Revista Cubana de Farmacia 2011;45(3):405-413

PRODUCTO NATURAL

Caracterizacion quimica por cromatografia de gases/
/espectrometria de masas de dos extractos obtenidos
de Phyllanthus orbicularis HBK

Chemical characterization using gas chromatography/mass
spectrometry of two extracts from Phyllanthus orbicularis HBK

Yamilet Irene Gutiérrez Gaitén’, Migdalia Miranda Martinez", Adonis Bello
Alarcon™, Saely Verona Hernandez', Rodny Montes de Oca Porto"

I'Méaster en Tecnologia y Control de Medicamentos. Investigadora Auxiliar. Instituto
de Farmacia y Alimentos. Universidad de La Habana. La Habana, Cuba.

TDoctora en Ciencias Quimicas. Profesora Titular. Instituto de Farmacia y Alimentos.
Universidad de La Habana. La Habana, Cuba.

M Doctor en Quimica Farmacéutica. Profesor Auxiliar. Instituto de Farmacia y Alimentos.
Universidad de La Habana. La Habana, Cuba.

V'Master en Quimica Farmacéutica. Laboratorios LIORAD. La Habana, Cuba.

V' Master en Quimica Farmacéutica. Laboratorios Antidoping. Instituto de Medicina
Deportiva. La Habana, Cuba.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consistid en la caracterizacién quimica por
cromatografia de gases/espectrometria de masas de 2 extractos obtenidos de
Phyllanthus orbicularis HBK, para lo cual se llevé a cabo un método de extraccion
por maceracion con n-hexano y acetato de etilo, a fin de obtener los extractos
correspondientes. El estudio del extracto hexanico permitié identificar 17
componentes y resultaron predominantes estructuras del tipo hidrocarbonada,
entre ellas, el ciclooctacosano como componente mayoritario. En el extracto de
acetato de etilo se identificaron 19 compuestos y constituyeron los terpenoides las
estructuras mayoritarias, aunque el mas abundante resulté ser el esterol a-sitosterol.
Los compuestos identificados se informan por primera vez para la especie.

Palabras clave: Phyllanthus orbicularis HBK, cromatografia de gases/espectrometria
de masas, hidrocarburos, terpenoides.
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ABSTRACT

The objective of this paper was the chemical characterization of two extracts from
Phyllanthus orbicularis HBK through gas chromatography/mass spectrometry. To
this end, maceration with N-hexane and ethyl acetate was used to obtain the
respective extracts. The study of the hexane extract identified 17 components in
which hydrocarbonate structures prevailed, mainly cyclooctacosane. In the ethyl
acetate extract, 19 compounds were detected, being the terpenoids the
predominant, although the most abundant was sterol a-sitosterol. For the first time,
the identified compounds are reported for this species.

Key words: Phyllanthus orbicularis HBK, gas chromatography/mass spectrometry,
hydrocarbons, terpenoids.

INTRODUCCION

La extraccion, aislamiento e identificacion de constituyentes de las drogas vegetales
ha fundamentado en gran medida el uso de estas, por lo que ha existido un aumento
considerable en las investigaciones de todos los campos relacionados con la medicina
natural, encaminadas a la busqueda de nuevos agentes terapéuticos de menos
toxicidad y efectos secundarios. La flora cubana tiene una diversidad tal que justifica
el interés de su estudio sistematico, sobre todo de aquellas especies endémicas que
han sido poco estudiadas fitoquimicamente y que presentan grandes perspectivas
desde el punto de vista terapéutico. Tal es el caso de Phyllanthus orbicularis HBK,
conocida con el nombre trivial de "alegria",! que ha demostrado tener actividad
antiviral contra los virus de la hepatitis B, el herpes simple tipo 1 y 2, el herpes
bovino,** asi como cualidades antimutagénicas, antioxidantes,>® entre otras. Desde
el punto de vista fitoquimico los reportes son escasos; se destacan los trabajos que
refieren la acumulacién de niquel a nivel de tejidos de hojas y tallos de la planta’ y
otro que revela la presencia de quercetina, rutina kaempferol-3-o-rutindsido,
procianidina, catequina, epicatequina, acido protocatéquico y derivados de acido
galico en el extracto acuoso.® Considerando dichos antecedentes el trabajo tiene
como objetivo la caracterizacion quimica por cromatografia de gases/espectrometria
de masas (CG/EM) de dos extractos obtenidos de Phyllanthus orbicularis HBK.

METODOS

La especie vegetal utilizada fue Phyllanthus orbicularis HBK, recolectada en enero
de 2008 en la zona de Cajalbana, provincia de Pinar del Rio, que correspondié a
plantas adultas de aproximadamente 1,73 m de altura. Esta fue depositada y
registrada en el Herbario del Jardin Botanico Nacional de Cuba (HFC 85589-HAIB).

Las hojas y ramas finas una vez trituradas y secadas (500 g) fueron sometidas a un
proceso de extraccién por maceracion (por 7 dias) con n-hexano (1 500 mL x 3) y
acetato de etilo (1 500 mL x 3) para obtener los extractos correspondientes.

