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INTRODUCCION )4

omo la mayorfa de los productos naturales, la investigacién quimica sobre

flavonoides surgié de la basqueda de nuevos compuestos con propiedades

fisiol6gicas utiles. Ahora bien, si se parte desde la parte mas basica, “flavo”
deriva del latin flavus, el cual, segun el Diccionario de 1a Real Academia Espafiola (DRAE),
se clasifica como un adjetivo y se define como “color entre amarillo y rojo, como el de
la miel o el del oro” (s.f). En consecuencia, los flavonoides son una clase de pigmentos
heterociclicos aromaticos que contienen oxigeno; estan ampliamente distribuidos en las
plantas y representan la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas

(Escamilla, et al., 2009).

Con base en la anterior premisa, no es ilégico pensar como, a través de los afios, y pese
a que la ciencia médica avanza, se desarrolla, crece, mejora y busca posicionarse como
la tnica posible para solucionar los problemas y las diversas enfermedades de todos los
seres vivos. Siempre hay algunos cientificos que vuelven a lo natural, a la tierra y a lo que
nos ofrece el ambiente para encontrar mejores soluciones y otras alternativas mucho mas

sanas, a las que quiza sea mucho mas facil acceder.

No es una mentira para nadie que los seres humanos se han beneficiado de las propiedades
nutricionales y medicinales de los granos, legumbres, pseudocereales, tallos, raices, hojas,
trutas, verduras y sus derivados desde la Antigiiedad. Estas propiedades se atribuyen a los

fitoquimicos asociados con estos tejidos.



En una definicién simple, los fitoquimicos pueden describirse como aquellos compuestos
quimicos cuyas actividades bioldgicas y farmacoldgicas han sido reconocidas durante
muchos afnos. Aunque los fitoquimicos estan presentes en los alimentos, no entran en
la categoria de nutrientes, tampoco son macronutrientes y no pertenecen a los grupos
de vitaminas o minerales. Por tanto, no tienen una funcién energética ni nutritiva, pero
estan presentes en determinados alimentos que aportan diversas funciones beneficiosas.
En consecuencia, los alimentos que contienen fitoquimicos se denominan alimentos

funcionales, porque brindan otros beneficios para la salud, ademas de su valor nutricional.

En una dieta saludable normal, podemos encontrar ciertas cantidades de fitoquimicos
que son suficientes para beneficiar a nuestro organismo. Asimismo, mezclar diferentes
fitoquimicos en un mismo alimento puede potenciar sus efectos mejor que cuando se
toma solo o como suplemento. Para Bimakr et al. (2011), los fitoquimicos mas comunes
son los flavonoides, que han sido ampliamente estudiados por su abundancia y propiedades
bioactivas, como propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antioxidantes,

antimutagénicas, antitromboticas, antivirales, antibacterianas y vasodilatadoras.

En relacién con lo mencionado, Acosta et al. (2015) sefalan que, a lo largo de la historia,
las hierbas medicinales han reflejado conocimientos adquiridos durante miles de afos y
transmitidos por nuestros antepasados como parte del patrimonio cultural de la humanidad.
El rechazo mundial actual a las drogas sintéticas debido a sus efectos secundarios ha
llevado a cientificos y profesionales médicos a explorar el uso de productos naturales
derivados de plantas medicinales para prevenir y tratar de manera efectiva y segura diversas

condiciones de salud en poblaciones de diferentes paises.

En suma, cada uno de los esfuerzos cientificos nacen de la necesidad de buscar soluciones

menos nocivas a las diversas enfermedades que van creandose en consecuencia del



crecimiento poblacional y del uso irresponsable de otros farmacos, alimentos o vegetacion.
Si bien es cierto que los quimicos creados en laboratorios pueden traer consecuencias
nocivas para el desarrollo, no hay que olvidar que estos cumplen con controles de
salubridad que garantizan que el dafo al organismo sea minimo; en ese sentido, y con el
fin de fusionar la medicina tradicional con la farmacologia, es que se hace menester crear

estudios e invertir en investigaciones pertinentes que logren tomar cada uno de los puntos.

El fin de este trabajo fue experimentar con las propiedades polifendlicas de los flavonoides,
los cuales actian como antioxidantes y desactivan los sitios activos de muchas enzimas,
como las fenolasas y las metilesterasas, y se han utilizado durante mucho tiempo como
tintes para lana; incluso, las caracteristicas antioxidantes de algunos polihidroxiflavonoides
pueden usarse para la conservacion de grasas o jugos. A continuacion, se explicaran y
mostraran los resultados del estudio de los flavonoides de la especie Viguiera procumbens
(Persoon) S.F. Blake, cuyo proposito fue aislar y determinar las posibles estructuras de
los flavonoides mediante espectroscopia UV y evaluar la actividad antioxidante de los

flavonoides aislados y sus extractos crudos de partes aéreas.



n los ultimos afios, los investigadores han sefialado diferentes tipos de

flavonoides como factores que influyen en la salud al llevar una dieta rica
en frutas y verduras. Al igual que otros fitonutrientes, los flavonoides son
poderosos antioxidantes con propiedades antiinflamatorias que respaldan el sistema
inmunoldgico. Estos fitonutrientes se han utilizado histéricamente en la medicina
tradicional china para proteger la piel, reparar la funciéon cerebral y regular la presion

arterial y el azticar en la sangre.

Actualmente, el conocimiento sobre los flavonoides esta creciendo exponencialmente,
junto con sus posibles efectos beneficiosos en humanos. Sin embargo, la mayoria de los
profesionales de la salud siguen confundidos acerca de cual es su estructura y qué es
realmente un flavonoide. Aunque todos se consideran pigmentos naturales, no todos los
pigmentos que se encuentran en las plantas son flavonoides, lo que se traduce en que

la investigacion, aunque parezca prometedora, aun necesita de muchos afios de estudio,

e
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experimentos y diversas técnicas para lograr o, por lo menos, obtener resultados éptimos

y que puedan ser considerados exitosos.

En Pérez Trueba (2003), se explica como los flavonoides se producen en las células de
nuestro cuerpo y apoyan los procesos antioxidantes. Los radicales libres se forman cuando
el ser humano (o cualquier ser vivo, en realidad) esta expuesto a ciertas sustancias nocivas
como el hidroxilo y el superoxido; por ejemplo, el smog, la contaminacién o la radiacion
solar. En consecuencia, los flavonoides son capaces de neutralizar estos radicales libres y
prevenir el dafio celular que provocan. Ademas, se ha demostrado que estimulan la sintesis

de ciertas enzimas, que también son antioxidantes, por lo que su efecto es doble.

Actualmente, los flavonoides se consideran componentes indispensables en diversas
aplicaciones nutricionales, farmacéuticas, médicas y cosméticas. Esto se debe a sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerigenas, asi como

su importancia y alta capacidad para regular la actividad de enzimas celulares clave.

La investigacion sobre los flavonoides ha recibido un nuevo impulso con el descubrimiento
de la baja mortalidad cardiovascular y la protecciéon contra la enfermedad coronaria. De
igual manera, hay que destacar que se desconoce el mecanismo de accion de los flavonoides;
sin embargo, se sabe desde hace siglos que los derivados de plantas tienen una amplia
gama de actividades biologicas. Las tendencias actuales en las actividades de investigacion
y desarrollo de flavonoides se relacionan con el aislamiento, identificacion, caracterizacion
y funcién de los flavonoides y, en ultima instancia, su uso para mejorar la salud. Los
conocimientos del acoplamiento molecular y la bioinformatica también se utilizan para

predecir aplicaciones e industrias potenciales (Panche et al., 2010).

En consecuencia, la investigacion actual sobre los flavonoides esta cobrando mucha

importancia, porque la mayoria de ellos protegen contra el dafio oxidante. Por lo general,

1/
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se deben buscar plantas que contengan estos compuestos, como la Bnusica deracea L.,
una especie nativa de Europa (Reino Unido, Dinamarca, Francia y Paises Bajos). Es
comunmente utilizada para tratar la inflamacién croénica del revestimiento del estobmago
y las tdlceras pépticas; también, tiene un alto contenido de compuestos anticancerigenos
y antioxidantes. “En Pert hay variedades de col como ‘col’, ‘verde’, ‘morada o roja™. En
el estudio de Fernandez Rebaza et al. (2015), se utiliz6 para evaluacion etnobotanica y
fitoquimica, segun Olga Lok, la planta Brassica oleracea I, Col morada o “Purple Cabbage”, con
algunas variantes de extracto etanolico de hoja. Luego, el uso de técnicas cromatograficas
permite la separacion de compuestos del extracto, usando sificagel 60 G, el adsorbente
optimo para la separacién de sustancias polares: usando espectroscopia UY-Vis para
sugerir estructuras quimicas que pueden ser responsables de la actividad citotéxica del

cancer o células causantes.

Por lo anterior, se pueden plantear conclusiones aproximadas: por un lado, los flavonoides
son versatiles, universales y necesarios para iniciar una investigaciéon exhaustiva que
tavorezca a todas las personas; por otro lado, por lo observado en diversas fuentes en
varios idiomas, aun no puede verse a los flavonoides como un tema agotado o con verdades

absolutas sobre su desarrollo y actividad quimica en el cuerpo humano.

Como generalidades, Duke (2010) explica que los flavonoides son un grupo de compuestos
bioactivos que se encuentran en los alimentos de origen vegetal. Hasta la fecha, se han
identificado mas de 4000 flavonoides diferentes, y esto puede ser solo la punta del iceberg,
Se ha demostrado que muchos tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Dada
la cantidad de flavonoides potentes que existen, es imposible enumerarlos a todos, pero
es posible que se haya oido hablar en los medios de comunicacién sobre el resveratrol,
una sustancia quimica que se encuentra en la piel y las hojas de las uvas, los cacahuetes, las

moras y algunas malas hierbas no tan apetecibles. El resveratrol previene la formacion de
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coagulos de sangre. Algunos investigadores incluso sugieren que ralentiza el proceso de

envejecimiento a nivel celular.

1.1 Definicion

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular producidas por casi todas las plantas
vasculares. Esta gran clase de compuestos existe en la naturaleza desde hace mas de mil
millones de anos, por lo que interactian con la evoluciéon de muchos organismos. Los
flavonoides desempefan un rol importante en la naturaleza y han estado presentes en las
plantas vasculares a lo largo de la evolucion. Esta relacion entre las plantas productoras de
flavonoides, diversas especies animales y otros organismos puede explicar la extraordinaria
gama de actividades bioquimicas y farmacoldgicas que estos productos ejercen sobre

humanos y otros mamiferos, resultado de la coexistencia o coevolucion de los dos reinos

(Estrada-Reyes et al., 2012).

“Flavonoides” es el término genérico mas usado para referirse a una gran mayoria de
metabolitos vegetales secundarios, los cuales se encuentran en una variedad de frutas
y verduras de colores brillantes (arandanos, ciruelas, manzanas, bayas, naranjas, fresas,
espinacas), quienes protegen las células del cancer que se desarrolla a partir de estas
lesiones u otras enfermedades; sin embargo, los flavonoides no solo se encuentran en
estos alimentos, sino también en el chocolate amargo, las nueces, el mani (los frutos secos

en general), el vino tinto, la soya y el té.

