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RESUMEN

Introduccién: diferentes extractos de Terminalia Catappa Linn. (Combretaceae) han
demostrado de forma internacional, propiedades farmacoldgicas beneficiosas para la
salud humana. Estas propiedades han sido atribuidas en lo fundamental a los
polifenoles y glicésidos, encontrados en hojas, corteza y frutos. En Cuba esta especie
es catalogada como una planta invasora y existen pocas investigaciones sobre su
composicidon quimica y estudios farmacoldgicos.

Objetivos: identificar y cuantificar los acidos polifendlicos presentes en el extracto
metandlico de las hojas de T. catappa utilizandose la cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas.

Métodos: las hojas amarillo-rojizas fueron secadas, molidas, desgrasadas con
hexano y y con posterioridad extraidas con metanol en un bafio ultrasénico. El
extracto se filtré y el disolvente se elimind al vacio. El extracto seco se hidrolizé con
acido clorhidrico y se extrajo con acetato de etilo. Se determiné el rendimiento de
extraccidn, las caracteristicas organolépticas y los polifenoles totales mediante el
método de Follin-Ciocalteu. La composicion quimica del extracto hidrolizado se llevé a
cabo por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, previa
formacién de los derivados trimetilsilil.

Resultados: se obtuvo un liquido de color pardo rojizo oscuro de olor caracteristico.
El contenido total de polifenoles fue 184,6 (mg Pirogalol/100 g Extracto). Se
detectaron 37 compuestos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas en el extracto metandlico hidrolizado. Este extracto esta compuesto de manera
general por acidos polifendlicos como el acido galico; acido vanilico; acido 3,4-
dihidroxibenzoico; acido 2,5-dihidroxi-benzoico y acido 4- hidroxibenzoico. También
se detectaron otros compuestos con elevados contenidos como acido elagico y acido
levulinico.
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Conclusiones: el extracto metandlico de hojas de T. catappa que crece en Cuba
mostré un elevado contenido de acidos polifendlicos, donde los acidos galico y elagico
fueron los mayoritarios. La presencia de estos compuestos pudiera justificar las
propiedades medicinales atribuidas a esta especie, a la vez que servirian de base para
continuar con futuras pruebas farmacolégicas que avalen sus usos con fines
farmacéuticos.

Palabras clave: Terminalia Catappa; Combretaceae; acido galico; polifenoles; CG-
EM, TMS.

ABSTRACT

Introduction: Different extracts of Terminalia Catappa Linn. (Combretaceae)
internationally have shown pharmacological properties beneficial to human health.
These properties have been largely attributed to polyphenols and their glycosides
found in the leaves, bark and fruits. In Cuba this species is listed as an invasive plant
and there is limited research on its chemical composition and pharmacological
studies.

Objectives: To identify and quantify the polyphenolic acids that could be present in
the methanol extract of Terminalia catappa leaves using gas chromatography-mass
spectrometry.

Methods: The yellow-red leaves were dried, ground, defatted with hexane and then
extracted with methanol in an ultrasonic bath. The extract was filtered and the
solvent removed under vacuum. The dry extract was hydrolyzed with hydrochloric
acid and extracted with ethyl acetate. The extraction yield, the organoleptic
characteristics and the total polyphenols by Follin-Ciocalteu method were determined.
The chemical composition of the hydrolyzed extract was performed by gas
chromatography-mass spectrometry after formation of trimethylsilyl derivatives.
Results: A dark reddish brown liquid with a characteristic odor was obtained. The
total polyphenol content was 184.6 (mg Pyrogallol/100g extract). By mean of gas
chromatography-mass spectrometry a total of 37 compounds were detected in the
hydrolyzed methanol extract. This extract consists mainly of polyphenolic acids such
as gallic acid; vanillic acid; 3,4-dihydroxybenzoic acid; 2,5-dihydroxybenzoic acid and
4- hydroxybenzoic acid. Other compounds with high content as ellagic acid and
levulinic acid were also detected.

Conclusions: The methanolic extract obtained from the leaves of Terminalia catappa
growing in Cuba showed a high content of polyphenolic acids where gallic acid and
ellagic predominated. The presence of these compounds could justify the medicinal
properties attributed to this species, while providing the basis for further future
pharmacological evidence to support its use for pharmaceutical purposes.

Key words: Terminalia Catappa; Combretaceae; gallic acid; polyphenols; GC-MS;
TMS.

