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RESUMEN

El uso de los frutos de las especies vegetales del género Crataegus (tejocotes)
en dulces, ponches y otras bebidas esta muy extendido en México. Las hojas
por su parte gozan de reputacion a nivel mundial para tratar diversas
enfermedades, entre las cuales destacan las cardiovasculares, ya que sus
extractos estabilizan la presion arterial. Los compuestos fendlicos juegan un
papel importante en la prevencion y el tratamiento de dichos padecimientos,
principalmente debido a su capacidad antioxidante. Teniendo en cuenta que
esas plantas se consumen como extractos, o sea como mezclas complejas de
compuestos polares que se obtienen por infusion con etanol y/o agua o por
decoccion con esos disolventes, la presente propuesta consistié en evaluar la
capacidad antioxidante de los extractos e identificar algunos de los
constituyentes fenodlicos que puedieran ser los responsables de esta actividad
farmacoldgica. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto metandlico de
las hojas contiene una mayor cantidad de compuestos fendlicos que los
extractos de los frutos. Asi mismo los extractos con mayor cantidad de
compuestos fendlicos produjeron un mayor efecto antioxidante. El analisis del
extracto obtenido de las hojas, utilizando la cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon acoplada a un detector de arreglo de diodos (UV) y estandares
fendlicos, permitié identificar cuatro flavonoides: la rutina, la quercetina, el
kaempferol y la (+)-catequina, esta ultima siendo mayoritaria. Ninguno de los
estandares empleados estuvo presente en los extractos acuosos de los frutos
frescos, de tal suerte que su beneficio sobre la salud puede estar relacionado
con otros tipos de metabolitos.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Las plantas medicinales en la terapéutica

Las plantas medicinales se han usado desde tiempos inmemoriales para
tratar o prevenir las enfermedades. La farmacia moderna se ha desarrollado
gracias en gran medida a la investigacion cientifica de las plantas medicinales.
Aunque los medicamentos modernos han opacado durante un tiempo este uso,
en las dos Ultimas décadas ha habido un resurgimiento a nivel mundial del
interés de organismos mundiales como la OMS, dependencias gubernamentales
responsables del sector salud, investigadores, industria farmacéutica y
habitantes de las grandes aglomeraciones urbanas por los remedios
tradicionales de origen vegetal. Diversos factores han propiciado ese interés por
las plantas medicinales. Entre esos factores destacan el fracaso de la medicina
moderna en proporcionar una terapéutica eficaz contra algunas de las
enfermedades actuales, la idea generalizada de que lo natural es
necesariamente mas sano y mas eficaz, las limitaciones economicas para la
mayoria de la poblacién mundial, la cultura tradicional profundamente arraigada
del uso de plantas medicinales y la lejania de los centros de salud. Muchos de
los remedios tradicionales han demostrado su eficacia, mientras que otros su
toxicidad, y otros mas han sobrevivido gracias a su efecto de placebo. En
cualquiera de los casos, es recomendable llevar a cabo estudios cientificos que
establezcan el potencial de esos remedios para promover la salud a través de la

determinacién de sus perfiles quimicos y sus actividades farmacoldgicas.

Los efectos farmacologicos de las plantas medicinales y alimenticias
dependen evidentemente de la naturaleza de sus principios activos, los cuales
pueden ejercer su efecto a través de un componente determinado o a través del
conjunto de compuestos presentes en los extractos tradicionalmente
consumidos en esa forma. Entre los compuestos de mayor relevancia, a pesar
de ser ubicuos en el reino vegetal, se encuentran los fenoles naturales. Son
numerosos los estudios cientificos que establecen una correlacién directa entre
el contenido fendlico de una planta y su actividad farmacolégica, por ejemplo, la

antioxidante y la antiinflamatoria, ejerciendo dicha actividad a través de varios



mecanismos de accion. En los pocos estudios quimicos efectuados en especies
del género Crataegus, se han caracterizado algunos compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides. Sin embargo, ninguna de las 15 especies
distribuidas en México ha sido objeto de estudio. Por ese motivo, el presente
proyecto se plantedé para investigar la presencia de algunos compuestos
fendlicos comunes que pudieran estar presentes en los extractos acuosos Yy
metandlicos de las hojas y de los frutos de un espécimen de C. mexicana DC.
recolectado en Amealco, Querétaro. Como herramienta para lograr ese objetivo,
se utilizé la cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada a un detector
de UV-visible de arreglo de diodos. La identificacién de los compuestos se basé
en la comparacion de los tiempos de retencién de los picos observados en los
cromatogramas de los extractos y los espectros correspondientes a cada uno de
ellos con los de los estandares. Los compuestos detectados se cuantificaron

mediante curvas de calibracion.

1.2 El género Crataegus
El género Crataegus esta constituido aproximadamente por 140 especies

distribuidas en todo el mundo (Phipps y col., 2003).

En México, el género estad 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 el sur. Diez de esas
especies son endémicas. Se han encontrado en 20 de los 32 estados de la
Republica Mexicana. Las regiones de mayor distribucion son las que se ubican
en la Sierra Madre Oriental, en la Occidental y la del Sur, asi como en el eje
Neo-Volcanico de clima templado, semidesértico, desértico y subtropical (desde
Veracruz hasta Jalisco) (Nafiez-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. (anteriormente clasificada como Crataegus pubescens) 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
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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 cardioténico que ayuda
a estabilizar la presion arterial (Schissler y col., 1995a y b).

