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Resumen

La planta conocida como “boton de plata” (Spilanthes urens Jacq) es una especie
silvestre de las Antillas (Cuba, Republica Dominicana y Puerto Rico); en el Oriente de
Cuba se utiliza por los campesinos para aliviar las dolencias dentales. El érgano de la
planta empleado por los campesinos es la flor. Algunas encuestas demostraron la
utilidad también de las hojas, pero no refieren indicios anestésicos, si con el uso de las
flores. Se realiz6 una caracterizacion cualitativa a las hojas y flores mediante tamizaje
fitoquimico. Se encontraron distintos tipos de metabolitos: triterpenos, esteroides,
cumarinas, azucares reductores, aminoacidos libres, aminas, saponinas, flavonoides,
poliurénidos y alcaloides, en ambos 6rganos de la planta. Se realizd una extraccion de
los alcaloides, obteniéndose sélidos amarillos en los dos casos, aunque en mayor
cantidad para las flores. Se aplico la Marcha Sistematica de Banford para clasificar estos
alcaloides, dando positiva la prueba que clasifica al compuesto (o los compuestos) como
derivados del indol. Se emple6 la cromatografia de placa delgada para tener indicios del
grado de pureza de los productos. Finalmente, se registraron los espectros ultravioleta-
visibles para tener una idea de la presencia del anillo inddlico.

Palabras clave: Spilanthes urens Jacq, estudio fitoquimico, extractos, alcaloides.

Abstract

The plant known as "silver button" (Spilanthes urens Jacq) is a wild species from Las Antillas:
Cuba, Dominican Republic and Puerto Rico. In the East of Cuba is used by farmers in some
places to ease dental ailments. The organ of the plant used by farmers is the flower. Some
surveys made to effect also demonstrated the utility of the leaves, but do not refer to anesthetic
indications. However, it argues that using flowers the effect is numbing, almost anesthetic.
Qualitative characterization leaves and flowers of this species by phytochemical screening were
performed. Different types of metabolites are found: triterpenoids, steroids, coumarins, reducing
sugars, free amino acids, amines, saponins, flavonoids, alkaloids and polyuronides. Due to the
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versatile properties including anesthetic, an alkaloids extracting process was carried out, and
yield yellow solids but in greater quantity for the flowers. After was applied Banford Systematic
March to classify these alkaloids. The result gave positive for test that classifies the compound
(or compounds) as indole derivatives. Thin layer chromatography for clues to the degree of
purity of the product was applied. Finally the UV-visible spectroscopy to get an idea of the
presence of the indole ring spectra was recorded.

Keywords: Spilanthes urens Jacq, phytochemical study, extracts, alkaloids.

Introduccion

Muchas culturas usan las plantas silvestres como fuentes constantes de remedios para
diferentes dolencias. Por lo general, las distintas especies dentro de un mismo género
comparten casi siempre actividades biologicas semejantes. Tal es el caso del género
Spilanthes, para el que se reportan distintos usos como odontalgicos, vermicidas,
estomacales, diuréticos, anti-hipertensivos, etcétera /1/. También se reporta el uso de
estas especies para tratar la dermatitis /2/, la amenorrea /3/, la fiebre reumatica /4/, la

constipacion /5/ e, incluso, las picaduras de serpientes /6/.

Asi, de la especie Spilanthes acmella, los nativos quichuas de la Amazonia utilizan las
hojas para calmar el dolor de muelas al igual que en algunas areas de la India y
Bangladesh, donde también emplean las flores /7/. En la regién India de Saurashitra,
Guijarat, la poblacion usa el polvo de las flores de la especie Spilanthes acmella Murr.
para calmar los dolores de muelas, colocandolo en las gritas dentales dicho polvo /8/.
No solo estas especies “acmella” han mostrado cualidades odontalgicas. Las especies
Spilanthes clava L. y Spilanthes clava DC. también han sido utilizadas con estos
fines /9, 10/. Los Sionas del Peru llaman “remedio de los dientes” o “guhi-siri”
a la especie Spilanthes alba, y los Tukinas de Colombia utilizan el “botoncillo”
(Spilanthes ocymilofia) para dolores dentales, mientras que los capitulos florales
de Spilanthes ciliata adormecen la lengua al masticarlos y se emplean como

odontalgicos /11/.