INTRODUCCION

El empleo de las plantas medicinales cada dia cobra mayor interés. Sin embargo,
existe gran preocupacion en cuanto a la eficacia, seguridad y calidad de los extractos
utilizados en la medicina popular. La eficacia y seguridad de cualquier producto
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farmacéutico esta relacion de manera directa con los compuestos bioactivos que estos
presentan. Por lo que determinar la composicidn de tales extractos resulta
indispensable para la comunidad cientifica y la poblacion.

Varias de las especies del género Terminalia, familia Combretaceae, han demostrado
propiedades farmacoldgicas como cardioprotectoras, hipolipemiantes,
hipoglicemiantes, vasodilatadoras, diuréticas, antioxidantes, gastroprotectoras,
hepatoprotectoras, antiinflamatorias, y analgésicas, entre otras.!** Estas propiedades
han sido atribuidas en lo fundamental a los polifenoles encontrados en las hojas, la
corteza y los frutos de esta planta.

La especie Terminalia catappa Linn se encuentra distribuida en las zonas tropicales y
subtropicales.*® En Cuba esta especie es conocida como "Almendrén de la India" o
"Almendrén". Sus hojas se han empleado para tratar enfermedades de la piel y la
hemoptisis. También se ha utilizado con fines ornamentales y para dar sombra.>® Por
su abundancia en nuestro pais se ha catalogado como una planta invasora.”

Se ha descrito que las hojas de T. catappa son ricas en compuestos polifendlicos,
taninos como: punicalagina, punicalina, acido chebuldgico y geranina corialgina,®®
acidos galico y eldgico, isovitexina, vitexina, rutina,'%!3 entre otros. Diferentes
extractos de estas hojas como algunos de sus componentes puros han mostrado las
siguientes propiedades farmacoldgicas: antiulcerosas,* anti-Helicobacter pylori,*
antioxidantes,!!13-16 hepatoprotectoras, .14 antiinflamatorias,!? antidiabéticas,!”
analgésicas, 820 antimutagénicas,?!-2? antiresortivas,?3-24 antisiclémicas,?®
antimicrobianas?®:?” y antimalaricas.?8

La combinacién de métodos extractivos que emplean ademas, hidrdlisis y la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) ha sido una
poderosa herramienta analitica para el estudio de aglicones, en particular de acidos
polifendlicos y flavonoides, provenientes de glicdsidos y taninos, entre otras
estructuras relacionadas con polifenoles.13:29-31

Teniéndose en cuenta que en Cuba la especie T. Catappa es catalogada como una
planta invasora y que existen pocos trabajos relacionados con su composicion
quimica, se llevd a cabo un estudio para determinar acidos polifendlicos en el extracto
metandlico de sus hojas mediante la CG-EM previa formacion de derivados trimetilsilil
(TMS).

METODOS

Las hojas de color amarillo-rojizo de T. catappa se recolectaron en el Jardin Botanico
Nacional en junio del 2012. Un ejemplar se autentificd por el Dr. Jorge Gutiérrez y se
preservo en el herbario (HFC-87643). Dichas hojas se secaron a 40 °C en una estufa
con circulacién de aire durante 72 h. Luego, se molieron en un molino de bolas, se
desgrasaron con n-hexano (20 g en 250 mL, se repitié 2 veces), y se extrajeron con
metanol (1:30, en dos ocasiones) mediante ultrasonido a 35 KHz durante 40 min. El
extracto obtenido se filtré, se secd al vacio a 60 °C hasta eliminar el metanol y se
determiné el rendimiento de extraccion.
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El extracto metandlico seco se caracterizé de manera organoléptica (estado fisico,
apariencia, color y olor). Con el fin de identificar los componentes que integraban
dicho extracto, este se sometié a una hidroélisis acida con 20 mL de HCI (2N) a reflujo
durante 2 h. Luego se extrajo tres veces con 20 mL de acetato de etilo, se unificaron
los extractos y se secaron a vacio en un evaporador rotatorio.

Para los analisis de las muestras por CG-EM se pesaron de manera aproximada

10 mg, se disolvieron en 0,5 mL de cloroformo y se derivatizaron con 100 pL de N-
metil-N-trimetilsililtrifuoroacetamida (MSTFA) a 70 °C durante 30 min en un
termostato seco. Se utilizé un cromatografo de gases 6890 N acoplado a un detector
selectivo de masas 5975 B inert (Agilent, EEUU) con un sistema de cdmputo y una
columna capilar HP-5 Ms (30 m x 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor
de pelicula, Agilent, EEUU). El horno se programé desde 60 °C (2 min isotérmico)
hasta 200 °C a razén de 20 °C/min y desde 200 °C hasta 320 °C (30 min isotérmico)
a 8 °C/min. El inyector, en modo splitless, se mantuvo a 320 °C. El flujo del gas
portador (He) fue 1,0 mL/min. Las temperaturas de la interfase, la fuente de
ionizacion y el cuadrupolo fueron 300, 280 y 150 °C, de manera respectiva. La
energia de ionizacion fue de 70 eV. La adquisicion se realizé desde 20 hasta 800 m/z.
Se inyecté 1 puL de muestra.

