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Resumen

RESUMEN

Se realiz6 por primera vez el estudio farmacognostico de Phyllanthus orbicularis
HBK pudiendo establecer las caracteristicas micromorfologicas de las hojas, los
tallos y la droga en polvo, asi como el secado, almacenamiento y la influencia de
los principales parametros fisico-quimicos, contenido de fenoles totales y del
flavonoide rutina en funcién de la época de recoleccion.

El estudio farmacogndstico permitié establecer las especificaciones de calidad de
la droga cruda P. orbicularis HBK, indispensables para la confecciéon de las
futuras Normas de Control de la Calidad de la especie como posible droga
medicinal.

El método de extraccion y fraccionamiento aplicado al material vegetal para el
estudio fitoquimico, posibilitd la obtencion de extractos de diferentes polaridades
(hexanicos, acetato de etilo y metandlicos), los que fueron caracterizados
quimicamente en funcién de la época de recoleccién. Se identificaron por CG-EM
en los extractos apolares, 51 posibles nuevos componentes para la especie, de
ellos, nueve reportes para el género Phyllanthus, conjuntamente se aislaron y
caracterizaron por métodos espectroscépicos (IR, RMN-'H, RMN-*C, DEPT)
cuatro flavonoides en el extracto polar (apigenina, rutina, quercetina y kaempferol),
informandose por primera vez para el género y la especie la apigenina en forma de
aglicon.

Se evaluaron de forma preliminar algunas propiedades farmacolégicas, donde se
notifica para los extractos metandlicos y los flavonoides aislados (rutina y
quercetina), el efecto antioxidante. Se demostrd por primera vez, que los extractos
de P. orbicularis HBK presentan actividad antiinflamatoria por via tépica al menos
en el modelo de induccion de edema por TPA, asi como sus propiedades
citotoxicas en diferentes lineas celulares de cancer humano. La transformacion
quimica de los flavonoides mayoritarios de la planta (rutina y quercetina), asi como
del extracto que les dio origen, mediante una reaccion de acetilacion, contribuy6
en gran medida a potenciar las actividades antiinflamatorias y citotoxicas, no

siendo asi para los ensayos antioxidantes.
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Introduccion

INTRODUCCION

La Farmacognosia es la mas antigua de las Ciencias Médicas, ya que el hombre
primitivo tuvo que aprender a distinguir los productos que le servian de alimento y los
curativos, de los toxicos. Dentro de las Ciencias Farmacéuticas es la rama que se

ocupa del estudio de las drogas de origen natural, ya sea vegetal o animal.

Esta ciencia tiene diversos objetivos que comprenden la clasificacion taxondmica,
botanica, métodos O6ptimos de produccion tanto a pequefia como a gran escala, que
incluyen el cultivo, mejora, recoleccion y conservacion. También tiene como
propositos, la extraccion de los principios activos, establecer la composicidon quimica
desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo, controlar la calidad de una droga
desarrollando métodos de analisis para estos fines y entre otros, corroborar la
actividad farmacoldgica atribuida.

La Farmacognosia de principios de la segunda mitad del siglo XX no es la misma de
los albores del siglo XXI, siendo significativa la transformacién ocurrida en las dos
tltimas décadas del siglo XX, ya que en sus inicios esta ciencia estaba dedicada a ser
una materia de descripcion botanica con componentes en quimica y biologia. En la
actualidad, ha tomado relevancia debido a la introduccion de nuevas metodologias
experimentales y al crecimiento del uso de fitoterapéuticos en la practica farmacéutica
moderna. El término ha sido recientemente definido como una Ciencia Molecular que
explora las relaciones de estructura-actividad que ocurren naturalmente con una droga
potencial (Verpoorte, 2000; Kinghorn, 2001, 2002, Evans, 2002).

Se diferencia de la Fitoquimica en que no solo busca la nueva estructura, sino la
influencia que puede tener sobre la misma las condiciones ecolégico-geograficas, el
método de secado, de almacenamiento, la edad, y entre otras cuestiones, buscar

alternativas terapéuticas que no siempre impliquen el principio activo aislado.

Las plantas medicinales y arométicas son una parte fundamental de los sistemas de
medicina tradicional y una importante fuente de material de estudio de la

Farmacognosia. A pesar de su amplio uso en paises iberoamericanos, se han
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estudiado pocas con la profundidad que se requiere para la aplicacibn médica; los
datos de seguridad y eficacia estan dispersos y disponibles solo para un namero
reducido de ellas en algunas farmacopeas, muchas carecen de una metodologia que
garantice su calidad, lo cual limita el desarrollo, produccion y comercializacion de

fitomedicamentos, tanto en los mercados nacionales como internacionales.

Por consiguiente, para contar con una alternativa terapéutica de fuente vegetal, que
reuna los requisitos de calidad, seguridad y eficacia, es indispensable demostrar sobre
bases cientificas, la utilidad de una planta medicinal y cumplir con todo lo establecido
en los lineamientos internacionales para la evaluacion y control de los medicamentos
herbarios (WHO, 2000a, 2000b). Un aspecto vital para lograr este propdsito es la
determinacion de parametros farmacognosticos, los que constituyen una garantia de
que la materia prima proveniente de los campos de cultivos ha sido procesada
adecuadamente (Acosta y Rodriguez, 2006), asi como la extraccion, aislamiento e
identificacién de constituyentes de las drogas vegetales, lo cual fundamenta en gran
medida el uso de las mismas (Dohadwalla, 1985; Bruhn, 1989; Alberson, 1990).

Entre las especies ampliamente utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de
diversas afecciones como trastornos del aparato genitourinario, infecciones
intestinales, ictericia, diabetes, enfermedades virales, etcétera, se encuentran las
correspondientes al género Phyllanthus (Phyllanthaceae); éstas se localizan en
regiones tropicales, subtropicales, en Asia y Africa (Calixto y cols., 1997, 1998). En
Cuba han sido reportadas como endémicas mas de 60 especies de Phyllanthus no
totalmente estudiadas (Hermano L. y Hermano A., 1953), entre ellas, Phyllanthus
orbicularis HBK, conocida con el nombre trivial de Alegria y que ofrece grandes
perspectivas desde el punto de vista terapéutico. Investigadores cubanos han
demostrado para el extracto acuoso, actividad antiviral contra los virus de la Hepatitis
B, el Herpes Simple tipo 1 y 2, el Herpes Bovino tipo 1 (Del Barrio y Parra, 2000;
Fernandez y cols., 2003; Valdés y cols., 2003), cualidades antigenotodxicas,
antimutagénicas, antioxidantes, entre otras (Ferrer y cols., 2002; Sanchez y cols.,
2002).
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Sin embargo, desde el punto de vista fitoquimico los reportes sobre esta especie son
escasos, destacando el de Berazain y cols. (2007a, 2007b) quienes refieren que en
los tejidos de tallos y hojas de la planta se acumula niquel y los de Alvarez y cols.
(2009), que revelan la presencia de quercetina, rutina, procianidina, catequina,

epicatequina, acido protocatéquico y derivados del acido galico en el extracto acuoso.
PROBLEMA CIENTIFICO

La especie P. orbicularis HBK ha demostrado tener potencialidad farmacoldgica
fundamentalmente como antiviral, sin embargo, son escasos los estudios fitoquimicos
y carece de otros que permitan establecer su calidad, aspectos importantes a tener en
cuenta para su registro como droga vegetal y posible introduccion en la terapéutica.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantea la siguiente hipotesis.

HIPOTESIS
El estudio farmacognastico y fitoquimico de P. orbicularis HBK permite establecer las
especificaciones de calidad de la droga e identificar los principales metabolitos

secundarios presentes en la misma.
Para demostrar dicha hipotesis se proponen como objetivos de trabajo:

OBJETIVO GENERAL.:
Caracterizar desde el punto de vista farmacognésto y fitoquimico a la especie P.

orbicularis HBK.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

% Establecer las caracteristicas morfoanatbmicas, tanto microscopicas Yy
macroscopicas, como organolépticas, que posibiliten su caracterizacion.

% Determinar los principales parametros farmacogndsticos de la especie que
permitan establecer su calidad como droga vegetal en funcion de la época de
recoleccion.

« Aplicar un método de extraccion y fraccionamiento para el estudio de su

composicion quimica.
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+ ldentificar por métodos espectroscopicos los principales metabolitos presentes
en cada uno de los extractos obtenidos de la planta.
X/

% Determinar de forma preliminar algunas propiedades farmacoldgicas no

evaluadas para la especie.
La novedad cientifica est4 determinada por los siguientes resultados:

% Se informa por primera vez la caracterizacion farmacogndstica de la planta,
siendo trascendental la determinacién de las caracteristicas micromorfologicas
de hojas y tallos de la especie, asi como sus pardmetros fisico-quimicos de
calidad.

+ Se identifican por Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masas en los
extractos apolares 51 posibles nuevos componentes para la especie, de ellos
nueve reportes para el género Phyllanthus.

« Se aisla e identifica en el extracto polar la apigenina en forma de aglicon,
informandose por primera vez para el género y la especie.

% Se notifica para el extracto metandlico el efecto antioxidante. Se determina por
primera vez, que los extractos de P. orbicularis HBK presentan actividad
antiinflamatoria por via tépica al menos en el modelo de induccién de edema

por TPA, y las propiedades citotoxicas en diferentes lineas de cancer humano.

La originalidad del trabajo esta dada en que por vez primera se realiza en el pais un
estudio farmacognéstico integral de una especie endémica, que comprende la
caracterizacion micromorfolégica, el estudio de secado, el almacenamiento, la
influencia de pardmetros fisico-quimicos y la composiciéon quimica en funcién de la
época de recoleccion, aplicando métodos modernos de analisis estructural y la

valoracion farmacoldgica de la especie.

Aporte préactico y social

La especie estudiada pudiera constituir un recurso potencial en el campo de los
productos fitoterapéuticos, ampliando el conocimiento quimico-farmacognadstico de la

rica flora cubana.
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Por otra parte, los resultados obtenidos pueden contribuir en gran medida al desarrollo
de las normas de control de la calidad de la especie y por ende al registro de la misma
como posible droga vegetal medicinal, sentando las bases para otros estudios

quimicos y biologicos.

El reportar datos de caracterizacion de compuestos presentes en la planta, posibilita
continuar investigaciones fitoquimicas, que unidas a tamizajes farmacoldgicos

pudieran definir la real potencialidad terapéutica de la especie.
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. FAMILIA PHYLLANTHACEA. GENERALIDADES

La familia Phyllanthacea de las Angiospermas es reconocida por el actual sistema
de clasificacion APG IIl (2009) e incluye géneros que anteriormente formaban parte
de la familia Euphorbiacea (Hoffmann y cols., 2006). Se extiende por todos los
continentes del planeta, localizandose principalmente en regiones pantropicales.
Abarca 59 géneros (dentro de los cuales se encuentran Actephila, Aerisilvaea,
Amanoa, Baccaurea, Bischofia, Bridelia, Celianella, Chascotheca,
Discocarpus, Hymenocardia, Phyllanoa, Phyllanthus, Reverchonia,
Spondianthus, Thecacoris, Uapaca, Wielandia, Zimmermannia, entre otros) y
1745 especies (Stevens, 2001; Hoffmann y cols., 2006; Dhandayuthapani y cols.,
2011).

Esta constituida por plantas herbaceas o lefiosas, encontrando arboles o arbustos que
en ocasiones presentan latex. Las hojas por lo general tienen una venacion pinnada y
margenes enteros. Las flores son pequefias y de forma variable (Hoffmann y cols.,
2006; Kathriarachchi y cols., 2006).

l.2. GENERO PHYLLANTHUS
[.2.1. ASPECTOS GENERALES

El género Phyllanthus es el mas amplio de la Phyllanthaceae y fue descrito por
primera vez en 1737 por Linneus. Esta compuesto aproximadamente por 750-1200
especies, subdivididas entre 10 y 11 subgéneros, entre los que se pueden citar:
Isocladus, Kirganelia, Cicca, Emblica, Conani, Gomphidium, Phyllanthodendron,
Xylophylla, Bothyanthus, Ericocus y Phyllanthus (Kathriarachchi y cols., 2005;
2006). Alrededor de 200 especies se encuentran ampliamente distribuidas en las
Américas, principalmente en el Caribe y en Brasil (Webster, 1967; Unander y cols.,
1990; 1991; 1992; 1995; Calixto y cols., 1997; 1998). En Cuba se encuentran
aproximadamente 60 especies, muchas de ellas endémicas (Hermano L. y Hermano
A., 1953).


http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Actephila&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Aerisilvaea&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Amanoa&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/wiki/Baccaurea
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Bischofia&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/wiki/Bridelia
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Celianella&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Chascotheca&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Discocarpus&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Hymenocardia&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Phyllanoa&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/wiki/Phyllanthus_%28Phyllanthaceae%29
http://species.wikimedia.org/wiki/Reverchonia
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Spondianthus&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Thecacoris&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Uapaca&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Wielandia&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/wiki/Zimmermannia
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[.2.2. USOS EN MEDICINA TRADICIONAL

Las especies del género Phyllanthus han sido utilizadas tradicionalmente como
remedios antipiréticos, laxantes, tdénicos, antibacterianos, antiespasmaodicos,
antidiabéticos, para el tratamiento de infecciones intestinales y urinarias, como
antivirales, etcétera (Petti y cols., 1988; Mensah, 1990; Calixto y cols., 1997; 1998) en
lugares como Cuba (Roig, 1974), el Caribe (Weniger y Robineau, 1988), en la parte
sur y central de América, China, Nigeria, Filipinas y Africa (Thyagarajan y cols., 1982;
Unander y cols., 1990, 1995).

En Cuba, en la provincia de Pinar del Rio se emplea el cocimiento de la planta entera
de P. niruri contra las fiebres paludicas y la hidropesia. Las raices, hojas y ramitas
son consideradas como desobstruyentes, diuréticas y a la vez fortificantes (Roig,
1974).

Segun Roig (1974), en la India las especies de este género se usaban contra
afecciones venéreas. Las raices, después de raspada o molinada en leche de vaca,
han sido utilizadas con éxito para curar la ictericia, como tonico, antidiabética y contra
célicos nefriticos. Especificamente los frutos de P. emblica son empleados como
purgantes, en otros casos como remedio refrescante en las afecciones biliosas, en las

nauseas y en infusiones contra la fiebre y la diabetes.

En Brasil estas plantas son conocidas popularmente como “quebra pedra”, “erva

pombinha”, “arrebenta pedra”, etcétera. Las infusiones de hojas, tallos y raices de P.
niruri, P. urinaria, P. corcovadensis, P. amarus, P. tenellus, P. caroliniensis y P.
sellowianus, son utilizadas para el tratamiento de disfunciones renales y urinarias,
infecciones intestinales, diabetes y hepatitis B (Morton, 1981; Oliver, 1983; Unander y

cols., 1990; 1991; 1992; 1995; Calixto y cols., 1997; 1998).

En Haiti se emplea la decocciéon de las hojas de muchas especies (P. niruri, P.
amarus, P. stipulatus, entre otros) en bafios para combatir la fiebre (Weniger y
Robineau, 1988). P. amarus es conocido en la Cuenca del Caribe como antidiabético,

diurético, estomacal y vermifugo (Morton, 1981).
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La decoccion de algunas plantas del género, en América Central y las Antillas se
utiliza como depurativa y diurética. En el caso particular de P. acidus, las hojas son
consideradas sudorificas, diaforéticas, las semillas son catarticas y la raiz es un
purgante violento (Manfred, 1947; Roig, 1974; Morton, 1981).

1.2.3. COMPOSICION QUIMICA

Las especies del género Phyllanthus han sido extensamente estudiadas desde el
punto de vista fitoquimico, conduciendo la investigacion al aislamiento vy
caracterizacion de muchas clases de compuestos organicos tales como flavonoides
(figura 1), triterpenos (figura 2), acidos fendlicos (figura 3), taninos (figura 4),
alcaloides (figura 5), lignanos (figura 6), glicésidos (figura 7), coumarinas, entre otros
(Jiménez y Bernal, 1989; Calixto, 1997; 1998). En la tabla | se resumen los principales
metabolitos reportados por algunos autores para diferentes especies del género

Phyllanthus.

Es de notar en la mencionada tabla que los terpenos, lignanos y fenoles han sido los
compuestos mas identificados, pudiendo destacar dentro del primer grupo a los
triterpenoides pentaciclicos lupeol y filantol (derivado del ursano), sin restarle
importancia a los esteroles [3-sitosterol y estigmasterol, presentes también en muchas

especies y muy abundantes en la naturaleza.

Del grupo de los lignanos se destacan la filantina, un secolignano miembro de la clase
de los diarilbutanos (Satyanarayana y cols., 1988) y la hipofilantina; los mismos han
sido identificados por cromatografia liquida de alta resoluciéon en especies como P.
amarus, P. fraternus, P. niruri, P. urinaria, P. maderaspatensis, P. virgatus y se
consideran marcadores quimicos del género (Dhalwal y cols., 2006; Khatoon y cols.,
2006; Murugaiyah y cols., 2007; Srivastava y cols., 2006).

La deteccion de compuestos de naturaleza fendlica, especialmente flavonoides ha
sido importante, destacando a la rutina y quercetina dentro de este grupo, los cuales
son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal, con accién

farmacologica importante.
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Figura 1. Flavonoides aislados de especies de Phyllanthus
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Figura 2. Triterpenos aislados de diferentes especies de Phyllanthus
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Figura 6. Lignanos aislados de especies de Phyllanthus
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También se ha determinado el contenido de fenoles en algunas especies, por ejemplo,
en extractos metandlicos de los frutos de P. emblica se encontraron valores de 81,5-
120,9 mg; 20,3-38,7 mg de flavonoides equivalentes a quercetina y 3,7-18,7 mg de
catequina equivalente a proantocianidinas (Liu y cols., 2006; 2008) y en la corteza un
19,78% de fenoles totales (Yang y cols, 2009).

Sin lugar a dudas, las especies que han recibido mayor atencion desde el punto de
vista fitoquimico son P. emblica, P. niruri, P. urinaria, P. sellowuanus y P. amarus,
por los usos que presentan en medicina tradicional para una gama amplia de
enfermedades (Webster, 1967; Morton, 1981; Oliver, 1983; Unander y cols., 1990,
1991, 1992, 1995; Calixto y cols., 1998).

Respecto a la parte de la planta utilizada, varia en dependencia de la especie y sus
antecedentes etnobotanicos, por ejemplo, en P. acuminatus los principales
componentes han sido aislados de las raices (Petti y cols., 1982), en P. caroliniensis
de hojas, raices y tallos (Cechinel y cols., 1996), de P. parvulus y P. burchelli de las
hojas, las cuales presentan taninos, alcaloides, saponinas, antraquinonas vy
flavonoides (Mdlolo y cols, 2008), en P. sellowianus (Hnatyszyn y cols., 1987) y P.
polyanthus (Vuyelwa y cols., 2008) han sido utilizadas las ramas, de P. reticulatus
hojas y ramas (Lam y cols., 2007) al igual que en P. niruri (Satyanarayana y cols.,
1988; Murugaiyah y Chan, 2006, 2007; Thana y cols., 2006; Shakil y cols., 2008;
Colombo y cols., 2009), de P. emblica las raices y corteza (Liu y cols., 2010; Yang y
cols., 2009). Referente al tipo de extracto utilizado, la polaridad es muy variable, se
han estudiado extractos polares como metandlicos, etandlicos, acuosos y entre los
mas apolares los de acetato de etilo y hexanicos. Muchos investigadores conducen el
estudio fitoquimicos a extractos y fracciones que han resultado bioactivas.

1.2.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Las especies de Phyllanthus han sido ampliamente estudiadas desde el punto de
vista biolégico, siendo de particular importancia los resultados obtenidos como
inhibidores del virus de la Hepatitis B (Thyagarajan y cols., 1982; 1988), analgésico y

antiinflamatorio (Calixto y cols., 1997, 1998), entre otros.
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Tabla I. Constituyentes quimicos de algunas especies del género Phyllanthus

Especies

P. acidus

P. acuminatus

P. acutissima

P. amarus

P. anisobulos

P. caroliniensis

Clase de
compuestos

Triterpeno
Glicosido
Flavonoide
Acido fendlico
Glicosido

Lignano

Triterpeno

Lignano
Triterpeno
Acido fendlico

Tanino

Flavonoide

Lignano

Acido graso
Alcohol
alifatico
Lignano
Glicosido
Lactona

Flavonoide
Esterol

Tanino

Compuestos

Lupeol, B-amirina, filantol
Filantésido

Kaempferol

Acido hipogalico

Filantésido, filantostatina A, 1, 2,
3y4

Justicidina

Acutisimatriterpeno A, B, C, D y
E

Acutisimalignan Ay B

Acido ursélico

Acido galico, acido elagico,
acido 4-O-galoilquimico, acido
geranico, acido amarico
Corilagina, geranina, amarina,
1,6-digaloilglucopiranosa,
furosina, filantusina

Galocatequina, rutina,
quercetin-3-O-glucdsido

Hipofilantina, filantina, nirantina
nirtetralina

Acido oleico
Triacontanol

Justicidina B
Filantostatina A
Menisdaurilido, aquilegiolido

Quercetina

B-sitosterol, estigmasterol,
campesterol

Geranina

Referencias

Calixto y cols,
1998

Sousay cols.,
2007

Petti y cols.,
1982,1984, 1988

Petti y cols., 1984,
1988

Tuchinda y cols.,
2008

Calixto y cols,
1998; Dhalwal y
cols., 2006

Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998; Londhe y
cols., 2008

Khatoon y cols,
2006; Leite y cols.,
2006; Tripathiy
cols., 2006

Londhe y cols.,
2008

Calixto y cols,
1998

Calixto y cols,
1998

Cechinel y cols.,
1996
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P.
corcovadensis

P. discoides

P. emblica

P.engleri

P. flexuosus

Ester
Monoterpeno
Esterol

Alcaloide

Lignano
Triterpeno

Flavonoides

Glicosido
fendlico

Alcaloide
Tanino

Acido fendlico
Diterpeno

Esterol

Sesquiterpeno
Vitamina

Triterpeno

Tanino

Acido fendlico

Coumarina

Acido salicilico metil éster
Cimeno, limoneno
B-sitosterol, estigmasterol,
campesterol

Filocristina, securinina, filantina,
filantidina, dihidrosecurinina,
filalbina, norsecurinina,
14,15-dihidro alosecurinina-15-

B-ol

Filantina

Acido betulinico
Leucodelfinidina, rutina,
(s)-eriodictiol-7-O-6-(6"-O-trans-
p-coumaroil)-p-D-
glucopirandsido, (s)-eriodictiol-7-
0O-(6"-O-galoil)-p-D-
glucopirandsido, kaempferol-3-
O-a-L-(6”-metil)-
ramnopiranésido, kaempferol-3-
O-a-L-(6"-etil)-ramnopirandsido,
apigenin-7-O-(6""-butiril-3-
glucopirandsido)

2-(2-metil butiril) floroglucinol-1-
O-(6"-O-B-D-apiofuranosil)-p-D-
glucopirandsido

Zeatina, zeatina nucleotido,
zeatina rubosido

Corilagina

Acido galico, acido elagico
Giberilina A-1, A-3, A-4, A-7, A-9
B-sitosterol

4’ -hidroxifilaemblicina B,
fiulaemblicina Ey F

Vitamina C

Filantol, betulina

Corilagina, geranina,
filantusina A, B, C, Dy E,
acido chebulagico

Acido brevifolin carboxilico,
acido repandusinico

Bergenina

Calixto y cols,,
1998
Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998; Zhang y
cols., 2002; Habib
y cols., 2007; El-
Desouky y cols.,
2008

Zhang vy cols.,
2002
Calixto y cols,,
1998

Calixto y cols.,
1998; Poltanov y
cols., 2009

Liu y cols., 2010

Majeed y cols,,
2009
Calixto y cols,,
1998
Calixto y cols,,
1998
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P. fraternus

P.
maderaspatensis

P. matsumurae

P. muellerianus

P. myrtifolius

P. niruri

Esterol

Triterpeno

Esteroles

Lignano

Triterpeno
Flavonoide
Acido fendlico

Acidos grasos

Lignanos

Flavonoides

Esterol

Triterpeno

Lignano

Alcaloide

Lignano

B-sitosterol, estigmasterol,
campesterol

Betulina, olean-12-en-33-15a-
triol, olean-12-en-33-15a-diol,
glochidona, friedelina, B-amirina,
olean-12-en-3p3-24-diol, lupeol,
olean-11-13(18)-dien-3p3-24-diol,
lup-20(29)ene-33-24-diol

Filantosterol, filantostigmasterol,
filantosecosteril éster,
fraternusterol

Filantina, hipofilantina, nirantina,
nirtetralina, filtetralina,
lintetralina

Filanteol, filantenol

Catequina, nirurina

Acido galico

Acido oleico, acido linoleico,
acido linolénico, acido miristico,
acido palmitico, acido estearico

Hipofilantina, filantina

Quercetin-3-O-xiloglucésido,
quercetin-3-O-ramnoglucésido,
quercetin-3-O-glucdsido,
quercetina

B-sitosterol

Friedel-1-ene-22[3-ol, friedelin-
1B-22B-diol

Filamicina, retrojusticidina B,
2-metoxy-4-aril-2,3 naftalido,
4- aril naftaleno

4-metoxi-nor-securinina,
nirurina, norsecurinina

Filantina, nirantina, nirtetralina,
hinokinina, isolintetralina,
hipofilantina, filtetralina,
cubebina dimetil éter,
urinatetralina

Tanaka y cols.,
1988a,1988b,
2004; Wada y
cols., 2001

Jyuti y Mohd, 1999

Gupta y Ali., 2003;
Khatoon y cols.,
2006

Calixto y cols.,

1998

Khatoon vy cols.,
2006

Chen y Ren, 1997

Calixto y cols,,
1998
Chang vy cols,

1995; Lee S., 1996

Calixto vy
1998

Calixto y cols.,
1998;
Satyanarayana y
cols., 1988;
Elfahmiy cols.,
2006; Murugaiyah
y Chan, 2006,
2007

cols.,
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P. polyanthus

P. polyphyllus

P. reticulatus

Flavonoide

Acido fendlico

Tanino

Acido graso
Esterol

Triterpeno

Polisacarido

Triterpeno

Acido fendlico
Lignano

Acido fendlico

Esterol

Triterpeno

Quercetina, quercitrina,
Isoquercetina, rutina,
quercetin-3-0O-B-D-glucopiranosil
(1—4)-a-ramnopiranésido,
8-(3-metil-but-2-enil)-2-croman-
4-ona, 2-(4-hidroxifenil)-8-(3-
metil-but-enil)-croman-4-ona
Acido galico

Geranina, corilagina

Acido recinoleico

Estradiol, B-sitosterol, isopropil-
24-colesterol

Acetato de lupeol, lupeol,
3,7,11,15,19,23-hexametil-
27,6Z,10Z,14E,18E,22E-
tetracosenen-1-ol, filantenol,
filantenona, filanteol

Arabinogalactan

Filantol (13,27-cicloursan-3(-ol),
filantona (13,27-cicloursan-3-
ona), (20S)-3B-acetoxi-24
metilenodammaran-20-ol,
(20S)-3a-acetoxi-24-
metilenodammaran-20-ol,
acetato de 6-amirina, lupenona

Acido-4-O-metil galico
Filamiricina, justicidina, difilina
(serie del aril naftalido)

Acido pirogalico, 4cido elagico

B-sitosterol, estigmasterol

Friedelina, friedelanol,
friedelan-3B-ol; 21a-hidroxi-
friedelina, 21a-hidroxi-friedel-
4(23)-en-3-ona, acido betulinico,
glochinodol

Calixto y cols.,
1998; Thanay
cols., 2006; Shakil
y cols., 2008;
Colombo y cols.,
2009

Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998; Thanay
cols., 2006;
Colombo y cols.,
2009

Calixto y cols.,
1998

Mellinger y cols.,
2008

Vuyelwa y cols.,
2008

Rao y cols., 2005

Rao y cols., 2005

Calixto y cols.,
1998; Lam y cols.,
2007

Calixto y cols.,
1998; Joshi y cols.,
1981

Calixto y cols.,
1998; ; Joshiy
cols., 1981; Lamy
cols., 2007
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P. sellowianus

P. Simplex

P. Taxodiifolius

P.urinaria

Flavonoide

Flavonoide

Acido fendlico

Alcaloide
Acetofenona
Coumarina

Triterpeno

Esterol
Sacarido
Alcaloide

Lignano

Triterpeno
Acido graso

Alcohol
alifatico
Acido fendlico

Ester
Flavonoide

Tanino

Lignano

quercetin-3-rutindsido,
quercetin-3-O-p-D-
glucopirandsido

4’ 4”di-O-metil cupressuflavona,
quercetina, 7-hidroxiflavanona,
rutina

Acido cafeico, acido clorogénico

Filantimida

Xantocilina

Escopoletina, isofraxidina
Glochidona, glochidiol,

glochidonol, lup-20(29)-ene-
18,3B-diol, filantol

B-sitosterol, estigmasterol,
campesterol

Levulosa, glucosa, galactosa,
sacarosa

Filantina, simplexina

Glicésido de aril naftalido

Glochidona
Acido hexacosanoico

Triacontanol

Acido galico, é&cido elagico,
acido protocatéquico, acido
brevifolin carboxilico

Acido montanoico etil éster

Quercetina, quercitrina, rutina,
isoquercitrina, kaempferol,
kaempferol-7-metil éster

Geranina, furosina, 1,3,4,6-tetra-
O-galoil-B-D-glucosa, malotinina,
corilagina

filantina, hipofilantina, nirantina,
nirtetralina, 5-dimetoxinirantina,
urinaligranina, urinatetralina,
dextroburseernina

Lam y cols.,
2007

Hnatyszyn y cols.,
1987; Calixto y
cols., 1998

Tempesta y cols.,
1988; Miguel y
cols., 1996

Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998

Tuchinda y cols.,
2006

Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998; Xu y cols.,
2007; Haw y cols.,
2009

Xuy cols.,2007

Calixto y cols.,
1998; Xu y cols.,
2007

Calixto y cols.,
1998; Xu y cols.,
2007; Haw y cols.,
2009

Chiay cols., 2003;
Srivastava y cols.,
2006



Tabla I. Constituyentes quimicos de algunas especies del género Phyllanthus

P. ussuriensis

P. verminatus

P. virgatus

P. Watsonii

Esterol
Triterpeno

Flavonoide
Tanino
Glicosido

Lignano

Flavonoide

Esterol

Triterpeno

B-sitosterol

Acetato de lupeol, B-amirina
Quercetin-3-O-rutindsido
Coliragina, geranina

Filantosido, filantostatina 1,2y 3

Filantina, hipofilantina, nirantina,
isolintetralina, virgatina

Galangin 8-sulfonato, galangin
3-0O-B-D-glucésido-8-sulfonato,
kaempferol-8-sulfonato
B-sitosterol, sitosterol-3-(d)-
glucosido
Lupenil
lupeol,
epi-friedelanol, glochidona,
glochinodol, lup-0(29)-en-1(3-
diol, 26-nor-D:A-friedoolean-14-
en-3-ona, 26-nor-D:A-
friedoolean14-en-3[3-ol

palmitato, friedelin,

Calixto y cols.,
1998

Ham y cols., 2001

Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998; Huang y
cols., 1998;
Srivastava y cols.,
2006

Huang y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998

Calixto y cols.,
1998
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Cabe destacar los estudios efectuados por Del Barrio y cols. (1995) a extractos
alcoholicos de hojas, tallos y raices de P. chamaecristoides, raices y tallos de P.
formosus, asi como raices y hojas de P. microdictyus donde se demuestra, que son
capaces de inactivar “in vitro” al antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B en

un rango entre 93y 97%.

Extractos acuosos de P. amarus también mostraron efecto inhibitorio sobre el
antigeno de superficie de la Hepatitis B (Jayaram y Thyagarajan, 1996; Lee C., 1996)
y a las dosis de 200 y 1000mg/Kg de peso mostraron en ratones, una inhibicién de
lesiones gastricas y de la inflamacidn, inducidas por la administracion intragastrica de
etanol absoluto (a la dosis de 8mL/kg) (Raphael y Kuttan, 2003). Se ha encontrado
actividad antimicrobiana, especificamente contra Streptococcus faecalis (Okigbo e
Igwe, 2007; Eldeen y cols., 2011); propiedades antioxidante (Kumaran y Karunakaran,
2006; Lee y cols., 2006; Londhe y cols., 2008), hepatoprotectora (Lee y cols., 2006;
Naaz y cols., 2007; Pornpen y cols., 2007; Rai y Mehrotra, 2008; Toyin y cols., 2008;
Yadav y cols.,, 2008); actividad contra el VIH (Notka y cols., 2003); efecto
hipoglicemiante (Raphael y cols., 2002; Ali y cols., 2006), asi como propiedades
antimutagénicas y anticarcinogénicas (Sripanidkulchai y cols., 2002; Harikumar y cols.,
2009).

Otras especies con actividad antiviral frente al virus de la Hepatitis B son: P. hirtellus,
P. gunni, P. gastroemii, P. tenellus (Thyagarajan, 1982; Shead y cols., 1992; Gulati
y cols., 1995).

Extractos acuosos, cetonicos y metandlicos obtenidos de hojas y ramas de P.
muellerianus manifestaron actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa (Doughari y Sunday, 2008).

P. emblica ha demostrado actividad frente al VIH (Ogata y cols., 1992), efecto
antioxidante (Chen y cols., 2008; Liu y cols., 2008; Saito y cols., 2008; Kusirisin y
cols., 2009), hepatoprotector, antibacteriano (Krishnaveni y Mirunalini, 2010), asi como

propiedades antidiarreica y espasmolitica (Mehmood y cols., 2011).
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Con actividad antioxidante se han encontrado también a P. debilis, P. simplex, P.
virgatus y P. maderaspatensis (Kumaran y Karunakaran, 2006; Shabeer y cols.,
2009), refiriéendose para esta Ultima especie actividad antihepatotoxica (Asha y cols.,
2004).

Por su parte la especie P. acuminatus exhibié actividad contra la leucemia linfocitica
P-388 y el melanoma murino B16 (Petti y cols., 1983; 1984; 1988) y P. engleri contra

células de cancer renal (Ratnayake y cols., 2009).

