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RESUMEN

El presente trabajo describe el primer estudio fitoquimico realizado en la

planta Phyllanthus acidus (L) Skeels colectada en nuestro pais.

Se realiz6 un proceso de extraccion por maceraciéon en metanol, a la corteza
de la planta. El extracto total obtenido, fue sometido a particion con solventes de
polaridad creciente. De las diferentes fracciones obtenidas, se logro aislar y purificar
por métodos cromatograficos, y caracterizar por técnicas espectroscopicas de IRy
RMN, dos triterpenos: phyllanthol (I) y 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (ll).

w2
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Palabras claves: Fitoquimica, Productos Naturales, Quimica, Metabolitos
Secundarios, Triterpenos, Phyllanthus acidus, Phyllanthus.
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l. INTRODUCCION

Desde el principio de la historia del hombre, se ha conocido que existen plantas
cuyos extractos han sido utilizados para tratar diversas enfermedades. Siendo éstas
un recurso alternativo para el tratamiento de algunos padecimientos de manera
particular en paises o regiones de muy bajos ingresos. Estos conocimientos han sido
transmitidos de generacion en generacion, atribuyendo las propiedades medicinales

segun fuese su forma, color o habitat. [

Gracias al interés que ha provocado la medicina “naturista”, en nuestra era de
globalizacion, diariamente se incrementa el nimero de trabajos que muestran la
utilidad de las plantas para el tratamiento de diversas afecciones; sin embargo, la
mayoria de ellos no estan suficientemente documentados ni alertan contra los
posibles efectos colaterales derivados del uso no controlado de materiales

vegetales. 1

La etnobotanica trata de recopilar estos conocimientos de manera precisa, ya que
muchas veces provienen de fuentes dudosas. El término etnobotanica fue usado por
primera vez por John Harshbergers en 1895, para referirse al estudio de las plantas
utilizadas por las etnias y en especial, por los pueblos primitivos y/o aborigenes; hoy
en dia, este término se usa en sentido mas amplio como estudio de las interacciones
hombre-planta, de cualquier indole. 1 Actualmente, en el campo de los productos
naturales, la informacion cubre un poco mas, como estructura de los constituyentes
quimicos, actividad biolégica, extraccion y purificacion, datos espectroscopicos,
sintesis y biosintesis. Las fuentes de los metabolitos secundarios son plantas
superiores silvestres o cultivadas, plantas inferiores, microorganismos, animales
(insectos, principalmente) y desde hace un tiempo han cobrado importancia los
productos naturales de origen marino. Los ultimos dos casos son consecuencia del
agotamiento de fuentes terrestres de facil acceso y/o del interés por un campo

menos explotado. (1

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de compuestos, pero

se define como “producto natural” o “metabolito secundario”, aquél que es propio de



una especie, en la mayoria de los casos, no tienen utilidad aparente para el ser que
los sintetiza, a diferencia de los metabolitos primarios, que presentan una utilidad
definida y que son comunes a todos los seres vivos: carbohidratos, lipidos,
proteinas, etc. La clasificacion de los metabolitos secundarios podria hacerse
basado en su estructura, bioformacion, fuente de produccion o su accion bioldgica.

En todos estos casos es inevitable la superposicion. [t

La fitoquimica es una rama de la quimica que estudia los metabolitos secundarios
extraidos de las plantas, estudiando cada grupo de ellas, desde la estructura
quimica molecular de estos compuestos, hasta sus propiedades biologicas. Esta
tiene como objetivo el aislamiento, purificacion, analisis, elucidacion de la estructura
y caracterizacion de la actividad biolégica de estas sustancias producidas por los

vegetales. [

Actualmente, se puede encontrar extractos de plantas medicinales en diferentes
presentaciones como tabletas y otras formas desconocidas en épocas anteriores,

incrementando la disponibilidad de éstas para el consumo humano.

A las plantas pertenecientes a la familia Phyllanthaceae se le han atribuido desde
la antigiedad efectos curativos. ElI género Phyllanthus ha sido utilizado en la
medicina tradicional, particularmente en el sistema de medicina ayurvédica, para
tratar, notablemente, problemas de rifidn, trastornos de la vejiga urinaria, diabetes,
dolores, ictericia, gonorrea, disenteria crénica, Ulceras en la piel y hepatitis B. Debido
al gran potencial terapéutico de las especies Phyllanthus, numerosos estudios

fitoquimicos y de bioactividad han sido realizados a estas plantas. [



[.1 FAMILIA PHYLLANTHACEAE

La familia Phyllanthaceae fue tratada como Phyllanthoideae, una de las cinco
subfamilias de Euphorbiaceae, sin embargo, Phyllanthaceae hoy es considerada
como una familia independiente. Entre varias diferencias anatomicas y palinoldgicas
entre estas familias, una de las mas importantes para distinguirlas reside en el
namero de 6&vulos por loculo (uno en Euphorbioideae, Alcalyphoideae vy
Crotonoideae y dos en Phyllantoideae y Oldfieldeae). Esta familia, con alrededor de
60 géneros y 2000 especies, estd dominada por el género Phyllanthus, el cual posee
mas de la mitad de las mismas. Aunque tiene una distribucion subcosmopolita, su

mayor diversidad se encuentra en los trépicos de Asia. ¥

Figura 1. Mapa de distribucion a nivel mundial de la familia Phyllanthaceae. !



1.1.1 ASPECTOS BOTANICOS DE LA FAMILIA PHYLLANTHACEAE

Esta familia se caracteriza porque las especies que la constituyen, son arboles,
arbustos o plantas herbaceas (anuales o perennes), rara vez trepadores, suculentos
0 acuaticos, monoicos o dioicos, caducifolios o perennifolios, sin latex, con
indumento por lo general de pelos sin ramificar, rara vez de tricomas lepidotos,
estrellados o dendriticos; con hojas estipuladas, por lo comun alternas, a menudo
disticas o espiraladas, rara vez opuestas, verticiladas o fasciculadas, pecioladas o
sésiles, simples y sin I6bulos (trifoliadas solamente en Bischofia Blume),
penninervadas o rara vez palmatinervadas, con frecuencia entera y sin glandulas;
inflorescencias axilares, rara vez terminales o caulifloras, en forma de paniculas,
racimos, glomérulos o las flores solitarias, pedicelos articulados o sin articulacion;
flores unisexuales, bracteadas, las de ambos sexos actinomorfas, con 3 a 8 sépalos
imbricados o rara vez valvados, generalmente libres; pétalos presentes o ausentes,
4 a 6 libres, flores estaminadas con 3 a 10 estambres, filamentos libres o connados,
anteras introrsas o extrorsas, libres o connadas, por lo general con deshiscencia
longitudinal o rara vez poricida, disco presente o ausente extraestaminal o raramente
intraestaminal, pistilodio presente o0 ausente; flores pistiladas con o sin disco, ovario
supero, formado por 3 carpelos fusionados, con dos (2) 6vulos en cada léculo,
placentacion axilar-apical, évulos generalmente anatropos, rara vez epitropos o
hemitropos, estilos libres o connados, a menudo bifidos, estigmas rollizos,
aplanados o plumosos, agudos u obstusos, estaminodios por o comun ausentes;
frutos por lo general en forma de esquizocarpos triloculares, otras veces con 1 a 15
|6culos, raramente indehiscentes y abayados; semillas 2 ol en cada l6culo, por
aborcion, sin arilo, ecarunculadas, testa comunmente rigida, lisa o diversamente
ornamentada, con o sin endosperma, cotiledones generalmente planos y delgados,

rara vez carnosos o plegados.l



|.2. GENERO Phyllanthus.

El género Phyllanthus es un género pantropical. Aunque tiene una distribucion
subcosmopolita, su mayor diversidad se encuentra en los tropicos de Asia. Se
encuentra en bosques lluviosos de tierras bajas y montanos; asi como también son

muy comunes en pantanos.