En Cuba existe una especie con caracteristicas semejantes a las antes mencionadas,
cuyo nombre popular es botdn de plata, Spilanthes urens Jacg. Los campesinos cubanos
y mucha poblacién urbana la utilizan para aliviar los dolores de muelas describiéndose
un efecto adormecedor. Este efecto esta estrechamente relacionado con la presencia de
metabolitos, cuya estructura sea similar a la de un anestésico local /12/. Dentro de los
compuestos quimicos que puede presentar una planta de este tipo, los mejores

candidatos de ser los responsables de la actividad anestésica son los alcaloides, debido a
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que en sus estructuras aparecen grupos amino al igual que los anestésicos locales /13/.
Sin embargo, no son los Unicos; hay que tener en cuenta otros metabolitos que puedan

ejercer dicha actividad.

Hasta el momento no se ha descrito la composicion fitoquimica acerca de la Spilanthes
urens Jacq, incluso son muy escasos los estudios relacionados con esta especie. Por otro
lado, Garcia Simon y colaboradores realizaron un estudio farmaco-toxicologico del
aceite esencial obtenido de la flor del “boton de plata”, plantando que la misma posee
un efecto anestésico local. En este estudio se determinaron los tiempos de anestesia y se
calculd la potencia relativa frente a la lidocaina al 2 %, y la lidocaina al 2 % con
epinefrina (1:50000). Se determinaron los posibles efectos adversos sobre la mucosa

oral, rectal ocular y sobre la piel después de la aplicacion del aceite esencial /14/.

En nuestro trabajo se propone un tamizaje fitoquimico preliminar con el objetivo
principal de detectar la presencia de alcaloides u otras especies que puedan ejercer la
actividad bioldgica antes mencionada. Luego se propone un método de extraccién de los
mismos basado en sus propiedades basicas y cumpliendo, en lo posible, con los
principios de la Quimica Sostenible /15/. Finalmente se realiza una clasificacion de los
alcaloides mediante la combinacion de la Marcha de Banford para clasificacion de

alcaloides /16/ y técnicas espectroscdpicas y cromatograficas.

Meétodos experimentales

Se recolectd la especie (hojas y flores) segin la Norma Ramal 309 (NR309) del
Ministerio de Salud Publica de la Republica de Cuba /17/, en los alrededores
de la Escuela Primaria “Guillermo Granados Lara”, situada en la carretera de El Caney,
km 1 %, La Caridad, Santiago de Cuba. La planta se encontraba aproximadamente a
80 m alejada de la carretera. La muestra se tomo en horas de la mafiana en un lugar
claramente alejado del transito de los vehiculos, para evitar la contaminacion con el

plomo y otros contaminantes derivados de la combustion de la gasolina o el petréleo.

Se procedi¢ al secado utilizando la NR 310 mediante el método de secado a la sombra
117/ (en presencia de un deshumidificador SENKEY). Los extractos para el tamizaje
fitoquimico se obtuvieron por extraccién continua hasta agotamiento y por orden

creciente de polaridad, usando éter dietilico, etanol y agua /18/.
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Los ensayos realizados para la identificacion de cada metabolito son los tradicionales
descritos en la literatura sobre productos naturales /19, 20/. EI método de extraccién
empleado para los alcaloides se baso, fundamentalmente, en las propiedades acido-base

de los mismos.

Los espectros UV-visible se registraron en un espectrofotometro Rayleigh UV-2601
(fabricado en la Republica Popular China), dotado de un ordenador para controlar la

entrada y salida de datos.

Resultados y discusion

Clasificacion taxonomica. Descripcion botinica. Habitat

Reino: Plantae (vegetal)

Subreino: Cormobionta

Subdivision: Magnoliophitina = Angiospermae
Clase: Magnoliopsida = Dicotyledoneae
Subclase: Asteridae

Corte: Asteranae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae = Compositae

Género: Spilanthes

Especie: Spilanthes urens Jacq /21/ (figura 1).
Nombre vulgar: Botdn de plata.

Sinénimos: Cabecita de muerto, boton de chaleco (Puerto Padre, Cuba), pigeoncoop (en

espafiol: jaula de paloma, USA).

