








RESUMEN

Los flavonoides constituyen, después de los carotenoides, la clase de
matabolitos secundarios mas importantes y atractivos, debido a sus propiedades
antioxidantes que los convierten en excelentes agentes preventivos de
numerosas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como el cancer,
la diabetes, los padecimientos cardiovasculares, el envejecimiento, etc. Por esta
razdén, es importante analizar su presencia en plantas medicinales y alimenticias.
El objetivo de esta investigacién consistié en determinar la presencia de los
flavonoides mas comunes en algunas plantas medicinales usadas en Querétaro
y en otras zonas de la Republica Mexicana para el tratamiento de padecimientos
relacionados con el estrés oxidativo, en particular la circulacién sanguinea. Las
plantas seleccionadas en base a los usos tradicionales y a la informacién
bibliografica etnomédica incluyeron las siguientes: Chenopoduim murale,
Psittacanthus calyculatus, Prunus serotina, Agastache palmeri, Taxodium
mucronatum, Solanum rostratum, Bocconia frutescens, Sechium edule,
Dracocephalum moldavica y Magnolia grandiflora. Como estandares, se
utilizaron los flavonoides quercetina, kaempferol, catequina, hesperitina y rutina.
Como método analitico, se utilizé la cromatografia de liquidos de alta resolucion
y como criterio de identificacién se compararon los tiempos de retencién de los
estandares y los de los picos correspondientes en los extractos acuosos. Los
resultados indican que los flavonoides buscados se encuentran presentes en
varias de las especies vegetales, siendo los mas comunes la quercetina, la
hesperitina y la catequina.
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|. INTRODUCCION

Los flavonoides son compuestos fenolicos derivados de la ruta del
acetato-malonato y del &cido siquimico que tienen el esqueleto basico C6-C3-C6
y que en la mayoria de los casos, tienen en su estructura quimica grupos
hidroxilos que constituyen la caracteristica comun de los fenoles. Esos
metabolitos presentes en plantas medicinales y alimenticias adquieren cada vez
mayor interés entre investigadores y publico en general, debido a su importancia
en la prevencion y en el tratamiento de enfermedades degenerativas
relacionadas con el estrés oxidativo como son el cancer, la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares, las inflamaciones y el envejecimiento. Debido a
su importancia bioldgica, es de mucha utilidad determinar su presencia en las
fuentes de interés, ya sea para sustentar el uso medicinal o alimenticio de las
mismas o para optimizar su aislamiento, caracterizacién estructural y la
evaluacién de la actividad biolégica de una estructura en particular. La
naturaleza y la cantidad de los flavonoides presentes en una especie vegetal
dependen de varios factores, incluyehdo el estado de desarrollo de la planta, el
periodo de su colecta, el tipo de suelo donde crece y las condiciones climaticas
en que se desarrolla. Por ello, especies de diferentes zonas geograficas puéden
presentar diferentes perfiles en su contenido metabdlico. De aqui la importancia
de llevar a cabo el estudio del perfil de flavonoides en las especies locales. Para
ello, se usan diversos métodos. Cuando se requiere de la evaluacion de la
actividad biologica de los flavonoides individuales, es indispensable completar el
estudio fitoquimico de la especie. Sin embargo, completar ese proceso es largo
y tedioso, sin contar que los efectos benéficos de las infusiones o maceraciones
consumidas por la gente se deben muchas veces al conjunto de los
ingredientes. Por esta razén, numerosos estudios no se enfocan hacia el
aislamiento de los constituyentes individuales, sino a la caracterizacién y
estandarizacién de las mezclas. Para ese proposito, el método mas empleado
en el estudio de flavonoides es la cromatografia de liquidos de alta resolucién
(CLAR) acoplada con la espectrometria de masas (EM), en la cual se emplea un
metodo de ionizacidn suave. La combinacién de esta instrumentaciéon analitica
permite identificar con certeza los flavonoides presentes y cuantificarlos de
manera 6ptima. Eso se logra mediante la comparacién de los tiempos de



retencion de los picos identificados con estandares y el estudio del patron de
fragmentacion de cada pico. Cuando se carece de esta combinacion
instrumental, la CLAR por si sola, aunque no da informacion categérica,
constituye una aproximacion que ha funcionado en numerosas ocasiones. Los
flavonoides pueden existir en forma libre en las plantas, pero en muchas
ocasiones se encuentran como agliconas formando glicosidos con diferentes
azlcares. Esas formas enlazadas se metabolizan en el tracto gastrointestinal y
liberan las agliconas bioactivas. A pesar de que los flavonoides libres y
enlazados son termolabiles y no volatiles, esa caracteristica es poco importante
cuando se cuenta con la instrumentacion combinada antes mencionada, dado
que los métodos de ionizacién suave en la EM permiten su analisis. Sin
embargo, cuando el recurso principal se limita al uso de la CLAR, es
conveniente investigar tanto los flavonoides libres, como llevar a cabo hidrolisis
acidas antes de este analisis.

