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RESUMEN

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios de mayor distribucion
en el reino vegetal. Esos compuestos han sido objeto de muchas investigaciones
en los ultimos afos, debido a su capacidad protectora y a veces curativa contra
muchas enfermedades degenerativas como el cancer, la diabetes, la
hipertension, el envejecimiento prematuro, etc. Esas propiedades medicinales se
deben en parte a las caracteristicas antioxidantes de dichos compuestos,
presentes en plantas medicinales y alimenticias. Extractos acuosos y organicos
estandarizados de muchas especies vegetales del género Crataegus (tejocotes)
se usan actualmente para tratar la hipertension arterial. Los compuestos
responsables de esa actividad farmacoldgica han sido identificados hasta ahora
como fenoles simples y flavonoides. Sin embargo, los tejocotes mexicanos no
han sido estudiados desde el punto de vista quimico y farmacoldgico. La
presente propuesta se enfocd a determinar, como un paso previo a una
estandarizacion mas completa, alguno de los compuestos fendlicos presentes en
extractos de las hojas y los frutos de Crataegus gracilior, especie recolectada en
el estado de Querétaro. Para la realizacion de esos estudios quimicos, se utilizé
la cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a un detector de arreglo
de diodos (UV) y un total de diecisiete estandares. La identificacién se baso en la
comparacién de los tiempos de retencion y los espectros UV de los componentes
detectados en los extractos y los de los estandares. Se identificaron el acido
clorogénico y los flavonoides rutina, kaempferol, (+)-catequina y quercetina. El
acido clorogénico se encontr6 en hojas y frutos, mientras que los demas
compuestos se identificaron Unicamente en las hojas. Finalmente, los
compuestos identificados se cuantificaron, siendo la (+)-catequina la mayoritaria.



INDICE GENERAL

Contenido
INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE CUADROS
RESUMEN
1. ANTECEDENTES
1.1 Los compuestos fendlicos en la naturaleza
1.2 Diversidad estructural de los compuestos fendlicos comunes en
plantas
1.2.1 Fenoles simples y fenilpropanoides
1.2.2 Flavonoides y estilbenos
1.3 Importancia biolégica de los compuestos fendélicos naturales
1.3.1 Estudios epidemiologicos
1.3.2 Actividades farmacoldgicas de algunos compuestos
fendlicos
1.4 El género Crataegus
1.4.1 Distribucion
1.4.2 Caracteristicas botanicas de Crataegus gracilior
1.4.3 Estudios farmacolégicos efectuados con especies del
género Crataegus
1.4.4 Antecedentes quimicos de especies de Crataegus
2. HIPOTESIS
3. OBJETIVOS
3.1 General
3.2 Especificos
4. METODOLOGIA

Péagina

A A W P

o 0 0 O

10
10
12
13
13
13
14



5

4.1

Materiales y equipos

4.1.1 Material de estudio

4.1.2 Equipos
4.1.2.1 Procesamiento del material vegetal
4.1.2.2 Procesamiento de los extractos
4.1.2.3 Analisis de los extractos

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion de los extractos
4.2.1.1 Extracto metandlico (EM)
4.2.1.2 Extractos acuosos
4.2.2 Analisis de compuestos fendlicos
4.2.2.1 Andlisis de fenoles individuales
4.2.3 Hidrolisis acida de los extractos
4.2.4 Hidrolisis basica de los extractos
4.2.5 Condiciones en HPLC
4.2.6 Identificacion de los compuestos fendlicos

4.2.7 Cuantificacion de los compuestos fendlicos identificados

RESULTADOS

5.1
5.2

Preparacién de los extractos
Identificacion de los compuestos fendlicos
5.2.1 Determinacion de los tiempos de retencion de los
estandares
5.2.2 Analisis de las muestras
5.2.2.1 Compuestos identificados en el EM
5.2.2.1.1 Identificacion del acido clorogénico
5.2.2.1.2 Identificacion de la rutina
5.2.2.2 Identificacion del acido clorogénico en los
extractos acuosos no hidrolizados del fruto
5.2.2.2.1 Identificacibn del acido clorogénico en el
extracto acuso obtenido por decoccion del fruto
no hidrolizado (EADF)
5.2.2.2.2 l|dentificacion del acido clorogénico en el
extracto acuoso obtenido por maceracion del

14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16

18
18
18

18
20
20
20
21

23

24



7
8

fruto no hidrolizado (EAMF)
5.2.2.3 Compuestos identificados en el extracto
metanalico hidrolizado en medio acido (EMH)
5.2.2.3.1 Identificacion de la (+)-catequina
5.2.2.3.2 Identificacion de la quercetina
5.2.2.3.3 ldentificacion del kaempferol
5.2.2.4 Extracto metandlico hidrolizado en medio basico
(EMB)
5.2.2.5 Extractos acuosos del fruto hidrolizados en medio
basico (EAFB) y en medio acido (EAFH)
5.3 Cuantificacion del &cido clorogénico y de Ila rutina
identificados en el extracto metanolico no hidrolizado
5.3.1 Cuantificacién del &cido clorogénico
5.3.2 Cuantificacion de la rutina
5.4 Cuantificacion de los compuestos fendlicos identificados en el
EMH
5.4.1 Cuantificacién de la (+)-catequina
5.4.2 Cuantificacién de la quercetina
5.4.3 Curva de calibracion del kaempferol
5.5 Cuantificacion del acido clorogénico en los extractos
obtenidos por decoccion y por maceracion del fruto no
hidrolizados
5.5.1 Cuantificacion de acido clorogénico en el EADF
5.5.2 Cuantificacion de acido clorogénico en el EAMF
DISCUSION
6.1 Identificacion y cuantificacion de algunos de los compuestos
fendlicos presentes en los extractos
6.2 Actividades farmacoldgicas de los compuestos fendlicos
identificados
CONCLUSIONES
REFERENCIAS

25

26
26
27
28

29

30

30
31
33

34
34
35
36

36
36
37
38

38

39

42
43



INDICE DE FIGURAS

Figura
1
2

~N o o0 b~ W

10

11

12

13

14

15

16

17

Algunos acidos benzoicos comunes en plantas
Fenilpropanoides frecuentemente buscados en plantas
medicinales y alimenticias por sus efectos benéficos sobre la
salud humana

Estructuras de los flavonoides mas comunes

Cromatograma de la mezcla de los estandares

Cromatograma del 4cido clorogénico y de la (-)-epicatequina
Cromatograma del EM

Comparacion de los cromatogramas del acido clorogénico, del
EM y de la coelucion

Espectros UV del acido clorogénico puro y del pico
correspondiente a este estandar en el EM no hidrolizado
Comparacion de los cromatogramas de la rutina, del EM y de la
coelucion

Espectros UV de la rutina pura y del pico correspondiente a este
estandar en el EM no hidrolizado

Cromatograma del extracto obtenido por decoccién del fruto no
hidrolizado

Cromatograma del extracto obtenido por maceracién del fruto no
hidrolizado

Comparacién de los cromatogramas de la acido clorogénico, del
EADF y de la coelucion

Espectros UV del acido clorogénico puro y del pico
correspondiente a este estandar en el EADF

Comparacién de los cromatogramas de la acido clorogénico, del
EAMF y de la coelucion

Espectros UV del acido clorogénico puro y del pico
correspondiente a este estandar en el EAMF

Cromatograma del extracto metandlico hidrolizado en medio

acido

Pagina

19

19

20

21

21

22

22

23

23

24

24

25

25
26



18

19

20

21

22

23

24
25

26

27
28
29
30
31

Comparacion de los cromatogramas de la (+)-catequina, del
EMH y de la coelucion

Espectros UV de la (+)-catequina y del pico correspondiente a
este estandar en el EMH

