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RESUMEN

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. -Loranthaceae- es una especie hemiparésita que se
desarrolla sobre diferentes hospedantes. Es vulgarmente conocida con el nombre de
“muérdago criollo”, “liga” o “liguilla”. Esta especie es utilizada popularmente como
agente hipotensor y, debido a su similitud morfoldgica, constituye el sustituto natural
del muérdago europeo. Al igual que otras especies de la familia Loranthaceae, es rica en
flavonoides, especialmente flavonoles que podrian ser determinantes de su actividad
farmacologica. Debido a su amplia distribucién y crecimiento sobre distintos
hospedantes, se hace indispensable contar con una metodologia eficiente que permita
detectar los distintos compuestos presentes en los extractos con el fin de estandarizarlos.

La electroforesis capilar representa una alternativa atractiva ya que posee una alta
eficiencia de separacion, reducidos tiempos de analisis, bajo costo dado que el consumo
de solvente es minimo, asi como también la cantidad de muestra empleada y el capilar
requiere un cuidado simple para su utilizacién. En el presente trabajo de investigacion
se desarroll6 y valido una metodologia por electroforesis capilar con la cual se
obtuvieron patrones cromatograficos especificos o fingerprints que permitieron
caracterizar a los extractos y que puede ser utilizada en el analisis de rutina para el
control de calidad. Por todo esto, presenta multiples ventajas respecto a las técnicas

cromatograficas tradicionales.

Se recolectaron ejemplares de la provincia de San Juan que se desarrollaron sobre
Leguminosae: Prosopis flexuosa D.C., Prosopis chilensis (Molina) Stuntzemend.
Burkart (ex Fabaceae, subf. Mimosoidea) y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. &
Arn.) Burkart (ex Fabaceae). También se trabajé con una muestra comercial que se
desarrollé sobre los mismos hospedantes. A fines comparativos, se obtuvieron
ejemplares de la provincia de Catamarca, que se desarrollaron sobre Olea europea L. -
Oleaceae- (“olivo”), Bulnesia retama (Gillies ex Hook. & Arn.) Griseb.
(Zygophyllaceae) (“retamo”) y Leguminosae tales como Prosopis chilensis (Molina)
Stuntz (“algarrobo”), y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. & Arn.) Burkart

(“chanar”).



En las muestras de San Juan, se trabajé con las hojas y los tallos herbéaceos. Se
realizaron extracciones con metanol y combinaciones de metanol-agua y luego se
procedio a realizar la particion con acetato de etilo. Las fracciones asi obtenidas se
utilizaron para estudios posteriores. En el caso de las muestras de Catamarca se utilizd

la planta entera y se trabajé con los extractos metandlicos.

Sobre ellos, se realizd la determinacion del contenido de polifenoles por métodos

espectroscopicos.

Se procedio a realizar el estudio de los flavonoles y los taninos condensados por TLC
(cromatografia en capa delgada), EC (electroforesis capilar) y HPLC (cromatografia

liquida de alta eficiencia).

Se trabajé con la fraccidn acetato de etilo de la hoja proveniente de San Juan, obtenida a
partir de extracciones sucesivas con metanol y metanol-agua en distintas proporciones y
se procedi6 a utilizar la cromatografia descendente en papel con distintas
combinaciones de solventes para el aislamiento y purificacion de los compuestos de

interés.

Sobre las bandas purificadas se efectuaron corridas por TLC, EC y HPLC frente a

testigos, comparacion de espectros y co-cromatografia.

Para el analisis estructural se utilizd la espectroscopia UV-visible, HPLC acoplado a
espectrometria de masa con fragmentacion posterior y RMN. En las muestras de San
Juan pudo verificarse la presencia de quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-
xil6sido, quercetina-3-O-arabinopirandésido, quercetina-3-O-arabinofurandésido,
quercetina-3-O-ramnosido y catequina, compuestos previamente reportados en L.
cuneifolia. Ademas, 4 compuestos pudieron ser identificados como quercetina-3-O-o.-L-
(3°’-O-galoil) ramnosido, quercetina-3-O-a-L- (2°’-O-galoil) ramnésido, quercetina-3-
O-a-D-(2’ galoil)-arabinofuranosido y quercetina-3-O-a-L-(2’’-O-galoil)-

arabinopiranosido, los cuales son reportados por primera vez en Ligaria cuneifolia.
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Para las muestras de Catamarca pudo verificarse la similitud en los perfiles
cromatograficos con las muestras de San Juan y preliminarmente confirmar la presencia
de quercetina-3-0O-glucdsido, quercetina-3-O-xilosido, quercetina-3-O-
arabinopiranosido,  quercetina-3-O-arabinofurandsido,  quercetina-3-O-ramnosido,
catequina y presumiblemente glicésidos de quercetina unidos a &cido galico, similares a

los encontrados en las muestras de San Juan.

Dado que los extractos son ricos en flavonoides, se procedio a realizar estudios de
capacidad antioxidante in vitro, ex vivo e in vivo. Se trabaj0 con métodos
espectroscopicos utilizando DPPH y ABTS. Los mayores valores correspondieron a las
fracciones acetato de etilo y especialmente a la fraccion “MeOH combinado-AE” (48,1
umol Trolox/g extracto para DPPH y 16279 umol Trolox/g extracto para ABTS). Entre
las muestras de Catamarca, los valores mas bajos correspondieron a los ejemplares
desarrollados sobre “retama” (9,8 pumol Trolox/g extracto para DPPH y 7229 pumol
Trolox/g extracto para ABTS) y los méas altos a los ejemplares desarrollados sobre
“chafar” (33,0 umol Trolox/g extracto para DPPH y 11354 umol Trolox/g extracto para
ABTS). También se evalud la capacidad antioxidante mediante autografia por TLC

sobre la fraccion “MeOH combinado-AE”.

El método desarrollado por electroforesis capilar para el andlisis de los extractos fue
empleado para evaluar la capacidad antioxidante, utilizando DPPH. La metodologia
probd ser eficiente para evaluar el comportamiento individual de los compuestos
presentes en el extracto y estudiar la relacion estructura-capacidad antioxidante. Se
comprobd asi que los glicésidos de flavonoles tienen menor capacidad gque la aglicona.
Los compuestos asociados a acido galico tuvieron mejor capacidad antioxidante que sus

contrapartes no galoiladas.