Otros métodos de determinacion cualitativa de flavonoides aprovechan
sus propiedades quimicas de formar quelatos en sus hidroxilos, los cuales
presentan colores particulares con ciertos metales. Sin embargo, estos métodos
tienen un alcance restringido a la simple deteccion de la presencia de
flavonoides como un conjunto y por lo tanto carecen de importancia para los

objetivos de muchas investigaciones.






























de la oxidasa de la xantina. La quercetina ayuda a controlar ese proceso
oxidativo, inhibiendo la actividad de esas enzimas por una parte, y por otra,
captando y neutralizando los radicales formados. Ejemplos clasicos de los
efectos negativos de los radicales libres lo constituyen el proceso de
envejecimiento (incluyendo la pérdida de memoria en las personas de edad
avanzada), el cancer, la diabetes, los padecimientos cardiovasculares, la
inflamacién, etc. Es poco probable que los metabolitos conjugados alcancen
directamente las células blanco por causa de su bajo caréacter lipofilico. Sin
embargo, la quercetina puede ser liberada de nuevo de sus complejos
conjugados e incorporarse éen las células, gracias a la actividad de la f3-
glucuronidasa durante el proceso de la inflamacion. Es de esta forma que los
glicosidos de la quercetina dietética y sus metabolitos se acumulan por ejemplo
en la aorta y ejercen sus diversas actividades biolégicas en las células y en el
torrente sanguineo (Terao, 2005). Se determin6 que el efecto relajante de la
quercetina sobre la aorta se debe a la inhibicién de la movilizacién de iones
calcio por este metabolito (Morales y Lozoya, 1994). Por ofra parte, la
quercetina, al igual que la hesperidina (Figura 12), ayudan a controler la
sobreproduccion de 6xido nitrico (NO) en el organismo (Timoshin y col., 2005),
esta molécula que tiene la configuracion electronica de un radical libre juega un
papel importante en diversos procesos fisiolégicos, como son la relajacion de los
vasos sanguineos, la inhibicion de la agregacién de plaquetas y la inhibicion de
la proliferacion de las células musculares lisas (Moncada y Higgs, 1991), tres
fenomenos favorables a la circulacién sanguinea. Sin embargo, la produccion
excesiva de NO puede generar otro potente agente oxidante, el peroxinitrilo
(ONOO"), el cual es muy dafiino para las células (Beckman y col., 1994; Rubbo
y col., 1996).

11.2.2 Rutina

En un estudio reciente, se comprobaron las caracteristicas metabdlicas y
farmacolégicas de la rutina (Figura 12), un glucésido dietético de la quercetina
que fue administrado a ratas por via oral para tratar la colitis (enfermedad
inflamatoria del intestino) inducida por el acido 2.4 6-trinitrobencenosulfonico

(TNBS). Se compararon |os coeficientes de particion aparentes in vivo de la



rutina y su aglicona, la quercetina. La estabilidad bioquimica y quimica de 1a
rutina se determin6 en diferentes segmentos del tracto gastrointestinal de ratas.
También se determinaron los indices inflamatorios después de la administracion
de la rutina por via oral y de la quercetina por via rectal. Se observo que no sélo
la administracion oral de rutina, sino también que la administracion rectal de
quercetina mejoran notablemente la colitis inducida por TNBS. Esa observacion
constituye una evidencia de que la quercetina liberada de sus glicoésidos como la
rutina, es un compuesto con actividad terapéutica en el intestino delgado (Kim y
col., 2005). En otro estudio, se comprobé que la rutina atenta la deterioracion
de la memoria relacionada con el envejecimiento; se asume que esa actividad
se debe a su poder antioxidante y secuestrador de radicales libres (Kishore y
Manjeet, 2005).