Comparacion de los cromatogramas de la quercetina, del EMH y
la coelucion

Espectros UV de la quercetina y del pico correspondiente a este
estandar en el EMH

Comparacion de los cromatogramas del kaempferol, del EMH y
de la coelucién

Espectros UV del kaempferol y del pico correspondiente a este
estandar en el EMH

Cromatogramas de la mezcla de estandares y del EMB
Cromatogramas de la mezcla de estandares y de la decoccion
del EAFH y del EAFB

Cromatogramas de la mezcla de estandares y de la maceracion
del EAFH y del EAFB

Curva de calibracion realizada con el acido clorogénico puro
Curva de calibracién realizada con la rutina pura

Curva de calibracion realizada con la (+)-catequina pura

Curva de calibracion realizada con la quercetina

Curva de calibracion realizada con el kaempferol

27

27

28

28

29

29
30

31

31
32
33
34
35
36



INDICE DE CUADROS

Cuadro
1
2

Algunas enfermedades tratadas con flavonoides

Gradiente que se utilizé durante los andlisis y la identificacion de
compuestos fendlicos en los extractos de Crataegus gracilior
Rendimientos de extractos obtenidos de las hojas y de los frutos
de Crataegus gracilior Phipps

Resumen de los compuestos fendlicos identificados y algunos

de sus datos analiticos

Pagina

17

18

39

Vi



1. ANTECEDENTES

1.1 Los compuestos fendlicos en la naturaleza

De manera general, se puede entender como fenol, todo compuesto con
uno o varios anillos bencénicos a los cuales se encuentran enlazados uno o
varios hidroxilos. Los compuestos fendlicos naturales se encuentran
ampliamente distribuidos en particular en el reino vegetal, donde se sintetizan
con varios propésitos. Dependiendo de su estructura particular, se ha descrito
gue tienen el papel de impartir color para contribuir de esta forma a la
polinizacion. También intervienen en la sobrevivencia de la planta, actuando
como agentes protectores en contra de infecciones fungicas y la radiacion solar.
Otros compuestos fendlicos intervienen en procesos fisiolégicos como la
fotosensibilizacion, la transferencia de energia, la respiracion, el control de la

fotosintesis, etc. (Cushnie y Lamb 2005).

1.2 Diversidad estructural de los compuestos fendlicos comunes en
plantas

En base a la estructura quimica de su nucleo basico, los compuestos
fendlicos se clasifican en fenoles simples, acidos fendlicos (Ce-C1), acidos
hidroxicinAmicos, también conocidos como fenilpropanoides (Cs-C3) vy
flavonoides (Ce-C3-Ce).

1.2.1 Fenoles simples y fenilpropanoides

Algunos compuestos fendlicos simples, exclusivamente biosintetizados
por plantas y microorganismos, y cuya ingestién se requiere por los animales
para el buen funcionamiento de su organismo, incluyen acidos benzoicos
simples y ciertos aminoacidos aromaticos. Son familiares entre los primeros, los
acidos galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico), protocatéquico (acido 3,4-
dihidroxibenzoico), para-aminobenzoico (PABA), vanillico y salicilico (Figura 1).
Todos ejercen efectos biolégicos importantes. El acido galico es el componente
estructural principal de los llamados taninos hidrolizables (pentagaloilglucosas)
presentes en muchos alimentos y plantas medicinales. EI PABA forma parte de



la estructura quimica del &cido folico (o vitamina B9) cuya deficiencia en el

organismo conduce a la anemia.
OH CO,H
OH OH Rs
HO S R
Se OH [ OH -
o) OH B
fe} ! :II 2
~C O\A' ; <
© \0 g OH | Acidos:
O O O,' !
"""""""" ' Protocatéquico (R1 = R, = OH; Rz = H)
Acido galico _
Vanilico (R1 = OCHs; Rz = OH, Rz= H)
HO OH HO Salicilico (R1 = R2 = H; R3 = OH)
| PABA (R1 = Rz = H; R2 = NH>)

Pentagaloilglucosa (tanino hidrolizable)

Figura 1. Algunos &acidos benzoicos comunes en plantas

Los acidos cinamicos (también conocidos como fenilpropanoides) como
el para-cumarico, el caféico, el ferulico y el sindpico (Figura 2) son otros

metabolitos secundarios frecuentemente buscados en las plantas por sus

variados efectos farmacolégicos
El acido clorogénico (o acido 5-O-cafeoilquinico), la 1-O-cinamoilglucosa y

la sinapina (o sinapoilcolina) son otros ejemplos de ésteres del acido cinamico

como

gue frecuentemente se encuentran en las plantas. Al &cido clorogénico, se le han
importantes: antioxidante,

atribuido varias funciones biologicas
antiinflamatorio, antitumoral y antiviral, mientras que como medicamento, se usa
., 2006; Chen

para tratar la diabetes, la hiperlipidemia y la hepatitis (Yonathan y col

y col., 2008).
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Figura 2. Fenilpropanoides frecuentemente buscados en plantas medicinales y

alimenticias por sus efectos benéficos sobre la salud humana.

1.2.2 Flavonoides y estilbenos

Los flavonoides son los metabolitos secundarios biolégicamente activos
mas ubicuos en el reino vegetal y son responsables de la prevencién de muchas
enfermedades degenerativas. Se han identificado mas de cuatro mil flavonoides.
Entre los mas comunes se encuentran las catequinas, la quercetina, el
kaempferol, la apigenina, la rutina y la luteolina y sus correspondientes C-y O-
glicésidos (Figura 3). Las catequinas (que tienen dos centros quirales y por lo
tanto cuatro isémeros) forman polimeros dificilmente hidrolizables llamados
taninos condensados, los cuales, junto con los taninos hidrolizables, imparten la

astringencia a los alimentos y bebidas. La (+)-catequina y la (-)-epicatequina son



los isbmeros Opticos mas comunes en la naturaleza (Weyant y col., 2001; Abd
El-Hady, 2007; Grace y col., 2009).
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[rutinésido = ramnosil(a1—6)glucosa]

Figura 3. Estructuras de los flavonoides mas comunes.

1.3 Importancia biologica de los compuestos fenolicos naturales

1.3.1 Estudios epidemiolégicos

Numerosos estudios han corroborado la relacion directa existente entre el
contenido en compuestos fendlicos de plantas alimenticias y la capacidad de
eéstas para prevenir las enfermedades degenerativas como el céancer, la
diabetes, los padecimientos cardiovasculares y la obesidad (Kris-Etherton y col.,
2002; Chin-Lin y Gow-Chin, 2008; Oomah y col., 2010). Por ejemplo, en base a
estudios cientificos se ha sugerido que una ingesta diaria de 400-600 g de frutas

y verduras reduce el riesgo de padecer cancer de prostata (Shukla y Gupta,

4



2005). Se han identificado las rutas mediante las cuales los compuestos
fendlicos contenidos en los alimentos intervienen para controlar la
tumorogénesis prostatica. Se ha establecido que su actividad antioxidante, la
cual ejercen a través del secuestro y la formacion de quelatos con metales,
capturando los excesos de radicales libres, es la principal responsable de sus
efectos farmacolégicos preventivos (Soobrattee y col., 2005).

Por otra parte, hay estudios cientificos que sostienen que los radicales libres
juegan un papel importante en los procesos inflamatorios (Closa and Folch-Puy,
2004; Kao et al., 2005; Kielland et al., 2009; Reuter et al., 2010). Por lo tanto,
tiene sustento pensar que los compuestos fendlicos, como agentes antioxidantes,
pueden prevenir o suprimir la inflamacion, la cual esta directamente involucrada
en la generacion de enfermedades cardiovasculares, como en el caso de la
ruptura de la placa aterosclerotica, responsable directa del llamado sindrome

coronario agudo (Jiang y Dusting-G, 2003).