En cuanto a los ensayos ex vivo, la fraccion acetato de etilo inhibidé la oxidacion
fosfolipidica en homogeneizados de higado de ratas (ICsp=14,5 pg/ml), la auto-
oxidacion en homogeneizados de cerebro de ratas (1C50=0,27 pg/ml), y en el dafio al
ADN inducido por H,0,. Ademas, la aplicacion topica de la fraccion acetato de etilo
disminuyd en un 38 % la quimioluminiscencia en piel en un modelo in vivo en ratones

expuestos a UVA (control: 49 + 5 cps/cm?).
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Estos resultados podrian explicar los efectos benéficos de L. cuneifolia empleada en

medicina tradicional.
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1. INTRODUCCION

Las plantas de la familia Loranthaceae (sensu latu) son conocidas con el nombre
genérico de mueérdagos y debido a que son hemiparasitas dependen, en parte, del

hospedante para vivir.

En la Argentina, al igual que en el resto del mundo, la palabra “muérdago” es aplicada a
las plantas con un estilo de vida similar a Viscum album L. -Santalaceae- (de acuerdo

con clasificaciones mas recientes, www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/.) y con

cierto grado de relacion taxondmica. V. album es una especie europea que no crece en el
continente americano y que es empleada principalmente por su accién sobre el sistema
cardiovascular y su accion citotdxica sobre células tumorales (Becker, 1986; Fernandez
y col., 2000).

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. -Loranthaceae- es una especie hemiparésita que se
desarrolla sobre diferentes hospedantes. Es vulgarmente conocida con el nombre de
“muérdago criollo”, “liga” o “liguilla”. Esta especie es utilizada popularmente como
agente hipotensor y, debido a su similitud morfoldgica, constituye el sustituto natural

del muérdago europeo (Varela y col., 2001).

1.1 Muérdagos
1.1.1 Historia

Las plantas de la familia Loranthaceae (sensu latu) han sido reconocidas como hierbas
terapéuticas desde tiempos ancestrales. Ya en la Farmacopea del Divino Granjero
(Shen-Nong Ben-cao Jing, herbal Medical Classic 2710 a. C.), que fuera compilada
antes de la segunda centuria (206 a. C.- 220 d. C.), se describe a Loranthus parasiticus
Merr. como una hierba superior para un elixir de vida que produce gran longevidad. El
"parésito del sauce" ya esta presente en la Gran Farmacopea de Ly Shi-zhen en 1578. El
muérdago europeo es citado por Dioscorides usado en forma oral y topica para el
tratamiento de apostemas, induraciones y tumores (Font Quer, 1992), y también aparece
en el "Antidotario de Reichman" del siglo IX (Hartwell, 1982).

Los muérdagos eran sagrados para los europeos en la antigliedad y desde tiempos

ancestrales han sido considerados una de las plantas mas magicas, misteriosas y


http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/

sagradas del folklore europeo. ElI muérdago, Viscum album L. -Santalaceae-, es
conocido desde épocas muy remotas a través de las leyendas, la mitologia y las
practicas religiosas y por su amplio uso en la medicina popular (Prior, 1939). EI nombre
del género es el viejo nombre latino usado por Virgilio y por Plinio; significa viscoso y
le fue asignado por el jugo glutinoso de sus bayas. EI nombre inglés -mistletoe-, parece
derivar del anglosajon “misteltan” (tan: rama; mist: liga, en holandés antiguo) (Grieve,

[en linea]).

Segun la mitologia griega, cuando Japiter descendia desde el paraiso, residia en una
mata de muérdago. La sacerdotisa Medea usaba el jugo de la planta en pociones
magicas. Los registros persas, griegos y romanos y la mitologia de los noruegos también

fueron testigos de la veneracion que se tenia a esta planta.

Era la planta sagrada de los antiguos galos, los sacerdotes celtas (druidas) y otros grupos
paganos del Norte de Europa le adjudicaban poderes magicos y propiedades
medicinales. Traia felicidad, seguridad y buena suerte mientras no tocara el suelo (de
alli se supone que viene la costumbre de colgar ramas de muérdago en el dia de
Navidad). Es asi que la etimologia de la palabra “druida” aparece asociada a la que
ofrece Plinio el Viejo (Historia Natural, XV, 249), en un pasaje célebre en el que habla
de la veneracion de los druidas por el muérdago y el arbol al que esta ligado, es decir el
roble (Quercus robur L. -Fagaceae-). Anade Plinio: “No cumpliran ningtn rito sin la
presencia de una rama de ese arbol, hasta el punto que parece posible que los druidas
deriven su nombre del griego”. Se ha concluido entonces que la palabra druida provenia
del griego drus, “roble”. El roble, “representacion visible de la divinidad”, segun
Méaximo de Tiro (Disertaciones, VIII, 8) que atribuye esa creencia a los celtas, es en
cualquier caso simbolo de la ciencia y el poder y es el soporte del muérdago. Los
druidas eran considerados sacerdotes pero, ademas, tenian otra funcién social
importante son, en efecto, médicos y no cabe duda que la parte mas importante de su
terapéutica fue la medicacion por plantas. El ritual del muérdago nos es conocido
gracias a Plinio. “Los druidas tienen por lo mas sagrado al muérdago y al arbol en que
crece, suponiendo siempre que este arbol sea un roble” (Historia Natural, XVI, 249). Su
recoleccion se efectuaba “el sexto dia lunar”. Los sacerdotes druidas lo utilizaban en sus
sacrificios a los dioses. EI muérdago que crecia en los robles por ser méas escaso era

