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RESUMEN

Introduccion: En el Paraguay, las hojas de la especie nativa Eugenia myrcianthes
Nied., conocida como Yva hai, son utilizadas en la medicina popular como
hipoglucemiante, sin embargo, los estudios en el pais acerca de sus
constituyentes quimicos son €scasos.
Objetivo: Identificar los fitoconstituyentes con potencial medicinal presentes en
la fraccion en acetato de etilo de las hojas de Eugenia myrcianthes.
Métodos: Se emplearon las hojas colectadas en la ciudad de Asuncién, Paraguay,
se limpiaron y deshidrataron, luego se realiz6 la maceracion con etanol al 96 %,

obteniéndose el extracto crudo y este se fraccioné con hexano, al residuo se
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agregé agua y se realizé particiones con disolventes, primero cloroformo y por
ultimo acetato de etilo. En dicha fraccidn se realizaron ensayos de precipitacion y
formacion de complejos, cuantificacion de fenoles totales mediante la reaccion
con Folin Ciocalteu y, por ultimo, el andlisis mediante Cromatografia de Gases
acoplado a un detector de Masa (GC-MS) para la identificaciéon de los
fitoconstituyentes.

Resultados: Los ensayos de precipitacion revelaron la presencia de compuestos
con grupos fendlicos y flavonoides, y mediante el analisis en el GC-MS, se
identificaron 37 compuestos, entre ellos el 2,3-dihidrobenzofurano, el fitol, los
sesquiterpenos cariofileno y d-cadineno, y los compuestos con grupos fendlicos
como el salicilato de metilo, galato de etilo y el a-tocoferol
Conclusiones: La especie nativa E. myrcianthes, presenta fitoconstituyentes con
potencial de interés medicinal y se han comprobado también las caracteristicas
del género Eugenia en cuanto al contenido en sesquiterpenos y compuestos
fendlicos. Este trabajo presentdé un primer aporte acerca de la presencia del
cariofileno, d-cadineno y a-tocoferol en las hojas de Yva hdi en Paraguay, sin
embargo, es necesario continuar con la investigacion para identificar a los
flavonoides y evaluar la actividad hipoglucemiante in vitro e in vivo.

Palabras clave: Yva hai; compuestos fendlicos; terpenos; Plantas medicinales;

Paraguay.

ABSTRACT

Introduction: In Paraguay, the leaves of the native species Eugenia myrcianthes
Nied., known as Yva hai, are used in folk medicine as a hypoglycemic agent,
however, studies in the country about its chemical constituents are scarce.
Objective: Identify the phytoconstituents with medicinal potential present in the
ethyl acetate fraction of Eugenia myrcianthes leaves.
Methods: Leaves collected in the city of Asuncién, Paraguay, were cleaned and

dehydrated, then maceration was performed with 96% ethanol, obtaining the crude
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extract and this was fractionated with hexane, water was added to the residue and
partitions were performed with solvents, first chloroform and finally ethyl acetate.
The ethyl acetate fraction was subjected to precipitation and complex formation
tests, quantification of total phenols by reaction with Folin Ciocalteu and, finally,
analysis by Gas Chromatography coupled to a Mass Detector (GC-MS) for the
identification of phytoconstituents.
Results: Precipitation tests revealed the presence of compounds with phenolic
groups and flavonoid, and by GC-MS analysis, 37 compounds were identified,
including 2,3-dihydrobenzofuran, phytol, the sesquiterpenes caryophyllene and 6-
cadinene, and compounds with phenolic groups such as methyl salicylate, ethyl
gallate and a-tocopherol.
Conclusions: The native species E. myrcianthes, presents phytoconstituents with
potential medicinal interest and the characteristics of the genus Eugenia have also
been proven in terms of sesquiterpenes and phenolic compounds. This work
presented a first contribution about the presence of caryophyllene, d-cadinene and
a-tocopherol in Yva hai leaves in Paraguay, however, further research is needed to
identify the flavonoids and evaluate the hypoglycemic activity in vitro and in vivo.

