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RESUMEN

Se realizé un estudio farmacognéstico y fitoquimico preliminaPlglanthus
orbicularis HBK, donde se determinaron inicialmente las caracteristicas
macromorfolégicas y micromorfolégicas de las hojas y tallos de la especie. Se estandarizé
la droga cruda, cuyos valores promedio obtenidos se encontraban dentro del rango
permisible, cuando los comparamos con los de drogas oficiales. Se determiné la
composicion quimica general de la droga mediante ensayos de tamizaje fitoquimico, y
se detectd la presencia de flavonoides, alcaloides, coumarinas, saponinas, aminoacidos,
antocianidinas, mucilagos, triterpenos y/o esteroides, sustancias reductoras, taninos
pirocatecélicos, principios amargos y astringentes, glicésidos y quinonas. También se
cuantificaron algunos de estos metabolitos. Se procedio finalmente, a la extraccion y
fraccionamiento de flavonoides, obteniéndose fracciones muy simples con la presencia
de dichos compuestos; ademas, se detecta rutina y quercetina, asi como 2 compuestos
cromatograficamente puros, que segun los analisis efectuados se sospecha que sean
flavonoides.

Descriptores DeCSLANTAS MEDICINALES; TALLOS DE PLANTAS; HOJAS
DE PLANTAS.

Cuba, cuyos planes de salud abarcan lasque permite su explotacion racional, con el
mas reconditas zonas del pais, posee unaobjetivo de detectar la presencia y abundan-
valiosa tradicion en la utilizacién de las cia de principios activos en diversos campos
plantas medicinales y una flora muy diversa industriales o de aplicacion en la medicina.

' Master en Tecnologia y Control de Medicamentos. Licenciada en Ciencias Farmacéuticas. Aspirante
a Investigadora.

2 Doctora en Ciencias Quimicas. Profesora Titular.

3 Master en Ciencias. Licenciada en Ciencias Biolégicas. Profesora Titular.

“Licenciado en Ciencias Farmacéuticas. Reserva Cientifica.

5 Técnico en Quimica Industrial.



Dentro de esta riqueza floristica y Para las hojas se tuvo en cuenta forma
medicinal del pais, se destaca la presenciadel limbo, borde, apice, base, peciolo,
de numerosas especies, algunas de ellasvenacion, consistencia y color. También
introducidas, pero que se han adaptado ase les efectuaron mediciones de largo y
nuestro ecosistema, y otras, de caracterancho. En el estudio macromorfolégico de
endémico, como es el casoPleyllanthus los tallos se determind la consistencia,
orbicularis HBK, que constituye otro  forma de la pieza, superficie externa,
valioso recurso medicinal del cual se superficie interna y color de la superficie
conoce muy poco. Es por ello que nos interna.
dimos a la tarea de realizar un estudio En el estudio micromorfologico de
farmacognostico y fitoquimico preliminar  hojas y tallos de la especie se realizaron
que comprendiera los objetivos cortes transversales, a los cuales se les
especificos siguientes: estudio macro- gphservaron los caracteres anatémicos
morfologico y micromorfologico de las  internos, asi como algunos componentes
hojas y tallos dePhyllanthus orbicularis  quimicos como el stber, lignina y celulosa,
HBK; estandarizacion de la droga crudade mediante la técnica de tincion triple

la misma especie, teniendo en cuenta 10S gescrita porDurand! Se empleé para el
parametros fisico-quimicos de control de gn3jisis un microscopio.
la calidad; determinacion de la En la estandarizacién de la droga cruda

composicion quimica general de la droga. e geterminaron los parametros de calidad
mediante técnicas de tamizaje fitoquimico, que reporta la Norma Ramal de Salud
y cuantificaciéon de algunos metabolitos Pablica 309° materia organica e

presentes en ella con posible accion j,,oanica extrafia (%); humedad residual

antiviral; extraccion y fraccionamiento de (%) por el método azeotropico; sustancias

uno de los mgtabolltos presgntes en la solubles en agua, etanol al 30, 50 y 80 %

dro_gg (flavonoides), con posible accion (%); cenizas totales (%), cenizas solubles

antiviral. en agua (%) y cenizas insolubles en acido
clorhidrico al 10 %.

' Los ensayos de tamizaje fitoquimico
METODOS se le realizaron a la droga cruda de
Phyllanthus orbicularisHBK segun el
procedimiento descrito en la Guia
Metodolégica para la Investigacion
Fitoquimica en Plantas Medicinales del
MINSAP, 1995.