Una gran variedad de especies de plantas pertenecientes al género
Phyllanthus han sido investigadas fitoquimicamente y farmacolégicamente, siendo
aisladas e identificadas diferentes moléculas.®! En este contexto, diferentes clases
de compuestos organicos de interés medicinal han sido reportados, incluyendo
alcaloides, flavonoides, lactonas, cumarinas, compuestos fendlicos y derivados
bencénicos simples, esteroides, terpenoides, lignanos, taninos, entre otros como
carbohidratos, azucares, lipidos, acidos grasos y proteinas bioactivas. Sin embargo,
se debe notar que los lignanos, triterpenos, alcaloides y taninos son los compuestos
mas abundantes determinados para este género. Entre todas las especies
estudiadas, P. niruri, P. emblica, P. flexuosus, P. amarus y P. sellowianus, han
recibido mayor atencién fitoquimica. Aunque la mayoria de estos compuestos son
quimicamente conocidos, permanecen indeterminadas todas las propiedades
farmacoldgicas de ellos. 1°]



Il ANTECEDENTES.

[I.1. Phyllanthus acuminatus.

En la literatura se encuentra informacion de algunas especies de este género,
entre ellas P. acuminatus. Esta es la especie considerada como la mas extendida y
por lo tanto mas frecuente; muestra muy poca variacion geografica en sus

caracteres morfoldgicos. [6]

Para esta especie,en diferentes investigaciones realizadas y reportadas, se han
aislado distintos compuestos que han demostrado actividad antineoplasica, entre
ellos estan: phyllanthostatina 1 (1A), phyllanthostatina 2 (1B), phyllanthostatina 3
(1C), phyllanthostatina 4 (1D), phyllanthostatina A (1E). [

A su vez, también ha sido aislado el lignano justicidine B (2). [

1A. R=A=/ oR R'=R"=H; R"=COCHj
OR ore
o
< °
1
1B. R=A; R'=R"=H; R"=COCHj
1C. R=A; R'=R"=R"=COCHj4
1D. R=CHj
1E.R=H
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[I.2. Phyllanthus amarus.

Esta especie es una de las més estudiadas del género Phyllanthus, ya que en
ella se han reportado una gran cantidad de propiedades medicinales. Se
encuentra ampliamente extendida por todos los paises tropicales y subtropicales
del mundo, incluyendo la India, en la cual es muy usada en el sistema de
medicina ayurvédica, para tratar problemas de rifiobn y bazo. La literatura
ayurvédica ha demostrado su utilidad como antitusivo, antiespasmaodico,
analgésico, antihemorragico, antianémico, protector hepético, diurético
yantiséptico. [/ En estudios fitoquimicos se han encontrado metabolitos
secundarios del tipo: bencenoides, flavonoides, taninos, alcaloides, polifenoles,

triterpenos, seco-esteroles y aceites volatiles. Bll7]

Pertenecientes a algunas de estas familias de metabolitos se ha logrado

identificar algunos de los mostrados a continuacion:

Bencenoides: acido4-O-galoilquinico (3), corillagina (4). B[]

COOH

HQ

HO

OH

Flavonoides: rutina (5), kaempferol (6), astragalina (7), quercetina (8),

quercitrina (9), galocatequina (10). BI17]
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Taninos: acido galico (11), 1,6-digaloilglucopiranosa (12), isocorilagina (13),
geraniina (14), amariina (15), amarulone (16), furosina (17), &cido geraniinico B (18),
acido amariinico (19), &acido repandusinico A (20), phyllanthusin A (21),
phyllanthusiin B (22), phyllanthusiin C (23), phyllanthusiin D (24), melatonina (25),

elaeocarpusina (26).5117]
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Alcaloides: phyllanthina (27), securinina (28), isobubbialina (29),
epibubbialine (30), nor-securinina (31), 4-metoxi-nor-securinina (32), phenaxina (33)

y derivados de phenaxina. [B117]

Compuesto R



? 27 -OMe
28 H
O,
Compuesto Ri1 R2
29 H -OH
30 -OH H
o
o / Compuesto R
R 31 H
! 32 -OCH3
HO ° OH
Q O OH
OH
N7 N 33
[e]
T
/
—N OH OH OH
Triterpenos: lupeol (34), phyllanthenol (35), phyllantheol (36),

oleandlico (37), acido ursdlico (38), farnesylfarnesol (39), phyllantol (40). BIl7]

15
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Seco-esteroles: amarosterol A (41), amarosterol B (42). BI17]

16



Aceites Volatiles: linalool (43), phytol (44). [5!17]
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[1.3. Phyllanthus discoideus.

Otra de las plantas que han sido estudiadas debido a su uso medicinal es la
especie Phyllanthus discoideus, la cual, es un arbol pequefio de uso extenso en
la medicina local del tropico de Africa occidental; sus hojas son usadas como
tonicos para enfermedades infecciosas, la corteza se usa principalmente como

purgante y antipirético. (€l

El extracto acuoso de sus hojas ha mostrado actividad antibacteriana; la
fraccion de alcaloides obtenida de éste inhibio el crecimiento de Escherichia coli
y Enterococcus faecium (MIC = 1,6 mg/mL), Pseudomonas aeruginosa (MIC =
0,78 mg/mL), Staphylococcus aureus y Micobacterium smegmatis (MIC = 0,2

mg/mL). [

Entre los alcaloides aislados se encuentran: phyllochristina (45), phyllanthina
(27), phyllalbina (46), 14,15-dihidroallo-securinina-15-g-ol (47), securinina (28),

viro-allo-securinina (48) y nor-securinina (31). [

46
HO
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Para esta especie, ademas de los compuestos tipo alcaloides, también, se
han identificado compuestos del tipo lignano vy triterpeno, phyllanthina (49) y
acido betulinico (50), respectivamente. [

OCH;
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[I.4 Phyllanthus emblica.

Comunmente conocida en la India como Grosella, es una hierba usada como
ténico rejuvenecedor, en el sistema de medicina Aryuvédica. P. emblica es
altamente nutritiva y podria ser una importante fuente dietética de vitamina C,

aminodacidos y minerales. [

La planta contiene compuestos tipo bencenoides, taninos, alcaloides,
cumarinas, diterpenos, flavonoides, esteroles, entre otros. [ Todas las partes de
la planta se usan con fines medicinales, especialmente la fruta que se ha
utilizado por la medicina ayurvédica como un potente rejuvenecedor y debido a
que contiene altos niveles de &cido ascorbico, es usada para tratar la
tuberculésis pulmonar. Por otro lado, en la medicina tradicional se usa para el

tratamiento de la diarrea, ictericia e inflamacion. [©!

Varias partes de la planta han demostrado propiedades antidiabéticas,
hipolipemiantes, antibacterianas, antioxidantes, antiulcerogénicas, protector

hepatico, protector gastrico y protector a la quimioterapia. [°!

En una investigacion realizada, acerca de la fitoquimica y la actividad
antibacteriana de las hojas y frutas secas de la planta, bacterias Gram positivas
como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis y bacterias Gram negativas como
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli fueron utilizadas, y la actividad
antimicrobiana de los extractos concentrados (extractos en agua, éter de
petréleo, cloroformo y alcohol) fue evaluada por el diametro de inhibiciéon contra
los microorganismos anteriores. Los extractos de la planta resultaron activos
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, lo que indica que P. emblica
tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana y podria ser considerada
como una fuente potencial de nueva clase de antibioticos, que podrian ser Utiles

para enfermedades infecciosas y el control de la quimioterapia. 1]
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Entre los compuestos aislados para esta planta se encuentran:

Alcaloide: zeatina (51). [ [P1[1

@> ;

Bencenoides: acido chebullico (52), corillagina (4), acido galico (11), glucogalina
(53), galato de etilo (54). 5141201

OH

OH

o 53
HO o
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OH OH
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Polifenol: acido elagico (55). [191[10]
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Diterpenos: giberelina A-1 (56), giberelina A-3 (57), giberelina A-4 (58),
giberelina A-7 (59), giberelina A-9 (60). b1 [91110]

sl OH

Flavonoides: leucodelfinidina (61), rutina (5). 5131110

OH

OH

OH

Esterol: B-sitosterol (62). 151 91 [10]
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[1.5 Phyllanthus flexuosus.

Siguiendo la busqueda de las diferentes especies que han sido estudiadas
alrededor del mundo pertenecientes al género Phyllanthus, encontramos P.
flexuosus, la cual se trata de un arbusto comun de la regién del Himalaya en el
centro de Japon. Entre las propiedades farmacoldgicas de esta planta se encuentra
la actividad analgésica que ésta posee. Se han aislado diferentes compuestos a

partir de ella, en los que podemos encontrar compuestos de tipo bencenoides,

cumarinas, esteroles, taninos y triterpenos. !
Bencenoide: corilagina (4). 1!