N
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Figura 1
Flavonoide

\_/

Nota. Tomado de Cabrera y Mach (2012).

De igual forma, los flavonoides son uno de los subgrupos de polifenoles naturales que
mas atencion ha recibido en la comunidad cientifica en los ultimos anos. Sus diversas
propiedades biologicas observadas experimentalmente y su abundancia en la dieta, asi
como su presencia en muchas medicinas tradicionales, las convierten en una candidata
atractiva para explicar la relacion entre el consumo de ciertos productos a base de plantas
y la reduccion del riesgo de ciertas enfermedades. Para Alvarez Castro y Orallo Cambeiro
(2003), los flavonoides pueden ser unos fuertes candidatos para curar enfermedades

cronicas o ser el apoyo y complemento de diversos farmacos.

El cuerpo no puede producir estos quimicos protectores, por lo que deben obtenerse a
través de la dieta o suplementos. Se distribuyen ampliamente en plantas, frutas, verduras y
diversas bebidas, y son importantes partes no energéticas de la dieta humana. Ademas de
sus efectos antioxidantes conocidos, los flavonoides tienen otras propiedades, incluida la
estimulacion de la comunicacion de uniones gap, efectos sobre la regulacion del crecimiento
celular y la inducciéon de enzimas de desintoxicacion como la monooxigenasa-450,

dependiente del citocromo P (Martinez-Florez et al., 2002).
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Los flavonoides son compuestos aromaticos que pueden existit en forma libre o
en combinacién con glucdsidos. Se producen mas de veinte de estos metabolitos,
principalmente en las hojas (Angeles Lopez et al., 2014). En resumen, los flavonoides son
una serie de compuestos quimicos que se encuentran de forma natural en muchas frutas y
verduras. También, se encuentran en productos vegetales como el vino, el té y el chocolate.
Hay varios tipos diferentes de flavonoides en los alimentos, y cada uno se descompone
de diferentes maneras en el cuerpo. Los flavonoides son ricos en actividad antioxidante
y ayudan a proteger el cuerpo de las toxinas diarias. Agregar mas flavonoides a la dieta es
una excelente manera de ayudar al cuerpo a mantenerse saludable y posiblemente reducir

el riesgo de ciertas enfermedades croénicas.

Segun Ullah et al. (2020), los flavonoides se han utilizado en tintes naturales, en
cosméticos y productos para el cuidado de la piel y como agentes antiarrugas cutaneas.
Sin embargo, las aplicaciones mas pronunciadas de estos polifenoles se encuentran
en el campo de la medicina. Los flavonoides se han utilizado ampliamente como
agentes anticancerigenos, antimicrobianos, antivirales, antiangiogénicos, antipaltidicos,
antioxidantes, neuroprotectores, antitumorales y antiproliferativos. Los extractos de
cascara de manzana ricos en flavonoides inhiben la acetilcolinesterasa (ACE) in vitro y son
un agente antithipertensivo eficaz. También, previene los trastornos cardiometabodlicos y

muestra una mejor conservacion del rendimiento cognitivo con el envejecimiento.

1.2 Estructura quimica, clasificacidn y sintesis

Quimicamente, segun Cartaya (2013), estas sustancias tienen un caracter fenodlico
caracterizado por dos anillos aromaticos de benceno conectados por un puente de tres
carbonos, con la estructura general C6-C3-C6, con o sin formacién de un tercer anillo.

De igual forma, Rodriguez De Luna et al. (2020) estudian estos compuestos y concluyen

Q%g-
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que los flavonoides se clasifican principalmente en catorce grupos, teniendo en cuenta

la naturaleza quimica de la molécula y las posiciones de los grupos sustituyentes en los

anillos A, By C. A continuacion, se muestran los tipos mas conocidos:

b.

d.

O,

&

Auronas: en las auronas, por la posicion de los grupos, el anillo piranico de las chalconas

se convierte en un anillo furano.

Flavanonas: las flavanonas hidroxiladas se presentan en forma libre o combinadas
como glucésidos en flores, hojas, frutos, etc. Parecen ser de distribucién general,

especialmente en plantas superiores.

Isoflavonas: se encuentran comunmente en las leguminosas. La 3-fenilcromen-4-ona
es el esqueleto base de los isoflavonoides, que se forma durante la via biosintética,

donde un anillo bencénico migra de la posicion 2 a la posicion 3 del anillo central.

Flavonas: estos flavonoides tienen la estructura quimica general de 2-fenil-1-benzopiran-

4-ona. Se encuentran principalmente en productos alimenticios como la miel y las uvas.

Flavonoles: quimicamente, estos flavonoides tienen como columna vertebral la
estructura de la 3-hidroxiflavona y se sabe que estan presentes en una amplia variedad

de frutas y verduras.

Antocianidinas: este tipo de flavonoide se encuentra en la mayoria de las frutas silvestres
Antocianidi te tipo de fl id tra en la mayoria de las frutas silvestres,
especialmente en las que tienen un color purpura. Su constitucion estructural se basa

en el 2-fenilbenzopirilio.

Antocianinas: estos flavonoides presentan una estructura similar a las antocianidinas,
solo que las antocianinas tienen una parte glucosilada unida al sustituyente de oxigeno

del carbono 3. También se encuentran en los frutos rojos.

7Y
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1.3. Métodos de separacion

Segun Bimakr (2011), los flavonoides son metabolitos secundarios sintetizados por plantas
que brindan color y protecciéon UV y se consideran los pigmentos mas comunes junto con
la clorofila y los carotenoides. También ayudan a prevenir la oxidacién de grasas y protegen
las vitaminas y las enzimas vegetales. Para estas aplicaciones, los cientificos han tratado de
extraer flavonoides de plantas utilizando métodos creativos. Uno de los métodos basicos
(tradicionales) en las primeras etapas de la extraccion de flavonoides es calentar plantas
sumergidas en agua. Los antiguos pudieron obtener los compuestos de interés utilizando
este método simple. Las variaciones de estos métodos se han ampliado a lo largo de los
afios con la mejora de la extraccion de fitoquimicos y el uso de equipos mas sofisticados

(métodos no convencionales).

Los métodos tradicionales de extraccion de plantas, como la destilacion al vapor, la
extraccion con solventes organicos, etc., a menudo toman horas o incluso dias, lo que
resulta en una gran cantidad de solvente que se desperdicia en el proceso de extraccion.
Ademas de las dificultades en el paso de extraccion, la separacién solvente/solucion
conduce a la degradacion de los componentes termolabiles y el producto puede contener
trazas del solvente utilizado, lo que reduce la evaluacion de la calidad del rendimiento de

extraccion (Liza et al., 2010).

Lo que se presenta a continuacion son diversas variantes y posibilidades de los métodos de
separacion, los cuales tienen sus pros, sus contras, y sus diferentes métodos de aplicacion,
elaboracion; por lo tanto, sus resultados variaran conforme a lo que se emplea y lo que se

desea buscar en un primer lugar.
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1.3.1. Extraccion

Los métodos de extracciéon comunmente utilizados para flavonoides incluyen métodos
convencionales como la extraccion liquida, la extraccion Soxhlet y la extraccion ultrasénica,
o métodos avanzados como la extraccion supercritica y subcritica y la extraccion con fluido
presurizado. Los investigadores estan explorando otros posibles métodos que sean mas
respetuosos con el medioambiente y utilicen menos energfa y menos disolventes, a la vez
que proporcionan mayores rendimientos (Routray y Orsat, 2012). Es asi que la extraccion
de flavonoides se realiza a partir de material fresco, pero la extraccion también se puede
realizar a partir de material seco si el proceso de deshidrataciéon no cambia la composicion
de flavonoides. Los métodos de extraccion se dividen en métodos tradicionales y avanzados.
La diferencia es que los primeros utilizan disolventes organicos que tienen afinidad por la
muestra, mientras que los métodos avanzados se basan en nuevos métodos que pretenden

sustituir a los disolventes.

Oliveira Chaves et al. (2020) sefialan que no hay duda de que la eleccion del solvente es
una variable importante en cualquier método de extraccion. Los solventes de extraccion
deben elegirse principalmente en funcion de la solubilidad y la fuerza de interaccion con
la matriz. Las propiedades del solvente a considerar incluyen polaridad, pH, viscosidad,
tension superficial, presion de vapor, punto de fusion, punto de ebullicién, densidad,
gravedad especifica y su efecto sobre la pureza y actividad de los compuestos extraidos.
Estos factores deben tenerse muy en cuenta, principalmente porque reducen el umbral de

cavitacion e inhiben la eliminacién de compuestos de la matriz.

o
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Figura 3
Propiedades del solvente en la extraccion de los flavonoides

&

@-

Nota. Adaptada con base en los estudios de Oliveira Chaves et al. (2020).
El procedimiento de extraccion 6éptimo a utilizar depende de:
a. El tipo de flavonoide a extraer

b. Si la extraccidn tiene fines cualitativos o cuantitativos

Las antocianinas se extraen facilmente del suelo o del material vegetal triturado, como

pétalos de flores o bayas, utilizando disolventes acidificados a temperatura ambiente.

M
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Ia dltima practica es utilizar acido férmico, acido acéticol.3.2. o acido trifluoroacético
(TFA) como componente acido, ya que es menos probable que provoquen hidrélisis o

desacilacion durante el procesamiento (Rice-Evans y Packer, 1998).

1.3.2. Aislamiento y purificacion

Segun Soto et al. (2011), la versatilidad, simplicidad y bajo costo de la purificaciéon por
adsorcion la hacen atractiva para la recuperacion selectiva de varios fenoles y polifenoles.
La adsorcién también tiene otras ventajas como la selectividad, menos efectos ambientales
y toxicologicos. Sin embargo, si se requiere una caracterizacion detallada de la interaccion

entre la resina y los fenoles de plantas individuales para el desarrollo de esta técnica.

En complemento, otro estudio similar incluye a la cromatograffa a contracorriente de alta
velocidad (HSCC), 1a cual también se usa para la extraccion y purificaciéon de flavonoides
usando un sistema de solvente de dos fases con flujo paralelo en direcciones opuestas.
Ademas, la HSCC también ha realizado varios tipos de procesos de eluciéon en gradiente;
por lo tanto, puede usarse no solo para la eliminacién de impurezas en extractos crudos,
sino también para la purificacion de productos finales. Ademas, se pueden obtener algunos

compuestos puros incluso a partir de extractos crudos sin pretratamiento de las muestras

(Duo-Long et al., 2011).

1.3.3. Cromatografia de Papel Bidimensional

Este es un procedimiento en el que todos o algunos de los componentes de la muestra,
separados, se someten a pasos de separacion adicionales. Esto se puede hacer, por ejemplo,
enviando una fraccion especifica eludida de una columna a otra columna con diferentes
propiedades de separacion. Cuando se combinan varios pasos de separacion adicionales se

denomina cromatograffa multidimensional.
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El término cromatografia se remonta al botanico ruso Mikhael Semenovich Tswett, quien,
en 1900, lo utiliz6 para describir el proceso empleado para separar los pigmentos de las
hojas de las plantas. Afiadi6 extracto de estas hojas en éter de petréleo a columnas de vidrio
que contenfan carbonato calcico en polvo. La separacion se observaba por las diferentes
coloraciones que aparecian en la columna. Asi, el término “cromatografia” deriva del
griego chrom (color) y graphe (escribir), aunque Tswett indico que el método no depende

del color, solo facilitar la visualizacion de las fracciones separadas (Oliveira y Silva, 2017).