1.3.2 Actividades farmacoldgicas de algunos compuestos fendlicos

El estudio de las actividades biol6gicas de las plantas medicinales y
alimenticias y sus constituyentes quimicos tiene gran vigor en la actualidad,
debido a los estudios epidemiologicos antes mencionados. Los compues
fendlicos contenidos en esos remedios comparten la propiedad de ser agentes
antioxidantes que demuestran actividades antiinflamatorias, antimutagénicas,
antitrombdticas, anticancerosas y antivirales (Chin-Lin y Gow-Chin, 2008; Grael
y col., 2010). La actividad antiinflamatoria se ejerce a través de muy variados
mecanismos bioquimicos, los cuales incluyen la inhibicion de la adhesion
molecular, la expresion de los genes que codifican citocina y quimosina, la
inhibicion de la funcion plaquetaria, el aumento de la liberacion de 6xido nitrico y
otros efectos sobre factores proinflamatorios tales como la metaloproteinasa
endotelina (Jiang y Dusting-Gregory, 2003). La actividad farmacolégica de
algunos compuestos fenolicos individuales ha sido descrita. Por ejemplo, el
acido caféico inhibe la proliferacion del musculo liso, la cual fue inducida por la
angiotensina Il en ratas hipertensas (Peng-Gao y col.,, 2005). Mas
recientemente, se ha comprobado que los &acidos fendlicos, incluyendo los



producidos en el colon durante el metabolismo, en general ejercen su actividad
antiinflamatoria actuando como agentes antiglicantes y como modificadores de
algunas rutas metabdlicas, protegiendo a los consumidores contra la diabetes
(Chi-Hao y col.,, 2010; Del Rio y col.,, 2010). Agentes antiglicantes son
compuestos que impiden la glicosilacion no enzimatica que se lleva a cabo entre
proteinas y azucares reductores (reaccion quimica conocida como glicacién o
también reaccion de Maillard). Esos glicésidos singulares se conocen como
productos Amadori (Ayatollahi y col., 2010). Su metabolismo posterior genera
otros productos finales que desencadenan una cascada de respuestas que
complican la diabetes. Por lo tanto, los inhibidores de la glicacion tienen gran
potencial como agentes terapéuticos en el tratamiento de la diabetes y del

envejecimiento prematuro (Singh y col., 2001; Aronson, 2003).

Se han descrito estudios que sostienen firmemente que entre los
compuestos fendlicos, los flavonoides en particular revierten la disfuncién
endotelial vascular, reduciendo de esta forma el riesgo de ataques cardiacos
(Duffy y Vita, 2003).

Numerosos estudios indican que los flavonoides ejercen efectos
benéficos sobre la salud al prevenir o revertir varias enfermedades
degenerativas como el cancer (Lopez-Lazaro, 2002; Mojzisova y Mojzis, 2008;
Shun-Fa y col., 2008), la hipertensién (Moline y col., 2000; Harnafi y Amrani,
2007; Mulvihill y Huff, 2010), la diabetes (Shan y col., 2008; Sharma y Shah,
2010) y la inflamacién (Kim y Kim, 1993; Borissova y col., 1994; Panthong y col.,
1994; Liu y col.,, 2004). En el Cuadro 1, se incluyen algunas enfermedades

tratadas con flavonoides y su blanco de accion.



Cuadro 1.

Algunas enfermedades tratadas con flavonoides (adaptado de

Sandhar y col., 2011).

Enfermedad Flavonoide

Ulcera Kaempferol,
Catequinas y meciadanol
Quercetina

Artritis Apigenina, rutina

reumatoide

Inflamacion Quercetina, apigenina,
catequinas, hesperidina
rutina, luteolina, kaempferol,
guercetina, miricetina, fisetina

Cancer Quercetina, kaempferol,

galangina, apigenina, naringina,
genisteina, luteolina, catequinas

Disfuncion de

Genisteina, quercetina, fisetina

la memoria

Depresion Naringenina, 2S-hesperidina,
linarina

Enfermedadesc | Quercetina, 7-monohidroxietil-

ardiovascu- rutésido, 7,3’,4’-trihidroxirutésido

lares

Diabetes Fisetina, Quercetina

mellitus

Antialérgicos

Quercetina, rutina, citrina

Hepatoprotec- | Quercetina, avicularina,
tivos hirustrina, onitina, luteolina
Trombosis Tangeratina, hesperidina,

guercetina, rutina, nobelitina,
sinesetina

Se ha descrito que algunos flavonoides, en particular los derivados de la
luteolina, la rutina y el hiperésido, producen un aumento del flujo sanguineo
coronario, una regulacion del ritmo cardiaco y la presidon sanguinea en el

ventriculo izquierdo (Schussler y col., 1995a y b).



1.4 El género Crataegus

1.4.1 Distribucion
El género Crataegus esté constituido aproximadamente por 140 especies
distribuidas en todo el mundo (Phipps y col., 2003).

En México, el género estd integrado por quince especies, todas
conocidas como tejocote, trece de las cuales se encuentran en el norte y en el
centro del pais (Phipps, 1997), mientras que dos habitan en el sur. Diez de esas
especies son endémicas. Se han encontrado en 20 de los 32 estados de la
Republica Mexicana. Las regiones donde se encuentra mas abundante la
especie son las que se ubican en la Sierra Madre Oriental, en la Occidental y en
la del Sur, asi como en el eje neo-volcanico de clima templado, semidesértico,
desértico y subtropical (desde Veracruz hasta Jalisco) (Nufiez-Colin y col.,
2008). Las mas utilizadas son Crataegus mexicana DC. y Crataegus gracilior
Phipps, aunque en la parte norte del pais, sobre todo en Coahuila y Nuevo
Ledn, se consume también el tejocote rojo (Crataegus greggiana Eggl.). En
Querétaro, se encuentra Crataegus mexicana DC. en el municipio de Amealco
(Serrano y col., 1992). Esta especie crece silvestre, pero también es cultivada
(Nufez-Colin y col., 2008). Los frutos de este género son muy apreciados en
México por el contenido en vitamina C de sus infusiones (tés), las cuales se
usan para prevenir enfermedades respiratorias. Asimismo, especies europeas y
chinas de Crataegus se emplean como remedio tradicional para enfermedades
cardiacas, sobre todo por su efecto cardiotonico que ayuda a estabilizar la

presién arterial (Schussler y col., 1995ay b).

