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Resumen

A partir del extracto metanélico del tallo de Paullinia fuscescens se obtuvo la subfraccion o, la cual presentd una
marcada actividad antibacteriana contra especies de tipo Gram positivas y Gram negativas, ademas de un marcado
efecto citotoxico frente al crustaceo Artemia salina sp. A partir de esta subfraccion se logré separar e identificar
una mezcla de compuestos mediante CG/EM. Los compuestos identificados fueron el 7-hexadeceno, 1,2,2-
trimetil-1-(p-toluil)-ciclopentano y los &cidos tetradecanoico y hexadecanoico con sus respectivos ésteres
metilicos. La actividad biologica presentada por el extracto crudo y la subfraccion aislada, podria estar asociada
con la presencia de los compuestos identificados en este estudio.
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Abstract

A subfraction o was obtained from stem methanol extract of Paullinia fuscescens, which presented a strong
antibacterial activity against Gram positive and Gram negative species besides a strong cytotoxic effect against
the crustacean Artemia salina sp.. From this subfraction was separate and identify a mixture of compounds by
GC/MS. The compounds identified were 7-hexadecene, 1,2,2-Trimethyl-1-(p-tolyl)-cyclopentane and tetra-
decanoic and hexadecanoic acids with their methyl esters. The biological activity by the crude extract and isolated

subfraction might be associated with the presence of the compounds identified in this study.
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Introduccion

La investigacion cientifica enfocada hacia la deteccion y
caracterizacion de sustancias producidas por diferentes
especies vegetales se ha desarrollado en las ultimas
décadas en diversos campos de aplicacién como: medicina
y farmacia (anticancerigenos, antibidticos), control y
monitoreo de plagas (insecticidas), industria cosmética
(esencias, colorantes), entre otras. Todos estos productos, a
veces muy dificiles de sintetizar en laboratorios, se
agrupan bajo el nombre de metabolitos secundarios®*®.
Son muchas las familias de especies vegetales que se
perfilan como fuente de tales sustancias, entre ellas se
encuentra la Sapindaceae. Las plantas pertenecientes a este
grupo se caracterizan por ser arboles que poseen hojas
alternas, foliolos enteros hasta dentados, flores pequefias,

hermafroditas y bisexuales. En esta familia, se encuentra el
género Paullinia, y otras plantas trepadoras donde se ha
reportado el aislamiento y caracterizacion de diferentes
constituyentes quimicos con una marcada actividad de tipo
biolégica®.

Dentro de las especies de Paullinia se encuentra Paullinia
cupana, distribuida desde México hasta Brasil, incluyendo
Las Antillas. Esta especie, posee actividad de tipo
bioldgica, siendo utilizada: como veneno para peces, en la
prevencion de ciertos problemas cardiacos y en el
tratamiento de problemas gastricos. Ademas, su
composiciéon quimica es valiosa, ya que en estudios de
caracterizacion estructural realizados a esta especie se
lograron identificar varios alcaloides, entre los cuales

encontramos la teobromina y la teofilina**®.
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Otra especie interesante de este género, por sus reportes de
actividad insecticida, es Paullinia fuscescens, ademas sus
antecedentes la perfilan como una fuente rica de meta-
bolitos secundarios o principios activos*®. Es por ello que
se decidié realizar esta investigacion, ya que a través del
aislamiento y caracterizacion (total o parcial), de los
compuestos quimicos con posible actividad bioldgica,
presentes en esta especie, se podrian generar reportes que
ayuden a la solucion de diversos problemas de salud que
aquejan a las sociedades modernas.

Metodologia
Muestreo y tratamiento del material vegetal

Paullinia fuscescens (Figura 1) fue colectada en el estado
Sucre, Venezuela. Su identificacién se realiz6 en el
herbario IRBR del Departamento de Biologia, Nucleo de
Sucre, de la Universidad de Oriente. Posteriormente,
fueron separados los tallos de los demas érganos de la
planta (hojas y flores). Los tallos se deshidrataron a
temperatura ambiente y a la sombra, para luego ser
pulverizados en un molino eléctrico, y extraidos
exhaustivamente con metanol. La mezcla de solvente y
material vegetal fue filtrada y concentrada a presion

reducida a una temperatura de 37°C para obtener asi el
Extracto Metandlico de los Tallos (EMT).

Pruebas de actividad bioldgica

Actividad antibacteriana. La actividad antibacteriana de
Paullinia fuscescens, se determin6é por medio del método
de susceptibilidad antimicrobiano o método de difusion en
discos, que consiste en probar la eficacia de un posible
agente antibacteriano en medio de cultivo Agar Miiller
Hinton, el cual es servido en placas de Petri e inoculado
con suspensiones bacterianas (1x10° bacterias/ml) prepa-
radas por comparacion con un patrén comercial Mc.
Farland 0,5. En nuestro caso, discos de papel de filtro
Whatman N° 3, de 5mm de didmetro, fueron impregnados
con 10pl de la muestra proveniente del extracto crudo y la
fraccion proveniente de los tallos, para finalmente ser
colocados sobre las capsulas inoculadas. Las placas se
preincubaron a 5°C durante 12h, para permitir la difusion
de la muestra en el medio de cultivo. Posteriormente, se
incubaron a 37°C durante 24h, para permitir el crecimiento
bacteriano. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
procedié a medir la inhibicién del crecimiento bacteriano
en mm, de diametro del halo de inhibiciéon observado
alrededor del disco®°*°.