La identificacion se llevd a cabo por comparacion de los espectros de masas obtenidos
con los de las bibliotecas de espectros Wiley 275 mass espectrometry (MS), 62 ed. y
la del National Institute of Standards and Technology (NIST) 11, asi como con los de
sustancias de referencia comerciales disponibles y los aportados por la literatura. Para
la cuantificacion de cada componente identificado se empled el método de
normalizacion interna (%).

Al extracto metandlico hidrolizado se le determiné el contenido de polifenoles
totales.1%13 Para ello, se pesaron 20 mg del extracto polar seco en un volumétrico de
25 mL. Se enraso6 con agua destilada. Se tomé 1 mL de la disolucién y se llevé a un
volumétrico de 50 mL. Se afiadieron 200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau y se
incubo6 durante 5 min. Se afiadiieron 200 pL de disolucién de carbonato de sodio al

20 %. Se enrasé con agua destilada, se protegié de la luz con papel de aluminio y se
incubd durante 30 min. Posterior a esto se determinaron las absorbancias de cada
extracto en el espectrofotdémetro ultravioleta (UV)-Visible a 765 nm. Las absorbancias
obtenidas fueron interpoladas en una curva de calibracion (y = 0,008 x + 0,00003; R?
= 0,999) para determinar las concentraciones.

RESULTADOS

Se obtuvo un liquido de color pardo rojizo oscuro de olor caracteristico y con un
rendimiento de extraccién de 10,8 %. El contenido total de polifenoles fue 184,6 (mg
Pirogalol/100g Extracto).

Al hidrolizar el extracto metandlico, extraerlo con acetato de etilo, derivatizarlo y
analizarlo por CG-EM se detectaron 37 compuestos (tabla). Entre los acidos
polifendlicos mayoritarios se encontraron el acido galico (3,4,5-trihidroxibenzoico);
acido vanilico (3-metoxi-4-hidroxibenzoico); acido protocatechuico (acido 3,4-
dihidroxibenzoico); acido 2,5-dihidroxi-benzoico y acido 4-hidroxibenzoico. También
se detectaron otras estructuras relacionadas con polifenoles como el acido elagico,
quercetina y otros compuestos. Estos resultados coinciden con lo informado en la
literatura para la especie.*10.16
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Tabla. Composicion (%) del extracto metandlico de hojas
de T. catappa

Compuesto

fenol

dcido lactico

C6:0

acido hidroxiacéetico

acido 2-hidroxipropenoico

acido 4-oxopentanoico
(levulinico)

alcohol bencilico

pantoillactona

acido 2-hidroxihexanoico
dcido 3-metil-2-
hidroxipentenoico
acido benzoico

C8:0

glicerol

dcido 4-hidroxi-3-
pentenoico
hidroxiquinona

dcido malico

acido malico (D)

dcido 4-hidroxibenzoico
C12:0

tr {(min)

7,294

7,38

7,45
7,53

7,65
8,09

8,28

8,60
8,08
9,01

9,06
9,17
9,29
9,57

10,20
10,78
11,40
11,66
11,77

%

0,035

1,62

0,05
0,14

0,17
17,43

0,62

0,24
0,74
0,25

0,23
0,26
0,22
1,78

0,28
1,74
0,28
0,70
1,08

Compuesto

dacidoe wvanilico (acide 4-
hidroxi-3-metoxi-benzoico)
acido 2,5-dihidroxi-benzoico

acido azelaico

acido protocatechuico (3cido
3,4-dihidroxi-benzoico)

C14:0

4-hidroxi-3-metoxi-fenetil
alcohol

dacido galico (acido 3,4,5-
trihidroxibenzoico)