Mensah (1990) demostro la actividad antibacteriana “in vitro” del extracto acuoso de P.
discoides. P. myrtifolius evidencid efecto inhibitorio sobre la actividad del enzima
reverso transcriptasa del VIH (Chang y cols., 1995; Eldeen y cols., 2011) y P.
sellowianus demostré tener efecto hipoglicemiante, diurético, analgésico vy
antiespasmadico (Calixto y cols, 1997; 1998; Hnatyszyn y cols., 2002).

P. urinaria también ha mostrado propiedades antioxidantes (Xu, 2007; Shen, 2008);
actividad contra el virus de la Hepatitis B (Shin y cols., 2005), los virus del Herpes
Simple tipo 1y 2 (Yang y cols, 2005, 2007) y la reverso transcriptasa del VIH (Eldeen
y cols., 2011). Se citan ademas, efecto antitumoral (Huang y cols., 2006), inhibiendo el
crecimiento en lineas celulares de cancer humano nasofaringeo (NPC-BM1) (Huang y
cols., 2009) y en células de carcinoma hepatocelular HepG2 (Chudapongse y cols.,
2010). Los extractos cloroférmicos y metandlicos de la planta son capaces de inhibir la
inflamacion inducida por helicobacter pylori en células humanas gastricas epiteliales
AGS, mostrando ademas una potente actividad antimicrobiana (Chih-Ho y cols.,
2008). También se ha reportado efecto hepatoprotector en la necrosis inducida por

acetominofen por administracion oral en ratones (Haw y cols., 2009).

Gupta y Ali (2003) demostraron que P. fraternus posee propiedad hepatoprotectora,
antibacteriana, antifangica y antiviral, especificamente contra el virus de la hepatitis B
(Unander y cols., 1990) y Hukeri y cols. (1988) por su parte determinaron la actividad
hipoglicemiante, mientras que Sailaja y Setty (2006) demostraron su efecto protector

frente al estrés oxidativo.
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Desde el punto de vista biolégico P. niruri ha sido la especie mas estudiada, se
destacan efectos hipoglicemiantes significativos (Ramakrishnan, 1982), actividad
antiviral contra la Hepatitis B y el VIH, hepatoprotectora e inmunosupresora
(Kodakandla y cols., 1985; Reddy, 1993; Naik y Juvekar, 2003; Li y cols., 2005, 2007;
Bagalkotkar y cols., 2006; Bhattacharjee y Sil, 2007), antiplasmodial (Cimanga y cols.,
2004), analgésica y antiinflamatoria (Santos y cols., 1994), asi como actividad

antioxidante (Sarkar y cols., 2009).

Respecto a las referencias encontradas sobre estudios farmacoldgicos efectuados a
especies del género Phyllanthus se puede sefalar que las mismas hacen alusiéon a
los antecedentes etnobotanicos de aquellas especies con reconocido uso en la
medicina folklorica para el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades,
principalmente las de etiologia viral, como es el caso de la hepatitis B, asi se tienen a
los extractos de P. amarus, P. urinaria, P. fraternus y P. niruri que son capaces de

inhibir tanto “in vitro” como “in vivo” el antigeno de superficie de dicho virus (AgsHB).

Otros estudios estan referidos a la actividad contra el virus del herpes simple tipo 1y 2
donde P. urinaria ha jugado un papel fundamental. Es importante destacar la
actividad contra el VIH de diferentes extractos de especies como P. amarus, P.

urinaria, P. emblicay P. niruri.

Los informes encontrados en la literatura cientifica hasta el momento demuestran
categoéricamente el valor de las plantas del género Phyllanthus en el control de tres
patdgenos que representan actualmente graves problemas de salud a nivel mundial;
el virus de la hepatitis B, los virus del herpes simple y el virus de inmunodeficiencia
humana. Los extractos de estas especies han demostrado ser verdaderos “cocteles
naturales” pues contienen multiples principios activos que inhiben de forma diferente,
momentos del ciclo replicativo, 1o que hace practicamente imposible el desarrollo de
resistencia (Alvarez y Del Barrio, 2008).

1.2.5. RELACION GRUPO QUIMICO - ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

Son varios los reportes sobre la relacion grupo quimico - actividad farmacolégica en

especies del género Phyllanthus, dirigidos fundamentalmente a extractos totales y
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fracciones enriquecidas con un tipo de metabolito, no obstante se han evidenciado
algunas referencias en la que se determina la actividad bioldégica de compuestos
aislados, ente ellos alcaloides con efecto antiespasmadico, flavonoides, terpenoides y
lignanos con actividad antiinflamatoria y analgésica (Calixto y cols., 1997, 1998;
Kassuya y cols., 2005); taninos contra los virus del Herpes Simple tipo 1y 2 (Yang y
cols., 2007), entre otros. En la tabla Il se muestran algunos compuestos de especies
de Phyllanthus con su actividad farmacoldgica.

[.3. Phyllanthus orbicularis HBK
1.3.1. CLASIFICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION BOTANICA

Phyllanthus orbicularis HBK es una especie endémica cubana que se conoce
vulgarmente como Alegria (Hermano L. y Hermano A., 1974; Roig, 1988) y pertenece
a la familia Phyllanthacea.

Es un arbusto que mide de 1 a 2 metros de altura (figura 8), muy ramoso, ramitas
rojizas, la epidermis se separa con la edad (Hermano L. y Hermano A., 1953; Roig,
1988).

Las hojas (figura 9) son de color verde rojizas, orbiculares a elipticas u abobadas,
mayormente de 6 a 10 milimetros de largo y de 7 a 8 milimetros de ancho, coriaceas,
subsentadas, redondeadas en el apice, la base obtusa a redondeada o
subacorazonada, los nervios prominentes en el envés, el margen aplanado a menudo

rojizo en las hojas jovenes (Hermano L y Hermano A., 1953; Roig, 1988).

Las flores son blanco-crema (figura 10). Las masculinas con pedunculos de 3 a 4
milimetros, 6 sépalos, obtusos; los estambres se encuentran de 4 a 10, filamentos
connados. Las flores femeninas con ovarios subglobosos, estilo erguido, 3-l6bulos,

los mismos de dividen en dos (Hermano L. y Hermano A., 1953; Roig, 1988).

Los reportes bibliograficos encontrados hasta el momento correspondientes a los
aspectos botanicos de la especie, estan referidos solamente a la macromorfologia de

la planta, en ningun caso se hace alusion a las caracteristicas micromorfoldgicas, las
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Tabla Il. Actividad farmacoldgica de compuestos aislados de algunas especies del género Phyllanthus

Tabla Il. Actividad farmacoldgica de compuestos aislados de algunas especies
de Phyllanthus

Especies

.acuminatus

. accuminatus
. anisobolus
.verminatus

. amarus

..amarus

. emblica

. niruri

. sellowianus
. urinaria

. acidus
. flexuosus
.urinaria

. carioliniensis
. flexuosus

. niruri

. urinaria

. carioliniensis

. corcovadensis
. flexuosus

. sellowianus

Compuestos
Filantina, filantdsido

Filantostatina 1,2y 3

Corilagina, geranina

Filantusina D,

acido repandusinico,
rutina, quercetin-3-O-
glucosido

Nirtetralina, filantina

Nirantina

Rutina

B-amirina

Geranina

Quercetina

Estigmasterol

Actividad
Farmacologica

Antineoplasicos

Antineoplasicos

Inhibidores de la
reverso transcriptasa
del VIH

Antioxidantes

Inhibidores de la
leucemia K-562 en linea
celular

Antiinflamatorio

Antiinflamatorio,
analgésico

Analgésico

Antialérgico,
analgésico,

contra Herpes Simple 1
y2

Inhibidor de la ATP-asa
mitocondrial, fosfolipasa
A,, fosfodiesterasa,
ciclooxigenasa,
fosforilasa, tirosina
quinasa, actividad
analgésica

Analgésico

Referencias

George y cols.,
1982

Calixto y cols.,
1997, 1998

Notka y cols.,
2003

Londhe y cols.,
2008

Leite y cols.,
2006

Kassuya y
cols., 2006

Calixto y cols.,
1997, 1998

Calixto y cols.,
1997, 1998

Calixto y cols.,
1997, 1998;
Yang y cols.,
2007

Cechinel y
cols., 1996;
Calixto y cols.,
1997, 1998

Santos y cols.,
1995; Calixto y
cols., 1997,
1998



Tabla Il. Actividad farmacoldgica de compuestos aislados de algunas especies del género Phyllanthus

. emblica
. flexuosus

. reticulates

. sellowianus
. urinaria

. watsonii

WUV TUVUVTUVTTUTTUTUTDT

. discoideus
. flexuosus
. niruri

T UTTUVTTDT

.emblica

. emblica

. niruri

. reticulatus
. urinaria

L Y

)

. flexuosus

P. niruri

P. polyphyllus

P. sellowianus

. caroliniensis
. corcovadensis

. muellerianus

B-sitosterol

filantina, hipofilantina

Apigenin-7-O-(6""-butiril-
B-lucopiranésido)

Acido elagico

Lupeol, betulina,
lup-20(29)ene-3B-24diol

8-(3-metil-but-2-enil)-2-
fenil-croman-4-ona y 2-
(4-hidroxifenil)-8-(3-metil-
but-2-enil)-croman-4-ona

Nirusida,
acido repandusinico

Filantina, hipofilantina,
filtetralina

Acido 4-O-metilgalico,
filamicina C, justicidina
B, difilina

Acido cafeico

Filantimida

Analgésico,
antiinflamatorio

Inhibidores de la
reverso transcriptasa
del VIH,
antihepatotoxico

Antioxidante

Inhibidor de la aldosa
reductasa

Antitumoral y actividad
contra el virus Epstein-
Barr

Actividad contra
nematodos reniformes

Inhibidores de la
reverso transcriptasa
del VIH

Actividad
antihiperuricémica

Antiinflamatorios

Antialérgico
Analgésico
Antiespasmadico,
antibacterial

Santos y cols.,
1995

Calixto y cols.,
1997, 1998

Ogata y cols.,
1992; Calixto y
cols., 1997,
1998

El-Desouky y
cols., 2008

Calixto y cols.,
1997, 1998

Tanaka y cols.,
2004

Shakil y cols.,
2008

Ogata y cols.,
1992; Qian-
Cutrone y
cols., 1996;
Calixto y
cols.,1997,
1998
Murugaiyah y
cols., 2006

Rao y cols.,
2005

Calixto y cols.,
1997, 1998

Tempesta y
cols., 1988



Tabla Il. Actividad farmacoldgica de compuestos aislados de algunas especies del género Phyllanthus

P. urinaria

P. virgatus
P. tenellus
P. amarus

1,3,4,5,6-tetra-O-galoil-B-
D-glucosa

Repandinina B, furosina,
acido repandusinico,
malotinina, corilagina,
acetonilgeranina D,
acido galico, acido
brevifolincarboxilico
Geranina

Nirantina, nirtetralina,
geranina

Contra Herpes Simple 1
y 2

Antioxidantes

Antioxidante,
antihipertensivo

Inhibidores del antigeno
de superficie de la
hepatitis B

Yang y cols.,
2007

Xuy cols.,
2007

Shyry cols.,
2008

Huang y cols.,
2003



Figura 8: Arbustos de Phyllanthus orbicularis HBK

Figura 10: Flores de Phyllanthus orbicularis HBK
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cuales son imprescindibles para el establecimiento de los parametros de calidad de la

especie.

1.3.2. HABITAT Y DISTRIBUCION

Se localiza fundamentalmente en suelos serpentinosos, pedregosos, ligeramente
acidos, en vegetacion de material acromorfo espinoso (cuabal), muy abundante en las
poblaciones naturales, prefiere los lugares expuestos al sol y a orillas de caminos, al

parecer tiene buenos mecanismos de propagacion y resistencia (Roig, 1988).

Se ha sembrado en el Jardin Botanico Nacional sobre suelo cuabal, de forma

artificial, procedente de Canasi y desde 1982 procedente de Cajalbana.

Segun los datos ofrecidos por la Estacion Forestal de Mil Cumbres, Cajalbana, La
Palma, provincia Pinar del Rio, la especie P. orbicularis HBK tiene una distribucion
muy amplia, crece sobre un suelo cuabal, ferralitico rojo, lixiviado con perdigones de
hierro, la altura promedio del suelo es de 2,35m sobre el nivel del mar; la reproduccion
es por semilla y goza de muy buena salud, florece a partir de los meses de Marzo y
Abril, y alcanza su maximo esplendor en Mayo, se mantiene florecida casi todo el afio

excepto los meses de Enero y Febrero.

[.3.3. USOS ATRIBUIDOS TRADICIONALMENTE

A la especie no se le conocen usos tradicionales como planta medicinal, solamente
estd referido su empleo como ornamental debido al follaje fino y frondoso que
presenta (Roig, 1988).

1.3.4. COMPOSICION QUIMICA

Hasta el momento los reportes acerca de la composicion quimica de la planta son
escasos, a no ser los derivados de este trabajo y los referidos por Reeves y cols.
(1996) y Berazain y cols. (2007a; 2007b) donde determina la concentracion de niquel
a nivel de tejidos de hojas y ramas de la especie (4140-10950 mg/Kg de planta y 3660
mg/Kg de planta respectivamente) y los resultados obtenidos por Alvarez y cols.

(2009) quienes revelaron la presencia de quercetina, rutina, kaempferol-3-o-rutinésido,
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procianidina, catequina, epicatequina, acido protocatéquico y derivados de acido

galico en el extracto acuoso.

Por dicha razén, cualquier estudio que se realice en este sentido resultara un aspecto
novedoso que contribuira a ampliar el conocimiento quimico de la especie, una de las
tantas endémicas cubanas con grandes perspectivas desde el punto de vista

biologico.

1.3.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA Y TOXICIDAD

A diferencia del estudio quimico, los reportes sobre la actividad biologica de la planta
son varios, pudiendo destacar los trabajos realizados por Del Barrio y cols. (1994),
donde demuestran la gran efectividad de los extractos alcohdlicos provenientes de
tallos y hojas de la especie contra el antigeno de superficie de la Hepatitis B.
Estudios desarrollados por la misma autora pero con el extracto acuoso de la especie

mostraron igual efecto (Del Barrio y cols., 1995).

Otros trabajos (Del Barrio, 1999; Del Barrio y Parra, 2000) evidenciaron que el
extracto acuoso posee accion antiviral “in vitro” frente al virus del Herpes Bovino tipo
1y el Herpes Simple tipo 2, en términos de la capacidad de inhibicién de la replicacién

o del proceso infeccioso de ambos herpes virus.

Martinez y cols. (1999) determinaron la actividad antiviral “in vitro” del extracto acuoso
de la especie contra el virus del Herpes Simple tipo 1. También estan los resultados
de Fernandez y cols. (2003) contra el mismo virus pero de fracciones butanodlica y
acético/acuosa obtenidas de la planta, las cuales presentaron muy buena actividad

con posible accién sobre los pasos tempranos del ciclo replicativo de dicho virus.

Por su parte, Valdés y cols. (2003) demostraron en ensayos “in vivo” que el extracto
acuoso de P. orbicularis (12mg/Kg) por via tépica reduce de forma significativa el
desarrollo de lesiones en ratones infectados por via subcutdnea con el virus del

Herpes Simple tipo 1.
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De importancia son los trabajos desarrollados por Sanchez y cols. (1999; 2002) donde
demuestran las cualidades antigenotoxicas, antioxidantes y antimutagénicas del

extracto acuoso.

Igualmente se refieren los estudios desempefnados por Ferrer y cols. (2001; 2002;
2004) que confirman las propiedades antimutagénicas, lo cual fundamenta las
potencialidades de la especie como agente quimiopreventivo terapéutico de

enfermedades tumorales.

Estudios de toxicidad aguda y subcrénica realizados por Rivero y Vidal (1998),
demostraron que el extracto acuoso no presenta efecto toxico por via oral a la dosis

recomendada para su uso como antiviral en humanos (60mg/Kg).

Fue demostrado que el extracto acuoso era totalmente no irritante al efectuar ensayos
de irritabilidad dérmica, oftdlmica, sobre mucosa Yy sensibilizacion sobre la piel
(Gutiérrez y cols., 2002).

Los resultados farmacoldgicos obtenidos por investigadores cubanos para P.
orbicularis HBK hacen un aporte interesante al conocimiento de sus propiedades
biolégicas, principalmente en el campo de los antivirales, permitiendo considerar a la

especie objeto de estudio como un buen candidato antiviral.

[.4. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE EL CONTROL DE CALIDAD DE
MATERIAS PRIMAS DE ORIGEN VEGETAL

A nivel mundial, las drogas y preparados fitoterapéuticos obtenidos a partir de ellas,
ocupan un lugar importante dentro del comercio de medicamentos. Enfatizando en la
necesidad de garantizar su control de calidad con la aplicacion de técnicas modernas
y el uso de patrones apropiados (De Diego, 1992; Bauer y Tittel, 1996; Bauer, 1998;
Busse, 2000; Osorio, 2009).

Para garantizar un correcto control de la calidad es necesario desarrollar un adecuado
procesamiento del material vegetal desde la recoleccion, para ello los investigadores

deben tener conocimiento de la especie en cuanto a la organografia y fisiologia de la
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misma, del lugar donde se realiza la colecta y saber las variaciones que puede sufrir la
composicién de las plantas en las diferentes épocas y fases de su vida. Después de la
cosecha se debe examinar y separar las partes deterioradas, manchadas y con
sefales de ataques de insectos y/o hongos (Sharapin y cols., 2000; HMPWG, 2001;
WHO, 2003).

La etapa mas importante es el secado, mediante el cual se priva a la planta del agua,
impidiendo su alteracién con el tiempo debido a procesos degradativos causados por
enzimas, evitando el desarrollo de microorganismos y las reacciones de hidrélisis. Los
métodos empleados para el secado del material vegetal dependeran de las
caracteristicas del mismo y la forma en que puede efectuarse el proceso debe
determinarse experimentalmente para cada especie (Sharapin y cols., 2000; Miranda
y Cuéllar, 2001).

El almacenamiento es otro aspecto de gran importancia para mantener la calidad,
pues las plantas pueden perder principios activos durante este proceso, es por eso
que la conservacion de la materia prima vegetal por largos periodos de tiempo
depende de las condiciones de almacenamiento donde debe protegerse del contacto
con el sol, humedad, el polvo, los roedores, insectos y otros factores de degradacion.
(Sharapin y cols., 2000; Miranda y Cuéllar, 2001).

En diversas farmacopeas se describen métodos generales de ensayos para evaluar
las drogas oficiales, pero la Organizacion Mundial de la Salud ha recomendado la
realizacion de monografias y la implantacion de normas o especificaciones de calidad,
basadas en las experiencias de cada pais, para aquellas drogas no incluidas en las
farmacopeas y que son ampliamente utilizadas en medicina tradicional (Franz y

Vlietinck, 2001; Miranda y Cuéllar, 2001; Farmacopea Europea, 2005).

De manera general, los métodos mas empleados para el control de calidad de drogas
crudas deben responder a las siguientes especificaciones (NRSP 309, 1992;
Menéndez, 1993; WHO, 1998; Miranda y Cuéllar, 2001; WHO, 2005): Nombre oficial,
definicion, descripcion macromorfoldgica, descripcidon micromorfologica, determinacion

de microorganismos, determinacion de cenizas, determinacion de arsénico y metales
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pesados, sustancias solubles o extraibles, contenido de humedad residual,
determinacion del indice de espuma, determinacion del indice de amargor,

cromatografia en capa delgada y determinacion cuantitativa de principios activos.

La valoracion de un material vegetal sirve para identificar y determinar su calidad y
pureza. Los investigadores deben estar absolutamente seguros de sus muestras y
para su identificacion deben compararlas con muestras auténticas o con la
descripcion que se hace de ellas en las farmacopeas o publicaciones autorizadas
(Miranda y Cuéllar, 2001).

En resumen, la alta calidad de una materia prima vegetal es de importancia
fundamental y se debe tratar de alcanzar y mantener ese nivel, siendo un aspecto
importante para cumplir este objetivo, la recoleccion de la fuente natural correcta en el
momento apropiado y de la manera adecuada; la limpieza correcta de ese material, el
secado y molinado; control de la humedad, impurezas, microorganismos, etcétera.
(Miranda y Cuéllar, 2001).

I.5. ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE METODOS DE EXTRACCION,
SEPARACION Y CARACTERIZACION DE PRODUCTOS NATRURALES

1.5.1. METODOS DE EXTRACCION

El proceso de extraccion se define como la separacion de porciones medicinales
activas a partir de los tejidos de plantas y animales, mediante el empleo de
disolventes selectivos, utilizando procedimientos establecidos (Miranda y Cuéllar,
2001).

Existen diversas técnicas de extraccion consideradas “clasicas u oficiales”, siendo las
mas utilizadas en el campo de los productos naturales la maceracion, la extraccién por
soxhlet, la percolacion y la hidrodestilacién (Miranda y Cuéllar, 2001). También estan
las consideradas “modernas” como es el caso del ultrasonido, extraccion asistida por
microondas, extraccion por fluido supercritico y la extraccion acelerada por disolvente
(conocida también como extraccion por fluido automatizado o extraccion por liquido

presurizado) (Giergielewicz-Mozajska y cols., 2001); estas nuevas técnicas de
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extraccidn a pesar de ser mas rapidas, utilizar menos cantidad de disolvente y en
algunos casos ser automatizadas, por lo general tienen como inconveniente el

elevado costo de los equipos empleados.

1.5.2. METODOS DE SEPARACION Y CARACTERIZACION

Los métodos mas empleados hoy en dia para la separacién y caracterizacién de
moléculas orgénicas son los métodos cromatograficos y espectroscopicos (Gismera,
20009).

La cromatografia gaseosa y liquida, la espectroscopia en las regiones del ultravioleta-
visible (UV-VIS), infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN), son los métodos
gue mas se emplean en el trabajo con productos naturales (Silverstein y cols, 1977;
Marcano y Hasegawa, 1991; Gunther, 1995; Baldwin, 1995; Braun y cols., 1996,
Gismera, 2009).

La cromatografia liquida de alta resolucidon ha tenido una creciente difusion y
representa una de las herramientas mas empleadas en los laboratorios analiticos
modernos. Esta técnica ha sido empleada ultimamente en el analisis de compuestos
de muchas especies de Phyllanthus con resultados satisfactorios en la separacion de
flavonoides y de los lignanos filantin e hipofilantin que se consideran marcadores del
género. Asi se tienen los estudios en P. amarus (Dhalwal y cols., 2006; Tripathi y
cols., 2006), P. niruri (Murugaiyah y Chan, 2007; Colombo y cols., 2009) y P. urinaria
(Srivastava y cols., 2006). Por lo general se utilizan columnas de fases reversas y
fases moviles que abarcan disimiles polaridades y sistemas tanto isocraticos como de
gradiente, diferentes longitudes de onda para la deteccion, tanto por arreglo de diodos
como por detector UV simple y las separaciones se llevan a cabo mayormente en

columnas de fases reversas RP (RP-18 o RP-8).

La cromatografia de gases es una técnica que tiene la cualidad de separar mezclas
complejas, pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los
componentes individuales de la muestra problema, no es suficiente para una
identificacion inequivoca, sobre todo cuando se analizan muestras con un nuamero

elevado de componentes (Gutiérrez y Droguet, 2002).
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Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separarlos previamente debido a la
extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros

particulares de cada componente (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Por lo tanto, la asociacién de la CG-EM da lugar a una técnica combinada que permite
la separacion e identificacion de mezclas complejas, o0 sea, una mezcla de
compuestos inyectada en el cromatografo de gases se separa en la columna
cromatografica obteniendo la elusion sucesiva de los componentes individuales
aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas donde se procede a
Su ionizacion, como resultado se forman iones, cuya proporcion relativa y tipo, entre
otros aspectos, es caracteristico de las moléculas analizadas. Cada uno de estos
componentes se registran en forma de pico cromatografico y se identifican mediante
sus respectivos espectros de masas, brindando informacién estructural de los

compuestos (Gutiérrez y Droguet, 2002).

La técnica CG-EM no ha sido muy utilizada en el estudio quimico de especies de
Phyllanthus, los reportes encontrados en la literatura (Huang y cols., 1998; Xu y cols.,
2007; Shakil y cols., 2008; Vuyelwa y cols., 2008, entre otros) utilizan solamente la
espectrometria de masas como técnica complementaria en los andlisis de compuestos
aislados por otros métodos cromatogréficos, e identificados ademas por resonancia
magnética nuclear, que sin lugar a dudas es la que posibilita una mayor informacién

sobre la estructura de los compuestos organicos.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

I.1. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO DE Phyllanthus orbicularis
1.1.1. RECOLECCION Y SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal utilizada fue Phyllanthus orbicularis HBK, identificada y
recolectada por el Ingeniero Agronomo Rafael Carbonel Paneque en una zona de
vegetacion natural protegida de la Estacién Forestal de Mil Cumbres, en Cajalbana,
municipio La Palma, provincia Pinar del Rio, correspondiendo a plantas adultas de
aproximadamente 1,73m de altura. La misma fue herborizada y registrada en el
Jardin Botanico Nacional con la clave HFC 85589 (HAJB).

Se trabajaron 11 lotes de plantas colectados en diferentes meses y afos: Enero/03;
Febrero/04; Abril/05; Junio/05; Febrero/06; Marzo/07; Mayo/07; Agosto/07;
Octubre/07; Diciembre/07 y Enero/08. La especie vegetal se encontraba en estado de
floracidbn excepto en los meses de Enero y Febrero donde el estado fenoldgico era

vegetativo.

De las colectas realizadas solo se emplearon las hojas y tallos finos, previamente
lavados con agua potable, los cuales fueron cortados en trozos pequefios con ayuda
de tijeras, para facilitar el proceso de secado.

1.1.2. CARACTERIZACION BOTANICA DE LA ESPECIE
1.1.2.1. EVALUACION MACROMORFOLOGICA DE HOJAS Y TALLOS

La descripcion macromorfol6gica de hojas y tallos de la especie se realiz6 a simple
vista y con ayuda de una lupa (Miranda y Cuéllar, 2000).

Se evaluaron 100 hojas por cada lote de colecta, a las cuales se les determiné la
forma del limbo, borde, apice, base, peciolo, venacion, consistencia y color. También
se efectuaron mediciones de largo y ancho de las hojas con ayuda de un pie de rey,

se calcularon los valores promedios y la desviacion estandar.

A los tallos se les analiz6 la consistencia, forma, superficie externa y color, asi como la

superficie interna y el color.
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11.1.2.2. EVALUACION MICROMORFOLOGICA DE HOJAS Y TALLOS

Para el analisis histologico se realizaron cortes trasversales y longitudinales por el
método manual, de hojas y tallos en estado fresco, los que fueron hidratados vy
aclarados con hipoclorito de sodio. Los mismos se colorearon con safranina al 1% y
azul de cresil al 1% en agua destilada, se fijaron con gelatina glicerinada, segun los

procedimientos descritos por Arnol (1973) y Gattuso M. y Gattuso S. (1999).

También se determinaron las caracteristicas microscopicas de la droga en polvo
(mezcla de hojas y tallos), las muestras fueron aclaradas con hipoclorito de sodio y
después de lavadas se colorearon con safranina al 1% para finalmente ser fijadas en

gelatina glicerinada.

Sobre los cortes se realizaron algunas reacciones histoquimicas tales como, la
determinacion de lignina (se humedecio el corte con una solucién de floroglucinol y
luego con acido clorhidrico al 5%). Para la identificacion de suber, cutina y celulosa,
se realizd una triple tincion; la identificacion de taninos se efectu6 mediante la
reaccion con una solucién acuosa de cloruro férrico al 10% y una gota de solucién
diluida al 1% de carbonato de sodio en agua y los flavonoides se detectaron
humedeciendo el corte con etanol y adicion de una solucion de hidroxido de potasio al
10% en etanol (Miranda y Cuéllar, 2000).

Para visualizar los diferentes caracteres anatomicos internos del vegetal se emple6 un
microscopio Nikon Alphaphot-2 con camara de video a color TK-C1380 JVC modelo
TK-C1380U.

11.1.3. SECADO

Se realiz6 mediante tres métodos: a la sombra, al sol y en estufa con recirculacion
de aire a 45°C, utilizando 200g de muestra por cada réplica y método. Se tuvo en
cuenta el numero de dias que demoraba la droga en alcanzar peso constante (tiempo
de secado), la pérdida en peso (con una frecuencia de 12h para el secado en estufa y

24h para el secado al sol y a la sombra), se consider6 en estos ultimos la temperatura
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y la humedad relativa. También se realizaron determinaciones de humedad residual
(NRSP 309, 1992; Miranda y Cuéllar 2000).

11.1.4. ALMACENAMIENTO

Una vez secados los diferentes lotes de droga, se trituraron en un molino de cuchilla
marca PULVEX con malla 2mm y fueron almacenados en latas compuestas (cartén
con interior de aluminio), frascos de vidrio de color ambar, bolsas de papel kraft y
bolsas de polietileno; se distribuyeron 100g de muestra por tipo de envase y cada uno
por triplicado. Se realizaron determinaciones de las caracteristicas organolépticas
(olor y color), humedad residual (Miranda y col., 2000), contenido de fenoles totales
(Farmacopea Britanica, 2000) y control microbiol6gico (CIDEM, 1992; WHO, 1998;
WHO, 2005).

El estudio fue desarrollado siguiendo un monitoreo de los parametros previamente
mencionados, durante un periodo de 12 meses. La frecuencia de los analisis fue de 0,
3, 6, 9y 12 meses a partir de la Regulacion No. 23 del CECMED (2000), que
establece los requerimientos de los estudios de estabilidad para el registro de

productos farmacéuticos nuevos y conocidos.

1.1.5. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Los diferentes ensayos se realizaron segun la metodologia descrita por la NRSP 309
(1992) y Miranda y Cuéllar (2000).

1.1.5.1. MATERIA ORGANICA EXTRANA E INORGANICA EXTRANA

Se procedio a la separaciéon manual de la materia organica extrafia (insectos, excretas
de roedores, pelos de roedores, etc.) y de la materia inorganica extrafa (particulas de

tierra, arena y piedrecillas presentes en la misma).

Los calculos se realizaron por las siguientes expresiones:

m I
x 100 kei=

A 1

Mo =

w100
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Donde:

Mo: materia orgénica extrafia (%)

Mi: materia inorganica extrafia (%)

m: masa de la materia organica o inorganica extrafia (g)
M: masa inicial de la muestra de ensayo (Q)

100: factor matematico para el céalculo

11.1.5.2. HUMEDAD RESIDUAL

Se empled el método azeotropico, por triplicado a partir de 10g de muestra, se utilizd
tolueno como disolvente, un equipo Dean Star, una plancha de calentamiento eléctrica

marca MLW VEB y para las pesadas una balanza analitica marca Sartorius.

Los resultados se obtuvieron a partir de la expresion:

ViV
H=— =" x100
M

Donde:

Hr: humedad residual (%)

Vf: volumen final de agua (mL)

Vi: volumen inicial de agua (mL)

M: masa de la muestra (g)

100: factor matematico para el célculo.

1.1.5.3. SUSTANCIAS SOLUBLES O EXTRAIBLES

Este ensayo se llevd a cabo por triplicado, a partir de 5g de droga. Los menstruos
utilizados fueron agua, etanol al 50 y 90%. Las muestras se agitaron en una zaranda
modelo BIOZARD- 2013 por un tiempo de 6 horas.

Los célculos se realizaron segun:

R.500.100
S= ———
M (100-H)
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Donde:

Ss: sustancias solubles (%)
R: residuo de la muestra (g)
M: masa de la muestra (g)

H: humedad residual (%)

500 y 100: factores mateméticos para el célculo.

11.1.5.4. CENIZAS TOTALES, CENIZAS SOLUBLES EN AGUA Y CENIZAS
INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO AL 10%

Para las determinaciones se empleé una mufla modelo MLW VEB ELEKTROBAD
FRANKENHAUSEN. Las pesadas se realizaron en balanza analitica marca

SARTORIUS. Cada determinacion se efectud 6 veces a partir de 2g de material.

Cenizas totales

Los célculos se efectuaron por la siguiente expresion:

My - M
Cr= —2——x100

M;-M
Donde:
Ct: cenizas totales (%)
M: masa del crisol vacio (g)
Mi1: masa del crisol con la muestra (Q)
M,: masa del crisol con la ceniza (g)

100: factor matemético para el célculo.

Cenizas solubles en agua

Las determinaciones se llevaron a cabo a partir de las cenizas totales, luego de

disolver las mismas con agua destilada. Los calculos se realizaron por la siguiente

expresion:
M, - Ma
Ca=———x100
My -M
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Donde:

Ca: cenizas solubles en agua en base hidratada (%)

M,: masa del crisol con las cenizas totales (g)

Ma: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (Q)
M;1: masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M: masa del crisol vacio (g)

100: factor matematico para el célculo.

Cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10%

Se determinaron a partir de las cenizas totales, después de tratar las mismas con
acido clorhidrico al 10%. Los resultados se obtuvieron por la siguiente expresion:
My -M
B= — x100
M;-M
Donde:
B: cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada (%)
M,: masa del crisol con la ceniza (g)
M: masa del crisol vacio (g)
M1: masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

100: factor matematico para el célculo.

1.1.5. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR TAMIZAJE
FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico se le realizé a todas las colectas, segun procedimiento descrito
por Miranda y Cuéllar (2000).

Se utilizé un sistema de extraccion con una bateria de disolventes, de menor a mayor
polaridad, sobre el mismo material vegetal, para lograr que cada metabolito fuera
extraido adecuadamente segun su selectividad por el disolvente empleado. La droga
cruda se extrajo sucesivamente con éter de petroleo (30-40°C), etanol y agua, para
obtener los extractos correspondientes, los que fueron sometidos a los diferentes

ensayos (figura 11).
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Figura 11. Extraccién sucesiva del material vegetal para la aplicacién de
técnicas de Tamizaje Fitoquimico
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1.1.6. CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES Y DETERMINACION
CUALITATIVA'Y CUANTITATIVA DEL FLAVONOIDE RUTINA

Se determind el contenido de fenoles totales a todas las muestras colectadas, por el

método espectrofotométrico descrito en la Farmacopea Britanica (2000).