SaS T

Figura 1. Spilanthes urens Jacq.
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Esta especie se describe como una hierba ramificada decumbente, a veces estoloniferas,
glabra o casi; con hojas sésiles o corto-pecioladas, lanceoladas o abobadas, de 4-12 por
1-2,5 cm, estrechadas hacia la base, agudas a obtusas en el apice, glabras o pelosas en la
base en el margen, enteras, 3-nervios; con pedunculos de hasta 20 cm, cabezuelas
homogamas, discoideas, solitarias, subglobosas, de 1cm, invélucro biseriado de 5 mm,
bracteas aovado-oblongas, obtusas, ciliolatas; con receptaculo conico, palmaceo;
corolas tubulares, blancuzcas, de 2,5-3 mm, pelositas en la base, aquenios negros,
aplanados, cicliolados en las margenes y poco pelosos en el centro, de 2-3 mm; y vilano

de 2 aristas de 1-2 mm™.

La especie estudiada (Spilanthes urens Jacq) es una planta silvestre presente en la
diversidad biolégica cubana, inclusive la caribefia: Republica Dominicana, Haiti y
Puerto Rico, segun el Centro Nacional de Biodiversidad y otras fuentes /21/. Aunque, se
reporta la existencia en otros paises como Meéxico, Argentina, Bolivia, Perud, Estados
Unidos, entre otros /22/. Algunas fuentes bibliograficas asocian su presencia a entornos
geogréficos de humedales y deltas de grandes rios, como parte de herbazales densos que
en ocasiones convive con otras especies como Eleocharis aff. mutata y Cyperus

articulatus /23/.

Tamizaje fitoquimico. Extraccion y clasificacion de alcaloides: Marcha de Banford,

cromatografia de placa delgada y espectroscopia UV-visible

Inicialmente, mediante un tamizaje fitoquimico, se realiz6 una exploracién de los
metabolitos presentes en las hojas de la Spilanthes urens Jacq, analizando los extractos
etéreo, alcohodlico y acuoso. Las tablas siguientes muestran, de forma resumida, los

resultados obtenidos para los distintos extractos de este drgano de la planta (tablas 1-3).

'Identificada y descrita para este grupo de Investigacién por el Ing. Florentino Bermidez. Especialista Principal
Herbario BSC, Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECQO), Museo de Historia Natural “Tomas Romay”,
calle Enramadas no. 601, Santiago de Cuba, Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA), Republica
de Cuba (2008, 2010, 2012).
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TABLA 1. TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ETEREO DE
LAS HOJAS DE LA Spilanthes urens Jacq

Metabolito Ensayo Observaciones Resultados*
Alcaloides Dragendorf Se observaron dos capas y el color es -
rojo sangre
Mayer No hubo aparicidn de color ni -
precipitado

Wagner Separacién de fases, no precipitado. -
Triterpenosy || Solkowski Separacion de fases y no hubo -
esteroides aparicion de coloracion

Lieberman-burchad No hubo cambio de color -
Cumarinas Baljet No hubo precipitado ni coloracion -
Saponinas Espumas No hubo formacién de espuma -
Azlcares Fehling No hubo precipitado ni coloracion -
reductores

Benedict No hubo aparicion de precipitado -
Poliurénidos Poliurénidos No hubo precipitacidn -
Flavonoides Shinoda No hubo coloracién -

H,S04 [conq] anaranjado +++

Alcalis Separacién de fases -
Aceites C/papel blanco sin No hubo transparencia -
esencialesy reactivo
sustancias Sudén Aparicion de gotas oleosas de color rojo 4+
grasas
Quinonas Borntragner No hubo aparicion de color -
a.alibresy Ninhidrina No hubo aparicion de color -
aminas en
general
Glicésidos Kedde No hubo aparicion de color -
cardiacos

*La escala empleada en cuanto a las evidencias es la siguiente: +++ muy evidente, ++ evidente, + posible o
dudoso, - negativo, / no realizado.
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TABLA 2. TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ETANOLICO
DE LAS HOJAS DE LA Spilanthes urens Jacq