muy venerado y se le recolectaba en una ceremonia especial, en condiciones muy



precisas. El relato de Plinio en su Historia Natural durante su estadia en la Galia,
constituye la referencia mas antigua que se conoce de esta ceremonia. Los sacerdotes
con tanicas blancas cosechaban los muérdagos que crecian en los robles sagrados en el
solsticio de invierno. Se cortaba con una hoz de oro y sus ramas debian recogerse en un
pafio blanco, antes de tocar el suelo para que no perdiera sus poderes. Una vez
recolectado, en el mismo lugar, se sacrificaban dos toros blancos como sefial de
agradecimiento. Las ramas eran repartidas entre el pueblo quienes las colgaban sobre las
puertas de entrada en sus hogares para su proteccion. Los celtas le atribuian poderes
curativos y milagrosos. De hecho en el lenguaje celta significa "cura todo". No sélo se
le creia capaz de curar todas las enfermedades sino también de transformar en
inofensivos a los venenos, asegurar la fertilidad a los humanos y a los animales, y
proferir proteccion contra los espiritus y las brujerias. EI famoso pasaje en el que Plinio
el Viejo describe la recoleccién del muérdago, es bastante explicito a este respecto:
“Creen que el muérdago, tomado en infusion, concede la fecundidad a los animales
estériles y constituye un remedio contra todos los venenos” (Historia Natural, XVI,
249). El muérdago habria tenido valor de panacea universal, de verdadera “pocion
magica” (Markale, 1989). Debido a todo esto su posesion aseguraba buena fortuna. El
muérdago era considerado simbolo de paz y amor en los pueblos nérdicos, donde existia
una tradicion por la cual si los enemigos se encontraban debajo de un muérdago debian
deponer sus armas y decretar una tregua hasta el dia siguiente. Se relaciona al muérdago
con el dios Balder, hijo de Odin. Era un dios sabio y amable y también invulnerable. Lo
Unico capaz de dafiarlo fue una flecha construida con una rama de muérdago que sus
enemigos le arrojaron a partir de lo cual, la consideraron una planta con poderes
especiales. Los griegos también le atribuian poderes méagicos y asi, a través de los
siglos, ha permanecido asociado al folklore de diferentes pueblos. Se convirtio en sefial
de buen augurio y se creia que protegia contra el fuego, alejaba los malos espiritus,
promovia la fertilidad, daba suerte a los cazadores, protegia contra las heridas en el
combate, prevenia las pesadillas y daba refugio a los espiritus del bosque durante el
invierno (creian que el muérdago, siempre verde, mantenia vivo al huésped sagrado en
el invierno). Las virtudes méagicas atribuidas a la planta son variadas y numerosas. Todo
surge de la creencia de que hay algo sobrenatural en esta planta al crecer y florecer sin
tener raices en la tierra y que a su vez era el espiritu del arbol sobre el cual crecia. La
tradicion llega hasta nuestros dias en que es profusamente utilizado junto con el acebo

(llex aquifolium L. -Aquifoliaceae-) en los adornos navidefios. Esta tradicion europea se



traslada a América con los inmigrantes y el muérdago europeo es reemplazado por
Phoradendron leucarpum (Raf.) Reveal & M.C. Johnst. (ex Ph. flavescens (Pursh) Nutt.
Ex A. Gray) en Estados Unidos y por Ligaria cuneifolia en la Argentina en especial en
lo que refiere a sus usos medicinales. Aqui no existe la tradicion de colgar el muérdago
y este fue sustituido por el acebo en los adornos navidefios, al cual erroneamente, se lo

llama “muérdago”.

1.1.2. Caracteristicas generales

Dentro del reino vegetal, la Division Angiospermas o Magnoliophyta cuenta con plantas
parésitas que comprenden dos categorias:

e holoparasitos. Estas plantas no fotosintetizan y deben obtener su materia
organica, ademas de agua y nutrientes, a expensas de otro individuo.

e hemiparasitos. Son plantas que producen sus propios hidratos de carbono, via
fotosintesis, y toman agua y sales de otros vegetales denominados “huéspedes”.
Dependen del hospedante para vivir y se desarrollan sobre vastagos lefiosos. En
general, estan desprovistas de raices. EI embrion posee dos cotiledones y cuando
germina forma un disco de adhesion para aferrarse a las ramas o troncos de las
plantas lefiosas que parasita.

Las propiedades generales de estas plantas son las siguientes:

1. Los nutrientes y el agua son transportados a traves de haustorios (cono
de penetracion).

2. El parésito conecta su sistema vascular al del huésped.

3. De la planta parasitada obtienen agua y nutrientes minerales, en especial
nitrégeno. Por ello, presentan una alta tasa de transpiracion como un
mecanismo para acumular nitrogeno.

4. Pueden desarrollarse en la superficie del huésped (epiparésito) o dentro

del huésped (endoparésito) (Parasitic plants, en linea)

Esta particular relacion parasito - hospedante determina la existencia de complejas
interacciones que son causa de variacion fitoquimica en los compuestos producidos por
las especies parasitas, lo cual ha sido objeto de numerosos estudios ecobotanicos
(Wagner, 1993; Varela y col., 2001).



1.1.3. Familias

El orden SANTALALES es el més importante y con mayor numero de especies dentro
de las hemiparasitas. Comprende arboles, arbustos, lianas lefiosas o hierbas, la mayoria

hemiparasitas de raices o tallos de otras plantas (Takhtajan, 1997).

A todas las plantas con flores que crecen como parasitos en las ramas de los arboles o
arbustos se les llama, en forma generalizada, “muérdagos”. Representan
aproximadamente, las tres cuartas partes del total de plantas parasitas (Feuer y Kuijt,
1978).

La gran familia de los muérdagos ha sido desde hace mucho tiempo una fuente de

dificultad taxonémica.

En 1935 Engel y Krause determinaban 1300 especies diferentes de muérdagos
distribuidas preferentemente en las regiones tropicales y subtropicales de ambos
hemisferios. A estos géneros los agrupaban en dos subfamilias: Loranthoideae y
Viscoideae y el conjunto constituia la familia Loranthaceae Don. (Engler y col, 1935;
Wettstein, 1944; Abbiatti, 1946). Barlow elevé a las dos subfamilias a la categoria de
familias y partio a las Loranthaceae “sensu latu” (s. l.) en Loranthaceae Don. “sensu
strictu” (s. s.) y Viscaceae Miq. (Barlow, 1964). Los trabajos de Kuijt rescataron de la
familia Viscaceae a la tribu Eremolepideae Tiegh y la elevaron a la categoria de familia
con el nombre de Eremolepidaceae Kuijt (Kuijt, 1988). Los taxénomos consideraban,
por lo tanto, que los muérdagos se encontraban agrupados en tres familias:
Loranthaceae (75 géneros), Eremolepidaceae (3 géneros) y Viscaceae (7 géneros)
(Barlow vy cols., 1989). Sin embargo, muchos investigadores mantienen la tradicion de
referirse a los muérdagos como pertenecientes a Loranthaceae en sentido amplio s.I. De
acuerdo con los criterios actuales de la APG (del inglés Angiosperm Phylogeny Group),
las familias Eremolepidaceae y Viscaceae no existen como tales sino que se encuentran
incluidas en Santalaceae (APG Il www.mobot.org/MOBOT/research/APweb). Los
géneros Phoradendron, Eubrachion y Viscum (antes en Viscaceae) pertenecen a la
familia Santalaceae.