La determinacion cualitativa y cuantitativa del flavonoide rutina se llevé a cabo por
CLAR. Se utilizé un cromatografo liquido KNAUER, bajo las siguientes condiciones de

trabajo:

- Fase movil: estuvo constituida por el eluente A: agua: acido trifluoracético (100:0,1) y
eluente B: acetonitrilo: acido trifluoracético (100:0,1) (grado CLAR/Merck)

- Sofware: Chromgate

- Detector UV-K2600 por arreglo de diodo, 369nm (200-400)

- Bomba K1001: presion 14,1MPa

- Flujo: 0,6mL/min., modo gradiente lineal

- Volumen de inyeccion: 20uL

- Columna: Uptisphere 5 ODB 708965 (RP-18)

En la determinacion cualitativa se tuvo en cuenta el tiempo de retencion del estandar
(rutina, 98% de pureza, procedente de Fluka Biochemika) y las muestras,
considerandose como positivas para la presencia de rutina el valor que se encontraba

en el rango promedio de su tiempo de retencion.

La determinacion cuantitativa se realizé mediante una curva de calibracion elaborada
con diferentes concentraciones del patron rutina (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50mg/mL) y la
estimacion de la concentracion de dicho compuesto en las muestras analizadas, las
cuales constituyeron los extractos metandlicos preparados a partir de 1g doga con
10mL de metanol. Estos extractos se filtraron por papel y posteriormente por
membrana de teflon antes de ser inyectados y se trataron en bafio ultrasonico por
15min. Se valoro el pico positivo para el patron ensayado y la cuenta de area que

correspondia al mismo.
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Con los datos de cuentas de areas obtenidos a partir del estandar de trabajo se
elabord la curva de calibracién: Cuenta de area (y) vs Concentracion teorica (X). Se
realizé un analisis de regresion lineal y se obtuvo la ecuacion lineal (y=a+bx) y el valor

de correlacion (r?).

En la ecuacién lineal obtenida se reemplazé el valor de Y por cada una de las cuentas
de area de las muestras y sus réplicas. Este resultado correspondié a la concentracion

del compuesto expresada en mg/g de muestra.

1.2. ESTUDIO FITOQUIMICO DE Phyllanthus orbicularis HBK
11.2.1. EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Para el estudio se desarroll6 un proceso de extraccion por maceracion (figura 12) a
partir de 500g de muestra con una bateria de disolventes de polaridad creciente:
hexano, AcOEt y metanol, en cantidades de 1500mL, por un periodo de 7 dias con
cada disolvente con agitaciones esporadicas (el proceso se realizo por triplicado: a los
tres dias, a los cinco y a los siete dias), para obtener los correspondientes extractos

hexanicos, AcCOEt y metandlicos.

Los extractos obtenidos se reunieron y filtraron por papel de filtro, luego se
concentraron a sequedad en un rotoevaporador Buchi a presion reducida a una
temperatura de 50°C aproximadamente, se determiné el rendimiento a cada uno y

posteriormente se conservaron en desecadoras para los analisis correspondientes.

1.2.2. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE LOS
EXTRACTOS

Los extractos hexanicos, AcOEt y metandlicos fueron analizados por CCD. Se

emplearon placas de la Merck de 10 x 5¢cm, de gel de silice F sobre soporte de vidrio.

El desarrollo cromatografico fue de forma ascendente y se utilizaron indistintamente

como fases maviles las siguientes mezclas de disolventes:

- Hexano: acetato de etilo (7:3)
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Figura 12: Esquema de extraccién y fraccionamiento aplicado a
Phyllanthus orbicularis HBK
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- Cloroformo: metanol (9:1)
- n-butanol: acido acético: agua (65:25:10)

- Acetato de etilo: metanol: agua (100:13,5:10)
Para el revelado de las placas fueron empleadas las siguientes condiciones:

- Luz ultravioleta de longitud de onda 254nm

- Exposicion a los vapores de amoniaco

- Rociado con vainillina/H,SO4 y calor: se calenté a una temperatura de 105°C
aproximadamente hasta la aparicion de manchas o modificacion de la

apariencia de las ya existentes

I.2.3. CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS (CG-EM)

Dicho estudio se le realizé a los extractos hexanicos y AcOEt correspondientes a las
colectas de Marzo/07, Agosto/07, Octubre/07 y Enero/08.

En el analisis de los extractos hexanicos de Agosto/07 y Octubre/07 se utiliz6 un
cromatégrafo de gases Hewlett-Packard acoplado a un espectrometro de masas
modelo 5945 A, JMS-SX 102 JEOL, bajo las siguientes condiciones de trabajo:

- Columna: HP-5MS de Fenilsilicona al 5% (30m x 0,25mm x 0,25um)

- Volumen de inyeccion: 1uL, modo “split”

- Temperatura del Inyector: 300°C

- Gas portador y flujo: Se utilizé Helio como gas portador a un flujo de 1mL/min.

- Rampa de temperatura: La temperatura inicial fue de 40°C por 1min. y
programacion de 8°C por minuto hasta 305°C por un tiempo de Smin.

- El espectrometro de masas fue operado a 70eV con un rango de masas hasta
450uma

Los extractos hexanicos de Marzo y Enero/07 se analizaron en un cromatografo de
gases Hewlett-Packard 6890 acoplado a un espectrometro de masas 5973 con las

siguientes condiciones de trabajo:
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- Columna: SPB-5 (50m x 0,25mm x 0,10um)

- Volumen de inyeccion: 1uL, modo “split”

- Temperatura del Inyector: 280°C

- Gas portador y flujo: Se utilizé Helio como gas portador a un flujo de 1mL/min.

- Rampa de temperatura: La temperatura inicial fue de 60°C por 2min. con
programacion de 4°C por minuto hasta 100°C, a partir del cual se incrementé a
10°C por minuto hasta 290°C y se dej6 a esa temperatura un tiempo de 5min.

- El espectrémetro de masas fue operado a 70eV con un rango de masas de 45-
700uma

- Temperatura de la fuente: 230°C

En el estudio de los extractos de AcOEt correspondientes a las diferentes colectas se
utilizé el equipamiento anterior con similares condiciones de trabajo a excepcion de la

columna cromatografica utilizada (HP-5MS 15m x 0,25mm x 0,25um).
1.2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

El analisis por CLAR estuvo encaminado a los extractos metandlicos, con el propdsito
de detectar posibles flavonoides, se utilizaron como patrones, rutina, quercetina,
kaempferol (98% de pureza, procedentes de Fluka Biochemika). Las muestras fueron

solubilizadas en metanol grado CLAR Yy filtradas por membrana de teflon.

Para el estudio se utilizO un cromatégrafo liquido Waters modelo 1525, bajo las

siguientes condiciones de trabajo:

- Fase movil: MeOH: Agua (10:90) y al cabo de los 40min. se siguié con MeOH
- Detector UV-Waters 2996 por arreglo de diodo, 254nm

- Flujo: 0,6 mL/min., modo gradiente lineal

- Volumen de inyeccion: 20uL

- Columna: Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1m x100mm 3,5um)

Para la determinacion cualitativa se estimo el tiempo de retencién de cada estandar y

la muestra, considerandose como positivos para la presencia de cada flavonoide
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aquellos valores que se encontraban alrededor del valor promedio del tiempo de
retencidn. Para la confirmacién de los picos se realizé una coinyeccion de la muestra

con los patrones y se determiné el espectro UV.

1.2.5. FRACCIONAMIENTO EN COLUMNA CROMATOGRAFICA

Se realizé un fraccionamiento en columnas de vidrio (a vacio) de diferentes
capacidades segun la cantidad de muestra a analizar y se empaquetaron con gel de
silice (Silica Gel 60 GF254 Merck de 40-60mesh) en una proporcion 3:1 con respecto al
peso del extracto a separar, adsorbiendo previamente el extracto en gel de silice en
una proporcion 1:1, la mezcla se seco con corriente de aire y se coloco en la parte
superior de la columna. Las fases moviles constituyeron los disolventes hexano,
AcOEt y MeOH, tanto puros como en mezclas que oportunamente se especifican en el

capitulo de resultados y discusion.

Para el analisis cromatografico de los extractos y subfracciones se utilizé la CCD, con
placas de aluminio recubiertas de gel de silice (silica gel 60/UV 254nm, Alugram) y
como reveladores la luz UV y/o sulfato cérico al 1% en 2N H,SO4 vy calor, en algunos

casos se utilizo AICI; al 5% en MeOH y vapores de NHs.

11.2.6. REACCION DE ACETILACION

Para la reaccion de acetilacion se pesaron 200mg de muestra, los que fueron
colocados en un matraz bola de 50mL, se le adicion6 2mL de piridina y 2mL de
anhidrido acético. La mezcla de reaccién se sometié a calentamiento (bafio de agua a
70°C) durante 6 horas. Posteriormente se le agregd hielo y el precipitado obtenido se
filtro; el matraz bola fue lavado con AcOEt, dicho lavado se colocd en un erlenmeyer
junto con el precipitado de la reaccion disuelto en AcOEt, para eliminar el agua se le
agrego sulfato de sodio anhidro, se filtr6 mediante un embudo con algodon
desengrasado y se colocd en un matraz bola para la evaporacion del disolvente a
presion reducida (Manjarréz y cols., 2003; Morantes y cols., 2007; Plazas y cols.,
2008).
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11.2.7. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FiSICAS y ESPECTROSCOPICAS
DE LOS COMPUESTOS AISLADOS Y SUS DERIVADOS ACETILADOS

11.2.7.1. PUNTO DE FUSION

Los puntos de fusion (°C) se determinaron en un equipo Fischer Jones y se reportaron
los valores sin correccion. Para esta determinacion se requirio aproximadamente 1mg

de muestra.

ll. 2. 7. 2. ESPECTROMETRIA DE INFRARROJO

Los espectros en el Infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrometro Nicolet Magna
IR Spectrophotometer 750, en pastilla de KBr, con aproximadamente 3mg de muestra.

Las bandas se informaron en cm™.

11.2.7. 3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se determinaron a 300 vy
500MHz en el caso de RMN-"H, a 75 y 125MHz para RMN-"C, en espectrometros,
Varian VXR-300 y SUO Varian Unity Plus-500, utilizando como disolventes CD3;0D,
D,0O, CDCl; y DMSO-d6. En todos los casos se us6 TMS como referencia interna.
Se emplearon secuencias de pulso para experimentos de desacoplamiento y por
transferencia de polarizacion en 'H 'y ™C (DEPT). Para realizar todos los
experimentos de RMN se requirieron aproximadamente 13mg de muestra. Los
desplazamientos quimicos (d) se expresaron en partes por millon (ppm), las
constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) y las sefales se indicaron como:

s=singlete, d=doblete, dd=doblete de doblete.
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1.3. ALGUNAS EVALUACIONES BIOLOGICAS PRELIMINARES
REALIZADAS A LOS EXTRACTOS Y COMPUESTOS AISLADOS DE
Phyllanthus orbicularis HBK

[1.3.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
11.3.1.1. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE REDUCCION TOTAL

El ensayo seleccionado fue el de Potencial de Reduccién Total (técnica
FRAP). Las determinaciones fueron de caracter espectrofotométrico, se empled un
espectrofotometro UV- visible (Ultrospec-Plus) procedente de Pharmacia-LKB y un
lector de placas de 96 pocillos marca SUMA (Sistema Ultramicroanalitico) con filtro
590nm.

Materiales:
- Micropipetas de 5-1000uL

- Microtubos de ensayos de 1,5mL

Reactivos:
- Acetato de sodio anhidro o acetato de sodio tri-hidratado.
- Acido acético (99,7%)
- 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Aldrich)
- Acido clorhidrico (37%)
- FeCls x 6 H,0O (0,02M)
- FeSO4 x 7 HyO

Muestras:

- Extractos hexanico, AcOEt, metandlico, metandlico acetilado y los flavonoides
rutina, quercetina, rutina decaacetilada y quercetina pentaacetilada obtenidos del
material vegetal de P. orbicularis, a una concentracion de 1mg/mL.

- Sustancia de referencia: Vitamina C (99% pureza, Aldrich), a una concentracion
de 1mg/mL.

Fundamento del método

Consiste en medir la capacidad de la muestra para reducir el hierro férrico (Fe*) a

ferroso (Fe?*). Se coloca en el medio de reaccion el complejo Fe**-TPTZ y el mismo en
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presencia de agentes reductores se reduce a Fe**-TPTZ que desarrolla un color azul

intenso con un maximo de absorcion a 593nm (Benzie y Strain, 1996).

Las condiciones del ensayo favorecen la reduccion del complejo y estan ajustadas para

que la formacion de color solo ocurra por efecto de la muestra que se anade.

11.3.1.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SECUESTRADORA DE RADICALES
SUPEROXIDO

Se utilizd un espectrofotometro UV-visible (Ultrospec-Plus) procedente de Pharmacia-
LKB y un lector de placas de 96 pocillos marca SUMA, se trabajé a 420nm, con

cubetas de cuarzo o plastico permeable a la luz UV.

Materiales de laboratorio:
- Pipetas automaticas 50, 250 - 3000uL
- Microtubos de ensayo 0,5uL
Reactivos:
- Pirogalol
- EDTA
- Tris
- HCI 32%
Muestras
- Extractos hexanico, AcOEt y metandlico (100ul)

- Agua (control negativo)
- SOD (control positivo)

Fundamento del método

El ensayo de la actividad secuestradora sobre el sistema de generacion P-PO, se
fundamenta en la inhibicion que produce el agente secuestrante en la reaccion de
autoxidacion del P (0.124nmol/L) en medio basico Tris-HCI 50mmol/L pH 8,20 a
25°C durante 1min., la cual transcurre normalmente hacia la formacion de PO que

absorbe a 420nm. La presencia del agente secuestrante de O inhibe la reaccion de
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autoxidacion, deteniendo la reaccion de propagacion radicalica. Se siguié el

procedimiento descrito por Mahnheim (1988) y Sakagami y cols. (1990).

Para el analisis de los resultados se llevd a cabo un analisis de varianza de clasificacion

simple a través de ANOVA -1, para un nivel de significacién p<0,05.

1.3.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realiz6 mediante el ensayo de edema
inducido en oreja de raton por el TPA, siguiendo la metodologia propuesta por Della y
cols. (1994).

Ensayo de TPA: Se emplearon ratones machos (cepa CD1, de 20 a 25g), los cuales
se pesaron Yy fueron separados en grupos de tres: un grupo control negativo, grupo
control positivo (indometacina) y grupos tratados. Cada grupo fue anestesiado con
pentobarbital sédico a una dosis de 31,5mg/kg por via intraperitoneal. A los grupos
control y tratados se les aplico tépicamente 10uL de la solucion etandlica de TPA
(250ug/mL) en la oreja derecha, y 10uL de etanol en la oreja izquierda, 10 min.
después de la aplicaciéon de TPA, a los grupos tratados se les aplicd 20uL de las
muestras objeto de estudio (extractos hexanico, AcOEt, metandlico, metandlico
acetilado y los flavonoides rutina, quercetina, rutina decaacetilada y quercetina
pentaacetilada obtenidos del material vegetal de P. orbicularis) en ambas caras de la
oreja derecha a las dosis de 1 umol/oreja disueltos en disolventes apropiados segun
el compuesto y en la oreja izquierda solo se aplico 20uL del vehiculo,
respectivamente. Se dejé 4h de post-aplicacion y eventualmente cada grupo de
animales fue sacrificado por dislocacion cervical, se tomaron biopsias de cada oreja
con un sacabocados de 7mm de diametro. Cada una de las orejas control y tratadas
se depositaron en tubos de eppendorff previamente pesados. Posteriormente se
obtuvieron las diferencias de pesos entre la oreja control y la tratada de cada animal
(Merlos y cols., 1991). El porcentaje de inhibicion fue calculado con la siguiente

ecuacion:

% Inhibicidn =100- [(Peso de la oreja tratada/Peso de la oreja control)100]
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Los resultados se analizaron mediante una prueba de t-student y una prueba de
Dunnet, a través del programa Sigma-star (2.0). El nivel de significacion en todos los

analisis fue de p<0,05.

1.3. . EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

La evaluacion de la actividad citotoxica se llevé a cabo mediante el ensayo de la
sulforrodamina B, segun la metodologia propuesta por Monks y cols. (1991).

Cultivos celulares: Se emplearon seis lineas celulares de cancer humano: cancer de
colon (HCT-15), cancer de mama (MCF-72), sistema nervioso central SNC (U251),
leucemia mieloblastica cronica (K-562), cancer de pulmén (SKUL-1) y cancer de
prostata (PC-3), provenientes del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos
de Norteamérica, las cuales fueron cultivadas en medio RPMI-1640 adicionado con
10% de Suero Fetal Bovino, 2uM glutamina. Los cultivos celulares se mantuvieron en
una incubadora a una atmosfera de 5% de CO,, a una temperatura de 37°C y un

ambiente saturado de humedad.

Preparacion e inoculaciéon de las células: Las células adheridas a los frascos de
cultivo fueron removidas con 2 6 3mL de solucion tripsina-EDTA al 0,05%.
Posteriormente la tripsina se inactivd adicionando 10mL de medio RPMI-1640
adicionado con 5% de SFB, las células se disociaron con pipeteo suave, la densidad y
viabilidad de las lineas celulares se contaron en un hemacitdometro y fueron evaluadas
por exclusion con azul de tripano. Se preparé una dilucidn para obtener una densidad
adecuada y la suspension celular fue sembrada en placas de 96 pozos. Todas las
lineas celulares fueron incubadas por un periodo de 24h a 37°C y estabilizadas antes
de adicionar los extractos y compuestos a evaluar (extractos hexanico, AcOEt,
metandlico, metandlico acetilado y los flavonoides rutina, quercetina, rutina
decaacetilada y quercetina pentaacetilada obtenidos del material vegetal de P.

orbicularis).

Dilucion de los compuestos a evaluar: Los extractos y compuestos aislados se

evaluaron a una concentracion de 50ug/mL los cuales fueron solubilizados en DMSO,
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100uL de cada disolucion fue agregada a los pozos. Dado que los compuestos a
evaluar no fueron filtrados o esterilizados la contaminacion bacteriana fue controlada
por la adicion de gentamicina. Como control positivo se utilizd doxorrubicina. Los
cultivos se incubaron por un periodo de 48h a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO, y
100% de humedad. El crecimiento y viabilidad celular se evalu6 mediante la técnica

de Sulforodamina B.

Ensayo de SRB: Transcurridas las 48h los cultivos celulares se fijaron in situ
adicionando 50puL de acido tricloroacético frio (50% p/v), los cultivos se incubaron por
60 min. a 4°C, se desech¢ el sobrenadante y los cultivos se lavaron cinco veces con
agua desionizada. Posteriormente se adiciond a los pozos 100uL de solucién SRB
(0,4% pl/v en acido acético al 1%) durante 10 min., el exceso de SRB se removio
lavando cinco veces con acido acético al 1%. Finalmente, el botén celular tefido se
solubilizé con buffer Tris y la densidad optica fue leida en un espectrofotometro a una
A de 515nm (lector de ELISA BIO-TEK. ELx 808). La densidad 6ptica es proporcional
al crecimiento celular e inversamente proporcional al grado de citotoxicidad de un
compuesto prueba (Houghton y cols., 2007). La citotoxicidad fue reportada como el
porcentaje de inhibicion del crecimiento celular y se determind de acuerdo a la

siguiente expresion:

% Inhibicion del crecimiento =100- [(DO (muestra)/DO (vehiculo)] 100

Il. 4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados correspondientes al control de calidad de las muestras pertenecientes
a las diferentes colectas de Phyllanthus orbicularis, asi como los obtenidos en el
estudio de secado, almacenamiento y cuantificacion de fenoles totales, fueron
procesados por el programa Statgraphics®Plus, version 5.0, llevandose a cabo un
analisis de varianza de clasificacion simple a través de ANOVA-1, para un nivel de
significacion del 95% y para la comparacion de las medias se utilizo el test de Rangos
Multiples de Duncan. Para proponer las especificaciones de calidad de la droga se

determinaron los limites de tolerancia mediante el mismo paquete estadistico.
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CAPITULO Illl. RESULTADOS Y DISCUSION

lIl. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO DE Phyllanthus orbicularis HBK

El estudio fue desarrollado con varias épocas de colectas con el propdsito de poder
determinar la influencia de este factor en las caracteristicas fisicas y quimicas de la

planta.

ll.1. CARACTERIZACION BOTANICA DE LA ESPECIE
l11.1.1. EVALUACION MACROMORFOLOGICA DE LAS HOJAS Y TALLOS

Con el objetivo de determinar las caracteristicas externas de la especie objeto de
estudio e interpretar adecuadamente la monografia que sobre la misma se establecen
en los compendios oficiales se decidio realizar un estudio macromorfologico de hojas

y tallos.

La lamina foliar (figura 13A) presentd un color verde rojizo, mas oscuro por el haz que
por el envés con una consistencia coriacea, penninervia, cortamente peciolada, el
limbo abovado-eliptico con borde ondulado, el &pice redondeado y la base

acorazonada-obtusa.

Los resultados promedios para las dimensiones de largo y ancho de las hojas
correspondientes a las diferentes fechas de colectas se presentan en la tabla Ill. Se
pudo constatar que existe poca variabilidad de un dato respecto a otro en cada uno de
los parametros medidos. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
al aplicar ANOVA-1 para un 95% de confianza, lo que sugiere que la época de
recoleccion no tiene aparente influencia sobre el tamafio de las hojas cuando la planta

se encuentra en estado adulto.

Al analizar los valores medios de largo y ancho se evidenci6 que estan en
correspondencia con los valores planteados por Roig (1988) (0,60-1,00cm para el

largo y de 0,70-0,80cm para el ancho).
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Tabla Ill. Mediciones de largo y ancho de las hojas

Colectas

Enero/03
Febrero/04
Abril/05
Junio/05
Febrero/06
Marzo/07
Mayo/07
Agosto/07

Octubre/07

Diciembre/07

Enero/08

Valor Promedio

Limites de
tolerancia

0,78 +0,09°
0,74+0,15°
0,74 +0,13°
0,74 +0,172
0,73 +0,15%
0,77 £0,11%
0,77 + 0,122
0,76 +0,17%
0,79 +0,10?
0,78 £0,13?
0,79 + 0,15
0,76 + 0,02

0,67-0,84

Largo (cm)+S  Ancho(cm) S

0,74 +0,11°
0,69 +0,13°
0,71 £ 0,20%
0,71 +0,13%
0,69 + 0,10%
0,72 +0,14°
0,71 +0,16°
0,71 +0,14%
0,73 +0,14°
0,73 +0,16°
0,74 +0,18°
0,71+0,01

0,66 - 0,75

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si

existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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A: Macromorfologia de la hoja. 1: Haz, 2: Envés

B: Macromorfologia del tallo. 1: Superficie externa, 2: Superficie interna

Figura 13. Caracteristicas macromorfolégicas de la hoja y el tallo de P. orbicularis
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En la observacion de las caracteristicas macromorfolégicas de los tallos (figura 13B),
se comprob6 que son lefiosos, cilindricos, con superficie externa de color rojizo-
verdoso, rugosa con estrias y una superficie interna de color crema claro, fibrosa, con
pequefias estrias. En la literatura (Hermano L. y Hermano A., 1953; Roig, 1988) solo

refieren el color de las ramas, el cual coincide con los resultados obtenidos.

l11.1.2. EVALUACION MICROMORFOLOGICA DE LAS HOJAS Y TALLOS

En los estudios farmacognésticos, resulta imprescindible determinar las caracteristicas
anatomica- morfolégicas de las especies, con vistas a establecer su identidad. Para P.

orbicularis HBK, no existian referencias anteriores.

En la anatomia foliar se observo en vista superficial una epidermis abaxial (figura 14A)
conformada por células pentagonales de tamafio variable, de paredes reforzadas
rectas y curvas, se apreciaron abundantes estomas del tipo paracitico donde los ejes
longitudinales de las células subsidiarias son paralelos a los de las células
estomaticas y a la apertura del estoma, el indice estomatico fue de 14. La epidermis
adaxial (figura 14B) se mostr0 desprovista de estomas, con células pentagonales,
hexagonales y heptagonales de tamafio variable, también de paredes reforzadas

rectas y curvas.

La seccién transversal del limbo (figura 14 1C) presentdé una epidermis adaxial de
cuticula gruesa con pelos tectores pluricelulares, a continuacién se encontré el
parénquima en empalizada, constituido por células columnares alargadas muy unidas,
a continuaciéon se aprecid una zona mas clara correspondiente al parénquima
esponjoso con células de forma y tamafo variable con espacios intercelulares.
Finalmente se observé la epidermis abaxial de cuticula gruesa formada por dos
estratos de células y escasos pelos pluricelulares. Estos pelos (figura 14 2C) tienen
una cierta inclinacion y estan conformados de cinco a seis células donde la apical es
afilada en un caso y redondeada en otros, con cierta curvatura respecto a la célula
basal.

A nivel de nervio central (figura 14D) la superficie abaxial es totalmente convexa con

algunos pelos pluricelulares, la epidermis de esta cara tiene una cuticula gruesa

39



A: Vista frontal de la B: Vista frontal de la
epidermis abaxial Epidermis adaxial

C: Corte trasversal D: Corte transversal a
a nivel del limbo nivel del nervio central

E: Vista frontal de la nervadura

Figura 14. Caracteristicas micromorfolégicas de la hoja de P. orbicularis
14A: E. Estomas, CS. Células subsidiarias; 14B: Células de la epidermis; 14C: PL. Pelos
pluricelulares, C. Cuticula, ED. Epidermis adaxial, PP. Parénquima en empalizada,

PE. Parénguima esponjoso, EB. Epidermis abaxial; 14D: CO. Colénquima, PF. Parénquima
fundamental, X. Xilema, F. Floema. 14E: VP. Venas primarias, V8. Venas secundarias
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seguida de varios estratos de células colenquimatosas de pequefio tamafio, le siguen
células mas grandes ligeramente esferoidales, correspondientes al parénquima
fundamental y més al centro una zona de células més reforzadas, relacionadas con el
floema y xilema. La nervadura de la hoja en su vista frontal (figura 14E) es
prominente, las venas primarias siguen un recorrido curvo con ramificaciones en
varios sentidos y las venas secundarias ramificadas presentan diferentes angulos de

divergencias.

En las secciones transversales del tallo (figura 15 1A) se constata la epidermis con
una cuticula bastante gruesa de escasos pelos pluricelulares, conformada por 6
estratos de células pentagonales y hexagonales alargadas, a continuacion se
presenta una zona de células muy unidas y pequefias que constituyen el colénquima,
le sigue la zona de cambium bien definida, se observan campos mas claros
correspondientes a células esféricas que son los vasos del lefio. Se visualizan el
xilemay el floema (15 2A), los radios medulares (figura 15 2A y 3A) que convergen en
una zona conceéntrica de células esferoidales que se compactan constituyendo la

médula o corazoén del tallo.

En las secciones longitudinales del tallo (figura 15B) se apreciaron los radios

medulares y las traqueidas conformadas por células rectangulares.

A los cortes se le realizaron algunas reacciones histoquimicas. Se observaron en
campos muy visibles en la cuticula de la epidermis y en las células epidérmicas gran
cantidad de lignina con una coloracién roja; con una coloracién amarilla se verificé la
presencia del suber, localizado en zonas dispersas del tejido parenquimatoso de hojas
y tallos, la celulosa y cutina de color azul se visualizaron fundamentalmente en la
cuticula de la epidermis. También se detectaron taninos y flavonoides en los tejidos

epidérmicos y parenquimatosos de ambos 6rganos vegetales.

La droga en polvo presentd una coloracion verde amarillenta (figuras 16B y C), se
observaron al microscopio fragmentos de hojas donde se destaca una fuerte

vascularizaciéon y células epidérmicas luego de una tincién con safranina al 1% (figura

40



Resultados y Discusién

16A). En una muestra sin tefir se visualizaron restos de tragueidas del sistema

vascular (16B) y algunos pelos pluricelulares (figura 16C).

Es importante destacar que no se encontraron diferencias cuando se analizaron

microscépicamente las muestras correspondientes a las diferentes colectas.

Los estudios encontrados sobre los caracteres micromorfolégicos de especies
pertenecientes al género Phyllanthus son escasos, solo los realizados por Khatoon y

cols. (2006) en la India a P. amarus, P. fraternus y P. maderaspatensis.

P. amarus presenta estomas anisocitico en ambas caras de la epidermis, con
contorno de células epidérmicas ondulado. El indice estomético de la epidermis
abaxial es de 28-30 y de la cara adaxial de 16-19. En los cortes del tallo la cuticula es

fina y el contorno exterior es cilindrico (figuras 17A y B).

En P. fraternus los estomas son también del tipo anisocitico en ambas caras de la
epidermis y las células de éstas tienen un contorno muy ondulado. El indice
estomatico de la epidermis abaxial es de 25-28 y el de la cara adaxial de 20-24. En los

cortes del tallo la cuticula es fina y el contorno exterior es sinuoso (figuras 18 Ay B).

Por su parte, P. maderaspatensis presenta estomas anisocitico en ambas caras de la
epidermis pero el contorno de las células epidérmicas es recto y en algunos casos
ligeramente curvo. El indice estomatico de la epidermis abaxial es de 23-26 y de la
cara adaxial de 18-20. En los cortes del tallo la cuticula es fina y el contorno exterior

es cilindrico (figuras 19A 'y B).

En ninguna de las tres especies se observo la presencia de pelos pluricelulares.

Como se observa, entre estas especies existen diferencias notables y respecto a la
gue se informa en este trabajo, fundamentalmente en el tipo de estomas (estomas
paraciticos para P. orbicularis), la presencia de pelos pluricelulares en la endémica
cubana y ausentes en esas especies, asi como en la forma y contorno de las células
epidérmicas. Lo anterior ratifica lo sefialado por Esau (1972) y Cronquist (1986),

quienes plantean que los caracteres micromorfolégicos distinguen a una especie en
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B: Seccion longitudinal del tallo

Figura 15. Caracteristicas micromorfolégicas del tallo de P. orbicularis
15 1A: PL. Pelo pluricelular, C. Cuticula, EP. Epidermis, CO. Colenguima, ZC. Zona de cambium,
VL. VYasos del lefio; 15 2A: M. Meéedula, X. Xilema, F. Floema:; 15 3A: EM. Radios medulares;
15B: T. Tragueidas

C

Figura 16. Micromorfologia de la droga en polvo de P. orbicularis
16 A: SV. Sistema vascular, CE. Células epidérmicas; 16B: T. Tragueidas;
16C: PL. Pelos pluricelulares
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A: Vista frontal de las B: Corte transversal del tallo
epidermis abaxial y ataxia
de las hojas

Figura 17. Caracteristicas microscoépicas de las hojas y tallos de P. amarus
(Khatoon y cols. (20086))
p: Células epidérmicas, st: Estoma, cu: Cuticula, chl: Parénquima esponjoso,
scl:Colénquima, ph: Floema, ca: Anillo de cambium, xi: Xilema,
pi: Médula, cr: Radios medulares

kg

A: Vista frontal de las B: Corte transversal del tallo
epidermis abaxial y adaxial
de las hojas

Figura 18. Caracteristicas microscopicas de las hojas y tallos de P. fraternus
(Khatoon y cols. (20086))
p: Células epidérmicas, st: Estoma, cu: Cuticula, ep: Epidermis, scl: Colénguima,
ph: Floema, ca: Anillo de cambium, xi: Xilema, pi: Médula, cr: Radios medulares

byp

A: Vista frontal de las B: Corte transversal del tallo
epidermis abaxial y adaxial
de las hojas

Figura 19. Caracteristicas microscaépicas de las hojas y tallos de
P. maderaspatensis (Khatoon y cols. (2008))
p: Células epidérmicas, st: Estoma, cu: Cuticula, ep: Epidermis, hyp: Hipodermis,
pa:FParénquima, ph: Floema, ca: Anillo de cambium, xi: Xilema, pi: Medula
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particular, y por dicha razén los resultados obtenidos hacen un aporte interesante para

la especie y el género.

[l1.2. ESTUDIO DE SECADO

El secado es un aspecto fundamental dentro de los estudios farmacogndsticos
encaminados a establecer la calidad de una droga, por lo que aplicar un método de
secado apropiado evita que se activen procesos enzimaticos (fermentativos) que
modifiquen la estructura de los posibles principios activos.

Aunque se conoce que el secado artificial es el mas recomendado en todos los casos,
resulta conveniente estudiar otros métodos de secado natural que permitan, de ser
posible, proponer una alternativa que se tenga en cuenta en aquellos lugares donde

no existan condiciones para aplicar un secado artificial.

La especie objeto de estudio (muestras correspondientes a las colectas de Enero/03,
Febrero/04 y Abril/05) fue sometida a secado por diferentes métodos (sol, sombra y
estufa), con vistas a determinar él o los recomendables para su secado sin afectar sus

caracteristicas fisico-quimicas. En la tabla IV se ofrecen los resultados del estudio.

El secado a la sombra fue el que menos cantidad de agua permitié perder a la droga
en todos los casos, con valores de 36,86% a 38,05% de pérdida en peso, para lograr
pesos aproximadamente constantes entre los 11 y 13 dias, con porcentajes de
humedad residual que no excedieron el 13,33%. En el caso del secado al sol, las
muestras perdieron agua entre un 46,63 y 49,52%, se demord en secar la planta de 6
a 8 dias y se alcanzaron valores de humedad residual no mayores del 12,50%. En
comparacion con el secado a la sombra, éste método fue mas eficiente, sin embargo
al presentar el inconveniente de no poder controlar la intensidad de las radiaciones, no
resulta del todo aconsejable. En el secado en estufa el material vegetal secé
completamente entre los 3y 4 dias (72 y 96 horas respectivamente), o sea, un tiempo
relativamente corto en comparacion con los otros meétodos ensayados, lograndose
valores de pérdidas en peso entre 53,84 y 55,32% y contenidos de humedad residual

gue no superaron el 10,10%.
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Tabla IV. Resultados del estudio de secado correspondiente a tres épocas de colecta

Método Pérdida por desecacién (%) £ S Tiempo de secado (%) £ S Humedad residual (%) £ S
de Enero Febrero Abril Enero Febrero Abril Enero Febrero Abril
secado /03 104 /05 /03 104 /05 /03 104 /05

Sombra | 36,86+3,42% | 38,05+1,36% | 37,27+0,239 | 12+1,00% | 11+0,0 | 13+0,579 | 11,15+1,23% | 13,33+0,57% | 12,85+0,25°
Sol 46,63+2,87° | 47,83+1,12% | 49,52+234" | 6+1,00° | 7+0,57° | 8+0,57" | 9,33+0,58° | 12,50+0,50° | 10,25+0,86'
Estufa | 53,84+2,87° | 54,29+2,04" | 55,32+0,57' | 3+1,00° | 4+1,52" | 3+0,0° 8,17+0,79° | 10,10+0,25" | 9,50+1,25°

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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Al comparar los resultados para cada parametro entre muestras de diferentes meses
de colecta, se demostré que existian diferencias significativas, lo cual pudo deberse a
las condiciones climéticas (humedad relativa) durante los dias en que se realizo el
estudio, asi como a la cantidad de agua acumulada en la planta antes del proceso de

colecta, la cual puede variar en dependencia de la época de recoleccion.

