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RESUMEN. Phyllanthus sellowianus Miller Arg. (Euphorbiaceae) es una especie ve-
getal ampliamente usada en medicina popular como hipoglucemiante y diurética. Del
extracto hexanico de la corteza de las partes aéreas de esta planta se aislé un triterpe-
no pentaciclico: el phyllanthol (13-27-cicloursan-3-§-ol). Del extracto aceténico se ais-
laron los 4cidos clorogénico y cafeico y un biflavonoide: la 4°,4”di-O-metil cupressu-
flavona. Del extracto metandlico se aislé una flavanona: la 7-hidroxi flavanona. Del
extracto acuoso, fraccionado con cloruro de metileno, se aislaron dos cumarinas: la
isofraxidina (7-hidroxi-6,8-di-metoxi cumarina) y escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi
cumarina) y del remanente acuoso los azicares: levulosa, sacarosa, glucosa y galacto-
sa. Estos compuestos se identificaron mediante su analisis espectroscépico y en algu-
nos casos a través de una comparacion cromatografica con muestras auténticas.

SUMMARY. “Phenolic and triterpenic Compounds from Phyllanthus sellowianus” .
Phyllanthus sellowianus Miiller Arg. (Euphorbiaceae) is a species widely used in folk
medicine as a hypoglycemic and diuretic agent. Using the stem bark of the aerial parts of
this plant phyllanthol (13-27-cicloursan-3-3-ol) was isolated from the hexane extract.
Chlorogenic and caffeic acids and 4°,4’di-O-methyl cupressuflavone were isolated from
the acetonic extract. From the methanolic extract 7-hydroxyflavanone was isolated. Two
coumarins, isofraxidin (7-hydroxy-6,8-di-methoxy coumarin) and scopoletin (7-hydroxy-6-
methoxy coumarin) were isolated from the dichloromethane extract. From the aqueous
extract, levulose, sucrose, glucose, and galactose were isolated. These compounds were
identified on the basis of spectroscopic analysis and some of them by chromatographic
comparison with authentic samples.
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INTRODUCCION

La familia de las Euforbidceas se
compone de unos 300 géneros y alrede-
dor de 6.000 especies. Los diferentes gé-
neros estdn ampliamente distribuidos en
el mundo vy, si bien se encuentran princi-
palmente en las regiones tropicales, su
distribucién por el territorio de nuestro
pais también es muy amplia. De los di-
versos géneros estudiados se han aislado
diferentes metabolitos secundarios: poli-
fenoles, flavonoides, biflavonoides, tani-
nos, cumarinas, heterésidos cianogenéti-
cos, antraquinonas, diterpenos, triterpe-
nos, lignanos y alcaloides de nucleo
aporfinico, piridinico, indélico, quinolini-
co y tropdnico 1. Entre las mencionadas
sustancias se encuentran algunas con di-
versas actividades biolégicas: amebicida,
antiespasmaddica, antihipertensiva, anti-
neoplisica, diurética, hipoglucemiante y
antiinflamatoria 2-6. :

Phyllantbus sellowianus Miiller Arg.  Figura 1. Phyllantbus sellowianus Mill. Arg.;
(Euphorbiaceae) conocido con el nom-  D: rama en flor, E: flor femenina, F: flor mas-
bre vulgar de “sarandi blanco” o “sarandi ~ c%in® G: fruto.
leno”, es un arbusto que mide aproximadamente 4 m de altura con ramas lefiosas
y ramitas superiores muy delgadas 7-9. El origen del nombre proviene del griego,
donde phylios significa hoja y anthos, flor. Esta caracteristica, que las flores nacen
de las hojas, se observa en algunas especies (Figura 1). Encontramos esta especie
distribuida al Noreste de la Republica Argentina, Sur del Brasil, Paraguay y Uru-
guay, donde cominmente crece a orillas de los rios y arroyos, especialmente en el
Delta del Rio Parana 10. 11,

Las infusiones preparadas con los tallos y las hojas se usan en medicina po-
pular como hipoglucemiantes y diuréticas 12. 13, Su uso se encuentra tan amplia-
mente difundido que esta especie ha sido incorporada en la Farmacopea Nacional
Argentina, Ed. VI, como monografia titulada “Sarandi blanco” 1415, Entre los prime-
ros trabajos al respecto podemos citar a Rey 16, donde dice en su “Contribucion al
estudio del Phyllanthus sellowianus, sarandi blanco” que el cocimiento y la infu-
sién de los tallos y de las hojas preparados al 3% P/V son utilizados en el trata-
miento de la diabetes. Pero, ademas se conocen olros usos, como purgante, anti-
séptico y antiespasmodico 17. 18,