Keywords: Yva hai, phenolic compounds, terpenes, medicinal plants, Paraguay.
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Introduccion

Las plantas estan compuestas por fitoconstituyentes como terpenos, alcaloides,
glicésidos y compuestos fendlicos que presentan actividades bioldgicas de
interés medicinal, es por ello que se emplean tradicionalmente para el tratamiento

y/o cura de enfermedades (. Un ejemplo son las Mirtaceas, una familia de
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angiospermas que incluye arbustos y arboles distribuidos principalmente en
regiones tropicales y subtropicales del mundo,® y debido a sus frutos
comestibles y sus usos medicinales y maderables presentan un gran interés
economico.®

Las hojas de las mirtaceas poseen aceites esenciales constituidos principalmente
por mono y sesquiterpenos,® adicionalmente contienen compuestos fenodlicos
como quercetina y kaempferol.® Esta diversidad de compuestos confiere su
empleo en la medicina popular con multiples fines, tales como antiinflamatorios,
antimicrobianos, antidiabéticos, antirreumaticos e hipolipemiantes.® Dicha
familia comprende unos 140 géneros y mas de 3000 especies,® entre ellas,
Eugenia myrcianthes Nied conocida también como Yva hdi por sus frutos
amargos.(”

E. myrcianthes es un arbol frutal nativo de Argentina, Bolivia, Brasil, Uruguay y
Paraguay, donde se reporta el uso etnobotanico de sus hojas como
hipoglucemiante.() Ademas, sus hojas presentan actividad antimicrobiana frente
a cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus® y mayor potencial
antioxidante que sus frutos.® Sin embargo, a pesar de que las actividades
biolégicas de las especies medicinales estan relacionadas al tipo de
constituyente que poseen, a nivel local existen escasas investigaciones sobre los
compuestos quimicos presentes en dicha especie,('% motivo por el cual el objetivo
de este estudio fue identificar los fitoconstituyentes con potencial medicinal

presentes en la fraccion en acetato de etilo de las hojas de E. myrcianthes.

Métodos
Material vegetal
Las hojas de Eugenia myrcianthes Nied. fueron colectadas en el mes de Julio de

2021 en el Jardin Botanico y Zooldgico de Asuncion, capital del Paraguay, con

coordenadas geograficas 25° 15" 6.32" S - 57° 34’ 2.07" W. La identificacion
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taxondmica se llevo a cabo en el Laboratorio de Analisis de Recursos Vegetales
del Departamento de Biologia de la FACEN por la Lic. Fatima Piris da Motta y fue

depositada en el herbario de la FACEN con el numero 4980.

Obtencion de la fraccion de acetato de etilo

Las hojas de Yva hai fueron deshidratadas hasta sequedad durante dos semanas
a temperatura ambiente, bajo sombra y con escasa aireacion. Una vez secas,

fueron trituradas con un molino manual hasta la obtencion de un polvo fino.

Posteriormente 400 g del polvo fino se maceraron en etanol al 96 % durante siete
dias, luego se filtré por gravedad y se concentré en rotavapor para la obtencion
del extracto crudo etandlico. Posteriormente el mismo se fraccioné con hexano,
al residuo se le agregé agua y se realizé particiones con disolventes, primero
cloroformo y por ultimo acetato de etilo, el cual fue utilizado para los ensayos de

identificacion de fitoconstituyentes.
Ensayos cualitativos de identificacion de metabolitos secundarios

Se emplearon ensayos de precipitaciéon y formacion de complejos para la
identificacion de los metabolitos secundarios: compuestos fendélicos (cloruro
férrico al 12,5 %), flavonoides (reaccion de Shinoda), cumarinas (prueba de
fluorescencia),( alcaloides (reactivos de Mayer, Dragendorff y Wagner),
quinonas (reacciéon de Borntrager), saponinas (ensayo de la espuma),

triterpenos/esteroles (reactivo de Lieberman Burchard).('?

Determinacién del contenido de compuestos fenédlicos totales
Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu(® con algunas modificaciones. Se preparé
una soluciéon metandlica de la fraccion en acetato de etilo de Yva hdi y posterior

adicion del reactivo Folin-Ciocalteu 2 N (grado analitico, Merck). Por ultimo, se
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agrego una solucion acuosa de carbonato de sodio (Na2COs al 20 %), transcurrida
una hora de reposo en la oscuridad, las absorbancias se midieron a 760 nm en un
espectrofotémetro UV-VIS.