11.2.3 (+)-Catequina y hesperidina

Los efectos potenciales de la (+)-catequina y la hesperidina (Figura 12)
para inhibir la formacién de criptas aberrantes en el colon fueron probados. Se
demostréd que la (+)-catequina, y en un grado menor la hesperidina [4°-O-metil-7-
(a-L-ramnopirasiI-1—>6-B-D-g|ucopiranosil) flavanona], protegen contra la
formacion de la cripta inducida por agentes carcindégenos. Aunque la hesperidina
presenté un efecto menor, ese efecto es relativamente comparable al de la
catequina y otros agentes quimiopreventivos, al considerar las dosis utilizadas.
El potencial de estos flavonoides de actuar como agentes quimiopreventivos
dietéticos se justifica por la buena biodisponibilidad de estos agentes en la
circulacién sanguinea, ya que alcanzan concentraciones de 100-600 nM
después de haber consumido por ejemplo té verde y jugo de naranja, dos
bebidas comunes en varios paises (Franke y col., 2002).

I1.2.4 Galato de epigalocatequina

Se estudiaron los efectos de un derivado de la catequina, el polifenol
galato de epigalocatequina (EGCG), sobre la contraccién vascular de cerdos
jovenes. La aorta toracica del cerdo se suspendié en un bafio de norepinefrina
(noradrenalina), un conocido agente que conduce a la contracciéon répida,

reproducible y estable del musculo liso vascular. Después de la contraccion
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maxima, se adicioné el EGCG, lo cual condujo a una contraccion adicional,
seguida de una relajacion dependiente de la dosis. Sin embargo, la contraccion
y relajacion se pierden en ausencia del endotelio. El pretratamiento de los vasos
con el L-NAME, un inhibidor de la NO sintetasa, bloquea la relajacion
dependiente del EGCG sin afectar la contraccion inducida por ese metabolito.
Esos resultados sugieren que mientras que el efecto contractil causado por €l
EGCG es dependiente de la presencia del endotelio, ese efecto es

independiente de la sintesis de NO (Buxton, 2003).

11.2.5 Kaempferol
El kaempferol (Figura 12) ha sido reconocido como un excelente agente
secuestrador de radicales libres como el 1,1-difenil-2-picrithidracilo, lo que lo

convierte en un potencial agente anticancerigenc (Park y col., 2006).
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Figura 12. Estructuras de los flavonoides utilizados como estandares y de otros

mas comunes en las plantas medicinales y alimenticias.
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lIIl. HIPOTESIS

Los flavonoides mas comunes a los que se atribuyen las principales
propiedades medicinales de las plantas seleccionadas se encuentran en los
extractos acuosos de estas especies en cantidades apreciables que permiten su

deteccion mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion.
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IV. OBJETIVOS

V.1 GENERAL
Determinar la presencia de flavonoides en los extractos acuosos de las

especies vegetales utilizando como herramienta principal la cromatografia de

liquidos de alta resolucién.
IV.2 ESPECIFICOS
» Preparar los extractos acuosos mediante digestion.

= Implementar condiciones analiticas en la cromatografia de liquidos para

el analisis de cada estandar y de cada extracto seco.

« Determinar la presencia o no de los estandares de flavonoides

disponibles en cada extractc.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.A1.

1 Accesorios
Material de vidrio: Vasos de precipitado, pipetas graduadas de 5 ml,
probeta de 100 mi, matraz Erlenmeyer de 1000 mi.
Membranas de nylon y polipropileno hidrofilico para filtracién de disolventes
(47 mm de diametro y 0.45 ym de tamafo de poro).
Acrodiscos para la filtracion de muestras (13 mm de diametro y 0.2 ym de
tamafio de poro).
Jeringas micrométricas de vidrio y desechables de 100 y 150 ul para
inyeccion de muestras.
Jeringa de purga con capacidad de 10 ml.
Loops (lineas de inyeccion) de 20 pl.
Columnas de vidrio de diferentes tamafios para cromatografia.
Barras magnéticas.
Columnas de fase reversa (Symmetry C18, 5 um, 4.6 X 250 mm; YMC
ODS-AQ S5 pm, 120 A, 4.6 X 250 mm).

V.1.2 Disolventes y reactivos para los analisis cromatograficos

Acido acético grado reactivo analitico al 1% en agua (J. T. Baker).
Agua tridestilada grado HPLC.
Acetonitrilo grado HPLC de la marca Caledon o Mallinkrodt.

Metanol grado HPLC de la marca J. T. Baker y/o Mallincrodt.