Cumarinas: &cido brevifolin carboxilico (63) y bergenina (64). [°]

Esteroles: campesterol (65), estigmasterol (66), B-sitosterol (62). [

\
\\\\\\

g
S
s

ot H

it H

T e



24

Taninos: geraniina (14), phyllanthusiin A (21), phyllanthusin B (22),
phyllanthusiin C (23), phyllanthusiin D (24). ¥

Triterpenos: betulinol (67), glochidona (68), friedelina (69), B-amirina (70). [°]
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1.6 Phyllanthus maderaspatensis.

Adicionalmente a las especies que ya se han destacado en este trabajo, se
encuentra P. maderaspatensis, la cual es una planta herbdcea medicinal. Las
semillas de esta planta tienen un sabor desagradable y se usan como laxante,
diurético y para tratar la bronquitis. 1 Estudios realizados a sus hojas han reportado
propiedades como expectorante, asi como también, en el sur de la India, una

infusion de estas es usada para tratar la cefalea. (11l

Estudios preliminares han demostrado la notable actividad como protector
hepético del extracto de agua, n-hexano y de alcohol contra el dafio en el higado
producido por paracetamol en ratas Wistar, siendo el extracto de mayor actividad el

den-hexano para una dosis tan baja como 1,5 mg/Kg. [*1]

Entre los compuestos reportados para esta planta encontramos los lipidos

como el acido linoléico (71) y el acido linolénico (72). Bl

OH OH

72
71 s P
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[I.7 Phyllanthus muellerianus.

La corteza de esta planta es usada en Ghana como un remedio para la
curacion de heridas infecciosas, trastornos menstruales, fiebre, dolor e inflamacion,
mientras que sus hojas, son usadas para tratamientos de trastornos cardiacos,

renales y hepaticos. [*2

Entre los compuestos reportados para esta planta se encuentran los

esteroles, triterpenos, taninos, flavonoides.

Esterol: B-sitosterol (62). 12
Taninos: geraniina (14), furosina (17). [*2
Bencenoide: corilagina (4). 2

Flavonoide: rutina (5). [*2

La geraniina es el constituyente fitoquimico principal del extracto acuoso de
las hojas de P. muellerianus, y se encuentra reportado como inhibidor de la enzima
B-secretasa, la cual es la implicada en la enfermedad del Alzheimer, con un
porcentaje de inhibicién de (61,5 + 6,70) % para 10mg/Kg. 2 Adicionalmente se ha

demostrado que tiene actividades antinociceptiva, antihipertensiva y desinflamatoria.
[12]
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[1.8 Phyllanthus niruri.

Una de las plantas del género mas investigadas y a la cual se le atribuyen
gran cantidad de propiedades farmacoldgicas. Esta es una planta ampliamente
encontrada en Brasil y en otras regiones tropicales, localmente conocida como
“trituradora de piedra” y es popularmente usada para el tratamiento de patologias
renales, particularmente, urolitiasis. Los compuestos encontrados para esta planta
son del tipo: lignanos, alcaloides, cumarinas, flavonoides, lipidos, esteroles, taninos

y terpenoides. [1315]

Esta planta es usada en la medicina ayurvédica de la India como remedio
para muchas enfermedades como diabetes, hepatotoxicidad, hiperglicemia,
enfermedades virales y causadas por bacterias. [14

Grupos de investigadores de Brasil y la India, fueron los primeros en conducir
estudios relacionados a las propiedades medicinales de P. niruri ya que esta planta
es originaria de sus areas, con una larga historia en sus usos por parte de sus
habitantes. Investigadores brasilefios reportaron la actividad antiespasmodica P.
niruri, la cual gano atencion en todo el mundo a final de la década de los 80 debido a
su actividad para tratar también la hepatitis B. El extracto de alcaloides de esta

planta demostré una relajacion especifica para el tracto biliar y urinario. [14]

Entre los compuestos aislados para esta planta se tiene:

Flavonoides: rutina (5), quercetina (8), galocatequina (10), quercetol (73). [
[13] [14]
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73 OCH; OH

Terpenoides: limoneno (74), p-cimeno (75), lupeol (34). BI[13][14]

Taninos: geraniina (14), acido elégico (55), corilagina (4). B1[131124]

Alcaloides: phyllochristina (45), securinina (28), norsecurinina (31),
phyllanthina (27). B! 131114]

Esterol: B-sitosterol (62). 1131 [24]

Polifenol: 4cido elagico (12). B3]
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[1.9. Phyllanthus reticulatus.

Sumando a la lista de las tantas especies con propiedades medicinales de la
familia Phyllanthaceae se encuentra a P. reticulatus, la cual se trata de un arbusto
que crece facilmente en regiones tropicales y subtropicales y se encuentra
ampliamente distribuido en Tailandia. Su extracto acuoso ha sido usado en Tailandia
como tratamiento para asma, anemia, fiebre o usado como diurético, astringente y

agente antiinflamatorio. 1]

El trabajo biologico para esta planta mostré actividades antidiabéticas,
antiplasmodium, antimicrobiana, protector hepético, antibacteriana, antinociceptiva y
antihiperglicémica. Las hojas de esta planta se usan como diuréticos y anti-diarréico
en infantes. 116l

Para esta planta se han aislado una variedad de compuestos quimicos, entre
los cuales predominan los triterpenos, sin embargo, también hay presencia de
bencenoides, cumarinas y esteroles. [l

Esterol: B-sitosterol (62). [°]

Polifenol: acido elagico (55). B!

Triterpenos: friedelina (69), acido betulinico (76). !
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[I. 10. Phyllanthus sellowianus.
Planta medicinal de la familia en estudio, es nativa del sur de Brasil, la cual
recibe el nombre de P. sellowianus. Es ampliamente usada en la medicina popular

para el tratamiento del rifién y calculos de la vejiga. !

De esta planta se han aislado una gran cantidad de compuestos, entre ellos:

alcaloides, bencenoides, cumarinas, flavonoides, triterpenos, esteroles y azucares.

Alcaloide: phyllanthimida (77). B

K0

77

Flavonoides: rutina (5), quercetina (8). ®!
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Il. 11. Phyllanthus acidus.

Clasificacion taxonémica 175
Reino: Plantae.
Division: Mgnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Malgiphiales.
Familia: Phyllanthaceae.
Tribu: Phyllanthaceae.
Subtribu: Flueggeinae
Género: Phyllanthus.
Especie: Phyllanthus acidus

Planta en estudio, conocida en Venezuela como “Cerezo agrio” se caracteriza
por ser poco ramificada y de hojas simples, es conocida también como “Grosella
espinosa de la estrella” (star gooseberry) en la India. Las actividades medicinales de
P. acidus encontradas en estudios realizados previamente son antipirética,

analgésica, antiinflamatoria, antiviral, entre otras. [*8l

Esta planta es originaria de Brasil, sin embargo, otros autores la ubican en
Madagascar. Una gran cantidad de literatura les atribuye diversas propiedades

medicinales a sus extractos.
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En Indonesia, la India y Tailandia sus hojas son cocinadas como vegetales, ya
que en la medicina tradicional de estos paises las hojas de P. acidus son
consideradas como analgésicos, antipiréticos, antirreumaticos, antivirales y con la

capacidad de curar la ictericia, viruela y la infeccion en las encias. 19

Las frutas de P. acidus nacen en racimos sueltos, son palidas de color
amarillo o blanco, crujientes y jugosas con sabor amargo; esta fruta tiene un alto
contenido de vitamina C. Se ha usado para mejorar la vista, la memoria y la accion
preventiva contra la diabetes. ?°! En sus frutos se han encontrado los siguientes

compuestos: acido p-hidroxibenzdico, acido caféico, adenosina, kaempferol (7). [21]

La corteza de la raiz se utiliza en la India como agente de curtido y por ser su
madera dura y resistente se utiliza como combustible. Un estudio realizado en la
India en el afio 2006, el extracto hidrometandlico de P. acidus mostro un efecto
protector en el sistema hepatico de ratones que habian sufrido dafios por causa de
CCls. I En otro estudio realizado el mismo afio, se obtuvo que el extracto
metandlico de esta planta posee una importante actividad antibacteriana “in vitro”.
Los extractos tanto acuoso como de diferentes solventes organicos de esta planta

medicinal, son reportados como un tratamiento potencial para la fibrosis quistica. [17]