Los extractos se analizaron por CG acoplada a EM utilizando un cromatégrafo de
gases Hewlett-Packard 6890 acoplado a un espectrometro de masas 5973. Las
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muestras se redisolvieron en el mismo disolvente utilizado para la extraccion y se
inyectaron directamente en el equipo (1 pL, modo "split"). La separacion se realizd
en una columna SPB-5 (5 m x 0,25 mm x 0,10 ym), utilizando Helio como gas
portador a un flujo de 1 mL/min, siendo la temperatura del inyector de 280 °C.
La temperatura inicial del horno fue de 60 °C por 2 min con programacion de 4 °C
por min hasta 100 °C, incrementando a 10 °C por min hasta 290 ©C, la cual se
mantuvo por 5min. El espectrémetro de masas fue operado a 70 eV con un rango
de masas desde 45-700 uma, siendo la temperatura de la fuente de 230 °C. La
identificacidon de los componentes fue asignada por comparacion de sus espectros
de masas con los ofrecidos por la biblioteca del equipo (Base de datos NIST 98) y
los reportados en la literatura.

RESULTADOS

El estudio por CG/EM del extracto hexanico permitid identificar 17 componentes. Se
encontraron hidrocarburos, entre ellos 4 alifaticos (picos 3, 5, 7, 9) y uno ciclico
(pico 15); alcoholes superiores (pico 2, 8, 13, 17), un diterpeno (pico 4), esteroles
(12, 14, 16), vitamina E (11), y-tocoferol (10), una cetona (picos 1) y un compuesto
lactdnico (6); resultaron predominantes los compuestos hidrocarbonados. En la
figura 1 se muestra el cromatograma gaseoso del extracto y en la tabla 1 los
metabolitos con sus respectivos tiempos de retencion, abundancia relativa, ion
molecular y formulas quimica.

Tabla 1. Metabolitos identificados por CG-EM en el extracto hexanico

Tiempos de Areas Ion
retencion Compuestos identificados relativas | molecular
{rnind (%) [rM]+
18,2 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona 3,54 262
19,5 S-octadecenaol 1,74 268
19,8 S-octadeceno 1,30 252
20,0 Fital 3,09 296
21,5 S-gicosEno 1,04 380
21,9 4,8,12,16-tetrametil heptadecan-4-olido 0,26 324
23,1 1-docoseno 5,94 ane
24,6 1-tetracosanol 1,52 354
26,0 Monacosano 1,51 40a
26,8 v-tocoferol 4,36 416
27,3 Yitamina E 10,90 430
27,8 Estigmasteral 1,90 412
28,1 1,30-triacontanedial 17,67 454
og,2 y-sitosterol 10,98 414
28,5 Ciclooctacosano 30,02 392
23,0 Estigmast-4-en-2-ona 1,53 412
29,6 1-gicosanaol 2,54 298
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Fig. 1. Cromatograma gaseoso del extracto hexanico,

En el extracto de acetato de etilo se identificaron 19 compuestos: fenol (pico 1)
y 3 derivados de este (picos 2, 4, 5); una coumarina (3); 5 terpenos, entre ellos,
1 apocarotenoide (pico 6), 1 alcohol terpénico (7), 2 diterpenos (8, 13) y 1 triterpenoide
(18); 2 esteroles (17, 19); 2 ésteres de acidos grasos (9, 12); alcoholes superiores
(10, 11); 1 algueno (14); vitamina E (16) y B-tocoferol (15). En la figura 2 se
evidencia el cromatograma gaseoso de dicho extracto y en la tabla 2 se sefialan los
compuestos con sus valores de areas relativas, tiempos de retencién, ion molecular
y formulas quimicas.

Los espectros de masas de los compuestos mayoritarios en cada extracto se
muestran en las figuras 3 y 4.
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Fig. 2. Cromatograma gaseoso del extracto de acetato de etilo.

Tabla 2. Principales compuestos identificados por CG/EM en el extracto de acetato de etilo

_ Tiermpos de o Areas lon Formulas
Picos retencidn Compuestos identificados relativas | molecular Py
mir) (%) [M] quirnicas
1 3.6 Fenal 7,25 Qg4 CeHe Oz
2 6,1 2-metoxi fenol 5,85 124 CyHaOo
3 10,3 2-coumaranona 4,97 134 CeHs Oz
4 12,8 2-retoxi-4-vinilfenal 1,82 130 CaHinOz
5 13,7 2,5-dimetoxi fenal 2,55 154 CaHin0a
] 18,8 Blumenol C 5,71 210 C1zHzz02
7 19,28 vamifoliol 3,99 224 C1zHz00s
g 20,3 Meofitadieno 5,32 278 CogHzas
9 21,2 Acido hexadecanoico metil éster 2,51 270 C17Hza 02
10 22,4 -octadecencl 3,39 268 C1gHze 0
11 22,7 1-octadecanal 2,61 270 CigHzz0
1z 22,8 Acido 9,12-octadecadienoico metil éster 0,64 294 CyaHzq4 O
13 22,9 Fitol 3,19 286 CzoHap0
14 26,1 S-eicoseno 6,64 280 C2nHan
15 30,0 f-tocoferol 1,48 416 CzgHag 02
16 30,6 Witamina E 4,17 430 CaaHsn 02
17 31,3 Estigmasterol 1,83 41z CogHas O
18 31,7 Derivado de Epi-p-taraxastanonol 9,13 442 CagHsn 02
19 31,5 y-sitosterol 20,86 414 CoaHsg0
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Fig. 3. Espectro de masas del ciclooctacosano,
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Fig. 4. Espectro de masas del y-sitosteral,