Metabolito Ensayo Observaciones Resultados
Alcaloides Dragendorf Turbidez marrdn oscuro y formacion de ++
un precipitado negro
Mayer No aparicién de precipitado ni de -
coloracidn
Wagner Turbio +
Triterpenos y solkowski Separacién de fases, verde claro abajo y +
esteroides coloracién amarilla rojiza arriba
Lieberman —burchard || No hubo cambio de coloraciéon -
Roseimheim No hubo aparicion de color -
Quinonas Borntrager No hubo aparicion de color -
Cumarinas Baljet Aparicion de un precipitado amarillo
Saponinas Espuma No hubo formacién de espumas -
Azlcares Felhing No hubo aparicion de color ni -
reductores precipitado
Benedict No hubo aparicion de precipitado -
Glicosidos Kedde No hubo aparicion de color -
cardiacos
Fenolesy FeCls Formacion de un precipitado (dudoso +
Taninos por el color del extracto) dudoso
a.alibresy Ninhidrina No hubo coloracién -
aminas en
general
Aceites Sudan 1l No hubo aparicion de gotas oleosas -
esenaa!es y C/papel blanco sin No hubo transparencia -
sustancias reactivo
grasas
Flavonoides Shinoda No hubo aparicion de color -
H,SO04conq] Carmelita-marrén +
Alcalis Formacion de un precipitado -
Rosemheim No hubo aparicion de color -
Resinas Resinas Formacion de un precipitado +
Poliurdénidos Poliurdénidos No hubo precipitacidn -
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TABLA 3. TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ACUOSO DE
LAS HOJAS DE LA Spilanthes urens Jacq

Metabolito Ensayo Observaciones Resultados
Alcaloides Dragendorf Aparicion de un precipitado rojo | +++
ladrillo
Mayer turbidez ++
Wagner Formacion de un precipitado | +++
carmelita
Triterpenos y | Solkowski Separacion de fases, precipitado || +++
esteroides abajo y coloracion amarilla rojiza
clara arriba
Lieberman — | Separacion de fases, amarillo | -
burchard abajo y coloracion amarillo rojiza
arriba
Quinonas Borntrager No hubo aparicién de color -
Cumarinas Baljet Aparicion de un precipitado rojo || +++
Saponinas Espuma Formacion de espuma pero sin | ++
estabilidad
Azlcares Felhing Aparicion de un precipitado rojo || +++
reductores Benedict No hubo aparicién de precipitado | -
Glicésidos Kedde No hubo aparicién de color -
cardiacos
a.a libres y | Nimhidrina No hubo coloracién -
aminas en
general
Aceites Sudéan 11T No hubo aparicion de gotas | -
esenciales 'y oleosas
sustancias Cl/papel blanco || No hubo transparencia -
grasas sin reactivo
Carbohidratos | Molish Formacion de un anillo rojizo -
Flavonoides | Shinoda Coloracion naranja clara +++
H2SO41conq) Coloracion anaranjada +++
Alcalis Coloracion amarillo-naranja || +++
(falavanonas, flavonol)
Mucilagos Se congeld -
Poliurénidos | Poliurénidos Evidencia de un precipitado || +++
carmelita abundante

Como se observa, al comparar entre las tablas anteriores, la mayoria de los metabolitos
presentes en las hojas parecen ser solubles en agua. Solo se detecto la presencia de
aceites esenciales y flavonoides en el extracto etéreo de las hojas. La coloracion

amarilla observada en el experimento con acido sulfurico concentrado para revelar
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la presencia de flavonoides indica, que estos son de tipo flavonas y flavonoles. Sin
embargo, en el extracto etandlico aparecen metabolitos secundarios como alcaloides,

triterpenos y esteroides y resinas.

La coloracion observada para los flavonoides, en este caso, no coincide con la descrita
para el extracto etéreo. La coloracion marrén oscuro puede deberse a la presencia de
clorofila, cuyo color verde puede interferir en la observacion. La fraccion mas rica en
metabolitos resulté ser la acuosa, donde se encontraron, de forma general, alcaloides,
triterpenos y esteroides, cumarinas, saponinas, azuUcares reductores, flavonoides y
poliurénidos. Los alcaloides respondieron a los tres ensayos realizados de manera
evidente. Por otro lado, los flavonoides frente a acido sulfurico concentrado, dieron una
coloracién naranja correspondiente a la posible existencia de flavanonas. Sin embargo,

frente a alcalis la coloracion fue amarillo-naranja que sugiere flavanonas y/o flavonoles.