De igual forma, Martins et al. (2020) comentan que la cromatografia de papel (CP) es una
técnica fisico-quimica de separacion de mezclas ampliamente utilizada en laboratorios para
la identificacién de compuestos organicos e inorganicos. Esta técnica consiste en separar
los componentes de una muestra debido al desplazamiento diferencial de solutos que son
arrastrados por una fase movil, siendo selectivamente retenidos por una fase estacionaria

liquida, la cual es agua, generalmente.

La cromatografia es una técnica ampliamente utilizada en todas las ramas de la ciencia para
separar, identificar y determinar componentes quimicos en mezclas complejas, e incluye
métodos de separacion basados en las propiedades fisicas de determinados materiales
que interactuan con sustancias o mezclas de estas. Teniendo en cuenta sus propiedades
quimicas, permiten separar y analizar la composicion de la mezcla. A medida que la
tecnologia ha evolucionado, las técnicas cromatograficas se han diversificado y mejorado

su capacidad para resolver mezclas de diferentes propiedades (Sgariglia et al., 2010).

1.3.4. Cromatografia de Capa Fina

Es ideal cuando se trabaja con un pequefio numero de especies o se realizan pequefias
reacciones. Esta tecnologia puede incluso rastrear el proceso de reaccion. La herramienta

se basa en el principio de adsorcién entre dos fases, donde la separacién se realiza
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segun el coeficiente de distribucién de las moléculas de la muestra. La TLC (Thin Layer
Chromatography) puede determinar la pureza de los compuestos, identificar y comparar
analitos y monitorear reacciones, razon por la cual se usa ampliamente. En la actualidad,
la técnica es facil de entender e implementar, puede lograr la separacién en poco tiempo,
es versatil y de bajo costo. Aunque este método es uno de los mas utiles en el analisis
quimico cualitativo, algunos investigadores lo consideran obsoleto, por lo que a menudo

se subestima su utilidad (Vallejo-Rosero et al., 2021).

La TLC es un método importante en quimica y bioquimica para la separacion y el analisis de
diversas mezclas moleculares, y puede utilizarse para separar iones inorganicos, moléculas
organicas y mezclas de compuestos bioorganicos como pigmentos, lipidos, aminoacidos,
nucleotidos y azucares. Las placas de TLC suelen constar de una capa de 0,1 mm de material
adsorbente adherida a una capa o soporte de plastico. El adsorbente consta de muchas
placas microscopicas. Estas superficies proporcionan una gran area para la separacion
cromatografica. Después de aplicar una pequena cantidad de solucién de muestra a la
superficie del sorbente y dejar que se seque, se coloca la placa en un vaso de precipitados
que contenga el solvente apropiado. Solo el borde de la placa mas cercano a la muestra esta
en contacto con el solvente, el cual se inyecta en el material adsorbente seco y sube por la
placa llena de muestra. LLa movilidad de los componentes de la muestra en el adsorbente

depende de su estructura quimica.

La cromatografia en capa fina tiene varias ventajas sobre otros métodos de cromatografia
(columna, papel, fase gaseosa...), porque requiere instrumentos mas sencillos. Se necesita
mucho menos tiempo para lograr la separacion, que suele ser mejor. Se pueden usar
reveladores agresivos que pueden destruir cromatogramas en papel. El método es simple
y los resultados son facilmente reproducibles, lo que lo convierte en un método adecuado

para fines analiticos.

<
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En otra definicién y uso de la técnica, Quiroga (2013) menciona que la cromatografia en
capa fina (TLC) es una forma de cromatografia de adsorcién en la que la fase movil se
gufa por capilaridad a través de una fase estacionaria (adsorbente) que actia como una
capa fina uniforme sobre un sustrato inerte (vidrio, plastico o el papel de aluminio). La
TLC puede considerarse como una cromatografia de lecho abierto, donde el mecanismo
de separacion suele basarse en el proceso de adsorcion, pero también puede ocurrir un
proceso de descomposicién o una combinacioén de ambos efectos, dependiendo del tipo
especifico de adsorbente, su preparacion y uso. Por ejemplo, si la fase movil contiene agua,
metanol u otros solventes altamente polares, este liquido puede adsorberse de la fase mévil

que avanza, convirtiendo la adsorcién en un sistema de cromatografia de particion.

1.3.5. Cromatografia de Columna

Esto implica realizar la técnica en una columna adsorbente, lo que facilita el proceso. Los
compuestos que pasan por la columna se lavan completamente y se separan en diferentes

matraces. El adsorbente utilizado puede ser alimina o gel de silice (Alvarado, s.f).

La cromatografia en columna es un método de separaciéon de mezclas basado en la
adsorcion. En esta técnica, la mezcla a separar se inyecta por la parte superior de la columna
y el eluyente (es decir, el disolvente) se introduce por la parte inferior. Los componentes
de las columnas de escultura y la mezcla estan separados por la interacciéon adsorbente en
la columna de cromatografia. Los componentes de la mezcla se mueven en el espectro de
color a diferentes velocidades, las cuales son las que permiten que la mezcla se separe en

sus diferentes componentes.

En suma, la cromatografia en columna se basa en la interaccion de los componentes de la
mezcla y el adsorbente (la sustancia que se encuentra en la columna). LLos componentes

de la mezcla se adsorben en la superficie del adsorbente en funciéon de su interaccion



Estructura y efecto antioxidante de flavonoides aislados

Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake f];{.

quimica. El fenémeno de que un determinado componente de la mezcla permanezca en

la superficie del adsorbente se denomina adsorcion.

En relacién con lo anterior, se conoce a la adsorcién como una interaccion quimica en la
que los atomos o moléculas de una sustancia se adhieren a la superficie de otra sustancia.
El adsorbente se selecciona con base en su interacciéon quimica con los componentes de la
mezcla. Por ejemplo, si se va a separar una mezcla de compuestos organicos, se puede usar
un adsorbente como el diéxido de carbono. La interaccién quimica entre el adsorbente
y los componentes de la mezcla es débil, por lo que los componentes de la mezcla se

desorben facilmente del adsorbente.

La desorcion es el proceso por el cual se liberan atomos o moléculas de la superficie de
una sustancia (proceso en el que se libera una sustancia preadsorbida de la superficie).
Generalmente, la desorcion ocurre cuando una molécula dada gana suficiente energfa para

superar la energfa limitante que previamente le permitia unirse a la superficie.

1.3.6. Espectroscopia ultravioleta-visible (U1-1715)

En el estudio de Luna et al. (2022), se argumenta que los flavonoides son un grupo
importante dentro de los compuestos polifenolicos derivados del metabolismo secundario
de las plantas, son marcadores quimicos y farmacolégicos de gran 1.4. radiacion incidente.
La eficiencia con la que una molécula absorbe energfa a una determinada longitud de onda
depende de la estructura atomica y de diversas condiciones ambientales (temperatura, pH,

fuerza i6nica, etc) (Camelino et al., 2018).

1.4. Funciones y propiedades

Losflavonoidessonsélidos cristalinos de colorblanco oamarillo palido. Sus heteroglucésidos

son solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos polares, pero insolubles en

7y
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disolventes no polares. Sin embargo, en estado libre son poco solubles en agua, pero mas

o menos solubles en disolventes organicos oxigenados segin su polaridad.

Por otro lado, son sustancias facilmente oxidables y por tanto tienen un efecto antioxidante
porque se oxidan mas rapido que otro tipo de sustancias. Ademas, un estudio sefialé que
estas sustancias interfieren con la agregacion plaquetaria y, por lo tanto, tienen un efecto
antitrombotico potencialmente beneficioso. A su vez, también previenen la oxidacion de

lipoproteinas, como el colesterol, y asf reducen la aterosclerosis (Lépez Luengo, 2002).

El mecanismo de accién y las posibles moléculas diana de los flavonoides han sido objeto
de investigacion biomédica. Pueden estar involucrados en la expresion de proteinas y su
funcién, ya que regulan la actividad catalitica de varios tipos diferentes de enzimas. Los
efectos inhibidores de los diferentes flavonoides varfan mucho, ya que la misma molécula
puede requerir concentraciones muy bajas para inhibir una enzima, pero concentraciones

altas para actuar sobre otra enzima (Alvarez Castro y Orallo Cambeiro, 2003).

Farmacologicamente, los flavonoides son conocidos por su baja toxicidad y generalmente
tienen efectos de vitamina P en los vasos sanguineos (protecciéon de las paredes de los
vasos sanguineos debido a la reduccién de la permeabilidad y al aumento de la resistencia
capilar). También tienen efectos antioxidantes, pueden inhibir la peroxidacion de lipidos,

tienen efectos antimutagénicos y la capacidad de inhibir varias enzimas.

El efecto antioxidante de los flavonoides depende principalmente de su capacidad para
reducir los radicales libres y quelar metales, evitando que los radicales libres catalicen
reacciones. También actuan inhibiendo los sistemas enzimaticos relacionados con la
tuncién vascular, como: la catecol O-metiltransferasa (COMT), que aumenta la duracion

de accién de las catecolaminas que afectan la resistencia vascular; histidina descarboxilasa,
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que afecta la accién de la histamina; fosfodiesterasas, por lo que inhiben la agregacion y

adhesion plaquetaria (Lopez Luengo, 2002).

El creciente interés en los flavonoides esta relacionado con su amplia gama de actividades
farmacoldgicas, y se han descrito efectos protectores en diversas condiciones patolégicas,
como isquemia cardiovascular, diabetes, aterosclerosis y cancer. Incluso, los flavonoides
se han propuesto como una terapia alternativa para las enfermedades neurodegenerativas
debido a sus efectos beneficiosos por su capacidad para modular la actividad neuronal y

prevenir la neurodegeneracion.

Ademas, se ha demostrado que el consumo de flavonoides mejora los procesos cognitivos,
posiblemente al proteger las neuronas propensas a la muerte y al mejorar la funcién
neuronal existente. Dada la importancia recientemente descubierta de los flavonoides, se

han utilizado para tratar la degeneracion neuronal en condiciones como la enfermedad de

Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP) (Limén et al., 2010).

Para Duarte y Pérez-Vizcaino (2015), los flavonoides desempefian un rol beneficioso y
provechoso en la prevencion de varias enfermedades, incluyendo el cancer, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas. La evidencia que se ha venido exponiendo gracias
al reciente interés de estos compuestos respalda el papel benefactor de los flavonoles en la

enfermedad cardiovascular y los posibles objetivos moleculares relacionados.

En otros estudios e investigaciones se ha visto cémo los flavonoides son compuestos
tenolicos incluidos en la dieta humana basica, caracterizados por diversas actividades como
agentes antioxidantes, antiinflamatorios y antivirales, y tienen efectos protectores contra
enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas enfermedades como las protozoarias

ya que los flavonoides son una gran fuente para encontrar nuevos candidatos a farmacos

1
rifé.
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protozoarios que sean mas efectivos y menos toxicos que los que se usan actualmente para

el tratamiento (Ramirez et al., 2010).