V.1.3 Material de estudio

a) Flavonoides que se utilizaron como estandares:

Catequina

Hesperitina
Kaempferol
Quercetina

Rutina
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b) Extractos acuosos gue se analizaron
- Agastache palmeri ((A. mexicana)

. Bocconia frutescens (hojas)

. Chenopodium murale

. Dracocephalum moldavica

- Magnolia grandiflora

- Prunus serotina

- Psittacanthus calyculatus

- Taxodium mucrcnatum

- Solanum rostratum

- Sechium edule

V.2 Equipos

« Balanza analitica marca Ohaus (0.0001-250.0 g).
« Sonificador marca Coie Parmer, modelo 8892.

Liofilizadora Labconco.

Ultracongelador (-86 °C ULT Freezer) marca ThermoForma.

Sistema Cromatografico de la marca Waters equipado con una bomba
cuaternaria de entrega de disolventes modelo 600, un detector de arreglo de
diodos Waters modelo 996, un inyector manual Rheodyne 77251 o un
automuestreador marca Waters modelo 717 y un degasificador electronico
(Metachem Technologies Inc.). El control del equipo, la adquisicion de
datos, el procesamiento y manipulacion de la informacién se realizaron
utilizando el programa Millenium® (Waters).

V.3 Métodos

V.3.1 Obtencién de los extractos acuosos
Se utilizé una cantidad aproximada de 100 g de planta fresca. El material
vegetal se sec6 en un horno con temperatura regulada (aproximadamente a 50

°C), se fragment6 mediante un molino manual y se sometié a extraccion por
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triplicado mediante digestion con agua a 60 °C durante 12 horas. El extracto se

liofilizé y se guardé en frascos ambar para su posterior procesamiento.

Para la busqueda de flavonoides en los extractos preparados, primero se
inyectaron los estandares para determinar sus tiempos de retencion (ver punto
V.3.3). Posteriormente, se analizaron los diferentes extractos en las mismas
condiciones dascritas para el analisis de los estandares, preparando las
muestras solidas como s€ descrie en el punto Vv.3.2.2. Debido a la
disponibilidad de material, tres de los extractos (A. palmeri, C. murale y P.
calyculatus (ver punto V.3.2.1)) fueron sometidos a hidrélisis acida para la

busqueda de las agliconas utilizadas como estandadres.

V.3.2 Preparacion de las muestras para analisis

V.3.2.1 Hidrdlisis acida de los extractos

En un matraz de 1C0 ml, se colocaron 50 mg de extracto seco. Se
agregaron 8.3 ml de etanol y 3.3 mi de agua. La mezcla se sometio a agitacion
en ultrasonido durante 5 min. Posteriormente, se agregaron 1.3 m! de HCI
concentrado y se puso a reflujo por dos horas. Transcurrido ese tiempo, la
mezcla de reaccién se transfirié a un matraz aforado de 10 ml y se aford. De

esta solucion, se tomaron alicuotas de 20 ul para la busqueda de las agliconas.

V.3.2.2 Preparacién de las muestras solidas

Se pesé aproximadamente 1 mg de los diferentes estandares y cada uno
de los extractos: los estandares se disolvieron en 1 ml de metanol y los
extractos en 1 ml de agua. Posteriormente se filtraron con la ayuda de
acrodiscos. Dicha preparacion se mantuvo en viales color @mbar tapados para

evitar su contacto prolongado con la luz y el aire.

V.3.3 Identificacion de los flavonoides mediante CLAR

Los estandares, extractos y los productos de hidrélisis acida se analizaron
por cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se inyectaron muestras de 20
pl de cada uno de los estandares y de los extractos. El analisis se inicié con la

busqueda de mejores condiciones de resolucion de los componentes de las
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VI. RESULTADOS
Durante la busqueda de condiciones analiticas, se utilizé como fase mévil

el sistema formado por MeOH, H,0 y CH;COOH en diferentes proporciones

(Cuadros 1Y 2), utilizando las columnas anteriormente mencionadas (ver punto

V.1).

Cuadro 1. Condiciones isocraticas probadas durante el analisis de estandares.

Sistema Composicion (%) Flujos probados
10:88:2

MeOH-H,0-CH3COOH 90:8:2 0.7 y 0.5 mi/min
100:0:0

También se probaron condiciones de gradiente. Se utiliz6 en este caso un
sistema binario (A= CH3CN y B = HCOOH al 1% o CH3COOH al 1%) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Gradiente usado durante la busqueda de condiciones 6ptimas de

analisis de estandares y extractos. En todo momento el flujo fue de 0.8 ml/min.