El mismo procedimiento seguido para las hojas se llevo a cabo para las flores

obteniéndose los siguientes resultados.
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TABLA 4. TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ETEREO DE
LAS FLORES DE LA Spilanthes urens Jacq

Metabolito Ensayo Observaciones Resultados
Alcaloides Dragendorf Se observaron dos capas y el color es -
rojo sangre
Mayer No hubo aparicion de color ni -
precipitado
Wagner Separacion de fases, color carmelita, no -
precipitado
Triterpenosy Solkowski Separacién de fases y no hubo aparicion -
esteroides de coloracién
Lieberman-burchad No hubo cambio de color -
Cumarinas Baljet No hubo precipitado ni coloracion -
Saponinas Espumas No hubo formacién de espuma -
Azlcares Fehling No hubo precipitado ni coloracion -
reductores
Benedict No hubo aparicion de precipitado -
Poliurénidos Poliurénidos No hubo precipitacidn -
Flavonoides Shinoda No hubo coloracién -
H2S04(conq) Rojo guinda +++
Alcalis Separacion de fases -
Aceites C/papel blanco sin No hubo transparencia -
esencialesy reactivo
sustancias Sudan llI Aparicion de gotas oleosas de color rojo 4+
grasas.
Quinonas Borntragner No hubo aparicion de color -
a.alibresy Nimhidrina No hubo aparicion de color -
aminas en
general.
Glicésidos kedde No hubo aparicion de color -
cardiacos
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TABLA 5. TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ETANOLICO
DE LAS FLORES DE LA Spilanthes urens Jacq

Metabolito Ensayo Observaciones Resultados
Alcaloides Dragendorf Solucién rojo ladrillo, formacién de ++
precipitado

Mayer No aparicién de precipitado ni de -
coloracion
Wagner Turbio +
Triterpenos y solkowski Separacién de fases, verde fuerte abajo +
esteroides y coloracidn amarilla rojiza arriba
Lieberman —burchard || No hubo cambio de color -
Roseimheim No hubo aparicion de color -
Quinonas Borntrager No hubo aparicion de color -
Cumarinas Baljet Aparicidn de un precipitado amarillo
Saponinas Espuma No hubo formacién de espumas -
Azlcares Felhing No hubo aparicidn de color ni -
reductores precipitado
Benedict No hubo aparicion de precipitado -
Glicésidos Kedde No hubo aparicion de color -
cardiacos
Fenoles 'y FeCls Formacion de un precipitado abundante +++
Taninos de color verde oscuro
a.a libresy Ninhidrina No hubo coloracién -
aminas en
general
Aceites Sudan 1l No hubo aparicion de gotas oleosas -
ial - -
esenua'es Y C/papel blanco sin No hubo transparencia -
sustancias .
reactivo
grasas
Flavonoides Shinoda No hubo aparicion de color -
H,SO04conq] Coloracién rojiza +++
Alcalis Formacion de un precipitado -
Rosemheim No hubo aparicion de color -
Resinas Resinas Formacion de un precipitado +
Poliurénidos Poliurénidos No hubo precipitacidon -
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TABLA 6. TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ACUOSO DE
LAS FLORES DE LA Spilanthes urens Jacq

Metabolito Ensayo Observaciones Resultados
Alcaloides Dragendorf Aparicion de un precipitado rojo | +++
ladrillo
Mayer turbidez ++
Wagner Formacion de un precipitado | +++
carmelita
Triterpenos y || Solkowski Separacion de fases, precipitado || +++
esteroides abajo y coloracion amarilla rojiza
fuerte arriba
Lieberman — | Separacion de fases, amarillo | -
burchard abajo y coloracion amarillo rojiza
arriba
Quinonas Borntrager No hubo aparicién de color -
Cumarinas Baljet Aparicién de un precipitado rojo | +++
Saponinas Espuma Espuma de mas de 2 mm de altura | +++
con estabilidad
Azlcares Felhing Aparicion de un precipitado rojo || +++
reductores Benedict No hubo aparicion de precipitado || -
Glicosidos Kedde No hubo aparicién de color -
cardiacos
a.a libres vy | Nimhidrina Color azul violaceo +++
aminas en
general
Aceites Sudan I1I No hubo aparicion de gotas | -
esenciales 'y oleosas.
sustancias Cl/papel blanco || No hubo transparencia -
grasas sin reactivo
Carbohidratos || Molish Formacién de un anillo rojizo -
Flavonoides | Shinoda Coloracion naranja fuerte +++
H>SO41cong Coloracion rojo guinda +++
Alcalis Coloracion naranja-rojo || +++
(calconas)
Mucilagos Se congeld -
Poliurénidos | Poliurdnidos Evidencia de un precipitado || +++
carmelita abundante