En el afio 1928, Dominguez ¥ determind la presencia de oxidasas y la ausen-
cia de glucésidos cianogenéticos, saponinas, alcaloides y peroxidasas. En el afo
1972 Cristiani y Amorin 13 llevaron a cabo un estudio anitomo-morfolégico de esta
especie con el prop6sito de facilitar su reconocimiento. Mds recientemente, Luran-
tos et al. 20 realizaron un ripido andlisis fitoquimico de la corteza y las partes aé-
reas.
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MATERIALES Y METODOS

El material vegetal estudiado fue recolectado en Concepcién del Uruguay,
Provincia de Entre Rios, en el afio 1988. La determinacién taxonémica de P. sello-
wianus fue realizada por el Ing. G. Giberti. Un ejemplar de herbario se halla de-
positado en la Citedra de Farmacognosia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Los puntos de fusién (pf) se determinaron en un aparato de punto de fusién
Mettler FP/2. Los poderes rotatorios [a]p? se midieron en un polar metro digital
Perkin-Elmer, modelo 141. Los espectros UV se obtuvieron en un espectrofotéme-
tro Shimadzu, modelo UV-240, con microprocesador y registrador PR-1. Los espec-
tros IR se realizaron en un equipo Beckman Microspec en fase sélida utilizando
pastillas de bromuro de potasio. Los espectros 1H-RMN se registraron en un equi-
po Perkin Elmer R-12 (80 MH,) y los de 13C-RMN fueron registrados en un equipo
Varian FT-80 A (60 MH,). Los espectros de EM se realizaron a 70 eV en un espec-
trometro de masas Varian Mat CH-7A con insercién directa.

El material vegetal (900 g, corteza de las ramas) seco y molido fue extraido
en un extractor continuo tipo Soxhlet marca Quickfit con hexano. Al residuo obte-
nido luego de evaporar el solvente se lo denominé Extracto hexdnico (8,50 g;
0,95%, los porcentajes se expresan con respecto a la planta seca).

Seguidamente se sec el material vegetal y se reextrajo con cloruro de metile-
no y al residuo obtenido por concentracién del solvente se lo denominé Extracto
cloruro de metileno (14,85 g; 1,65%).

De la extraccién con acetona se obtuvo, luego de evaporar el solvente, el Ex-
tracto acetonico (16,70 g; 1,85%). ‘

Finalmente, se obtuvo de la extraccién con metanol, luego de evaporar el
solvente, el Extracto metandlico (44,20 g; 4,91%).

El extracto hexinico se fraccioné por cromatografia en columna de Silicagel
HG60 (desactivada con 10% de agua) eluida con benceno y benceno-acetato de eti-
lo 1%, 5%, 10%, 20% y 50%. De esta manera se obtuvieron cinco fracciones que
fueron purificadas por cromatografia en columna (Silicagel HG0, con mezclas de
hexano-acetato de etilo), obteniéndose una subfraccién que por cromatografia en
capa delgada presentaba una Gnica mancha. La recristalizacién de esta subfraccién
en cloroformo-éter de petréleo (1:1) dio lugar al compuesto (I) (50 mg) identifica-
do como:

Phyllanthol (13-27-cicloursan-3B-oD 2': pf: 231-233 °C (cloroformo-éter de petroleo)
dit. 231-233 °C) 2 ;[0l®p:+ 43 °C (CLCH) dlit.: [o],2:+ 43°)%% cromatografia en capa delga-
da (Silicagel 60 F,; Cl;,CH-MeOH, 9:1; Revelador: H,SO-EtOH, 1:1) Rf = 0,80 mancha vio-
leta, (Silicagel HF,s; Bz-EtOAc, 7:3; Revelador H,50,-EtOH, 1:1) Rf = 0,75 mancha violeta;
UV A mix MeOH (nm): 208 (lit.: UV A mix MeOH (nm): por debajo de 210)?2 IR (cm):
3390, 3050, 2950, 2870, 1460, 1380, 1015, 885. 'H-RMN (80 MH,, Cl;CD) ppm: 0,85 (6H,d,
gem di-CHy); 1,05 GH,s, CHy); 1,10 GH,s, CHy); 1,27 (3H,s, CHy); 1,45 (3Hs, CHy); 2,20
(2H, sistema AB, H-6); 3,00 (4H,dd, H-21-22); 3,87 (2H, sistema AB, H-27); 4,60 (1H,s, OH-
3); EM m/e (%): 426 (M)* (8); 342 (3); 205 (45); 187 (50); 176 (40); 134 (7); 114 (100); 84
(34).