Segun Abbiatti (Abbiatti, 1946), existen 23 especies de muérdagos que crecen en las
distintas regiones fitogeogréficas de la Argentina, con excepcién de la estepa pampeana
y los desiertos patagonico y andino. La region fitogeografica mas afectada es la
denominada Formacién del Monte, donde abundan las leguminosas arbdreas, que son

las plantas que preferentemente infectan los muérdagos.

Desde el punto de vista taxondmico, los muérdagos argentinos se distribuyen en las tres
familias en que fue dividida Loranthaceae s.I. (Tabla 1.1), de acuerdo con el criterio de
clasificacion de las plantas vasculares del conosur (Catalogo de Plantas Vasculares del

Cono Sur, en linea)



Tabla 1.1.- Muérdagos que crecen en la Republica Argentina (Abbiatti, 1946; Subils,
1984; Wagner, 1993; Varela, 2003; Plantas vasculares del Conosur, 2015).

Eremolepidaceae
Tiegh.

Eubrachion Hook. f. E. ambiguum (H.et
A)) Engler [= E. andalgalense Abbiatti]

Loranthaceae D. Don

Ligaria Tiegh.
Psittacanthus Mart.

Struthanthus Mart

Tripodanthus
(Eichl.) Tiegh. [=
Phrygillanthus
Eichl.]

Tristerix Mart.

L. cuneifolia (Ruiz et Pav.) Tiegh
P. cordatus (Hoffmans) Blume
S. acuminatus (Ruiz et Pav.) Blume

S. uraguensis (Hook. et Arn.) G. Don

T. flagellaris (Cham. et Schlecht) Tiegh.
T. acutifolius (Ruiz et Pav.) Tiegh.

Trx. corymbosus (L.) Kuijt
Trx. verticillatus (Ruiz et Pav.)Barlow et
Wiens

Viscaceae Miq.

Phoradendron
Nutt.

Ph. affine (Pohl ex DC) Engl. & Krause

Ph. argentinum Urb

Ph. bathyoryctum Eichler

Ph. coriaceum Mart.

Ph. dipterum Eichler

Ph. falcifrons (Hook. & Arn.) Eichler
Ph. interruptum (DC.) B.D. Jacks
Ph. liga (Gill.) Eichl.

Ph. mucronatum (D.C.) Krug et Urb.

Ph. obtusissimum (Miq.) Eichler
Ph. paraguari Kuijt

Ph. piperoides (Kunth) Trel.

Ph. quadrangulare (Kunth) Griseb
Ph. reductum Trel.

Ph. tucumanensis Urb.




1.1.4. Especies: descripcion morfoldgica
1.1.4.1 Viscum album L.
El muérdago europeo, Viscum album (Figura 1.1), se distribuye desde el norte de
Europa al noroeste de Africa y desde Irlanda a través del sudoeste y centro de Asia hasta
el Japon. En el norte de China y Corea se encuentra Viscum album subsp. coloratum
Kom. (Viscaceae) y en el sur de China crece Loranthus parasiticus Merr.

(Loranthaceae). También se encuentra en una franja oriental de Australia.

Figura 1.1.- Viscum album

Es un arbusto hemiparasito siempre verde, con ramas dicotdmicas articuladas, con
entrenudos delgados, de 3 mm de didmetro, ensanchados en los extremos. La corteza es
verde-amarillenta y no forma capa suberosa. Hojas opuestas, verde-amarillentas,
coriaceas, glabras, de 5-7 cm long. x 1-2 cm de ancho, oblongas u obovado-lanceoladas,
sésiles, de é&pice redondeado; basinervadas, con 5 nervaduras paralelas, visibles.
Inflorescencias espiciformes, con las flores en las bifurcaciones superiores de las ramas.
Flores unisexuales, en plantas separadas (dioicas), 4-meras, verde-amarillentas,
pequefias. Estambres, 4; polen esferoidal a ovalado, tricolpado, con numerosas
espiculas. Ovario infero con 6vulos sin tegumento. Fruto bayas, blancas cuando
maduran, algo rugosas, uniseminadas, con una capa pegajosa de viscina. Semillas
endospermadas con 1-2 embriones clorofilaceos (Roques, 1837; The British
Pharmaceutical Codex, 1934; Prior, 1939; Pahlow, 1985)



Florece de marzo a abril y los frutos maduran en diciembre. Esta especie es nativa de
Europa (la uUnica especie de Viscum que crece). Desarrolla en forma de arbusto
redondeado, de hasta 1 m de diametro. Se encuentra al menos sobre 22 hospedantes
diferentes, los mas comunes son: “arce” (Acer spp. -Sapindaceae-), “alamo” (Populus
spp. -Salicaceae-), “manzano” (Malus domestica Borkh. -Rosaceae-), “sauce” (Salix
spp. L. -Salicaceae-), Robinia spp., entre otros (Hawksworth y Scharpf, 1984).

Las especies de Viscum que crecen en el sur de Africa presentan hojas mas pequefias
como adaptacion al clima seco a diferencia de, por ejemplo, las variedades australianas

las que se caracterizan por tener gran profusion de hojas.

Figura 1.2.- Grano de polen de Viscum album

La polinizacion puede ser anemdfila o entoméfila y la dispersion de las semillas es
realizada por pajaros. En la figura 1.2 se observa el grano de polen. Las variedades que
presentan flores llamativas y fragantes son polinizadas por los pajaros. En América son
los colibries y en Africa los pajaros conocidos como "péjaros de los muérdagos". Por el
contrario cuando los muérdagos presentan flores poco atractivas y pequefias pero con

nectarios, los agentes polinizantes son las moscas y abejas.

En cuanto a la dispersion, hay, ademas, ejemplares que tienen frutos explosivos en los

cuales las semillas son lanzadas a gran distancia.

V. album se fija al hospedante por un solo punto (haustorio primario) del cual se

originan, una vez en el interior del huésped, haustorios secundarios y una serie de



organos succionadores en forma de corddn que se desarrollan sincronicamente con la
actividad cambial del huésped. Todo ese sistema de drganos especiales se denomina
“sistema endofitico” o “endofito” (Figura 1.3) (Becker, 1986).