Las diferencias encontradas entre métodos se atribuyen a que las técnicas de secado
natural (sol y sombra) son susceptibles a la influencia de diversos factores entre los
gue se pueden citar los niveles de radiacion solar, temperatura y humedad ambiental.
El secado en estufa, al ser un método artificial, existe control de la temperatura y la
ventilacion, no influyendo por tanto factores ambientales en el proceso. Segun los
analisis efectuados, los mejores resultados se obtienen con el secado en estufa, al no
apreciar durante la inspeccion visual alteraciones en cuanto al color de las partes

secadas.

Para las muestras que fueron secadas por los dos métodos restantes, a pesar de que
el tiempo de secado fue mayor, mostraron un contenido de humedad por debajo del
limite méximo admitido (14%), pero durante la inspeccion visual, las que fueron
secadas a la sombra, mostraron ligeras alteraciones en el color, no siendo asi para las
secadas al sol, aunque en este Ultimo no es posible controlar el nivel de radiaciones

solares.

Los resultados evidenciaron que para un correcto control de la calidad la droga debe

ser secada en estufa a 45°C durante 84 horas.

[11.3. ESTUDIO DE ALMACENAMIENTO

Se estudi6 la droga durante el almacenamiento, para lo cual se trabajo con el material
vegetal colectado en el mes de Febrero de 2006. Esto reviste gran importancia debido
a que las drogas presentan variaciones en su composicion y en ocasiones se hace
necesario recolectarlas en una época determinada y almacenarlas en condiciones
adecuadas. Como resultado se obtuvo que la muestra almacenada en bolsas de papel
kraft, al cabo de los 9 meses presentdé cambios ligeros en la coloracion (de verde

amarillento a verde carmelitoso) en comparacién con la guardada en otros envases,

43



Resultados y Discusién

en los cuales las caracteristicas organolépticas (olor y color) permanecieron

inalterables, o sea, olor caracteristico y color verde amarillento.

El contenido de humedad residual (tabla V) presenté un aumento gradual a partir de
los 6 meses y por encima del limite maximo admitido (14%) al cabo de los 9 meses
de estudio, con diferencias significativas hasta el afio de estudio. En el resto de los
envases aunque existieron algunas diferencias significativas en los ultimos meses, los

valores encontrados estuvieron muy por debajo del limite maximo permisible.

Respecto al control microbiolégico se puede sefialar que para el material contenido en
bolsas de papel (tabla VI) se encontré proliferacion de microorganismos aerobios
totales y hongos a los 9 meses de estudio y este ultimo alcanzd valores por encima
del limite establecido a los 12 meses, aunque no se encontraron microorganismos
patébgenos (Salmonella, E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomona
aerugenosa). Las muestras almacenadas en el resto de los envases no presentaron

contaminacion microbiologica.

Con relacion al contenido de fenoles totales (tabla VII) se confirmd, que en las
muestras almacenadas en frascos de cristal, latas compuestas y bolsas se polietileno,
se mantuvo bastante estable durante los 12 meses. Sin embargo, el material
almacenado en bolsas de papel kraft presenté variacion en este valor con una
tendencia a la disminucion, exhibiendo diferencias estadisticamente significativas en
las dos ultimas determinaciones para un nivel de significacion del 95% al aplicar
ANOVA-1. Este comportamiento puede atribuirse a la proliferacion de
microorganismos aerobios totales y hongos por encima de los limites establecidos al
cabo de los 9 meses de estudio, lo cual pudo causar algun proceso fermentativo o
reaccion de oxidacién de dichos metabolitos que ocasionaran su descomposicion y

por ende su disminucion en el tiempo.

Los resultados permiten inferir que hasta 1 afio (tiempo de andlisis), el material
vegetal de P. orbicularis puede ser conservado fragmentado en frascos de vidrio de
color &mbar, latas compuestas y bolsas de polietiieno, sin que se produzcan

alteraciones en su apariencia y contenido de fenoles totales. No se recomienda el
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Tabla V. Contenido de humedad residual de las muestras almacenadas en los
diferentes envases

Tiempo Contenido de Humedad Residual (%) S
(meses) Bolsas de Frascos de Latas Bolsas de
papel kraft cristal compuestas polietileno
0 9,47 + 0,03 ° 9,47 + 0,032 9,47 + 0,032 9,47 + 0,032
3 9,62 +0,97° 9,57 +0,092 9,63+0,14 % 9,57 +0,29%
6 13,70 £ 0,43° 9,68+ 0,692 9,77 +0,22 2 9,83+0,072
9 16,23 + 0,46 ¢ 9,80+0,13% | 10,46 +0,07° 10,70+ 0,78 °
12 19,80 + 0,18 ¢ 10,52 £ 0,06 ®° | 10,75+ 0,02° 11,18 +0,01°¢

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si
existen diferencias significativas para un 95% de confianza



Tabla VI. Resultados del analisis microbiolégico de las muestras en los distintos envases

Tiempo Resultados (UFC/g) de la muestra almacenada en bolsas de papel kraft
(meses) Conteo de Conteo de Conteo | Salmonellas | Eschericia @ Staphylococcus @ Pseudomona
aerobios enterobacterias de coli aureus aerugenosa
totales hongos
0 Ausente Ausente Ausente Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
6 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
9 10° Ausente 10° Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
12 10° Ausente 32x10° Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Resultados para las muestras almacenadas en frascos de vidrio, latas compuestas y bolsas de polietileno
0
9
6 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
12
Limites
permisibles 10’ 10* 10° Ausencia Méax. 10? Ausencia Ausencia

(UFC/g)



Tabla VII. Contenido de fenoles totales de las muestras almacenadas en los
diferentes envases

Tiempo Contenido de fenoles totales (%)t S
(meses)
Bolsas de Frascos de Latas Bolsas de
papel kraft cristal compuestas polietileno
0 240+0.10° 2,40+0.10° 2,40+0.10° 2,40+0.10°
3 2,29 +0.08 2,38 +0.04° 2,31+0,14° 2,40 + 0,012
6 2,18 +0.02 @ 2,40 +0.06 2 2,25+0,22° 2,31 +0,04°
9 1,42 +0.07° 2,31 +0.06 2 2,25+1,07° 2,20+0,17°
12 1,02 +0.08 ¢ 2,25 +0.06 ? 2,16 + 0,022 2,12+0,11°

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si

existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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envase de papel Kraft porque propicia el deterioro de la droga, facilitando la absorcién

de humedad, proliferacion de hongos y por ende cambios en su composicién.

.4, PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DETERMINADOS AL MATERIAL
VEGETAL

El establecimiento de los parametros fisico-quimicos de una droga vegetal es
indispensable para proponer indices de calidad que puedan garantizar su eficacia y
seguridad. Para establecer los mismos se seleccioné el material vegetal secado

artificialmente, para el cual se demostraron las mejores caracteristicas.

[11.4.1. CONTENIDO DE MATERIA ORGANICA E INORGANICA EXTRANA

Al analizar el contenido de materia organica e inorganica extrafia (tabla VIIl) se pudo
apreciar que el grado de pureza de los lotes evaluados fue adecuado debido a que la
recoleccion y procesamiento del material vegetal se realizd por personal
especializado. Solamente en tres colectas (Enero/03, Marzo/07 y Octubre/07) se
presentaron materias extrafias con valores muy pequefios, correspondiendo

fundamentalmente a polvo.

[11.4.2. HUMEDAD RESIDUAL

La determinacién de humedad residual en el material vegetal es uno de los indices
numeéricos que ayudan a complementar la calidad del método de secado evaluado. Un
exceso de agua en la droga puede provocar la proliferacion de microorganismos e
insectos, seguido de la hidrélisis de principios activos, especificamente de los

metabolitos glicosilados, y por consiguiente el deterioro de la droga.

Las Normas y Farmacopeas establecen, en dependencia del material vegetal, un
contenido de humedad residual entre 8 y 14% (Lou-Zhi-cen, 1980; WHO, 1998;
Miranda, 2001). En el estudio efectuado a la planta el promedio de las
determinaciones para cada uno de los lotes evaluados estuvo dentro del intervalo
exigido (tabla 1X), lo que demostro la eficiencia del proceso de secado (estufa a 45°C

con recirculacion de aire durante 84 horas).
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Tabla VIII. Resultados del contenido de materias extrafas

Materia organica Materia
Colectas extrafia (%) + S inorganica
extrafia (%) £ S
Enero/03 No presenta 0,10 £ 0,02
Febrero/04 No presenta No presenta
Abril/05 No presenta No presenta
Junio/05 No presenta No presenta
Febrero/06 No presenta No presenta
Marzo/07 No presenta 0,08 + 0,02
Mayo/07 No presenta No presenta
Agosto/07 No presenta No presenta
Octubre/07 No presenta 0,09 +£0,01

Diciembre/07
Enero/08

Valor promedio

No presenta

No presenta

No presenta
No presenta

0,09+0,01



Tabla IX. Resultados del contenido de humedad residual en las diferentes

colectas
Parametros climaticos en la estacion
Colectas Humedad Residual meteorologica La Palma, Pinar del Rio*
(%) £S Precipitaciones Temperatura media
(mm) °C)
Enero/03 8,39 +0,03% 40,3 19,5
Febrero/04 8,24 + 0,08 30,3 22,6
Abril/05 8,41 +0,25° 47,6 23,8
Junio/05 12,83 £ 0,03 b 366,8 26,6
Febrero/06 9,47 +0,03° 76,5 21,4
Marzo/07 8,17+0,792 23,1 23,3
Mayo0/07 10,70 + 0,02 ° 123,3 25,4
Agosto/07 12,50 + 0,00 ¢ 394,6 26,9
Octubre/07 11,42 + 0,07° 252,4 26,4
Diciembre/07 8,50 +£0,11 b 51,6 23,4
Enero/08 950+1,25°¢ 64,7 22,0
Valor 9,83 +1,75°
promedio
Limites de 5,55 -14,10
tolerancia

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si
existen diferencias significativas para un 95% de confianza

* Datos del Centro del Clima del Instituto de Meterorologia (INSMET). Cuba
Lic. Nancy Maso (Jeja Dpto Climatologia) y Lic. Liset Abreu Pérez de Corcho (Especialista Comercial INSMET)
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Se presentaron algunas diferencias entre muestras, lo cual pudo deberse,
fundamentalmente, a la cantidad de agua absorbida por la planta antes de la
recoleccion, destacadndose con mayores porcentajes las colectas de los meses de
Junio/05 y Agosto/07 con valores de 12,83 y 12,50% respectivamente. Este
comportamiento pudo estar relacionado con las altas precipitaciones que se
produjeron en esos meses en comparacion con los restantes (segun datos del Instituto
de Meteorologia que se muestran en la tabla 1X), lo que hace que la planta tenga
mayor contenido de agua en su interior y por tanto mayor cantidad de agua que

perder.

111.4.3. SUSTANCIAS SOLUBLES O EXTRAIBLES

La determinacion de sustancias extraibles o solubles es uno de los indices numéricos

mas importantes para seleccionar los mejores disolventes en el proceso de extraccion.

Los resultados revelan (tabla X) que se obtiene mayor rendimiento de sustancias
extraibles de manera general con los disolventes menos polares, o sea, etanol-agua al
50 y 90%, sin existir diferencias significativas entre ellos, pero si respecto a los

extractivos en agua, donde los valores fueron menores en todos los lotes estudiados.

Al analizar el comportamiento entre colectas también se encontraron algunas
diferencias significativas. Se obtuvo la mayor cantidad de constituyentes en el mes de
Agosto, seguido por los meses de Mayo, Marzo, Abril y Octubre, lo cual pudiera estar
relacionado con una mayor disponibilidad de metabolitos por parte de la planta para
favorecer algun proceso fisiolégico que estuviese ocurriendo en ese momento 0 con

las condiciones climatolégicas o ambas.

En los meses de Marzo y Abril la especie vegetal esta comenzando el proceso de
floracion y en Mayo alcanza su méaximo esplendor (informacién de la Estacion Forestal
de Mil Cumbres), segun Osorio (2009) esta etapa demanda gran cantidad de
metabolitos. En los meses de Agosto y Octubre factores relacionados con las
condiciones climéaticas como la influencia de radiaciones solares y lluvias, pudieron

favorecer la produccibn de metabolitos (ver tabla [X). Este comportamiento
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Tabla X. Resultados de la determinacidn de sustancias solubles o extraibles

Colectas

Enero/03
Febrero/04
Abril/05
Junio/05
Febrero/06
Marzo/07
Mayo/07
Agosto/07
Octubre/07
Diciembre/07
Enero/08

Valor
promedio

Limites de
tolerancia

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si
existen diferencias significativas para un 95% de confianza

Sustancias

solubles en agua

(%) + S
5,33 + 0,04°
4,90 +0,05"
9,30 * 0,20°
6,75 + 0,07°
5,71 + 0,032
8,64 + 0,13°
9,56 +0,10°
9,69 + 0,05°
8,45 + 0,03°
6,27 + 0,04
4,70 +0,08°

7,20 £1,95

2,92 -11,47

Sustancias

solubles en etanol

50% (%) + S
9,23+ 0,05°
12,55 + 0,11
20,57 +0,13°
12,94 + 0,05'
10,75 + 0,08"
20,73 +0,17¢
21,66 + 0,04
24,48 + 0,10
18,55 + 0,12
12,86 + 0,14
9,31 £ 0,13°

15,78 + 5,49

7,69 - 39,25

Sustancias

solubles en etanol

90% (%) + S
9,50 + 0,07°
12,23 + 0,04'
21,02 + 0,18
12,65 + 0,04'
10,49 + 0,04"
20,34 + 0,229
21,75 + 0,07’
24,31 + 0,03
19,24 + 0,09™
12,78 + 0,09'
9,37 + 0,09°

15,79 + 5,55

7,94 - 39,52
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evidentemente denota la influencia de la época de recoleccién en el contenido de

extractivos.

I11.4.4. CENIZAS TOTALES, CENIZAS SOLUBLES EN AGUA Y CENIZAS
INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO AL 10%

Las cenizas son indicativas de la calidad del material con que se trabaja y constituye
una base para juzgar su pureza e identidad, brindando informacién relativa a la
posible adulteracién con materias inorganicas o cuerpos extrafios que posea (Miranda
y Cuéllar, 2001).

Las Farmacopeas plantean un indice de cenizas totales hasta el 5% (Lou-Zhi-cen,
1980; WHO 1998). En la experiencia realizada los valores se encontraban por debajo
del limite exigido (de 2,32 a 2,85%).

La cantidad de cenizas solubles en agua y las insolubles en acido clorhidrico al 10%,
son también parametros que ayudan a evaluar la pureza de la droga. Al analizar los
resultados para cada lote, se pudo evidenciar que las cenizas solubles en agua se
hallaban entre un 1,13 y 1,36%, y las cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10%
entre 0,36% y 0,63%. En ambas determinaciones los valores son pequefios y estan
dentro de los limites establecidos (alrededor del 2% para plantas medicinales) (Lou-
Zhi-cen, 1980; WHO 1998). La tabla Xl ofrece los resultados del estudio.

A pesar de que las muestras fueron colectadas en el mismo lugar (suelo cuabal,
ferralitico rojo con roca serpentina), se constataron algunas diferencias
estadisticamente significativas, que pudieran ser atribuibles a la época de recoleccién,
donde la disponibilidad de nutrientes absorbidos del suelo, por parte de la planta,
puede variar para favorecer uno u otro proceso metabdlico, 0 a sesgos en la

manipulacion de las muestras.
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Tabla Xl. Resultados de la determinacion del contenido de cenizas

Colectas Cenizas Cenizas solubles Cenizas insolubles
totales (%)x S en agua (%) £ S en acido clorhidrico
al 10% (%) = S
Enero/03 2,32 +0,08° 1,24 +0,01° 0,45 + 0,06°
Febrero/04 2,85 + 0,03° 1,17 + 0,05° 0,36 +0,07"
Abril/05 2,82 +0,07° 1,22 + 0,06" 0,52 + 0,03’
Junio/05 2,78 + 0,02° 1,36 + 0,06' 0,56 + 0,06
Febrero/06 2,82 +0,03° 1,13 + 0,03° 0,63 + 0,03/
Marzo/07 2,62 + 0,06° 1,24 + 0,03 0,39 + 0,05"
Mayo/07 2,58 + 0,05° 1,17 £ 0,07° 0,52 + 0,09'
Agosto/07 2,74 +0,11° 1,26 + 0,06 0,63 +0,01!
Octubre/07 2,40 + 0,15° 1,30 + 0,03' 0,45 + 0,009
Diciembre/07 | 2,74 +0,07° 1,33 +0,11' 0,61 + 0,03
Enero/08 2,62 +0,01° 1,22 +0,08° 0,63 + 0,12
Valore 2,66 + 0,17 1,24 + 0,07 0,52 + 0,09
promedio
Limites de 1,93 - 3,38 0,94 - 1,53 0,13 - 0,90
tolerancia

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si

existen diferencias significativas para un 95% de confianza



Resultados y Discusién

l1.5. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR TAMIZAJE
FITOQUIMICO

Uno de los aspectos considerados de interés en el estudio de una droga es conocer
de forma preliminar su composicion quimica general por métodos de tamizaje

fitoquimico.

Al efectuar los andlisis correspondientes a los extractos etéreos (tabla Xll) se
evidenciaron resultados positivos para ndcleos triterpénicos y esteroidales, lactonicos
y compuestos grasos. Los extractos alcohdlicos (tabla XlII) respondieron positivo a
sustancias reductoras, flavonoides, antocianidinas, quinonas, taninos, saponinas,
triterpenos y esteroides, y compuestos lactonicos. En los extractos acuosos (tabla
XIV) resultaron positivos los ensayos para saponinas, taninos, flavonoides vy

sustancias reductoras.

Es importante destacar que no se apreciaron diferencias en la composicién quimica
determinada por tamizaje fitoquimico en los lotes evaluados, pero si en las
intensidades de color para algunos ensayos (Antocianidina, Shinoda y Lieberman-

burchard, Tricloruro férrico y Fehling).

En estudios fitoquimicos efectuados a especies del género Phyllanthus se revela la
presencia de taninos, flavonoides, coumarinas, saponinas, triterpenos, glicosidos,
entre otros (Jiménez y Bernal, 1989; Calixto y cols., 1997, 1998; Mdlolo y cols., 2008).

Los resultados confirman de manera tentativa la presencia de estos compuestos.

l1.6. CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES Y DETERMINACION
CUALITATIVA'Y CUANTITATIVA DEL FLAVONOIDE RUTINA

La cuantificacion de fenoles totales se llevé a cabo considerando los resultados
obtenidos en el tamizaje fitoquimico, donde los compuestos de naturaleza fendlica
como flavonoides, antocianidinas y taninos fueron predominantes y los reportes de
Alvarez y cols. (2009) quienes informaron la presencia de flavonoides en el extracto

acuoso de esta especie.
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Tabla Xl
Ensayos
Ene/03
Compuestos +
grasos
Alcaloides -
Triterpenos/ +
Esteroides
Compuestos +
lacténicos

. Resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto etéreo de las muestras

Colectas
Feb/04 | Abr/05 | Jun/05 @ Feb/06 | Mar/07 | May/07 | Ago/07 | Oct/07 | Dic/07 | Ene/08
+ + + + + + ++ ++ + +
+ + ++ + ++ + + + ++ +
+ + + + + + + + + +

Leyenda: + ensayo positivo; ++ muy positivo; - negativo



Tabla XIll. Resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto alcohdlico

Colectas
Ensayos Ene/ Feb/ Abr/ Jun/ Feb/ Mar/ May/ Ago/ Oct/ Dic/ Ene/
03 04 05 05 06 07 07 07 07 07 08
Saponinas + + + + + + + + + + +
Alcaloides - - - - - - - - - - -
Flavonoides + + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
Antocianidinas + + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
Sustancias ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Reductoras
Fenoles/ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
taninos
Resina - - - - - - - - - -
Quinonas + + + + + + + + + + +
Glicésidos - - - - - - - - - - -
cardiotonicos
Triterpenos/ + + + + + ++ + + + ++ ++
Esteroides
Compuestos + + + + + + + + + + +
lactonicos

aminoacidos - - - - - - - - - - .

Leyenda: + ensayo positivo; ++ muy positivo; - negativo



Tabla XIV. Resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto acuoso

Ensayos Colectas
Ene Feb/ Abr/ Jun/ Feb/ Mar/ May/ Ago/ Oct/ Dic/ Ene/
/03 04 05 05 06 07 07 07 07 07 08
Saponinas + + + + + + + + + + +
Alcaloides - - - - - - - - - - -
Flavonoides + + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
Sustancias ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Reductoras
Fenoles/taninos = ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Mucilagos - - - - - - - - - -
Principios - - - - - - - - - - -
amargos

Leyenda: + ensayo positivo; ++ muy positivo; - negativo
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Respecto al contenido de fenoles totales (tabla XV) es de sefialar que los mayores
porcentajes se obtuvieron para los meses de Marzo, Agosto, Mayo y Octubre y los
menores valores para las colectas efectuadas en Enero, Febrero y Diciembre, con

algunas diferencias estadisticamente significativas.

El alto valor encontrado para la colecta de Marzo pudiera atribuirse a que en ese
periodo la especie vegetal comienza su proceso de floracion, lo que demandaria una

alta disponibilidad de estos metabolitos para apoyar dicho proceso (Osorio, 2009).

El mes de Mayo es tipico de primavera y la planta esta en su floracion maxima, en
esta etapa los procesos metabdlicos son intensos lo que pudiera favorecer la

produccion de polifenoles (Osorio, 2009).

El mes de Agosto, por lo general, es muy calido debido a los altos niveles de
radiaciones solares y asi lo demuestran los datos ofrecidos por el Instituto de
Meteorologia (ver tabla IX), segun diversos autores (Vogt y cols., 1991; Cen y
Bornean, 1993; Panagopoulos y cols., 1994 y Chaves y cols., 1997) este factor actia
como un potente inductor en la produccién de compuestos fendlicos, dado el papel
ecofisiolégico que juegan estos metabolitos de servir como filtros protectores contra el
efecto dafiino de las radiaciones, sobre los pigmentos fotosintéticos, DNA o sobre

cualquier otra parte del vegetal.

Por su parte, el mes de Octubre fue un mes lluvioso y segun Miranda y Cuéllar (2001),
un factor inductor en la produccion de principios activos es la humedad la cual
depende fundamentalmente del régimen de precipitaciones. El agua es la encargada
de transportar los principios solubles que se encuentran en el suelo e interviene en la
sintesis de metabolitos primarios que son el punto de partida en la biosintesis de

metabolitos secundarios, entre ellos, los compuestos fendlicos.

Sin embargo, los meses de Diciembre, Enero y Febrero son considerados poco
lluviosos segun Lechea (1994) y el Instituto de Meteorologia, y Enero el més tipico de
invierno segun las condiciones geograficas de Cuba, esto pudo influir en el bajo

contenido de fenoles totales, pues se plantea (Miranda y Cuéllar, 2001) que las

49



Tabla XV. Contenido de fenoles totales en las muestras evaluadas

Colectas Fenoles totales (%)
Enero/03 1,80 +£0,08 @
Febrero/04 2,73+0,09°
Abril/05 3,44+0,12°
Junio/05 3,36 +0,08°
Febrero/06 2,40 +0,10°
Marzo/07 5,60 + 0,50 °
Mayo/07 4,85+ 0,04 °
Agosto/07 5,38 + 0,22 ¢
Octubre/07 3,95+0,15°
Diciembre/07 2,59 +0,09 °
Enero/08 2,25+ 0,06 °
Valor promedio 3,48 £1,30

Limites de tolerancia 2,07 -9,03

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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épocas de sequia y bajas temperaturas pueden disminuir considerablemente la
proporcion y composicion de principios activos, entre ellos los compuestos fendlicos
(ver tabla IX).

Para la determinacion cualitativa y cuantitativa del flavonoide rutina se llevo a cabo un
andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion a las muestras colectadas en los
meses de Marzo/07 a Enero/08. En el anexo 2 se muestran los cromatogramas

obtenidos.

En la prueba de deteccién cualitativa se inyectd primeramente el estandar rutina y se
establecio un tiempo de retencion promedio de 21,71 minutos. Para corroborar la
presencia de este compuesto se efectué una inyeccion de la muestra con el patron y

se obtuvo como resultados un incremento en los valores de areas.

En la determinacién cuantitativa de este flavonoide se analizaron aquellos picos
positivos para rutina, se anotaron las cuentas de areas que correspondia al mismo y
se llevaron a una curva de calibracién, obteniéndose como resultados las
concentraciones que se muestran en la tabla XVI. Se pudieron constatar diferencias
significativas en algunos casos, para las concentraciones de rutina en cada lote
evaluado, correspondiendo el mayor valor para las colectas efectuadas en los meses
de Agosto y Marzo y la menor concentracion de este metabolito en el mes de Enero.

EL andlisis por CLAR de las muestras de diferentes meses de colectas permitié
separar adecuadamente bajo las condiciones ensayadas el flavonoide rutina del resto
de los componentes presentes, al mismo tiempo que pudo cuantificarlo,
evidenciandose diferencias en su concentracion y en la apariencia de los
cromatogramas obtenidos, lo cual denota una vez més la influencia de la época de

recoleccion.

l11.7. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO FARMACOGNOSTICO

Los resultados obtenidos hasta el momento sobre el estudio farmacogndstico del
material vegetal de P. orbicularis HBK permitieron arribar a las siguientes

consideraciones generales:
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Tabla XVI. Contenido de rutina en las muestras evaluadas
Contenido de

Colectas rutina mg/g de
muestra

Marzo/07 41,38 + 1,45°
Mayo0/07 37,05 + 3,15"
Agosto/07 45,60 + 3,02°
Octubre/07 36,91 + 0,62°
Diciembre/07 36,74 + 2,20°
Enero/08 28,88 + 0,46°
Valor promedio 37,76 £ 5,58

Limites de tolerancia 31,98 - 43,53

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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Se describieron por primera vez las caracteristicas micromorfolégicas de las
hojas y tallos de la especie, a la vez que se amplio el estudio de los caracteres
macromorfolégicos de la misma, haciendo un aporte novedoso a la
caracterizacion botanica de la planta, aspecto importante a tener en cuenta a la

hora de su identificacion.

El estudio de secado efectuado permitio establecer el secado artificial como el

método mas factible para ser aplicado a la especie.

El estudio de almacenamiento demostrd, que bajo las condiciones ensayadas
(estante a temperatura ambiente), la droga previamente fragmentada puede ser
conservada por un afo (periodo de estudio) en tres tipos de envases (latas
compuestas, bolsas de polietileno y frascos de vidrio de color ambar) sin que se
afecte su apariencia, la humedad residual, el contenido de fenoles totales y el

control microbioldgico.

Se establecieron los parametros fisico-quimicos de control de la calidad de la
droga, los cuales estuvieron dentro de los limites establecidos en las normas
internacionales (Lou-Zhi-cen, 1980; WHO 1998).

La determinacion del contenido de fenoles totales en funcion de la fecha de
recoleccion sugiere la mayor cantidad de estos metabolitos durante los meses
de Marzo, Mayo, Agosto y menor en los meses de Enero, Diciembre y Febrero,
lo cual estd en concordancia con la concentracion de uno de los constituyentes
de la planta (flavonoide rutina), aspecto a tener en consideracion para una
exitosa recoleccion del material vegetal con vistas a definir las potencialidades

biolégicas de la especie.

El analisis de los resultados del estudio farmacognadstico, todos ellos informados por
primera vez, permitidé realizar una propuesta de Norma de Control de la Calidad, la
cual se muestra en el anexo 1. La propuesta resulta novedosa porque aunque la
especie presenta perspectivas desde el punto de vista terapéutico por las propiedades
farmacoldgicas debidamente demostradas, no contaba con datos que permitieran su

control como droga cruda.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. ESTUDIO FITOQUIMICO DE Phyllanthus orbicularis HBK

IV.1. EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

En el estudio se empleé como método de extraccidon la maceracion, por ser uno de los
mas utilizados en el campo de los productos naturales, y menos agresivo para el
material vegetal. Dicho proceso contemplé el uso de tres disolventes de polaridad
creciente (hexano, AcOEt y metanol) sobre la misma droga con el propésito de lograr
un mayor agotamiento de los metabolitos presentes. Se trabajé con material vegetal
perteneciente a las colectas de Marzo/07, Agosto/07, Octubre/07 y Enero/08.

Como resultado del proceso se obtuvieron tres extractos: hexanico, acetato de etilo y
metandlico, los que concentrados a sequedad brindaron los valores de rendimientos

gue se recogen en la tabla XVII.

Los extractos hexanicos presentaron una alta pigmentacion verde amarillenta y
manifestaron los valores mas bajos de rendimiento promedio (1,27%) respecto al peso
de la planta de partida que fue 5009, seguido de los extractos de acetato de etilo con
un 2,57%, los que presentaron una pigmentacion verde carmelitosa. Finalmente los
extractos metandlicos con una coloracién carmelita rojiza fueron los que aportaron
mayor cantidad de extractivos (7,08%), lo que sugiere que la composicion quimica que

prevalece en la planta es de alta polaridad.

IV.2. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE LOS
EXTRACTOS

Considerando las caracteristicas del disolvente empleado para la obtenciéon de los
extractos hexanicos, es de sefialar que éste es capaz de remover los metabolitos de
menor polaridad presentes en la droga, incluyéndose clorofilas que en ocasiones

pueden enmascarar a otros constituyentes de mayor interés.
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Tabla XVII. Valores de rendimiento obtenidos para cada extracto en las diferentes colectas

Fracciones
Colectas Extracto hexanico Extracto de Acetato de etilo Extracto metanodlico
Masa (Q) Porcentaje Masa (g) Porcentaje Masa (g) Porcentaje

(%) (%) (%)

Marzo/07 6,91 1,38 10,60 2,12 30,85 6,17

Agosto/07 6,63 1,32 10,21 2,04 47,05 9,41
Octubre/07 6,04 1,20 12,32 2,46 39,43 7,88
Enero/08 5,90 1,18 18,40 3,68 24,30 4,86

Rendimiento | 6,37 +0,47 | 1,27+0,09 12,88+ 3,79 2,57 £ 0,75 35,40 + 9,93 7,08 £1,98
promedio
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No obstante, el andlisis por CCD, utilizando como fase movil hexano:AcOEt (7:3)
mostrd al visible un comportamiento cromatografico con cierta complejidad (figura 20
A-l), lograndose una adecuada separacion. Se destacaron dos manchas de color

amarillo bien definidas, una de Rf 0,35 (1) y otra cercana al frente del disolvente (2).

Al exponer el cromatograma a la luz ultravioleta (254nm) todas las manchas
cambiaron de color, resaltando las manchas 1, 2 y la del punto de aplicacion quienes

tomaron coloracion naranja (figura 20 A-II).

Al asperjar con vainillina en presencia de acido sulftrico y calor (figura 20 A-Ill), gran
namero de ellas tomaron color rojizo, incluyendo las sefialadas anteriormente, lo cual

pudiera ser indicativo de estructuras de tipo triterpenoide (Lock, 1988).

Las otras fases moviles sefialadas en el acapite 11.2.2 no lograron un corrimiento
adecuado de los componentes de los extractos. De igual manera, la exposicion a los

vapores de amoniaco no mostro resultados importantes.

En el analisis de los extractos de acetato de etilo los mejores resultados se obtuvieron
al emplear como fase movil hexano:AcOEt (7:3), al visible se observGé un
cromatograma sencillo con varias manchas a lo largo de la placa cromatogréfica
(figura 20 B-I).

A la luz UV (254nm) no se evidenciaron grandes cambios, pocas manchas
aumentaron su intensidad y solo la del punto de aplicacion modifico su color. Al rociar

la placa con vainillina/H,SO4/calor algunas manchas se tornaron rojizas (figura 20 B-

11).

El desarrollo cromatografico en las restantes fases méviles no fue el mas adecuado

pues no se logré una buena separacion de las manchas.

En el analisis de los extractos metandlicos, luego de varias experiencias con sistemas
de disolventes, los mejores resultados se lograron con la fase mavil constituida por n-

butanol:acido acético:agua (65:25:10).
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Al visible se observé poca complejidad cromatografica, siendo evidente una mancha
bien definida de color amarillo de Rf 0,30 (2) en las cuatro colectas analizadas y otra
retenida en el punto de aplicacion (1), algo indicativo de compuestos polares (figura 20
C-).

La exposicion a la luz ultravioleta permitié observar modificaciones en el color de las
manchas, especialmente en las sefialadas anteriormente (1 y 2) (figura 20 C-II), este
comportamiento es evidencia de grupos cromoforos. Frente a los vapores de
amoniaco (figura 20 IIl) la mancha 1 se torné parda amarillenta y la 2 amarilla naranja,
caracteristico de metabolitos secundarios que presentan grupos fendlicos libres, entre
ellos glicésidos fendlicos, y al asperjar con vainillina/H,SOg/calor, las manchas 1,2y 3

intensificaron su color (figura 20 C-1V).

Respecto al comportamiento cromatografico de los extractos obtenidos a partir del
material vegetal de P. orbicularis HBK, es de sefialar que los disolventes empleados
lograron separar de alguna manera los componentes segun su polaridad, al observar
diferencias en los cromatogramas en cuanto al nimero de manchas, intensidad y
respuesta a los reveladores empleados. Estos resultados no deben ser considerados
concluyentes ya que los extractos vegetales suelen ser muy complejos en cuanto a su
composicidn quimica. Como consecuencia, los metabolitos presentes pueden
solaparse entre si no logrando buenas resoluciones en muchas ocasiones, pues es

comun que una mancha esté compuesta por varios de ellos.