1.4.2 Caracteristicas botanicas de Crataegus gracilior

De acuerdo a los ultimos estudios reportados por Rzedowski y Calderon-
de-Rzedowski (2005), esta especie tiene las dos siguientes sinonimias: Mespilus
pubescens y Crataegus pubescens. Segun los autores, este ultimo nombre ya
no se puede usar para esta planta, ya que el mismo ha sido atribuido
posteriormente a otra planta del mismo género. Los nombres comunes

registrados en la zona de colecta son tejocote y tejocote sin espinas. Los


http://es.wikipedia.org/wiki/Phipps
http://es.wikipedia.org/wiki/Eggl.

autores realizan la siguiente descripcion de la planta para su identificacion
botanica: “C. gracilior es un arbol (0 a veces arbusto) hasta de 10 m de alto,
pero por lo general de talla mucho menor, caducifolio, provisto de espinas
rectas, delgadas pero fuertes, hasta de 2.5 cm de largo, en ocasiones parcial o
totalmente desprovisto de las mismas; ramillas tiernas con frecuencia café-
rojizas o verdosas, vilosas, las mas maduras grisaceas y glabrescentes;
estipulas lanceoladas, hasta de 1 cm de largo por 0.5 a 2 mm de ancho, otras
veces oblanceoladas o falcadas, algo mas cortas y anchas, pronto deciduas,
con glandulas cortamente estipitadas en el margen, peciolos de 5 a 10(15) mm
de largo, canaliculados en el haz, ldminas foliares amplia o estrechamente
elipticas a lanceoladas, romboides, oblanceoladas u obovadas, de (2.5)4 a
7.5(10) cm de largo por (1.5)2 a 4(4.5) cm de ancho, apice agudo o a veces
redondeado, base por lo general cuneada, margen serrado hacia la parte
superior con dientes glanduliferos y entero hacia el medio o tercio inferior, vena
media hundida en el haz, prominente en el envés, con 6 o 7 pares de las
laterales evidentes, de textura membranacea, de color mas oscuro en el haz,
practicamente lampifias en ambas caras en la madurez, salvo las nervaduras
principales vilosas, sobre todo en la juventud; inflorescencias corimbiformes, de
5 a 12 flores, bracteas con frecuencia presentes, semejantes a las estipulas,
caedizas, pedicelos blanco-vilosos; flores hasta de 1.2 cm de diametro; hipantio
algo blanco-viloso por fuera, segmentos del caliz estrechamente triangulares o
lanceolados, de (3)4 a 6 mm de largo, con el apice agudo o romo, a veces
denticulado, y el margen serrado-glanduloso y/o provisto de glandulas
estipitadas, a veces entero, por lo comun glabros por fuera, pubescentes por
dentro; pétalos blancos, suborbiculares, cortamente unguiculados, de 4 a 7(8)
mm de largo y de ancho; estambres alrededor de 20, dispuestos en 2 verticilos
de longitud algo desigual, anteras oblongas, de 0.8 a 1.2(1.4) mm de largo;
estilos 2 o 3(4); fruto amarillo claro, mas o menos globoso o con frecuencia
tendiendo a oblato, de 1.5 a 2.5 cm de diametro, en ocasiones ligeramente
pubescente, nuculas 2 a 4”.

“‘Elemento representado en la zona de estudio en la porcion norte y centro de
Querétaro. Se encuentra por lo comun en forma abundante en la vegetacion

secundaria derivada del bosque meséfilo de montafia, del de encino y de pino-



encino. Alt. 1100-2400 m. Se ha colectado en flor entre marzo y mayo; en fruto
entre abril y septiembre. Especie endémica del noreste y este de México. N.L.,
Tamps., S.L.P., Qro., Hgo. Dada su afinidad por ambientes perturbados, la

planta no presenta problemas de supervivencia”.

1.4.3 Estudios farmacolégicos efectuados con especies del género

Crataegus

Varias especies de Crataegus han sido utilizadas en la medicina
tradicional de diversos paises en el mundo para tratar problemas
cardiovasculares y digestivos, o como astringentes o analgésicos (Kim y Kim,
1993; Mericli y Melikoglu, 2002). Esos usos han conducido a la investigacion
guimica y farmacolégica de algunas especies. Los efectos farmacoldgicos sobre
el sistema cardiovascular han sido atribuidos a los compuestos fendlicos
(flavonoides, &cidos aromaticos) y aminas cardiotonicas encontrados en ellas
(Kocyildiz y col., 2006). Estudios clinicos con extractos estandarizados de
Crataegus monogyna Jacq (Lindm), C. laevigata (Poir) DC y otras especies han
demostrado ser eficientes en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (Fong-
Harry y Bauman, 2002). Como estudio farmacolégico de Crataegus pinnatifida
va. pubescens, se describieron en México un efecto hipoglucemiante del
extracto obtenido por decoccion (Roman-Ramos y col., 1992) y recientemente
un efecto antimicético en contra de dos hongos subcutaneos patdégenos
(Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi) (Gaitan y col., 2011). No existen

estudios farmacoldgicos efectuados con Crataegus gracilior.

1.4.4 Antecedentes quimicos de especies de Crataegus

La mayoria de las especies estudiadas se encuentran en los continentes
asiatico (China y Corea) y europeo. De esas, se han aislado o caracterizado
compuestos fendlicos, principalmente flavonoides, entre los cuales han sido
frecuentes taninos (Kovalyova y col., 2008), glicosidos de orientina e isoorientina
(Nikolov y col., 1982; Budzianowski y col. 1991; Prinz y col., 2007), quercetina,
luteolina, apigenina, vitexina, hesperetina, etc. (Petri y col., 1988; Mericli y
Melikoglu, 2002; Melikoglu y col., 2004) y rutina (Nikolov y Nauchnoizsled, 1973;

Prinz y col., 2007). De Crataegus pinnatifida va. pubescens, sélo hay un estudio
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quimico realizado en Corea donde se aislaron dos flavonoides (8-C-B-D-
glucopiranosil apigenina y 8-C-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glucopiranosil
apigenina (Kim y Kim, 1993). De Crataegus gracilior, no existen reportes de

estudios quimicos.
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2. HIPOTESIS

Los extractos acuosos y metandlicos de los frutos y las hojas de la
especie mexicana de Crataegus gracilior contienen cantidades apreciables de
algunos de los compuestos fendlicos que se usan actualmente para tratar

diversas enfermedades.
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3. OBJETIVOS

3.1 General
Identificar en los extractos de las hojas y los frutos de Crataegus gracilior
algunos de los compuestos fendlicos que actualmente se usan para el

tratamiento de diversas enfermedades.

3.2 Especificos

. Obtener el extracto metandlico de las hojas y dos extractos acuosos de
los frutos.
. Conocer la naturaleza de algunos de los compuestos fendlicos mas

comunes presentes en los extractos, utilizando la cromatografia de liquidos de

alta resolucion acoplada a un detector de arreglo de diodos (UV).

. Cuantificar los compuestos fendlicos identificados.

13



4. METODOLOGIA

4.1 Materiales y equipos

4.1.1 Material de estudio
Extracto metandlico de las hojas y extractos acuosos de los frutos de la
planta medicinal Crataegus gracilior.

4.1.2 Equipos

4.1.2.1 Procesamiento del material vegetal
Estufa eléctrica, marca FELISA, para secado del material vegetal.

Molino manual, marca VICTORIA.

4.1.2.2 Procesamiento de los extractos
Tres rota-evaporadores.

Bombas de vacio de diferente alcance.
Liofilizadora Labconco, modelo Freezone 6.

4.1.2.3 Analisis de los extractos
Balanza analitica marca Ohaus (0.0001 g).
Columna analitica XDB-C18, 4.6 x 150 mm con tamafio de poro de 3.5

um, (Agilent Technologies), con pre-columna ZORBAX (Agilent Technologies).

Un sistema cromatografico (HPLC) marca Waters integrado por una
bomba cuaternaria de entrega de disolventes modelo 600, acoplada a un
sistema de deteccion. Como detector, se dispone de un aparato de absorcion en
el ultravioleta-visible de arreglo de diodos, modelo 2998 (Waters). El equipo esta
provisto de un inyector manual Rheodyne 7725i y un desgasificador electrénico
de cuatro canales (Metachem Technologies Inc.). La adquisicion y el
procesamiento de datos se llevaron a cabo utilizando el programa Empower2
(Waters).
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion de los extractos

4.2.1.1 Extracto metandlico (EM)

Se utilizé una cierta cantidad de material vegetal seco y molido, la cual se
desengras6 con hexano y posteriormente se agregd metanol para preparar el
extracto de las hojas a partir del mismo material vegetal seco. Como método de
extraccion, se recurridé a la maceracién por una semana con cada disolvente
(hexano, diclorometano y metanol, en este orden). Se evaporaron los

disolventes hasta sequedad en el caso del hexano y el metanol.