1.5. Localizacion en los alimentos

Las propiedades antioxidantes de los flavonoles los convierten en uno de los subgrupos de
flavonoides mas analizados, estudiados e investigados. Estos fitoquimicos se encuentran
principalmente en vegetales, frutas y bebidas de origen vegetal como el té verde, el té
negro y el vino tinto. Las manzanas, las uvas, los tomates, las cebollas, el brocoli y la
lechuga roja son fuentes importantes de flavonoles. El pterostilbeno, un flavonoide de
arandano, ha demostrado en varios ensayos clinicos que es tan eficaz como el farmaco

comercial ciprofibrato (Lipanor) para reducir el colesterol (Duke, 2010).

Entre los diversos flavonoles dietéticos, la quercetina es el flavonol mas abundante en
los alimentos. Se encuentra en una variedad de frutas y verduras, pero es mas alto en las
cebollas. Las fuentes dietéticas de quercetina varfan de un pais a otro segtn la disponibilidad
de alimentos. Por ejemplo, en Japon y los Paises Bajos, la principal fuente de quercetina es
el té y en Italia, el vino. Las cebollas y las manzanas son las principales fuentes alimenticias
de quercetina en Finlandia, Grecia y Estados Unidos. La quercetina se encuentra en las
plantas en varias formas de glucésidos, la mas comuin de las cuales es la quercetina-3-

ramnoglucoésido o rutina.

En los estudios de Duke (2010) se explica que las cebollas proporcionan muchos de los
mismos compuestos de azufre que el ajo, pero debido a sus altos niveles de flavonoides,
especialmente quercetina, contribuyen atin mas a la alimentaciéon. Varios estudios han
demostrado que este flavonoide puede reducir la tendencia de las plaquetas de la sangre
a pegarse e incluso proteger contra ciertos tipos de cancer. Hasta el momento, no se ha

encontrado ninguna fuente alimenticia de quercetina que sea mejor que la piel de cebolla.
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Cuando se usan con vegetales, tienen un efecto antimicrobiano, ya que destruyen virus,

bacterias y patogenos microscopicos. Ademas, diversos estudios demuestran que tienen
propiedades que reducen el riesgo de enfermedades del corazén, razén por la cual se
consideran metabolitos saludables. Otro de los beneficios de los flavonoides es su efecto
anticancerigeno, muy valorado en medicina por sus propiedades que previenen la formacion

de tumores malignos (Hernandez Guiance et al., 2019).

Se ha demostrado que los flavonoides que se encuentran en los extractos de frutas citricas
inhiben el crecimiento de un gran grupo de células microbianas infecciosas, lo que hace
que estos compuestos sean utiles como agentes antivirales, antifingicos y antibacterianos.
Los flavonoides que se encuentran principalmente en varios citricos incluyen hesperetina,
hesperidina, luteolina, naringenina, naringina, naringina, neohesperidina, nobiletina y
tangeretina (Damian-Reyna et al., 20106).

Tabla 1
Flavonoides comunes, su fuente frecuente y subclase

Flavonoide Subclase Fuente Comun
Apigenina Flavona Cerveza, Aceite De Oliva, Hierbas
) Catisgtion Flavanol T¢é Verde, Vino, Bayas, Manzanas, Platanos, Ca-
cao, Cerveza,
Crisina Flavona Mburucuya
Cianidina Antocianidinas Uvas, Cerezas, Manzanas, Ciruelas
Cianidina-3-Glucésido Antocianina Bayas, Aceituna, Naranja, Granada, Vino
Cianidina-3-Rutinésido Antocianina Bayas, Cereza, Oliva
Delfinidina Antocianidinas Flores
Delphinidin-3-Glucésido Antocianina Bayas, Granada, Vino
()-Epicatequina Flavanol Cacao, Cerveza, T¢, Vino, Bayas, Manzanas, Pla-
tanos
Galato De Epigalocatequina Flavanol Té Verde
Hesperidina Glucdsido de Naranja, Pomelo, Limén, Menta
Flavanona
Kaempferol Flavonoles Bayas, Alcaparras, Comino, Clavo, Vino
Luteolina Flavona Orégano, Alcachofa, Oliva, Salvia, Tomillo
Mortin Flavonoles Fresa

ey
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Flavonoide Subclase Fuente Comun
Miricetina Flavonoles Cerveza, Vino, Grosella Negra
Naringenina Flavanona Orégano, Almendra, Pomelo, Vino
Naringina Glucdsido de Romero, Pomelo, Naranja, Vino
Flavanona
Peonidina Antocianidinas Frijol Negro
Pinocembrina Flavanona Orégano
. Orégano, Alcaparras, Clavo, Cebolla, Tomate,
Quercetina Flavonoles ° Cacao,?\/[anzanas, Bayas, Vino
Quercetrina Glucdsido de Bayas, Vino, Aceitunas, Lechuga, Judias Verdes
Flavonol ’ ’ ’ ’
Sinensetina Flavqna Naranja
O-Metilada
Mandarina Flavgna Naranja
O-Metilada
Tricetina Flavona Salvado De Atrroz

Nota. Adaptado de Li y Paxton (2013).

Solo una pequefia fraccion de los flavonoides ingeridos se absorben intactos, y la tasa y
el grado de absorcion varian mucho segin muchos factores, incluida la estructura de la
molécula, la matriz en la que se une y las interacciones con otros componentes; incluso
las diferencias individuales entre individuos, como la edad, el sexo y la composiciéon de la
microbiota colénica. Después de la ingestion, los flavonoides pasan a través del estbmago
hacia el intestino delgado, donde tiene lugar la primera etapa del metabolismo. Después de
la absorcion en las células epiteliales del intestino delgado, los flavonoides experimentan
un metabolismo de fase II para formar metabolitos conjugados que ingresan al torrente
sanguineo a través de la vena porta. Sin embargo, solo el 5-10 % de la ingesta total de
polifenoles se absorbe en el intestino delgado, mientras que los flavonoides mas grandes
restantes ingresan al intestino grueso, donde la microbiota colonica puede descomponerlos
en metabolitos absorbibles de bajo peso molecular. Una vez en la sangre, los metabolitos
son transportados a través del cuerpo, donde actian sobre los tejidos relevantes o son
transportados al higado para su posterior metabolismo y finalmente eliminados. La amplia

variacion en la biodisponibilidad de los flavonoides dificulta el estudio de sus efectos in
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vivo y puede generar inconsistencias en la literatura (Thilakarathna et al., 2013; Rodriguez-

Mateos et al., 2014., Cardona, 2013, como se cit6 en Rees et al., 2018).

1.6. Farmacocinética

En una definicién sencilla y sin entrar en términos médicos ya que no le competen a esta
investigacion, la farmacocinética puede definirse como aquella rama de la farmacologia
que estudia las concentraciones de farmacos en el cuerpo a lo largo del tiempo y desarrolla
modelos para interpretar estos datos para estimar o predecir los efectos terapéuticos o

toxicos de los farmacos (Tébar, 2013).

En consecuencia, a lo anterior y segun todo lo que se ha mencionado, puede decirse
que los flavonoides son una de las familias mas interesantes de compuestos naturales.
Su amplia gama de actividades biologicas y su abundancia en la dieta humana los hacen
dignos de atencién para estudios farmacologicos. Actualmente, las areas mas estudiadas de
los flavonoides son las enfermedades cardiovasculares y el cancer, dos grandes problemas

de salud en el mundo occidental (Alvarez Castro y Orallo Cambeiro, 2003).

Ademas, en otras investigaciones como la de Escamilla Jiménez et al. (2009), se explica que
los flavonoides son compuestos no lipofilicos, y la presencia de grupos fenolicos (sulfatos
y conjugados glicosilados) facilita su eliminacion. En complemento, Duarte y Pérez-
Vizcaino (2015) dicen que los flavonoides generalmente se toman de la dieta en forma de
mezclas complejas de varios compuestos flavonoides y otras sustancias activas. Después
de la administracion oral, los flavonoides son modificados quimicamente por enzimas del
huésped y de la microbiota en el tracto gastrointestinal, absorbidos y metabolizados en la
pared intestinal, el higado y los tejidos periféricos. LLa matriz alimentaria también afecta el
metabolismo ylaabsorcion en el tracto gastrointestinal. .a mayoria de estas sustancias estan

presentes en concentraciones por debajo del rango micromolar y no son detectadas por los

o
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métodos analiticos convencionales, por lo que solo unos pocos compuestos han llamado
la atencién de los cientificos. Sin embargo, las bajas concentraciones no necesariamente

indican que una sustancia altamente potente carezca de actividad biolégica.

1.7. Funciones antioxidantes

Segun la definicion, los antioxidantes son sustancias que previenen o previenen la
sustratoxidacion oxidativa, aunque la concentracién es menor que el sustrato. Las células
y los 6rganos humanos tienen antioxidantes y pueden ser proteinas enzimaticas en lugar
de iszimaticas o de unién. Actan sinérgicamente para neutralizar varias especies reactivas
de oxigeno y formar una red antioxidante. Asimismo, la piel esta dotada de una red
antioxidante protectora de enzimas, que es la mas importante y primera barrera contra
los radicales libres, como el glutation peroxidasa, el superéxido dismutasa y la catalasa;
ademas, contiene antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular como vitamina
E, vitamina C, glutatién, acido turico y carotenoides. En general, la epidermis tiene
una mayor concentracion de antioxidantes que la dermis y por tanto tiene una mayor
capacidad antioxidante. Como dato curioso, las concentraciones de antioxidantes fueron
mas altas en las capas mas profundas de la epidermis; esto podria explicarse por una mayor
presion parcial de O2 en las capas superficiales, lo que induce estrés oxidativo y conduce

al agotamiento de antioxidantes (Mariaca et al., 2016).

Segun Ciappini et al. (2013), 1a capacidad antioxidante de los alimentos ha atraido mucho
interés. Los extractos con capacidad antioxidante ya se comercializan como ingredientes
alimentarios, y algunos productos alimentarios comercializados anuncian esta propiedad

como un beneficio esencial para proteger la salud o prolongar la vida util del producto.

Sus propiedades biologicas, que han recibido mayor atencion, son sus efectos antioxidantes

que han sido objeto de numerosos estudios, principalmente en estudios clinicos y
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nutricionales, considerando las dosis farmacoldgicas de antioxidantes dietéticos que por
lo general son recomendadas a nivel mundial, ya que al parecer poseen combinaciones de
vitaminas (E, C y betacaroteno), que no son dafiinas ni perjudiciales, por lo que es mejor
que la alimentacién de la persona contengan una mezcla de flavonoides y taninos para un

mejor efecto antioxidante (Pérez Trueba, 2003).

Los flavonoides son un ejemplo de compuestos antioxidantes naturales ampliamente
distribuidos en los alimentos vegetales que se encuentran en la dieta humana normal.
La evidencia epidemiolégica sugiere que los flavonoides de la dieta pueden ejercer
efectos protectores contra las enfermedades cardiovasculares como el ataque cardiaco o
el accidente cerebrovascular a través de mecanismos antiateroscleroticos, antioxidantes,
antiplaquetarios, vasodilatadores e hipotensores. Una de las mayores fuentes dietéticas de
flavonoides en la poblacién mundial es el té, que contiene principalmente catequinas, un

tipo especial de flavonoides (De Luis y Aller, 2008).