1.3 Caracteristicas botadnicas y nombres comunes de Crataegus
mexicana

C. mexicana (Figura 1) es un arbol de 4 a 7 metros de alto o a veces
arbusto, de hoja decidua, por lo comun provisto de espinas que a menudo son
muy fuertes, hasta de 5 cm de largo, en ocasiones parcial o totalmente inerme.
Los frutos son de un color amarillo-anaranjado, globoso o algo turbinado, de 1.5
a 2.5 cm de diametro. Habita en bosques de encino o de pino-encino
perturbados, a menudo en la vegetacibn secundaria correspondiente. Con
frecuencia se ve protegido y cultivado a orillas de caminos, en cercas, asi como
en huertos familiares, generalmente a una altitud de 2000-2850 m. Se puede
observar en flor de diciembre a mayo (agosto) y en fruto se ha colectado a lo

largo del aflo, mayormente en noviembre y diciembre.

Figura 1. Fotografia del arbol de tejocote (Crataegus mexicana) y sus frutos.

Sus nombres comunes registrados en Querétaro son: karasa, karash,
karasu (lengua purépecha), karhasi, manzanilla, manzanillo, tejocote. Fuera de
Querétaro, se conoce como manzanita, manzanita tejocotera (Rzedowski y
Calderon-de-Rzedowski, 2005).




1.4 Estudios farmacoldgicos 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, 0 como astringentes o analgésicos (Kim y Kim,
1993; Mericli y Melikoglu, 2002). Esos usos han conducido a la investigacion
quimica y farmacolégica de algunas especies. Los efectos farmacoldgicos sobre
el sistema cardiovascular han sido atribuidos a los compuestos fendlicos
(flavonoides, &cidos aromaticos) y aminas cardiotdénicas 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 farmacologico 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 antimicotico en contra de dos hongos subcutaneos patdgenos
(Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi) (Gaitan y col., 2011). No se han

encontrado estudios farmacologicos efectuados con Crataegus mexicana.

1.5 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, hay un estudio
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 mexicana, no existen reportes de

estudios quimicos.



1.6 Compuestos fendlicos comunes en plantas

1.6.1 Fenoles simples y fenilpropanoides
Algunos compuestos fendlicos simples, exclusivamente biosintetizados
por plantas y microorganismos, y cuya ingestion es requerida 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 2).
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. El PABA forma parte de
la estructura quimica del acido folico (o vitamina B9) cuya deficiencia en el

organismo produce anemia.
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Figura 2. 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 3), son otros
metabolitos secundarios frecuentemente buscados en las plantas por sus
variados efectos farmacoldgicos (ver secciones 1.7.1 y 1.7.2). El &cido

clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico), la 1-O-cinamoilglucosa y la sinapina (o
acido cindmico que

sinapoilcolina) son otros ejemplos de ésteres del
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frecuentemente se encuentran en las plantas. Al acido clorogénico, se le han
atribuido varias funciones biol6gicas importantes, entre ellas, como antioxidante,
antiinflamatorio, antitumoral y antiviral, mientras que como medicamento, se usa
para tratar la diabetes, la hiperlipidemia y la hepatis (Yonathan y col., 2006;
Cheny col., 2008).

CO.,H
~ HO
OH
/ OH
R4 Rs
Ra
Acidos:
p-Cumarico: R; = Rz = H; R, = OH OH
Caféico: Ri =R, =0OH; Rz = H OH
Ferdulico: R]_ = I\/IeO, R2 = OH, R3 =H Acido C|0rogénico

Sinapico: 2R; = R3 = MeO; R, = OH

Figura 3. Fenilpropanoides frecuentemente buscados en plantas medicinales y
alimenticias por sus efectos benéficos para la salud humana.

1.6.2 Flavonoides y estilbenos

Los flavonoides son los metabolitos secundarios bioldgicamente activos
mas ubicuos en el reino vegetal y son responsables de la prevencién de muchas
enfermedades degenerativas (ver seccion 1.7.2). Se han identificado mas de
cuatro mil flavonoides. Entre los mas comunes, se encuentran las catequinas, la
guercetina, el caempferol (o canferol), la apigenina, la naringenina y la luteolina
y sus correspondientes C- y O-glicosidos (Figura 4). 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 y las antocianinas, imparten la astringencia a los
alimentos y bebidas. La (+)-catequina y la (-)-epicatequina son los isémeros
Opticos mas comunes en la naturaleza (Weyant y col., 2001; Abd, 2007; Grace y
col., 2009).
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Figura 4. Estructuras del resveratrol, de los flavonoides mas comunes y de los
senosidos.

El resveratrol es el estilbeno responsable del llamado “milagro francés’
gue describe la escasa presencia de enfermedades degenerativas entre los
franceses, por su consumo constante de vinos tintos ricos en ese metabolito
(Pezzuto, 2006, 2008; Lee y col.,, 2008; Dudley y col., 2008; Qian y col.,
2009a,b; Lin y col., 2010; Weng y col., 2010).



1.6.3 Policétidos aromaticos
Los policétidos arométicos conocidos como senosidos (Figura 4) son los
agentes purgantes presentes en los extractos de las plantas popularmente
conocidas como sen (0 senna), entre ellas Cassia angustifolia y Cassia senna
del genéro Cassia (Dewick, 2002).

1.7 Importancia bioldgica de los compuestos fendélicos

1.7.1 Estudios epidemiolégicos

Numerosos estudios han corroborado la relacion directa existente entre el
contenido en compuestos fendlicos de plantas alimenticias y la capacidad de
éstas para prevenir las enfermedades degenerativas como el cancer, 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, 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, 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 la actividad antioxidante, que 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).

