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ELAGITANINOS Y FLAVONOIDES DE CUPHEA
CARTHAGENENSIS (JACQ.) J.F.MACBR. AISLADOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA SEMIPREPARATIVA

Mirtes Midori Tanae?, Ingrit Elida Collantes Diaz*®, Antonio José Lapa?

RESUMEN

Cuphea carthagenensis fue seleccionada por el Ministerio de Salud del Brasil (CEME
Programa 1984 — 1998) como una fuente nativa para desarrollar fitomedicamentos para
el servicio publico de salud. El presente trabajo reporta la identificacién y el aislamiento
de elagitaninos y flavonoides mayoritarios presentes en la fase butandlica del extracto
acuoso de las partes aéreas de C. carthagenensis por cromatografia liquida de alta
performancia semipreparativa. La identificacion de los compuestos fue realizada por
analisis de sus espectros de resonancia magnética nuclear y espectro de masas. Los
elagitaninos que estan bien definidos fueron oenoteina B (1) y woodfordina C (3) y los
flavonoides quercetina (8) y quercetina-3-O-f-D-glucuronopiranosideo (10). También
fue identificado el elagitanino trimero oenoteina A (2), pero se encuentra en sus posibles
mezclas anoméricas, asi como, un tetramero (4, 5, 6 y 7) también en sus posibles mezclas
anoméricas, este ultimo confirmamos por el analisis de sus espectros de masas.

Palabras claves: Cuphea carthagenensis, planta medicinal, elagitaninos, flavonoides,
HPLC

ELLAGITANNINS AND FLAVONOIDS FROM CUPHEA
CARTHAGENENSIS (JACQ.) J.F.MACBR. ISOLATED BY
SEMIPREPARATIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT

Cuphea carthagenensis was selected by the Brazilian Ministry of Health (CEME Program
1984-1998) as a native source to develop phytomedicines for the public health service.
The present work reports the isolation and identification of major ellagitannins and
flavonoids present in the butanolic phase of the aqueous extract of the aerial parts of C.
carthagenensis by semi-preparative High Perfomance Liquid Chromatography. The
identification of the compounds was carried out by analysis of nuclear magnetic
resonance spectrum and mass spectrometry. The well-defined ellagitannins were oenotein
B (1), woodfordin C (3) and flavonoids were quercetin (8), and quercetin-3-O-p-D-
glucuronopyranosideo (10). The ellagitannin trimer oenotein A (2) was also identified,
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but it is found in its possible anomeric mixtures, as well as a tetramer (4, 5, 6 and 7) also
in its possible anomeric mixtures, the latter confirmed by the analysis of its mass spectra.

Keywords: Cuphea carthagenensis, medicinal plant, ellagitannins, flavonoids, HPLC

INTRODUCCION

La familia Lythreaceae incluye 31 géneros con aproximadamente 600 especies
diseminadas en las regiones subtropical y tropical®?3. El género Cuphea es el mas
representativo de esta familia y comprende alrededor de 250 especies dispersas en el
continente americano, siendo 100 especies nativas en el Brasil, distribuidas en las
regiones noreste, sureste y surt>3, Cuphea es una planta herbacea de bajo crecimiento
anual, dependiendo de la especie cultivada, su altura varia entre 20 cm — 4 m en plantas
cruzadas o autopolinizable. Muchas especies de Cuphea son conocidas popularmente en
el Brasil como “sete-sangrias” porque el té de sus hojas son usadas por la medicina
popular brasilera para el tratamiento de la hipertension, otros usos también son
mencionados como para el tratamiento de la diarrea, fiebre, reumatismos, malaria, sifilis,
hipercolesteromia y arterioesclerosis*>®. Cuphea carthagenensis es abundante y fue
seleccionada por el Ministerio de Salud del Brasil (CEME Programa 1984 — 1998) como
una fuente nativa para desarrollar fitomedicamentos por el servicio pablico de salud.
Estudios farmacolégicos con los extractos y compuestos aislados del género Cuphea
presentaron  actividad anticancerigena’®%1%1!  antiprotozoal'®®, antioxidante!*,
antiviral®®, antiulceral®, antihipertensivo/hipotensoral’181° y también para la pérdida de
peso?®?, También fueron identificados los acidos caprilico, caprico, miristico y laurico
que son usadas en la industria quimica, farmacéutica y nutricional, haciendo asi, Cuphea
como una planta de alta importancia econdmica???2425  Entre los metabolitos
secundarios identificados estan los flavonoides apigenina glicosilada, luteolina O-
glicosilada, kaempferol O-glicosilado, quercetina O-glicosilada y miricetin O-
glicosilada?®!213, Los taninos hidrolizables del tipo elagitaninos como cuphiin D,
cuphiin D2, oenotheina B y woodfordin C fueron identificados en C. hyssopifolia nativa
de Méjico, Guatemala y honduras’?’. Los triterpenos epifriedelinol y cartagenol fueron
identificados en C. carthagenensis nativa de America del Sur?®. En el Brasil existen pocos
reportes sobre C. carthagenensis mismo siendo conocida como una planta medicinal, por
ese motivo hemos desarrollado por HPLC semipreparativo un método de purificacion del
extracto y aislamos e identificamos algunos componentes de un extracto acuoso.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos y materiales