Un estudio realizado en Tailandia, en el cual, se midi6 el efecto de la
administracion oral, durante seis semanas, del extracto acuoso de las hojas de
Phyllanthus acidus, sobre las funciones del tejido adiposo perivascular y vascular de
ratones masculinos de mediana edad, demostrd, que este tratamiento causé una
disminucién del peso corporal, grasa visceral y subcutanea, acumulacién de lipidos
en el higado asi como disminucion del colesterol, es decir, todos los parametros
beneficiosos que habian sido mostrados para restaurar el sistema vascular, en la

disfuncion endotelial, en los adultos mayores que padecen de obesidad. 22

Usando ratas Wistar, se estudio el efecto del extracto etanodlico de la fruta de
P. acidus para validar el uso tradicional de esta planta como protector hepéatico y
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antioxidante en el dafio oxidativo del higado causado por tetracloruro de carbono
(CCls). El extracto etandlico a una concentracion del 70% y la droga de referencia
silimarina se le suministro a las ratas de diferentes grupos, una vez al dia por cinco
dias, y el CCls se le dio en los dias dos y tres. Para este estudio se obtuvo un
significante efecto como protector hepéatico en comparacion con el grupo control. Los
resultados bioquimicos se complementaron con los resultados de la seccion

histopatoldgica de los tejidos del higado. [23]

La evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto cloroférmico de la
fruta de P. acidus se llevo a cabo en el continente asiatico con once bacterias
patégenas. Este extracto mostr6 una actividad antibacteriana para Shigella
dysenteriae, Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus y Sarcina lutea en
concentracion de 500ug/disco, en comparaciéon con el estandar de kanamicina,
siendo el rango de la zona de inhibicién del extracto cloroférmico de 0,5 a 2,5 mm.
En este estudio también encontraron que la actividad antioxidante aumenta
ligeramente con aumento de la concentracion del extracto y que la misma posee una
actividad antioxidante comparativamente mas baja que la del &cido ascérbico,
siendo el resultado del ICso para el extracto de la planta un valor de 2745,86ug/mL y

el del &cido ascorbico 13,37ug/mL. 24

De igual manera, la fruta de Phyllanthus acidus colectada en Savar, Dacca,
fue sometida a un estudio de tamizaje fitoquimico, en el cual, adicionalmente se
evalué la actividad “in vitro” del extracto de éter de petroleo fue probado para
actividades citotoxicas, antibacterianas y antioxidantes; el tamizaje fitoquimico reveld
la presencia de hidratos de carbono, glucésidos y esteroides. La actividad del
extracto antibacteriano exhibido se determiné por el método de difusion en disco
contra trece bacterias patdgenas, las concentraciones mas altas mostraron actividad
antimicrobiana contra un numero de bacterias incluyendo Salmonella typhi,

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Bacillus megaterium. 23]

Para esta planta se han reportado compuestos tipo triterpenos:
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Triterpenos: lupeol (34), B-amirina (78), phyllanthol (40). [

Otros estudios han demostrado la actividad farmacoldgica de la B-amirina

como analgésico. P!
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Il JUSTIFICACION

Gran parte de los antecedentes que se tienen de la planta Phyllanthus acidus,
corresponden al estudio y caracterizacion de metabolitos secundarios presentes en
ella, tomando en cuenta el estudio bioldégico de estos compuestos. Conjuntamente,
se puede encontrar una gran cantidad de estudios de los extractos de la planta. Sin
embargo, estos estudios han sido realizados para plantas que han sido colectadas
en otros paises por lo que no se tienen antecedentes de Phyllanthus acidus

cultivada en Venezuela.

Dados los interesantes resultados obtenidos en el estudio quimico y
farmacoldgico de la planta en otros continentes, ha surgido el interés de investigar
los compuestos quimicos presentes en la corteza esta especie, colectada en nuestro

pais.

Esto contribuiria a sumar informacién a nivel mundial acerca de la corteza de
esta especie, la cual, es la parte de esta planta a la que se han realizado menos
investigaciones. Es por ello, que es interesante estudiar la corteza de P. acidus;
ademas, que la pigmentacién de la corteza de esta especie posee una coloracion

especial (roja), lo que es un atractivo para ser investigada.

De encontrarse resultados que correspondan con los ya reportados en otras
latitudes, la corteza de Phyllanthus acidus presente en Venezuela, podria ser
considerada como una planta con potencialidad para ser administrada de manera
segura con propositos terapéuticos, es decir, podria considerarse como una planta

medicinal, caracteristica que aun no se le ha dado en esta region.
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IV.  OBJETIVOS.

IV.1 Objetivo general.

Realizar el estudio fitoquimico de la corteza de Phyllantus acidus (L.) Skeels

colectada en Venezuela.

IV.2 Objetivos especificos.

e Extraer por procedimiento de maceracion en metanol los metabolitos

secundarios presentes en la corteza de la planta Phyllanthus acidus.

e Realizar particiones con solventes de diferente polaridad como hexano,

diclorometano y acetato de etilo al extracto metandlico.

e Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos
secundarios mayoritarios, presentes en las fracciones de hexano,
diclorometano, acetato de etilo y el extracto metandlico de la corteza de la

planta Phyllanthus acidus.

e Elucidar la estructura molecular de los compuestos procedentes de la
corteza de Phyllanthus acidus mediante técnicas espectroscépicas de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de Protones (*H) y Carbono 13

(*3C) e infrarrojo.
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V. MATERIALES Y EQUIPOS.

V.1 Equipo de laboratorio

e Balanza analitica digital, marca OHAUS Adventurer.

e Secador, modelo HG-751 B.120 V.A.C., 60Hz, 14,5 AMPS. Tango temp.
750/1000 °F (399/538 °C). Master Appliance.

e Estufa Memmert. Modelo 500.

e Rotaevaporador, marca Buchi, modelo B-480.

e Lampara UV longitud de onda (A) 254 y 365 nm, UVP, modelo UVG-11.

e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear, modelo ECLIPSE-JEOL.
270 MHz para los experimentos de 'H y 67.5 MHz para los experimentos de
13c_

e Fusiémetro, marca Fisher-johns.

e Espectrofotdmetro de infrarrojo medio (FT-IR), marca Varian, Modelo 640.

V.2. Materiales cromatograficos

e Silica gel G60 para cromatografia de columna (CC), 0,06-0,2 mm (70-230
mesh ASTM) Scharlau.

e Placas de silica gel para cromatografia de capa fina (CCF) Macherey-Nagel
ALUGRAM SIL G7UV254, 20X20cm. 0,20mm de espesor.

e Placas preparativas de silica gel 60. F254, 20X20 cm, 0,25 mm de espesor.
MERK.

e Columna fase reversa, waters Sep-Pak. Vac 35cc, Ci1s-10g.

V. 3. Disolventes

Se emplearon disolventes grado p.a. Aldrich:
- Metanol (MeOH).
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- Diclorometano (CH2Cl2).

- Cloroformo (CHClz).

- Acetato de etilo (AcOEY).

- N-hexano (CHs (CH2)4CHg).

V.4. Disolventes para RMN

- Cloroformo deuterado (CDCI3) Aldrich.

V.5. Reveladores

- p-anisaldehido (revelador universal): se prepar6 mezclando 5mL de p-
anisaldehido con 90 mL de EtOH, 5mL de H2SOs4 y 1 mL de CH3COOH

glacial.

V.6. Desecantes
- Sulfato de magnesio anhidro, ANALAR (BDH).
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VI. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

VI.1. Colecta del material vegetal

La corteza de la especie Phyllanthus acidus (L) Skeels, empleada para llevar
a cabo el presente trabajo, fue colectada en El Moralito, Municipio Francisco Javier
Pulgar, estado Zulia, Venezuela en enero de 2016 e identificada por el Botanico Dr.
Stephen S. Tillet.

VI. 2. Tratamiento del material vegetal.

La corteza de la planta Phyllanthus acidus (L.) Skeels se seco al aire libre
desde el momento de su coleccién hasta la fecha de inicio del trabajo, se cortd en
trozos pequefios y se peso la cantidad de (152,0 + 0,01) g.

VI.3. Extraccion.

La corteza fragmentada fue sometida a un procedimiento de extraccion
continua por maceraciéon empleando MeOH como disolvente. El extracto metandlico
asi obtenido se filtr6 y posteriormente, se sometié a secado en un rotaevaporador

para concentrar mediante la eliminacion del solvente.