Asimismo, se ha comprobado que la inflamacién estd directamente
involucrada en la generacion de enfermedades cardiovasculares, como en el
caso de la ruptura de la placa aterosclerotica , la cual es la responsable directa

del llamado sindrome coronario agudo (Jiang y Dusting-Gregory, 2003).

En cambio, con los estudios de campo sobre el poder curativo de
extractos de plantas medicinales, no hay mas datos que la recopilacién de
informacion etnomédica y etnoboténica, que sélo sirve como punto de partida

para la preseleccion de fuentes potenciales de nuevos principios activos, sin que



se establezca previamente una relacion directa entre actividad antiinflamatoria y

cardiovascular.

1.7.2 Actividades farmacoldgicas de algunos compuestos fendélicos

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 epidemiolégicos antes mencionados. Los compuestos
fendlicos contenidos en esos remedios comparten la propiedad de ser agentes
antioxidantes que demuestran actividades antiinflamatorias, antimutagénicas,
antitrombdéticas, anticancerosas y antivirales (Chin-Lin y Gow-Chin, 2008; Grael
y col., 2010; Srivastava 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 citocina y
guimosina, la inhibicién de la funcion plaquetaria, el aumento de la liberacién de
oxido nitrico y otros efectos sobre factores proinflamatorios tales como la
metaloproteinasa endotelina (Jiang y Dusting-Gregory, 2003). La actividad
farmacologica de algunos compuestos fendlicos individuales ha sido descrita.
Por ejemplo, el acido caféico inhibe la proliferacion del masculo 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 metabolicas, protegiendo a los consumidores contra la diabetes
(Chi-Hao y col., 2010; Del Rio y col., 2010). Los agentes antiglicantes son
compuestos que impiden la glicosilacion no enzimatica que se lleva a cabo entre
proteinas y azucares reductores (reaccién quimica conocida como glicacion o
también reaccion de Millard). 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 glicacién 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 los flavonoides
en particular revierten la disfuncion endotelial vascular, reduciendo de esta

forma el riesgo de ataques cardiacos (Duffy y Vita, 2003).

Es bien sabido 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
hipertension (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).
Algunos flavonoides en particular derivados de la luteolina, la rutina y el
hiperosido ejercen un aumento del flujo sanguineo coronario, una regulacion del
ritmo cardiaco y la presion sanguinea en el ventriculo izquierdo (Schussler y
col.,, 1995a vy b).
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2. HIPOTESIS
Los extractos acuosos y metanolicos de Crataegus mexicana son ricos en

compuestos fenolicos y tienen una buena actividad antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos polares de las hojas y
de los frutos de Crataegus mexicana recolectada en el municipio de Amelaco,
Querétaro e identificar mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
algunos de los compuestos fenolicos mas comunes que pudieran estar

presentes en ellos.

3.2 Especificos

. Obtener el extracto metandlico de las hojas y dos extractos acuosos de
los frutos.
. Obtener datos sobre su capacidad antioxidante mediante los métodos del

DPPH y del FRAP.
. Conocer mediante la cromatografia de liquidos de alta resolucion la
naturaleza de algunos de los compuestos fendlicos mas comunes presentes en

los extractos.

. Cuantificar los compuestos fendlicos identificados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Material de estudio

Extracto metandlico de las hojas y extractos acuosos de los frutos

4.1.2 Equipos

4.1.2.1 Procesamiento del material vegetal
Estufa eléctrica para secado del material vegetal
Molino manual, marca VICTORIA

4.1.2.2 Procesamiento de los extractos
Tres rotaevaporadores
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)
Columnas analiticas y semipreparativas (XDB-C18, 4.6 x 250 mm con
tamafo de poro de 5 um, Agilent Technologies; pPorasil, 3.9 y 19.0 x 300 mm,
125 A, 10 um, Waters; Symmetry C-18, 120 A; 5 um; YMC ODS, S5 um, 120 A).

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 dispuso 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 degasificador electrénico
de cuatro canales (Metachem Technologies Inc.). La adquisicion y el
procesamiento de datos se llevaron a cabo utilizando el programa Empower2
(Waters).

13



4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion de los extractos

4.2.1.1 Extracto metanolico
Se utilizaron sucesivamente hexano para desengrasar y posteriormente
metanol para preparar el extracto de las hojas a partir del mismo material
vegetal seco y molido. Como método de extraccion, se recurridé a la maceracion
por una semana con cada disolvente. 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 preparo 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 Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteau
Este método consistié en mezclar 30 pL de extracto (diluido 1:10) con 150
pL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:10 y 120 pL de Na,CO3 al 7.5%. La
mezcla se dejo reposar en la oscuridad durante 2 horas al término de las cuales
se leyo la absorbancia a 765 nm. Para realizar la curva de calibracion, se utilizo
una solucién estandar de acido galico (0.1 mg/mL) de la cual se tomaron

volumenes de 0 uL a 160 pL en intervalos de 20 pL.

4.2.3 Determinacion de flavonoides
Se realiz6 por el método propuesto por Zhishen y col. (1999). A 100 ul de
muestra se agregaron 400 pl de agua destilada y 30 yL de NaNO;, al 5%.
Después de 5 minutos, se agregaron 30 pl de AICl3; al 10%; un minuto después,
se agregaron 200 puL de NaOH 1 M. La mezcla se diluyé con 240 yL de agua

destilada. Para realizar la curva de calibracion, se utilizé una solucién estandar
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de (+)-catequina (0.1 mg/mL) de la cual se tomaron volumenes de 0 a 100 pL en

intervalos de 20 pL. Se midi6 la absorbancia a 510 nm.