Figura 1: Paullinia fuscescens’.

Toxicidad. El grado de toxicidad se determind preparando
una solucién patrén a partir de 50mg del extracto crudo y
la fraccion proveniente de los tallos en 0,5ml de

dimetilsulfoxido (DMSO), luego se agregaron 4,5ml de
agua destilada. A partir de esta solucion se prepararon
disoluciones sucesivas (1000, 100, 10, 1, 0,1 y 0,01pg/ml)
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con agua de mar bifiltrada. Se agregd a cada solucion 10
nauplios del crustaceo Artemia salina sp. eclosionados con
24h de anticipacion. Por cada concentracion se realizaron
4 réplicas, ademéas de un control con igual nimero de
réplicas. A las 24 h se determind la mortandad de los
organismos y con estos datos, se calculé la concentracion
letal media (CLsg) con la ayuda de un programa estadistico
de computacion**2,

Fraccionamiento cromatografico

El extracto proveniente de los tallos de la planta, se
fracciond mediante cromatografia de columna por
gravedad usando silica gel 70-230 mesh en una proporcion
de 1:20, masa muestra a masa de silica. Las subfracciones
obtenidas en este proceso fueron separadas nuevamente
por cromatografia de columna y cromatografia de capa
fina preparativa (CCFP) hasta la obtencion de Fo. Para
CCFP se utilizaron placas cromatograficas de vidrio
(20x20cm?®) cubiertas con una capa de silica gel de 60
mesh, con un espesor de 1,0mm. El revelado se realiz6 con
luz UV.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas

Se utilizd un cromatégrafo de gases marca Hewlett
Packard modelo 5890, el cual estaba acoplado a un
detector selectivo de masas de la misma marca modelo
5971 A. Se utilizé una columna de metil-silicona de 25m
de longitud. La temperatura del inyector fue de 280°C,
siendo la temperatura inicial del horno de 70°C y la final
de 310°C. La rapidez de calentamiento fue de 6°C/min. El
gas de arrastre utilizado fue Helio. Los espectros de masas
fueron obtenidos bajo el modo de barrido y comparados
con los de una base datos comercial Wiley 138 L.

Resultados y discusion

Actividad bioldgica de la subfraccion Fa, proveniente del
EMT

El EMT fue sometido a cuatro procesos de fraccionamien-
tos cromatograficos biodirigidos, Obteniendo asi la
subfraccion a(Fa) que presentd una marcada actividad
antibacteriana, frente a E. coli, S. aureus, S.typhimurium y
B. cereus. Esto resulta interesante porque manifiesta
abiertamente que existe uno o varios compuestos causantes
de tal efecto, ademéas demuestra lo que bibliograficamente
se conoce de las plantas de esta familia, es decir, que ellas
poseen compuestos capaces de inhibir el crecimiento de
bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas y asi
abarcar una amplio espectro de accion, pudiéndose, con
estas caracteristicas, considerar al extracto o la fraccion,
como un agente antibacteriano efectivo. Por otra parte, si
comparamos tamafio de los diametros de los halos de

inhibicion (Tabla 1) de EMT con los de Fo, se aprecia que
estos aumentaron significativamente después del proceso
de fraccionamiento, lo que supone un posible efecto
antagonista, que se manifiesta cuando el conjunto de todas
las sustancias quimicas que conforman el EMT, contra-
rrestan el efecto individual (o parcialmente individual) de
cada compuestos que conforma la fraccién.

Tabla 1: Comparacion del efecto antibacteriano entre EMT y Fo

Diametro del halo
de inhibicién (mm)

Microorganismo

EMT Escherichia coli 7
Staphylococcus aureus 6
Salmonella typhimurium 7

Bacillus cereus 7

Fa Escherichia coli 12
Staphylococcus aureus 12
Salmonella typhimurium 12

Bacillus cereus 15

Fa tamb#n presentd un valor de CLs, de 4,79 pg/ml; lo
gue indica que contiene un alto potencial citotdxico. Una
sustancia puede ser considerada como citotdxica, cuando
su CLs, es < 30pg/ml. Esta prueba posee una correlacion
positiva frente a las células cancerigenas 9KB, es decir, se
podria estar hablando de la posible presencia de compues-
tos antitumorales y/o anticancerigenos™ *2.