VI.4. Fraccionamiento del extracto metandlico

El extracto metandlico evaporado fue disuelto en una mezcla metanol:agua
(50:50; v/v), la solucién se vertio en un embudo de separacion y se llevé a cabo el
proceso de particion afladiendo 3 porciones de 50mL de cada uno de los siguientes
solventes, en orden creciente de polaridad: n-hexano, (CHs(CH2)sCHs),
diclorometano (CH2Cl2) y acetato de etilo (AcOEt) obteniéndose asi las

correspondientes fracciones de hexano (AGPACH), de diclorometano (AGPACD),
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acetato de etilo (AGPACACc) y acuosa (AGPACH20). Cada una de estas fracciones

fue concentrada, evaporando el disolvente en su totalidad a través de un

rotaevaporador. Este procedimiento aplicado se ilustra y sintetiza a través del

siguiente esquema:

Extracto metanélico

26,2994g

Rotaevaporador.

Disolucion en MeOH/H20 50:50 v/v
Particion con Hexano; 3 porciones de 50mL, unién de

las 3 fracciones.

Fraccién de hexano.

Secado con MgSOx4 (s)

Fraccion Hidrometandlica.

Filtracion
Evaporacion

Particiéon con 3 porciones
de 50mL de CH2Clz (Uni6n
de las 3 fracciones)

Fraccion de hexano seca.

AGPACH
1,4027g

Fracciéon Hidrometandlica.

Particion con 3 porciones de 50mL
de EtOAc (Union de las 3 fracciones)

Fraccion de
diclorometano.

Secado con MgSOQOs )
Filtracion
Evaporacion

Fraccioén de acetato de etilo.

Fraccién Hidrometandlica.

Secado con MgSOa (s)
Filtracion

Evaporacion a presion

reducida

Fraccién de diclorometano
seca.
AGPACD
0,1395¢g

Evaporacion . -
Fraccion Hidrometandlica
Fraccién de acetato de etilo seca.
seca. AGPACH:20
AGPACAC 12,3274g
0,82239¢g

Esquema N°1. Fraccionamiento del extracto metandlico de la corteza de Phyllanthus

acidus.
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VI.5. Separacion de los componentes por fraccion.

A cada una de las fracciones obtenidas se le aplico la técnica de
cromatografia de capa fina (CCF) para la determinaciéon y seleccion de las
condiciones de Optima separacion de los compuestos constituyentes, visualizando
las placas mediante iluminacion ultravioleta (254 y 365 nm) seguida de inmersién en

solucion de p-anisaldehido y posterior calentamiento.

Una vez determinadas las mencionadas condiciones, se aplicé la técnica de
cromatografia en columna (CC), en fase normal, sobre silica gel para llevar a cabo la
separaciéon empleando solventes y mezclas de los mismos con incremento de la
polaridad a lo largo del proceso, de acuerdo a las determinaciones efectuadas en la
cromatografia de capa fina (CCF) Las fracciones obtenidas fueron concentradas,
evaporando el disolvente a través de un rotaevaporador y aplicando, posteriormente,
vacio hasta la completa sequedad; luego de lo cual fueron monitoreadas por medio
de CCF y se agruparon tomando en consideracion el nimero de compuestos

observados sobre la placa, asi como los factores de retencion (Rf).

Los grupos de fracciones en los cuales se observd una composiciéon
relativamente sencilla al realizar el monitoreo por CCF, fueron tratadas por un
procedimiento de separacion y purificacion por CC o cromatografia de placa
preparativa, de acuerdo a la cantidad obtenida y conveniencia, empleando de nuevo
las condiciones de separacion determinadas a través de CCF, las fracciones que
mostraron estar constituidas por un aparente Unico componente o componente

mayoritario fueron examinadas por espectroscopia de RMN (*H y 3C).
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VI.5.1 Separacion de los componentes en la fraccion de hexano.

La fraccion de hexano obtenida, una vez concentrada hasta completa
sequedad, se tratdo con metanol, ya que se observé que con este solvente se inducia
el precipitado de un sdlido blanco, luego de retirar el sélido blanco se analiz6 a
través de CCF la fraccion para determinar las condiciones necesarias para la 6ptima
separacion de los compuestos constituyentes. Una vez determinada la composicion
de fase mévil que generé una mejor separacion de los compuestos presentes, 1:1
v/v diclorometano:hexano, se efectud el procedimiento de separacién a través de CC
en fase normal, empleando como fase estacionaria silica gel en una proporcién silica
muestra 50:1 p/p, iniciando la elucion 70:30 v/iv Hex:CH2Cl2 y aumentando
progresivamente la polaridad de la fase mévil, pasando por 60:40, 30:70, 10:90 v/ivy
diclorometano puro, luego mezclas CH2Cl2:Hex 95:5, 90:10 v/v y finalmente metanol
puro. Se obtuvo un total de 50 fracciones, las cuales fueron monitoreadas mediante
CCF, empleando como revelador p-anisaldehido y continuando con el calentamiento
de la placa. En base a los resultados obtenidos en este monitoreo, las fracciones
fueron combinadas en 13 grupos: AGPACHF-1, AGPACHF-2, AGPACHEF-3,
AGPACHF-4, AGPACHF-5, AGPACHF-6, AGPACHF-7, AGPACHF-8, AGPACHF-9
y AGPACHF-10(ver tabla 1).

Figura N°2. Perfil cromatografico para el grupo de fracciones colectadas durante la
separacion de los componentes de AGPACH. Fracciones de la 1-20.

E— i
| : - B PAN
i V3h s
4 ! e
} : :
'
A ¥




43

Figura N°3. Perfil cromatografico para el grupo de fracciones colectadas durante la
separacion de los componentes de AGPACH. Fracciones de la 18-34.

Tabla N°1. Combinacién de las fracciones obtenidas en la separacion de la
fraccién de hexano, por cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel,

para obtener grupos de fracciones.

Grupo de fracciones Fracciones combinadas.
AGPACHF-1 6,7y 8.
AGPACHF-2 9,10,11y12.
AGPACHF-3 13y 14
AGPACHF-4 15,16y 17
AGPACHF-5 18,19, 20y 21.
AGPACHF-6 22,23, 24,25y 26.
AGPACHF-7 27,28, 29,30y 31.
AGPACHF-8 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 y 42.
AGPACHF-9 43.
AGPACHF-10 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50.
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Posteriormente, las fracciones AGPACHF-4, AGPACHF-5 fueron unidas para
purificar los compuestos presentes, separandolos a través de una CC en fase
normal, empleando como fase estacionaria silica gel en una proporcion silica
muestra 50:1p/p, iniciando la elucién con una mezcla Hex:CH2Cl2 70:30, 50:50,
30:70 v/v. Obteniéndose 28 fracciones que fueron agrupadas en dos grupos
AGPACHF-4, 5.1 y AGPACHFA4, 5.2.

Tabla N°2. Combinacién de las fracciones obtenidas en la separacion de las
fracciones AGPACHF-4, AGPACHF-5, por cromatografia de columna en fase normal

sobre silica gel, para obtener grupos de fracciones.

Grupo de fracciones Fracciones combinadas.
AGPACHF-4,5.1 12,13, 14,15y 16.
AGPACHF-4,5.2 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y
28.

Para la purificacion de la AGPACHF6 se realizé una separacion usando una
placa preparativa en fase normal eluyendo con una mezcla Hex:AcOEt 95:5 v/v. En
esta separacibn se separaron 4 fracciones que fueron filtradas y pesadas
AGPACHF-6.1, AGPACHF-6.2, AGPACHF-6.3 yYAGPACHF-6.4. Cada zona de la
placa que contenia adsorbidos estos compuestos fue removida, y se mantuvo en
agitacion durante 1 hora y en maceracion por 24 horas empleando como solvente
CHCls.