4.2.1.2 Extractos acuosos
Una porcion de los frutos se sometio a decoccion siguiendo el método
tradicional usado para la preparacion del “ponche”. De manera independiente,
se prepar0 otro extracto acuoso mediante la maceracion de los frutos frescos y
cortados en pedazos. Cada extracto acuoso se congelé a —76 °C y se seco

mediante liofilizacion.

4.2.2 Analisis de compuestos fendlicos

4.2.2.1 Analisis de fenoles individuales

Para el andlisis cualitativo de los compuestos fendlicos, se pesé 1 mg de
cada estandar (17 estandares) y 1 mg de cada extracto para preparar diluciones
finales de alrededor de 0.1 pug/ul. Los estandares se disolvieron en 1 ml de
metanol y los extractos originales se disolvieron en metanol o en agua,
dependiendo del extracto. Posteriormente, se filtraron las soluciones en
acrodiscos con tamafio de poro de 45 um y diametro de 25 mm (Agilent
Technologies). Dicha preparacibn se mantuvo en viales color ambar para
proteger de la luz componentes fotosensibles en solucion. Para la cuantificacion
de los estandares detectados, se obtuvieron curvas de calibracion para cada

uno de ellos preparando cuatro o cinco diluciones.
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4.2.3 Hidrdlisis acida de los extractos

En un matraz de 100 ml, se colocaron alrededor de 100 mg de extracto
seco. Se agregaron 10 ml de agua grado cromatografico (HPLC) o metanol, de
acuerdo a la solubilidad. Posteriormente, se agregaron 5 ml de HClI 2 N y la
mezcla se puso a reflujo durante dos horas. Transcurrido ese tiempo, 20 ul de la
mezcla de reaccion o diluciones adicionales se analizaron para la busqueda de

compuestos fendlicos.

4.2.4 Hidrdlisis basica de los extractos
Se siguidé la misma técnica que para la hidrdlisis acida, sustituyendo el

acido clorhidrico por NaOH 2 N.

4.2.5 Condiciones para la HPLC

Se utilizd6 un método estandarizado para la caracterizacion de
compuestos fendlicos en el que las condiciones a utilizar fueron: columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (3.5 ym, 4.6 x 150 mm de didmetro interno) con
precolumna marca Agilent; fase mévil: gradiente (Cuadro 2); flujo: 0.7 ml/min; A
de deteccion: 280 nm; linea de inyeccién: 20 uL; tiempo de corrida: 40 min. Con
esas condiciones, se determinaron, por triplicado, los perfiles cualitativo y

cuantitativo de las muestras.

4.2.6 Identificacion de los compuestos fendlicos

La identificacién de los compuestos fendlicos se llevd a cabo comparando
los tiempos de retencion (Tr), asi como los espectros UV-Visible de los picos
generados por cada muestra y los de los estandares. Como estandares, se
utilizaron los siguientes compuestos: a) los acidos: galico, protocatético, caféico,
p-cumarico, rosmarinico y clorogénico; b) los flavonoides: (+)-catequina,
hesperidina, rutina, miricetina, luteolina, quercetina, apigenina, hesperetina,

kaempferol y epicatequina, por ser comunes y naringenina por estar disponible.
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Cuadro 2. Gradiente que se utilizé durante los andlisis y la identificacion

de compuestos fendlicos en los extractos de Crataegus gracilior.

Tiempo (min) Composicion de la fase movil
Acido acético 0.0125 N CH3CN

0 95% 5%

2.0 95% 5%

5.0 85% 15%

20.0 50% 50%
25.0 95% 5%
35.0 95% 5%

4.2.7 Cuantificacién de los compuestos fendlicos identificados

Se prepararon las siguientes concentraciones (ug/20 uL) de cada uno de
los estandares identificados: (+)-catequina: 0.320, 0.427, 0.533 y 0.640;
guercetina: 0.017, 0.033, 0.067 y 0.133; kaempferol: 0.009, 0.007, 0.004 y
0.004; rutina: 0.040, 0.053, 0.080 y 0.160; acido clorogénico: 0.029, 0.015, 0.010
y 0.007. Con las areas bajo la curva que se obtuvieron, se establecié una curva
de calibracién para cada estandar, de la cual se pudo establecer una correlacién
lineal del tipo y = ax + b, ésta a su vez permitié calcular la concentracién de

cada uno de los compuestos fendlicos presentes en los extractos.
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5. RESULTADOS

5.1 Preparacion de los extractos

Se obtuvieron dos extractos acuosos, uno a partir de la decoccion y otro a
partir de la maceracion del fruto, y un extracto metandlico a partir de las hojas
secas de Crataegus gracilior Phipps. Los porcentajes de los rendimientos se

reportan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Rendimientos de extractos obtenidos de las hojas y de los frutos de

Crataegus gracilior Phipps.

Extracto Rendimiento (%)
Metanolico (hojas) 13.78
Acuoso (decoccidén del fruto) 6.73
Acuoso (maceracion del fruto) 7.25

5.2 Identificacion de los compuestos fendlicos

5.2.1 Determinacion de los tiempos de retencion de los estandares

Utilizando las condiciones de resolucion de los componentes de los
extractos bajo investigacion, se determiné de manera individual el tiempo de
retencion de cada uno de los compuestos fendlicos utilizados como estandares.
Posteriormente, se obtuvieron los tiempos de retencion relativos de los
estandares en la mezcla de quince de ellos (Figura 4) y de manera
independiente en la mezcla del &cido clorogénico y la (-)-epicatequina (Figura 5).
Teniendo en cuenta que los tiempos de retencion pueden variar ligeramente de
una inyeccion a otra, se realiz6 una coelucion de cada extracto con cada uno de
los estandares, cuya presencia en €l se detectd. Se efectudé entonces una
superposicion de los tres perfiles asi obtenidos (estandar, extracto y extracto
eluido con el estandar). Este analisis permitié confirmar o destacar la presencia
de los compuestos correspondientes. Como criterio adicional, y dentro del marco

de los desplazamientos batocrémicos e hipsocromicos por efecto de disolventes
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e interacciones de los metabolitos, se compararon los espectros UV-visible de
los picos identificados con los de los correspondientes estandares.

1(15)

(14)

i b ) X Ak
3.00 4.00 500 6.00 7.00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 17.00 1800 19.00 2000 21.00 2200 2300 2400 2500 2600  27.00
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Figura 4. Cromatograma de la mezcla de los estandares. (1) Acido galico, (2)
acido protocatetico, (3) (+)-catequina, (4) acido caféico, (5) rutina, (6) acido p-
cumarico, (7) hesperidina, (8) acido rosmarinico, (9) miricetina, (10) luteolina,
(11) quercetina, (12) apigenina, (13) naringenina, (14) kaempferol, (15)
hesperetina.
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Figura 5.Cromatograma del acido clorogénico (1) y de la (-)-epicatequina (2).
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5.2.2 Andlisis de las muestras
El analisis de las muestras genero los cromatogramas que a continuacion
se presentan y mediante los cuales se identificaron algunos de los estandares

buscados en los extractos.

5.2.2.1 Compuestos identificados en el EM
En el EM, se detecto la rutina (Tr 17.23 min) y el acido clorogénico (Tr
13.99 min) (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma del EM.