El extracto aceténico se sometié a una cromatografia en columna de Polyclar
ATNE 60466, utilizando como solventes de elucién Cl,CH,, Cl,CH,-MeOH 1%, 5%,
10%, 20%, 50% y MeOH. Se obtuvieron cuatro fracciones que fueron purificadas
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por cromatografia en columna. Para la segunda fraccion se utilizé Sephadex LH20
y como solvente de elucion, EtOH 50% ajustado a pH = 4. Se obtuvieron 12 mg de
un compuesto puro (ID y 10 mg-de un compuesto puro (IID que fueron identifi-
cados, por comparacioén con sustancias patrones, como 4cido clorogénico y dcido
cafeico, respectivamente. La tercera fraccién fue purificada por cromatografia en
columna de Sephadex LHy, eluida con MeOH. Se obtuvieron 20 mg de un com-
puesto puro (IV) que fue identificado como:

4’ 47 di-O-metil cupressuflavona 2: pf: por encima de 300 °C (piridina-MeOH) (lit.
301-304 °C) 24 ; [a]25y: + 65 (piridina-EtOH) (lit. [o)25y: +65°) 24; cromatografia en capa del-
gada (Silicagel HF,s4 ; Tolueno-Formiato de etilo-Acido férmico, 3:4:3) Rf = 0,58 UV: na-
ranja; UV/NHj: naranja, (Silicagel HF,s4; AcOEt-Butanona-AcH-H,0), 5:3:1:1; Revelador:
H,SO4-EtOH, 1:1) Rf = 0,60 UV: naranja; UV/NHj: naranja; mancha amarilla; cromatografia
sobre papel Whatman N° 1, ascendente; AcH 15%; Revelador: ClsFe 5% en EtOH, Rf =
0,30 UV: amarillo; UV/NHj;: amarillo intenso; mancha verde pélido; UV A max MeOH (nm):
268, 290 (h), 300 (h), 332; NaMeO: 280, 298 (h), 374 (no descompone); AlCl 3: 236 (h), 260
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(h), 279, 307, 336, 338; AlCl3/HClL: 236 (h), 260 (h), 279, 307, 336, 388; NaAcO: 268, 280
(h), 300 (h), 330 (no descompone); Na AcO/ H3BOj: 268, 280 (h), 300 (h), 330; IR (cm™?):
3370, 1625; 1H-RMN (80 MH,, DMSO-dg) ppm: 13,87 (2H,s,0H-5,5"); 12,82 (2H,s,0H-7,7");
8,15 (4H,d,H-2°,6, 26; 7,20 (4H,d,H-3,5,3",5"); 6,97 (2H,s5,H-3,3"); 6,60 (2H,s,H-6,6");
3,97 (6H,s,0CH3-4'4”); 13C-RMN (60 MH,, DMSO-d@) ppm: 161,2 (C-2,2"); 105,0 (C-3,3");
185,4 (C-4,4™); 158,7 (C-5,5"); 86,5 (C-6-6™); 160,0 (C-7,77);100,0 (C-8,8"); 157,5 (C-9,9;
107,5 (C-10, 10™); 121,2 (C- 1’,I’); 131,2 (C-2,27,6, 6); 112,5 (C-3',3",5',57); 162,0 (C-
4,47, 55,0 (C-4’,4”-OCH3);EM m/e (%): 566 (M)* (4,5); 551 (M-CHy) (1,2); 536 (1,2); 432
(AD* (2,7); 283 (2,5); 149 (2,3); 135 (Bp* (8,9); 132 (B+ (7,6); 57 (100).