4.2.4 Evaluacién de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CAO) se evalud sobre los extractos utilizando
los ensayos del DPPH (2,2'-difenil-1-picrilhidrazil) y el FRAP (capacidad de
reduccion del ion férrico) (Corral-Aguayo y col., 2008).

4.2.4.1 Ensayo DPPH
Este método consisti6 en calcular la disminucion en la absorbancia a 517
nm ocasionada por la reduccion del radical libre DPPH; debido a su reaccion
con la muestra antioxidante, dando lugar a la formacion de DPPH estable (Joon-
Kwan y Takayuki, 2009).

En una microplaca de 96 pozos, se colocaron 20 ul de cada extracto a
evaluar y un blanco integrado por una mezcla de metanol, acido formico y agua
(80:2:18) por triplicado. Se adicionaron 280 L de solucion de DPPH 100 uM en
metanol preparados inmediatamente antes de iniciar el ensayo. La mezcla se
dejoé reposar 30 minutos en la oscuridad y se leyé la absorbancia a 490 nm en
un lector de microplacas (Dynex Technology, Chantilly, VA). Los resultados se
expresaron como equivalentes de Trolox en umol/100 gramos de peso fresco de

muestra.

Para realizar la curva de calibracion, se utilizé una solucion estandar de
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) en metanol (1
mg/mL) de la cual se tomaron los volumenes correspondientes para obtener un

intervalo de concentraciones de 0.02 mg/mL a 0.2 mg/mL.

4.2.4.2 Ensayo FRAP
Este ensayo se basa en la capacidad que tiene la muestra a evaluar para
reducir el Fe*" a Fe?*. En este caso, la capacidad antioxidante se determiné por

la formacién del complejo Fe?-TPTZ [2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina] en
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condiciones &cidas, el cual produce un intenso color azul con un maximo de

absorcion a 593 nm (Joon-Kwan y Takayuki, 2009).

El reactivo FRAP se preparéd de la siguiente manera: 50 mL de solucién
amortiguadora de acetatos 300 mM (pH 3.6), 5 mL (10 mM) de 2,4,6-tripiridil-2-
triazina (TPTZ) en HClI 40 mM y 5 mL de FeCl; 20 mM. En una microplaca de 96
pozos de fondo plano, se colocaron 20 yL de las muestras a evaluar y el blanco
por triplicado; se adicionaron 280 uL de reactivo FRAP. La placa se incubo por
30 minutos en la oscuridad y se leyd la absorbancia de las muestras utilizando
un filtro de 630 nm en un lector de microplacas (Dynex Technology, Chantilly,
VA). Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox en umol/100

gramos de peso fresco.

Para realizar la curva de calibracion, se utilizd una solucion estandar de
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) en metanol (1
mg/mL) de la cual se tomaron los volumenes correspondientes para obtener un

intervalo de concentraciones de 0.025 mg/mL a 0.8 mg/mL.

4.2.5 Analisis de fenoles individuales

Para el andlisis cualitativo de los compuestos fendlicos, se peso6 1 mg de
cada estandar y un 1 mg de cada extracto para preparar diluciones finales de
alrededor de 0.1 ug/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
preparacion se mantuvo en viales color ambar para proteger de la luz
componentes eventualmente fotosensibles en soluciéon. Para la cuantificacion de
los estandares detectados, se obtuvieron curvas de calibracion para cada uno

de ellos, preparando cuatro o cinco diluciones.

4.2.6 Hidralisis &cida de los extractos
En un matraz de 100 mL, se colocaron alrededor de 100 mg de extracto

seco. Se agregaron unos 10 mL de agua grado cromatografico (HPLC) o
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metanol, de acuerdo a la solubilidad. Posteriormente, se agregaron 5 ml de HCI
2 Ny se puso la mezcla a reflujo durante dos horas. Transcurrido ese tiempo, 20
uL de la mezcla de reaccién o diluciones adicionales se analizaron para la

busqueda de los estandares.

4.2.7 Hidrdlisis basica de los extractos
Se siguié la misma técnica que para la hidrélisis acida, sustituyendo el

acido clorhidrico por hidroxido de sodio 2 N.

4.2.8 Condiciones en HPLC
Se utiliz6 un método estandarizado para la caracterizacion de
compuestos fendlicos en el que las condiciones dadas fueron: columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (3.5 ym, 150 x 4.6 mm d.i.) con pre-columna marca
Agilent; fase movil: gradiente la cual se explica a continuacion; flujo: 0.8 mL/min;
L. de deteccion: 280 nm; linea de inyeccién: 20 pL; tiempo de corrida: 40
minutos. En el Cuadro 1 se muestra la composicion del gradiente empleado

durante esos analisis.

Con esas condiciones, se determinaron, por triplicado, los perfiles

cualitativos y cuantitativos de las muestras.

Cuadro 1. Gradiente utilizado durante los analisis y la identificacion de
compuestos fenolicos en los extractos de Crataegus mexicana.

Composicion de la fase movil
Tiempo (min) Acido acético 0.0125 N CH3sCN

0 95% 5%
2.0 95% 5%
5.0 85% 15%
20.0 50% 50%
25.0 95% 5%
35.0 95% 5%
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4.2.9 ldentificacion de los compuestos fendlicos

La identificacién de los compuestos fendlicos se llevé a cabo comparando
los tiempos de retencién (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: a) los &cidos gélico, protocatéquico, caféico, p-cumarico
y rosmarinico; b) los flavonoides (+)-catequina, hesperidina, rutina, miricetina,
luteolina, quercetina, apigenina, hesperetina y kaempferol por ser comunes y
naringenina por estar disponible.