Tiempo (min) %A %B
0 10 90
15 40 60
20 40 60
22 10 90

Las Figuras 13 a 17 ilustran los cromatogramas obtenidos durante los
analisis de los estandares y las Figuras 8-20, los de los extractos y sus

respectivos productos de hidrolisis. El volumen de inyeccion para cada muestra

fue de 20 pl.
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Nombre de la muestra: Catequina (1.3 mg/ml)

Tiempo de corrida: 30 min
Fecha de adquisicion: 21/01/05

Procesamiento: 23/08/06

AU

Auto-Scaled Chromatogram

1,204
1,00%
0.80]
0,60
0,407

0,20

£ OR

0.00]

Bt T S
§.00 &.00 7.
Minutes

(R I L N M | T
0 §.00 2.00 10,00 11,00

-

Figura 13. Cromatograma correspondiente al estandar catequina.
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Nombre de la muestra: Hesperitina (1.02 mg/mi)
Tiempo de corrida: 45 min

Fecha de adquisicion: 2/12/04

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram

0.707]
0,60
0,80]

.40

AL

0.30
0.207

0,10

0.0 M

Illl]|IIl[lIII]llll]llll|1lll||I|I|IIII[IIII

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 4000 45,01
hinutes

Figura 14. Cromatograma correspondiente al estandar hesperitina.
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Nombre de la muestra: Kaempferol (1.2 mg/ml)
Tiempo de corrida: 35 min

Fecha de adquisicion: 19/01/05
Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram

0.25]
0.20‘:
.16
5 p
2 ]
0.10r] \

0.05‘5‘ }l \

| T I et S R I A R T O T O O O O O I N I O O R O N Y B
2,00 4.00 €.00 2,00 10,06 12.00 14.00 16,00 18,00 20.00 22,00 2400 25,00
Minutes

Figura 15. Cromatograma correspondiente al estandar kaempferol.
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Nombre de la muestra: Quercetina (1.07 mg/ml)
Tiempo de corrida: 35 min

Fecha de adquisicion: 17/03/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram

1.20 s
Y]
9N
g
&
1,00
0,80
>
< 0507
2,40
0,20
00 [AYAN
L T O R O S O e e S O O B T R R R B B B B
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Figura 16. Cromatograma correspondiente al estandar quercetina.
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Nombre de la muestra: Rutina (1.5 mg/ml)
Tiempo de corrida: 8 min

Fecha de adquisicién: 2/12/04
Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram

ALl
o
>3]
T

L B B 5 R e Sy B M|
4.00 5.00 LRG 7.00
Ninutes

Figura 17. Cromatograma ccrrespondiente al estandar rutina.
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Nombre de la muestra: Agastache palmeri (A. mexicana) (1.05333 mg/mi)

Tiempo de corrida: 100 min
Fecha de adquisicion: 28/01/05
Procesamiento: 23/08/06

Auts-Scaled Chromatogram
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Figura 18. Cromatograma del extracto acuoso de A. palmeri.
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Nombre de la muestra: A. palmeri (extracto hidrolizado)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicién: 28/01/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 19. Cromatograma del extracto acuoso hirolizado de A. palmeri (H =

hesperitina, Q = quercetina).
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Nombre de la muestra: B. frutescens (1.06 mg/ml)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicion: 22/01/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 20. Cromatograma del extracto acuoso de las hojas de B. frutescens (C =

catequina, Q = quercetina).
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Nombre de la muestra: C. murale (1.04 mg/ml)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicion: 22/01/05
Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 21. Cromatograma correspondiente al extracto acuoso de C. murale (Q =

quercetina, K = kaempferol).
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Nombre de la muestra: C. murale hidrolizado
Tiempo de corrida:35 min

Fecha de adquisicion: 22/01/05
Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram

0,07

Q.0607

0,050

0.040

AU

0,030

17.949 L
5

0.0207]

o

L T S e e T o S e B e e Sy [ B B B B
5,00 10,60 150G 20,00 25,00 30,00 35.00
Minutes

%

Figura 22. Cromatograma correspondiente al extracto acuoso hidrolizado de C.

murale (H = hesperitina, Q = quercetina).
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Nombre de la muestra: D. moldavica (1.05 mg/ml)
Tiempo de corrida:100 min