El extracto metandlico se fraccion6 por cromatografia en columna de Polyclar
ATNE 60466, utilizando como solventes de elucién Cl,CH,, Cl,CH,-MeOH 10%,
20%, 30% y finalmente MeOH. De las dltimas fracciones eluidas de esta columna
se obtuvo una flavanona (V) (15 mg), identificada como:

7-hidroxiflavanona 25: pf: 190-191 °C (ClsCH) (lit.: 190-191 °C)% ; cromatografia en
capa delgada (Silicagel HFs4; AcOEt-Butanona-AcH-H;0), 5:3:1:1; Revelador: H,SO4-EtOH,
1:1, Rf = 0,43 UV: celeste; cromatografia sobre papel Whatman N° 1; AcH 15%,Rf = 0,34
UV: celeste; UV/NHj: celeste. UV A max MeOH (nm): 275, 340 (h); AlCly: 275, 360 (h);
AICLy/HCL: 275, 360 (h); NaMeO: 280 (h) (descompone), 346 (h); NaAcO: 279 (no descom-
pone), 350 (h); NaAcO/H3BOj3: 279, 350 (h). (lit.: UV A mdx EtOH (nm): 275, 350 () %,
EM m/e (%): 240 (M)* (100); 239 (M-1)* (0,4); 163 (M-B)* (92,0); 136 (Ap* (1,7); 103 (By)*
(65,5).

Por otro lado, sobre 70 g de material vegetal en polvo se realizé una extrac-
cién con agua recientemente hervida . El extracto asi obtenido fue particionado
con cloruro de metileno, obteniéndose luego de evaporado el solvente 0,1260 g
de Extracto cloruro de metileno.

El extracto cloruro de metileno se sometié a una cromatografia sobre papel
Whatman 3MM usando agua como solvente de corrida. Se obtuvieron tres bandas
principales. La primera banda, de color celeste al UV 366 nm y amarillo brillante
después de expuesta a vapores de NHj, estaba impurificada. La segunda banda,
de color celeste brillante al UV 366 nm y celeste brillante después de expuesta a
vapores de NH;, también estaba impurificada. Una purificacién posterior de estas
bandas por Sephadex LH-20 utilizando hexano, hexano-CH,Cl, 20%, 40%, 50% y
CH,Cl, dio lugar a la obtencién de un compuesto (VD) (15 mg) identificado como:

Isofraxidina: 7-bidroxi-6,8-dimetoxi cumarina 77: pf: 146-148 °C (lit.: 146-148 °C);
cromatografia en capa delgada (Silicagel 60 F,sq; CgH6-Me,CO, 3:1) Rf = 0,51 UV: celeste
brillante; UV/NHj: amarillo brillante?; cromatografia sobre papel Whatman N° 1, ascen-
dente; Isopropanol-AcH-H,0, 5:0, 1:95; Rf = 0,54 UV: celeste brillante; UV/NHj: amarillo
brillante 29. UV A mdx MeOH (nm): 214, 224, 342; NaMeO: 214, 244, 400; IR (cm1): 3350,
1720, 1625, 1540, 1250, 1035, 825; IH-RMN (80 MH,, C1sCD) ppm: 3,94 (3H,s,6-OCH3); 4,09
(3H,5,8-OCHy); 6,25 (1H,d,J = 9,3 H,, 3-H); 7,57 (1H,dJ = 9,3 Hz,4-H); 6,65 (1H,s,5-H); 6,76
(1H,s,ancho, 7-OH); EM m/e (%): 222 (M)* (100); 207 (15,1); 194 (12,2); 179 (5,5); 151
(5,2); 123 5,1

y un compuesto (VIID (75 mg) identificado como:

Escopoletina: 7-bidroxi-G-metoxi cumarina ¥’ . pf: 204-208 °C (Cl3CH-N hexano) (lit.:
204 °C) 30 ; cromatografia en capa delgada (Silicagel 60 F,s4; CeHg-Me,CO, 7:3) Rf = 0,32
UV: celeste brillante; UV/NH;: celeste brillante 3!; (Silicagel 60 Fasy; ClsCH-MeOH), 95:5) Rf
= 0,50 UV: celeste brillante; UV/NHj: celeste brillante; UV A midx MeOH (nm): 228, 252
(h), 260 (h), 295, 344; NaMeO: 238, 276 (h), 298 (h), 390; IR (cm-D): 3505, 1720, 1615, 1578,
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1465, 870; 'H-RMN (80 MH,, Cl;CD) ppm: 3,96 (3H,5,6-OCH3); 6,28 (1H,d,J= 9,3H,, 3-H);
7,61 (1H,d,J= 9,3H,,4-H); 6,85 (1H,s,5-1D; 6,93 (1H,s,8-H); 6,15 (1H,s ancho, 7-OH); EM
m/e (%): 192 (M)* (77,4); 177 (64,8); 164 (36,1); 149 (100); 121 (41); 93 (11,4).