Cle:0

7,.8-dihidroxiflavona

c18:2

c18:1
C18:0
a-tocoferol
quercetina

acido elagico
acido elagico (D)
B-sitosterol

NI

D-Derivado, NI- Mo identificado

tr (min)
12,60
12,71

12,79
13,03

13,15
14,00

14,16

14,75
16,13
16,24

16,31
16,50
24,38
24,88

25,75
253,87
23,99
29,38

%
0,14
0,46
0,15

0,76

0,36
0,19

37,38

3,28
0,14
0,36

3,07
0,87
0,39
0,49

19,78

0,73
1,80
1,61

En la_figura 1, presentada como ejemplo de identificacién de dichos compuestos, se

puede apreciar la similitud entre el espectro del derivado TMS del acido galico (Fig. 2)
encontrado en el extracto hidrolizado de las hojas de T. catappa y el espectro de
dicho compuesto presente en la biblioteca del equipo. Las identificaciones realizadas
se corroboraron ademas, por comparacion de los espectros para las sustancias

descritos en la literatura.
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Fig. 1. Comparacion del espectro del dcido galico {(derivado TMS) presente en el extracto metandlico hidrolizado

de T. catappa (tr 14,16 min) con el espectro de |3 biblioteca NIST 2011 del equipo de CG-EM.

DISCUSION

Fig. 2. Estructura del derivado TMS del dcido galico,

El metanol se escogié como disolvente debido a que fue el mas efectivo para la
extraccién de polifenoles de las hojas de esta especie al compararlo con otros
disolventes, ademas dicho extracto metandlico fue el que mostré mayor capacidad
antioxidante.!>16 También se selecciond el método de extraccion por ultrasonido, ya
que ha sido de igual manera efectivo en la extraccion de este tipo de compuestos,
permite obtener buenos rendimientos, y esta catalogado como una tecnologia

|impia.13,30-32

http://scielo.sld.cu
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Las caracteristicas organolépticas del extracto metandlico de las hojas de T. catappa
que crece en Cuba concordaron con lo informado en la literatura.3:1>1¢ Sin embargo,
a pesar de existir numerosos trabajos publicados en otras regiones, el rendimiento de
extraccién no se pudo comparar ya que en su mayoria no lo informan y se limitan
solamente a la obtencién de dichos extractos y al aislamiento y la purificacién de sus
compuestos para realizar con estos estudios farmacoldgicos.*1>16 No obstante,
rendimientos similares fueron obtenidos por otros autores a partir de extractos
hidroalcohdlicos, acuosos y acetdnicos.813:16

Los resultados también coincidieron con los obtenidos por Annegowda!3-3? tanto en el
empleo del ultrasonido para realizar la extraccion de los acidos polifenélicos como en
el uso de la hidrdlisis acida y con la determinacion por UV de los polifenoles totales.
Dicho autor demostré que para la extraccién de los polifenoles de las hojas de esta
especie, el empleo de 40 y 60 min de ultrasonido fueron los mejores respecto a 20
min y la maceracion durante 24 h. De la misma manera, este autor comprobd que
con la hidrolisis acida se obtenian mayores contenidos de compuestos polifendlicos al
compararla con la hidrdlisis basica, lo cual ha sido descrito en la literatura.?®3!

En aras de identificar cudles eran los polifenoles detectados por UV, el extracto
hidrolizado se derivatiz6 y se analizé por CG-EM. Como resultado de dicho andlisis
(tabla), se obtuvo que el compuesto mayoritario dentro los acidos polifendlicos, que
tienen como base al acido benzdico, fue el acido galico (37,4 %). Estos resultados
coinciden con la presencia de este compuesto tanto en las hojas como en el fruto de
esta especie en otros paises, pero en ellos se encuentra en una menor proporcion
(1-5 %).#2:10.16 También, se ha informado la existencia de una elevada concentracién
(28 %) de dicho compuesto en el extracto metandlico de las hojas de T. chebula, 3? lo
gue pudiera avalar a estas plantas como fuentes para la obtencion de dicho acido. En
este sentido, se ha descrito que el acido galico es un compuesto bioactivo con
demostradas propiedades farmacoldgicas como antioxidantes, antiinflamatorias,
cardioprotectoras, gastroprotectoras, hepatoprotectoras, y antimutagénicas y
anticarcinogénicas.3*32 Otros &cidos polifendlicos de estructura similar encontrados
en este estudio (tabla) fueron: 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico; 2,5-dihidroxi-benzoico;
3,4-dihidroxibenzoico; y 4-hidroxibenzoico, donde los dos ultimos también fueron
detectados con anterioridad en esta especie.!®