Para la purificacion de la AGPACHF7 se realizdé una separacion usando una
placa preparativa en fase normal eluyendo con una mezcla Hex:AcOEt 9:1 v/v. En
esta separacidon se separaron 3 fracciones que fueron filtradas y pesadas
AGPACHF-7.1, AGPACHF-7.2 y AGPACHF-7.3. Cada zona de la placa que
contenia adsorbidos estos compuestos fue removida, y se mantuvo en agitacion

durante 1 hora y en maceracion por 24 horas empleando como solvente CHCls.
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Precipitacion inducida

con MeOH.
Filtraciéon.
» Evaporacion de solvente

Fraccion de Hexano
(AGPACH)
Con sdlido blanco.

l

Solido blanco puro

AGPACHS
150mg
Fraccién de Hexano
(AGPACH)
698,3mg

CC: (Silica gel)

Hex:CH2Clz.  70:30 = 60:40 — 30:70 — 10:90 v/v
CH2Cl2100%

CH2Cl2:MeOH 95:5 —p 90:10 v/iv

MeOH 100%

AGPACHF1 AGPACHF3 AGPACHF5 AGPACHF7 AG;Af HF9
13,5mg 5,3mg 51,9mg 48,3mg 9,45mg
AGPACHF2 AGPACHF4 AGPACHF6 AGPACHF8
23,7mg 60,7mg 54,3mg 296,3mg AGPACHF10
15,4mg
Se unieron las fracciones y se Placa preparativa 1
sometieron a nueva CC; (silica gel) Hex:AcOEt 95:5 v/v _
Hex:CH.Cl, 70:30 — 50:50 —» Placa preparativa 2
30:70 viv Hex:AcOEt 9:1 v/iv
AGPACHF6.1 AGPACHF6.3
20,2mg 11,8mg
AGPACHF4,5.1 AGPACHF7.1 AGPACHF7.3
0,1m: AGPACHF6.2 AGPACHF6.4 21
,1Mmg ,Amg 2,7mg
AGPACHF4,5.2 14,4mg 3mg
46,9mg
AGPACHF7.2
13.2mg

Esquema N°2. Separacién de componentes de la fraccion de hexano del extracto

metandlico de la corteza de Phyllanthus acidus.

Rcci= 85, 47%
Rcco=41,74%

Rpp1= 90,98%
Rpp2= 37,27%
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VI 5.2 Separaciéon de los componentes en la fraccion de diclorometano.

La fraccion de diclorometano obtenida, una vez concentrada hasta completa
sequedad, se analizé a través de CCF para determinar las condiciones necesarias
para la optima separacion de los compuestos constituyentes. Una vez determinada
la composicion de fase mévil que generé una mejor separacioén de los compuestos
presentes, se efectué el procedimiento de separacion a través de CC en fase
normal, empleando como fase estacionaria silica gel en una proporcién silica
muestra 50:1p/p, iniciando la elucion CHCIs: Hex 50:50, 70:30, 90:10, 95:5 vlv;
CHCIs 100%; CHCIs 90:10, 80:20, 60:40, 50:50 v/v y finalmente metanol puro. Se
obtuvo un total de 93 fracciones, las cuales fueron monitoreadas mediante CCF,
empleando como revelador p-anisaldehido y continuando con el calentamiento de la
placa. En base a los resultados obtenidos en este monitoreo, las facciones fueron
combinadas en 3 grupos: AGPACDF-1, AGPACDF-2, AGPACDF-3. (Ver tabla 2).

Tabla N°3. Combinacién de las fracciones obtenidas en la separacién de la fraccion
de diclorometano, por cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel,

para obtener grupos de fracciones.

Grupo de fracciones Fracciones combinadas.

AGPACDF-1 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39y 40

AGPACDF-2 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63y 64.

AGPACDF-3 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92 y 93.

La separacion no resulté muy efectiva, practicamente todos los componentes

permanecieron contenidos en el grupo AGPACDF-2. De estas fracciones, debido a
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la poca cantidad obtenida de compuesto en cada una, solo la fraccion AGPACDF-
fue examinada por espectroscopia de RMN (*H y *3C).

Fraccion de Diclorometano
(AGPACD)
139,5mg

CCs (Silica gel)

CHCls:Hex1:1— 70:30— 90:10— 95:5 v/v
CHCI3100%

CHCI3:MeOH 90:10 — 80:20 — 60:40 — 50:50v/v
MeOH 100%

AGPACDF-1 AGPACDEF-2 AGPACDEF-3
6,8mg 36,3mg 4,6mg

Esquema N°3. Separacién de componentes de la fraccion de diclorometano del
extracto metandlico de la corteza de Phyllanthus acidus.
Rces= 34,19%
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VI. 5.3. Separacion de los componentes en la fraccion de acetato de etilo.

La fraccidon de acetato de etilo obtenida, una vez concentrada hasta completa
sequedad, se analizé a través de CCF para determinar las condiciones necesarias
para la optima separacion de los compuestos constituyentes. Una vez determinada
la composicion de fase mévil que generé una mejor separacion de los compuestos
presentes, se efectud el procedimiento de separacion a través de CC en fase
normal, empleando como fase estacionaria silica gel en una proporcién silica
muestra 50:1 p/p, iniciando la elucion con una mezcla CHCIs: (CH3)2CO: MeOH
65:25:10 v/v y luego (CH3)2CO:MeOH 90:10 v/v. Se obtuvo un total de 28 fracciones,
las cuales fueron monitoreadas mediante CCF, empleando como revelador p-
anisaldehido y continuando con el calentamiento de la placa. En base a los
resultados obtenidos en este monitoreo, las fracciones fueron combinadas en 6
grupos: AGPACACcF-1, AGPACAcF-2, AGPACACcF-3, AGPACAcF-4, AGPACACF-5y
AGPACACF-6 (ver tabla 3).

Tabla N°4. Combinacién de las fracciones obtenidas en la separacién de la fraccion
de acetato de etilo, por cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel,

para obtener grupos de fracciones.

Grupo de fracciones Fracciones combinadas.
AGPACACcF-1 1,2y 3.
AGPACACF-2 4,5 6y7.
AGPACACF-3 8,9, 11,12, 13y 14.
AGPACACF-4 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.
AGPACACF-5 25, 26, 27 y 28.

Finalmente, las fracciones AGPACACF-2 y AGPACACF-3 se unieron al igual
qgue las fracciones AGPACAcF-4 y AGPACACF-5 ya que la separacion no resulté
efectiva. Para la separacion y purificacion de los compuestos presentes en la

AGPACACF-2-3 se realizé una separacion usando una placa preparativa en fase
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normal eluyendo con una mezcla CH2Cl2:MeOH 95:5 v/v. En esta separacion se
separaron 3 fracciones que fueron filtradas y pesadas AGPACHF-2-3.1, AGPACHF-
2-3.2 y AGPACHF-2-3.3. Cada zona de la placa que contenia adsorbidos estos
compuestos fue removida, y se mantuvo en agitacion durante 1 hora y en

maceracion por 24 horas empleando como solvente AcOEt 100%.

Para la separacion y purificacion de los compuestos presentes en la
AGPACACF-4-5 se realizdé una separaciéon usando una placa preparativa en fase
normal eluyendo con una mezcla AcOEt:Hex:MeOH 85:13:2 v/v. En esta separacion
se separaron 5 fracciones que fueron filtradas y pesadas AGPACHF-4-5.1,
AGPACHF-4-5.2, AGPACHF-4-5.3, AGPACHF-4-5.4, AGPACHF-4-5.5. Cada zona
de la placa que contenia adsorbidos estos compuestos fue removida, y se mantuvo
en agitacion durante 1 hora y en maceracion por 24 horas empleando como solvente
AcOEt 100%.

La fraccion AGPACHF-4-5.5 fue sometida a una nueva purificacion a traves
de una nueva placa preparativa en fase normal eluyendo con una mezcla
(CH3)2CO:Hex:MeOH 85:13:2 v/v. En esta separacion se separaron 4 fracciones que
fueron filtradas y pesadas AGPACHF-4-5.5.1, AGPACHF-4-5.5.2, AGPACHF-4-5.5.3
y AGPACHF-4-5.5.4. Cada zona de la placa que contenia adsorbidos estos
compuestos fue removida, y se mantuvo en agitacion durante 1 hora y en

maceracion por 24 horas empleando como solvente AcOEt 100%.

De estas fracciones, debido a la poca cantidad obtenida de compuesto en
cada una, solo la fraccion AGPACACcF-1 fue examinada por espectroscopia de RMN
(*Hy *C).

En base al espectro de RMN (*H y 13C) obtenido para AGPACDACF-1, no se

advirtio la presencia de un componente interesante desde el punto de vista quimico.