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos de las flores son muy
semejantes a lo observado para las hojas. Inicialmente se nota la deteccion de menor
cantidad de metabolitos en el extracto etéreo, donde solo se evidencia la presencia de

flavonoides y aceites esenciales. Lo interesante en este caso es que la coloracion
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obtenida en la reaccion con acido sulfdrico es rojo guinda, sugiriendo la existencia de
calconas o auronas en lugar de flavonas y flavonoles, descrito para las hojas. En el
extracto etanolico de las flores fue posible agrupar evidencias de los metabolitos
siguientes: alcaloides, triterpenos y esteroides, fenoles y taninos, flavonoides y resinas.
Mientras que al igual a las hojas, la mayor cantidad y variedad de sustancias se
detectaron en el extracto acuoso (alcaloides, triterpenos y esteroides, cumarinas,
saponinas, azucares reductores, aminodcidos libres y aminas, flavonoides
y poliurdnidos). Se observé con el ensayo de ninhidrina un color azul violaceo
indicando la presencia de aminoacidos libres y aminas en general, mientras que para las
hojas no hubo aparicion de este color; y la presencia de aminas libres en la fraccién de
las flores podrian interferir en el proceso para de extraccion de alcaloides ya que estos
ultimos presentan en su estructura grupos amino y su comportamiento basico es similar

al de las aminas.

Otra diferencia entre hojas y flores en la fraccion acuosa, es el ensayo de saponinas,
en ambos casos hubo formacidn de espuma pero en la parte de las flores eran de mas de
2 mm de altura con gran estabilidad. Sin embargo, en las hojas las espumas observadas
no tenian estabilidad suficiente porque desaparecian inmediatamente (menos de 1
minuto) luego de dejar de agitar el tubo de ensayo. Esto puede sugerir que las
cantidades de saponinas presentes en las flores claramente podrian ser superiores a las

de las hojas.

De forma general, los ensayos en la fraccion acuosa demostraron lo esperado al
comenzar la realizacion de este trabajo: encontrar indicios de alcaloides como
potenciales responsables de la actividad odontalgica, analgésica e incluso anestésica de
las hojas y flores de la especie Spilanthes urens Jacg. Es importante recordar que en la
bibliografia aparecen reportes del uso de hojas y flores de otras especies Spilanthes con

fines odontalgicos /7-10/.

Sin embargo, la presencia de otros metabolitos con posible actividad analgesica y/o
anestésica abre el espectro de posibilidades y al mismo tiempo reduce las probabilidades

de que los alcaloides sean los Unicos responsables de este uso terapéutico.

Una vez conocida la composicién aproximada de los dérganos seleccionados de la
especie en estudio, se realizd una extraccion continua a las hojas y las flores por

separado usando como solvente el alcohol y el agua, obteniéndose 4 disoluciones, las
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cuales fueron tratadas con acido clorhidrico, aprovechando las propiedades bésicas de
los alcaloides en una primera etapa, y luego con hidréxido de sodio, previas
extracciones con 1-heptanol en la segunda. El procedimiento fue disefiado de esta forma
debido a que los resultados del tamizaje fitoquimico arrojaron que habia presencia de
alcaloides en ambos disolventes, tanto en agua como en etanol (figura 2).