Figura 1.3.- Haustorio de Viscum album

1.1.4.2. Ligaria cuneifolia

Ligaria cuneifolia (Ruiz et Pav.) Tiegh. -Loranthaceae- es una especie hemiparasita
desprovista de raices aéreas que se desarrolla sobre diferentes hospedantes, con
preferencia en leguminosas arborescentes tales como “chafar” (Geoffroea decorticans
(Gill. ex Hook. & Arn.) Burkart -Fabaceae-), “algarrobo” (Prosopis spp.-Fabaceae-),
“churqui” (Acacia caven (Molina) Molina -Fabaceae-), Acacia spp., Robinia spp.,
“horco-cebil” (Piptadenia excelsa (Griseb) Lillo -Fabaceae-), pero también sobre talas,
molles, quebrachos y plantas cultivadas como manzanos, perales, durazneros, granados,
olivos, tipas, entre otros. Presenta una amplia distribucion geografica ya que se
extiende, en la Argentina, desde Salta y Jujuy en el norte hasta La Pampa en el sur y
desde Entre Rios y el noreste de Buenos Aires hasta la precordillera andina (Abbiatti,
1946). ElI nombre Ligaria deriva del término liga, en alusion a la capacidad de sus frutos
de “ligar” o atrapar pajaros. En tanto, cuneifolia se refiere al aspecto en forma de cufa
de sus hojas. Posee tallos enteros, sin entrenudos, glabros; ramas adultas cilindricas, las

jovenes subcomprimidas; ambas rugoso-estriadas. Hojas alternas, subsésiles,
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cuneiformes (Sanzin, 1918), lineares, lanceoladas o linear-espatuladas; de 1,5-6,5 cm de
largo por 4-15 mm de ancho; obtusas o agudas; carnosas 0 coriaceas, rugosas;
basinervadas, nervaduras poco visibles o 3-nervadas; apice con una callosidad negruzca
al secar. Racimos axilares 1-floros (por excepcion 2-floros); pedunculos florales de 5-15
mm de largo; clpula subfloral tridentada con dientes més o menos profundos. Flores 6-
meras, rojas, anaranjadas o a veces amarillas, de 3,5-5,5 cm de largo; piezas del
perigonio libres o soldadas en su base; tépalos linear-espatulados. En general, las flores
de los ejemplares que crecen en la Argentina son de color rojo, si bien hacia el este del
pais sus flores adquieren una coloracion amarilla (Figura 1.4). Estambres
alternadamente desiguales; filamentos soldados a los tépalos en su mitad inferior, la
region basal forma una ligula o ufia basal (Subils, 1984); anteras versatiles de
dehiscencia longitudinal; polen trilobulado con exina de ornamentacion granulada
(Castro y Telleria, 1995). Receptaculo obovoide, ovario infero con un disco lobulado.
Baya globosa o aovada, negruzca, coronada por el caliculo tubuloso. Embrion con 2
cotiledones; semillas con endosperma (Subils, 1984; Ulibarri, 1987). La floracién es

maxima en primavera y se prolonga hasta el otofio.

Figura 1.4.- Flores y frutos de Ligaria cuneifolia
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1.1.5. Usos Medicinales

El uso medicinal del muérdago se remonta al siglo V a.C.. En el 300 a.C. se lo
mencionaba como una panacea. Plinio, en el siglo | d.C., comentaba las virtudes como
emoliente, resolutivo de tumores, desecante en soriasis, como antiinflamatorio y para el
tratamiento de las heridas. Fue usado directamente sobre la parte afectada o como
decocciones de la planta. Se usé en el tratamiento de la epilepsia, mordeduras de
serpientes y otros animales salvajes, dolor de muelas, picaduras, vision débil, resfriados,

Ulceras, fiebre, dolor de cabeza, y para favorecer la fertilidad (Barlow, 1987).

Antiguamente, con los frutos se preparaba “liga” y se aplicaba como parche sobre las
heridas y llagas (Youngken, 1951). Muy posteriormente, en el siglo XVI, se utilizo la
pomada de muérdago para curar las Ulceras y las heridas purulentas (Pahlow, 1985;
Grieve, [en linea]). Los extractos de V. album resultaron efectivos para aumentar la
produccién de orina (propiedades diuréticas), tonificar el musculo cardiaco y controlar

las hemorragias (propiedades hemostaticas) (Roques, 1837; Bertotto, 1949).

Los estudios etnofarmacolégicos le atribuyen a V. album propiedades antiespasmaodicas,
tonicas y narcoticas. Tuvo gran reputacion al ser utilizada para tratar la epilepsia y otros
desérdenes convulsivos aliviando los espasmos producidos. En una publicacion sobre
remedios domeésticos, llamada "gui de chene™ (muérdago del roble) aparecida en Francia
en 1682 (Grieve, [en linea]), cita su gran poder curativo en epilepsia y Sir John
Colbatch publicé en 1720 un folleto sobre el tratamiento de la epilepsia con el
muérdago ("The Treatment of Epilepsy by Mistletoe™) considerandolo especifico para
dicha enfermedad (Grieve, [en linea]). Fue utilizado en convulsiones, delirio, neuralgia
debilidad nerviosa, y muchas otras enfermedades del sistema nervioso como también en
afecciones urinarias y cardiacas. Se le ha usado para fortalecer el higado, los huesos y
los tendones, expeler patdgenos relacionados con la artritis, estabilizar el crecimiento

del feto y provocar lactogénesis.
Se dice que también disminuye el impulso cardiaco y alivia el dolor precordial, efectos

debidos probablemente a la dilatacion de los vasos periféricos. Es administrado como

extracto blando, infusion o tintura (1: 8) (The British Pharmaceutical Codex, 1934). La
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infusion de la planta se utiliza contra los trastornos circulatorios y cardiacos leves de
origen nervioso (dos cucharaditas en un cuarto litro de agua, 2 tazas por dia) (Pahlow,
1985).