IV.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG-EM)

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas fue la técnica
analitica empleada para la caracterizacion de los extractos hexénicos y de acetato de

etilo obtenidos de la especie P. orbicularis HBK.

La asignacion de las estructuras se efectué por comparacion de los espectros de

masas de los compuestos con los de la base de datos del equipo, seleccionando
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A: Cromatograma del extracto hexanico en la fase moévil hexano:AcOEt (7:3)
I: Al visible; 1I: Luz UV (254nm); IlI: Vainillina/ H,SO, /calor

B: Cromatograma de los extractos de AcOEt en la fase movil
hexano:AcOEt (7:3). I: Al visible; II: Vainillina/ H,SO, /calor

R l*"""f‘ : -

I Il I v

C: Cromatograma de los extractos metandlicos en la fase movil
n-butanol:acido acético:agua (65:25:10)
I: Al visible; 1I: Luz UV (254nm); lll. Vapores de NHg; 1V: Vainillina/ H,SO, /calor

Figura 20. Cromatogramas de los extractos obtenidos de P. orbicularis
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aguellos que sobrepasaban el 90% de confiabilidad, y con los datos ofrecidos por la
literatura (Gunther, 1995; Gutiérrez y Droguet, 2002).

IV.3.1. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LOS EXTRACTOS HEXANICOS

El extracto hexanico obtenido a partir de la colecta de Marzo/07 mostré un
cromatograma (figura 21) con varios picos cromatograficos de diferentes intensidades,
siendo mas complejo a partir de los 27 minutos., aproximadamente. En la tabla XVIIl y
en Anexo 3 se relacionan los 17 compuestos identificados por la base de datos y sus
espectros de masas, respectivamente, representando el mayor porcentaje a
estructuras esteroidales con un 42,96%, seguida de estructuras triterpénicas con un
30,71%. También se encontraron cetonas, alcoholes de alto peso molecular,
hidrocarburos alifaticos, un &cido graso y tocoferoles.

El constituyente mayoritario fue el esterol estigmast-4-en-3-ona que eluyé a un tiempo
de retencion de 29,92 minutos con una abundancia relativa de 33,73%. En el espectro
de masas del compuesto (Anexo 3.16) puede observarse el ibn molecular prominente
con m/z 412. Debido a la pérdida de metilo a partir del ion M* se origina m/z 397, es
apreciable otro fragmento con m/z 271 originado por la pérdida de la cadena lateral
(C10H21) (Marques, 2005; Isaza y cols., 2007). En la figura 22 se muestran algunas

fragmentaciones sugeridas para este compuesto.

Otro compuesto presente en el extracto fue el triterpeno pentaciclico 20(29) lupen-3-
ona con un 8,99% de abundancia relativa y que presenta como formula general
C3oH4s0, el mismo es de la serie del lupano y como tal tiene un patron de
fragmentacion similar al lupeol, muy abundante en la naturaleza y en especies como
P. acidus, P. flexuosus, P. niruri, P. urinaria y P. watsonii (Calixto y cols., 1998;
Tanaka y cols., 1988a, 1988b, 2004; Wada y cols., 2001).

El espectro de masas (Anexo 3.14) muestra el ion molecular con m/z 424 y un pico
con m/z 409 que corresponde a [M-CHs]". La pérdida de la cadena de isopropilo

(CsHs) genera el ion de m/z 383, el cual es de muy baja intensidad. El fragmento de
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Figura 21. Cromatograma gaseoso del extracto hexanico de la colecta de
Marzo/07




Tabla XVIII. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto hexanico de la

Picos

14
15
16
17

Tiempos
de
retencion
(min)
9,71
18,28

19,72
21,00
23,45
24,12
25,87
26,98
27,75
28,39
28,77

29,00
29,37

29,58
29,70
29,92
32,00

colecta de Marzo/07

Compuestos sugeridos

6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona

6,10,14- trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona

9-octadecenol
Fitol
Acido linoleico
3-eicoseno
Dotriacontano
y - tocoferol
a- tocoferol
Derivado del taraxastanediol

Derivado del epi-y-
taraxastanonol

1- eicosanol

4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-
octametil-

1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,

12,12a,14,14a,14b-
octadecahidro-2H-picen-3-ona

20(29) lupen-3-ona
Espinasterona
Estigmast-4-en-3-ona
5 a-estigmastane-3,6-diona

Areas
relativas

(%)

0,33
3,39

0,86
1,15
2,98
2,38
0,59
1,79
6,35
2,65

10,80

6,43

8,27

8,99
3,22

33,73

6,01

Formulas
guimicas

C13H220
C1gH300

C1sH360
C20H400
C1gH320-
CaoHao
Ca2Hes
CasH4502
Ca29H5002
C30Hs5202
C30H5002

C20H420
Cs30H480

C30H480
Ca2oH4s0
Ca29Ha4g0
C2oH4g0>
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Figura 22. Ruta de fragmentacion sugerida para la estigmast-4-en-3-ona
(Marques, 2005; Isaza y cols., 2007).




Resultados y Discusién

m/z 218 contiene a los anillos D y E y la cadena de isopropenilo y el mismo se forma
por la ruptura del anillo C. Se aprecia otro pico de gran abundancia de m/z 205
caracteristico de triterpenos pentaciclicos, formado a partir del ion molecular y es el
que contiene los anillos A y B. Los principales fragmentos asociados a la ruptura del

compuesto se presentan en la figura 23 (Budzikiewicz y cols., 1963).

También se destaca la posible presencia de derivados del taraxastano, triterpenos
pentaciclicos que no han sido identificados en otras especies de Phyllanthus y a los

que mas adelante se les dedicara la atencion.

El extracto correspondiente a la colecta de Agosto/07 mostré un cromatograma (figura
24) con gran cantidad de picos cromatograficos de diferentes intensidades,
mostrandose mas complejo a partir de los 21 minutos, aproximadamente, aunque solo
pudieron ser identificados por la base de datos del equipo 10 constituyentes. Se
encontraron acidos grasos (picos 1, 5, 6, 7), un diterpeno (pico 2), un alcohol (pico 3),
un derivado del naftaleno (pico 8), a-tocoferol (pico 9) y un esterol (pico 10), siendo
predominantes los de naturaleza lipidica que representan el 42,35%. En la tabla XIX
se reflejan los metabolitos identificados y en los Anexos 3 y 4 se presentan sus

espectros de masas.

El compuesto mayoritario fue el acido palmitico o acido hexadecanoico con un
19,39% de abundancia relativa, el mismo ha sido identificado en P. maderaspatensis
(Calixto y cols., 1998). Su espectro de masas (Anexo 4.4) mostré un pico facilmente
discernible de m/z 256 en correspondencia con su ion molecular y formula general
C16H3202; se evidencia un pico de m/z 60 caracteristico de acidos carboxilicos
alifaticos (Silverstein y cols., 1977), que aunque no es el pico base del espectro como
suele ocurrir algunas veces, es prominente y se forma debido a un reordenamiento de
McLafferty. Esta presente un pico pequeio con m/z 227 relacionado con la pérdida de
29 unidades de masas (C2Hs") desde el ion molecular, un fragmento a m/z 213 en
concordancia con la pérdida CsH;" desde el ion molecular, otro a m/z 73 que
pertenece al agrupamiento (CH;)>CO,H", ademas de m/z 43 (C3H;") y m/z 29 (C,H5")
(Marques, 2005).
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(Budzikiewicz y cols., 1963).
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Tabla XIX. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto hexanico de la

Picos

A WN -

0 N O ;O

Tiempos

de

retencién

(min)
21,16
22,13
22,66
23,20

23,75
25,80
26,03
29,16

35,19
37,17

colecta de Agosto/07

Compuestos sugeridos

Acido miristico
Fitol

2-(9-octadeceniloxi)etanol

6,10,14-trimetil 5,9,13
pentadecatrien-2-ona

Acido palmitico
Acido oleico
Acido estearico
9,10-dihidro-9,9-dimetil-11
H-ciclohepta (a) naftalen-11-
ona

a- tocoferol
y-sitosterol

Areas
relativas

(%)

3,12

15,23
3,79
5,17

19,39
11,20
8,64

10,29

13,12
10,04

Formulas
guimicas

C14H280-

CooH400
C20H400>
C1gH300

C16H320-
C18H340-
C18H3602
C47H160

Ca9H500-
Ca9Hs500



Resultados y Discusién

También se presentan los acidos miristico, oleico y estearico los cuales han sido
reportados para P. amarus y P. maderaspatensis, sus espectros de masas (Anexos
4.1, 4.5, 4.6) presentan el ion molecular visible e iones caracteristicos de acidos

grasos, o sea, fragmentos con m/z 29, 60, 73, 129 (Marques, 2005).

Otro compuesto mayoritario sugerido en el extracto fue el fitol, un diterpeno que
responde a la formula general CzoH400, el mismo ha sido reportado como componente
del aceite esencial de P. urinaria (Su y Liang, 2009). En el espectro de masas (Anexo
3.4) se observa el ion molecular muy pequeno con m/z 296, un fragmento con m/z 278
relacionado con la pérdida de H,O a partir del i6n molecular [M-18]", m/z 71
relacionada con el agrupamiento (CsHq1), m/z 57 (C4Hg), entre otros (Vincent y cols.,
1975; Rojas y cols., 2008).

El extracto perteneciente a la muestra de Octubre/07 evidencidé un cromatograma
(figura 25) con varios picos cromatograficos y con cierta similitud al de la colecta de
Agosto/07 en los picos que se encontraron entre los 14 y 40 minutos,
aproximadamente. Pudieron ser identificados por la base de datos 10 compuestos, los
cuales concuerdan con los referidos para el extracto anterior, aunque la abundancia
de cada uno vario, predominaron, igualmente, las estructuras de naturaleza lipidica
con un 38,42%. En la tabla XX se muestran los compuestos identificados y en los

Anexos 3 y 4 los espectros de masas.

El compuesto mayoritario en dicho extracto fue el a-tocoferol con una abundancia
relativa del 19,93%, el mismo no ha sido identificado en otras especies de
Phyllanthus. El espectro de masas (Anexo 3.9) esta en plena correspondencia con el
obtenido por Nunez (2007), se evidencia el ion molecular a m/z 430 en
correspondencia con la férmula Cy9Hs5002, se observa el pico base con m/z 165
formado por la ruptura del anillo saturado contiguo al anillo de benceno 1, 3, 4-trimetil-
2-hidroxi sustituido. Se present6 el ion de m/z 205 relacionado con la pérdida de la
cadena lateral hidrocarbonada. En la figura 26 se muestra la ruta de fragmentacion

sugerida para el compuesto.
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Tabla XX. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto hexanico de

Picos

Bl W N -

O N O O

Tiempos
de
retencion
(min)
21,17
22,11
22.67

23,18

23,75
25,79
26,02
29,16

35,21
37,19

Octubre/07

Compuestos sugeridos

Acido miristico
Fitol
2-(9-octadeceniloxi)etanol
6,10,14- trimetil- 5,9,13
pentadecatrien-2-ona
Acido palmitico
Acido oleico
Acido estearico

9,10 dihidro-9,9- dimetil-11
H-ciclohepta (a) naftalen-11-
ona

a- tocoferol
y-sitosterol

Areas
relativas
(%)

3,84
4,78
3,02
13,82

15,55
10,32
8,71

11,79

19,93
8,23

Férmulas
quimicas

C14H2802
C20H400
C20H4002
C1sH300

C16H3202
C1gH3402
C1sH3602
C47H160

Ca29H5002
C29Hs500
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Figura 26. Ruta de fragmentacion sugerida para el a-tocoferol



Resultados y Discusién

Se presentaron también con cierta abundancia el acido palmitico (15,55%) y la
6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (farnesil cetona) (13,82%), esta ultima no
ha sido referida para el género Phyllanthus, su espectro de masas (Anexo 3.2)
mostré un pico de pequefia intensidad con m/z 262 en correspondencia con su ién
molecular y su formula quimica C13H300. En las cetonas alifaticas el ibn molecular no
es pronunciado y las mayores fragmentaciones ocurren por las rupturas de los
enlaces C-C adyacentes al atomo de oxigeno, como en alcoholes y éteres, dando esta
ruptura picos intensos con m/z 43, 57 6 71, que generalmente constituyen el pico
base. En el compuesto que se analiza se observd un pico prominente con m/z 43

relacionado con el agrupamiento C,H3O" (Siverstein y cols., 1977; Dass, 2007).

Por su parte, el extracto hexanico de la muestra de Enero/08 exhibié un
cromatograma (figura 27) con gran cantidad de picos cromatograficos de diferentes
intensidades. Se identificaron con ayuda de la base de datos del equipo 17
componentes, encontrandose una cetona (pico 1), hidrocarburos, entre ellos, cuatro
alifaticos (picos 3, 5, 7, 9) y uno ciclico (pico 15), alcoholes superiores (picos 2, 8, 13,
16), un diterpeno (pico 4), un compuesto lacténico (pico 6), esteroles (picos 12, 14, 17)
y tocoferoles (pico 10 y 11), siendo predominantes los compuestos hidrocarbonados.
En la tabla XXI se muestran los metabolitos y en los Anexos 3, 4 y 5 se recogen los

espectros de masas de los mismos.

El componente mayoritario en este extracto hexanico fue el hidrocarburo
ciclooctacosano con un valor de area relativa de 23,77%. Este compuesto no ha sido
identificado en especies de Phyllanthus, aunque se ha encontrado como
componente del aceite esencial de Minuartia meyeri Bornm (Caryophyllaceae)
(Nurettin y cols., 2006).

El espectro de masas del compuesto evidenci6 un comportamiento propio de
cicloalcanos y similar al de los hidrocarburos saturados alifaticos. El ion molecular a
m/z 392 que corresponde a la formula general CygHss Se presentd con un pico de
muy baja intensidad, seguido de un fragmento de m/z 364 en correspondencia con la
pérdida del grupo C,H, desde el ion molecular y fragmentos con m/z 83 y 167
correspondientes a pérdidas sucesivas desde el ibn molecular de varios grupos C,H,4
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Tabla XXI. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto hexanico de

Picos

o O~ WN

oo N

10
11
12
13
14
15
16
17

Tiempos

de

retencioén

(min)
18,22

19,58
19,84
20,09
21,56
21,98

23,16
24,61
26,00
26,85
27,35
27,85
28,14
28,28
28,55
28,97
29,61
31,32
32,10

Enero/08

Compuestos sugeridos

6,10,14-trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona

9-octadecenol
5-octadeceno
Fitol
5-eicoseno

4,8,12,16-tetrametil
heptadecan-4-olido

1-docoseno
1-tetracosanol
Nonacosano
y-tocoferol
a- tocoferol
Estigmasterol
1,30 -triacontanediol
y-sitosterol
Ciclooctacosano
1-eicosanol
Estigmast-4-en-3-ona
Desconocido
Desconocido

Areas
relativas

(%)
2,80

1,38
1,03
2,44
0,82
0,28

4,70
1,20
1,19
3,45
8,63
1,50
13,99
8,69
23,77
2,01
1,21
10,08
10,72

Formulas
guimicas

C1gH300

C1sH360
C1sH3s
C20H400
CaoHao
C21H4002

CooHaa
C24Hs500

Ca9He0
Ca2sHa80-
Ca29H5002
C29H4s0
C30He202
C20H500

CasHse
C2oH420
Ca2oHasg0



Resultados y Discusién

(28), acompafiado de la pérdida de hidrogeno y un fragmento con m/z 57
caracteristico de compuestos hidrocarbonados ciclicos (Silverstein y cols., 1977
Dass, 2007). En el Anexo 5.9 se muestra el espectro de masas del compuesto
sugerido para el extracto y el ofrecido por la base de datos del equipo, apreciandose

gran correspondencia entre ambos.

El 1,30-triacontanediol fue otro pico muy intenso en el cromatograma con un 13,99%
de area relativa, y ha sido encontrado en la especie P. urinaria (Calixto y cols., 1998).
En el caso de los alcoholes alifaticos el ion molecular es muy pequefio al punto de ser
imperceptible, algo similar ocurre con el compuesto, donde su espectro de masas
muestra un ion molecular muy pequefio de m/z 454 el cual se corresponde con su
formula general C3Hs202. Se presentaron, ademas, una serie de picos caracteristicos
de alcoholes alifaticos, por ejemplo, el fragmento de m/z 418 relacionado con la
pérdida de dos moléculas de agua desde el ibn molecular, m/z 437 relacionado con la
pérdida del grupo OH [M-17]", m/z 43 (CsH;"), m/z 57 (C4Hg"), etc. (Silverstein y cols.,
1977; Méndez, 2003; Dass, 2007). En el Anexo 5.8 se evidencia el espectro de masas
sugerido para el extracto y el ofrecido por la base de datos del equipo, pudiendo

constatar correspondencia en la secuencia de las fragmentaciones.

Se presentaron dos picos (A y B) después de los 30 minutos que exhibieron una
abundancia apreciable, los mismos no fueron identificados por la biblioteca del equipo,
aungue sus espectros de masas (Anexos 5.10) sugieren que pueden ser derivados del
escualeno, ya que se observaron algunos fragmentos coincidentes con este
compuesto (m/z 69, 107, 137 y 341). Es probable que estos brinden un resultado
novedoso en cuanto a la composicion quimica, pero se necesitaria de su aislamiento

para confirmarlo por otras técnicas espectroscoépicas.

Al hacer un analisis de los extractos hexanicos obtenidos de las diferentes colectas se
puede apreciar que éstos estan constituidos, fundamentalmente, por compuestos de

naturaleza grasa, segun la clasificacion de Marcano y Hasegawa, 1991 (Tabla XXII).

En total fueron identificados 33 componentes, de ellos siete hidrocarburos, dos cetonas

aunque de naturaleza terpénica, cinco alcoholes, cinco acidos grasos, 11 entre

59



Tabla XXIl. Compuestos sugeridos por CG-EM en los extractos hexanicos

obtenidos de diferentes colectas

Abundancia relativa %/

No Clase de compuesto/Nombre Epoca de colecta
Mar/ Ago/ Oct/ Ene/
07 07 07 08
HIDROCARBUROS
1 3-eicoseno 2,38
2 5-eicoseno 0,82
3 1- dococeno 4,70
4 5-octadeceno 1,03
5 Nonacosano 1,19
6 Ciclooctacosano 23,77
7 Dotriacontano 0,59
CETONAS
8 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona (geranil/neril-cetona) 0,33
9 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (Farnesil-cetona) 3,39 517 13,82 2,80
ALCOHOLES Y DIOLES
10 | 9-octadecenol 0,86 1,38
11 1-eicosanol 6,43 2,01
12 | 2-(9-octadecenoxi)-etanol 3,79 3,02
13 1-tetracosanol 1,20
14 1,3-triacontanediol 13,99
ACIDOS Y ESTERES
15 | Acido linoléico 2,98
16 | Acido miristico 3,12 3,84
17 | Acido palmitico 19,39 | 15,55
18 | Acido oléico 11,20 | 10,32
19 | Acido estedrico 8,64 8,71
TERPENOS Y FITOSTEROLES
20 | Epi-Y-taraxastanonol (derivado) 10,80
21 Taraxastanediol (derivado) 2,65
22 | Fitol 1,15 1523 | 4,78 2,44
23 | 4,4,6a,8a,11,11,14b-octametil- 8,27
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-
octadecahidro-2H-picen-3-ona (triterpeno pentaciclico)
24 | 9,10-dihidro-9,9-dimetil-11-H-ciclohepta(a.)-naftalen-11-ona 10,29 | 11,79
25 | 20(29) lupen-3-ona 8,99
26 Epinasterona 3,22
27 Estigmast-4-en-3-ona 33,73 1,21
28 | 5a-estigmastane-3,6-diona 6,01
29 | y-sitosterol 10,04 8,23 8,69
30 | Estigmasterol 1,50
OTROS COMPONENTES
31 4,8,12,16-tetrametil-4-heptadecandlido (lactona) 0,28
32 | y-tocoferol 1,79 3,45
33 a- tocoferol 6,35 13,12 19,93 8,63




Resultados y Discusién

terpenos y fitoesteroles, una lactona y dos tocoferoles, estos tres ultimos no

clasificados como compuestos grasos.

Es importante sefalar que se encontraron diferencias tanto desde el punto de vista
cualitativo como cuantitativo de estos compuestos, lo cual pudiera responder a las
condiciones climaticas, que ocasionaron que no se detectaran por el método de
analisis empleado bajo las condiciones ensayadas en todas las colectas, teniendo en
cuenta, ademas, que no se utilizé en todos los casos el mismo equipamiento. El hecho
de no haber podido identificar todos los componentes presentes, no permite tener la
certeza de la ausencia de alguno de ellos en un determinado mes y asumir entre otras
cuestiones que dada su poca abundancia en la planta no fueron detectados por el

equipo.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos puede inferirse que la mayoria de
los hidrocarburos, alcoholes y algunos terpenoides, fueron mas abundantes en la
colecta de Enero, un mes frio y poco lluvioso en Cuba. Los terpenos y fitoesteroles
prevalecieron en la colecta de Marzo, mientras que los acidos grasos presentaron

elevada abundancia en Octubre y Agosto.

Es de destacar la presencia de la 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (farnesil
cetona), que no ha sido informada para el género y presentdé una abundancia relativa
en todas las colectas efectuadas, exhibiendo el mayor valor en el mes de Octubre. El

agrupamiento farnesilo es un intermediario de la biosintesis de terpenos y esteroides.

Comun para todos los extractos hexanicos también se encontré al fitol, con mayor
abundancia relativa en el mes de Agosto/07. Por su parte, el y-sitosterol estuvo
presente en tres de las muestras analizadas. La presencia de fitoesteroles, triterpenos
y compuestos de naturaleza lipidica corroboran los ensayos positivos para estos
compuestos (Sudam y Lieberman-Burchard) encontrados en el tamizaje fitoquimico y
la relacion quimiotaxondmica de la especie con otras de la familia Euphorbiacea y
Phyllanthacea donde es caracteristico la presencia de estructuras terpénicas,

especialmente triterpenoides.
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Resultados y Discusién

Algo notorio en el analisis fue la deteccién de a-tocoferol que aunque la abundancia
fue variable, se presento en las 4 muestras evaluadas con mayor concentracion en el
mes de Octubre, lo cual demuestra, sin lugar a dudas, su existencia en la planta,
constituyendo un aporte novedoso para la composicion quimica de la especie y para el

genero, pues hasta el momento no se han presentado reportes al respecto.

Debe sefialarse que a pesar de que los compuestos sugeridos para cada colecta no
son novedosos, si constituyen nuevo reporte para la especie, ya que no se habian

informado con anterioridad.

IV.3.2. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LOS EXTRACTOS DE ACETATO DE ETILO

Con los extractos de acetato de etilo se siguié el mismo esquema empleado para los

extractos hexanicos.

El analisis del extracto AcOEt de la muestra de Marzo/07 evidencié un cromatograma
(figura 28) conformado por gran cantidad de picos cromatograficos de diferentes
intensidades, siendo mas complejo a partir de los 18 minutos aproximadamente. Del
total de picos mostrados, solo pudieron ser identificados con ayuda de la base de
datos del equipo 16 componentes, hallandose cetonas (picos 1, 2, 3), terpenoides,
entre ellos, un diterpeno (pico 5) y tres triterpenos (picos 12, 13, 15), dos fitoesteroles
(14, 16), acidos grasos (4, 6, 7), un compuesto lacténico (pico 8), un alqueno (pico 9)
y tocoferoles (10 y 11). Correspondiendo el mayor porcentaje a estructuras del tipo
terpénicas, aunque el constituyente mayoritario fue la cetona 6,10,14-trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona (Anexo 3.2) con una abundancia relativa del 15,61%. En la tabla
XXIIl se muestra la composicidn quimica que se sugiere para dicho extracto y en los
Anexos 3-6 se presentan los espectros de masas, muchos de los cuales ya han sido

identificados en los extractos hexanicos.

Importante en este extracto la presencia de los triterpenoides pentaciclicos a-amirina y
del grupo del taraxastano, o sea, derivados del taraxastanediol (pico 12) y el

taraxastanonol (pico 13).
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Tabla XXIIl. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto acetato de etilo
de Marzo/07

Tiempos Areas Férmulas
Picos de Compuestos sugeridos relativas guimicas
retencion (%)
(min)
1 9,75 6,10-dimetil-5,9- undecadien-2- 2,76 C13H220
ona
2 17,12 6,10,14- trimetil-2- 2,12 C1sH360
pentadecanona
3 18,60 6,10,14-trimetil-5,9,13- 15,61 C1sH300
pentadecatrien-2-ona
4 19,89 Acido palmitico 11,31 C16H320-
5 21,60 Fitol 3,03 C20H100
6 22,12 Acido oleico 5,56 C1gH3403
7 22,82 Acido estearico 1,98 C1gH360:2
8 23,98 4,8,12,16- 1,74 C21H400
tetrametilheptadecan-4-olido

9 24,87 1-docoseno 1,47 CooHys
10 27,60 B -tocoferol 2,51 CogH480-2
11 28,43 a- tocoferol 9,76 Ca9H5002
12 29,01 Derivado del taraxastanediol 7,11 C30H5202
13 29,50 Derivado del epi-y- 6,31 C3oH5002

taraxastanonol

14 29,68 y -sitosterol 11,68 Co9H500
15 30,18 a- amirina 9,42 C30H5oo

16 31,00 Estigmast-4-en-3-ona 7,62 Ca9H450



Resultados y Discusién

La a-amirina es uno de los triterpenos mas abundantes en la naturaleza y tiene
referida actividad antiinflamatoria (Toshihiro y cols., 1996), aunque en especies de
Phyllanthus como P. acidus, P. urinaria (Calixto y cols, 1998) y P. flexuosus
(Tanaka y cols., 1988a, 1988b, 2004; Wada y cols., 2001) esta reportada la presencia

de su isbmero f3.

Al analizar su fragmentacion en el espectro de masas (Anexo 6.3 ) se visualiza su ion
molecular con m/z 426 acorde con su féormula general C3yHs00, se observa un pico de
pequena intensidad con m/z 411 correspondiente con la pérdida de un grupo CHs a
partir del i6n molecular, siendo el pico base del espectro m/z 218 el cual se forma tras
una reaccion de Retro Diles-Alder a nivel del anillo C y a partir del cual se originan los
iones con m/z 203 por la pérdida de un grupo CH; y m/z 189 debido a la pérdida del
grupo C;Hs por la ruptura del enlace que une a los anillos D y E. También se presenta
un ion a m/z 207 que contiene a los anillos A y B. Los resultados obtenidos estan en
correspondencia con lo reportado por Wan y cols. (1972). En la figura 29 se

representa la ruta de fragmentacién sugerida para el compuesto.

En el caso de los compuestos del grupo del taraxastano se puede plantear que los
mismos no han sido identificados en especies de Phyllanthus, aunque se han
estudiado mucho en la familia Anacardiaceae, en la especie Mangifera indica
(Anjaneyulu y cols., 1985; 1999); también se han aislado de Euphorbia broteri
(Pascual y cols., 1987), de Canarium strictum Roxb (Hinge y cols., 1966), entre
otras, manifestando muchas de estas estructuras actividad antiinflamatoria y

antitumoral (Toshihiro y cols., 1996).

El compuesto representado por el pico 12 que eluy6 a los 29,01 minutos presenté
algunas similitudes en fragmentaciones tipicas del taraxastanediol, este presenta
fragmentos a m/z 444 relacionado con el ion molecular y acorde con su formula
general C3oHs20,, iones con m/z 426 y 408 correspondientes con la pérdida de agua.
La presencia de un fragmento con m/z 207 que agrupa a los anillos Ay Bo D y E con
el grupo hidroxilo y otro con m/z 189 formado por la pérdida de agua a partir de dichos
fragmentos. En la figura 30 se presentan los principales fragmentos asociados a la

ruptura del compuesto segun Hinge y cols. (1966).

62



OO ++

m/z=218
-15
(-CH3)
4 +
M*-CHj, ‘
(m/z=411) i
= +
m/z=203
+
+ |
‘ |
|
/
m/z=218 m/z=189

|
e *CH,
DD
HO -
DD \
|
HO

> m/z=207

Figura 29. Ruta de fragmentacién sugerida para la a- amirina



m/z=411

OH
-CH3

-H,0
m/z =426 ~<~——

|0

m/z=408 HO

CH,"
irsres <0 °® HO o0

m/z=207 m/z=207
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Resultados y Discusién

Al comparar el espectro de masas del compuesto 12 (Anexo 3.10) con los fragmentos
del taraxastanediol se pudo constatar que existian similitudes en la masa molecular y
en secuencia de fragmentaciones, o sea, el ion molecular de m/z 444 y otros picos

con m/z 426, 411, 207 y 189, lo cual permite sugerir dicha propuesta estructural.

El metabolito representado por el pico 13 que eluyd a los 29,50 minutos, segun los
resultados brindados por la base de datos del equipo y las referencias bibliograficas
consultadas (Budzikiewicz y cols., 1963; Hinge y cols., 1966; Anjaneyulu y cols., 1985,
1999), permite sugerir que es un triterpeno pentaciclico del grupo del taraxastano,
especificamente un derivado del epi-y-taraxastanonol cuya férmula quimica es

C30H500,, de masa molecular 442.

El espectro de masas obtenido para el compuesto 13 y el propuesto por la biblioteca
del equipo para el epi-y-taraxastanonol se muestra en Anexo 3.11. Como se puede
apreciar, existe una alta coincidencia entre ambos espectros. El espectro de masas no
muestra ion molecular pero se presenta un fragmento iénico a m/z 424 producido por
la pérdida de agua desde el i6n molecular [M-18]". Se observa un fragmento
prominente a m/z 205 caracteristico de triterpenos pentaciclicos saturados
(Budzikiewicz, 1963), el cual contiene los anillos A y B con el grupo carbonilo, y se
forma por la ruptura del anillo C. Otra fragmentacion representada por los picos de
m/z 342 y m/z 82 es producida a través de una reaccion Retro-Diels Alder durante la
ruptura del anillo E, también se genera otro fragmento a m/z 314, debido posiblemente
a la pérdida de una molécula de monéxido de carbono (CO) desde el fragmento 342 y
otro con m/z 272 que involucra la funcién carbonilica con dos grupos metilos. En la
figura 31 se representa una de las rutas propuestas para las principales

fragmentaciones del taraxastanonol (Hinge y cols., 1966; Anjaneyulu y cols., 1999).

El extracto de AcOEt de la colecta de Agosto/07 también mostré un cromatograma
(figura 32) con gran cantidad de picos, de los cuales solo pudieron ser identificados 14
componentes, entre ellos, cetonas, alcoholes superiores, acidos grasos, tocoferoles,
un triterpeno y un fitoesterol. En la tabla XXIV se recogen los principales metabolitos
detectados y en el Anexo 7 se muestran los espectros de algunos de ellos, el resto

aparece en colectas anteriores (Anexos 3-6).
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Tabla XXIV. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto acetato de etilo

Picos

Tiempos
de
retencion
(min)
9,75

16,71
17,09
18,20
18,88

19,82
21,52
22,20

22,90
24,22
27,52
28,49
29,50
30,09

de Agosto/07

Compuestos sugeridos

6,10-dimetil-5,9- undecadien-
2-ona

Acido miristico
1-octadeceno
Neofitadieno

6,10,14-trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona

Acido palmitico
Fitol
Acido oleico

Acido estearico
1-docoseno
B -tocoferol
a- tocoferol
y-sitosterol
a- amirina

Areas
relativas
(%)

0,93

1,19
1,88
9,88
7,48

17,90
2,63
4,08
2,29
2,25
6,29
15,63
23,69
3,88

Férmulas
quimicas

C13H220

C14H2802
C1sHse
CooH3s

C1gH300

C16H320-
C20H400
C18H340-

C1sH3602
CooHag
C2gH4s02
C20H5002
C29H500
C30H500



Resultados y Discusién

Como se puede apreciar en la tabla, el y-sitosterol es el que evidencia el mayor valor
de area relativa (23,69%). Dentro del grupo de los esteroides, éste es uno de los
esteroles tetraciclicos menos frecuentes, es comun encontrar su isémero 3-sitosterol,
ampliamente distribuido en la naturaleza y en muchas especies de Phyllanthus, entre
ellas, P. caroliniensis; P. corcovadensis; P. engleri; P. flexuosus; P.
muellerianu; P. niruri; P. urinaria 'y P. Watsonii, y ha demostrado tener en estudios

farmacolodgicos actividad antiinflamatoria y analgésica (Calixto y cols., 1998).

En el espectro de masas de dicho compuesto (Anexo 7.3A) se puede observar el ion
molecular con m/z 414 que corresponde con la férmula general Cy9Hs500, debido a la
pérdida de H,O (proveniente del grupo OH de la posicion 3) a partir del ion molecular
se origina el pico con m/z 396 [M-18]", este fragmento sufre una nueva fragmentacién
dando origen al m/z 255, el cual surge por una eliminacion de la cadena lateral unida
al ciclo pentano perhidrofenantreno y por la pérdida de metilo y agua [M-15-18]" se
forma el ion con m/z 381. También se evidencia un fragmento con m/z 273 originado
por la pérdida de la cadena lateral (C1oH21), a partir del cual se origina el ion m/z 255
por pérdida de agua. Los principales fragmentos asociados a las rupturas del
compuesto segun Kutney y cols. (1996), Weststrate y cols. (1999) y Martinez (2002)

se muestran en la figura 33.

Para sugerir la presencia de este compuesto y no de su isomero 3 se realizd una
corrida de la muestra y un patron de y-sitosterol (Merck, 98% de pureza) bajo las
mismas condiciones de trabajo. Como resultado se obtuvo que el compuesto sugerido
por la base de datos del equipo y el patrén utilizado eluyeron al mismo tiempo de
retencion (29,50min). En la figura 34 se muestran los cromatogramas obtenidos y una

superposicién del ion 414 que es el pico base del espectro de masas del compuesto.

Al analizar los espectros obtenidos para el y-sitosterol presente en el extracto (Anexo
7.3 A), el patrén (Anexo 7.3 B) y el ofrecido por la base de datos del equipo (Anexo
7.3 C) se pudo observar plena correspondencia entre ellos, no siendo asi cuando se
comparaban con el espectro del B-sitosterol (Anexo 7.3D) donde el ion molecular 414

es mucho mas intensoy la diferencia de intensidad de este pico respecto al m/z 396
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Figura 33. Principales fragmentos asociados a las rupturas del y-sitosterol
(Kutney y cols., 1996; Weststrate y cols., 1999; Martinez, 2002.)
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Resultados y Discusién

es mayor con respecto al y. Estos resultados estan en correspondencia con lo
reportado por Garibello (2010).