DISCUSION

En el estudio del extracto hexanico se presentd un cromatograma con gran cantidad de
picos de diferentes intensidades a partir de los 18 min; el de mayor abundancia fue
el pico 15 que se registré a un tiempo de retencién de 28,5 min aproximadamente,

el cual correspondio al hidrocarburo ciclooctacosano, que mostré un valor de area
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relativa de 30,02 %. Este compuesto no ha sido identificado desde otras especies
de Phyllanthus, aunque se ha encontrado como componente del aceite esencial de
Minuartia meyeri Bornm (Caryophyllaceae).® El espectro de masas del compuesto
(figura 3) evidencidé un comportamiento propio de cicloalcanos y similar al de los
hidrocarburos saturados alifaticos. El ion molecular a m/z 392 se presentd con un
pico de muy baja intensidad, acompafiado de un fragmento a m/z 364 en
correspondencia con la pérdida del grupo C,H, desde el ion molecular. Otros
fragmentos a m/z 57 relacionado con el grupo C4Hs* que constituye el pico base del
espectro y m/z 83 y 167 correspondientes a pérdidas sucesivas desde el ion
molecular de varios grupos C;H,4 (28), acompafiado de la pérdida de hidrégeno,
fueron identificados.®

Resulta interesante la presencia de vitamina E con un 10,90 % de area relativa y
gamma tocoferol con 4,36 %, los cuales no se han reportado desde extractos
apolares de especies pertenecientes a este género.

El andlisis del extracto de acetato de etilo también evidencié un cromatograma
conformado por gran cantidad de picos de diferentes intensidades, que encontré
mayor complejidad a partir de los 15 min aproximadamente. En dicho extracto el
mayor porcentaje de compuestos identificados correspondidé a estructuras del tipo
terpénicas, aunque el metabolito mayoritario fue el a-sitosterol. Del grupo de los
esteroides, este es un fitoesterol tetraciclicos menos frecuente, es comin encontrar
su isémero a-sitosterol, ampliamente distribuido en la naturaleza y en muchas
especies de Phyllanthus, entre ellas, P. carioliniensis; P. corcovadensis; P. engleri;
P. flexuosus; P. muellerianu; P. niruri; P. urinari y P. Watsonii, y ha demostrado
tener actividad antiinflamatoria y analgésica.!! El espectro de masas de dicho
compuesto (Fig. 4) mostré el ion molecular con m/z 414, un fragmento con m/z
396 debido a la pérdida de agua desde el ion molecular, m/z 381 por pérdida de
metilo y agua (M*-15-18), m/z 273 originado por la pérdida de la cadena lateral
(CioH21) a partir del cual se origina el ion m/z 255 por pérdida de agua, entre otros.

Otro metabolito mayoritario segun los valores de areas relativas es el terpeno
vomifoliol con un 9,9 %, el cual no ha sido referido en otras especies de
Phyllanthus aunque se ha identificado en especies de Rauwolfia vomitoria,
Policourea alpina,** Picus chlamydocarpa y Picus cordata (Moraceae).'?

Se destaca también el compuesto representado por el pico 18 (9,13 %) que eluyd a
un tiempo de 31,76 min y segun los resultados mostrados por la base de datos del
equipo y las referencias bibliogréficas consultadas,**® se puede sugerir que es un
triterpeno pentaciclico del grupo del taraxastano, especificamente del Epi-@-
taraxastanonol, el cual no ha sido identificado en especies de Phyllanthus, aunque
se ha estudiado mucho en la familia Anacardiaceae en la especie Mangifera indica;*
también se ha aislado de Euphorbia broteri,*’ entre otras, manifestando actividad
antiinflamatoria y antitumoral.'®

6

En conclusién, la CG/EM permitio la identificacidon de los principales metabolitos
presentes en los extractos hexanico y de acetato de etilo; en el primero resulté
predominante la presencia de hidrocarburos, especialmente el ciclooctacosano. En
el segqundo extracto, los terpenos constituyeron los compuestos mayoritarios y la
estructura mas abundante fue el esterol a-sitosterol. Cabe destacar que los
resultados ofrecidos son reportados por primera vez y constituyen aspectos
novedosos que contribuiran a ampliar el conocimiento acerca de la composicion
quimica de esta planta endémica.
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