5.2.2.1.1 Identificacién del &cido clorogénico
La comparacion de los cromatogramas del estandar (negro), del extracto
metandlico (azul) y de la coelucion de ambos (verde) (Figura 7) permitio
identificar claramente la presencia del acido clorogénico, ya que se observo un
incremento en la intensidad del pico con tiempo de retencion de 13.99 min;

dicha identidad se confirmé con los respectivos espectros UV (Figura 8).
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Figura 7. (A) Comparacion de los cromatogramas del acido clorogénico (negro),

del EM (azul) y de la coelucién (verde); (B) Ampliacion de la zona entre 13.6 y

14.5 min.
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Figura 8. Espectros UV del acido clorogénico puro (Amax 216.9 nmy 325.0 nm) y
del pico correspondiente a este estandar en el EM no hidrolizado (Amax 325.0

nm).

5.2.2.1.2 Identificacion de la rutina
La comparacion de los cromatogramas del estandar (negro), del extracto
metandlico (azul) y de la coelucion de ambos (verde) (Figura 9) permitio
identificar claramente la presencia de la rutina, observandose un incremento en

la intencidad del pico de la coelucion de ambos con tiempo de retencién de
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17.23 min; dicha identidad se confirmé con los respectivos espectros UV (Figura
10).

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1600 1800 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600  27.00 2500
Mirtes

Figura 9. (A) Comparacion de los cromatogramas de la rutina (negro), del EM
(azul) y de la coelucién (verde); (B) Ampliacion de la zona entre 16.6 a 17.4 min.
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Figura 10. Espectros UV de la rutina pura (Amax 254.8 nm y 353.7 nm) y del pico
correspondiente a este estandar en el EM no hidrolizado (Amax 254.8 nm y 353.7

nm).
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5.2.2.2 Identificacion del acido clorogénico en los extractos
acuosos no hidrolizados del fruto
En los extractos acuosos obtenidos por decoccion y por maceracion del

fruto, se detecto el acido clorogénico (Tr ~ 14.0 min) (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Cromatograma del extracto obtenido por decoccion del fruto no

hidrolizado.
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Figura 12. Cromatograma del extracto obtenido por maceracion del fruto no
hidrolizado.
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5.2.2.2.1 Identificacion del &cido clorogénico en el extracto acuso
obtenido por decoccion del fruto no hidrolizado (EADF)
La comparacion de los cromatogramas del estandar (negro), EADF (azul)
y de la coeluciéon de ambos (verde) (Figura 13) permitié identificar la presencia
del &cido clorogénico con tiempo de retencion de 14.29 min; dicha identidad se
confirmo con los respectivos espectros UV (Figura 14).
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Figura 13. (A) Comparacion de los cromatogramas de la acido clorogénico

(negro), del EADF (azul) y de la coelucion (verde); (B) Ampliacién de la zona
entre 13.4 a 14.6 min.
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Figura 14. Espectros UV del acido clorogénico puro (Amax 216.9 nmy 326.2 nm)
y del pico correspondiente a este estandar en el EADF (Amax 214.6 nm y 323.8

nm).

24



5.2.2.2.2 Identificacion del &cido clorogénico en el extracto acuoso

obtenido por maceracion del fruto no hidrolizado (EAMF)
La superposicion del cromatograma del acido clorogénico y del EAMF
obtenido de C. gracilior (Figura 15) sugiere la posible presencia del acido
clorogénico con un tiempo de retencion de 14.42 min; dicha presencia se

confirma con los respectivos espectros UV (Figura 16).
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Figura 15. (A) Comparacion de los cromatogramas del acido clorogénico (azul),
del EAMF (negro) y de la coelucién (verde); (B) Ampliacion de la zona entre 13.5

a 14.8 min.
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Figura 16. Espectros UV del acido clorogénico puro (Amax 216.9 nmy 326.2 nm)
y del pico correspondiente a este estandar en el EAMF (Amax 213.4 nmy 322.6

nm).
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5.2.2.3 Compuestos identificados en el extracto metandlico
hidrolizado en medio acido (EMH)
En el EMH, se detectaron la (+)-catequina (Tr 14.55 min), la quercetina
(Tr 22.81 min) y el kaempferol (Tr 21.15 min) (Figura 17).
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3.00 400 §.00 600 T7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1200 1300 1400 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 2200 23.00 2400 2500 2600 2700 28.00 29.00 3000 31.00
Minutes

Figura 17. Cromatograma del extracto metandlico hidrolizado en medio acido.

5.2.2.3.1 Identificacion de la (+)-catequina
La comparacion de los cromatogramas del estandar (azul), del EMH
(negro) y de la coelucion de ambos (verde) (Figura 18) permitié identificar
claramente la presencia de la (+)-catequina, ya que se observd un incremento
en la intensidad del pico con tiempo de retencién de 14.61 min; dicha identidad

se confirmo con los respectivos espectros UV (Figura 19).

26



:‘: A
022 (B) ( )

0.02 i
0.00-

200 300 400 500 600 700 800 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 16000 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2200 2400 2500 2600 2700 2800 29.00
Mnutes

Figura 18. (A) Comparacion de los cromatogramas de la (+)-catequina (azul), del
EMH (negro) y de la coelucion (verde); (B) Ampliacion de la zona entre 12.8 a
15.2 min.
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Figura 19. Espectros UV de la (+)-catequina (Amax 278.5 nm) y del pico

correspondiente a este estandar en el EMH (Amax 278.5 nm).

5.2.2.3.2 Identificacion de la quercetina
La superposicion del cromatograma de la mezcla de estandares y del
EMH obtenido de Crataegus gracilior Phipps (Figura 20) sugiere la posible
presencia de la quercetina con un tiempo de retencion de 22.81 min. En la

Figura 21, se muestran sus respectivos espectros UV.

27



©
el (A)

AU

0.02 [\\ i I i % ‘j /j A
0.007 ‘—"—"""_“_’\m’}

T T T e T T T T Ty T Ty T T Ty T Ty T Ty T T Oy
100 200 300 400 500 6.00 7.00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900
Mnutes

Figura 20. (A) Comparacion de los cromatogramas de la quercetina (negro), del

EMH (azul) y la coelucion (verde); (B) Ampliacién de la zona entre 22.5 a 23.2

min.
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Figura 21. Espectros UV de la quercetina (Amax 254.8 nm y 264.2 nm) y del pico
correspondiente a este estandar en el EMH (Amax 254.8 nm y 264.2 nm).

5.2.2.3.3 Identificacion del kaempferol
La superposicion de los cromatogramas del estandar (azul), del EMH
(negro) y la coelucion de ambos (verde) (Figura 22) permitio identificar la
presencia de este flavonoide, al observar el incremento en la intensidad del pico
con tiempo de retencion de 25.17 min que coincide con él del estandar, lo cual

se confirmd con sus respectivos espectros UV (Figura 23).
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Figura 22. (A) Comparacion de los cromatogramas del Kaempferol (azul), del

EMH (negro) y de la coelucién (verde); (B) Ampliacion entre la zona de 24.4 a

25.9 min.
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Figura 23. Espectros UV del kaempferol (Amax 264.2 nm y 364.2 nm) y del pico
correspondiente a este estandar en el EMH (Amax 265.4 nm y 364.2 nm).

5.2.2.4 Extracto metanolico hidrolizado en medio basico (EMB)
La superposicion de los cromatogramas de la mezcla de estandares y el
del metandlico hidrolizado en medio basico reveld la ausencia de los estandares

disponibles (Figura 24).
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Figura 24. Cromatogramas de la mezcla de estandares (azul) y del EMB (negro).

5.2.2.5 Extractos acuosos del fruto hidrolizados en medio basico

(EAFB) y en medio acido (EAFH)
La superposicion del cromatograma de la mezcla de estandares y los de
los extractos acuosos obtenidos por decoccién y por maceracion de los frutos de
C. gracilior y sometidos a hidrdlisis revelé la ausencia de los estandares

utilizados en este estudio (Figuras 25 y 26).