4.2.10 Cuantificacién de los compuestos fendlicos identificados
Se prepararon las siguientes concentraciones (ug/20 uL) de cada uno de
los estandares identificados: (+)-catequina: 0.2, 0.2666, 0.4 y 0.8; quercetina:
0.0166, 0.0333, 0.0666 y 0.1333; rutina: 0.04, 0.0533, 0.08 y 0.16. Con las areas
bajo la curva que se obtuvieron, se establecié una curva de calibracion, de la
cual se pudo establecer una correlacion lineal del tipo y = ax + b, la cual a su
vez permitio 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, obtenidos uno a partir de la
decoccidn y otro a partir de la meceracioén del fruto, y uno metandlico, obtenido a
partir de las hojas secas de Crataegus mexicana. Los porcentajes de

rendimientos calculados se reportan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Rendimientos de extractos obtenidos de las hojas y de los frutos de
Crataegus mexicana.

Extracto Rendimiento (%)
Metanolico (hojas) 20.46
Acuoso (decoccion del fruto) 1.61
Acuoso (maceracion del fruto) 2.96

5.2 Actividad antioxidante de los extractos preparados
En el Cuadro 3 se presentan los resultados obtenidos para la capacidad

antioxidante de cada uno de los extractos.

Cuadro 3. Resultados de la evaluacion de la capacidad antioxidante de los
extractos de Crataegus mexicana

DPPH (CT uM/g de FRAP (CT uM/g de
Muestra . 1 . 1
material vegetal) material vegetal)
Extracto acuoso por
-, 54.57 £9.43 79.03 £ 2.00
maceracion del fruto
Extracto acuoso por
L, 105.89 + 26.74 217.84 £ 13.26
decoccion del fruto
Extracto metandlico por
o : 1692.65 + 355.01 1211.31 + 26.83
maceracion de las hojas

! Concentracion de Trolox en pM/gramo de fruto fresco u hoja seca
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5.3 Determinacion de fenoles totales y flavonoides por el método de
Folin-Ciocalteau
En el Cuadro 4 se muestra el contenido de fenoles totales y flavonoides
de cada uno de los extractos analizados.

Cuadro 4. Contenidos de fenoles totales y flavonoides en los extractos.

L Flavonoides
Fenoles totales (mg EAG /g ) _
Muestra ) 3 (mg EC“/g de material
de material vegetal®) 5
vegetal®)
Extracto acuoso por
L 15.73+0.94 5.96 £ 0.73
maceracion del fruto
Extracto acuoso por
decoccién del fruto 54.06 + 5.03 14.37 £ 0.85
Extracto metandlico
por maceracion de 254.31 +5.87 76.07 +7.58
las hojas

' EAG = mg equivalentes de acido galico
2EC = mg equivalentes de (+)-catequina.
% Material vegetal = fruto fresco u hojas secas

5.4 Identificacion de los compuestos fendlicos

5.4.1 Determinacion de los tiempos de retencion de los estandares

Utilizando las condiciones de resoluciéon 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
estdndares en la mezcla de todos (Figura 5). Teniendo en cuenta que los
tiempos de retencidn pueden variar ligeramente de una inyeccién a otra, se
realiz6 una coelucién de cada extracto con cada uno de los estandares, cuya
presencia en él se detectd. Se efectué entonces una superposicion de los tres
perfiles asi obtenidos (estandar solo, extracto y extracto coeluido con el
estandar). Este andlisis permitio confirmar o descartar la presencia de los

compuestos correspondientes. Como criterio adicional, y dentro del marco de los
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desplazamientos batocromicos e ipsocrémicos por efecto de disolventes e
interacciones de los metabolitos, se compararon los espectros UV-visible de los
picos identificados con los de los correspondientes estandares.

(6) e 1 (15)
1y |

| (5)j (7 (10) (@12 ,/
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<(0.60* g J \ )
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Minutes

Figura 5. Cromatograma de la mezcla de estandares. (1) Acido galico, (2) acido
protocatéquico, (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.

5.4.2 Analisis 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.

5.4.2.1 Identificacion de la rutina en el extracto metanolico no

hidrolizado
La comparacion de los cromatogramas del estandar (negro), del extracto
metanolico (azul) y de la coelucion de ambos (verde) (Figura 6) permitio
identificar claramente la presencia de la rutina, ya que se observo un incremento
en la intensidad del pico con tiempo de retencion de 15.95 min; dicha identidad

se confirmo con los respectivos espectros UV (Figura 7).
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Figura 6. (A) Comparacion de los cromatogramas de la rutina (negro), del
extracto metanolico (azul) y de la coelucion (verde); (B) ampliacion de la zona de
14 a 16 minutos.
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Figura 7. Espectros UV de la rutina pura (A 254.8 nmy 353.7 nm) y el pico
correspondiente a este estandar en el extracto metanaolico (A 350.1 nm).

5.4.2.2 Extractos acuosos no hidrolizados del fruto
La superposicion de los cromatogramas de la mezcla de estandares y de
los extractos acuosos obtenidos por decoccion y por maceracion reveld la

ausencia de los estandares disponibles (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Cromatograma de la mezcla de estandares (negro) y del extracto
acuoso preparado mediante decoccion del fruto (azul).
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Figura 9. Cromatograma de la mezcla de estandares (negro) y del extracto
acuoso obtenido por maceracion del fruto (azul).

5.4.2.3 Compuestos identificados en el extracto metandlico
hidrolizado en medio acido (EMH)
En el extracto metandlico hidrolizado en medio acido (EMH), se
detectaron la (+)-catequina (Tr 13.248 min), la rutina (Tr 15.880 min), la
guercetina (Tr 21.323 min) y el kampferol (Tr 23.65 min) (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma del EMH.