Se usaron soluciones de acido galico en metanol en las concentraciones 1,2,4, 8
y 16 pg/mL para construir la curva de calibracion. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido gdlico (GAE)/g de extracto. El contenido de
fenoles totales se presenta como la media de los analisis realizados por triplicado

+ desviacion estandar.

Analisis de los compuestos presentes en la fraccion en acetato
de etilo mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria

de masas (GC-MS)

Se inyect6 1L de la solucién de la fraccion en acetato de etilo grado HPLC en un
equipo de Cromatografia de Gases acoplada a un sistema de deteccién por
Espectrometria de Masas de la marca Shimadzu Modelo QP2010 Plus, empleando
Helio como gas portador y una columna capilar con soporte de silica fundida (SLB-
5ms) de la marca Supelco. El Inyector en modo Splitless relacion 10:1, detector a
260°C, la Interfase a 240 °C. Barrido en modo Full Scan de 50 a 550 m/z. Horno
inicial a 150 °C por 1 min, luego arazén de 2°C hasta 180°C y arazén de 3 °C hasta
230 °C, posteriormente se llevé a temperatura final de 270 °C por 2 min, totalizado

un tiempo de analisis de 60 min.

El espectro de masas de los compuestos separados fue sometido a un analisis
comparativo con una base de datos proveniente de la biblioteca del National
Institute of Standards and Technology (NIST) del Software. Los compuestos cuya
similitud presentaron valores mayores al 85 % con registros de esta biblioteca

fueron reportados.

Resultados
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Las pruebas cualitativas indicaron la presencia de compuestos con grupos
fendlicos y flavonoides, no se detectaron, alcaloides, saponinas, triterpenos,
cumarinas ni quinonas. Ademas, el contenido de fenoles totales fue 337,14 + 28,6
mg de equivalentes de acido galico/g de extracto.

El analisis mediante GC-MS de la fraccion en acetato de etilo de las hojas de Yva
hdi permitié la identificacion de 37 compuestos (Figura 1, Tabla I), entre ellos
alcanos lineales, alcanos ciclicos, alquenos, acido graso, éter, éster, alcoholes,
cetona. Los metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de los terpenos
fueron el alcohol diterpénico fitol, los sesquiterpenos cariofileno y 8-cadineno, y
los compuestos con grupos fendlicos fueron el salicilato de metilo, galato de etilo

y a-tocoferol.

Fig. 1- Cromatograma obtenido a partir de la inyeccion en el GC-MS de la fraccion en

acetato de etilo de las hojas de Yva hai.

Tabla I- Compuestos con mayor al 85 % de similitud identificados mediante GC-MS

Tiempo de
N° de pico Retencion % de Nombre del compuesto Grupo quimico
(min) Abundancia
1 5,085 1,60 4-hidroxi-4-metil-2- cetona
pentanona
2 7,240 112 5-deceno alqueno
3 7712 0.36 5-metil-2-deceno alqueno
() I /
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4 7,833 0.23 5-metil-1-undeceno alqueno