Otros metabolitos mayoritarios sugeridos fueron el acido palmitico y el a-tocoferol, con
abundancias relativas de 17,90 y 15,63% respectivamente, ya referidos anteriormente

en el estudio.

El extracto perteneciente a la muestra de Octubre/07 también mostré un
cromatograma (figura 35) con varios picos de diferentes intensidades, se identificaron
con ayuda de la base de datos 12 constituyentes, los cuales se muestran en la tabla

XXV 'y en los Anexos 3-8 los espectros de ellos.

El compuesto mayoritario también resulté ser el y-sitosterol con una abundancia
relativa del 26,05%), aunque existe un predominio de estructuras de naturaleza lipidica
(picos 2, 3, 5y 6), entre ellos el oleato de metilo (20,71%) y el linoleato de metilo (con
una abundancia relativa del 11,92%), siendo este ultimo el éster metilico del acido
linoleico que constituye un acido graso esencial, necesario para el crecimiento, la
reparacion de las células y precursor de muchas otras sustancias del organismo,
responsables de regular la presion arterial, la respuesta inflamatoria o la coagulacién
sanguinea (Manera y Zudaire, 2009). Estos compuestos lipidicos han sido
identificados en P. maderaspatensis (Calixto y cols., 1998).

Los ésteres alifaticos poseen un patron de fragmentacion semejante al de los
hidrocarburos lineales, diferenciandose de éstos por la presencia del ion m/z 74 que
en ocasiones corresponde con el pico base del espectro. Este pico es el mas
caracteristico de los ésteres alifaticos y se forma por un reordenamiento de McLafferty
con una ruptura del enlace B en relacion al grupo C=0. Los ésteres presentan
aglomerados de hidrocarburos en intervalos de 14 unidades de masa y el pico con m/z
87 que corresponde al ion [CH,CH,COOCHs3;] esta siempre presente. (Silverstein y
cols., 1977; Dass, 2007).

El analisis del extracto correspondiente a la muestra de Enero/08 presentd un

cromatograma (figura 36) conformado por gran cantidad de picos cromatograficos de
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Tabla XXV. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto acetato de etilo de

Picos

Tiempos
de
retencion
(min)
18,36

19,70
19,90
20,95

21,20
21,48
24,50
27,75
28,67
29,41
29,80
31,10

Octubre/07

Compuestos sugeridos

Neofitadieno

Palmitato de metilo
Acido palmitico
Acido 4-oxazolecarboxilico,
4,5-dihidro-2-fenil-1-metil etil
éster
Linoleato de metilo
Oleato de metilo
1-docoseno
B -tocoferol
a- tocoferol
Estigmasta-5,22-dien-3-ol
y-sitosterol
Estigmast-4-en-3-ona

Areas
relativas

(%)
3,78

4,17
4,59
4,16

11,92
20,71
7,21
5,40
5,37
1,92
26,05
4,66

Formulas
guimicas

CooHas

C17H340-
C16H320-
C13H1503N

C19H3402
C19H3602
Co2Haa
C2sH4g02
C29Hs5002
Ca9H4s0
C29Hs500
C2oH4s0
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Figura 36. Cromatograma gaseoso del extracto de AcOEt de Enero/08




Resultados y Discusién

diferentes intensidades, encontrando mayor complejidad a partir de los 15 minutos,

aproximadamente.

Del total de picos mostrados, solo pudieron ser identificados 19 componentes, fenol
(pico 1) y tres derivados del mismo (picos 2, 4, 5), una coumarina (pico 3), cinco
terpenos, entre ellos, un apocarotenoide (pico 6), un alcohol terpénico (pico 7), dos
diterpenos (picos 8,13) y un triterpeno (pico 18), dos fitoesteroles (picos 17, 19), dos
ésteres de acidos grasos (picos 9, 12), alcoholes superiores (picos 10, 11), un alqueno
(pico 14) y dos tocoferoles (pico 15 y 16). El mayor porcentaje de compuestos
identificados correspondié a estructuras del tipo terpénicas, aunque el y-sitosterol fue
el que mostré el mayor valor de area relativa (20,96 %). En la tabla XXVI se sefialan
los compuestos y en Anexo 9 los espectros de masas de la mayoria de ellos,

encontrandose los restantes en los Anexos 3-8.

Otro metabolito mayoritario segun los valores de areas relativas es el terpeno
vomifoliol con un 10,14%, el mismo no ha sido referido en otras especies de
Phyllanthus aunque se ha identificado en especies de Rauwolfia vomitoria,
Policourea alpina (Stuart e lvonne, 1975), Picus chlamydocarpa y Picus cordata
(Moraceae) (Kuete y cols., 2008) y juega un importante papel en la apertura y cierre
de los estomas en las plantas. En el espectro de masas del compuesto (Anexo 9.7) se
observé un pico casi imperceptible a m/z 223 relacionado con la pérdida de un atomo
de hidrégeno desde el i6bn molecular (m/z 224). También un fragmento de m/z 206
producido por la pérdida de agua desde el ion molecular. El pico base del espectro
aparece a m/z 124, relacionado con el agrupamiento quimico CgH20. Otros picos
fueron localizados a m/z 151 (CgH1102), m/z 95 (C;H44), m/z 79 (CgH-), entre otros, en
correspondencia con lo planteado en la literatura (Stuart e Ivonne, 1975, Kuete y cols.,
2008). En la figura 37 se muestran algunas fragmentaciones sugeridas para el

compuesto.

Se presenta también en dicho extracto el triterpeno pentaciclico derivado del

taraxastanonol, del cual se hizo referencia en extractos anteriores.
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Tabla XXVI. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto acetato de etilo de

Enero/08
Tiempos Areas Formulas
Picos de Compuestos sugeridos relativas guimicas
retencion (%)
(min)

1 4,90 Fenol 7,05 CeHsO
2 6,20 2-metoxi fenol 6,05 C7Hs0O,
3 12,00 2-coumaranona 5,03 CsHgO2
4 14,49 2-metoxi-4-vinilfenol 1,76 CoH1002
5 15,36 2,5-dimetoxi fenol 2,10 CsH1003
6 17,51 Blumenol C 5,86 C13H220;
7 17,98 Vomifoliol 10,14 C13H2003

8 18,30 Neofitadieno 5,47 CosHss
9 19,57 Palmitato de metilo 2,32 C17H3402
10 20,00 9-octadecenol 3,58 C1sH360
11 20,50 1-octadecanol 1,93 C1gH3s0
12 21,25 Linoleato de metilo 1,32 C1oH340,
13 21,50 Fitol 3,10 C20H400

14 23,90 5-eicoseno 6,73 CooHao
15 27,82 B -tocoferol 1,39 CogH4s02
16 28,38 a- tocoferol 4,26 Ca9H5002
17 29,16 Estigmasterol 1,72 C2oH4s0
18 29,50 Derivado de epi- y- 9,21 C30H5002

taxastanonol

19 29,62 y -sitosterol 20,96 Co9H500
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Figura 37. Algunos fragmentos sugeridos a la ruptura del vomifoliol



Resultados y Discusién

Otro compuesto con un valor apreciable de area relativa es el fenol (7,05%). Al tener
un anillo aromatico en su estructura, se presenta un ion molecular muy intenso que
muchas veces coincide con el pico base del espectro, como sucede en este caso, el
mismo mostré en su espectro de masas (Anexo 9.1) un pico prominente a m/z 94 que
corresponde con el ion molecular y aparece un fragmento a m/z 66 de menor
intensidad relacionado con la pérdida de mondxido de carbono desde el ion molecular
[M- 28]", lo cual es caracteristico de este tipo de compuesto (Silverstein y cols., 1977).

Fue identificado también el 2-metoxi fenol, cuyo espectro de masas (Anexo 9.2)
mostro el idn molecular con m/z 124 del cual resulta un fragmento de muy baja
intensidad con m/z 95 correspondiente a la pérdida de CHO (M*- 29) (Silverstein y
cols., 1977). El resto de los derivados fendlicos como 2-metoxi vinilfenol (Anexo 9.4) y

2,5- dimetoxi fenol (Anexo 9.5) tienen un comportamiento similar a este compuesto.

El blumenol C, identificado con el pico 6, eluyé a un tiempo de 17,51 min.
aproximadamente, éste es un pigmento de color amarillo y se forma por la ruptura de
moléculas de carotenos, el mismo no ha sido identificado en especies del género
Phyllanthus segun las bibliografias consultadas, pero si en las raices de Nicotiana
tabacum (tabaco) (Maier y cols., 1999), Triticum aestivum (trigo), Secale cereale
(centeno) y Avena sativa (avena) (Maier y cols., 1995) y de las partes aéreas de
Epimedium grandiflorum (Miyase y cols., 1988). Su espectro de masas y el ofrecido
por la base de datos del equipo (Anexo 9.6) muestran un ion molecular de mediana
intensidad a m/z 210 y otros fragmentos de interés de m/z 150, 135, 108, 93, entre

otros, caracteristicos del compuesto (Miyase y cols., 1988; Maier y cols., 1995).

Uno de los compuestos menos abundantes en el extracto fue el estigmasterol, un
esterol muy frecuente en la naturaleza y en especies de Phyllanthus como, P.
flexuosus, P. caroliniensis, P. corcovadensis, P. sellowianus (Calixto y cols.,
1998). En el espectro de masas (Anexo 5.7) pudo visualizarse el ion molecular (M*)
con m/z 412 caracteristico del compuesto, en correspondencia con su formula
general Cy9H4s0, se observaron otros picos con m/z 397 originado por pérdida de un
grupo metilo a partir de M*, m/z 394 por la pérdida de agua a partir de M" y por la
pérdida de metilo y H,O [M-15-18]" el ion con m/z 379, producto de la ruptura arilica
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de la cadena lateral se origina el ion con m/z 369 [M-43]" y el ion con m/z 351 [M-43-
18]" formado por la ruptura de la cadena lateral (-C3H7) y la pérdida de H,O, asi como
fragmentos con m/z 273, 255, 213, entre otros. Estos resultados concuerdan con lo
reportado en la literatura (Weststrate y cols., 1999; Ticona, 2006; Chegwing, 2007;
Isaza, 2007; Nieto y Avila, 2008; Garibello, 2010).

El analisis de los extractos de acetato de etilo de las diferentes colectas, permitié la
identificaciéon de 35 componentes de diferente naturaleza quimica, de ellos, 17 ya se
habian identificado en los extractos hexanicos, lo que confirma su abundancia en la
especie y a la vez indica que la extraccion por maceracion con este disolvente no

extrajo la totalidad de los componentes presentes (tabla XXVII).

Como metabolitos exclusivos de estos extractos fueron identificados 18, de los cuales
predominaron los alcoholes y fenoles (cinco compuestos), terpenoides y esteroles
(cinco componentes), acidos grasos esterificados (cuatro compuestos), un

hidrocarburo, una cetona, una cumarina y B-tocoferol.

En sentido general, en los extractos de baja polaridad (hexano y acetato de etilo),

fueron extraidos, fundamentalmente, compuestos de naturaleza grasa.

La presencia de hidrocarburos en la especie, puede ser explicada atendiendo a
diversas funciones que como metabolitos secundarios tienen en las plantas, donde los
alcanos constituyen una fuente de carbono o energia. También se encuentran
alcanos solidos de cadena larga, que forman una capa firme, la cuticula, sobre las
areas expuestas al aire, que protege a la planta de la pérdida de agua, de bacterias,
hongos e insectos dafinos, a la vez que evita el arrastre de minerales por la lluvia. Las
cadenas carbonadas de las ceras tienen generalmente entre veinte y treinta atomos
de carbono y las especies vegetales las preparan a partir de los acidos grasos. La
composicién exacta de la pelicula de cera no sélo depende de la especie (pueden
estar constituidas por mezclas complejas de compuestos alifaticos, alcanos,
alcoholes, aldehidos y acidos grasos aunque estos en menor proporcion), sino que
cambia con la estacién y factores ambientales como las condiciones de iluminacion,

temperatura o humedad (Taiz y Zeiger, 2006), lo que puede explicar que en el caso
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etilo obtenidos de diferentes colectas

Tabla XXVII. Compuestos sugeridos por CG-EM en los extractos de acetato de

Abundancia relativa %/

No Clase de compuesto/Nombre Epoca de colecta
Mar/ Ago/ Oct/ Ene/
07 07 07 08
HIDROCARBUROS

1 5-eicoseno 6,73
2 1- dococeno 1,47 2,25 7,21

3 1-octadeceno 1,88

CETONAS

4 | 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona (geranil/neril-cetona) 2,76 0,93

5 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (Farnesil-cetona) 15,61 7,48

6 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 2,12

ALCOHOLES Y FENOLES
7 9-octadecenol 3,58
8 1-octadecanol 1,93
9 Fenol 7,05
10 | 2-metoxi-fenol 6,05
11 | 2,5-dimetoxi-fenol 2,10
12 | 2-metoxi-4-vinil-fenol 1,76
ACIDOS Y ESTERES

13 | Acido miristico 1,19

14 | Acido palmitico 11,31 17,90 4,59

15 | Acido oléico 5,56 4,08

16 | Acido estearico 1,98 2,29

17 | Acido-4-oxazolecarboxilico-4,5-dihidro-2-fenil-1-metil-etil-éster 4,16

18 | Linoleato de metilo 11,92 1,32
19 | Palmitato de metilo 417 2,32
20 | Oleato de metilo 20,71

TERPENOS Y FITOSTEROLES

21 | Epi-Y-taraxastanonol (derivado) 6,31 9,21
22 | Taraxastanediol (derivado) 7,11

23 | Fitol 3,03 2,63 3,10
24 | Neofitadieno 9,88 3,78 5,47
25 | Estigmast-4-en-3-ona 7,62 4,66

26 | Estigmast-5,22-dien-3-ol 1,92

27 | y-sitosterol 11,68 23,69 26,05 | 20,96
28 | a-amirina 9,42 3,88

29 | Estigmasterol 1,72
30 | Blumenol C 5,86
31 | Vomifoliol 10,14

OTROS COMPONENTES

32 | 4,8,12,16-tetrametil-4-heptadecandlido (lactona) 1,74

33 | B-tocoferol 2,51 6,29 5,40 1,39
34 | a- tocoferol 9,76 15,63 5,37 4,26
35 | 2-coumaranona 5,03

Leyenda: Las lineas oscuras corresponden a compuestos identificados en los extractos hexanicos
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particular de la especie objeto de estudio, tanto los hidrocarburos, como los alcoholes
hayan tenido una concentracion mas elevada en Enero, como un mecanismo de
defensa al estrés hidrico, pues segun Lechea (1994) este mes es considerado uno de
los mas tipicos de sequia en Cuba. La existencia de una cuticula gruesa en las hojas

de la especie fue demostrada en el estudio micromorfologico.

La presencia de fenoles en la especie puede ser justificada como compuestos
intermediarios en la biosintesis de otros compuestos fendlicos y como mondmeros de
la lignina, un componente de incrustacion de la membrana celular, que le da

resistencia y sostén a la misma.

Los otros componentes presentes, son productos también del metabolismo
secundario, el cual es mucho més heterogéneo entre las diferentes especies, las
épocas de colecta, de crecimiento y los diversos tejidos, y algunas de sus rutas
pueden ser imprescindibles en ciertas situaciones ecofisiologicas. Sus funciones
pueden ser varias y estan fundamentalmente relacionadas con la comunicacion entre
las partes del vegetal y de este con otros seres vivos, tales como, atraer insectos
polinizadores, inhibir el crecimiento de plantas vecinas, dar resistencia fisica o ejercer
de transmisor de sefiales entre diferentes tejidos, lo cual puede explicar las

variaciones encontradas (Judd y cols., 2002; Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Teniendo en cuenta que la especie objeto de estudio es endémica de Cuba y los
estudios quimicos son escasos, los resultados obtenidos en este trabajo representan

aportes en el conocimiento de la composicién quimica de P. orbicularis.

IV.4. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS

Dadas las caracteristicas de polaridad del extracto metandlico, éste solo podria
analizarse por CG-EM si se sometieran a derivatizacion las muestras, los resultados
obtenidos en un andlisis previo por esta via permitié la deteccidén de gran cantidad de
azucares Yy estructuras tipo flavonoides, considerando estos antecedentes se

seleccioné otro método para su separacion y analisis.
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IV.4.1. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia liquida de alta resolucion ha tenido una creciente difusion y hoy en
dia representa una de las herramientas mas empleadas en los laboratorios analiticos
modernos. Esta técnica separativa ha sido empleada ultimamente en el andlisis de
flavonoides brindando resultados satisfactorios, en la misma se emplean columnas de
fase reversa y variadas fases maoviles que abarcan diferentes polaridades y sistemas,
tanto isocraticos como de gradiente, asi como diferentes longitudes de onda para la

deteccion.

Este analisis se realizé a los extractos metanodlicos de las muestras correspondientes
a las colectas de Marzo/07, Agosto/07, Octubre/07 y Enero/08, con el propdsito de
identificar los flavonoides presentes, a partir de los antecedentes que se tenian de
otras especies de Phyllanthus (Calixto y cols., 1997, 1998; Ham y cols., 2001; Shakil
y cols., 2008).

En este estudio se inyectaron primeramente los estandares (rutina, quercetina y
kaempferol) para establecer los tiempos de retencidbn de cada uno, en iguales
condiciones a la de los extractos a analizar, como resultados se obtuvieron valores de
20,24; 24,55 y 26,94 minutos respectivamente. El anexo 10 muestra los

cromatogramas y espectros UV obtenidos para cada patréon.

El extracto metandlico de Marzo/07 mostré un cromatograma sencillo (figura 38A) con
la presencia de 11 picos cromatograficos, donde los representados con los tiempos de
20,22, 24,60 y 26,96min. correspondieron con la rutina, quercetina y kaempferol
respectivamente, pudiendo sugerir que la rutina es mayoritaria entre los flavonoides

ensayados con un valor de area relativa del 34,29%.

La muestra de Agosto/07 presenté alrededor de 13 picos (figura 38B), siendo el
metabolito mayoritario, con un valor de area relativa del 58,33%, el de tiempo de
retencion de 20,32min. que al compararlo con los patrones (tr y espectro UV) se pudo
constatar que era la rutina, ademas de detectar en ella a la quercetina, quien eluyo a

un tiempo de 24,68min.
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Por su parte, el extracto de la colecta de Octubre/07 también evidencié un
cromatograma con 13 picos cromatograficos (figura 38C), pudiendo identificar los 3
flavonoides ensayados, destacandose entre ellos igualmente la rutina como el

mayoritario con un valor de area relativa del 27,53%.

El extracto correspondiente a Enero/08 fue el mas complejo (figura 38D) con alrededor
de 17 picos cromatograficos, identificando a la rutina como el metabolito mayoritario
(12,23%), la cual eluydo a un tiempo de 20,33min., detectandose ademas, los
flavonoides quercetina y kaempferol con tr de 24,69 y 26,85min. y areas relativas de

10,40 y 10,15% respectivamente.
En la tabla XXVIII se recogen los resultados del estudio.

Es de notar, en los cuatro extractos metanodlicos que el metabolito mayoritario entre
los flavonoides ensayados fue la rutina, acompafado siempre de la quercetina que
tuvo menor porcentaje de area relativa en la colecta de Marzo, no ocurriendo asi para

el kaempferol, el cual no fue detectado en la muestra de Agosto/07.

En la mayoria de los flavonoides y en especial en flavonas y flavonoles, el espectro
de absorcion UV, exhibe dos bandas en la region del ultravioleta/visible, la banda |
representativa del anillo A de estos compuestos que aparece en un rango de los 320 a
385nm y la banda Il perteneciente al anillo B, ubicada entre los 250 y 285nm (Lock,
1988; Markham, 1989).

Teniendo en cuenta este analisis, es importante destacar que en los cromatogramas
de los extractos estudiados (figura 38), varios picos cromatograficos mostraron al UV

espectros caracteristicos de flavonoides, pudiendo sefalar:

e Picos 4-6, 8-9 del cromatograma de la colecta de Marzo/07
e Picos 7-8, 10-12 del cromatograma de la colecta de Agosto/07
e Picos 5-12 del cromatograma de la colecta de Octubre/07

e Picos 9-11, 13-16 de cromatograma de la colecta de Enero/08
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Tabla XXVIII. Resultados del analisis por CLAR de los extractos metandélicos obtenidos de las diferentes colectas
Marzo/07 Agosto/07 Octubre/07 Enero/08
Picos | Tr(min) | Ar (%) | Picos | Tr (min) @ Ar (%) @ Picos | Tr (min) @ Ar (%) @ Picos Tr (min) Ar (%)

1 1.42 26,63 1 2.72 1,30 1 2.29 5,95 1 5.91 3,57
2 13.04 3,64 2 4.27 0,57 2 2.64 7,92 2 11.30 1,05
3 13.78 2,33 3 5.52 1,19 3 12.02 0,37 3 12.05 5,01
4 19.98 9,91 4 8.16 1,32 4 17.75 38,35 4 13.10 1,73
5 20.22 34,29 5 11.77 0,40 5 18.52 1,33 5 13.57 2,69
6 22.30 5,67 6 14.30 1,16 6 20.24 27,53 6 14.36 16,68
7 22.65 3,53 7 20.32 58,33 7 21.47 1,78 7 14.91 0,53
8 24.60 4,88 8 22.34 7,61 8 23.31 6,14 8 15.88 2,40
9 26.96 5,48 9 22.73 2,97 9 23.94 1,62 9 20.33 12,23
10 34.60 1,49 10 24.68 11,43 10 24.76 5,46 10 21.50 0,56
11 35.61 2,05 11 27.47 7,41 11 26.89 1,09 11 22.31 12,30
12 30.40 3,19 12 27.69 1,28 12 22.66 12,78

13 38.61 3,06 13 31.14 1,18 13 24.69 10,40

14 26.85 10,15

15 27.55 4,73

16 28.39 1,11

17 37.03 2,08

Leyenda: Tr: tiempo de retencion; Ar: area relativa

Rutina
Quercetina
Kaempferol
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Estos resultados sugirieron la presencia en los extractos de un elevado namero de
compuestos de esta naturaleza, aunque hubiera sido conveniente utilizar otros
patrones de flavonoides y de acidos fendlicos para identificar picos de buena
abundancia relativa. Un analisis por HPLC acoplado a masas o el empleo de HPLC
preparativo 0 semipreparativo con posterior analisis espectroscopico de los
compuestos aislados, permitirian sugerir un determinado grupo de compuesto o

propuesta estructural, lo cual no fue posible por su disponibilidad.

También se pudo constatar que los mayores porcentajes de areas relativas de los
flavonoides en conjunto (los ensayados) y de la rutina en particular correspondieron a
las colectas de Agosto/07 y Marzo/07 y los menores a Enero/08, estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos en la determinacién cuantitativa de fenoles
totales y analisis cuantitativo de rutina bajo otras circunstancias cromatograficas, ya
comentadas en un acapite anterior, pudiendo proponer a dicho metabolito como el
marcador quimico de estos extractos bajo las condiciones ensayadas.

IV.4.2. FRACCIONAMIENTO EN COLUMNA CROMATOGRAFICA

Este estudio se llevd a cabo solamente en los extractos metandlicos teniendo en
cuenta antecedentes biol6gicos con extractos polares de la planta, considerando
ademas, la presencia en los mismos, de compuestos fendlicos como los flavonoides,
quienes tienen referidos varias propiedades farmacolégicas, y de alguna manera
poder aislar los mismos para su posterior evaluacion biolégica, algo que no ha sido
referido anteriormente para la planta. Como se sefialé anteriormente se trabajé con

las muestras de Agosto/07 y Enero/08.

El extracto metandlico (15g) correspondiente a la muestra de Agosto/07 fue sometido
a un fraccionamiento en columna, se colectaron 100 eluatos de 150mL, utilizando las
combinaciones de fases moviles que se muestran en la tabla XXIX. Las fracciones
eluidas con Hexano: AcOEt (10:90) y AcOEt fueron reunidas por su similitud
cromatografica y una vez concentradas (Fi3.30) fueron sometidas a CC, rindiendo un
total de 85 subfracciones de 50mL cada una segun se muestra en la tabla XXX, como

resultado del proceso, de las subfracciones eluidas con hexano:AcOEt (30:70)
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Tabla XXIX. Fraccionamiento del extracto metandlico de la colecta de Agosto/07

Fracciones Proporcién (%) | Fracciones obtenidas
Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 50:50 3-4
Hexano: AcOEt 40:60 5-7
Hexano: AcOEt 30:70 8-12
Hexano: AcOEt 10:90 13-18
AcOEt 100 19-30
AcOEt: MeOH 90:10 31-45
AcOEt: MeOH 70:30 46-55
AcOEt: MeOH 60:40 56-63
AcOEt: MeOH 50:50 64-72
AcOEt: MeOH 40:60 73-80
AcOEt: MeOH 30:70 81-90
AcOEt: MeOH 10:90 91-95
MeOH 100 96-100

Tabla XXX. Fraccionamiento de Fi3.30
Fases méviles Proporcién (%) Fracciones obtenidas

Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 80:20 3-4
Hexano: AcOEt 60:40 5-8
Hexano: AcOEt 50:50 9-15
Hexano: AcOEt 40:60 16-23
Hexano: AcOEt 30:70 24-33
Hexano: AcOEt 20:80 34-41

AcOEt 100 42-48

AcoEt: MeOH 80:20 49-53
AcoEt: MeOH 70:30 54-60
AcoEt: MeOH 60:40 61-67
AcoEt: MeOH 50:50 68-72
AcoEt: MeOH 40:60 73-76
AcoEt: MeOH 20:80 77-80

MeOH 100 81-85
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precipitd un soélido de color amarillo claro (1) el cual una vez purificado, rindié 12, 8 mg

aproximadamente.

Las fracciones 31-55 obtenidas del fraccionamiento inicial del extracto metandlico
(tabla XXIX) fueron reunidas considerando su similitud cromatografica y al
concentrarlas precipitd un sélido amarillo intenso (2), el mismo se obtuvo por filtracion
y se purificd con hexano: AcOEt para rendir 800mg, el resto de la fraccion (Fsi-s5) se
pas6 por CC, rindiendo un total de 64 subfracciones de 50mL cada una segun se
muestra en la tabla XXXI, pudiendo aislar 53,8mg de otro sélido de color amarillo (3)

de las subfracciones eluidas con AcOEt (29-38).

El fraccionamiento en columna del extracto metandlico (15g) de la colecta de Enero/08
ofrecio 104 fracciones de 150mL aproximadamente, empleando las combinaciones de
fases moviles que se muestran en la tabla XXXII. Las fracciones de la 33-60 fueron
reunidas por su semejanza cromatografica y al concentrarlas precipitd un sélido
coposo de color amarillo intenso (4), que una vez purificado rindi6 300mg, al resto de
la fraccion (Fss.s0) se le realiz6 CC, se obtuvieron 60 fracciones de 50mL cada una
(tabla XXXIII); de las subfracciones de la 13-22 se logré el aislamiento de 9,6mg de un
sélido de color amarillo claro (5) y de la subfraccidon 28-39 precipité otro solido (6) de

color amarillo, el cual después de purificado brindé 36,4mg.

Al hacer un analisis del comportamiento cromatografico de todas las subfracciones
obtenidas en el proceso de separacion en columna, se pudo constatar que muchas
de ellas presentaban gran complejidad, observdndose manchas alargadas con
tonalidades que oscilaban desde el amarillo parduzco claro hasta el rojizo, quedando
una de ellas retenidas en el punto de aplicacion, algo caracteristico de compuestos
muy polares. Lo notorio en este estudio fue la presencia de manchas de color amarillo
bien definidas, las cuales manifestaron un comportamiento tipico de flavonoides al
someter las cromatoplacas a los vapores de amoniaco, solucidn metandlica de
tricloruro de aluminio y luz UV, lo cual esta en plena correspondencia con la mayoria
de los compuestos aislados, permitiendo comprobar segun el comportamiento que los

compuestos 1y 4 corresponden al mismo producto al igual que 3y 6.
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Tabla XXXI. Fraccionamiento en CC de Fz1.55
Fases moviles | Proporcion (%) | Fracciones obtenidas

Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 80:20 3-4
Hexano: AcOEt 60:40 5-8
Hexano: AcOEt 50:50 9-11
Hexano: AcOEt 40:60 12-23
Hexano: AcOEt 20:80 24-28

AcOEt 100 29-38
AcOEt: MeOH 80:20 39-43
AcOEt: MeOH 60:40 44-48
AcOEt: MeOH 50:50 49-52
AcOEt: MeOH 40:60 53-57
AcOEt: MeOH 20:80 58-60

MeOH 100 61-64



Tabla XXXII. Fraccionamiento del extracto metandélico de la colecta de Enero/08

Fracciones Proporcién (%) | Fracciones obtenidas
Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 50:50 3-5
Hexano: AcOEt 40:60 6-10
Hexano: AcOEt 30:70 11-16
Hexano: AcOEt 10:90 17-25
AcOEt 100 26-32
AcOEt: MeOH 90:10 33-46
AcOEt: MeOH 70:30 47-60
AcOEt: MeOH 60:40 61-72
AcOEt: MeOH 50:50 73-81
AcOEt: MeOH 40:60 82-90
AcOEt: MeOH 30:70 91-96
AcOEt: MeOH 10:90 97-100
MeOH 100 101-104

Tabla XXXIIIl. Fraccionamiento del Fss.60

Fracciones Proporcién (%) | Fracciones obtenidas
Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 80:20 3-5
Hexano: AcOEt 60:40 6-8
Hexano: AcOEt 50:50 9-12
Hexano: AcOEt 40:60 13-22
Hexano: AcOEt 20:80 23-27
AcOEt 100 28-34
AcOEt: MeOH 80:20 35-39
AcOEt: MeOH 60:40 40-43
AcOEt: MeOH 50:50 44-48
AcOEt: MeOH 40:60 49-53
AcOEt: MeOH 20:80 54-57

AcOEt: MeOH 100 58-60
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IV.4.3. REACCION DE ACETILACION

Con el propésito de mejorar la solubilidad de los extractos metandlicos en disolventes
menos polares y poder obtener algiin compuesto con mejores propiedades desde el
punto de vista bioldgico, se llevo a cabo una reacciéon de acetilacion.

El extracto acetilado de la colecta de Agosto/07 fue sometido a fraccionamiento en
columna, colectandose 160 fracciones de 25mL cada una (tabla XXXIV), las
fracciones 40-61 eluidas con hexano: AcOEt (60:40) al presentar poca complejidad
cromatografica y similitud entre ellas fueron reunidas y concentradas, posteriormente
se llevd a cabo un proceso de cristalizacidn sucesiva y como resultado se obtuvieron
27,5mg de un solido cristalino de color crema amarillento (7). Paralelamente a ello, de
las fracciones de la 98-109 eluidas con hexano: AcOEt (10:90) se aislaron 33,2mg de

un producto cristalino amarillo claro (8).

La separacion en columna del extracto metandlico acetilado de la muestra de
Enero/08 permitié colectar 150 fracciones de 25mL cada una segun se muestra en la
tabla XXXV. Se logroé aislar de las fracciones 13-32 eluidas con hexano: AcOEt (70:30)
15,3mg de un sélido cristalino crema amarillento (9). De las fracciones 89-93 y 94-100
eluidas con hexano: AcOEt (10:90) y AcOEt respectivamente una vez reunidas,
precipitaron cristales de color amarillo claro, los cuales fueron purificados por varias

cristalizaciones para rendir finalmente una cantidad de 29,5mg (10).

El comportamiento cromatogréafico de los cuatro compuestos aislados permitio sugerir

que 7y 9, asi como 8y 10 corresponden al mismo compuesto.

IV.5. ANALISIS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

La caracterizacion de los compuestos aislados se realizO sobre la base se sus
constantes fisicas (punto de fusién) y espectroscépicas (IR, RMN-'H, RMN-**C,

experimento DEPT).
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Tabla XXXIV. Fraccionamiento del extracto metanélico acetilado de la colecta de

Agosto/07
Fases moviles Proporcién (%) Fracciones obtenidas
Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 90:10 3-4
Hexano: AcOEt 80:20 5-10
Hexano: AcOEt 70:30 11-39
Hexano: AcOEt 60:40 40-61
Hexano: AcOEt 50:50 62-70
Hexano: AcOEt 40:60 71-80
Hexano: AcOEt 30:70 81-86
Hexano: AcOEt 20:80 87-97
Hexano: AcOEt 10:90 98-109
AcOEt 100 110-120
AcoEt: MeOH 80:20 121-131
AcoEt: MeOH 70:30 132-140
AcoEt: MeOH 60:40 141-148
AcoEt: MeOH 50:50 149-153
AcoEt: MeOH 30:70 154-157

MeOH 100 158-160



Tabla XXXV. Fraccionamiento del extracto metandlico acetilado de la colecta de

Enero/08
Fases moviles Proporcion (%) Fracciones obtenidas
Hexano 100 1-3
Hexano: AcOEt 90:10 4-6
Hexano: AcOEt 80:20 7-12
Hexano: AcOEt 70:30 13-32
Hexano: AcOEt 60:40 33-59
Hexano: AcOEt 50:50 60-71
Hexano: AcOEt 40:60 72-78
Hexano: AcOEt 3070 79-83
Hexano: AcOEt 20:80 84-88
Hexano: AcOEt 10:90 89-93
AcOEt 100 94-100
AcOEt: MeOH 80:20 101-106
AcOEt: MeOH 70:30 107-120
AcOEt: MeOH 60:40 121-130
AcOEt: MeOH 50:50 131-139
AcOEt: MeOH 30:70 140-146

MeOH 100 147-150



Resultados y Discusién

IV.5. 1. Compuesto 1

El compuesto 1 resultd ser el flavonoide apigenina segun los resultados obtenidos y su
comparacién con los datos referidos en la literatura (Jay y Francois, 1974; Van Loo y
De Bruyn, 1986; Fathiazad y cols., 2006), el mismo no es comun encontrarlo en
especies de Phyllanthus, solo se ha reportado su presencia en forma de glicosido,
como apigenin-7-O-(6""-butiril-B-glucopirandsido) en P. emblica (Calixto y cols., 1998;
Zhang y cols., 2002; Habib y cols., 2007; ElI-Desourky y cols., 2008).