Separacion e identificacion de los constituyentes quimicos
de Fa provenientes del EMT

Al realizarle el analisis de CG/EM Fa, se evidencia una
mezcla de distintos compuestos, de los cuales se lograron
identificar con una certeza del 99%. Los compuestos
identificados fueron el 7-hexadeceno, 1,2,2-trimel-1-(p-
toluil)-ciclopentano, éster metilico del &cido tetradeca-
noico, éster metilico del &cido hexadecanoico y los
respectivos &cidos libres de estos dos udltimos. En la
Figura 2 se muestra el cromatograma de gases de Fa y en
la Tabla 2, se muestran los porcentajes de area y los
tiempos de retencion de cada uno de los compuestos
identificados. EI mecanismo de la actividad antimicrobiana
de los acidos grasos es debido a la inhibicion del transporte
de membrana, lo que resulta en una carencia nutricional de
las células. Algunos autores sugieren que los acidos grasos
son los inhibidores méas efectivos de bacterias Gram
positivas, reportando entre ellos los &cidos tetradecanoico
y hexadecanoico como inhibidores efectivos de estas
bacterias'®. Estos acidos grasos se encuentran presentes en
Paullinia fuscescens, segun los andlisis de identificacion.
Los é&cidos grasos al igual que sus ésteres metilicos,
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pudieran ser los responsables de la actividad antibacteriana
mostrada al comienzo y durante todo el fraccionamiento
biodirigido realizado. No se puede atribuir el marcado
efecto bioldgico (actividad antibacteriana y citotdxica) que
posee Paulinia fuscescens a un compuesto en particular sin
antes evaluar el efecto de estos compuestos por separado.
Ademés fueron identificados un hidrocarburo insaturado y
derivado del ciclopentano, de los cuales se desconoce su
aporte a la actividad biol6gica que poseen las especies
vegetales del género en estudio. Este tipo de reportes
permite la posibilidad de establecer con seguridad cual es
el principio activo responsable de tales efectos.

El mecanismo de la actividad antimicrobiana de los acidos
grasos es debido a la inhibicién del transporte de
membrana, lo que resulta en una carencia nutricional de las
células. Algunos autores sugieren que los acidos grasos
son los inhibidores mas efectivos de bacterias Gram
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positivas, reportando entre ellos los acidos tetradecanoico
y hexadecanoico como inhibidores efectivos de estas
bacterias®®. Estos 4cidos grasos se encuentran presentes en
Paullinia fuscescens, segun los andlisis de identificacion.
Los é&cidos grasos al igual que sus ésteres metilicos,
pudieran ser los responsables de la actividad antibacteriana
mostrada al comienzo y durante todo el fraccionamiento
biodirigido realizado. No se puede atribuir el marcado
efecto bioldgico (actividad antibacteriana y citotoxica) que
posee Paulinia fuscescens a un compuesto en particular sin
antes evaluar el efecto de estos compuestos por separado.
Ademas fueron identificados un hidrocarburo insaturado y
derivado del ciclopentano, de los cuales se desconoce su
aporte a la actividad biolégica que poseen las especies
vegetales del género en estudio. Este tipo de reportes
permite la posibilidad de establecer con seguridad cual es
el principio activo responsable de tales efectos.
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Figura 2: Cromatograma de gases de Fa

Tabla 2: Compuestos identificados en el cromatograma de gases de Fa

Compuesto Identificado Tiempo de retencién % Area
(min)

7-hexadeceno 11,99 16,39
1,2,2-trimel-1-(p-toluil)-ciclopentano 14,83 25,17
Ester metilico del acido tetradecanoico 15,14 9,70
Ester metilico del acido hexadecanoico 17,41 8,90
Acido tetradecanoico 18,51 10,16

Acido hexadecanoico 23,16 15,92
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Conclusiones

a. La actividad antibacteriana presentada por el extracto
de los tallos de Paullinia fuscescens y la fraccion
proveniente de los mismos, puede ser conferida a la
presencia de los acidos grasos con sus respectivos
ésteres metilicos, los cuales han sido reportados en la
literatura como los principales inhibidores de bacterias
de tipo Gram positivas.

b. La fraccion Fa, presentd una CL sy, que le asocia las
caracteristicas de un posible agente citotdxico. Este
efecto puede estar ligado a la accion individual de
alguno de sus constituyentes, o al efecto sinérgico entre
algunos de ellos. Es necesario el aislamiento y/o
sintesis de cada uno de los compuestos y probarlos en
forma separada 0 mediante combinaciones de los
mismos, para corroborar a quien es atribuible dicha
propiedad.

c. Este estudio representa el primer reporte de actividad
biolégica con analisis de la composicion quimica
preliminar de Paullinia fuscescens, sentando bases para
realizar investigaciones mas profundas enfocadas hacia
el analisis de la actividad citotoxica y antibacteriana de
cada compuesto, que permitan conocer y/o comprobar
realmente cual es el principio activo que produce
dichos efectos.
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