Para la identificacién y determinacién del contenido de azlcares se preparo
un extracto con 100 g de material vegetal en polvo, sometiendo al mismo a reflujo
durante 14 horas, usando como solvente de extraccion etanol al 70%. El extractivo
hidroalcohdlico se filtré. El filtrado se concentrd, se diluyd luego con agua y se la-
vé con tres porciones de 15 ml de éter etilico para purificarlo. La solucién acuosa
se llevo a sequedad, obteniéndose un rendimiento de extracto seco del 24,58 %
P/P. La determinacién cuantitativa de los azdcares se realizd por cromatografia
gas-liquido (GLC) utilizando una alicuota del extracto, arabinosa como estindar
interno y Trisil Z como agente silicante. Las condiciones de operacién para la cro-
matografia gaseosa fueron las siguientes: Cromatégrafo gaseoso: Shimadzu GC-
R1A; Columna: OV 17 metal 1% ss Chromosorb WAW 8-100 mesh; Temperatura de
la columna: inicial 150 °C, final 335 °C, relacién 10 °C /min; Temperatura del in-
yector: 345 °C; Temperatura del detector: 345 °C; Flujo gas carrier N,: 30 ml/min.
Se identificaron los siguientes azdcares: Levulosa (7,50%), Sacarosa (7,50%), Glu-
cosa (1,77%) y Galactosa (0,72%) 25.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El phyllanthol fue identificado a través de sus espectros ultravioleta, infrarro-
jo, resonancia magnética nuclear y de masas 2!. Este triterpeno pentaciclico natural
que habia sido aislado previamente de Phyllanthus engleri 22y de Phyllanthus aci-
dus 32 es el Gnico miembro de la clase de los triterpenos pentaciclicos que contie-
ne un anillo ciclo propano en su estructura molecular. Por otro lado, cabe sefialar
que el anilisis estructural de este compuesto no habfa sido descripto en la literatu-
ra con anterioridad a nuestro trabajo citado 2.

La identificacién de los dcidos clorogénico y cafeico se hizo por comparacién
cromatografica con muestras patrones y mediante el estudio de los espectros ultra-
violeta e infrarrojo. Para confirmar la presencia de estos compuestos se propuso
un método por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) utilizando mues-
tras patrones de 4cido clorogénico y cafeico. Estos compuestos han sido aislados
reiteradamente de diversas fuentes naturales, entre ellos el café, el té y la yerba
mate 3334,

En cuanto a la 4,4 di-O-metil cupressuflavona, ésta ha sido aislada de
Araucaria cunninghamii'y Araucaria cookii pertenecientes a la familia Arauca-
riaceae 24 y es la primera vez que aparece en la familia Euphorbiaceae. Su estruc-
tura determiné mediante el estudio de sus espectros ultravioleta, infrarrojo, de re-
sonancia nuclear magnética y de masas 23. Cabe destacar que la discusion del ana-
lisis estructural de este compuesto no habia sido descripta anteriormente en la lite-
ratura.

La 7-hidroxiflavanona fue identificada a través de sus espectros ultravioleta y
de masas 25, Este compuesto habia sido aislado en la naturaleza a partir de Platy-
miscium praecox, especie perteneciente a la familia Leguminosae 26 y es la prime-
ra vez que aparece en la familia Euphorbiaceae.
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En cuanto a las cumarinas, isofraxidina y escopoletina, su identificacién se hi-
zo a traves del estudio de sus espectros ultravioleta, resonancia magnética nuclear
y de masas . La isofraxidina habéa sido aislada en 1980 de Micrandra elata
(Euphorbiaceae) 28 | siendo esta cumarina aparentemente comin en la familia Eu-
Dphorbiaceae. La escopoletina ha sido aislada de diferentes fuentes naturales, espe-
cialmente del tabaco y de la papa, pertenecientes a la familia Solanaceae.

A pesar de los extensos trabajos anatomo-morfolégicos, sorprende la escasa
informacion sobre las estructuras quimicas presentes en esta especie. Por lo tanto,
se realiz6 este trabajo de investigacién con el propésito de encarar un profundo
estudio fitoquimico del Phyllantus sellowianus para contribuir al conocimiento de
nuestra flora medicinal autéctona.

Con estos datos fitoquimicos, se prosigue actualmente con el estudio de esta
especie a través de ensayos biolégicos realizados con diferentes extractos con el
propésito de validar el uso popular de esta planta medicinal.
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