Solventes para el sistema HPLC: acido trifluoroacético (TFA), acetonitrilo (ACN) (grado
HPLC, de la marca MERCK), agua ultrapura (Nanopure® Deionization System).
Solventes para la extraccion, éter etilico, acetona, acetato de etilo y butanol (Grado PA).
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Obtencidén de la Cuphea carthagenensis

La C. carthagenensis (Jacg.) J. F. Macbr. fue cultivada en el Centro Plurisdisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas
(CPQBA-UNICAMP) del estado de S&o Paulo, Brasil y sus partes aéreas fueron
utilizadas para los estudios fitoquimicos y farmacoldgicos.

Obtencion del extracto bruto

Las partes aéreas fueron secadas bajo sombra por 2 dias, luego fueron secadas a 40°C y
molidas hasta obtener 1 mm de tamafio. ElI material seco y molido fue sometido a
extraccion con agua caliente (100 g/L, 72 °C, 30 min), la infusion obtenida fue enfriada,
filtrada y congelada para después ser sometida a liofilizacion hasta la remocién total del
agua, conduciéndonos a la obtencidn del extracto acuoso (EA). 100 g de EA de las parte
aéreas fueron extraidos con 600 mL de agua:acetona (70:30) a temperatura de ambiente
con agitacion contante por 10 h por tres veces, el extracto fue filtrado y extraido con éter
etilico (3 x 100 mL), seguido de acetato de etilo (3 x 100 mL) y finalmente por butanol
(3 x 100 mL), los solventes fueron removidos con rotaevaporador obteniéndose
finalmente las fase de éter etilico, acetato de etilo y butanolica. La fase butandlica fue
sometida a anlisis por cromatografo liquido de alta performancia (HPLC) analitico.

Cromatoégrafo liquido analitico (HPLC analitico)

El HPLC analitico (Shimadzu® - Japan) estd conformado por 2 bombas LC-20AT,
detector espectrofotométrico UV-Vis (SPD-10A), una controladora CBM-20A operando
con software Shimadzu LC solucion 1.24 SP1y columna VP ODS-Shimadzu (25 x 0.46
cm X 5 um).

Método con el HPLC analitico

El extracto acuoso y la fase butandlica secos fueron sometidos a andlisis por HPLC
analitico para obtener las condiciones cromatograficas adecuadas para la mejor
separacion de las sefiales presentes en el cromatograma: el solvente A (H2O/TFA 0,1%)
y de 15 — 60% del solvente B (H2O/acetonitrilo 75%) en 30 min a un flujo constante de 1
mL/min y a la longitud de onda de 260 nm.

Cromatdgrafo liquido semipreparativo (HPLC semipreparativo)

El HPLC semipreparativo (Shimadzu® - Japan) esta conformado por 2 bombas (LC-8A),
un detector espectrofotométrico UV-Vis (SPD-6A) operando a 260 nm, una controladora
SCL-8A, un integrador CR-4A y un colector de fracciones FCV-100B, fue usado una
columna Shimpack-prep ODS (25 x 2 cm X 5 pm).

