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RESUMEN

El presente trabajo comprende el analisis por cromatografia liquida de alta
resolucidn de flavonoides presentes en una fraccion butandlica activa frente al virus
del herpes simple tipo 1, la cual fue obtenida tras un proceso de extraccion y
fraccionamiento realizado a la especie Phyllanthus orbicularis HBK. Segun los
resultados del estudio se puede sugerir por medio de la comparacion de los tiempos
de retencidn y espectros ultravioletas de los diferentes picos mostrados con el de
los patrones ensayados, la presencia de rutina, quercetina y kaempferol en dicha
fraccion.

Palabras clave: Phyllanthus orbicularis HBK, flavonoides, cromatografia liquida de
alta resolucién.

ABSTRACT

Present paper includes the analysis of high performance liquid chromatography of
flavonoids present in an active butanol fraction versus type lobtained after
extraction and fractionation process performed in HBK Phyllanthus orbicularis
species. According to study results it is possible to suggest by comparison of
retention times and ultraviolet spectra of different peaks showed and assayed
patterns, the rutin, quercetin and kaempferol presence in such fraction.

Key words: Phyllanthus orbicularis HBK, flavonoids, high performance liquid
chromatography.
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INTRODUCCION

En Cuba, mas de 60 especies de Phyllanthus han sido reportadas como endémicas,’
entre ellas, la especie objeto de estudio Phyllanthus orbicularis HBK, conocida
vulgarmente con el nombre de alegria y que presenta grandes perspectivas desde
el punto de vista terapéutico pues ha demostrado tener en estudios in vitro,
actividad antiviral contra los virus de la hepatitis B, el herpes simple tipo 2, el
herpes bovino tipo 1.% cualidades antigenotdxica, antimutagénica y antioxidante.>*
También se pueden referir los resultados contra el herpes simple tipo 1 de
fracciones butandlica y acético/acuosa obtenidas de la planta con muy buena
actividad y su posible accién sobre los pasos tempranos del ciclo replicativo de
dicho virus,® destacando ademas los estudios "in vitro" contra el mismo virus a
extractos acuosos de la planta.®

Con el propésito de conocer algunos componentes quimicos de la fraccidn
butandlica obtenida, la especie se encaminé el trabajo hacia el estudio de
flavonoides por cromatografia liquida de alta resolucion.

METODOS

Para el estudio se utilizd como material vegetal la especie Phyllanthus orbicularis
HBK, colectada en la Cajalbana, provincia de Pinar del Rio y herborizada en el
Jardin Botanico Nacional con niumero de herbario 7-220 HAJB, de esta solo se
emplearon las hojas y tallos finos.

La droga cruda se sometié a un proceso de extraccidn y fraccionamiento con una
bateria de disolventes de polaridad creciente (éter dietilico, cloroformo y butanol),
para obtener las correspondientes fracciones etérea, cloroférmica y butandlica,
siendo esta Ultima motivo del estudio.

Una porcién de la fraccién butandlica fue solubilizada en metanol y filtrada a través
de membrana hidrofilica de fluoruro de polivilideno (Millipore 0,45 pm; 13 mm);
posteriormente fue analizada por cromatografia liquida de alta resolucion en un
cromatdgrafo Waters Allianse modelo 2690 con inyector automatico, detector de
fotodiodo, registrador Empower Software, utilizando una columna de acero
inoxidable Nova Pak con silica octadecilsilanizada (3,0 x 150,0 mm, DI), con 4 ym
de tamafio de particula acoplada a una pre-columna 10 x 4 mm, Bondapack Waters
(37-55 ym de tamano de particula). La fase movil estuvo constituida por dos
sistemas de disolvente: agua:acido trifluoracético (100:0,1) y acetonitrilo:acido
trifluoracético (100:0,1) con un flujo de 0,6 mL/min y gradiente lineal. El volumen
de inyeccion fue de 6 pL.

Fueron inyectados patrones de flavonoides: rutina, quercetina y kaempferol.
Para la identificacién de los picos obtenidos en la fraccion se compard el tiempo de
retencidn de estos y espectro ultravioleta visible (UV/visible) con el de los patrones

ensayados, y para confirmacién de los picos se realizé una coeinyeccién de la
muestra con los patrones que dieron positiva su presencia en la fraccion.