La capacidad de combatir la enfermedad de Alzheimer en varios frentes simultaneamente
se basa en tres propiedades diferentes de los compuestos flavonoides. Inhiben la actividad
de la enzima AChE, que es responsable de reducir los niveles de acetilcolina en el cerebro.
También tienen una importante actividad antioxidante que previene la exacerbacion del
dafio oxidativo. Ademas, inhiben un proceso quimico llamado glicosilacién, que promueve
los cambios que ocurren cuando las proteinas se unen para formar placas de beta-amiloide

(Elsevier, s.f).

Los flavonoides pueden influir en varios sistemas enzimaticos y funciones biologicas en
los mamiferos. La capacidad antioxidante es la mas estudiada de sus funciones biologicas.

Sin embargo, muchos flavonoides también exhiben efectos antitromboticos, inhibicion de
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la activacion de leucocitos e incluso actividad vasodilatadora vy, por lo tanto, tienen efectos

anticardiovasculares potenciales.

Otros flavonoides (especialmente isoflavonas) obtenidos de plantas tradicionalmente
utilizadas como plantas medicinales han mostrado actividad antibacteriana, antifungica y
antiviral contra especies resistentes a antibioticos y contra la infecciéon por Helicobacter
pylori. Finalmente, también se les atribuyen posibles propiedades antialérgicas y protectoras
de los vasos sanguineos y del higado, asi como efectos sobre los ojos y enfermedades
neurodegenerativas. También cabe mencionar la posible relaciéon entre la ingesta de

flavonoides y la prevencion y desarrollo de ciertos tipos de cancer, especialmente el de

pulmén (Cabrera y Mach, 2012).

Figura 4
Flavonoides en los alimentos
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1.7.1. Determinacion del efecto antioxidante

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de sus propiedades quelantes del hierro
y de eliminacién de radicales libres, asi como de su inhibicion de las enzimas oxidativas:
lipoxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y xantina oxidasa; Asi, evita la formacién
de oxigeno activo e hidroxiperdxidos organicos. Ademas, se ha demostrado que inhiben
enzimas indirectamente implicadas en los procesos de oxidacién, como la fosfolipasa A2;
mientras estimula a otros con propiedades antioxidantes reconocidas como la catalasa y el

superéxido dismutasa (Escamilla Jiménez et al., 2009).

En el espectro de los antioxidantes, los polifenoles son flavonoides destacados que han
demostrado tener actividad antioxidante capaz de inhibir la formacién de radicales libres,
como los grupos superoxido e hidroxilo, conocidos como especies reactivas de oxigeno
(ROS), capaces de causar dafio celular. desencadenando diversas enfermedades cronico-
degenerativas. Se han estudiado varios alimentos, como los arandanos, el vino tinto, el
té verde y el cacao, por sus propiedades antioxidantes y su asociacién con la proteccion
contra estas enfermedades. Esto se concluyé debido al alto contenido de compuestos
tenolicos, y la mayoria de los autores concluyeron que las dietas ricas en polifenoles

reducen significativamente el riesgo de enfermedades crénico degenerativas (Gonzalez-

Jiménez et al., 2015).

En los dltimos anos, numerosos estudios han confirmado los efectos beneficiosos de la
ingesta de polifenoles sobre la salud, especialmente sobre el sistema cardiovascular. Esto
es importante porque la enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en
todo el mundo. El efecto de los polifenoles se debe principalmente a sus propiedades
antioxidantes. Estos compuestos tienen un efecto vasodilatador y ademas mejoran el perfil

lipidico y reducen la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Tienen un
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efecto antiinflamatorio pronunciado y, a su vez, estos compuestos pueden modular el

proceso apoptoético de las células endoteliales vasculares (Quifiones et al., 2013).

1.8. Mecanismos prooxidantes

Un prooxidante es una “sustancia que puede producir subproductos del oxigeno del
metabolismo que pueden dafar las células” (Instituto Nacional del Cancer, s.f). Los
prooxidantes se definen como sustancias quimicas que causan estrés oxidativo, generalmente
mediante la produccién de especies reactivas o mediante la inhibiciéon de los sistemas
antioxidantes. Los radicales libres se consideran prooxidantes, aunque sorprendentemente,
los antioxidantes también pueden ser prooxidantes dependiendo de su concentraciéon y la

naturaleza de las moléculas vecinas (Villanueva y Kross, 2012).

Aunque los efectos antioxidantes de los flavonoides estan ampliamente documentados,
existen muchos estudios que reportan su actividad prooxidativa, que parece depender
de su concentraciéon y es proporcional al numero total de grupos OH en la molécula,

especialmente en el anillo B (Perron et al., 2011).

Y



n los ultimos afios se ha incrementado la investigacién y el uso de productos

naturales, especialmente herbarios, como agentes terapéuticos. Aunque

las plantas son una fuente de nuevos compuestos bioactivos, solo se
ha investigado una pequefia cantidad de fitoquimicos por su potencial terapéutico. El
género consiste en hierbas, arbustos o plantas lefiosas. Sus hojas son todas opuestas o
hojas superiores alternas, enteras a lobuladas. La cabeza es simple y cénica. Involucro
campanulado a cilindrico, sus bracteas recurvadas o estrechadas a bracteas externas mas
cortas, aplanadas en un receptaculo coénico con flores palidas alrededor del disco. Las
flores de los rayos suelen ser estériles, de corola amarilla, blanca o morada. Flores de disco
hermafroditas, con pétalos amarillos o morados, tubulares, con puntas de flecha en la base

de los estambres, ramificaciones lineales, con apéndices agudos o puntiagudos.

Como dato general, la flora del Perti consiste principalmente en una diversa y muy aislada
de hierbas y arbustos, que atun tiene mucho por descubrir sobre esta especie. Esta flora

peruana no solo es rica en especies, sino que muchas de ellas son endémicas. En este
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sentido, la floristerfa es importante para determinar el nimero de especies de plantas en un
area geografica determinada, el nimero estimado de ejemplares presentes e informacion

basica para estudios taxonémicos, ecolégicos, ambientales y de conservacion para un uso

racional (De la Cruz-Arango, 2020).

2.1. Taxonomia

Reino: Plantae

Subreino:  Tracheobionta

Divisién: ~ Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Tribu: Heliantheae

Subttibu: Helianthinae

Género: Viguiera

A
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Figura 5
Taxonomia V iguiera procumbens
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2.2. Aspectos etnobotanicos

Compositae es una de las familias de plantas mas numerosas del mundo, con mas de 24 000
especies, y un namero estimado de hasta 30 000 especies di2.3.  distribuidas por todo
el mundo excepto en la Antartida. Su habito varfa de hierba y arbusto anual a perenne,
enredadera o arbol. Esta especie crece en casi todos los tipos de habitats, desde bosques
hasta pastizales de tierras altas, pero son menos comunes en bosques tropicales humedos

y mas comunes en areas abiertas. Los estudios muestran que la familia Asteraceae tiene la
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segunda mayor cantidad de especies en el Perti, después de las Orchidaceae, con alrededor
de 1655 especies. Muchas especies de esta familia son beneficiosas y dafiinas en todo el

mundo (Hurtado-Huarcaya et al., 2020).

2.3. Aspectos fitoquimicos

Los fitoquimicos corresponden a metabolitos secundarios sintetizados por plantas, entre
ellos terpenos, acidos fendlico y tidlico, lignanos y flavonoides, de los cuales estos tltimos
son los que le competen a esta investigacion y de los que se han obtenido mas resultados
cualitativos y cuantitativos. Son responsables de proteger a las plantas contra varios tipos de
estrés bibtico y abiotico, incluidas infecciones, depredadores, radiacion UV, estrés hidrico
o salino, y proporcionan color y sabor a frutas y verduras. Se estima que hay miles de
fitoquimicos diferentes en la naturaleza, la mayoria de los cuales atiin no se han descubierto

(Gasaly et al., 2020).

2.4. Aspectos farmacologicos

La planta se usa principalmente para tratar el reumatismo y las enfermedades del mal de
tierra (estomatitis vesicular); también se usa para la diarrea, el dolor de cabeza, la fiebre,
el sarpullido y la gripe causada por una infeccion. Las partes utilizadas son las raices y
las hojas. Primero se muelen, algunas se pueden usar directamente como flores, otras se

pueden mezclar con agua hervida y luego se escurren y se toman con agua.

Varias pruebas han demostrado que los extractos de estas plantas, asi como las lactonas
sesquiterpénicas purificadas, tienen propiedades antiinflamatorias. Los macrofagos juegan
un papel clave en la regulacion de las respuestas inmunitarias, asi como en la reparacion
de tejidos. En respuesta al lipopolisacarido (LPS), los macréfagos liberan citocinas

proinflamatorias y radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS), como el anién
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superoxido. Se ha propuesto que el estrés oxidativo causado por ROS es uno de los

principales efectos nocivos de LPS (Dupuy et al., 2008).

2.5. Aspectos toxicolégicos

Muchas especies utilizadas en la medicina tradicional pueden causar efectos secundarios,
pero se sabe poco sobre la toxicologia médica de Labiatae, estas especies parecen ser muy
beneficiosas y cuando se usan regularmente pueden tener propiedades toxicologicas muy

fuertes, incluso causando la muerte (Moreno, 2002).

Los autores Valério et al. (2007) sefialan que la actividad antiinflamatoria de algunas plantas
esta relacionada con su contenido de lactona sesquiterpénica. Investigaron la actividad
antiinflamatoria y antinociceptiva de la buteina A, una lactona sesquiterpénica murina
aislada de Viguiera robusta, y concluyeron que es antiinflamatoria y antinociceptiva a través

de un mecanismo dependiente de la inhibicién activa de la produccion de citoquinas.

Por otra parte, respecto a la familia de la planta, Arakawa et al. (2013) demostraron que la
budleina A delactona sesquiterpénica, un componente principal de la planta similar al girasol
Vigniera robusta (Asteraceae), tiene importantes efectos biolégicos, incluida una potente
actividad citotoxica contra las células tumorales humanas y efectos antiinflamatorios en el
cuerpo. Sin embargo, a veces este tipo de compuestos son téxicos debido a la insaturacion

del sistema de anillos de lactona.

2.6. Aspectos botanicos

Hay que recordar que la parte botanica es entendida como el campo de la biologia que
estudia los vegetales, es una disciplina que combina los conocimientos adquiridos durante
su larga tradiciéon con avances que se producen a diario, consiguiendo ser una ciencia de

plena vigencia, socialmente necesaria y con multiples campos de actuacion y desarrollo.
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Son plantas anuales o perennes, algunos arbustos y pequefios arboles o enredaderas, y se
distribuyen por todo el mundo. Las hojas son en su mayoria alternas, pero amenudo opuestas
o verticiladas, simples o compuestas, y varian mucho en forma, tamafio y disposicion,
incluso superpuestas, como en la lechuga, o en rosetas abiertas, como en los dientes de
le6n. Sus flores estan estrechamente unidas o cuentan con flores solitarias o actinomorfas
o simétricas, ectofitas, perfectas, unisexuales o estériles; sin tiza, o convirtiéndose en
ampollas o cerdas escamosas, o pelos suaves, escasos o abundantes; pétalos unicolores,

tubulares, estambres opuestos con estambres connatos regulares; O en agua.