Meétodo con el HPLC semipreparativo

La fase butandlica (3 g) debidamente seca fue sometida a separacion y aislamiento de
sus componentes usando como eluyente el solvente A (H.O/TFA 0,1%) y 15 - 60 % del
solvente B (H2O/acetonitrilo 75%) en 30 min a un flujo constante de 10 mL/min, 10
fracciones fueron colectados, el solvente organico fue removido con rotaevaporador y la
fase acuosa fue removida por liofilizacion. Las fracciones liofilizadas fueron analizadas
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por resonancia magnética nuclear (RMN) y por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masas (LC-MS/MS).

Espectrometro de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono 13 (RMN-H y
RMN-13C) fueron obtenidos en un espectrémetro Bruker DRX 500 operando a 500 y 125
MHz respectivamente. Fueron usados acetona-de y dimetilsulfoxido-ds como solventes
deuterados.

Cromatografo liquido acoplado a espectrémetro de masas (CL-MS/MS)

El cromatdgrafo liquido (Shimadzu® - Japan) esta conformado por 2 bombas (LC-
10AVP), con detector espectrofotométrico UV-Vis (SPD-M10AVP), con una
controladora (SCL-10AVP) acoplado a un espectrometro de masas lon Trap LC-
MS/MS"-Bruker Datonics Esquire 3000 Plus. Fue usado como eluyente el solvente A:
H20 and B: H,O/acetonitrilo 75%; 15 — 60% de B en 30 min. el flujo fue a 100y L/min a
325°C, 7 L/min del gas seco y nebulizado a 27 psi y HV 4000 V.

RESULTADOS Y DISCUSION

El cromatograma analitico de la fase butanolica (Figura 1-I) presento 10 picos 6ptimos
para ser sometido a aislamiento por HPLC semipreparativo, ni todas las sefiales
observadas en la fase butanolica se puede apreciar en el cromatograma del extracto
acuoso (Figura 1-II), esta diferencia fue observada debido a que la fase butandlica esta
mas preconcentrado los componenetes (4 - 7), mientras que en el extracto acuoso se
encuentra mas diluidos. El analisis de los espectros (RMN-'H, RMN-!*C y LC-MS/MS)
de las fracciones aisladas de la fase butandlica del extracto acuoso de C. carthagenensis,
demuestran la presencia de taninos hidrolizables del tipo elagitaninos y de flavonoides
como mostramos sus estructuras en la Figura 2.
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Figura 1.- Cromatograma obtenido por HPLC analitico a ), 260 nm, usando como columna (VP ODS-
Shimadzu, 25x0.46 cm), con gradiente el solvente A (H2O/TFA 0,1%) y de 15 — 60% del solvente B
(H2Olacetonitrilo 75%) en 30 min a un flujo constante de 1 mL/min. | de la fase butandlica y 11 del
extracto acuoso de las partes aéreas de C. cathagenensis.

Fraccion 1 (1).- Fue obtenido como un polvo crema amorfo. Su espectro de masas en el
modo positivo presento los iones m/z 1586.4 [M+H,0]", 1569.3 [M+H] "y 1551.4 [M+H-
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H>0]" sugiriendo que su férmula molecular seria CegHagOus. El analisis en el modo
negativo presenta un ion molecular m/z 1567.2 [M-H] y su fragmento en m/z 783.1 [M-
2H]* como pico base, este fragmento es un ion doblemente cargado que sugiere que F1
es un elagitanino, también llamado de un dimero macrociclico formado por la
dimerizacion de 2 mondémeros de telimagrandina I via dos enlaces m-DOG, al formar el
dimero cada unidad pierde 2 Da y es por esa razon que se observa el fragmento m/z 783.1
de elagitanino oenoteina B?®. Los desplazamientos quimicos de sus espectros de RMN-
'H y RMN-3C en Me,CO-ds, se encuentran en las Tablas 2 y 3 respectivamente, la
comparacion de estos desplazamientos quimicos con los reportados por la literatura®’
confirm6 que se trataba de oenoteina B.