V. album disfruta de gran reputacion como hipotensor en la medicina popular y en 1907
aparecian las primeras publicaciones que se refieren a estos efectos (Gaultier y col.
1907), registrandose asimismo algunos trabajos algo mas recientes acerca de sus efectos
sobre la presion arterial. Johansen y col. (1940) dieron a conocer la existencia de dos
sustancias, una actuaria sobre el corazén y la otra sobre la presion. Esta ultima por via
parasimpatica sobre las terminaciones nerviosas periféricas. Esas sustancias resultan
inactivas cuando se administran por via gastrica, en cambio, los extractos administrados
por via intravenosa son activos (Youngken, 1951; Font Quer, 1992; Paris, y col., 1981).
Se ha indicado también una accién sobre el sistema cardiovascular (Benigni y col.,
1964; Wagner y col., 1986). En las ultimas décadas se ha incrementado el interés en su
estudio sobre la base de las diferentes actividades bioldgicas encontradas para el
muérdago europeo que incluyen, ademas de los efectos cardiovasculares, actividades
antivirales, antiinflamatorias e inmunomoduladoras. Cabe destacar que desde 1920 se ha
hecho popular en Europa el uso de los extractos de V. album como un tratamiento no
convencional para el cancer, encontrdndose actualmente diversas preparaciones
medicinales en venta en Europa (Helixor®, Iscador®, Plenosol®, etc.). Estas
preparaciones ejercerian un efecto cancerostatico e inmunoestimulatorio (Maldacker,
2006).

Se han publicado muchos estudios en lo que respecta a los efectos bioldgicos ejercidos
por extractos acuosos o acuosos fermentados de muérdagos y de algunos productos
purificados, como lectinas y viscotoxinas, presentes en varias especies de Viscum,
principalmente el V. album. A través de décadas de estudio se han aislado lectinas,
viscotoxinas y otras proteinas y, ademas, oligosacaridos, alcaloides y flavonoides.
Muchos de los productos no han sido aun estudiados en detalle en parte por la escasez

del producto purificado obtenido.

El uso que la poblacion realiza de los muérdagos americanos es muy Vvariado,

dependiendo de la etnia y de la regidn geogréfica.
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En la Argentina, el muérdago criollo, L. cuneifolia var. cuneifolia, es la especie que méas
se emplea como sustituto del muérdago europeo, aunque los botanicos las ubican en dos
familias diferentes. Los inmigrantes europeos y sus descendientes encontraron que esta
especie poseia un habitat y una morfologia similar al V. album, razén por la cual la
tomaron como un sustituto natural de éste (Najera, 1983; Wagner, 1993) y comenzaron
a utilizar las infusiones de las hojas y los tallos, ocasionalmente acompafiadas por
flores, como agentes terapéuticos para disminuir la presion arterial. Es asi como se
puede encontrar en las herboristerias, bajo el nombre de muérdago, material desecado
de L. cuneifolia. Hieronymus (1882) mencionaba que las hojas trituradas se empleaban
en cataplasmas para las fracturas de los huesos, propiedad que también se atribuia al
extracto gomoso de los frutos. La goma se empleaba popularmente para cazar pajaros e
insectos (Hieronymus, 1882; Toursarkissian, 1980). En "Contribuciones a la Materia
Médica" de Juan A. Dominguez aparecen los primeros estudios farmacoldgicos y
fitoquimicos sobre los muérdagos argentinos. Estos estudios se realizaron con
ejemplares de Psittacanthus cuneifoliius (Ruiz et Pav.) Engl. (sinonimia de L.
cuneifolia) y Phrygilanthus flagellaris (Cham. et Schltdl.) Eicher (sinonimia de
Tripodanthus flagellaris (Cham. et Schitdl.) Tiegh. y se observé que la accién
hipotensora se verificaba en ejemplares que parasitaban especies de Prosopis mientras
que aquellos recogidos sobre Aspidosperma actuaban como adrenérgicos hipertensores.
Algo semejante fue observado con especies de Ph. flavescens de Estados Unidos
(Dominguez, 1928). En "Plantas de la flora argentina empleadas en medicina popular"
(Ratera, 1980) se menciona la accion hipotensora del muérdago criollo (L. cuneifolia)
que parasita leguminosas y se advierte que sobre otros hospedantes (Apocynaceae, por
ejemplo) puede ejercer accion adrenérgica hipertensiva por vasoconstriccion periférica
y su accién se manifiesta por un descenso temporario y ligero de la presién seguido de

una fuerte hipertensién persistente, acompafiada de aceleracion cardiaca.
En su compilacion sobre "700 hierbas medicinales” de Argentina; Burgstaller (1984)

menciona para liga o para muérdago su accién hipotensora e incluye ademas su

utilizacion en arteriosclerosis, saturnismo, menopausia, glaucoma y para la esterilidad.
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Las hojas, los tallos tiernos y las flores se usaban en cocimiento al 20-25 %. Se les
atribuyen propiedades diuréticas y tonico-cardiacas, pero sobre todo en la hipertension.
El energéteno o zumo de muérdago tiene propiedades de hipotensor y antiescleroso (34
gotas de zumo corresponden a 1g del vegetal). Se prepara también el extracto acuoso de

hojas y ramas jovenes (100 g en 600 g de agua) (Gonzalez Torres, 1992).

La infusion de las hojas se utilizaba contra los vomitos de la sangre, la tuberculosis y la
metrorrea. EI cocimiento de tallos es vomitivo. La infusion de frutos como bebida para

las afecciones de los rifiones y la vejiga (De Lucca y Zalles, 1992).

Se empleaba la infusion de las hojas y los frutos como antihemorragico y contra la
arteriosclerosis. Constituye un excelente alimento para el ganado en épocas de sequia
(Poll, 1984; Castelldn, 1998).

Es excitante de las contracciones peristalticas y del tono uterino en las mujeres
embarazadas. También se cita como astringente. La solucidn de viscina, por su gran
poder aglutinante, se ha recomendado para la fabricacion de emplastos y medicamentos
dermatoldgicos (Dominguez, 1928; Ratera y Ratera, 1980; Ragonese y Milano, 1984;
Marzocca, 1997).

Recientemente, Scarpa y col. (2011) realiz6 un estudio sobre la etnobotanica médica de
las “ligas” (Loranthaceae s. |.) entre los indigenas y criollos de la Argentina. El objetivo
de esta contribucion es efectuar una compilacion de las aplicaciones medicinales de las
“ligas” por parte de 14 grupos humanos argentinos (7 grupos criollos y 7 indigenas),
incluyendo tanto datos bibliograficos como inéditos, con una comparacion intercultural
entre los usos criollos e indigenas. Entre las aplicaciones especificas de L. cuneifolia se
mencionan las siguientes.
e Accion hipotensora, en forma de decoccion ingerida entre los criollos y los
grupos indigenas collas de la prepuna.
e Accion antihemorragica, en forma de decoccion ingerida, utilizada por los
criollos en Cérdoba y los valles interandinos.
e Accion abortiva, en forma de decoccion ingerida, utilizada por los criollos

en Cordoba.
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e Accion emenagoga, como decoccion ingerida, utilizada por los criollos de
los valles interandinos.

e Accidn oxitocica, como decoccion ingerida, utilizada por los criollos en
Cordoba.

e Para las fracturas, sus hojas molidas se colocan en forma de cataplasma
sobre la afeccion. Utilizada por los criollos de los valles interandinos.

o Cefalgias, gastralgias, como decoccion ingerida, utilizada por los criollos de
los valles interandinos.

e Para normalizar la presion, como infusién ingerida, en el caso de los criollos
de San Juan.

e Dolor de garganta, como decoccion ingerida, en el caso de criollos-collas
Yungas-Noroeste .

e Hipotermia, en forma de bafios y vapores calientes, utilizado por criollos-
collas Yungas-Noroeste .