Fraccion de Acetato de Etilo

(AGPACAC)
449 mg

CC4 (Silica gel)
CHCls: (CH3)2CO:MeOH 65:25:10 95:5 v/iv
(CH3)2CO:MeOH 90:10 viv

50

AGPACACF-1
30,6 mg

AGPACACF-2
41,4 mg

AGPACACF-3
29,2 mg

AGPACACF-4
55,2 mg

AGPACACF-5
61,1 mg

AGPACACF-6
18,3 mg

Se unieron las fracciones.
Separacion por Placa Preparativa 3 usando

FM= CH2Cl2:MeOH 95:5. v/v

Se unieron las fracciones.

Separacion por Placa Preparativa, usando

FM= AcOEt:Hex:MeOH 85:13:2.v/v

AGPACACF-2-3.1
7,9 mg

AGPACACF-2-3.2
10,1 mg

AGPACACF-2-3.3
2,0 mg

Esquema N°4. Separacion de componentes de la fraccion de acetato de etilo del

AGPACACF-3-4.1
4,9 mg

AGPACACF-3-4.3
2,5mg

AGPACACF-3-4.5
36,8 mg

Placa preparativas
(CH3)2CO:Hex:MeOH

85:13:2 viv

AGPACACF-3-4.2
6,9 mg

AGPACACF-3-4.4
5,3 mg

AGPACACF-4-5.5.1
20,8 mg

AGPACACF-4-5.5.2
8,3 mg

AGPACACF-4-5.5.3
7,5mg

extracto metanolico de la corteza de Phyllanthus acidus.
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Rcca=52,52% Rppa= 48,50%
Rpp3= 28,33% Rpps= 99,46%

VI. 5.4 Separacién de los componentes en la fraccion hidrometanodlica.

La fraccion hidrometandlica obtenida, una vez concentrada hasta completa
sequedad, se analizé a través de CCF para determinar las condiciones necesarias
para la optima separacion de los compuestos constituyentes. Una vez determinada
la composicion de fase movil que generé una mejor separacién de los compuestos
presentes, se efectud el procedimiento de separaciéon a través de una CC en fase
reversa. La fase movil utilizada fue una mezcla: MeOH:H20 55:45 v/v; de ésta
columna se tomaron 28 fracciones pero al realizar el estudio CCF de cada una de
ellas se observo que la separacion no fue buena por lo que se decidié unirlas todas
nuevamente y no continuar con el estudio de los componentes de ésta fraccion
hasta no contar con los materiales e instrumentos idoneos para garantizar la mejor

separacion de esta fraccion.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION.

Como se ha hecho mencion en anteriores oportunidades, los compuestos
aislados a partir de la corteza de Phyllanthus acidus (L) Skeels fueron caracterizados
por medio de espectroscopia de RMN (*H y *3C) en una dimensién y absorcién
infrarroja siendo comparados con datos reportados a partir de otros estudios.

VII.1. Compuesto I: phyllanthol (1).

Este compuesto pudo ser identificado, impuro, en la fraccion de hexano por
precipitacion en metanol, cuando al lavar el recipiente donde se encontraba la
fraccion de hexano, se not6 la aparicion de un solido blanco en grandes cantidades,
este soélido se lavé con metanol y se sometié a andlisis por cromatografia de capa
fina CCF para determinar su pureza, observandose que el mismo se encontraba
puro después de lavar con metanol, lo que permitié realizar su caracterizaciéon por

espectroscopia de RMN (*H y 13C) y absorcién infrarroja.

Este compuesto también se encontrd presente en las fracciones AGPACHF-
6.3, AGPACHF-7.2 y AGPACHF-8, aun cuando parecia que se tratara de diferentes
compuestos, debido a que en el resultado de la CCF realizada se observaban
diferentes Rf para las manchas obtenidas, sin embargo, al observar los espectros de
RMN (*H y 13C) para estas fracciones, se observa que se trata del mismo phyllanthol

en todas estas.

Estudiando el por qué ocurre que un mismo compuesto aparezca con
diferentes Rf en una muestra, se estudia la estructura del phyllanthol, y a través de
ella, se puede observar que la presencia del grupo hidroxilo al extremo de su
estructura, confiere la posibilidad de formar enlaces del tipo puente de hidrégeno con
los demas componentes del extracto. Es por esto, que se cree que la razon por la
cual (I) aparece a diferentes Rf durante el analisis, se debe a que establece

interacciones con otros componentes(como por ejemplo acidos grasos presentes)
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que afectan en su polaridad y hacen que estas moléculas puedan ser mayormente
retenidas en la columna, y asi variar las interacciones de ellas (phyllanthol
interaccionando con otros componentes de la muestra) con la fase movil y la fase
estacionaria del sistema de cromatografia, variando asi los Rf obtenidos para cada

molécula.

Esto evidencia, que en la fraccion de hexano el phyllanthol se encuentra
interaccionando, posiblemente via puente de hidrégeno, con otras moléculas
presentes, y estas interacciones ocasionan una variacion de la retencién en la
columna de éste compuesto, ésta variacion en el factor de retencion, depende de la
naturaleza de la molécula acomparfante y a su vez, de la fuerza de las interacciones
phyllanthol - fase mévil y phyllanthol - fase estacionaria, para obtener finalmente el

compuesto puro.

Adicionalmente, existe la posibilidad de tener un diasteroisomero del
phyllanthol con wuna configuracion diferente en uno solo de sus centros
estereogénicos (epimero), lo que haga que el arreglo en la columna de éstos
diasteroisomeros sea distinto, y por lo tanto, los Rf varien entre ellos; esto, tomando
en cuenta, que debido al tamafio de la molécula (30 atomos de carbono), y la
presencia de un solo grupo hidroxilo, las interacciones del tipo Van der Waals, son
consideradas bastante significativas para determinar la causa de la diferencia de los
Rf obtenidos, para la misma molécula caracterizada por RMN e IR.

Finalmente, al identificar lo que estaba sucediendo, se sumé el peso de las
fracciones obtenidas que poseian (I) puro, alcanzandose una cantidad total para
este compuesto de 420,3 mg.

El espectro de absorcion infrarroja de este sélido muestra una sefial ancha en
3306,1 cm, lo cual es caracteristico de la presencia de un alcohol en la estructura,
dicha sefal, esta relacionada a la vibracion de estiramiento del enlace O-H asi como

también, una sefial en 2943,0 cm* que muestra la presencia de una vibracién por



54

estiramiento del enlace C-H, ademas, la sefial que se observa en 1464,6 cm™ es
caracteristica de una vibracion por estiramiento de un anillo ciclopropil, lo que infiere
la presencia del mismo en la estructura. En este espectro se observa que no existe
otro grupo funcional significante en la molécula y que el resto de las sefales

corresponde a enlaces simples C-C.

El espectro de RMN de 'H, mostré un grupo de sefiales alifaticas a campo alto
(entre 1.55 y 0.81 ppm), muchas de ellas como singletes, que sugerian metilos sobre
estructuras terpénicas Ademas de ese grupo de sefales, un triplete en 6 3.18ppm (t,
J = 4.21 Hz), sugirié un protébn geminal a un grupo hidroxilo, en la posicion 3 del
anillo A, corroborando lo que se habia observado en la absorcién de la banda de OH
en IR, las demas sefiales muestran la presencia de metilenos y metinos de tipo
alifdticos sefiales comun en muchos triterpenos. Finalmente, una sefal doblete
integrando dos protones llamo la atencion por el alto desplazamiento quimico (0.063,
d, J = 5.45 Hz), estos desplazamientos son comunes en anillos ciclopropanos como

es el caso de los cicloartanos.

La estructura del triterpeno sugerida por las sefiales en RMN de protoén, fue
corroborada con el espectro de carbono trece, el cual fue analizado conjuntamente
con un DEPT 135. Claramente fueron observadas 30 sefiales de carbono, indicando
lo presumido con el espectro de protones, una estructura terpénica y en este caso
debido al nimero de carbonos, se trataba de un triterpeno, discriminadas con el
DEPT en 7 grupos metilo, 11 metilenos, de los cuales particularmente uno aparecia
a un desplazamiento inusual de 13,4166ppm, corroborando el ciclopropilo planteado
en el RMN 'H, 6 carbonos metinicos, uno de ellos oxigenado observado en 79,13

ppmy 6 carbonos cuaternarios, lo que nos ratifico la estructura de un triterpeno.