El disolvente organico utilizado inicialmente fue el n-octano, pero los resultados no
fueron satisfactorios. Se supone que las caracteristicas apolares del n-octano no son las
adecuadas para extraer la fraccion alcaloidica esperada. Ldgicamente, no aparecen
alcaloides en la fase etérea durante el tamizaje fitoquimico, lo que indica la naturaleza
polar de los alcaloides presentes en el “boton de plata”. Se intentd el mismo
procedimiento con 1-heptanol. En este caso, se obtuvieron cuatro solidos de aspecto
amorfo, tres de color amarillo, y uno de color verde, correspondiente a la extraccion
continua de las hojas con etanol. Logicamente, debe corresponderse a un arrastre de

clorofila, como el principal responsable de esta coloracion en las hojas.

m Rev. Cubana Quim., vol. 28, no. 1, enero-abril, 2016. e-ISSN 2224-5421



Separacién y clasificacién de los alcaloides presentes en las hojas y flores

de la especie Spilanthes urens Jacq

Material vegetal

Agua o etanol
(seqln experimento)

—

1) Hojas

2) Flores

Extraccién continua

\ 4

Disolucién concentrada

<
<
VL

HCI (hasta pH = 3)

Extraccion con 1-heptanol

i

Guardar ¢——

Fase organica

Fase acuosa

NaOH hasta pH =10

y

Extraccién con 1-heptanol

.

N

Desechar |*

Fase acuosa

Fase organica
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v
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Figura 2. Metodologia para la extraccion de alcaloides desde la materia vegetal
utilizando las propiedades bésicas de los mismos

Para comprobar si se habian extraido alcaloides, se repitieron los ensayos de

Dragendorf, Mayer y Wagner, disolviendo una pequefia parte de los solidos amorfos en

agua y etanol para hojas y flores, respectivamente (tabla 7).
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TABLA 7. RESULTADO DE LOS CUATRO PROCESOS DE EXTRACCION Y

EN LOS SOLIDOS OBTENIDOS

EVIDENCIAS OBSERVADAS AL COMPROBAR LA PRESENCIA DE ALCALOIDES

Hojas Flores
Disolvente usado en | agua etanol agua etanol
la extraccion
continua
Aspecto fisico del || amorfo amorfo amorfo amorfo
solido
Color amarillo verde amarillo amarillo
Ensayo de || +++ ++ +++ +++
Dragendorf precipitado | precipitado | precipitado | precipitado
rojo ladrillo [ rojo ladrillo | rojo ladrillo | rojo ladrillo
Ensayo de Mayer + + ++ ++
turbidez turbidez turbidez turbidez
Ensayo de Wagner +++ ++ +++ +++
precipitado | precipitado | precipitado | precipitado
carmelita carmelita carmelita carmelita

La marcha sistematica de Banford se utilizd para tratar de clasificar los sélidos
resultantes de la extraccion anterior /16/. Este procedimiento divide un grupo conocido
de alcaloides en seis grupos y se basa en reacciones quimicas en partes importantes de
las distintas moléculas (tabla 8). Para los cuatro crudos obtenidos, el resultado fue el

mismo, correspondiendo a alcaloides con nucleo inddlico derivados de la yohimbina.

A primera vista parece ser un resultado que pudiera conducir a la elucidacion
estructural, pero las limitaciones de la marcha de Banford frente a la gran diversidad de
alcaloides conocidos es notable. Para asegurar el conocimiento de la estructura quimica
de la sustancia problema, es necesario recurrir a técnicas espectroscopicas y métodos de
separacion cromatograficos. Para comprobar de alguna forma la existencia de uno o
varios metabolitos en el solido obtenido, se sometieron las muestras a una cromatografia
de capa delgada, utilizando como fase moévil CH,Cl,:MeOH en relacion 4:1. Los

resultados se muestran en la figura 3.

Figura. 3. Placas cromatograficas de placa delgada.
De izquierda a derecha: sélido de hojas y flores extraidos con agua y luego
compuestos de hojas y flores con etanol
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TABLA 8. RESULTADO DE LA MARCHA SISTEMATICA DE BANFORD PARA
ALCALOIDES

Alcaloides’ Resultado / Evidencia
Grupo | H,SO,4 (-) coloracion parda

Narcotina (-) coloracion parda

Grupo Il | Morfeolicos Marquis (-) incoloro
(morfina, apomorfina,
codeina)
Sintéticos No realizado, por ser
(diluadid, dionina, alcaloides sintéticos
heroina)