Fecha de adquisicion: 29/01/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 23. Cromatograma del extracto acuoso de D. moldavica (H = hesperitina).
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Nombre de la muestra: M. grandiflora (1.08 mg/ml)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicion: 22/01/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 24. Cromatograma del extracto acuoso de M. grandifiora (C = catequina,

R = rutina, H = hesperitina).
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Nombre de la muestra: P. serotina (1.08 mg/ml)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicién: 29/01/05
Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram

15,415

9,145

10 C |\ I
| J\ W

LI N B S B B B e IS I S St B B B

T T L L e e o e e e e e R/ LI S B B s e ey
2.00 4.00 5,00 8.00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,60 20,00 2200 24,00
tinutes

Figura 25. Cromatograma del extracto acuoso de P. serofina (C = catequina).
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Nombre de la muestra: P. calyculatus (1.06 mg/ml)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicion: 22/01/05

Procesamiento: 23/08/06
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Figura 26. Cromatograma correspondiente al extracto acuoso de P. calyculatus
(C = catequina, H = hesperitina, Q = quercetina).
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Nombre de la muestra: P. calyculatus (Extracto hidrolizado)
Tiempo de corrida:35 min

Fecha de adquisicién: 17/03/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 27. Cromatograma correspondiente al extracto acuoso hidrolizado de P.

calyculatus (C = catequina).
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Nombre de la muestra: S. edule (1.05 mg/ml)
Tiempo de corrida: 100 min

Fecha de adquisicién: 29/01/05
Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 28. Cromatograma del extracto acuoso de S. edule.
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Nombre de la muestra: S. rostratum (1.08 mg/ml)

Tiempo de corrida:35 min
Fecha de adquisicién: 24/02/05
Procesamiento: 23/08/06
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Figura 29. Cromatograma del extracto acuoso de S. rostratum.
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Nombre de la muestra: T. mucronatum (1.03 mg/ml)
Tiempo de corrida:35 min

Fecha de adquisicion: 24/02/05

Procesamiento: 23/08/06

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 30. Cromatograma del extracto acuoso de T. mucronatum (R = rituna, H
= hesperitina, Q = quercetina, K = kaempferol).
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VII. DISCUSION

Los flavonoides y otros compuestos fendlicos tienen una gran
inestabilidad quimica frente a la luz, el aire y la temperatura, debido a que se
oxidan con facilidad. Ademas, tienen solubilidades muy variadas. Por esta
razon, se escogié en el presente trabajo la digestién con agua como método de
extraccion relativamente suave que proporcionara una extraccion efectiva y con
menos riesgos de obtener artefactos.

Por otra parte, la seleccion de la longitud de onda de deteccién de los
flavonoides se hizo utilizando un detector de arreglo de diodos, el cual permite, a
través de un barrido, determinar la longitud de onda de maxima intensidad de
los picos correspondientes a los estandares buscados. La mayor respuesta y la
mayor estabilidad de la linea base se obtuvieron a 280 nm. Todos los analisis se
efectuaron a esa longitud de onda.

La casi totalidad de los flavonoides descritos con anterioridad en algunas
de estas plantas fueron aislados de extractos organicos, u organico-acuosos, a
pesar de que en el uso tradicional de las plantas medicinales, se consumen
principalmente extractos acuosos en forma de maceraciones, infusiones,
digestiones y decocciones. El estudio del perfil de flavonoides en extractos
acuosos se ha limitado por lo general a los del té negro y del té verde. Se ha
sostenido que los flavonoides son los principales compuestos presentes en esos
extractos acuosos y que ejercen las actividades antihipertensivas, hipotensivas,
o preventivas de enfermedades cardiovasculares y del cancer. Sin embargo, son
escasos los estudios que determinan la presencia de esos metabolitos en los
extractos acuosos que se consumen. Por ello, el presente trabajo, con sus
limitaciones, aporta datos sobre la hipétesis de que los principales componentes
medicinales en esas especies son los flavonoides. Se ha descrito un inmenso
nimero de flavonoides, por lo cual es poco realista adquirir un gran numero de
ellos como estandares para analisis por cromatografia. Por esta razén, se
decidié buscar solamente algunas de las agliconas mas frecuentes para la

mayoria de los flavonoides (ver punto V.1.3). En los extractos, los flavonoides
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naturales pueden encontrarse en su forma de aglicona y/o en su forma
glicosidica. Por esta razoén. se investigé su presencia en los extractos sin
hidrolizar y en los extractos hidrolizados de algunas de las especies. Como
criterio de identificacion se utilizaron los tiempos de retencién de los estandares.
Al respecto, un problema con el que se enfrent6 durante los analisis fue la poca
reproducibilidad de los tiempos de retenciéon al hacer los andlisis en dias
diferentes, aun para el mismo estandar. Sin embargo, se obtuvieron datos
similares con un margen de error en los tiempos de retencion aceptable para

ese tipo de determinaciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tiempos de retencién experimentales obtenidos en las mismas

condiciones analiticas para los flavonoides utilizados como estandares.