Es un sodlido amarillo, soluble en etanol, metanol, dimetilsulféxido, poco soluble en
agua e insoluble en cloroformo y presentd una fusién inmediata entre los 344-345°C,

en correspondencia con el valor (345°C) reportado por Berashvili y cols. (2005).

El espectro IR (Anexo 11) mostrd bandas caracteristicas de flavonoides (Lock, 1988),
por ejemplo, absorciones a 3283,20cm™ indicativa de OH fendlicos, bandas estrechas
a 1655,94, 1610,10, 1555,65cm™ propia de enlaces C=C aromaticos, entre otras
(Berashvili y cols., 2005).

El espectro RMN-"H (Anexo 12) reflejé dobletes a 6,91 y 7,90ppm, los cuales integran
para dos protones cada uno y los mismos derivan del sistema de espines AA'XX"
formado por los protones de las posiciones 2°, 3°, 5" y 6” del anillo B del compuesto,
también se evidencian dobletes en 6,18 y 6,46ppm los cuales son asignados a los
protones de las posiciones 6 y 8 respectivamente del anillo A, se muestra un singlete
a 6,75ppm relacionado con el protdon de la posicion 3 y singletes a 12,93, 10,65 y

10,40ppm adjudicables a los protones hidroxilicos de las posiciones 5, 7y 4°.

Por su parte el espectro RMN-">C (Anexo 13) reflejé sefiales para 15 carbonos donde
las que estan a 115,9ppm corresponden a los carbonos de las posiciones 3°, 5" y la
de 128,4ppm a las posiciones 2, 67, los otros desplazamientos quimicos presentados
son atribuibles a los 11 carbonos restantes. El experimento DEPT (Anexo 14) muestra
las sefales correspondientes a los grupos CH de las posiciones 3,6, 8,2, 3,5 y6".

En la tabla XXXVI se presentan las asignaciones para RMN-"H y 3C del compuesto.
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Tabla XXXVI. Sefiales obtenidas en los espectros RMN 'Hy *C para el
compuesto 1y la Apigenina

Posicion

BHoow~NooswnN

QO R RQNH

Compuesto 1

5 (ppm) 'H

6,75 s 1H

12,93s 1H (OH)
6,18d 1H (J=3,0 Hz)
10,65s 1H (OH)
6,46d 1H (J=3Hz)

7,90d 1H (J=8,5 Hz)
6,91d 1H (J=8,5 Hz)
10,40s 1H (OH)
6,91d 1 H (J=8,5 Hz)
7,90d 1H (J=8,5 Hz)

o (ggm)

162,2
102,8
181,6
157,2
98,8

164,2
93,9

163,7
103,3
1211
128,4
115,9
161,4
115,9
128,4

2

Apigenina*

5 (ppm) 'H

6,8s 1H

12,94s 1H (OH)

6,21d (J=2,1Hz)

10,80s 1H (OH)
6,50d 1H (J=2,1Hz)

7,95d 1H (J=8,8 Hz)
6,94d 1H (J=8,8 Hz)
10,39s 1H (OH)
6,94d 1H (J=8,8 Hz)
7,95d 1H (J=8,8 Hz)

3 OH
, 4’
.

o) (ggm)

165,0
103,7
182,0
158,2
99,7

164,6
94,8

162,3
104,6
122,0
129,4
116,8
162,0
116,8
129,4

/O 2
1Njg/
O

OH

Compuesto 1. Disolvente: DMSO-Dg, RMN-"H (300MHz), RMN-"*C (75MHz)
*Fathiazady cols., 2006. Disolvente: DMSO-Dg, RMN-"H (200MHz), RMN-"*C (50MHz)



Resultados y Discusién

IV.5.2. Compuestos 2y 4

El analisis de 2 y 4 con los informes reportados en la literatura (Mabry y cols., 1964;
Markham, 1989; Fathiazad y cols., 2006) permitié6 determinar que correspondian al
flavonoide rutina, el cual ya ha sido aislado de muchas especies de Phyllanthus
como, P. amarus, P. emblica, P niruri, P. sellowianus, P. urinaria (Calixto y cols.,
1998), P. matsumurae (Chen y Ren, 1997), P. reticulatus (Lam y cols., 2007), entre

otras.

El compuesto se presenté como un solido granular de color amarillo intenso, soluble
en metanol y etanol, parcialmente soluble en agua e insoluble en cloroformo. El punto
de fusién estuvo comprendido entre 190 y 192°C en correspondencia con lo planteado
por Zapesochnaya y Ban'kovskii (1966).

El espectro IR (Anexo 15) mostré una banda ancha a 3425,01cm™ caracteristico de
agrupamientos fendlicos, se observa una banda estrecha a 1654,7cm™ relacionada
con la presencia de grupos carbonilos, otras absorciones entre 1602,53 y

1504,64cm™ son atribuibles a los agrupamientos aromaticos (Lock, 1988).

Al analizar el espectro RMN- *H (Anexo 16) se observaron dobletes a 6,21, 6,40, 6,86
y 7,72ppm relacionados con los protones aromaticos de las posiciones 6, 8, 5" y 2" de
la estructura, un doblete de doblete a 7,68ppm correspondientes al protén aromatico
de la posicién 6" del anillo B, varias sefiales entre 3,25 y 3,82ppm caracteristicas de
los protones de los azucares, un doblete a 1,12ppm propio del grupo metilo de la
ramnosa y dobletes a 5,11ppm y 4,52ppm asociados con los protones anoméricos de

la glucosa y ramnosa respectivamente.

En el espectro RMN-*C (Anexo 17) se evidenciaron sefiales para 27 atomos de
carbono y el experimento DEPT (Anexo 18) mostré la presencia de un agrupamiento
CH; a los 17,88ppm caracteristico de la ramnosa y un nucleo de carbono en fase
negativa a 68,5ppm correspondiente al C-6 de la funcion CH,OH de la glucosa. Las
asignaciones de los protones y carbonos del analisis por RMN se reflejan en la tabla
XXXVII.
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Tabla XXXVII. Sefiales obtenidas en los espectros RMN 'H y '*C para los
compuestos 2, 4 y la Rutina

Compuestos 2y 4 Rutina*

Posicion 5 (ppm) 'H 5 (ppm) °C 8 (ppm) 'H 5 (ppm) °C
2 159,3 157,0
3 135,6 134,1
4 179,4 178,2
5 158,5 157,5
6 6,21d 1H (J= 2Hz) 99,9 6,21d 1H(J= 2Hz) 99,5
7 165,9 164,9
8 6,40d 1H (J= 2Hz) 94,8 6,40d 1H (J= 2Hz) 94,5
9 162,9 162,1
10 105,6 104,8
1 123,5 122,5
2 7,72d 1H (J= 2Hz) 116,0 7,55d 1H(J= 2,1Hz) 116,1
3 145,8 145,6
4 149,7 149,3
5 6,86d 1H (J=8,5Hz) 117,7 6,86d 1H (J=9,0Hz) 1171
6 7,68dd 1H (J=8,5; 2Hz) 123,1 7,56dd 1H (J=9,0; 2,1Hz) 122,0
Glu-1~ 5,11d 1H (J=8Hz) 102,4 5,35d 1H (J=7,4Hz) 101,6
Glu-2” 75,7 74,9
Glu-3” 78,2 77,3
Glu-4” 73,9 72,7
Glu-5~ 77,2 76,7
Glu-6~ 3,81d 2H (J=1,5Hz) 68,5 3,70d (J=2,0Hz) 67,9
Ram-1"" 4,52d 1H (J=1,5H2) 104,7 4,38d(J=2,0Hz) 102,2
Ram-2"" 71,4 70,8
Ram-3"" 72,1 71,2
Ram-4""" 72,2 71,4
Ram-5"" 69,7 69,1
Ram-6"" 1,12d 3H (CHy) 17,8 1,00d 3H(CHy) 18,6

J=6,0Hz) (3=6,1Hz)

Compuestos 2 y 4.Disolvente: CD;OD, RMN-"H (500MHz), RMN-"C (125,7MHz)
*Fathiazady cols., 2006. Disolvente DMSO-Dg, RMN-"H (200MHz), RMN-"*C (50MHz)



Resultados y Discusién

IV.5.3. Compuestos 3y 6

Los compuestos 3 y 6 fueron identificados como quercetina, también muy abundante
en la naturaleza y en muchas especies de Phyllanthus tales como P. anisobulos, P.
niruri, P. urinaria, P. sellowianus (Calixto y cols., 1998), P. caroliniensis (Cechinel
y cols, 1996), P. matsumurae (Chen y Ren, 1997). La asignacion de la estructura se
efectud por la comparacion de los datos fisicos y espectroscépicos con los reportados
en la literatura para este compuesto (Buitriago y Morales, 2001; Fathiazad y cols.,
2006; Xiao y cols., 2006; Dutta y cols., 2007). El mismo es un sélido de color amarillo,
soluble en metanol, etanol, parcialmente soluble en agua e insoluble en cloroformo. El
punto de fusién estuvo entre 308 y 309°C, en correspondencia con (309-311°C) lo

planteado por Dutta y cols. (2007).

El espectro IR (Anexo 19) mostré bandas a 3375,46 y 2922,25cm™ caracteristicas de
anillos aromaticos, absorciones a 1612,66 y 1429,58cm™ indicativa de estructura
quinoidea y enlaces -C=C-, asi como una banda a 1360,02cm™ relacionadas con la
existencia de grupos hidroxilos (Lock, 1988; Dutta y cols, 2007).

El espectro RMN-'H (Anexo 20) permiti6 observar dobletes a 6,17; 6,39; 6,87;
7,66ppm relacionados con los protones de las posiciones 6, 8, 57, 2° de los anillos Ay
B, un doblete de doblete a 7,52ppm que integra para el proton de la posicion 6.
También se evidenciaron 5 singletes entre 9,24 y 12,46ppm en correspondencia con

los protones hidroxilicos de las posiciones 3, 5, 7, 37, 4" de la estructura.

El espectro RMN-*C (Anexo 21) mostr6 sefiales para 15 carbonos entre 93,2 y
175, 7ppm y el experimento DEPT (Anexo 22) reflej6 la presencia de los
agrupamientos CH tipicos del compuesto. En la tabla XXXVIIl se recogen los

resultados del analisis por RMN.

IV.5.4. Compuesto 5

El compuesto 5 fue identificado como kaempferol segun el analisis de sus datos
fisicos y espectroscopicos y su comparacion con los reportados en la literatura

(Markham, 1977; Pastene y cols., 2001; Xiao y cols., 2006), es un flavonoide también
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Tabla XXXVIII. Sefiales obtenidas en los espectros RMN 'H y '*C para los
compuestos 3,6 y la Quercetina

Compuestos 3y 6

Posicion
2

O o N OO~ W

QA B RN H

3 (ppm) 'H
9,53s 1H (OH)

12,46s 1H (OH)
6,17d 1H (J=3,5Hz)

10,72s 1H (OH)
6,39d 1H (J=3,0Hz)

7,66d 1H (J=3,5Hz)
9,24s 1H (OH)
9,29s 1H (OH)

6,87d 1H (J=8,0Hz))

7,52dd 1H
(J=8,0; 3,5Hz)

5 (ppm) °C
146,7
135,6
175,7
156,0
98,1
163,8
93,2
160,6
102,9
121,8
115,5
1449
147.6
115,0
119,9

Quercetina*

3 (ppm) 'H
9,63s 1H (OH)

12,52s 1H (OH)
6,20d 1H (J=2,0Hz)
10,82s
6,42d 1H (J=2,0Hz)

7,69d 1H (J=2,2Hz)
9,35s 1H (OH)
9,41s 1H (OH)

6,90d 1H (J=8,5Hz)

7,56dd 1H
(J=8,5; 2,0Hz)

5 (ppm) "°C
147.,6
136,6
176,7
157,0
99,0
164,7
94,2
161,6
103,9
122.8
116,5
145,9
148,6
115,9
120,8

Compuestos 3 y 6. Disolvente: DMSO-Ds, RMN-"H (300MHz), RMN-"*C (75MHz)

*Fathiazady cols., 2006. Disolvente DMSO-Ds, RMN-"H (200MHz), RMN-"*C (50MHz)



Resultados y Discusién

abundante en la naturaleza y en algunas especies de Phyllanthus como P. acidus
(Sousa y cols., 2007), P. urinaria (Calixto y cols., 1998; Xu y cols., 2007). Result6 ser
un solido algo cristalino de color amarillo, soluble en metanol, etanol, dimetilsulféxido,
parcialmente soluble en agua e insoluble en cloroformo y mostré un punto de fusion

de 279 a 280°C en concordancia con lo planteado por Xiao y cols. (2006).

El espectro RMN-'H (Anexo 23) evidencié dos dobletes que integran para dos
protones cada uno, o sea, una sefial a 8,03ppm (posiciones 2°, 6") y otra a 6,91ppm
(3", 5") relacionado con el sistema de espines AA’XX" del anillo B, asi como dos
dobletes a 6,16 y 6,40ppm asignables a los protones de las posiciones 6 y 8 del anillo
A de la estructura. Se apreciaron singletes a 9,98 y 12,44ppm correspondientes a los

protones hidroxilicos de las posiciones 3 y 5 (tabla XXXIX).

Por su parte el espectro RMN-3C (Anexo 24) reflej6 sefiales adjudicables a 15
carbonos, donde las que aparecen a 115,3 y 129,4ppm corresponden a dos carbonos
cada una, la primera a los ubicados en las posiciones 3", 5" y la segunda a 2, 6, las
otras sefales pertenecen a los 11 carbonos restantes. El experimento DEPT (Anexo
25) permitié observar los CH de las posiciones 6, 8 del anillo A y los situados en 2,
3", 5%, 6" del anillo B.

IV.5.5. Compuestos 7y 9

La interpretacion de los resultados obtenidos para los compuestos 7y 9 y su
comparacion con los datos fisicos y espectroscopicos brindados por la literatura (Rao
y cols., 2002; Pefa y cols., 2009) permitié sugerirlos como quercetina pentaacetilada.
Este compuesto es un sélido cristalino de color crema amarillento soluble en metanol,
etanol, cloroformo, acetato de etilo e insoluble en agua; el punto de fusién estuvo

comprendido entre 178 y 179°C.

El espectro IR (Anexo 26) mostré bandas tipicas de un flavonoide acetilado (Rao y
cols., 2002), o sea, una absorcién a 1776,3cm™ que sugiere la naturaleza acetilada
del compuesto, una banda a 1646,5cm™ relacionada con la presencia de grupo
carbonilo y otras entre 1624,2 y 1502,8cm™ en correspondencia con agrupamientos
arométicos (Lock, 1988).
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Tabla XXXIX. Sefales obtenidas en los espectros RMN 'Hy *C para el
compuesto 5 y el Kaempferol

Compuesto 5

Posicion

O o N OO b~ W

QO R|QNR

5 (ppm) 'H
9,98s 1H (OH)

12,44s 1H (OH)
6,16d 1H (J=3,5Hz)

6,40d 1H (J=3,0Hz)

8,03d 1H (J=7,5Hz)
6,91d 1H (J=7,5Hz)

6,91d 1H (J=7,5Hz)
8,03d 1H (J=7,5Hz)

5 (ppm) °C
146,6
135,5
175,8
156,1
98,2
164,1
93,4
159,1
102,8
121,6
129,4
115,3
160,9
115,3
129,4

Kaempferol*

5 (ppm) 'H

12,65s 1H (OH)
6,27d 1H (J=2,0Hz)

6,54d 1H (J=2,0Hz)

8,16d 1H (J=8,8Hz)
7,03d 1H (J=8,8Hz)

7,03d 1H (J=8,8Hz)
8,16d 1H (J=8,8Hz)

Compuesto 5. Disolvente: DMSO-Dg, RMN-"H (300MHz), RMN-"*C
*Xiao y cols., 2006. Disolvente: CD;COCDs, RMN-"H (400MHz), RMN-"C (400MHz)

(75MH2)

5 (ppm) °C
146,9
136,5
176,5
157,7
98,9
165,0
94,3
160,1
103,9
123,1
130,3
116,1
161,9
116,1
130,3



Resultados y Discusién

El espectro RMN-'H (Anexo 27) mostré varios singletes entre 2,32 y 2,42ppm
asociados a los grupos acetatos (CH3COO) de la estructura, dobletes a 6,87; 7,33;
7,73ppm relacionados con los protones aromaticos de las posiciones 6, 8 y 2
respectivamente, asi como un doblete de doblete a 7,69ppm adjudicado al proton de

la posicion 6 del anillo B y un doblete a 7,36ppm atribuible a la posicién 5.

El espectro RMN-"*C (Anexo 28) también evidencié sefiales propias de un flavonoide
acetilado (Lock, 1988; Markham, 1989); se observaron sefiales entre 20,47 y
21,69ppm relacionadas con los grupos CHsz de los grupos de acetato, otras entre
167,71 y 169,22ppm asociadas a los carbonilos de los acetatos. El experimento
DEPT (Anexo 29) manifestd sefiales asociadas a los grupos metilos del acetatoy a
los CH de la estructura. En la tabla XL se recogen las asignaciones de protones y

carbonos obtenidas para el compuesto.

IV.5.6. Compuestos 8y 10

El andlisis de los datos espectroscopicos de 8y 10 comparados con los expuestos en
la literatura (Lock, 1988; Markham, 1989) permitié sugerir su identificacion como rutina
decaacetilada, la misma se presentdé como un soélido cristalino amarillo claro, soluble
en metanol, etanol, cloroformo y acetato de etilo e insoluble en agua. Su punto de

fusién estuvo comprendido entre 120 y 123°C.

El espectro IR (Anexo 30) mostré una banda de absorcién a 1754,39cm™ relacionada
con la presencia de grupos acetatos, una banda a 1632,15cm™ asociada a la
presencia de grupo carbonilo y otra a 1503,99cm™ atribuible a agrupamientos

aromaticos (Lock, 1988).

El espectro RMN-'H (Anexo 31) reflejo varios singletes en la zona comprendida entre
1,93 y 2,43ppm asociados con los protones del agrupamiento CH3;COO del
compuesto, un doblete a 1,06ppm en correspondencia con el grupo metilo de la
ramnosa, un doblete a 3,78ppm relacionado con los dos protones del grupo CH; de la
glucosa, dobletes a 4,51 y 5,43ppm adjudicables a los protones anoméricos de la
ramnosa y glucosa respectivamente (Mabry y cols., 1964; Drake y Brown, 1977).
También se observaron dobletes a 6,83; 7,30; 7,34; 7,95ppm relacionados con los
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Tabla XL. Sefales obtenidas en los espectros RMN 'H y **C para los compuestos
7,9 y la Quercetina pentaacetilada

Quercetina pentaacetilada *, **

Posicion
2

O 0N OO~ W

QO R RNR

Compuesto
5 (ppm) 'H

6,87d 1H (J=3,5Hz)

7,33d 1H (J=3,5Hz)

7,73d 1H (J=3,5Hz)

7,36d 1H (J=3,0Hz)
7,69dd 1H
(J=9,0; 2,5H2)
2,42s ; 2,41s;
2,34s; 2,33s; 2,32s
(3H de CH3COO)

7y9
5 (ppm) °C
153,82
134,1
169,23
170,05
113,8
154,3
108,9
156,89
114,78
127,7
126,35
142,23
144,40
123,8
126,41

167,71; 167,75;
167,77; 167,82;
169,22 (5C=0)
21,69; 21,14;
21,01; 20,63;
20,47
(CHa)

3 (ppm) 'H *

6,86d 1H (J=2,0Hz)

7,24d 1H (J=2,5Hz)

8,12d 1H (J=2,0Hz)

7,38d 1H (J=2,0Hz)
7,71dd 1H
(J=8,5; 2,0Hz)
2,41; 2.33; 2,32;
2,31; 2,30
(3H de CH;COO)

5 (ppm) 3C***
153,8
134,1
169,3
170,0
114,2
154,3
109,0
156,9
114,8
127,8
126,5
142,3
144,4
123,9
126,7

169,76; 168,35;

168,31; 168,29;

168,23 (5C=0)
21,20; 21,10:;
20,70; 20,50;
20,20 (CHs)

Compuestos 7 y 9. Disolvente: CDClz RMN-'H (300MHz), RMN-"*C (75MHz)
*Rao y cols., 2002. **Pefia y cols., 2009. Disolvente: CDClz RMN-"H (300MHz), RMN-"*C (100MHz)



Resultados y Discusién

protones de las posiciones 6, 8, 57, 2" respectivamente y un doblete de doblete en

7,91ppm asociado al proton de la posicion 6 del anillo B de la estructura.

El espectro RMN-'3C (Anexo 32) mostr6 una sefial a 17,17ppm adjudicable al carbono
del grupo metilo de la ramnosa y otra a 66,99ppm propia del CH, de la glucosa, se
observaron 10 sefales entre 20,21 y 21,98ppm relacionadas con los grupos metilos
del acetato y otras entre 167,67 y 170,11ppm atribuibles al grupo C=0 de los
acetatos (Markham, 1989). El experimento DEPT (Anexo 33) reflejé un agrupamiento
CHs a 17,17ppm caracteristico de la ramnosa y un nucleo de carbono en fase negativa
a 66,99ppm correspondiente al C-6 de la funcibn CH,OH de la glucosa. Se
observaron sefales entre 20,21 y 21,98ppm en correspondencia con los 10 grupos
metilos de los acetatos, y otras sefiales entre 66,35 y 127,21ppm asociadas a los CH
de la estructura. Las asignaciones de los protones y carbonos del andlisis por RMN se

reflejan en la tabla XLI.

El andlisis de los extractos metandlicos por CC permiti6 el aislamiento de los
flavonoides apigenina, rutina, quercetina y kaempferol, tres de los cuales fueron
previamente identificados por CLAR, asi como de la quercetina pentaacetilada y la
rutina decaacetilada, estas Ultimas obtenidas por un proceso de acetilacion del
extracto tras su fraccionamiento en columna. En la figura 39 se muestran las

estructuras quimicas de los compuestos aislados.

Es importante sefalar que los estudios fitoquimicos relacionados en la literatura sobre
especies del género Phyllanthus son amplios, los mismos hacen referencia al
aislamiento y caracterizacion de compuestos de polaridad variada, siendo mas
frecuentes triterpenos (lupeol, lupenona, friedelanos), flavonoides, alcaloides,
lignanos, esteroles. Por ejemplo, se pueden citar: norlignanos, taninos hidrolizables de
P. virgatus, flavonoides prenilados y terpenos de P. niruri, compuestos fenélicos de
P. urinaria, alcaloides de P. discordes, etc. (Yoshida y cols., 1992; Fool, 1993 y
1995; Calixto y cols., 1997; 1998; Yu-Lin y cols., 1998; Amir y cols., 2003; Wang y
Lee, 2005; Zhou y cols., 2007; Shakil y cols., 2008).
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Tabla XLI. Sefiales obtenidas en los espectros RMN 'Hy '*C de los compuestos

8y10
Compuestos 8 y 10
Posicién 5 (ppm) 'H 5 (ppm) °C
2 153,96
3 136,91
4 171,92
5 150,18
6 6,83d 1H (J=2,5H2) 99,56
7 156,61
8 7,30d 1H (J=2,5H2) 97,77
9 154,63
10 115,08
1 128,57
2 7,95d 1H (J=2,5H2z) 123,42
3 141,79
4 144,09
5 7,34d 1H (J=8,5H2) 124,66
6 7,91dd 1H (J= 8; 3,5H2) 127,21
Glu-1~ 5,43d 1H (J=8,0Hz) 102,4
Glu-2” 71,42
Glu-3” 72,80
Glu-4~ 70,91
Glu-5~ 72,58
Glu-6~ 3,78d 2H (J=2,0Hz) 66,99
Ram-1"" 4,51d 1H (J=2,0H2) 113,40
Ram-2""" 69,01
Ram-3" 69,39
Ram-4""" 69,54
Ram-5"" 66,35
Ram-6"" | 1,06d 3H (CHs) (J=6,5Hz) 17,17

1,93;1,95; 2,02; 2,03; | 20,21; 20,28; 20,34; 20,49; 20,63; 20,81; 20,95; 21,04;

2,08:2,13; 2,29: 2,33; | 21,11; 21,98 (CH>)

2,34; 2,43 (s,3H, CH;) | 167,67; 167,81; 168, 00; 168,16; 169,19; 169,54; 169,68;
169,84; 170,04; 170,11 (C=O del grupo CH;COO)

O Ac

OAc

Compuestos 8 y 10. Disolvente: CDCl3 RMN-"H (300MHz), RMN-"*C (75MHz)



Apigenina Rutina

Quercetina Kaempferol

Quercetina pentaacetilada Rutina decaacetilada

Figura 39. Estructuras quimicas de los compuestos aislados de los extractos
metandlicos no acetilados y acetilados
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En el caso de P. orbicularis HBK los reportes encontrados sobre estudios
fitoquimicos son muy escasos, por lo tanto, cualquier trabajo encaminado en este
sentido brindara aspectos novedosos y contribuird a ampliar el conocimiento acerca
de esta planta endémica cubana. Los resultados alcanzados asi lo demuestran, pues
todos los compuestos identificados por CG-EM desde los extractos apolares
constituyen nuevas referencias para la especie y algunos para el género, y de los
metabolitos aislados en los extractos metandlicos, a pesar de ser compuestos
conocidos, la apigenina no habia sido descrita para la planta.

Atendiendo a los informes de la literatura, debié esperarse la presencia de lignanos,
especificamente hipofilantina y filantina los cuales constituyen marcadores del género
por estar presentes en varias especies tales como P. amarus, P. fraternus, P. niruri,
P. urinaria, P. maderaspatensis, P. virgatus, entre otras. Estos metabolitos han sido
detectados en extractos hexanicos obtenidos de hojas y tallos de estas especies, y
han manifestado actividad antiepatotéxica, antihiperuricémica, inhibidores de la
leucemia K-562 en linea celular y de la reverso transcriptasa del VIH (George y cols.,
1982; Ogata y cols., 1992; Calixto y cols., 1998; Leite y cols., 2006; Murugaiyah y
cols., 2006).

Los resultados obtenidos hasta el momento bajo las condiciones ensayadas no
revelan la presencia de los mismos, lo que no quiere decir que estén ausentes en la
especie, pues hubo muchos compuestos que no fueron identificados por la base de
datos del equipo, otros pudieron quedarse retenidos en la columna, sugiriéendose
ademas, que dada su baja abundancia no pudieron ser detectados. Ante esta
situacion se precisa de un estudio més profundo como una dinamica de acumulacién
de tales compuestos y un analisis de los extractos apolares con pasos previos de
derivatizacion, con vistas a mejorar las caracteristicas cromatograficas de muchas
sustancias (en cuanto a volatilidad, inercia quimica y propiedades espectrométricas)
gue no pudieron ser detectadas, asi como la hidrdlisis de éstas, lo cual posiblemente
permitira detectar glicéridos (a través de acidos grasos) y ésteres de alto peso

molecular (en forma de acidos y alcoholes grasos).
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No obstante, los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico de la especie bajo las
condiciones ensayadas, y las actividades farmacoldgicas atribuidas y demostradas, se
sugiere que la misma presenta una composicién quimica rica en compuestos de
significacién bioldgica en los meses de Marzo y Agosto, donde las concentraciones de
fenoles totales, del flavonoide rutina fueron superiores y la abundancia de a-tocoferol,
terpenos y fitosteroles, fueron también apreciables, por lo que pudiera recomendarse

estos meses como los mas propicios para su recoleccion.

IV.6. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO FITOQUIMICO

Los resultados obtenidos sobre el estudio Fitoquimico de P. orbicularis HBK

posibilitd arribar a las siguientes consideraciones generales:

1. Se informa por primera vez la composicion quimica de los extractos de baja
polaridad de la especie, logrando identificar 51 componentes, siendo nueve de
ellos (ciclooctacosano, tocoferoles, y-sitosterol, a-amirina, blumenol C,
vomifoliol, derivado de taraxastanediol, derivado del epi- y-taraxastanonol y
6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona), nuevos reportes para el género
Phyllanthus.

2. Se aislaron e identificaron cuatro flavonoides en el extracto polar (apigenina,
rutina, quercetina y kaempferol), se informé por primera vez para el género y la

especie la apigenina en forma de aglicon.

3. Se realiza por primera vez la acetilacion del extracto metandlico de la planta,
logrando aislar y caracterizar la quercetina pentaacetilada y la rutina

decaacetilada para su posterior estudio bioldgico.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

V. ALGUNAS EVALUACIONES BIOLOGICAS REALIZADAS A LOS
EXTRACTOS Y COMPUESTOS AISLADOS DE Phyllanthus orbicularis
HBK

V.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Teniendo en cuenta el antecedente que existe sobre las cualidades antioxidantes del
extracto acuoso de la especie objeto de estudio (Sanchez y cols., 1999; 2002) se
evalué dicha actividad mediante la determinacion del potencial de reduccién total
(FRAP) y la actividad secuestradora de radicales superoxidos, a otros extractos y

flavonoides obtenidos de la planta.

V.1.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CON CARACTER
REDUCTOR

Este ensayo se le realizo a los extractos hexanico, de acetato de etilo, metandlico y
metanolico acetilado correspondientes a la colecta de Agosto/07, asi como a los
flavonoides rutina, quercetina y sus derivados acetilados, donde se determind por la
técnica de FRAP el poder reductor de las mismas a través de la reduccién de hierro
férrico a ferroso. En la tabla XLII se presentan los resultados del potencial de

reduccion para cada muestra evaluada.

Como se puede constatar en la tabla, los potenciales de reduccién de las muestras
evaluadas difieren significativamente de la sustancia de referencia (Vitamina C,
reconocido antioxidante) al aplicar ANOVA-1 para un 95% de confianza. El valor
encontrado para el extracto metandlico sin acetilar y los obtenidos para los flavonoides
rutina y quercetina son superiores a dicho patrén, sin embargo el resto de los
extractos, conjuntamente con los derivados acetilados de los flavonoides ensayados
arrojaron resultados significativamente inferiores, siendo el extracto hexanico el que

manifestd el menor valor de potencial de reduccion.
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Tabla XLII. Potencial de reduccion de extractos y flavonoides aislados de
P. orbicularis HBK

Muestras (1mg/mL) Potencial de reduccién (UM) £ S
Vitamina C (sustancia de referencia) 404 + 22,102
EH 43,44 £ 2,04°
EA 387,10 + 10,93°
EM 1067,18 + 25,57¢
EMAcC 103,10 * 4,75°
Rutina 467,39 + 23,30’
Rutina decaacetilada 82,30 + 3,24°
Quercetina 1559,68 + 60,05"
Quercetina pentaacetilada 90,35 + 4,39’

Leyenda: EH: extracto hexanico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metandlico;
EMACc: extracto metandlico acetilado
Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen
diferencias significativas para un 95% de confianza.
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Al hacer un andlisis de las muestras acetiladas respecto a las no acetiladas se pudo
constatar que la reaccion de acetilacion en este caso no favorecié la actividad
antioxidante con caracter reductor, lo cual demuestra una vez mas que la existencia
de grupos hidroxilos (fundamentalmente en las posiciones 3’, 4’) en la estructura de
los flavonoides evaluados, es indispensable para la actividad (Rafat y cols., 1987;
Gusdinar y cols., 2011).

V.1.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SECUESTRADORA DE RADICALES
SUPEROXIDOS

El ensayo se realiz6 solamente a los extractos hexanico, ACOEt y metandlico de la
colecta de Agosto/07. Segun se muestra en la tabla XLIII, los extractos de hexano y
AcOEt mostraron porcentajes de inhibicion de la autoxidacion del pirogalol, inferiores a
la sustancia de referencia (SOD), sin embargo los mismos estuvieron por encima del

30% lo que indica una moderada actividad antioxidante.

En el caso del extracto metandlico el resultado fue superior, incluso significativamente
diferente al obtenido para la SOD, reconocido antioxidante enzimatico secuestrador de
radicales anién superdéxido, por lo que se puede plantear que en el modelo ensayado
presenta una elevada actividad.

Entre los componentes quimicos presentes en los extractos hexanico y AcOEt se
encontraron tocoferoles los cuales segun la literatura (Akaike y cols., 2004; Schneider,
2005) presentan propiedades antioxidantes, al parecer, la concentracion de los
mismos o0 el microambiente en que se encuentran en estos extractos no fue suficiente
para demostrar tal efecto antioxidante por ambas técnicas. Es necesario tener en
consideracion que la capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la
suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de los componentes, los mismos
interactian entre si produciendo efectos sinérgicos o inhibitorios (Prior y Cao, 1999;
Robards y cols., 1999; Kuskoski y cols., 2005).
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Tabla XLIII. Actividad secuestradora de radicales superéxido de extractos
obtenidos de P. orbicularis HBK

Muestras Inhibicién de la autoxidacion del
pirogalol (%)
Blanco 0
Superdxido dismutasa (SOD) 42,3 +45%
EH 32,73+ 3,7°
EA 34,85 + 1,23°
EM 47,74 + 6,7

Leyenda: EH: extracto hexanico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metanélico
Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen
diferencias significativas para un 95% de confianza.
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En los extractos metandlicos sin acetilar, los resultados alcanzados estan en
concordancia con la composicion planteada, o sea, en ellos estan presentes
flavonoides como rutina, quercetina, kaempferol y apigenina los cuales se destacan
por sus propiedades antioxidantes, pero acetilados pierden la actividad (Rafat y cols.,
1987; Gusdinar y cols., 2011).

Es importante destacar que los antecedentes de actividad antioxidante de P.
orbicularis estan referidos solamente al extracto acuoso, donde se demuestra que el
mismo es capaz de actuar como agente protector al dafio oxidativo producido por
aminas aromdticas y el peroxido de hidrogeno en células de Salmonella
thyphimurium (Ferrer y cols., 2002), por tanto los resultados obtenidos en este
trabajo contribuyen a ampliar el conocimiento acerca de las propiedades antioxidantes

de esta especie endémica.