Figura 2.- Moléculas identificadas en la fase butandlica del extracto acuoso de las partes aéreas de C.
carthagenensis oenoteina B (1), oenoteina A (2), woodfordina C (3), tetramero (4, 5, 6 y 7), quercetina
(8) y quercetina-3-O-f-D-glucuronopiranosideo (10).

Fraccion 2 (2).- Fue obtenido un polvo crema amorfo. Su espectro de masas en el modo
negativo presentd el fragmento m/z 1175,3 [M-2H]* como pico base, esta sefial es un ion
doblemente cargado que sugiere que F2 es un trimero de masa molar de 2352.28 Da con
formula molecular Ci02H720s66. Biosintéticamente se generd después de formada la
oenoteina B se enlazd un mondémero adicional de telimagrandina I via un enlace DOG
(1568Da + 786Da -2Da), sugiriendo que F2 es oenoteina A?**°. Sus espectros de RMN-
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'H y RMN-13C presentan desplazamientos quimicos complejos debido a que se trata de
un trimero y debe estar en sus diferentes mezclas anoméricas posibles, la comparacion de
estos con los reportados por la literatura®!*? confirmaron que se trataba de oenoteina A.
Fraccion 3 (3).- Fue obtenido un polvo amorfo de color crema, sus desplazamientos
quimicos de sus espectros de RMN-'H y RMN-'3C son reportados en las Tablas 2 y 3
respectivamente, la comparacion de estos con los reportados por Kadota et al 1990
sugiriendo que es woodfordina C. Su espectro de masas en el modo negativo presento el
fragmento m/z 859.2 [M-2H]* como pico base, es un ion doblemente cargado que sugiere
que el ion molecular es m/z 1719 [M-H] correspondiente a woodfordina C (C75Hs204s).
Su estructura fue confirmada por la referencia bibliografica®.

Tabla 1.- Fragmentos presentes en los cromatogramas totales de iones de las fracciones
4,5, 6 y 7 del fraccionamiento de la fase butanolica del extracto acuoso de las partes
aéreas de C. carthagenensis. La propuesta es que se trata de un tetramero de masa molar
3136 Da.

Fraccion TR Pseudo ion Fragmentos m/z
molecular

12.3 1569.1, 1251.7,1177.2

4 12.9 1568.7,1251.2,1176.6
13.9 1568.7,1251.7
12.3 1568.6, 1251, 1176.6

5 12.9 1639.2 1568.6, 1251.6, 1176.2,994.7, 934.9,
13.3 1045.6 1644.1, 1569.1, 1256,3, 1176.2, 1095.5, 935, 859
13.9 1644, 1568.6, 1252.6, 1176.1, 1095.5
12.3 1569.2,1251.1, 1176.7,995.9

6 12.9 1568.7, 1444.5, 1219.8, 1176.6
13.9 1569.1, 1252.4,1095.9, 834.3

7 13.8 1569.1, 1252, 1176.2, 1095.7

m/z relacion masa carga, TR tiempo de retencion

Fracciones 4, 5,6y 7 (4,5, 6 y 7).- Sus espectros de RMN-'H y de RMN-!*C presentan
muchas sefiales demostrando su complejidad para la identificacion. Ya sus espectros de
masas en el modo negativo proporcionan mas informacion, los cromatogramas totales de
iones de las cuatro fracciones presenta sefiales muy similares como se puede observar en
la Tabla 1. La referencia bibliografica?®333¢ sugiere que estamos frente a isomeros de un
elagitanino tetramérico de masa molar 3136 Da con formula molecular C136HoOss, que
viene del enlace del trimero con la telimagrandina I via un enlace DOG (2352Da + 786Da
-2Da). Con los cromatoiones de cada fraccion se puede apreciar que las tres fracciones
tienen las mismas sefales, pero en diferentes proporciones, excepto la fraccion 5 que
presenta una sefial a mas en 13.3 min. El tetrdmetro propuesto debe tener una serie de
combinaciones anomeéricas por esa razon es dificil su identificacion por RMN. En la Tabla
1 se presentan las fracciones (4, 5, 6 y 7) con sus respectivas absorciones en los diferentes
tiempos de retencion, también se observa que el pseudo ion molecular en m/z 1045 [M-
3H]* asi denominado por Karonen et al 2010 es un ion triplemente cargado, y los demds
fragmentos presentes como m/z 1569 que se origina por la pérdida de la oenoteina B del
tetrdmero [M-H-Oenoteina B] como mostramos en la Figura 3. Una manera de explicar
los resultados observados en las fracciones 4, 5, 6 y 7 es que como en el cromatdgrafo
semipreparativo se trabaja con mucho mayor cantidad de masa comparado con un
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cromatografo analitico, entonces puede que se hayan sobrepuesto las sefiales, es por ello
que tuvimos esos resultados observados en la Tabla 1.
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Figura 3.- Fragmentacion propuesta para las diferentes combinaciones anoméricas del tetrdmero presente
en las fracciones 4, 5,6y 7.