Se cuantificdé taninos mediante el
método espectrofotométrico del tungsto-
-fosférico-molibdico (Miranda M. Manual

La especie vegetal utilizada fue
Phyllanthus orbicularisHBK, que fue
recolectada en la provincia de Pinar del
Rio, en la zona conocida como Cajalbana,
en agosto de 1997. De las colectas
realizadas solo se emplearon hojas y tallos
finos, los cuales fueron secados en estufa
a 40 °C durante 72 h, con recirculacion de L . pay
aire; posteriormente se molinaron en un de préacticas de laboratorio de analisis

molino de aspa de 8 pulgadas, marca farmacognostico. 1992). Para la
Christy & Norris LTD, con malla 2 mm. determinacion cuantitativa de flavonoides

El estudio macromorfolégico de totales se empled un método espectro-
hojas y tallos de la especie se realizé a fotomeétrico descrito porMendez G

simple vista y con ayuda de un micros- (Estudio farmacognastico y fitoquimico de
copio. Cymbopogon citratu¢DC) stapf y sus
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extractos. 1996). La concentraciéon de FB, a los cuales se les determiné el
alcaloides totales se determind por un punto de fusién para tener idea de su
método volumétrico descrito por pureza.

Miranda M (Manual de practicas de Todos los resultados se analizaron
laboratorio de anélisis farmacogndéstico. estadisticamente segun el programa
1992). estadistico ESTATISTIC y ANOVA 1 para

Al extracto obtenido por el método de comparar valores medios. También se
maceracion durante 14 d, para lo cual se determiné la desviacién estandar y el
empledé como menstruo etanol al 80 % coeficiente de variacion, asi como los
(para su posterior fraccionamiento de intervalos de confianza.
flavonoides) se le determind los
parametros fisico-quimicos de control de
la calidad que describe la Norma Ramal de RESULTADOS
Salud Publica 312: caracteristicas

organolépticas olor y color, pH; sdlidos En el estudio macromofolégico de
totales (%); indice de refraccion y phyllanthus orbicularis HBK se
densidad relativa. determind inicialmente las caracteristicas
En la extraccion y fraccionamiento de  gnatémicas externas de las hojas, donde se
flavonoides a partir de la droga cruda de gpservé que éstas tenian una forma de
Phy”anthus orbicularisHBK se utilizd limbo abovada_e”ptica; borde ondulado-
el procedimiento descrito en la figura. En aserrado: apice redondeado; base
este estudio, el extracto hidroalcoholico z¢orazonada-obtusa: peciolo corto;
total (EHT), la fraccion etérea (FE), la yenacién penninervia; consistencia
hidroalcohdlica (FH), que se separé en coréacea y color verde rojizo, mas oscuro
columna cromatografica de celulosa para por el haz que por el envés. Al realizar las
obtener después del paso sucesivo de lasmediciones obtuvimos un valor medio de
fases maviles cloroformo, butanol, acido g 90 ¢m de largo y 0,83 cm de ancho. Por
acético/agua (15:85) y agua, las fracciones gy parte, el tallo mostré una consistencia
cloroférmica (FC), butandlica (FB), |efiosa, forma cilindrica, superficie externa
acetico/agua (FAA) y acuosa (FA), se rygosa de color rojiza verdosa y superficie

analizaron mediante cromatografia en capainterna de color crema claro con pequefias
delgada, con la utilizacion de celulosa estrias.

microgranular CC-41 y como fase movil En el estudio micromofolégico se
n-butanol-acido acético-agua (BAW) pudo visualizar en las secciones

(4:1:5). Para el revelado de las transversales de la hoja la presencia de una
cromatoplacas se realizé un analisis a la epidermis superior e inferior con escasos
luz visible antes y después de exponer el pe|os pluricelulares. En la epidermis
cromatograma a los vapores de NH  syperior se apreci6 una zona bien
analisis a la luz UV (366 nm) antes y diferenciada de células muy agrupadas y
después de exponer el cromatograma a 10salargadas correspondientes al colénquima.
vapores de NE analisis después de Se observo perfectamente el parénquima
asperjar con solucion metandlica al 5 % lagunar con abundantes espacios
de AICL, primero al visible y después con intercelulares, y los haces conductores
luz UV (366 nm). Finalmente se aislaron xilema y floema dispuestos centralmente
2 productos, uno a partir de FE y otro de formando paquetes.
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DROGA CRUDA

<— Etanol al 80 %

Maceracion 14 d

Extracto hidroalcohdlico total (EHT)
Filtrar

Concentrar bajo presion reducida
«— Eteretilico

Fraccion etérea (FE) Fraccion hidroalcohdlica (FH)

Separacién en columna cromatogréfica
(celulosa)
| <— Cloroformo

Fraccion cloroférmica (FC) Residuo
<— n-butanol
Fraccién butandlica (FB) Residuo
<— Acido acético/agua
Fraccién acético/agua (FAA) Residuo

<+— Agua

Fraccion acuosa (FA)

FIG. Propuesta para la extraccion y fraccionamiento de flavonoides a partir de la droga cruda de Phyllanthus
orbicularis HBK.