5.3 Cuantificacion del acido clorogénico y de la rutina identificados en el
extracto metanolico no hidrolizado

Para la cuantificacién de los compuestos encontrados en los diferentes
extractos, se obtuvieron las siguientes curvas de calibracion, de las cuales se
dedujeron las ecuaciones lineales correspondientes (y = ax + b) que permitieron

calcular los contenidos de compuestos fendlicos.
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Figura 25. Cromatogramas de la mezcla de estandares (negro) y de la
decoccion del EAFH (azul) y del EAFB (verde).

Figura 26. Cromatogramas de la mezcla de estandares (verde) y de la

maceracion del EAFH (negro) y del EAFB (azul)

5.3.1 Cuantificacién del acido clorogénico
La Figura 27 muestra la curva de calibracion obtenida para la
cuantificacion del acido clorogénico.
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Figura 27. Curva de calibracion realizada con el acido clorogénico puro.

La sustitucion del area experimental del pico (209747) identifido como
acido clorogénico en la ecuacion deducida permitio calcular la concentracion (x)

de este acido benzoico en el EM, de acuerdo a la siguienete ecuacion:

X = (y + 32476) * 1077 = 0.0242 ug/20 pL

Con este dato obtenido, se calculd la concentracion que se tendrd en 800
ML de la solucion del EM, los cuales se prepararon a partir de 3.8 mg de dicho

extracto. El calculo que se efectud fue el siguiente:
800 pL (0.0242 ug/20 uL) = 0.9689 ug
Dado que esos 800 uL se prepararon a partir de 3.8 mg de extracto
metanalico, se realizo el calculo para saber qué cantidad de acido clorogénico
se tiene en el extracto metandlico concentrado total, ya que el total del extracto
gue se obtuvo del material vegetal fue 224.60 g. El resultado es:

(224,600 mg * 0.9689 ug)/3.8 mg = 57,266.62 ug
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Por ultimo, se hizo el célculo para determinar la cantidad de &cido
clorogénico por gramo de material vegetal seco, ya que para el extracto
metandlico, se pesaron 1630.3 g. El calculo se realiz6 de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

(1 g*57,266.62 ug)/1630.3 g = 35.13 pg

De acuerdo con los calculos realizados, se deduce que la concentracion

de &cido clorogeénico es de 0.03543 mg/g de material vegetal seco (MVS).

5.3.2 Cuantificacion de la rutina

Para determinar la concentracién de la rutina en el material vegetal seco
(hojas secas) de Crataegus gracilior Phipps, se realizd su respectiva curva de
calibracion en donde se obtuvo el area bajo la curva para este pico y su
correspondiente curva de calibracion con su respectiva ecuacion lineal,
siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente para determinar la
concentracion de la rutina (Figura 28). De este modo, la concentracién de la
rutina fue de 300.80 pg/g MVS.

. e
Rutina Curva de calibraciéon con rutina
Concentracion | Area bajo 600000
(Hg/uL) acuva || S 500000 { Y= 3E+06x- 22819
8 200000 R2=0.9903  _~
0.04 118059.5 <
,% 300000
0.053 145788.5 2 200000
©
® 100000 o
0.08 205444.0 < 0 : :
0 0.1 0.2
0.16 488469.0 _ Concentracion ug/20 uL

Figura 28. Curva de calibracion realizada con la rutina pura.
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5.4 Cuantificacion de los compuestos fendlicos identificados en el EMH

5.4.1 Cuantificacion de la (+)-catequina
La Figura 29 muestra la curva de calibracion obtenida para la

cuantificacion de la (+)-catequina.

. 4 ™\
(+)-Catequina Curva de calibracién con (+)-catequina
Concentracion | Area bajo 850000 Y=
(Mg/uL) la curva © 2=
770000 R2=0.9722
0.32 522617.0 ©690000
@)
0.43 595577.7 || ‘©610000 /
530000 S
0.53 653980.7 | | Z.4c0000 | |
0 0.5 1
0.64 777987.0 \_ Concentracion (ug/20 ul) )

Figura 29. Curva de calibracién realizada con la (+)-catequina pura.

La sustitucion del area experimental del pico (599753) identificado como
(+)-catequina en la ecuacién deducida permitié calcular la concentracion (x) de

este flavonoide en el EMH, de acuerdo a la siguienete ecuacion:

X = (y — 266510)/772981 = 0.4311 pug/20 pL

Con este dato obtenido, se calculo la concentracion que se tendra en 25
mL (25,000 pL) de la solucién del EMH, los cuales se prepararon a partir de

103.4 mg de dicho extracto. El calculo que se efectud fue el siguiente:

25,000 pL (0.4311 pg/20 pL) =538.875 ug

Dado que esos 25 mL se prepararon a partir de 103.4 mg de extracto
metandlico, se realizd el céalculo para saber qué cantidad de (+)-catequina se
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tiene en los 224.6 g de extracto metandlico concentrado total obtenido del

material vegetal original:

(224,600 mg * 538.875 pg)/103.4 mg = 1,170,515.72 ug

Por ultimo, se hizo el calculo para determinar la cantidad de (+)-catequina
por gramo de material vegetal seco. El calculo se realiz6 de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

(1g9g*1,170,515.72 pg)/1630.3 g = 717.98 ug

De acuerdo con los célculos realizados, se puede decir concretamente
gue la concentracion de (+)-catequina es de 0.7179 mg/g de material vegetal

SEeCO.

5.4.2 Cuantificacion de la quercetina

Siguiendo el mismo procedimiento, la cantidad de quercetina fue
calculada con la sustitucion del area bajo la curva para este pico en la ecuacién
lineal obtenida de su respectiva curva de calibracién (Figura 30), dando como
resultado una concentracion de 134.3 ug/g MVS para la quercetina.

: 4
QUETEEE Curva de calibracion con quercetina
Concentracion | Area bajo 1200000 =
(Mg/HL) lacurva | | ©1000000 Y=8E+06x-24476
S 800000 R2=0.9987 _—
0.017 112879.5 ©
S 600000
(@)
0.033 2257495 | | T 400000
& 200000 /
0.067 458554 | | £ 0 , . .
0 0.05 0.1 0.15
0.13 988469 \_ Concentracion pg/20 pL

Figura 30. Curva de calibracion realizada con la quercetina.
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5.4.3 Curva de calibracion del kaempferol

La concentracion del kaempferol fue calculada siguiendo el mismo
procedimiento usado para determinar la concentrcion del acido clorogénico,
usando el area bajo la curva. De este modo, la concentracion del kaempferol fue
de 8.64 pg/g MVS (Figura 31).

4 N
Kaempferol Curva de calibracion con kaempferol
Concentracion | Area bajo o 200000
/uL la curva > y =2E+07x-4067.6
(Hg/uL) S 150000 +—Re=0.9988 P
0.0089 167324.67 | | — /-/
§ 100000 —
0.0067 124800.67
S 50000
0.0044 83724.00 | < 0
0 0.005 0.01
0.0038 67768.33 \_ Concentracion pg/20 yL )

Figura 31. Curva de calibracion realizada con el kaempferol.