Para finalizar y antes de dar pie al capitulo que resume y presenta a rasgos generales la
investigacion que se realizé ademas de los avances y las diversas conclusiones y estudios
que se hicieron, se hace menester el manifestar que la bibliografia sobre el tema es escasa,
casi imposible de encontrar; la vigniera procumbens no es tan mencionada en libros y cuando
lo hacen esta esta atada a demas plantas de su misma familia; sin embargo, esto no detiene
el interés, por el contrario, lo aviva para que demas cientificos vean en esta rama un espacio

de experimentos, experiencias y oportunidades.



a investigacion que vio la luz en el afio 2008 parte del deseo de hallar posibles

estructuras de los flavonoides y la relacion entre estos flavonoides y guiera

\procumbens (Persoon) S.F. y la determinacién de actividades antioxidantes de
extractos crudos de la especie, la cual contribuira al conocimiento fitoquimico del género
Viguiera, ya que no se han encontrado en la literatura estudios fitoquimicos de sus
flavonoides, por lo que se desconoce la estructura. Asimismo, recientemente no se ha
atribuido actividad antioxidante a la actividad antioxidante de estas moléculas. Ademas,
sus propiedades estan atrayendo cada vez mas la atencion debido a su gran capacidad para

eliminar intermediarios altamente reactivos (radicales libres) que son dafinos para la salud.

3.1. Objetivo general

Luego de multiples investigaciones y el establecer como emplear estas plantas para
conseguir una utilidad practica y necesaria para la poblacion, se plante6 aislar y determinar

la probable estructura de los flavonoides, por espectroscopia UV, de la especie Zguiera

e



3 Estructura y efecto antioxidante de flavonoides aislados
/’é‘ Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake

procumbens (Persoon) S. F. Blake y evaluar el efecto antioxidante de los flavonoides aislados
y de sus extractos crudos obtenidos de la parte aérea como el objetivo principal de la

investigacion en curso.

3.2. Objetivos especificos

* Aislar y purificar flavonoides de la especie Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake, por

métodos cromatograficos del extracto con mayor presencia de flavonoides

* Determinar la estructura de los flavonoides por espectroscopia UV, utilizando

reacciones de desplazamiento

e Determinar el efecto antioxidante de los flavonoides aislados y de los extractos crudos

por métodos de colorimetria basados en la formacioén de un complejo azul del fosforo-

molibdeno (V).

3.3. Hipotesis

Los flavonoides de los extractos de la especie Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake
probablemente son flavonas y flavonoles, los que presentan efecto antioxidante al igual

que los extractos crudos.

3.4. Tipo y disefio de investigacion

El disefio es un plan y una estrategia de investigacion destinados a obtener respuestas
confiables a las preguntas de investigacion. El disefio presenta entonces una serie continua
y organizada de actividades que deben adaptarse a las especificidades de cada puesto de
trabajo, sefialando las actividades y pruebas a realizar, asi como los métodos utilizados para

la recoleccion y analisis de datos.

Y
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Con base en lo anterior, la investigacion presentd un disefio experimental, es decir, estima
la relacion causal entre una variable y otra variable en un estudio experimental. Por lo
tanto, cuando los investigadores usan esta técnica, cambian deliberadamente la variable
independiente para cuantificar su efecto sobre la variable dependiente. Si es posible
demostrar que un cambio en la variable independiente modifica a la dependiente, entonces
la investigacion experimental tendra validez. En el caso concreto de esta investigacion, hay
que recordar que el objeto a estudiar atraveso diversos experimentos y tratamientos que
ya se han explicado con anterioridad. De la misma manera, lo que se presenta durante las

proximas paginas son los resultados de cada una de esas pruebas.

Cuando, a través de un experimento, se pretende llegar a la causa de un fenémeno, se
somete el objeto de estudio a la influencia de ciertas variables en condiciones controladas
por el investigador, proceso que consiste en someter a un objeto o grupo de individuos a
determinadas condiciones o estimulos (variable independiente) para observar los efectos
que se producen (variable dependiente). Se diferencia de la investigacion de campo por la

manipulacion y control de variables.

Asi mismo, la investigaciéon de tipo cuantitativa es quien engloba toda la parte de

presentacion de resultados.

3.5. Poblacién, muestra y muestreo

Las muestras se recolectaron deliberadamente de plantas aparentemente sanas en ausencia
de contaminantes; por ejemplo, insectos, plagas, etc., aproximadamente 8 kg de plantas
enteras (hojas, flores y tallos) de la especie iguiera procumbens (humana) SF. Las muestras
recolectadas se clasifican de todas las impurezas y se dividen en hojas, pétalos, cabezas y

tallos; las muestras fraccionadas se secan en un lugar ventilado sin luz solar. Las muestras

Q‘z—
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secas se molieron sin dejar residuos en un tamiz de malla 40 para obtener una muestra

homogénea y un mayor contacto con el solvente durante la extraccion.

3.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La recopilacion de datos se refiere al enfoque sistematico para recopilar y medir
informacién de una variedad de fuentes para obtener una imagen completa y precisa de
un area de interés. La recopilacion de datos permitié responder preguntas importantes,
evaluar resultados y predecir mejor las probabilidades y tendencias futuras. La precision
de la recopilacion de datos es esencial para garantizar la integridad de la investigacion, las

decisiones comerciales solidas y la garantia de calidad.

3.7. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Un experimento es un tipo de investigacion en el que una o mas variables independientes se
manipulan deliberadamente para estudiar sus efectos. Un experimento es un procedimiento
riguroso utilizado para probar hipotesis causales mediante la manipulacién de variables
independientes. La experimentacion es uno de los elementos principales del método
cientifico. La experimentacién es un método que permite la comprobacion empirica de
hipétesis causales. Por tanto, los experimentos son el unico disefio cientifico que puede

proporcionar explicaciones causales con la mayor fiabilidad y validez.

Antes de pasar al area de resultados, se hara una breve mencién del material empleado para

la realizacion de esta investigacion:

Hojas, pétalos y cabezuelas de la especie vegetal [guiera procumbens (Persoon) S.F. Blake,
colectados durante la primera semana del mes de febrero del 2009, en plena floracion,
del sector denominado K’allachaca (Salineras) del distrito, provincia y departamento del

Cusco a una altura aproximada de 3200 n. s. n. m.

Y
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3.7.1. Equipos

* Bafo isotérmico PS-THELCO

¢ Rotavapor HAETING BAYH B-491
* Filtracion al vacio

* Destilacion fraccionada

¢ Equipo de Percolacion

*  HEstufa MEMMERT UNE-400

3.7.2. Reactivos

+ Acido sulfrico concentrado

¢ Acido clorhidrico concentrado y al 1 %
e Hidréxido de sodio al 10 %y 1 %

* Ninhidrina al 1 %

* Magnesio metalico

* Amoniaco concentrado

* Tricloruro férrico al 1 %

e Hidréxido de potasio al 5 % y 10 %

e Benceno
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* Acetato de cobre (II) al 1 %
+ Acido picrico al 1 % solucién etanodlica
¢ Acido acético glacial

* Anhidrido acético Q.P.

* Benedict

e Dragendirff

* Mayer

*  Molibdato de amonio

¢ Fosfato acido de potasio

+ Acido ascorbico Q.P.

3.7.3. Solventes

e Agua destilada

* Cloroformo

+  Eter etlico

* Acetato de etilo

*  Metanol

*  Alcohol Q.P.

e
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* Bencina

e Instrumentos

¢ Balanza analitica AND GR-200

* Balanza granataria DIAL-O-GRAM OHAUS

e  Espectrofotémetro UV-Vis SPECTROPHOTOMETER EVOLUTION 300

3.8. Resultados y Discusion

Debido a la complejidad y a las multiples divisiones que tuvo este trabajo de investigacion,

los resultados se tuvieron que presentar en diversas categorias.

3.8.1. Determinacion de la humedad:

El porcentaje de humedad en una muestra fresca de guiera procumbens (Persoon) S. F.
Blake es 68,17 % para muestras de hojas, 75,15 % para muestras de pétalos y 67,85 % para
muestras de inflorescencias; en la revision bibliografica el rango de humedad vegetal es de

65-80 %, y todos los resultados obtenidos se encuentran dentro de este rango.

3.8.2. L.a obtencion de extractos

Para extraer los flavonoides, las muestras de hojas, pétalos y cogollos se desgrasaron primero
con benceno para eliminar los lipidos y carotenoides que interferfan en la separacion, y
el extracto se obtuvo después de la diafiltraciéon con etanol al 90 %, etanol al 40 % vy
purificacion con agua, el solvente disuelve los glucésidos o agliconas hidroxiladas y sus

porcentajes de extraccion se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2

Porcentajes de extraccion en diferentes solventes

Caracteristicas
Color

Muestra Solvente Extraccién (%)

Aspecto

Etanol 90 % 4.69 % Marrén oscuro Pastoso

Pétalos Etanol 40 % 4.30 % Martrén oscuro Vidrioso
H,O 4.00 % Marrén pardo Pastoso

Etanol 90 % 4.69 % Verde marrén Pastoso

Hojas Etanol 40 % 4.69 % Verde marrén Vidrioso
H,O 4.69 % Vetde oscuro Pastoso

Etanol 90 % 4.69 % Marrén pardo Pastoso

Cabezuela  Etanol 40 % 4.69 % Marrén pardo Pastoso
H,O 4.69 % Marrén claro Pastoso

lofa. La tabla muestra que los porcentajes mas altos corresponden a los obtenidos a partir de muestras
de pétalos que contenfan 90 % de etanol, lo cual fue confirmado por el analisis cualitativo de los
extractos (Tabla 3), donde se pudo observar la mayor presencia de metabolitos en los extractos
como: flavonoides, alcaloides, azicares reductores, taninos, lactonas, etc.

3.8.3. La Evalnacion Fitoguimica

Los resultados del analisis fitoquimico cualitativo de extractos de hoja, pétalo y cabeza de

Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake se evidencian en la Tabla 3.

Tabla 3

Andlisis fitoquimico cualitativo de los extractos crudos

Extracto
Pétalos
40 %

Cabezuela
HO 90% 40 %

Metabolito Prueba

Hojas
40 %

90 % 90 % H O

Azucares re-

Benedict + - — +++ ++ — ++ _ _
ductores
Glucdsidos Benedict + - - +++ ek - RS - -
Aminoacidos Ninhidrina - - - ++ + - - _
Shinoda I AFARF = ++  +++ = + + _
. uv ++ ++ -+ + + + -
Flavonoides <7 d
ores de
apore ++ o+t o+ ++  ++ +
amoniaco
m t lorur
Compuestos (Cloruro A+ A+
fendlicos férrico 1 %
Quinonas Borntrager S AR = S S — ++ ++ —
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Extracto

Metabolito Prueba Hojas Pétalos Cabezuela
40% HO 90% 40% HO 90% 40% HO

Turbidez en

+++ 4+ ~ + — - - - -
. agua
Resinas st
Acetato de
++  ++ + + ~ ~ + + -
cobre
Dragendorff — +++ — — +4++ - - _ - _
Alcaloides Mayer +++ - - +++ - - - - -
Wagner ++ = - ++ - - - - -
. Cloruro férri-
Taninos ++ ++ - +++ ++ - ++ ++ -
col%
Saponinas Espuma ++ -- — ++ ++ - - - -
Lactonas Bajlet + ++ - +++ 4+ - +++ ++ -
) . Liebermann-
Triterpenoides -- + — ++  +++ - - - -
teroid Burchard
esteroides .
y Salkowski - + - ++ +++ _ -

Cumarinas NaOH y UV — — - - — _ _ - -

Nota. (--) Negativo. (+) Baja proporcion. (++4) Moderada proporcion. (+++) Abundante Proporcion.