5 8,324 0.43 5-metil-4-noneno alqueno

6 8,991 0.60 1-deceno alqueno

7 9,078 0.57 5-deceno alqueno

8 12,831 0.59 T-undecanol alcohol

9 13,256 0.27 2-propil-1-heptanol alcohol

10 13,400 0.31 1-hexadeceno alqueno

11 13,675 0.26 6-dodeceno alqueno

12 14,107 0.54 5-metil-4-undeceno alqueno

13 14,555 413 1-dodeceno alqueno

14 14,746 5.73 salicilato de metilo éster fendlico

15 15,492 0.44 2,3-dihidrobenzofurano benzofurano

16 15,766 0.24 2-butil-1-octanol alcohol

17 15,877 0.42 octadecil vinil éter éter

18 16,283 0.28 Hexatriacontano alcano

19 16,888 0.71 3,5,24-trimetiltetracontano alcano

20 17,249 0.20 1,1,3-trimetil-2- cicloalcano

propilciclohexano

21 17,840 0.67 4-etil-1-octin-3-ol alcohol

22 18,100 0.14 2-metil-1-pentadeceno alqueno

23 18,265 0.70 1,1,2-trimetilcicloundecano cicloalcano

24 19,340 16.62 Galato de etilo éster fendlico

25 20,167 0.24 Cariofileno sesquiterpeno

26 22,204 0.35 0-cadineno sesquiterpeno

27 23,093 0.48 3-hexil-1-decanol alcohol

28 23,428 0.34 5-eicoseno alqueno

29 23,527 8.67 1-pentadeceno alqueno

30 25,001 0.42 n-tetratetracontano alcano

31 25,570 1.08 1-heptadeceno alqueno

32 27,266 6.04 Tritetracontano alcano

33 28,761 0.70 Acido palmitico acido graso

34 30,197 0.83 1-nonadeceno alqueno

35 32,534 1.14 Fitol alcohol diterpénico

36 35,604 3.89 1-heptacosanol alcohol

37 47,700 1.80 a-tocoferol vitamina E
(3D ev-rc |
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Discusion
La presencia de compuestos fendlicos en las hojas de Yva hdi concuerda con las
especies del género FEugenia.® A su vez, el contenido de dichos
fitoconstituyentes fue superior a lo descrito en el extracto etandlico de las hojas
de E. myrcianthes (100,29 mg de GAE/g de extracto), Eugenia involucrata DC (70,19
mg de GAE/ g de extracto) y Eugenia leitonii D. Legrand (88,62 mg de GAE/g de
extracto) en Brasil.©
Entre los fitoconstituyentes reportados (Tabla ), algunos poseen propiedades de
interés medicinal, como el salicilato de metilo, presente también en las hojas de
Eugenia uniflora L.0® El mismo, es un compuesto organico volatil, incoloro, de olor
dulce,(™ y cuyas actividades analgésica, antiinflamatoria y antipirética han sido
comprobadas mediante ensayos in silico, in vitro e in vivo.("")
El sistema heterociclico 2,3-dihidrobenzofurano, sirve como sustrato para la
sintesis de numerosos compuestos con propiedades farmacoldgicas, como
antituberculosas, antipalidicas y antitumorales.(1819 E| género Eugenia se
caracteriza también por su contenido en sesquiterpenos,?9 los mismos son de
especial interés en la prospeccion de compuestos antivirales, y pueden actuar en
sinergia, como el caso del B-cariofileno, 8-cadineno, B-elemeno, D-germacreno que
presentan actividad frente al virus del Zika.@"
También se identificaron compuestos antioxidantes como el galato de etilo, que
ademas presenta propiedades antiinflamatorias,?? o el fitol, que remueve el
radical hidroxilo producido en la reaccion de Fenton.@) Por ultimo, el a- tocoferol,
un antioxidante lipofilico, que mediante la donacién de electrones del grupo
hidroxilo (OH) a los radicales peroxilos (ROO:), detiene el proceso de formacién
radicalaria y es transformado a tocoferilquinona.@4
De acuerdo con la reaccién de Shinoda, la fraccion también contiene flavonoides,
sin embargo, no se ha podido identificar mediante GC-MS por su caracteristica
polar y deben ser derivatizados. Dichos compuestos poseen grupos hidroxilo que

tienen capacidad antioxidante, y dicha capacidad puede ser responsable de sus
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beneficios en la prevencién de enfermedades como el cancer, osteoporosis,

cardiovasculares, cataratas e incluso Alzheimer.@%

Por consiguiente, se concluye que las hojas de la especie nativa E. myrcianthes,
son una fuente potencial de fitoconstituyentes de interés medicinal. Este trabajo
presentd un primer aporte acerca de la presencia del cariofileno, d-cadineno y a-
tocoferol en las hojas de Yva hdi en Paraguay. Sin embargo, es necesario prosequir
con los estudios para identificar los flavonoides como también una exploracion
exhaustiva acerca de sus posibles propiedades medicinales, en especial la

actividad hipoglucemiante.
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