5.4.2.3.1 Identificacion de la (+)-catequina
La comparacion de los cromatogramas del estandar (azul), del extracto
hidrolizado (negro) y de la coelucion de ambos (verde) (Figura 11) permitio
identificar claramente la presencia de la (+)-catequina, ya que se observd un
incremento en la intensidad del pico con tiempo de retencion de 13.248 min;

dicha identidad se confirmd con los respectivos espectros UV (Figura 12).
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Figura 11. (A) Comparacion de los cromatogramas de la (+)-catequina (negro),

del EMH (azul) y de la coelucién (verde); (B) ampliaciéon de la zona de 12 a 14

minutos.
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Figura 12. Espectros UV de la (+)-catequina pura (A 278.5) y el pico
correspondiente a este estandar en el EMH (A 278.5 nm).

5.4.2.3.2 Identificacion de la rutina
La superposicion del cromatograma de la mezcla de estandares y del
EMH obtenido de Crataegus mexicana [Figura 13(A)] sugiere la posible
presencia de la rutina con un tiempo de retencion de 15.880 min. En la Figura
13(B), se muestra una ampliacion de la coelucion del extracto con el estandar y

en la Figura 14, los respectivos espectros UV.
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Figura 13. (A) Comparacion de los cromatogramas de la rutina (negro), del EMH
(azul) y de la coelucion (verde); (B) ampliacién de la zona de 15 a 16 minutos.
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Figura 14. Espectros UV de la rutina (A 254.8 y 353.7 nm) y el pico
correspondiente a este estandar en el EMH (A 254.8 y 348.9 nm).

5.4.2.3.3 Identificacion de la quercetina
La superposicion del cromatograma de la mezcla de estandares y del
EMH obtenido de Crataegus mexicana [Figura 15(A)] sugiere la posible
presencia de la quercetina con un tiempo de retencion de 21.323 min. En la
Figura 15(B), se muestra una ampliacion de la coelucién del extracto con el

estandar y en la Figura 16, los respectivos espectros UV.
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Figura 15. (A) Comparacion de los cromatogramas de la quercetina (negro) y del
EMH (azul) y la coelucion (verde); (B) ampliacidon de la zona de 20 a 22 minutos.
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Figura 16. Espectros UV de la quercetina (A 254.8 y 364.2 nm) y el pico
correspondiente a este estandar en el EMH (A 253.6 y 364.2 nm).

5.4.2.3.4 Identificacion del kaempferol

El incremento de la intensidad del pico con tiempo de retencion de 23.65

min (Figura 17) que coincide con el del estandar sugirio la presencia de este

flavonoide, lo cual se confirmé con la

espectros UV (Figura 18).
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Figura 17. (A) Comparacion de los cromatogramas del kaempferol (negro), del
EMH (azul) y de la coelucién (verde); (B) ampliacion de la zona de 23 a 24

minutos.
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Figura 18. Espectros UV del kaempferol puro (A 265.4 y 364.2 nm) y del pico
correspondiente a este estandar en el EMH (A 265.4 y 364.2 nm).

5.5 Cuantificacion de los compuestos fendlicos identificados en el EMH

Para la cuantificacion 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.

5.5.1 Cuantificacion de (+)-catequina

La Figura 19 muestra la curva de calibracion obtenida para la

cuantificacion de la (+)-catequina.

Catequina
Concentracion | Area bajo
(nug/uL) la curva

342235 +

0,20 39346.17
470534 +
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0,80 61027.30

Area bajo la curva

Curva de calibracion para la

catequina
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Figura 19. Curva de calibracion para la (+)-catequina.
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La sustitucion del area experimental del pico (759460) identificado como
(+)-catequina en la ecuacion deducida permitié calcular la concentracion (x) de

este flavonoide en el EMH, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
X = (y — 111695)/10° = 0.6477 ug/20uL

Con este dato obtenido, se calculé la concentracion que se tendria en 25
mL (25,000 uL) de la solucion del EMH, los cuales se prepararon a partir de

106.3 mg de dicho extracto. El célculo que se efectud fue el siguiente:

25,000 pL (0.6477 ug/20 pl) = 809.625 ug

Dado que esos 25 mL se prepararon a partir de 106.3 mg de extracto

metanolico, se hizo la extrapolacion a 1 g de extracto y el resultado fue:

1,000 mg (809.625 11g/106.3 mg) = 7,616 pg

Con este resultado obtenido se realiz6 el calculo para saber qué cantidad
de (+)-catequina se tiene en el extracto metanolico concentrado total, ya que el
total del extracto que se obtuvo del material vegetal fue 150.2342 g. El calculo

se realizo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

150.2342 g (7,616.415ug /1 g) = 1,144,246 pg

Por ultimo se hizo el calculo para determinar la cantidad de (+)-catequina
por gramo de material vegetal, ya que para el extracto metanolico se pesaron

734.1 g de materia vegetal (hojas secas) y el resultado fue el siguiente:

1 g (1142246 pg/734.1 g) = 1,558.7059 pg

De acuerdo con los célculos realizados se puede decir concretamente
gue la concentracién de (+)-catequina es de 1.5587mg/g de materia vegetal

SecCo.
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5.5.2 Cuantificacion de rutina
Para determinar la concentracion de rutina en el material vegetal de
Crataegus mexicana, se obtuvo el area bajo la curva para este pico y se siguid
el mismo procedimiento descrito anteriormente para cuantificar la concentracion
de (+)-catequina (Figura 20). De este modo, la concentracion de rutina fue de
17.52 pg/g de hoja seca.

c Rutina' . Curva de calibracion para la rutina
oncentracion | Area bajo ©
> 600000
(hg/pL) la curva S y=3E+06x-22819 4
0.04 118060 + @ 400000 R2=10,9903
0.05 145789 + <
3481.06 o 0 . . . .
0,08 2085374391 = 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
4588469 i Concentracién pug/20uL
0.16 5906.92

Figura 20. Curva de calibracion para la rutina.