En el tallo se destacé la presencia de xilema y floema dispuestos centralmente
una epidermis de cuticula gruesa con pelos formando anillos de células muy unidas.
pluricelulares, a continuacién se evidencié También se pudo observar en ambos
un anillo de varios estratos de células érganos, la presencia de lignina con un
reforzadas correspondientes al color rojo, dispuesta en zonas y campos
colénquima; mas al centro, un grupo de muy visibles, el suber de color amarillo,
células mas grandes con abundanteslocalizado fundamentalmente en el tejido
espacios intercelulares pertenecientes al parenquimatoso, y la celulosa de color

parénquima, y los haces conductores azul.
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En la estandarizacion de la droga cruda valor de Rf con las 5 primeras manchas de
se determinaron los indices numéricos EHT. Por su parte, la fraccion FE mostro
que se muestran en la tabla, los cuales nos2 manchas que coincidieron con las dos
dan idea de la calidad del producto con que (ltimas de EHT y de ella se aisl6 un
estamos trabajando. producto de color amarillo verdoso que

Al efectuar los ensayos de tamizaje corrig con el frente del solvente. La

fitoquimico se detect6 la presencia de fraccion FC mostré visiblemente 2 man-
flavonoides, alcaloides, coumarinas, .nas: carmelita oscuro de Rf=0,13 y

saponinas, aminoacidos, antocianidinas, 5 ,marilla carmelitosa de Rf=0.22. En la
mucilagos, triterpenos y/o esteroides, fraccion FB se obtuvieron 3 manchas:

igﬁ’éﬁgcﬁfné??ggfr;?r’ ctgn”;c;‘:’riﬁlrggf:se' carmelita de Rf=0,36; amarilla de Rf=0,63 y
P P gosy 9 ' carmelita amarillenta de Rf=0,75; de esta

licosidos uinonas. En el proceso de g s
g ya b fraccion se aislé otro producto de color

cuantificacion de los compuestos con carmelita con Rf=0,36. Tanto la fraccion
posible accién antiviral se obtuvo una R

concentracién de 11,03 (+ 0,150) % de EAA corr1nodla ;;A_c;nffsstdraronl al V'S'bll(_et
taninos, 4,75 (+ 0,103) % de flavonoides mancha de RI=0, € color carmelita

totales expresados como quercetinay 4,05 claro, lo lcual par(.af:e |fnd|car, temedndo len
(+ 0,122) % de alcaloides totales. cuenta la reaccién frente a todas las

El extracto obtenido de la droga cruda condiciones de revelado, que se trata de

de Phyllanthus orbicularisiBK presenty UM Mismo producto.

una pigmentacion de color pardo oscuroy . Tamtblentse angllzartpn cromatogira-
un olor caracteristico, un pH de 5,20 Icamente patrones de rutina y querceting,

(+ 0,016); los sélidos totales brindaron un détectandose la presencia del primero en

valor de 6,48 (+ 0,010) %; la densidad la frappmn FB y del segundo patrén en la

relativa fue de 0,891 (+ 0,015) y el indice fraccion FE. _

de refraccién de 1,367 (+ 0,013). A los 2 productos aislados, para
Con respecto al andlisis determinar su pureza, se _Igs determiné el

cromatografico efectuado al extracto Punto de fusién, obteniéndose como

hidroalcohélico total (EHT) y a las resultado_un grgdo de pureza adecugsﬂo,

diferentes fracciones (FH, FE, FC, FB, Pues la diferencia en el rango de fusion

FAA y FA), es necesario sefialar que éstas debe ser de 0 a 2 °C, lo cual corresponde

reaccionaron positivamente frente a COn la experiencia realizada, o sea,

reveladores clasicos para flavonoides, asi 237239 °C para el producto aislado de

como a la reaccion de Shinoda que también FE y 350-351 °C para el aislado de FB.

es especifica para dichos compuestos. El

EHT mostré a simple vista 7 manchas: ;

carmelita oscuro de Rf=0,16; amarilla DISCUSION

carmelitosa intensa de Rf =0,30; carmelita

con Rf= 0,46; amarilla de Rf = 0,63; En cuanto a las caracteristicas

carmelita amarillenta con Rf=0,76; macromorfoldgicas de las hojas y tallos

amarilla con Rf=0,86 y amarilla verdosa de Phyllanthus orbicularisHBK, es

intensa que corrié con el frente del necesario destacar que se correspondieron

solvente. La fraccion FH mostré 5 man- con las monografias que sobre la planta se