Morfina, heroina Oliver (-) azul, debia ser rojo
FeCls 1%

Grupo_ |beine_______J FINO; fumante

Atropina, hiosciamina, || Ensayo de Vitali (-) no cambios
escopolamina

Grupo Estricnina H,S0,4 / K,Cr,05 (-) no hay cambio de
v coloracion a  azul
violaceo o rojo violaceo

Yohimbina (+++) se observo la
presencia de estrias
verdes lo que evidencia
la presencia de una
molécula con este tipo
de fragmento

Curare (-) no cambio de
coloracion a  rojo
violeta

Grupo V | Novocaina,  nicotina, J| Alcohol-acido (-) no cambios
mezcalina

Grupo Cafeina, Quinina Cl, y vapores de |l (-) nocambios

VI NH3

La sospecha de un alcaloide derivado del indol como son los tipo yohimbina abre la

posibilidad de usar la espectroscopia UV-visible como herramienta para tener indicios
sobre la estructura del mismo. Aunque es conocido que esta técnica no es suficiente por
si sola para determinar la estructura de un compuesto, si constituye una ayuda

importante para compuestos que contienen instauraciones conjugadas o anillos

! Se refiere al tipo de alcaloide con estructuras semejantes a los que se plantean.
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aromaticos. Los derivados del indol presentan un anillo bencénico que muestra dos

bandas de absorcion en la region ultravioleta (figura 4).

Los anillos bencénicos sustituidos por grupos amino, como es el caso del indol,
presentan dos bandas fundamentales provocadas por transiciones m-n*. Estas bandas
aparecen a los 230 nm y 280 nm, con valores de absortividades molares de 8 600 y 1
430, respectivamente (figura 3.2). Al registrar el espectro del solido obtenido de los
extractos acuosos (flores y hojas) se observan dos bandas en la zona ultravioleta del
espectro a 200 nm y 260 nm, con valores de absorbancia de 2,25 y 0,8, respectivamente
(figura 5).

Transiciones A (nm) € (mol'dm®m)

™ —Tr* 230 8600

e 0 \1430

Figura 4. Estructura de la yohimbina y relacién con las bandas
espectroscépicas caracteristicas de anillos indolicos /24/.
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Figura 5. Espectros UV-visible de los crudos obtenidos
desde el proceso de extraccion iniciado con
agua (arriba) y etanol (abajo)

En el caso de los sélidos obtenidos desde extractos etandlicos, los resultados no parecen
tan claros. En primer lugar aparecen dos bandas en la region del visible (mas de 400
nm) para la fraccidn obtenida de las hojas que no se corresponden a lo observado para la
fraccion acuosa. Una de las bandas situada a 640 nm aproximadamente corresponde al
color observado verde /24/. La otra banda a 410 nm que podria deberse a la absorcion
de luz violeta, lo que daria como color resultante al amarillo verdoso. Tal como se

menciond anteriormente, podria corresponder la potencial presencia de clorofila afecta
la claridad del espectro y no permite realizar las comparaciones pertinentes.

Para completar la identificacion de los alcaloides presentes en la Spilanthes urens Jacq

tendria que continuarse el estudio mediante HPLC y otras técnicas espectroscopicas con
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el fin de elucidar la estructura del principio activo responsable de la actividad anestésica

y/o analgésica.

Conclusiones

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico de la especie Spilanthes urens Jacq encontrandose
de forma general los siguientes metabolitos: alcaloides, triterpenos y esteroides,
flavonoides, fenoles y taninos, aminoacidos y aminas, glucésidos y poliuronidos. El
método de extraccion utilizado permitié la obtencion de alcaloides, corroborandose a
través de los ensayos para los mismos. La combinacion de la Marcha Sistematica de
Banford, la cromatografia de placa delgada y la espectroscopia UV-visible dejan
entrever que el(los) alcaloide(s) presente(s) en hojas y flores del “boton de plata”
corresponden, al parecer, a los derivados del indol, que clasifican como familia de la
yohimbina. No es posible aun definir la estructura del o de los alcaloide(s), ni saber
con exactitud la cantidad de los mismos, ya que se requieren técnicas mas avanzadas
como HPLC, cromatografia de gases, RMN, Espectrometria de masas, etcétera. Sin

embargo, un conjunto de técnicas mas simples han permitido avanzar en este aspecto.
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