5.5.3 Cuantificacion de quercetina
Siguiendo el mismo procedimiento, la cantidad de quercetina fue
calculada haciendo la extrapolacion del area obtenida para este pico en la curva

de calibracion correspondiente (Figura 21), resultando en 60.72 ug/g de hoja

seca.
Quercetina Curva de calibracién para la quercetina
Concentracion | Area bajo la 1500000
(Mg/upL) curva g y =8E+06x%x - 24476
0.02 112880 + 8 1000000 Rz = 0,9987/H
23285571530+ S 500000 /
x Q
0,03 1344473 || S 0 - - '
458554 + po 0,00 0,05 0,10 0,15
0,07 13220.81 \g Concentracion ug/20uL
988469 +
0.13 6328.54

Figura 21. Curva de calibracion para la quercetina.
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5.5.4 Cuantificacion del kaempferol
El kaempferol no pudo ser cuantificado debido a que se encontraba en
muy pequefas cantidades por lo que se puede decir que éste se encontraba
solo en trazas.

5.6 Cuantificacién de la rutina en el extracto metandlico no hidrolizado

Para determinar la concentracion de rutina en el material vegetal de
Crataegus mexicana, se obtuvo el area bajo la curva para este pico y se sigui6
el mismo procedimiento descrito anteriormente para su cuantificacion, utilizando
la misma curva de calibracion que ya se tenia para la cuantificacion de la rutina
en el EMH. De este modo, la concentracion de rutina en el extracto metandlico

no hidrolizado fue de 820 pg/g de hoja seca.
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6. DISCUSION

6.1 Capacidad antioxidante

Como puede observarse en el Cuadro 3, independientemente del método
utilizado (DPPH o FRAP), el extracto metandlico no hidrolizado exhibi6 una
mayor capacidad antioxidante (> 1000 uM de Trolox/g de muestra) que los dos
extractos acuosos obtenidos del fruto (de 54 a 218 uM de Trolox/g de muestra).
Comparando los resultados obtenidos en esta evaluacion, los dos métodos
muestran por su parte diferencias significativas entre ellos, ya que por el método
DPPH, se obtuvo una menor capacidad para los extractos acuosos del fruto que
en el del FRAP. Estas discrepancias pueden justificarse en base a los
mecanismos mediante los cuales esos reactivos ejercen su actividad. Esta bien
establecido que en el caso del DPPH, su actividad antioxidante se ejerce a
través de su capacidad de transferir radicales de hidrégeno, mientras que el
FRAP mide la capacidad reductora de la muestra, 0 sea su capacidad de
proporcionar electrones al agente oxidante. Esta observacion comprueba
claramente que para evitar una subestimacion de la capacidad antioxidante de
muestras, es necesario diversificar los métodos de evaluacion. En el caso del
extracto metandlico de las hojas de Crataegus mexicana, resulta mas

conveniente utilizar el ensayo del DPPH.

6.2 Determinacion de fenoles totales y flavonoides

El extracto metandlico original tuvo un contenido de fenoles totales (254.3
mg EAG/g de hoja seca) y flavonoides (76.1 mg EC/g de hoja seca)
significativamente mayor que el de los extractos acuosos obtenidos por
maceracion y decoccién. En este nivel, cabe pensar que la cantidad de agua en
los frutos puede reducir la proporcion de agentes antioxidantes por peso de
muestra. Sin embargo, estos resultados concuerdan con las capacidades
antioxidantes observadas y con los perfiles cromatogréaficos generados por los
extractos durante sus andlisis mediante cromarografia de liquidos de alta
resolucién. La comparacion de los datos del Cuadro 4 muestra que los
flavonoides representan el 30% de los compuestos fendlicos totales, aunque no

se detectd ninguno de los fenilpropanoides utilizados como estandares, ni el
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acido galico. Debido a la limitante de utilizar un mayor nimero de estandares,
para caracterizar quimicamente los demas compuestos, se tendria que proceder
a la purificacibn de los constituyentes, seguida de su caracterizacidén
espectroscopica, o0 recurrir al método analitico que acopla HPLC con

espectrometria de masas.

En un estudio realizado con extractos de plantas que se utilizan por sus
propiedades medicinales y/o comestibles, se muestra el contenido de fenoles
totales y el contenido de flavonoides, asi como la capacidad antioxidante
medida por los ensayos DPPH y FRAP (Andarwulan y col., 2010). Al comparar
los resultados descritos en dicho estudio con los que se obtuvieron en el
presente trabajo, se observa que el contenido de fenoles totales de Crataegus
mexicana es mayor al contenido de especies vegetales de amplio uso, como
Sauropus androgynus, Cosmos caudatus, Centella asiatica, entre otras. En
cuanto al contenido de flavonoides, las hojas de C. mexicana presentaron un
contenido mayor que los extractos de las especies mencionadas anteriormente
(Andarwulan y col., 2010).