5.5 Cuantificacion del acido clorogénico en los extractos obtenidos por

decoccion y por maceraciéon del fruto no hidrolizados

5.5.1 Cuantificacion de &cido clorogénico en el EADF

Para determinar la concentracion del acido clorogénico en el material
vegetal seco de Crataegus gracilior Phipps, se obtuvo el area bajo la curva para
este pico y se siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente para su
cuantificacion, utilizando la misma curva de calibracion que ya se tenia para la
cuantificacion del acido clorogénico en el EADF. De este modo, la concentracion

de acido clorogénico fue de 3.33 ug/g MVS.
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5.5.1 Cuantificacion de &cido clorogénico en el EAMF
El 4cido clorogénico no pudo ser cuantificado en este extracto debido a
gue se encontraba en muy pequefas cantidades por lo que se puede decir que

éste estaba solo en trazas.
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6. DISCUSION

6.1 Identificacion y cuantificacion de algunos de los compuestos fendlicos
presentes en los extractos

Existe una gran cantidad de compuestos fendlicos en los diferentes
organos de las plantas, por consiguiente, es practicamente imposible disponer
de tantos estandares, no sélo por su gran namero, sino porque ademas solo se
vende un numero muy limitado de ellos, los mas comunes en la naturaleza.
Como puede apreciarse en los cromatogramas generados por los diferentes
extractos, éstos mostraron una gran complejidad en su composicion quimica.
Debido a que el analisis se llevo a cabo en las condiciones de resolucion de la
mezcla de los estandares utilizados, muchos de los constituyentes no

identificados pudieran ser también compuestos fendlicos.

Segun los resultados, el extracto que tuvo mayor contenido de
flavonoides fue el metandlico de las hojas, mientras que en los extractos no
hidrolizados obtenidos por decoccién y por maceracion del fruto, sélo se
identificé el &cido clorogénico. Cabe mencionar que en el extracto metandlico no
hidrolizado, se detectd la rutina y el &acido clorogénico, mientras que en el
extracto metandlico hidrolizado en medio acido, se logré identificar tres
flavonoides: (+)-catequina, quercetina (aglicona de la rutina) y kaempferol. Otros
picos no detectados en el extracto no hidrolizado aparecieron después de la
hidrélisis &cida, aunque ninguno pudo ser identificado debido al nimero limitado
de estandares disponible. Esto sugiere que varios de los flavonoides presentes

en los extractos se encuentran en forma de glicésidos.

De los dos estandares identificados en el extracto metanodlico no
hidrolizado, el mas abundante fue la rutina con una concentracion igual a 0.30
mg/g MVS, mientras que la (+)-catequina, uno de los tres compuestos
encontrados en el EMH, fue la mas abundante con una proporcion de 0.7179
mg/g MVS. Por otro lado, en los extractos obtenidos por decoccion y por

maceracion del fruto, sélo se identific6 el acido clorogénico, logrando su
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cuantificacion solamente en el extracto obtenido por decoccién del fruto con un
valor de 0.0033 mg/g MVS.

El Cuadro 4 resume los compuestos fendlicos identificados en el extracto
metandlico de las hojas y en los extractos obtenidos por decoccion y por
maceracion del fruto de C. gracilior.

Cuadro 4. Resumen de los compuestos fendlicos identificados y algunos de sus

datos analiticos.

Cantidad
COMPUESTO | Tr(min) | Amax (nm) | Obtenida(ug)/g
de hoja seca
. 254.8y
Metandlico Rutina 17.23 353.7 300.8
d I h . z .
Extractos | O¢ @S holas | Addo 13.99 325 35.1
no clorogénico
- Decoccidn Acido 2146y
hidrol . .
idrolizados del fruto clorogénico 14.29 323.8 3:3
Maceracién Acido 2134y NO
. 14.42
del fruto clorogénico 322.6 CUANTIFICADO
(+)-Catequina 14.61 278.5 717.9
Extracto metandlico
254.8
hidrolizado Quercetina | 22.810 oo 2y 134.3
en medio acido .
265.4y
Kaempferol 21.168 364.2 8.6

6.2 Actividades farmacologicas de los compuestos fendlicos identificados

Los flavonoides encontrados tienen propiedades medicinales ya descritas
en multiples estudios donde han sido utilizados para tratar diferentes
enfermedades como JUlceras, inflamacion, cancer, artritis reumatoide,
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y trombosis, entre otras
(Sandhar y col., 2011).

Las investigaciones de compuestos quimicos del género Crataegus se

han centrado en la mayoria de los casos en la identificacion y cuantificacion de
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los flavonoides y las antocianinas que han demostrado tener actividad
farmacoldgica, como se indica en una revisidbn publicada recientemente por
Edwards y col. (2012). En esta revision, se hace una relacion de una serie de
estudios quimicos que abarcan un total de 27 diferentes especies del género
Crataegus y dos hibridos nativos de Europa, Asia y América del Norte. Se
recopilé informacion del contenido de flavonoides totales presentes en las hojas,
frutos y flores de las diferentes especies del género Crataegus. En esos
estudios, se reporta la presencia de la quercetina en hojas, flores y frutos de
algunas de las especies. En el presente trabajo, s6lo se encontré este
flavaonoide en el extracto metandlico de las hojas, pero no en los frutos. Todos
es0s compuestos tienen actividades benéficas sobre la salud.

Para el kaempferol por ejemplo, se han comprobado actividades
anticancerigenas, antimicrobianas, bactericidas, antiinflamatorias, asi como el
papel tan importante que tiene éste en enfermedades cardiovasculares,
cerebrales y el rol que juega en la prevencion de la aterosclerosis y la oxidacion
de las lipoproteinas (Wu-Yang y col., 2010; Calderon-Montafio y col., 2011).
Estos estudios han relacionado expresamente la cantidad de kaempferol
consumida al dia con la disminucion de cancer en una poblacion de 433
personas, donde se menciona que una cantidad de entre 0.8 y 1.2 mg de
kaempferol consumido al dia disminuye relativamente el cancer de préstata y de
colon (Calderon-Montafio y col., 2011). Estos estudios muestran la importancia
de los compuestos fendlicos, entre ellos el kaempferol, para el tratamiento de
diversas enfermedades.

La rutina por su parte posee actividades vasodilatadoras, anti-
inflamatorias e inmunoestimulantes, asi como efecto protector contra un pro-
carcindégeno (Cristina Marcarini y col., 2011), donde se encontré una reduccion
significativa del dafio inducido al DNA. En base a esas evidencias, podemos
decir que la rutina es de gran interés medicinal.

Los efectos mas relevantes encontrados para el acido clorogénico
incluyen su activividad antiamnésica (Kwon y col.,, 2010) y antihipertensiva
(Zzhao y col.,, 2012). Entre las actividades biologicas relevantes del acido
clorogénico, destaca su actividad antiamnésica (Kwon y col., 2010) y la
antihipertensiva (Zhao y col., 2012).
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Destaca el hecho de que ninguno de los acidos fendlicos buscados en la

presente investigacion estuvo presente en al menos alguno de los extractos.
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7. CONCLUSIONES

Con la realizacion de este proyecto, se puede concluir que la especie
Crataegus gracilior contiene compuestos fendlicos, principalmente en forma de

glicésidos, muy importantes que justifican su aplicacion medicinal.

Los flavonoides que se detectaron en el extracto metandlico de las hojas
de Crataegus gracilior sometido a hidrélisis &cida fueron (+)-catequina,
guercetina y kaempferol, de los cuales la (+)-catequina fue el flavonoide mas
abundante, mientras que en el extracto metandlico no hidrolizado se
identificaron la rutina y el &cido clorogénico. En los extractos obtenidos por
decoccién y por maceracion del fruto se logré detectar el acido clorogénico.

La especie Crataegus gracilior no sélo contiene los cuatro flavonoides
mencionados anteriormente, puede ser que algunos de los picos generados en
los cromatogramas por cada uno de los diferentes extractos analizados sean

compuestos fendlicos que no corresponden a los estandares utilizados.

La escasez de compuestos fendlicos en los frutos justifican el por qué las

hojas tienen mayor uso en la terapéutica tradicional.
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