Fraccion 8 (8).- Fue obtenido un polvo amarillo amorfo, su espectro de RMN-'H (Me,SO-
de) presenta caracteristicos desplazamientos quimicos de un flavonoide donde el anillo B
esta disustituido y el anillo A presenta sefiales en 6 6.19 (J=1.95Hz)yend 6.42 (J=2.2
Hz), sus desplazamientos quimicos estan en la Tabla 2. El espectro de RMN-!3C (Me,SO-
ds) presenta 15 sefiales y sus desplazamientos quimicos estan en la Tabla 3. Por
comparacion de los desplazamientos quimicos con los reportados por la literatura®’-3®
confirmamos que se trata de quercetina.

Fraccion 10 (10).- Fue obtenido un polvo amarillo amorfo, los desplazamientos quimicos
de su espectro de RMN-'"H y RMN-'3C se encuentran en la tabla 2 y 3 respectivamente,
la comparacion de estos con la respectiva literatura sugiere que la fraccion 10 es
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quercetina-3-O-f-D-glucuronopiranosideo®”. La confirmacion de su estructura nos la dio
el espectro de masas m/z 955.3 [2M-H] como el reportado por Yang et al 2016.

Tabla 2.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN-'H (Me2CO-ds, ppm, 500
MHz) de los compuestos F1, F3, F8 y F10

F1 F3

H H F8 F10
B-glucosa B-glucosa

1 4.43d,J=8.1 4.4dJ=79 1 - -

2 5.17 dd, J=9.5, 8.2 5.21dd J=9.5, 8 2 - -

3 5.43t,J=9.7 5.491tJ=9.7 3 - -

4 4.89t,J=9.5 4.92tJ=9.93 4 - -

5 4.14dd, J=9.7, 4.2 4,17 dd J=9.9, 5.2 5 - -

6a 3.86d, J=13.2 3.89dJ=13.31 6 6.19d J=1.95 6.22d J=2.2

6e 5.02dd, J=12.8,7.4 5.04dd J=135,56 7 - -

A 6.67 s 6.67 s 8 6.42dJ=2.2 6.42dJ=1.91

B 6.29s 7.09s 9 - -

C 7.02s 6.52's 10 - -
G-2 7.24s 7.32s r - -
G-6 7.24s 7.32s 2’ 7.66d J=2.2 7.52dJ=25

a-glucosa o-glucosa 3 - -

1 6.23d,J=3.5 7.29dJ=29 4 - -

2 5.99m 6.24m 5’ 6.89 d J=8.3 6.84 d J=8.56

3 6.12m 6.22m 6 7.54dd J=8.6,2.2 7.60dd J=8.56, 2.2

4 5.60 m 5.83tJ=10 1 5.49d J=7.33

5 4,58 dd, J=9.3, 6.7 4.68dd J=9.9,7 2”7 3.30tJ=8.8

6a 3.62d,J=12.6 3.71dJ=131 3” 3.381J=9.29

6e 5.25dd, J=13.2,6.5 5.33dd J=13.5,6.7 4~ 349 m
A’ 6.47 s 6.53s 5 3.58dJ=9.78
B’ 6.48 s 6.32s 6 -

