular para el sélido STC obtenido de las hojas de almendrén se corresponde con la
estructura quimica del poliol manitol; mientras que para el sélido SGA, precipitado del
extracto metandlico de la corteza de Genipa americana, se corresponde con la estructura
qguimica del 2,3,5-triazabiciclo[2.2.0]hexano y el solido EC2 aislado de las hojas de
Erythroxylum cumanense es una sal alcaloidal que posee dos sistemas de espin, uno de los
cuales es una cadena lateral tipo hexanamida.
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