Flavonoide Tiempo de retencién Tiempo de retencion
registrado (min) en (min) obtenido el dia del
diferentes dias analisis del extracto

Quercetina 19.120 19.223

19.223
Catequina 4.987 5.008
5.001
5.008
5.211
Kaempferol 21.097 21.414
21.414
21.681
21.880
Hesperitina 17.943 18.006
18.004
Rutina 6.068 6.065
6.145
6.673
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Tres de los estandares buscados (kaempferol, quercetina y hesperitina)
tuvieron tiempos de retencién cercanos entre si en las condiciones de analisis
(21.41, 19.22 y 18.00 min, respectivamente). Por lo tanto, la identificacion de
esos debié de considerar esas pequefas dispersiones. Después de efectuar un
analisis comparativo de los cromatogramas de estandares y extractos, se pudo
determinar la presencia de los metabolitos buscados en algunos de los
extractos, aunque el area bajo la curva fuera minima (Cuadro 4). Los estandares
que mas frecuentemente estuvieron presentes en las plantas fueron catequina,
quercetina y hesperitina y los menos frecuentes rutina y kaempferol. No se
detectd ninguna de las agliconas en tres de los extractos: A palmeri, S. edule y
S. rostratum. La hesperitina se detecté Unicamente después de efectuar la
hidolisis acida de dos de los extractos, los de A. palmeri 'y C. murale, lo cual
sugiere que esa aglicona se encuentra en forma de glicésidos, entre ellos, la
hesperidina. Asimismo, la rutina se encuentra sélo en M. grandiflora y T.
mucronatum. Esos resultados comprueban en parte la hipétesis de que los
flavonoides constituyen los principales agentes terapéuticos presentes en los

extractos acuosos de la mayoria de las especies estudiadas.

Cuadro 4. Resumen del analisis de la presencia de los flavonoides investigados

en las plantas. El signo + indica presencia.

Extracto Catequina | Quercetina | Hesperitina | Kaempferol Rutina
A. palmeri

A. palmeri + +
(hidrolizado)

B. + + +

frutescens

C. murale + +

C. murale + +
(hidrolizado)
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Cuadro 4. Resumen del analisis de la presencia de los flavonoides investigados

en las plantas (continuacién). El signo + indica presencia.

Extracto Catequina | Quercetina | Hesperitina | Kaempferol | Rutina
D. moldavica +
M. grandiflora + + +
P. serotina +
P. calyculatus + + +
P. calyculatus +
(hidrolizado)
S. edule
S. rostratum
T. mucronatum + + + +
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VIIl. CONCLUSIONES

El estudio mediante cromatografia de liquidos permiti6 establecer la
presencia de los flavonoides mas comunes presentes en las plantas medicinales
estudiadas. Sin embargo, es importante recalcar que una identificacion basada
exclusivamente en tiempos de retencion no puede considerarse como
categoérica, toda vez que compuestos diferentes pueden tener el mismo tiempo

de retencién en cualesquiera condiciones de analisis idénticas.

Las fluctuaciones en los tiempos de retenciéon son una constante en
analisis mediante cromatografia de liquidos. Por lo tanto, los datos
experimentales obtenidos durante estos andlisis son aceptables en el rango (<

Tmin).

Al parecer, la catequina, la quercetina y la hesperitina son les flavonoides
mas difundidos en esas plantas usadas para el tratamiento de los padecimientos
cardiovasculares. Todos son buenos agentes antioxidantes y por lo tanto el
consumo de las infusiones de esas plantas puede representar un beneficic real

para la salud.

Los extractos de S. rostratum y S. edule no hidrolizados no mostraron
ningln pico que se acercara a los tiempos de retencién de los estandares. Sin
embargo, ese resultado no puede excluir la presencia de esos metabolitos en

sus formas glicosidicas.
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