A partir de diferentes ejemplares de muérdagos argentinos se han aislado y
caracterizado diferentes compuestos como colina, acetilcolina y tiramina, las que tienen
efecto sobre la presion sanguinea y el musculo cardiaco (Taira y col,, 1994; Vazquez y
col., 1989).

En cuanto a la acciéon farmacoldgica de los extractos, se establecié que éstos poseen
efectos sobre el sistema cardiovascular y acciones citostaticas e inmunomoduladoras
(Taira y col., 1994 y 2004; Fernandez y col., 1998 y 2000; Wagner y col., 1998; Cerda
Zolezzi y col., 2005). Los extractos acuosos de L. cuneifolia producen inhibicién en el
crecimiento de las células linfoides activadas. Esta inhibicion estaria mediada por la
induccién de la muerte celular a través de un mecanismo apoptético. Ademas, estos
extractos pueden modular la actividad de las células macrofagicas a través de la
induccidn en la produccidn de éxido nitrico. Una lectina galactésido-especifica presente
en el extracto acuoso inhibe la proliferacion de las células tumorales LB. La lectina
galactosido-especifica es el primer componente aislado responsable de una accién
bioldgica en esta especie (Varela y col., 2001; Fernandez y col., 2003; Cerda Zolezzi y
col., 2005). Los efectos cardiovasculares observados indican que la infusién de L.

cuneifolia produce, segun el hospedante, un efecto presor acompafiado o no, de
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vasodilatacion y un efecto cardiaco variable (Taira y col., 1994 y 2004; Fernandez y
col., 2000). Esta diversidad de efectos podria deberse a las diferencias cuali-
cuantitativas de los polifenoles presentes. El tratamiento de ratas con extracto crudo de
L. cuneifolia por via intraperitoneal produce aumento de la viscosidad sanguinea,
disminucion del colesterol plasmatico y aumento de la excrecion biliar (Dominighini y
col., 2004). Se comprob6 que la fraccion metandlica tiene accion sobre el contenido
lipidico de la membrana eritrocitaria lo cual produce una disminucién en la
deformabilidad del glébulo rojo y un cambio de forma. Ambos fendmenos tienen efecto

sobre la viscosidad sanguinea (Ferrero y col., 2007; Dominighini y col., 2015),

También fueron aislados en esta especie dos compuestos mayoritarios caracterizados
como triterpenos pentaciclicos del grupo del lupeol: betulina y acido betulinico (Fusco y
col., 2004). Datos informados en la literatura (Siddiqui y col., 1988) demuestran la
actividad anticancerigena y anti-VIH del acido betulinico y antiinflamatoria de betulina.
Ademas, se da cuenta de estudios farmacognosticos (Deng y col., 2002) que avalan esta
propiedad, manifestada en una fuerte inhibicién de las células tumorales in vitro (Cui y
col., 1994).

Soberon y col. (2014) realizaron un estudio de la actividad antibacteriana de los
extractos de las hojas de Ligaria cuneifolia y Jodina rhombifolia. Un fraccionamiento
guiado llevé al aislamiento e identificacion de compuestos con actividad contra
fitopatdgenos y cepas de referencia. En L. cuneifolia los principios activos fueron

identificados como derivados de los flavonoides.

1.2. Flavonoides

Los flavonoides son productos del metabolismo secundario de las plantas y derivan de
dos vias biosintéticas principales: la del shikimato y la del acetato, ambas provienen del
metabolismo de la glucosa. La estructura comun de los flavonoides es la de los
difenilpropanos (C6-C3-C6) y consisten en dos anillos aromaticos unidos a través de 3
C que usualmente forman un heterociclo oxigenado (Figura 1.5). Biogenéticamente, el
anillo A habitualmente deriva de una molécula de resorcinol o floroglucinol sintetizados
por la via del acetato mientras que el anillo B deriva de la via del shikimato (Bravo,

1998). Esta estructura puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y adiciones
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de grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de
compuestos, aungue todos los productos finales se caracterizan por ser polifendlicos.

Figura 1.5.- Estructura general de los flavonoides
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Las flavonas (apigenina, luteolina, diosmentina) y los flavonoles (camferol, quercetina,

miricetina) y sus glicosidos constituyen los compuestos més comunes.

Los flavonoles se caracterizan por tener 3,5,7-trihidroxiflavona y el anillo B puede tener
uno mas hidroxilos (Figura 1.6), ocasionalmente se encuentran como aglicones pero
mas comUnmente se hallan como derivados glicosilados. Los flavonoles ocurren como
O-glicosidos pero las flavonas O y C-glicosiladas son muy comunes. Estas dltimas
poseen un enlace C-C entre el carbono anomérico de la molécula del azucar y el C6 6
C8 del nucleo flavonoide. A diferencia de los O-glicésidos, los C-glicésidos no son
clivados por tratamiento acido (Bravo, 1998). Los enlaces glicosidicos se encuentran
localizados normalmente en las posiciones 3 6 7 y los azucares asociados pueden ser
ramnosa, glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa (Williams, 2006).

Figura 1.6.- Estructura de los flavonoles mas comunes

Rl1yR2=H camferol
Ri1=Hy R2 =OH quercetina
R1yR2=0H miricetina
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Otro grupo igualmente importante, dentro de los flavonoides, son los taninos
condensados o proantocianidinas. Existen como oligomeros solubles, de 2 a 6 nucleos
fendlicos (flavan-3-ol con un flavan-3,4-diol 0 méas), o como polimeros insolubles
(Figura 1.7).