6.3 Identificacion y cuantificacion de algunos de los compuestos
presentes en los extractos

Los extractos analizados 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 pudieran ser fendlicos. Sin embargo, en el extracto
metanodlico no hidrolizado, Unicamente se identificd la rutina, mientras que
ninguno de los picos derivados de los extractos de los frutos (por maceracion o
decoccion) coincidié con alguno de los estandares. Por su parte, en el extracto
metanalico hidrolizado en medio acido, se logro identificar, ademas de la rutina,
otros tres flavonoides: (+)-catequina, rutina y kaempferol. La deteccion del
biésido rutina en el extracto hidrolizado, ademas de su aglicona (la quercetina)
indica que las condiciones de hidrélisis no fueron suficientes para completar la
reaccion. Esta observacion lleva a pensar que varios de los picos presentes en

los cromatogramas pudieran consistir en poliésidos que no lograron hidrolizarse

33



para liberar sus respectivas agliconas polifendlicas. A pesar del riesgo de
descomposicion de algunos de los compuestos que eso implica, Unicamente
mediante la modificacion de las condiciones de hidrélisis, como el empleo de
una mayor concentracion de &acido y mas tiempo o temperatura de
calentamiento, combinado con un mayor nimero de estandares, se podra tener
un mejor panorama del perfil de las agliconas presentes en los extractos. Estos
resultados también indican que ninguna de las agliconas empleadas como

estandar se encontraba presente en forma libre en los extractos no hidrolizados.

De los tres estandares encontrados en el EMH, el mas abundante fue la
(+)-catequina con una proporcion de 1.5587 mg/g de material vegetal seco.
Aunque todos estos estandares, con excepcion de la rutina, solo fueron
encontrados en el extracto hidrolizado, sus glicésidos son también importantes,
ya que el organismo humano bien los puede hidrolizar con ayuda de enzimas y
el medio éacido fisiolégico y de esta forma aprovechar sus propiedades

medicinales.

El Cuadro 5 resume los compuestos fendlicos identificados en el extracto

metanolico de las hojas de C. mexicana.

Cuadro 5. Resumen de los flavonoides identificados y algunos de sus datos.

Compuesto Tr promedio (min) Amax (nm) Cantidad obtenida

(/g de hoja seca)

(+)-catequina 13.25 278.5 1.5587 mg
Quercetina 21.30 253.6 'y 264.2 60.72 ug
Rutina 19.90 254.8y 348.9 17.52 ng
Kaempferol 23.65 265.4y 364.2 No cuantificado

Los flavonoides encontrados tienen propiedades medicinales ya descritas
en multiples estudios donde han sido utilizados para tratar diferentes

enfermedades como las Ulceras, la inflamacion, el cancer, la artritis reumatoide,
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enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus, trombosis, entre otras
(Bimlesh y col., 2011).

En un estudio realizado en el 2011, se describen ampliamente las
propiedades biolégicas del kaempferol, donde entre muchas, destacan sus
actividades antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, bactericida,
antiinflamatoria, el papel tan importante que tiene en enfermedades
cardiovasculares, cerebrales y el rol que juega en la prevencion de la
aterosclerosis y la oxidacion de las lipoproteinas (Calder6n-Montafio y col.,
2011). Ese estudio ha relacionado expresamente la cantidad de kaempferol
consumida al dia con la disminucién de cancer en una poblacion de 433
personas, donde se menciona que una cantidad de entre 0.8 y 1.2 mg de
kaemperol consumido al dia disminuye relativamente el cancer de prostata y de
colon (Calderon-Montafio y col., 2011). Esto nos da la pauta para decir que
aunque el Kaempferol encontrado no pudo ser cuantificado en Crataegus

mexicana es de gran interés medicinal.

La quercetina, la cual se encontré en una concentracion de 60.7207 ug/g
de hoja seca, supera la concentracion en algunas especies de plantas
comestibles que se han estudiado para la busqueda de flavonoides, entre ellas
Monochoria vaginalis, Solanum aethiopicum, Ipomoea aquatica, Anredera
cordifolia, Telosma cordata, Telosma cordata, Lycopodiella cernua, Solanum

esculentum y Wedelia trilobata (Ray-Yu y col., 2008).

Otro estudio realizado en plantas tropicales comestibles también muestra
el contenido de flavonoides encontrados en diferentes especies, donde al
comparar con el resultado obtenido en el presente trabajo, se observa que la
guercetina estd en mayor proporcion en C. mexicana que en especies como el
brécoli, el ajo, las hojas del membrillo o belimbi, la zanahoria, el rabano blanco,
la espinaca roja y el amaranto espinoso (Amaranthus Spinousus) (Miean y
Mohamed, 2001.), lo cual sugiere que el consumo de esta planta traeria mejores

beneficios para la salud.
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7. CONCLUSIONES

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

glicosidos, muy importantes para su aplicacion medicinal.

Los flavonoides que se detectaron en el extracto metandlico obtenido de
la hidrdlisis acida del extracto metandlico de Crataegus mexicana fueron: (+)-
catequina, quercetina, rutina y kampferol, de los cuales los primeros tres fueron

cuantificables, siendo la (+)-catequina el flavonoide mas abundante.

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

compuestos fenolicos que no corresponden a los estandares utilizados.

Los perfiles quimicos de la decoccion acuosa (“‘ponche”) y la maceracion
del fruto son muy pobres en metabolitos secundarios; no aportan una cantidad
significativa de compuestos fendlicos, ni procura proteccion significativa contra
radicales libres a través de otro tipo de metabolitos secundarios. Esto no
descarta que los frutos tengan beneficios sobre la salud a través de su valor

nutrimental.

Estos resultados justifican el por qué las hojas tienen mayor uso que los

frutos en la terapéutica tradicional.
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