La comparacién con datos de la literatura, especialmente con los compuestos
previamente reportados para la especie, nos sefialaron la presencia del triterpeno

conocido como phyllantol (I), el cual es considerado como un marcador
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quimiotaxondémico de estas especies; esto corroborado con la medida de su punto

de fusion.

Tabla N°5. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

13C a los atomos de C presentes en el phyllanthol.

C 13C (Rep)® | 13C (Exp)
1 38,7 38,52
2 27,5 27,98
3 79,3 79,14
4 39,1 38,93
5 55,9 55,83
6 18,3 18,20
7 38,7 38,52
8 37,2 37,03
9 54,2 54,18
10 37,5 37,3}
11 17,8 17,67
12 35,4 35,33
13 26,6 27,38
14 32,4 32,38
15 21,5 21,36
16 27,5 27,98
17 32,1 32,38
18 50,3 50,23
19 41,0 40,82
20 38,7 38,93
21 31,3 31,13
22 42,3 42,10
23 28,1 28,28
24 15,5 15,5
25 16,2 16,08
26 18,2 18,03
27 13,5 13,4
28 28,4 28,22
29 18,3 17,92
30 20,9 20,73

Tomado en CDCls, 270 MHz
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Tabla N°6. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales mas

distintivas de RMN !H a los &tomos de H caracteristicas presentes en el phyllanthol.

H 'H (Rep)®® | H (Exp)
3 3,18 (d, J 3,18 (t,
=5,75 J=4,21Hz)
23 0,96 (s) 0,98 (s)
24 0,77 (s) 0,77 (s)
25 0,86 (s) 0,85 (s)
26 1,11 (s) 1,11 (s)
N 0,066 (d,J | 0,063 (d, J=
=5,55 5,45Hz)
28 0,89 (s) 0,89 (s)

(1
Phyllanthol

29

30



Espectro N°1. Espectro Infrarrojo de Phyllanthol.
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CDCls).

Espectro N°2. Espectro *H RMN de phyllanthol (1) (d: 4,0- -0,0266ppm) (270 MHz;
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Espectro N°3. Espectro *H RMN de phyllanthol (1) ampliado (3: 7,2473- 3,1428ppm)

(270 MHz; CDCl3).
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Espectro N°4. Espectro RMN'3Cy DEPT de phyllanthol (1) (5: 90,0 - 10,0ppm) (270

MHz; CDCls).
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VII.2. Compuesto II: 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (ll).

Este compuesto se aislo de la fraccion AGPACHF-4,5.2 como un solido de
color beige con un punto de fusion de (253-255) °C. Se obtuvo una cantidad de 46,9
mg, lo cual representa un 9,7% de la fraccibn sembrada en la columna y un 0,30%
del material vegetal inicial. En CCF, mostr6 una mancha que se torné6 morado al ser

revelado con p-anisaldehido.

El espectro de absorcién infrarroja muestra una sefial intensa en 1730,1 cm™?
caracteristica de enlaces carbono-oxigeno de compuestos carbonilicos, también, la
sefial que aparece a 1246,3 cmes caracteristica de la vibracién de estiramiento de
un enlace C-O presente en los esteres; éstas sefales, indican la presencia de un
compuesto que posee en su estructura el grupo funcional “ester”, las demas sefales
indican la presencia de cadenas ciclicas sin heterodtomos y algunos radicales

metilicos.

El espectro de protones fue bastante similar al del phyllantol (1), mostrando
mayoritariamente sefiales de tipo alifaticas entre 2.66 y 0.67 ppm, muchas de esas
sefales sugerian metilos no acoplados y de ellos uno con un desplazamiento de
2.03, sugiri6 un metilo perteneciente a un grupo acetato. Otra sefial importante se
visualizé en el espectro, a & 4.48, se observd un triplete (t, J = 8.18 Hz), el cual

sugeria el protén geminal al grupo acetato en la posiciéon 3 de un triterpeno.

El espectro de carbono trece mostré6 32 sefiales (aunque se observd que
efectivamente no estaba muy puro), se visualizé la sefial de un metino oxigenado,
posiblemente donde se encuentra el acetato (81.1 ppm). Entre otras resonancias, se
veian claramente las de un carboxilo de ester a 170.9 ppm y dos sefiales olefinicas a
134.4 y 133.3. EI DEPT 135 (mas sensible que el carbono) mostré claramente mayor
namero de impurezas en el compuesto analizado), pero su analisis en conjunto con
el espectro de carbono sefalo: 9 metilos, 11 metilenos, 9 carbonos cuaternarios y 3

metinos. Al comparar los datos obtenidos se encontrd una similitud bastante grande
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con los datos del acetato de B-amirina, solo que la olefina pareciera ser una olefina
tetrasustituida entre los carbonos 13 y 18. Este compuesto se encuentra reportado
para Phyllantus pholyanthus, pero sus datos estdn mal asignados en la referencia.
Finalmente la revision de otro tipo de triterpenos con las caracteristicas
mencionadas indicdO que el compuesto aislado corresponde al 33-acetoxy-13(18)

oleanane (II). 7}
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Tabla N°7. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefales de RMN

13C a los &tomos de C presentes en 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (l1).

C 13C (Rep)?”' | 13C (Exp)
1 38,7 38,7
2 23,8 23,8
3 81,1 81,1
4 37,7 37,8
5 55,4 55,5
6 18,4 18,4
7 34,8 34,8
8 41,0 41,1
9 50,6 50,7
10 37,2 37,3
11 21,7 21,8
12 26,5 26,6
13 134,2 134,3
14 44,7 44,7
15 25,0 25,0
16 36,7 36,7
17 34,6 34,6
18 133,3 133,3
19 39,4 39,4
20 33,4 33,3
21 35,4 35,5
22 38,5 38,6
23 28,0 28,1
24 17,7 17,7
25 16,4 16, 4
26 16,6 16,6
27 21,3 21,3
28 24,1 24,1
29 32,4 32,8
30 23,8 23,9
C=0 171,2 170,9
CHs;aC=0 21,5 21,7

Tomado en CDClz, 270 MHz
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Tabla N°8. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales mas

distintivas de RMN 'H a los atomos de H caracteristicas presentes en 3-B-acetoxi-

13(18) oleanane ().

'H (Rep)®® | H (Exp)
3 4,46 (t) 4,48 (1)
23 0,77 (s) 0,78 (s)
24 0,90 (s) 0,91 (s)
26 0,93 (s) 0,94 (s)
27 1,19 (s) 1,13 (s)
29 0,87 (s) 0,88 (s)
30 0,80 (s) 0,82 (s)

HsCCOO | 2,04 (s, 3H) | 2,03 (s, 3H)

(In)

3-B-acetoxi-13(18) oleanane

29

3
-
o
o)
-
-

28

ﬂ"l“lllll



Espectro N°5. Espectro Infrarrojo de acetato de 3-B-acetoxi-13(18) oleanane.
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0,6785ppm) (270 MHz; CDCls).
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Espectro N°7. Espectro 'H RMN de 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (II) ampliado (3:

2,7- 0,5ppm) (270 MHz; CDClI3).
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Espectro N°8. Espectro 'H RMN de 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (II) ampliado (3:
5,0- 4,1ppm) (270 MHz; CDCls).
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(6: 190,0 - 10,0ppm) (270 MHz; CDCls).

Espectro N°9. Espectro RMN 3C y DEPT de 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (Il)
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VIIl. CONCLUSIONES.

v En el estudio fitoquimico realizado a la corteza de la planta Phyllanthus acidus
(L) Skeels se aislaron 3 compuestos de los cuales 2 fueron identificados como
como: phyllanthol (1) y 3-B-acetoxi-13(18) oleanane (Il), un tercer compuesto

sin caracterizacion completa presenta caracteristicas de un 4cido graso.

v Los compuestos aislados, pueden considerarse marcadores
guimiotaxonomicos de la especie, ya que han sido reportados en los estudios
fitoquimicos previamente realizados a especies de otras latitudes.
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IX. RECOMENDACIONES.

Realizar el estudio fitoquimico de otras partes de la especie Phyllanthus
acidus (L) Skeels, como hojas, frutos y raiz, ya que es probable que se

encuentren mas compuestos interesantes desde el punto de vista quimico.

Estudiar la fraccion acuosa del extracto metandlico de la corteza de la planta
Phyllanthus acidus (L) Skeels.
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