C 6.69 s 6.73s
G’-2 7.02s 7.22s
G’-6 7.02s 7.22s

G”-2 - 7.04s
G”-6 - 7.04s

multipleto (m), doblete (d), duplodoblete (dd), singlete (s), tripleta (£), constante de acoplamiento en Hz (J)
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Tabla 3.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN -C (Me.CO-ds, ppm, 125
MHz) de los compuestos F1, F3, F8 y F10

F1 F3 F1 F3

C C C F8 F10
B-glucosa B-glucosa a-glucosa a-glucosa

1 95.72 95.89 1 91.29 91.46 1 - -
2 74.86 74.92 2 74.37 73.23 2 147.46 156.83
3 73.51 73.39 3 71.52 71.52 3 136.35 133.65
4 73.65 73.99 4 70.41 69.81 4 176.47 177.78
5 72.03 72.49 5 69.72 72.06 5 161.33 161.78
6 62.37 65.50 6 63.37 62.91 6 98.87 99.42
Al 125.76 125.53 Al 125.1 126.35 7 164.52 164.84
A2 116.04 116.06 A2 115.31 116.06 8 94.06 94.26
A3 144.46 146.05 A3 144.80 144.9 9 156.79 156.89
A4 136.73 136.98 A4 136.41 136.84 10 103.65 104.49
A5 145.32 146.05 AS 145.32 144.9 I 122.61 122.36
Ab 107.84 107.86 A6 107.86 108.16 2’ 115.67 115.84
ACO 169.74 169.84 A’CO  166.85 168.46 3 145.69 145.54
B1 126.89 127.04 Bl 126.89 127.04 4 148.33 149.24
B2 117.59 121.52 B2 117.59 117.35 5’ 116.26 116.59
B3 145.59 146.05 B’ 3 145.32 145.12 6 120.7 121.47
B4 135.82 141.16 B4 136.41 135.72 1 - 101.63
B5 147.66 146.86 B’5 147.11 147.96 2”7 - 71.96
B6 105.88 115.77 B’ 6 106.6 106.04 3 - 76.43
B CO 167.56 167.88 B’ CO 168.05 168.46 4 - 72.8
C1 112.34 121.30 cr 112.34 118.43 5 - 74.38
Cc2 138.96 143.25 Cc2 136.73 143.99 6 - 170.41
C3 139.99 140.23 Cc3 138.96 145.59
c4 139.99 138.35 cC4 141.07 134.01
C5 143.92 138.42 Cs 143.08 139.26
C6 110.25 109.04 Ce6 109.05 109.22
CCo 166.85 168.08 C’CO  166.07 167.08
G1 121.74 121.97 G 121.68 121.97
G2 110.38 111.02 G2 110.38 111.02
G3 145.32 145.94 G 3 145.32 146.33
G4 138.96 139.19 G4 138.96 139.81
G5 145.59 145.94 G5 145.59 146.33
G6 110.38 111.02 G 6 110.38 111.02
GCO 166.07 166.43 G’CO  167.56 165.26

G’ 1” - 121.67

G2 - 110.61

G”3” - 145.86

G’ 4 - 139.43

G”5” - 145.86

G” 67 - 110.51

G” CO - 168.08

CONCLUSIONES

Cuatro tipos de elagitaninos (oenoteina B, oenoteina A, woodfordina C y un tetrdmero) y
dos flavonoides (quercetina y quercetina-3-0-f-D-glucuronopiranosideo) fueron aislados
e identificados en la fase butandlica del extracto acuoso de las partes aéreas de C.
carthagenensis. Los flavonoides ya habian sido reportados en la especie colectada en
Parana*'*? y en Rio Grande do Sul* del Brasil, también fue reportado quercetina en C.
pinetorum'?, C. ingrata®*, C. ignea*. Los taninos hidrolizables oenoteina B y
woodfordina C también fueron aislados en C. hissopifolia”*’, mientras que en C. ingrata
fue identificado oenoteina B**. Es primera ves que se reporta la presencia del trimero
oenoteina A y un tetrdmero en C. carthagenensis. Los elagitaninos son polifenoles
encontrados en plantas como metabolitos secundarios, que han demostrado su habilidad
para reducir la emision de metano por rumiantes>’.
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