3.8.4. Aislamiento de los flavonoides

Se aislaron cuatro flavonoides del extracto etandlico al 90 % por presentar una mayor

proporcién de estos metabolitos.

3.8.5. Identificacion de los flavonoides

Del extracto de etanol al 90 % de pétalos, luego de someter a hidrdlisis, de la solucion
acida por fraccionamiento se purificaron los flavonoides R2.1 y R2.2 y del residuo solido

de la hidrdlisis por fraccionamiento se lograron obtener los flavonoides R3.1 y R4.1.

* Se puede determinar la estructura del flavonoide aislado R2.1, a través de su espectro
UV ylos espectros obtenidos de las reacciones de desplazamiento, las cuales se muestran

en las figuras de la 6 ala 11.



Estructura y efecto antioxidante de flavonoides aislados

Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake

e

<)

ooy

08¢

(wu)epqure |

ose ove 0z¢ ooe [1]:74

os2 oz

00'88Z

00'eEe

ANOPN] U2 | T aprouoavyf jap /| [ #0w405qL~

ozz

90

ol

gt

oz

s

0€

TIOUEqIOSqQy/

L emn3ry

ooy

o8e

Q8e are

(wu)epquuer|
0Z¢ 008 OB DS OVE  OZT

+000

sZ'0

BDUBQIOSqY

5L

922

sz

FSLZ

Jouvion ua |7 aprouoavyf jap /| [ #or0sqE”
9 eIN3r

7



£y

Estructura y efecto antioxidante de flavonoides aislados

Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake

(wu)epquie |

eUEqIosqQy

COEH [PV OPN 42 | dpronoaryf jap (] #ow05qy”
6 eIN3LI

(wu)epquie |

TIOUEqrosqQy/

IPOPN 42 | ¥ p1ouoaryf 1ap /1[) #9wiosqy”
g eIn3rJ



£

Absorcion UV del flavonoide R2.1 en AICI3/ HCI

Figura 11

Figura 10
Absorcion UV del flavonoide R2.1 en AICI3
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* Se puede determinar la estructura del flavonoide aislado R2.2, a través de su espectro
UV vy los espectros obtenidos de las reacciones de desplazamiento, las cuales en las

figuras dela 12 ala 17.

Figura 12
Absorcion UV del flavonoide R2.2 en metanol
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Figura 17
Absorcion UV del flavonoide R2.2 en AICI3/ HC/
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* Se puede determinar la estructura del flavonoide aislado R3.1, a través de su espectro
UV y los espectros obtenidos de las reacciones de desplazamiento, las cuales en las

figuras de la 18 a la 23.
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¢ Se puede determinar la estructura del flavonoide aislado R4.1, a través de su espectro

UV y los espectros obtenidos de las reacciones de desplazamiento, las cuales en las

figuras de la 24 ala 29.

Figura 24

Absorcion UV del flavonoide R4.1 en metanol
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Figura 29
Absorcion UV del flavonoide R4.1 en AICI3/ HCI
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e Los valores Rf de los flavonoides aislados: en la Tabla 4 se muestra los resultados de

los valores Rf de los flavonoides aislados en dos sistemas de solventes.

Tabla 4
Valores Rf de los flavonoides aislados

Rf
Flavonoides aislados n—bug II{{ 2:1({)OA— CHCI3:MeOH  CHCI3:MecOH

. :1 1:1

(10:1:0.5) (1) (L:1)

R2.1 (7-hidroxiflavanona) 0.80 0.86 0.82
R2.2  (7-hidroxidihidroflavonol) 0.78 0.85 0.81
R3.1  (5,6,7-trihidroxiisoflavona) 0.74 0.83 0.79
R4.1 (6,7-dihidroxiflavonol) 0.77 0.84 0.80
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Los valores de Rf hallados, como se muestra en la Tabla 4 no son sujetos a discusion ya
que no se encontraron reportes bibliograficos al respecto. La pureza de los flavonoides
aislados fue determinada por cromatografia en capa fina con diferentes sistemas de elucion:
CHCI3:MeOH (1:1), CHCI3:MeOH (3:1), y CHCI3:MeOH (9:1) y n-buOH:HOAC:H20

(10:1:0.5) obteniéndose resultados satisfactorios.

3.8.6. De la curva patron

La Tabla 5 muestra los resultados de la absorbancia para los diferentes patrones que se
utilizan para la construccion de la curva patrén para determinar el efecto antioxidante de

los flavonoides aislados y los extractos obtenidos.

Tabla 5
Absorbancia de los patrones

N.° tubo  Acido Ascérbico (mg)*  Absorbancia +

1 0.00 0.0000
2 0.01 0.0875
3 0.02 0.1255
4 0.03 0.1795
5 0.04 0.2335
0 0.05 0.2743
7 0.06 0.3288
8 0.07 0.3819
9 0.08 0.4320

Nota. * Calculado hecho a partir de las concentraciones de la Tabla 4
+ Valores medidos en spectrophotometer UV-Visible Evolution 300
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Figura 30 )
Curva Patron de Acido Ascorbico para determinar el efecto antioxidante
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mg acido ascorbico
Como se observa en la Tabla 5 y el grafico 30 los resultados obtenidos cumplen con la
ley de Beer, ley que establece: la absorbancia es proporcional a la concentracion de las
especies absorbentes. Debido a que se construyé la curva patrén con soluciones cuya
concentracion estan por debajo a 0.01M de acido ascorbico, es decir que guardan una

relacion lineal, del modelo y = a + bx, cuyo analisis estadistico es:
Regresion simple - Absorbancia frente a mg acido ascorbico

Analisis de Regresion - Modelo Lineal Y = a + b*X

Variable dependiente: absorbancia

Variable independiente: mg acido ascérbico

Error Estadistico

Parametro Estimacion estandar T P-Valor

Ordenada 0,0194933 0,00631196 3,08832 0,0176

Pendiente 5,18767 0,132578 39,1293 0,0000

-

/¢
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Analisis de la Varianza

Fuente Suma de cuadrados GI. Cuadrado medio Cociente-F P-Valor

Modelo 0,161471 1 0,161471 1531,10 0,0000

Residuo 0,000738227 7 0,000105461

Total (Corr.) 0,16221 8

Coeficiente de Correlacion = 0,997722

R-cuadrado = 99,5449 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para gl.) = 99,4799 porcentaje
Error estandar de est. = 0,0102694

Error absoluto medio = 0,00650222

Estadistico de Durbin-Watson = 2,17389 (P=0,2251)

Autocorrelacion residual en Lag 1 = -0,34857

Seguin la técnica de regresion lineal los resultados muestran del ajuste al modelo lineal
para describir la relacién entre Absorbancia y mg 4cido ascorbico. La ecuacion del modelo

ajustado es:

Absorbancia = 0,0194933 + 5,18767*mg acido ascérbico

Dado que el p-valor en la Tabla ANOVA es inferior a 0.01, existe relacion estadisticamente

significativa entre Absorbancia y mg acido ascérbico para un nivel de confianza del 99 %.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica un 99,5449 % de la variabilidad
en Absorbancia. El coeficiente de correlacion es igual a 0,997722, indicando una relacion

relativamente fuerte entre las variables. El error estandar de la estimacidén muestra la
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desviacion tipica de los residuos que es 0,0102694. Este valor puede usarse para construir

limites de la prediccion para las nuevas observaciones.

El error absoluto medio (MAE) de 0,00650222 es el valor medio de los residuos. El
estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada en el orden en el que se han introducido los datos en el
fichero. Dado que el p-valor es superior a 0.05, no hay indicio de autocorrelacion serial en

los residuos.

3.8.7. Efecto antioxidante de los extractos crudos

En la Tabla 6 se reportan los valores de la absorbancia y su equivalencia en mg de acido

ascorbico de los extractos crudos.

Tabla 6

Absorbancia y efecto antioxidante en funcion de mg de deido ascorbico de los extractos crudos

Extracto crudo Absorbancia Acido Ascérbico (mg)

Pétalo 90 % etanol 0,1015 0,0191
Pétalo 40 % etanol 0,1114 0,0201
Hojas 90 % etanol 0,1216 0,0220
Hojas 40 % etanol 0,1000 0,0181
Cabezuela 90 % etanol 0,1083 0,0196
Cabezuela 40 % etanol 0,1033 0,0187
Pétalo acuoso 0,0606 0,0110
Hojas acuoso 0,0555 0,0100
Cabezuela acuosa 0,0772 0,0140

En la Tabla 6 se muestran los resultados promedio de tres repeticiones del efecto
antioxidante de extractos crudos de hojas, pétalos y cabezuelas en etanol al 90 %, etanol
al 40 % y agua, expresados en mg de acido ascorbico determinados por extrapolacion en

la curva patrén.
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Tabla 7

Efecto antioxidante de 1 mg extracto crudo en funcion a mg de dcido ascorbico

Extracto crudo  Acido Ascérbico (mg)

Pétalo 90 % etanol 0,09
Pétalo 40 % etanol 0,08
Hojas 90 % etanol 0,08
Hojas 40 % etanol 0,07
Cabezuela 90 % etanol 0,08
Cabezuela 40 % etanol 0,08
Pétalo acuoso 0,07
Hojas acuoso 0,06
Cabezuela acuosa 0,06

De los resultados, se puede afirmar que todos los extractos poseen efecto antioxidante
comparado con el acido ascérbico, confirmando lo reportado por Zufiga y Torres (2005).
El extracto hidroalcoholico al 90 % de pétalos presenta el mayor efecto antioxidante,
debido a que contiene mayor proporcion de flavonoides y compuestos fenodlicos y son

estos metabolitos los que pueden actuar como antioxidantes (Azcon y Talon, 1996).

3.8.8. Efecto antioxidante de los flavonoides aislados

EnlaTabla 8 se muestran los datos obtenidos de los valores de absorbancia y su equivalencia

en mg de acido ascorbico de los flavonoides aislados.

Tabla 8

Absorbancia y efecto antioxidante en funcion de mg de deido ascorbico de los flavonoides aislados

Flavonoide aislado Absorbancia  Acido Ascérbico (mg)
R2.1 (7-hidroxiflavanona) 0.3187 0.0576
R2.2  (7-hidroxidihidroflavonol) 0.1449 0.0262
R3.1  (5,6,7-trihidroxiisoflavona) 0.1472 0.0266
R4.1 (6,7-dihidroxiflavonol) 0.1518 0.0275
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Los resultados muestran los promedios de tres repeticiones del efecto antioxidante de los
flavonoides aislados expresados en equivalencia de mg de acido ascérbico determinados
por extrapolacién en la curva patrén. En la Tabla 9 se observa los resultados del efecto
antioxidante de los flavonoides extraidos de los pétalos de Vguiera procumbens (Persoon) S.
F. Blake, que segiin Zuniga y Torres (2005) deben ser reportados mediante la equivalencia

de 1 mg de flavonoide aislado en mg de acido ascérbico.