chas, las cuales coincidieron en color y describen en los compendios oficiales.
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Al analizar los resultados de la nos permite llegar a las consideraciones
estandarizacion de la droga cruda (tabla), siguientes:
se comprobd que ésta tiene un grado de Las caracteristicas macromorfol6-
pureza adecuado, pues los valores de gicas determinadas a las hojas y tallos de
materia organica e inorganica extrafia, asi Phyllanthus orbicularisHBK no difieren
como los de cenizas, tienen valores muy de la informacion reportada por la
bajos; el contenido de humedad residual literatura.
se encuentra dentro de los limites En la determinacion de los
establecidos para otras drogas (8-14 %). parametros fisico-quimicos de control de
Al analizar los resultados de sustancias la calidad de la droga cruda®eyllanthus
solubles en agua, etanol al 30, 50 y 80 %, orbicularis HBK se comprobo6 que los
podemos sefialar que existe mayor valores medios obtenidos estaban dentro
cantidad de componentes de polaridad de los limites generales admitidos para
intermedia que de alta polaridad. Todos los drogas oficiales.
valores medios de los indices numéricos Segln las técnicas de tamizaje
determinados se compararon con los de fitoquimico, se sugiere para la droga cruda
drogas oficiales de las cuales si existen de dicha especie la presencia de
referencias y se observo que los flavonoides, alcaloides, coumarinas,
parametros estaban dentro de los limites. saponinas, aminoacidos, antocianidinas,
En el estudio quimico de la especie mucilagos, triterpenos y/o esteroides,
se decidi6 cuantificar taninos, flavonoides sustancias reductoras, taninos pirocate-
totales expresados como quercetina y colicos, principios amargos y astringentes,
alcaloides totales, por ser metabolitos glicdsidos y quinonas.
secundarios que se encuentran amplia- Teniendo en cuenta los métodos de
mente distribuidos en el reino vegetal con cuantificacién empleados para conocer la
multiples propiedades farmacolégicas, concentracion de algunos metabolitos con
entre ellas, la accion antiviral en la cual posible accion antiviral, se sugiere para la
Nos apoyamos para realizar este trabajo. droga cruda, la presencia del 11,03 % de
Los resultados obtenidos mediante el taninos, el 4,75 % de flavonoides totales
sistema de extraccion y fraccionamiento expresados como quercetina y el 4,05 %
demuestran bajo las condiciones de alcaloides totales.
ensayadas, la existencia de flavonoides en El esquema propuesto para la
la droga cruda, ya que se logra remover extraccién y fraccionamiento de
éstos de la droga a las diferentes flavonoides en la droga brindé resultados
fracciones, que segun los colores y valores satisfactorios, pues se obtuvieron
de Rf de las manchas se puede plantear qudracciones muy simples en las cuales
presentan diferente composicién, demos- estaban presentes dichos compuestos;
trAndose ademas, un comportamiento ademas, se detect6 la presencia de rutina
cromatografico tipico en presencia de y quercetina, asi como 2 compuestos
reveladores clasicos para estos compuestoscromatograficamente puros que segun los
De manera general, el estudio analisis efectuados se sospecha sean
farmacogndéstico y fitoquimico preliminar  flavonoides.
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TABLA. Parametros de calidad determinados a la droga cruda de Phyllanthus

orbicularis HBK

Parametros

Resultados (%)

Materia orgéanica extrana

0,09 (= 0,016)

Materia inorganica extrana 0,10 (= 0,020)
Humedad residual 12,25 (+ 0,019)
Sustancias solubles en agua 5,71 (x 0,023)
Sustancias solubles en EtOH al 30 % 7,27 (= 0,033)
Sustancias solubles en EtOH al 50 % 9,03 ( = 0,020)
Sustancias solubles en EtOH al 80 % 9,01 (+ 0,013)
Cenizas totales 2,82 (x 0,019)
Cenizas solubles en agua 1,01 (= 0,015)
Cenizas insolubles en HCI al 10 % 0,56 (+ 0,017)

SUMMARY

We performed a preliminary pharmacognosic and phytochemical study of Phyllanthus
orbicularis HBK where the macro- and micromorphologic features of stems and leaves
of this plant were inicially determined. We standardized the raw drug whose average
values were tithin the allowable range if compared to those of the official drugs. Through
phytochemical sieving tests, we determined the general chemical composition of this
drug in which the presence of flavonoids, alkaloids, coumarins, saponins, aminoacids,
anthocyanidins, mucilages, triterpenes and or steroids, reducing substances,
pyrocathecolic tannins, bitter and astringent principle, glycosides and quinones. Also
some of these metabolites were quantified. Finally, we carried out the extraction and
fractioning of flavonoids into very simple fractions having these compounds. Also
rutine and quercentin were detected together with two chromatographically pure
compounds which, according to the tests applied, are suspected to be flavonoids.

Subject heading®LANTS, MEDICINAL; PLANT STEM; PLANT LEAVES.
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