Por su parte el acido elagico, polifenol perteneciente a los elagitaninos, fue el sequndo
compuesto de mayor proporcién (19,8 %) encontrado en el extracto en estudio, y
cuya presencia en las hojas de esta especie habia sido informada con anterioridad,®1°
aunqgue en tales estudios sus concentraciones fueron algo superiores a las del acido
galico. De la misma manera se identificaron otras estructuras relacionadas con
polifenoles como la 7,8-dihidroxiflavona, la quercetina y un derivado del acido elagico.
Tanto el acido elagico como la quercetina han mostrado efectos beneficiosos a la
SalUd.4’6'26_34

Vale la pena resaltar que entre los compuestos presentes en el extracto estudiado que
presentaron una elevada concentracion se detectd al acido levulinico (17,4 %), el cual
no ha sido reportado para la especie y se ha utilizado en la industria quimica y
farmacéutica. En esta Ultima debido a sus propiedades antiinflamatorias y
anticonvulsivantes.3>

Otros compuestos minoritarios que fueron de igual manera detectados y que
presentan actividades farmacoldgicas demostradas fueron los acidos grasos (C16:0,
C18:0, C18:1, C18:2), el a-tocoferol y el b-sitosterol, cuya presencia también fue
descrita en extractos alcohdlicos de las hojas rojas y amarillas de T. cattapa.l®
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Por otro lado, las variaciones observadas en la composicidon quimica del extracto
estudiado respecto a otros de diferentes regiones del mundo pueden deberse a
diversos factores tales como las caracteristicas genéticas de la especie, el estado
fenoldgico de la planta, las condiciones climaticas, la época y lugar de recoleccién, asi
como a las variaciones intrinsecas de los métodos de preparacién y analisis
empleados, entre otros.16:29-31

Por su parte, el empleo de los derivados TMS ha jugado un papel fundamental en la
identificacion por CG-EM de compuestos polifénolicos presentes en las plantas.?°-3!
Para ilustrarlo, se escogid la fragmentacién obtenida para el derivado TMS del acido
galico (Fig. 1 y 2), por ser este acido polifendlico mayoritario en el extracto analizado.
Como puede observarse en la figura 1, existe una gran similitud (coincidencia
superior al 99 %) entre los espectros del derivado TMS del acido galico presente en el
extracto metandlico hidrolizado de T. catappa (tr 14,16 min) con el espectro de la
biblioteca NIST 2011 del equipo de CG-EM.

El espectro de masas mostré un ion molecular [M]*a m/z 458, el cual corresponde al
derivado TMS del acido galico y cuya formula global es C19H3805Si4. Otros
fragmentos caracteristicos que demuestran el patron de fragmentacién bien
establecido para los ésteres TMS de acidos aromaticos fueron el ion fragmento a m/z
443 ([M-15]*%) que represento la pérdida del radical metilo [(-CH3)-] por ruptura alfa
en el grupo TMS vy el ion fragmento a m/z 399 ([M-59]%) que representd la pérdida de
CO 21luego de un re arreglo, asi como la pérdida de TMSO ([M-89]*) que generd un
ion a m/z 369 por formacion del cation acilio. De la fragmentacién también se detectd
un ion de gran intensidad a m/z 281 correspondiente a la pérdida [M-177] *, del cual
no se ha descrito su origen para los acidos fendlicos3! y se especula que puede estar
relacionado con la presencia de grupos TMS adyacentes. Por su parte, el pico base del
espectro fue el fragmento con m/z 73, que representa la pérdida del grupo TMS
[Si(CH3)3*], formado por la ruptura del enlace O-Si. Ademas, la presencia del
fragmento a m/z 147, que se atribuyd a la estructura [(CH3)2Si=0-Si(CH3)3]",
significa la presencia de dos o mas grupos TMS en la molécula. Este espectro también
coincidié con los descritos en la literatura para dicho compuesto.29:36:37

Se puede plantear que se identificaron y se cuantificaron mediante CG-EM acidos
polifendlicos presentes en el extracto metandlico de las hojas de T. catappa, entre los
cuales el mayoritario resultd el acido galico. Otros compuestos que se encontraron en
elevadas concentraciones fueron los acidos eldgico y levulinico. También fueron
detectados en menores proporciones flavonoides como la quercetina, acidos grasos,
a-tocoferol y b-sitosterol, entre otros, algunos informados por primera vez para la
especie que crece en Cuba y que en su mayoria presentan propiedades
farmacoldgicas demostradas todo lo cual pudiera avalar los posibles usos medicinales
que se le atribuyen a las hojas de esta especie.
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