Tabla 9
Efecto antioxidante de 1 mg del flavonoide aislado en funcion a mg de dcido ascorbico
Flavonoide aislado Acido Ascérbico (mg)
R2.1 (7-hidroxiflavanona) 0.18
R2.2  (7-hidroxidihidroflavonol) 0.10
R3.1  (5,6,7-trihidroxiisoflavona) 0.11
R4.1 (6,7-dihidroxiflavonol) 0.13
Extracto pétalo 90 % etanol 0.09

En los resultados de la Tabla 9 muestra que todos los flavonoides aislados presentan
efecto antioxidante mayor al extracto etandlico al 90 %, probablemente se deben a la
pureza de la muestra, pues el extracto crudo contiene componentes que no tienen efecto
antioxidante. Los flavonoides contienen quince atomos de carbono en su nucleo basico y
estan estructurados bajo un sistema C6-C3-C0, en el cual dos anillos aromaticos llamados
Ay B estan unidos por una unidad de tres carbonos que puede formar un tercer anillo,
que en caso de existir es llamado anillo C. Los anillos aromaticos tienen una alta estabilidad
debido al caracter aromatico, por la deslocalizacion de los electrones; por ende, una
reactividad quimica relativamente baja, como en el proceso de oxidacién, para lo cual
requiere de condiciones drasticas. Los flavonoides aislados muestran efecto antioxidante
porque presentan doble ligadura en conjugaciéon con la funcién 4-oxo del anillo C y

Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C aspectos que son mencionados

por Martinez, et al. (2002).
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3.8.9. Flavonoide aislado R2.1 (7-hidroxiflavanona)

El metileno al tener dos sustituyentes diferentes se oxida facilmente a alcoholes. El carbono
3 de las flavanonas es un metileno por consiguiente es posible su oxidacién a un alcohol,

en este caso al reaccionar con el complejo de molibdeno (6+).

3.8.10 Flavonoide aislado R2.2 (7-hidroxidibidroflavonol)

Los dihidroflavonoles se caracterizan por tener un grupo hidroxilo en el carbono 3, alcohol
secundario; los alcoholes secundarios se oxidan con facilidad a cetonas al reaccionar con el

complejo de molibdeno 6+.

3.8.11. Flavonoide aislado R3.1 (5,6,7-tribidroxiisoflavona)

El carbono 2 en las isoflavonas es la parte mas débil y vulnerable a sufrir reacciones,
dentro de ellas la oxidacion de alcoholes, debido a dos aspectos: a) el enlace con el oxigeno
es polar, por la mayor electronegatividad que tiene este elemento, y b) la presencia del

doble enlace.

3.8.12. Flavonoide aislado R4.1 (6,7-dihidroxoflavonol)

Los flavonoles presentan una doble ligadura en conjugaciéon con la funcién 4-oxo del
anillo C, donde el carbono 3 implicado en el doble enlace que ademas contiene grupo
hidroxilo es susceptible a reacciones de oxidacion transformandose en cetona, que por

reaccion con el 12-molibdo fostérico (12-MPA) se forma el grupo oxo en el carbono 3.

Ademas, la actividad antioxidante de los flavonoides resulta también de una combinacion
de las propiedades quelantes con iones metalicos transitorios, (Pérez, 2003). los flavonoides
aislados podrian mostrar actividad antioxidante debido a la accién quelante que tiene el

oxigeno del grupo hidroxilo que posee dos pares de electrones no enlazados que actian
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como un donador de electrones a especies quimicas deficientes de electrones, como Fe2+,
Cu2+, Zn2+. Tones que pueden participar en reacciones redox, que al ser quelados son

neutralizados para participar en este tipo de reacciones.

Los flavonoides aislados no presentan grupos hidroxilo en posiciéon orto en el anillo B, no
permitiéndoles reaccionar con radicales libres, por consiguiente, no presentarian efecto

antioxidante frente a estas especies quimicas.

3.8.13. Referencias a los flavonoides aislados

Nevadensin es un flavonoide reportado por Bohm y Stuessy (2001) de la especie zguiera
procumbens que corresponde al tipo de las flavonas y Gao, E et al (1989), reportan dos
flavonoides 7,3’-dimetil-eter-eridictyol y 3’-metil-eridictyol en Viguiera lanciniata que
son del tipo de las flavanonas. Uno de los flavonoides aislados es la 7-hidroxiflavanona
perteneciente al tipo de las flavanonas que segun Gros (1985) es un precursor de las
flavonas; por consiguiente, la sustancia aislada tiene relaciéon con la nevadensin y son del

mismo tipo encontradas en la 1Zguiera lancianiata.

Rieseberg y Schilling (1985) reportan flavonoides florales en el género [guiera series
Vigniera principalmente pertenecientes al tipo de los flavonoles y el flavonoide aislado
0,7-dihidroxiflavonol es de este tipo, entonces se puede referir que existe una similitud en

el tipo de flavonoide.

N
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3.9. Conclusiones y recomendaciones

Basado en estudios realizados con la especie Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake se

concluyo6 que:

e Las muestras de extractos al 90 %, 40 % e hidroalcohélicos de pétalos, hojas y flores
contenian diferentes componentes con mayor proporcion de flavonoides, aminoacidos,
taninos y lactonas; menores proporciones de alcaloides, azicares reductores, resinas,

saponinas, triterpenoides y esteroides y una pequefa cantidad de glucésidos.

* Sehandistinguido cuatro clases de flavonoides, que parecen serlos mas comunes, y cuyas
estructuras se han determinado a partir de sus espectros UV en metanol y en presencia
de un reactivo de desplazamiento: a) correspondientes a 7-hidroxiflavanonflavanonas,
b) dihidroflavanoles correspondientes a 7-hidroxidihidroflavonoles, ¢) isoflavonas

correspondientesa5,6,7-trihidroxiisoflavonasyd) correspondea6,7-dihidroxiisoflavonas.

* Los flavonoides aislados y los extractos crudos tienen propiedades antioxidantes; los
resultados, expresados como 1 mg de flavonoides correspondiente a mg de acido

ascoOrbico, son:

e (.18 mg para la 7-hidroxiflavanona

e 0.10 mg para el 7-hidroxidihidroflavonol

e 0.11 mg para la 5,6,7-trihidroxiisoflavona

e 0.13 mg para el 6,7-dihidroxiflavonol



ara empezar a darle un cierre a este libro, se cita a Ruiz-Cruz et al. (2017)

quienes en su investigaciéon hacen un resumen sobre gran parte de lo que se

ha evidenciado en los estudios realizados: los flavonoides son metabolitos
secundarios de las plantas que presentan algunas caracteristicas deseables. Estos
compuestos pueden agruparse en diferentes clases en funcién de su estructura basica.
Se ha informado de que los flavonoides son importantes para la salud humana por sus
actividades antioxidantes, antibacterianas, antivirales y antiinflamatorias, y porque actian
como eliminadores de radicales libres, ya que son agentes reductores potenciales que
protegen del dafio oxidativo, que confiere el contenido de grupos hidroxilo. En los ultimos
afios, los flavonoides se han investigado por su capacidad para reducir la incidencia de
muchas enfermedades, inhibir el dafio celular, reparar el proceso del ADN y reducir el estrés
oxidativo. Ademas, se ha demostrado que los flavonoides tienen efectos cardioprotectores,
que pueden mejorar la vasodilataciéon coronaria y evitar la oxidacion de las LDL, y que

también pueden tener efectos neuroprotectores. Los flavonoides también se han utilizado

e
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en la industria alimentaria por su capacidad para conservar los alimentos, aportar color y

sabor y elaborar suplementos dietéticos, entre otras importantes aplicaciones industriales.

Asi como tampoco es mentira que las personas hayan usado plantas con fines medicinales
desde tiempos prehistoricos, e incluso hoy, a pesar de los avances médicos modernos,
contintan desempenando un papel central en el mantenimiento de la salud de la mayoria
de la poblaciéon mundial. Si se tienen en cuenta sus diferentes formas de uso, desde la
elaboraciéon de decocciones e infusiones desde la fitoterapia en zonas rurales y paises
pobres hasta la extracciéon de principios activos para la elaboraciéon de medicamentos en
paises desarrollados, se estima que alrededor de 10 000 especies de plantas se utilizan con
fines medicinales en todo el mundo, la mayorfa de las cuales se utilizan en los sistemas

médicos tradicionales (Carvajal Rojas et al., 2009).

Como se mencioné anteriormente, los flavonoides tienen muchos efectos beneficiosos
para la salud y son una parte importante de la industria alimentaria. Las frutas, verduras
y diversas bebidas son las principales fuentes de flavonoides. Sin embargo, durante el
almacenamiento y muchos procesos de procesamiento, el contenido de flavonoides

disminuye debido a varios factores de degradacion (Routray y Orsat, 2012).

En suma, y tal como lo explican Kumar y Pandey (2013) la investigacion sobre los
flavonoides derivados de plantas ha atraido un interés creciente debido a varios estudios
epidemiolégicos que reportan multiples beneficios para la salud. Dado que los flavonoides
estan directamente relacionados con la salud y la composicion de la alimentacion humana, es
necesario evaluar su interrelacién estructura-funcion. La biodisponibilidad, el metabolismo
y la actividad biolégica de los flavonoides depende de la configuracion, el namero total de
grupos hidroxilo y la sustitucién de grupos funcionales en la estructura central. Las frutas

y verduras, asi como el té y el vino, son las principales fuentes dietéticas de flavonoides en



Estructura y efecto antioxidante de flavonoides aislados

Viguiera procumbens (Persoon) S.F. Blake f];{.

los seres humanos. Estudios recientes se han centrado en los efectos de los flavonoides en
la salud humana. Se ha demostrado que muchos flavonoides tienen efectos antioxidantes,
captadores de radicales libres, prevencion de enfermedades coronarias, proteccion del
higado, antiinflamatorios y anticancerigenos, mientras que algunos flavonoides tienen
efectos antivirales potenciales. En los sistemas de las plantas, los flavonoides ayudan a

combatir el estrés oxidativo y actian como reguladores del crecimiento.

Finalmente, se abre la invitacién para que otros investigadores, tanto quimicos, biblogos o
demas cientificos interesados en la botanica descubran como cada planta de la tierra tiene
un misterio que ansia ser descubierto. Si tan solo con una pequena flor se pueden lograr
resultados inesperados que puedan dar pie a estudios mucho mas grandes, experimentados
y a mucho mayor escala, no deja de ser fascinante el tan solo imaginar todo lo que puede
lograr gracias a lo que la naturaleza brinda. Nuestra misién como cientificos es la de crear
herramientas que mejoren la calidad de vida de los seres vivos y ya a este pequefio paso

puede ser que esa meta se vuelva mucho mas tangible.

8
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