V.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Considerando que algunas especies de Phyllanthus como P. amarus (Kassuya y
cols., 2006), P. emblica, P. flexuosus (Calixto y cols., 1997; 1998), P. polyphyllus
(Rao y cols., 2005), P. niruri (Santos y cols., 1994), tienen referido efecto
antiiflamatorio y teniendo en cuenta que la especie objeto de estudio no contaba con
reportes en este sentido, se llevé a cabo un estudio preliminar de dicha actividad. La
evaluacion se realizé mediante el método de induccién de edema por TPA por via
topica, para lo cual se ensayaron los extractos hexanico, AcOEt, metandlico,
metandlico acetilado, de las muestras colectadas en Agosto/07 y los flavonoides
rutina, quercetina, rutina decaacetilada y quercetina pentaacetilada. Los resultados se

muestran en la tabla XLIV

De los extractos evaluados, los que presentaron mayor porcentaje de inhibicion del
edema fueron los hexanico, metandlico y metandlico acetilado con valores de 42,74,
50,00 y 59,80% respectivamente, los cuales difieren significativamente entre si y con
los valores alcanzados para la indometacina, utilizada como control positivo. De los

flavonoides ensayados, los que manifestaron mayor actividad fueron la quercetina
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Tabla XLIV. Actividad antiinflamatoria de extractos y flavonoides aislados de
P. orbicularis HBK

Muestras Dosis Inhibicion
(mg/oreja) (%)

Indometacina (control positivo) 0,36 78,76%
EH 1 42,74°
EA 1 28,40°
EM 1 50,00°
EMAC 1 59,80°
Rutina 1 24,51
Rutina decaacetilada 1 64,12°
Quercetina 1 33,73"
Quercetina pentaacetilada 1 66,80’

Leyenda: EH: extracto hexanico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metandlico;
EMACc: extracto metandlico acetilado
Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen
diferencias significativas para un 95% de confianza
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pentaacetilada y el derivado acetilado de la rutina con porcentajes de 66,80 y 64,12%

respectivamente.

Es de notar, como la reacciéon de acetilacion de alguna manera favorece la actividad
antiinflamatoria en el caso del extracto metandlico donde el valor se incrementa de 50
a 59,80%, en concordancia con el comportamiento de la rutina y su derivado donde el
porcentaje de inhibicibn aumentd sustancialmente de 24,51 a 64,12%; algo similar
ocurrid con la quercetina y la quercetina pentaacetilada (de 33,73 a 66,80%). Estos
resultados estan en correspondencia con lo planteado por Chen y cols., (2001) y
Gusdinar y cols. (2011).

La actividad antiinflamatoria de los extractos metandlicos puede deberse
probablemente a la presencia de flavonoides, pues se ha referido que muchos de ellos
pueden modular la sintesis de prostaglandinas, funcionando como inhibidores
enzimaticos. Unos pueden inhibir la enzima cicloxigenasa (COX), mientras que otros
pueden inhibir la enzima lipoxigenasa, como es el caso de la quercetina (Bauman y
cols., 1992; Gonzalez y cols., 2007) presente en dicho extracto. Los flavonoides
también pueden manifestar propiedades antiinflamatorias a través de su accion
antioxidante (capacidad de captar radicales libres) que les permite actuar contra el
dafio tisular debido a la formacion de radicales libres generados como subproductos
de las rutas cicloxigenasa y lipoxigenasa, pudiendo citar entre ellos a la rutina
(Hollman y col., 1998; Selloum y cols., 2003; Coskun y cols, 2004).

V.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Dentro de las propiedades farmacoldogicas demostradas a especies del género
Phyllanthus también se encuentra la citotoxicidad sobre diferentes lineas celulares de
cancer humano, informadas para P. amarus (Sripanidkulchai y cols., 2002; Haricumar
y cols., 2009), P. engleri (Ratnayake y cols., 2009), P. urinaria (Huang y cols., 2009);
por otra parte, se ha demostrado que los flavonoides rutina, quercetina, kaempferol y
apigenina son considerados como una nueva generacion de moléculas
anticancerigenas, debido a la dualidad de tener efecto antioxidante y actividad

apoptotica de células cancerigenas (Tany col.,, 2002; Galatiy col., 2004; Kothany
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cols., 2004; Dechsupa y cols., 2007; Jeong, 2009). Teniendo en cuenta estos
antecedentes y considerando que la especie no tiene referido estudios en este
sentido, se llevo a cabo dicha evaluacién a extractos hexanico, AcCOEt, metandlico y
metanolico acetilado de la colecta de Agosto/07 y a los flavonoides rutina, quercetina y
sus derivados acetilados aislados de la planta, mediante el ensayo de sulforrodamina
B, utilizando como control positivo la doxorrubicina. En la tabla XLV se recogen los
resultados del estudio.

Como se puede observar en la tabla, los extractos que mostraron inhibicion del
crecimiento celular en las lineas de cancer fueron el hexanico y el metandlico
acetilado, el primero fue selectivo hacia la linea de cancer de mama con un valor
mayor del 50% (56,57%), mientras que el segundo fue activo sobre glia del sistema
nervioso central, mama y pulmén con porcentajes de 100, 72,48 y 79,00%
respectivamente. De los compuestos aislados, el derivado acetilado de la rutina, la
quercetina y la quercetina pentaacetilada manifestaron los mayores porcentajes de
inhibicion, siendo activos sobre todas las lineas de cancer ensayadas, con valores
superiores al 50% y en algunos casos iguales a los del control positivo con un 100%

de inhibicién celular.

La acetilacion del extracto metandlico y de los flavonoides mayoritarios de dicho
extracto (rutina y quercetina), favorecié en gran medida la actividad citotoxica, lo cual
pudiera atribuirse a la lipofilia de las estructuras que propicia su acumulacion en las

células, inhibiendo el crecimiento de las mismas.

En estudios efectuados por Choiprasert y cols. (2010) se demostré que la rutina y la
quercetina eran activas sobre la linea celular de leucemia (K-562) y que la
esterificacion de la rutina, incrementaba notablemente la actividad citotoxica. Segun
los resultados obtenidos se puede sefialar que en el caso de la rutina la actividad
presentada sobre esta linea celular fue muy pequefia en comparaciéon con los otros
compuestos ensayados aunque se logré una cierta inhibicién, en concordancia la

quercetina si presentd alta actividad (100%). La acetilacion de dichos compuestos
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Tabla XLV. Resultados de la actividad citotoxica de extractos y flavonoides
aislados de P. orbicularis HBK

% de inhibicién del crecimiento por linea celular

Muestras Lineas celulares

U-251 PC-3  K-562 | HCT-15 @ MCF-7 SKUL

Doxorrubicina 100 100 100 100 100 100

(control positivo)

EH 20,89 23,27 | 15,05 24,84 56,57 38,43

EA 23,58 19,00 - 44,33 24,00 31,07

EM 11,18 23,54 S.A S.A 8,00 3,00
EMAC 100 - 44,54 8,11 72,48 79,00
Rutina 43,80 - 11,20 1,00 33,9 24,97
Rutina decaacetilada 100 89,30 | 87,00 100 100 100
Quercetina 95,00 62,80 100 71,80 70,90 92,90
Quercetina 100 60,90 100 100 100 100

pentaacetilada

Leyenda: EH: extracto hexanico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metandlico;
EMACc: extracto metandlico acetilado
S.A: sin actividad; -: no realizado; colon (HCT-15); mama (MCF-7); leucemia (K-562);
sistema nervioso central (U-251 Glia); prostata (PC-3) y pulmoén (SKUL)
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incrementd la citotoxicidad, siendo méas notable la diferencia entre la rutina y su

derivado acetilado.

No obstante, a los resultados obtenidos, es necesario sefalar que con este estudio
preliminar solamente se establece una relacion cualitativa entre los diferentes
compuestos evaluados, pues aunque se logr6 un efecto inhibitorio, las
concentraciones utilizadas fueron elevadas (50mM) en comparacion con las
concentraciones que se utilizan en la clinica (0,4 a 9 mM ), requiriendo de un estudio
mas profundo para determinar la concentracion minima o la concentracion efectiva

media a la cual esos productos hacen su efecto.

A pesar de que estos ensayos no determinan la utilizacién de estas sustancias como
agentes anticancerosos en la clinica, son de gran ayuda para descartar que las
mismas puedan ser empleadas en terapias contra el cancer, o bien, para continuar

con los estudios necesarios para su posible aplicacion en la clinica.

V.4. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO BIOLOGICO

Los resultados obtenidos sobre algunas evaluaciones biolégicas preliminares de P.

orbicularis HBK posibilito arribar a las siguientes consideraciones generales:

1. Se notifico para los extractos metandlicos y los flavonoides aislados, el efecto
antioxidante. Se demostré que el extracto metandlico acetilado y los
flavonoides acetilados presentan menor efecto antioxidante de caracter

reductor, aspecto éste no informado con anterioridad para la especie.

2. Se determind por primera vez, que los extractos de P. orbicularis HBK,
presentan actividad antiinflamatoria por via tépica al menos en el modelo de
induccion de edema por TPA. De los extractos evaluados los que presentaron
mayor porcentaje de inhibiciéon del edema fueron los hexanico, metandlico y
metanolico acetilado. De los flavonoides ensayados, los que manifestaron
mayor actividad fueron la quercetina pentaacetilada y el derivado acetilado de

la rutina.
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3. Se estudiaron por primera vez para la especie, de forma preliminar, las
propiedades citotoxicas en diferentes lineas de cancer humano, informadas
algunas de ellas para otras especies del género. Los extractos que mostraron
inhibicion del crecimiento celular fueron el hexanico y el metandlico acetilado, el
primero fue selectivo hacia la linea de céncer de mama, mientras que el
segundo fue activo sobre glia del sistema nervioso central, mama y pulmén. De
los compuestos aislados, el derivado acetilado de la rutina, la quercetina y la
quercetina pentaacetilada manifestaron los mayores porcentajes de inhibicion,
siendo activos sobre todas las lineas de cancer ensayadas, con valores
superiores al 50% y en algunos casos iguales a los del control positivo con un

100% de inhibicion celular.
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DISCUSION GENERAL

Los estudios farmacogndsticos conllevan a una serie de etapas que son tan amplias
en su complejidad, que deben ser abordadas por un colectivo multidisciplinario de

investigadores.

Para llevar a cabo estos estudios y en general el de una planta medicinal, diversos
autores han planteado rutas criticas de trabajo, para poder seguir un orden logico en

las investigaciones a realizar.

El primer paso es la clasificacion taxondmica de la especie, la cual en el caso que nos
ocupa, ya se encontraba clasificada y con algunas descripciones macromorfolégicas,
como lo exigen los estudios botanicos. Sin embargo, carecia de los estudios
micromorfoldgicos indispensables para la norma de control de calidad y la propuesta

de monografia farmacopeica.

Al comparar los resultados obtenidos de P. orbicularis con los de otras del género
Phyllanthus de la India, se observaron diferencias notables, fundamentalmente en el
tipo de estomas, en la forma y contorno de las células epidérmicas, en la presencia de
pelos pluricelulares en la especie cubana y ausentes en las otras, lo que ratifica que
los caracteres micromorfolégicos distinguen a una especie en particular. No solo se
realizé el estudio de los caracteres microscépicos de las hojas y los tallos, también se

dieron las caracteristicas de la droga en polvo para su correcta caracterizacion.

La composicién quimica de una planta medicinal, puede estar influenciada por una
serie de factores extrinsecos, intrinsecos y tecnolégicos que determinan en ocasiones
la presencia o ausencia de un metabolito en particular, que puede o0 no ser parte de
los constituyentes de la planta. Es por ello que hay que realizar investigaciones que
permitan conocer la influencia de estos factores, los cuales forman parte de los
estudios farmacognodsticos. En este trabajo, se evaluaron diferentes métodos de
secado, el almacenamiento en distintos envases, asi como la influencia de los
principales parametros fisico-quimicos, contenido de fenoles totales y del flavonoide

rutina en funcién de la época de recoleccion.
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Se demostré que no era conveniente secar la planta ni al sol ni a la sombra y que
solo se recomendaba el método de secado artificial para una mejor conservacion de la
droga. Por otra parte, el material vegetal secado en estufa demostré bajo las
condiciones ensayadas (estante a temperatura ambiente), ser estable por un periodo
de un afno cuando se almacenaba troceado, en latas compuestas, frascos de vidrio y
bolsas de polietileno, no recomendandose el almacenamiento en cartuchos de papel
kraft, que es una forma muy habitual de almacenar las drogas.

Se demostré que la concentracion de fenoles totales estaba en funcion de la fecha de
recoleccion y que la mayor cantidad de estos metabolitos aparecia durante los meses
de Marzo, Mayo y Agosto y era menor en el mes de Enero, lo cual estuvo en
concordancia con la concentracion de uno de los constituyentes de la planta, el
flavonoide rutina, resultado a tener en consideraciéon para una exitosa recoleccion del

material vegetal con fines terapéuticos.

Unido a estos estudios, se establecieron los parametros fisico-quimicos de calidad de
la droga cruda, los cuales estuvieron dentro de los limites establecidos en normas

internacionales para plantas medicinales (Lou-Zhi-cen, 1980; WHO 1998).

Se redactdé una propuesta de norma de control de la calidad para entregarse al
Ministerio de Salud Publica, donde se recogen las principales especificaciones para la
droga cruda de la especie. Para establecer estos parametros se consideraron los
estudios farmacognoésticos de varios lotes de material vegetal correspondientes a
diferentes épocas de recoleccidn, que incluyen las ya referidas en este trabajo y en
otros anteriores, y los limites de tolerancia determinados para cada parametro

analizado.

Importante en esta propuesta de norma el contenido de fenoles totales especificado
(minimo 1%) para lo cual se consideraron los antecedes de estudios bioldgicos,
especificamente la actividad antiviral contra los virus del herpes simple tipo 1 y 2,
donde la droga cruda utilizada para dichos ensayos presentaba un contenido de
fenoles promedio del 1%. No obstante seria conveniente en proximos estudios hacer

un monitoreo de la concentracidon de estos metabolitos en las distintas colectas en
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funcién al menos de la actividad antiviral, lo cual no fue objetivo de nuestro trabajo. Es
importante sefalar que solo se trata de una propuesta de Norma que pudiera estar
sujeta a cambios, pero lo referido en ella sienta las bases para la Monografia
Farmacopeica de la planta, validando de alguna manera su posible uso como

medicinal.

Un aspecto también importante fue el estudio fitoquimico realizado a la especie,
aplicandose para esto un método de extraccion por maceracion empleando una
bateria de disolventes de polaridad creciente (n-hexano, AcOEt y metanol), para
obtener los extractos correspondientes, los cuales fueron caracterizados

quimicamente en funcion de la época de recoleccion.

El analisis de los extractos hexanicos y de acetato de etilo permitié identificar por CG-
EM 51 componentes, siendo nueve de ellos nuevos reportes para el género
(ciclooctacosano, tocoferoles (especialmente a) , y-sitosterol, a-amirina, blumenol C,
vomifoliol, derivados del taraxastanediol y epi- y-taraxastanonol y 6,10,14-trimetil-

5,9,13-pentadecatrien-2-ona (farnesil-cetona)).

Se llevé a cabo un estudio por CLAR de los extractos metandlicos, permitiendo la
identificacion de los flavonoides rutina, quercetina y kaempferol, donde el mas
abundante entre los flavonoides ensayados fue la rutina, acompanado siempre de la
quercetina. En el fraccionamiento en columna de dichos extractos se aislaron esos
flavonoides incluyendo a la apigenina, informada por primera vez como aglicén para la
especie y el género. Todos fueron caracterizados por métodos fisicos vy
espectroscopicos (IR, RMN-"H, RMN-"3C y experimento DEPT).

El aporte esencial de este trabajo estuvo en identificar por primera vez en los
extractos apolares y metandlico, la presencia de numerosos componentes para la
especie (52) y el género (10), pudiendo realizar el estudio en diferentes épocas de
cosecha, sugiriéndose para el mes de Enero una mayor concentracion de
hidrocarburos, alcoholes, fenoles y de algunos triterpenoides, mientras que en los
restantes meses las concentraciones de flavonoides y tocoferoles en sentido general

fueron superiores, permitiendo recomendar como los meses mas apropiados para la
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recoleccion de la especie, Marzo y Agosto, los cuales concuerdan con los meses
donde se obtuvieron los mayores valores de actividad antiviral contra el virus de la

Hepatitis B en estudios efectuados por Del Barrio y cols.(2001).

A pesar de que a la especie se le atribuyen usos tradicionales solo como ornamental,
estudios preclinicos y clinicos llevados a cabo con extractos y compuestos purificados
de plantas del género Phyllanthus sustentan la mayor parte de los reportes
correspondientes al uso popular de éstas en el tratamiento de una gran variedad de
condiciones patoldgicas. En adicidn, investigaciones fitoquimicas reflejan que muchos
compuestos aislados como alcaloides, flavonoides, lignanos, fenoles y terpenos,
pueden ser los responsables del efecto farmacoldgico reportado, esto por tanto fue el
motivo de que las investigaciones sobre ella comenzaran por un conjunto de
evaluaciones biologicas, principalmente como antiviral, seguido de su estudio
antioxidante, antigenotoxico y estudios toxicoldgicos, todos referentes al extracto

acuoso.

Uno de los aspectos importantes que se tuvo en cuenta en el trabajo fue determinar si
los extractos no acuosos presentaban actividad antioxidante, lo cual se notificd para
los extractos metandlicos y los flavonoides mayoritarios aislados (rutina y quercetina).
Se demostré que el extracto metandlico acetilado y los flavonoides acetilados
presentaban un menor efecto antioxidante de caracter reductor, aspecto éste no

informado con anterioridad para la especie.

Se determind, por primera vez, que los extractos de P. orbicularis HBK, al igual que
los de otras especies de Phyllanthus, presentaban actividad antiinflamatoria por via
topica en el modelo de induccién de edema por TPA. Los extractos hexanico,
metandlico y metandlico acetilado fueron los que presentaron mayor porcentaje de
inhibicion del edema. De los flavonoides ensayados, los que manifestaron mayor
actividad fueron la quercetina pentaacetilada y el derivado acetilado de la rutina, con

valores superiores al 50%.

Se evaluaron también, por primera vez para la especie de forma preliminar, las

propiedades citotoxicas en diferentes lineas celulares de cancer humano, informadas
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algunas de ellas para otras especies del género. Los resultados obtenidos
demostraron que el extracto hexanico fue selectivo hacia la linea de cancer de mama,
mientras que el metandlico acetilado fue activo sobre glia del sistema nervioso central,
mama y pulmon. De los compuestos aislados, el derivado de la rutina, la quercetina y
la quercetina pentaacetilada manifestaron los mayores porcentajes de inhibicion,
siendo activos sobre todas las lineas de cancer ensayadas, con valores superiores al
50%, y en algunos casos iguales a los del control positivo con un 100% de inhibicién

celular.

No obstante los resultados obtenidos, que resultaron novedosos para la especie,
teniendo en cuenta que el estudio se realiz6 a los extractos, los flavonoides aislados y
los extractos y flavonoides acetilados, éstos deben de profundizarse por los
especialistas dedicados a esta tematica, ya que en este caso solo sirvieron de apoyo
para el conocimiento de la especie y para la verificacion de su posible uso como

especie medicinal.

En términos generales se puede plantear que la aplicabilidad del trabajo esta
precisamente en que se estudid una especie vegetal endémica de Cuba, lo cual es
una ventaja para su adquisicion, la misma presenta buena propagacion y resistencia,
encontrandose  fundamentalmente en suelos serpentinosos, pedregosos,
especialmente a orillas de caminos y expuestos al sol, ademas de ser un arbusto
perenne, aspecto este que hace mas factible el proceso de recoleccion. Al ser un
recurso natural, facil de recolectar y procesar no contribuye a grandes gastos

econdmicos.

Otro aspecto importante a senalar es que el trabajo caracterizé desde el punto de
vista farmacognodstico y fitoquimico a la especie, aspecto fundamental en el
establecimiento de futuras Normas de Control de la Calidad y para su registro e
introduccion como medicamento herbario, sentando las bases para el desarrollo de
formas farmacéuticas que posibiliten aprovechar a P. orbicularis HBK como una
posible alternativa en el campo de la medicina, aunque se precisan de otros estudios
que permitan avalar la efectividad terapéutica de la especie y la relacion beneficio-

riesgo.
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ANEXO 1.
PROPUESTA DE NORMA DE CONTROL DE LA CALIDAD PARA EL MATERIAL
VEGETAL DE Phyllanthus orbicularis HBK

DROGA CRUDA. ESPECIFICACIONES

Se establecen los requisitos de calidad de hojas y tallos finos desecados de

Phyllanthus orbicularis HBK.

1- Generalidades

Phyllanthus orbicularis HBK, conocida por el nombre trivial de Alegria pertenece a
la familia Phyllanthacea. Tiene demostrada farmacolégicamente actividad antiviral
contra los herpes simples tipo 1y 2, hepatitis B, asi como actividades antigenotoxica,

antimutagénica y antioxidante.

2- Requisitos para el secado de la planta
Las hojas y tallos finos una vez lavados adecuadamente con agua potable y
escurridos al aire, se secan a la estufa con recirculacion de aire a una temperatura

no mayor de 45°C durante 84 horas.

3- Requisitos de calidad

3.1. Descripcion

Macromorfologia de las hojas y tallos:

Las hojas son de color verde rojizo, cortamente pecioladas, penninervias, de
consistencia coreacea, abovada-elipticas, borde ondulado, de apide redondeado y
base acorazonada-obtusa. Para el ancho de las hojas el valor medio es de
0,71+0,01cm con limites de toleracia de 0,66-0,75 y para el largo 0,76+0,02cm con
limites de tolerancia de 0,67-0,84.

Los tallos son de consistencia lefiosa, cilindricos, de superficie externa verde rojiza,
rugosa con estrias y la superficie interna de color crema, fibrosa y con pequefas

estrias.

Micromorfologia
A nivel de vista superficial la epidermis abaxial esta conformada por células

pentagonales de tamafio variable, se evidencian abundantes estomas del tipo
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paracitico y el indice estomatico de aproximadamente 14. La epidermis adaxial no
presenta estomas y sus células son pentagonales, hexagonales y heptagonales de
tamafio variable. La seccioén transversal del limbo presenta una epidermis adaxial de
cuticula gruesa con pelos tectores pluricelulares, a continuacion se encuentra el
parénquima en empalizada constituido por células columnares alargadas muy
unidas, después se aprecia el parénquima esponjoso con células de forma y tamafio
variable con espacios intercelulares, finalmente se visualiza la epidermis abaxial de
cuticula gruesa formada por dos estratos de células y escasos pelos pluricelulares.
La nervadura de la hoja en su vista frontal es prominente, las venas primarias siguen
un recorrido curvo con ramificaciones en varios sentidos y las venas secundarias

ramificadas presentan diferentes angulos de divergencias.

En las secciones transversales del tallo la epidermis tiene una cuticula gruesa con
escasos pelos pluricelulares, se evidencia el colénquima de células pequefias muy
unidas, se observan los vasos lefiosos y gran cantidad de radios medulares que
convergen en una zona concéntrica de células esferoidales que se compactan
constituyendo la médula o corazon del tallo. En las secciones longitudinales se
evidenciaron los radios medulares y las traqueidas conformadas por células

rectangulares.

Como componentes quimicos se observa en ambos 6rganos gran cantidad de lignina
con una coloracion roja en la cuticula de la epidermis y en las células epidérmicas, el
suber de color amarillo se localiza fundamentalmente en el tejido parenquimatoso de
hojas y tallos, la celulosa y cutina de color azul se encuentran principalmente en la
cuticula de la epidermis. Se detectaron taninos y flavonoides en los tejidos

epidérmicos y parenquimatosos de ambos 6rganos vegetales.

La droga en polvo se presenta de color verde amarillenta, la evaluacion
micromorfolégica muestra fragmentos de hojas donde se destaca una fuerte
vascularizacién, se visualizan células epidérmicas, restos de traqueidas del sistema

vascular, asi como algunos pelos pluricelulares.
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3.2. Requisitos organolépticos
- Materia orgénica extrafia: no mayor del 0,1%
- Materia inorgénica extrafia: no mayor del 0,1%

3.3. Requisitos fisico-quimicos

- Contenido de humedad: no mayor del 14%

- Contenido de sustancias solubles en agua: mayor del 2%

- Contenido de sustancias solubles en etanol al 50%: mayor del 7%

- Contenido de sustancias solubles en etanol al 90%: mayor del 7%

- Cenizas totales: no mayor del 3,5%

- Cenizas solubles en agua: no mayor del 2%

- Cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10%: no mayor del 1%

- ldentificacién cualitativa de marcadores: Presencia de compuestos fendlicos,
especialmente flavonoides

-Cuantificacion de fenoles totales: minimo 1%

3.4. Requisitos microbioldgicos
- Aerobios totales: max. 10’

- Hongos: méax 10°

- Enterobacterias: max 10*

"E. coli: max 107

“Ausencia de patdgenos

4. Condiciones de entrega
Se procede segun lo establecido en la NRSP 310

5. Envase, etiquetado, embalaje y marcacion
El material vegetal previamente fragmentado se puede envasar en bolsas de
polietileno, latas compuestas o frascos de vidrio de color ambar.

Para el resto de las indicaciones se procede segun lo establecido en la NRSP 310

6. Inspeccidn
Se procede segun lo establecido en la NRSP 310
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6.1. Orden de los métodos de ensayos

- Comprobacién de los requisitos macromorfolégicos

- Determinacién de los requisitos micromorfolégicos

- Determinacion de los requisitos organolépticos

- Determinacion de contaminacion microbiana

- Determinacion de humedad (Método azeotrdpico)

- Determinacién de sustancias solubles en agua (maceracion con agitaciéon en
zaranda)

- Determinacion de sustancias solubles en etanol al 50% (maceracion con agitacion
en zaranda)

- Determinacién de sustancias solubles en etanol al 90% (maceracién con agitacion
en zaranda)

- Determinacion del contenido de cenizas totales

- Determinacion del contenido de cenizas solubles en agua

- Determinacién del contenido de cenizas insolubles en HCl al 10%

- Determinacién cualitativa de fenoles (FeCls) y flavonoides (ensayo de Shinoda)

- Determinacion cuantitativa de fenoles totales (por espectrofotometria UV)

7. Métodos de ensayo

Para la determinacion de los requisitos organolépticos y fisico-quimicos se procede
segun la NRSP 309.

Para el control microbiolégico se procede segun la metodologia establecida por el
CIDEM (1992) y la WHO (1998).

8. Transportacion, manipulacién, almacenamiento y conservacion

Se procede segun lo establecido en la NRSP 310

9. Garantia del productor
El producto se garantiza por un plazo de 12 meses a partir de la fecha de procesado,

cumpliendo los requisitos que se establecen en la presente propuesta de norma.
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Anexo 2.
Cromatogramas obtenidos por CLAR en la determinacion cualitativa del
flavonoide rutina
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Anexo 2.4. Cromatograma de la determinacion cualitativa de rutina en la
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ANEXO 3. Espectros de masas de los compuestos identificados en el extracto
hexanico de Marzo/07
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Anexo 3.3. Espectro de masas del
9-octadecenol
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Anexo 3.10. Espectro de masas del
derivado del taraxastanediol
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ANEXO 4. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en los

extractos hexanicos de Agosto/07 y Octubre/07
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ANEXO 5. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el
extracto hexanico de Enero/08
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ANEXO 6. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el

extracto AcOEt de Marzo/07
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Anexo 6.1. Espectro de masas de Anexo 6.2. Espectro de masas del
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Anexo 6.3. Espectro de masas de la a-amirina
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ANEXO 7. Espectros

AcOEt de Agosto/07

de masas de algunos compuestos identificados en el extracto
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Anexo 7.3. Espectros de masas del sitosterol

A: Espectro de masas del y-sitosterol identificado en la muestra (Extracto de AcOEt de
Agosto/07); B: Espectro de masas del patrén de y-sitosterol; C: Espectro de masas del
y-sitosterol de la base de datos del equipo; D: Espectro de masas del 3-sitosterol de la base

de datos del equipo
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ANEXO 8. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el
extracto AcOEt de Octubre/07
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Anexo 8.1. Espectro de masas del
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Anexo 8.2. Espectro de masas del
acido 4-oxazolecarboxilico-4,5-dihidro-
2-fenil-1-metil etil éster

Anexo 8.3. Espectro de masas del
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Anexo 8.4. Espectro de masas del
oleato metilo
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Anexo 8.5. Espectro de masas del
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ANEXO 9. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el
extracto AcOEt de Enero/08
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Anexo 9.3. Espectro de masas de la
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Anexo 9.4. Espectro de masas del
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Anexo 9.6. Espectro de masas del blumenol C
A: Ofrecido por la base de datos del equipo, B: Sugerido para el extracto hexanico
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Anexo 9.7. Espectro de masas del
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Anexo 10. Cromatogramas y espectros UV de los patrones ensayados en el
analisis por CLAR
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Anexo 10.1. Cromatograma de la rutinay su espectro UV
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Anexo 10.2. Cromatograma de la quercetinay su espectro UV
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Anexo 10.3. Cromatograma y espectro UV del Kaempferol




ANEXOS

Anexo 11. Espectro IR del compuesto 1

Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Anexo 13. Espectro RMN-'3C del compuesto 1
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Anexo 15. Espectro IR de los compuestos 2y 4

Institluto de Quimica, UNAM Laboratono de Espectroscopia
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Anexo 16. Espectro RMN-'Hde los compuestos 2 y 4
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Anexo 17. Espectro RMN-'3C de los compuestos 2y 4
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Anexo 19. Espectro IR de los compuestos 3y 6
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Anexo 21. Espectro RMN-'3C de los compuestos 3y 6
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Anexo 23. Espectro RMN-"H del compuesto 5

Ilostltuts da Quimléa. CEAM (M. .RLGS])
Ora-f-Farrn/¥-dutlecres

Clavel BT

No-reglEcesi %0

ErFparimeccol Uidragsno

Timslvente: DM
VaurlenDn ity -1 008 |3

ig ig z
- - -
-
3 .
3 7
il
- 5
T St -
- w
I
= - l
Pom 10.8 ppm .45 6,30 Dpm !
|
] | | |
i
| | {
1 | !
e, ; o e o E— it it Mo
113 12 11 10 L] a 7 ] 5 4 3 F 4 1
a.Ta a.11 i.0% i6.34
144 .30 Wi
13
Anexo 24. Espectro RMN-""C del compuesto 5
Tnebitubg de Guimica. UNAE. (M. Kical |‘\
Fxa-E-Farce/ T-Huklarras
Clmiom: SEX
Seogpuglarrcr 30
Experimantos G131 |
pifolvenkas DHRED I
variesOnl ey -3 dxlx D]
=ua-x1-31910 |
|
. |
i |
T |
|2
E -4 [ ] 5: \l
$2d = 8
. s | z
E 3 E g i
g | g

FLESL ]

|
" || |
| |
et wmmw)whwwlwaﬁwwmmwwww WW ‘Wﬂ“*‘ﬁfﬁ

189 16



ANEXOS

Anexo 25. Experimento DEPT del compuesto 5
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Anexo 26. Espectro IR de los compuestos 7y 9

Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Anexo 28. Espectro RMN-'3C de los compuestos 7y 9

Trailtubs de Juimics. TSN LH. Micsl
Ora-M-Farcw/¥-Oetlarcax

Clawas EAG

Ho-rerlebro) £3

e L wDn LT 8, 380 (3}

16T 3D

ELEREE]
LT T8
T TR

156,078
1ML
L34

26E, 300
40,410

1300435

La4.478

— 170, 03%

ee——— -

(Y

EHUB L]

b P

~ 131,780

113,821

EEEREL)

113.909
1oW. T

S ——

21.

= di
FHALLT ]

21.

20.8 prm

0T

2E AT

(11 | ! . ¥
WLWW.J%WWH#MWWWJN agtniragt Stk A A g B

180 160 140

3o

-1

L L]

L4

Anexo 29. Experimento DEPT de los compuestos 7y 9

Inaticuto de Quimica. UHAM (#. Eica)
Dia-H-Parra/¥-Sutisrrasz
Clava: BAZ

Mo-Ragistes: 43
Ewparimants-DEPT
Variantonlty73.43-MHe (D)

138,414
136,380
133,813

113.800

108,547

20 PIEm

21,147
11.016
20,637
20.477

.69

WMot e AN e i A Y s g

| |
A RIS

160 150 140 130

120

110

100

20

BO

70

&0

50

40

30

T >»ﬁ,ﬁ-{**.?r.wiﬁ"ﬂwmmwﬁ“q»ﬁw.=~‘#u'-w"#'r’r‘1n!m-v-“.Wf***‘:’-‘a;%‘a“-\‘ﬂwm'%w‘*ﬂ'fa*&'l‘ﬁ*-fﬂ{f*

0 ppm



ANEXOS

Labaoralorio de Espectroscopia

Instituto de Quimica, UMAM

Anexo 30. Espectro IR de los compuestos 8y 10
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Anexo 32. Espectro RMN-'3C de los compuestos 8y 10

Instituto da Quimica. UNAM (H. Rios)
Dr-M-Martines/¥-Gutierresz

Clawe: SAR

NHo-registro: 144

Experimentor €13

pisclvente: CDCLI

VariantUnity=-7%. M8 (D}

|
no
= a 5
4 =%
. =
-
AR
A mow
= -
| 3 o
E] o o
- - P oA
Zw
Wt
= 3]
n Mo
] -
=
-

150.188

153,561
144.099

156.613
154,632
123.437

141.757
136.917
134.668
99.565
—97.7T4

113.405

108.591

——137.201
—17.178

~—128.370
oo a1.880

115.080

180 160 140 120 100 80 60 40 20

Espectro RMN-'3C

Institute da guimica. THAM (H. Riocal
Dr-M-Martinez /Y-Cutiearces

Chewe: SRR

Ho-registro: 144

Expeximantas ©L3

Disolwvente: CDCL3
wvarianUnity-75.4MH= (D}

o
2 -
pe) ]
= - 4-l=
- o’ ]
-]
= - 5
-
-]
= T Tl s ot
= - =2 -
3 - ]
- - - w
= e - -
=] -
- b - e
= = = =
- i
o= - M w = = ]
- s ] L - =3 i~ o
= = B A . = = = =
- v
= 5 | = s - -~ =%
— T - o
e
I £l
-

171.924
e

’ || .i ! | | |
| W 1| |
'1 A B A' |

..';.5 } AN l_n_-,..-.lff ww “WM"‘;;—J l_ﬂhﬁ*ﬁfﬂhq(

- i
1#1 5 '170L 18s.5 168.5

Ampliacion de 65-73ppm y de 167-172ppm



ANEXOS

Anexo 33
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