RESULTADOS
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En la prueba de deteccién cualitativa por cromatografia liquida de alta resolucion se
inyectaron primeramente los estandares con el proposito de establecer los tiempos
de retencion. En las figuras 1, 2 y 3 se visualizan los cromatogramas y espectros
UV obtenidos para la rutina, quercetina y kaempferol por ser los compuestos
identificados en la fraccién. Los tiempos de retencion establecidos fueron de 21,14,
27,43 y 31,09 min respectivamente; los espectros UV de estos mostraron maximos
de absorcién a 256 y 356 nm para la rutina, 256 y 369 nm para la quercetina y 266
y 364 nm para el kaempferol.
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Fig. 1. Cromatograma obtenido para el patrdn de rutina y su espectro UV,
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Fig. 2. Cromatograma obtenido para el patrén de quercetina y su espectro UV.
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Fig. 3. Cromatograma obtenido para el patrdn de kaempferol con su espectro UV.

Como resultado del estudio de la fraccién butandlica se pudo constatar la presencia
de rutina, quercetina y kaempferol; la figura 4 muestra los flavonoides que
pudieron ser identificados con sus tiempos de retencidn y espectros UV de los picos.
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Fig. 4. Cromatograma obtenido para la fraccion butandlica y espectro UV de los picos.

Para corroborar la presencia de dichos compuestos en la fraccion se efectud una
coinyeccion de esta con los estandares, evidenciandose un incremento en los
valores de areas segln se aprecia en la tabla.

DISCUSION

La cromatografia liquida de alta resolucién ha tenido una creciente difusiéon y hoy
en dia representa una de las herramientas mas empleadas en los laboratorios
analiticos modernos, ya sea dedicado al analisis de productos farmacéuticos,
biomoleculares, polimeros y muchos compuestos organicos e idnicos. Esta técnica
separativa ha sido empleada ultimamente en el analisis de flavonoides brindando
resultados satisfactorios. En esta se emplean columnas de fase reversa y variadas
fases méviles que abarcan diferentes polaridades y sistemas tanto isocraticos como
de gradiente, asi como diferentes longitudes de onda para la deteccion.

El analisis por cromatografia liquida de alta resolucidn se realiz6é con el objetivo de
identificar cualitativamente flavonoides, por ser metabolitos secundarios con accién
farmacoldgica intensa, entre ellas la actividad antiviral, considerando ademas los
antecedentes quimicos desde otras especies de Phyllanthus.”®

Por su parte el estudio fue dirigido hacia la fraccion butandlica por tener esta una
marcada actividad antiviral in vitro frente al virus del herpes simples tipo 1.’
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Al inyectar la fraccion butandlica se pudo constatar la presencia de rutina (tr=
21,47 min), quercetina (27,71 min) y kaempferol (31,11 min), asi mismo se
observaron espectros UV con los mismos maximos de absorcion que los patrones
ensayados. Muchos flavonoides, especialmente flavonas y flavonoles, exhiben 2
bandas de absorcion en la region del UV/visible; la banda I representativa del anillo
A de estos compuestos aparece en un rango de los 320 a 385 nm y la banda II
correspondiente al anillo B ente los 250 y 285 nm,%!! todo lo cual esta en
correspondencia con los resultados obtenidos para cada uno de los compuestos
identificados.

Para corroborar la presencia de dichos compuestos en la fraccidén se efectud una
coinyeccién de la fraccion con los estandares, evidenciandose un incremento en los
valores de areas, segln se aprecia en la tabla.

En conclusién, el método de cromatografia liquida de alta resolucion desarrollado
bajo las condiciones ensayadas proporcion6 una separacion adecuada de los
componentes en la fraccidon butandlica obtenida de la especie Phyllanthus
orbicularis HBK, pudiendo sugerir por medio de la comparacion de los tiempos de
retencién y espectro UV de los estandares utilizados, |la presencia de rutina,
quercetina y kaemferol.
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