Figura 1.7.- Estructura de la proantocianidina B1

Los flavonoides tales como catequina, epicatequina, galocatequina, constituyen las
unidades monoméricas de los taninos condensados, aunque también existen como
mondmeros libres (Bravo, 1998). Las catequinas (y las epicatequinas) con 3 grupos OH
en el anillo B son las galocatequinas y las esterificadas con acido galico en la posicion

3-OH del anillo C son los catequin-galatos.

1.2.1. Flavonoides en L. cuneifolia

Wagner (1993) reporta el hallazgo de los siguientes flavonoides: quercetina libre y sus
derivados 3-O-glicosilados con xilosa, ramnosa y arabinosa, catequina, epicatequina y
proantocianidinas en distinto grado de polimerizacion. Soberon y col., (2014) informan
los siguientes principios activos: mono y diglicosidos de flavonoles tales como
quercetina y camferol (rutina y nicotiflorina; quercetina-3-O-galactosido, quercetina-3-

O-glucosido y quercetina-3-O-ramndsido) y acido galico.
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1.3. Actividad antioxidante
1.3.1 Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un numero impar de electrones y
son capaces de existir en forma independiente. EI nmero impar de electrones se debe a
la presencia de uno o méas electrones desapareados en sus orbitales mas externos. Un
electron desapareado es aquel que ocupa un orbital atdbmico o molecular por si mismo.
La presencia de dichos electrones le confiere a los radicales libres un caracter
paramagnético, es decir, son atraidos débilmente por campos magnéticos. Ademas, en la
mayoria de los casos, son altamente reactivos y poseen una vida media corta (Pryor,
1976).

Los radicales libres en sistemas bioldgicos pueden ser generados por diversas vias
metabolicas. La conversion de ciertas moléculas en radicales libres en el organismo
involucra tanto el metabolismo de compuestos endogenos como exdgenos. Entre los
radicales libres de mayor relevancia en sistemas bioldgicos se encuentran los centrados
en el oxigeno (O). También adquieren relevancia los centrados en nitrégeno (N), azufre
(S) y aquellos que se generan por accion de los metales de transicién (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

1.3.2 Toxicidad del O,

Si bien la utilizacion del oxigeno es un requerimiento esencial para la funcion y el
desarrollo de la vida, cuando se encuentra en concentraciones mayores que las presentes
en la atmosfera (21 % V/V; presion parcial 21 kPa), resulta toxico para los organismos
vivos (Ernster, 1986). Ademas, algunos productos que derivan del proceso fisioldgico
normal del metabolismo del O, producen alteraciones de la homeostasis celular. Estos
productos son llamados especies reactivas del O, y son capaces de provocar dafio a

diversos componentes celulares.

1.3.3 Especies activas del O,

Comprenden una familia de moléculas y radicales libres derivados de la reduccion

parcial del O, molecular. En su estado natural puede considerarse un radical libre. Si
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bien posee un nimero par de electrones, dos de ellos se encuentran desapareados y se
ubican en un orbital molecular antienlazante diferente. Estos electrones poseen espines
paralelos. Cuando la molécula de O, adquiere esa configuracion, se encuentra en su
estado energético mas estable, llamado triplete basal. EI O, es un agente oxidante, en
consecuencia se reduce por ganancia de electrones, los cuales deberén poseer un espin
antiparalelo a los electrones desapareados del O, La ganancia de electrones, en la
reduccion del Oy, ocurrird de a un electron por vez, dando lugar a la formacion de

distintos intermediarios.

Si el O, molecular en su estado basal acepta un electrén, el producto obtenido serd el
anién superoéxido (O,"), especie quimica que solo posee un electrén desapareado. Se
trata de una especie poco reactiva en soluciones acuosas y la carga negativa que posee,
impide su difusion a través de las membranas bioldgicas. La incorporacion de un
segundo electrén dara lugar a la formacién del ion peréxido (O-%), que no es un radical
pues no posee electrones desapareados. Sin embargo, esta molécula es considerada una
especie activa del O, debido a que la unidon O-O es relativamente debil por lo que la
adicion de otros dos electrones hara que se produzca una ruptura de la unién entre los
dos 4tomos de O presentes en el O,> , generando dos aniones 6xido (O%). El H,0, es
generado directamente por reduccion divalente del O, o indirectamente por la reaccién
de dismutaciéon del O,", catalizada por la enzima superéxido dismutasa. Es el mas
estable de los intermediarios de reduccion del O,, a pesar de presentar la union
perdxido. Puede actuar como agente oxidante y reductor y su reactividad en soluciones
acuosas es limitada y puede atravesar las membranas bioldgicas por procesos de
difusion. ElI H,O, puede descomponerse dando lugar a la formacién del radical
hidroxilo (HO®), el cual es el mas reactivo de los radicales libres del O,. Reacciona
inmediatamente en o cerca de su lugar de generacion con azucares, aminoacidos,
fosfolipidos, bases de ADN Yy acidos organicos. Es entonces que el O,*, H,O,y HO®,
junto con el O, singulete (*O,), un estado excitado del O,, conforman el grupo de

especies activas del oxigeno.
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1.3.4 Estrés oxidativo

La formacion de especies activas del oxigeno es parte de un proceso fisiolégico que
tiene lugar en la cadena respiratoria mitocondrial, la fagocitosis, el citrocromo P450, la
xantino oxidasa, el metabolismo del &cido araquiddnico y la 6xido nitrico sintasa. De
acuerdo con la definicion de Sies (1985), el estrés oxidativo es una situacion en la cual
las concentraciones intracelulares de las especies activas del oxigeno se encuentran
incrementadas por sobre valores fisiologicos. Esto puede producirse por un aumento en
la velocidad de produccion de las especies oxidantes, una disminucion en los niveles de
antioxidantes o una combinacion de ambas situaciones. Debido al desequilibrio entre la
produccidn de especies activas del O, y el sistema de defensa antioxidante, se alcanza el
mencionado aumento sostenido de sus concentraciones en estado estacionario y, en

consecuencia, al dafio oxidativo.

1.3.5. Sistemas de defensa antioxidante

En la célula existen sistemas de defensa especificos encargados de metabolizar las
especies activas del oxigeno. Son denominados sistemas de defensa antioxidante y se
clasifican en dos grupos: antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de los
primeros se encuentran, principalmente, la superoxido dismutasa, las catalasas y las
peroxidasas. La superoxido dismutasa es una enzima que cataliza la dismutacion del
0," a H,0, y O, molecular. La catalasa es una hemoproteina compuesta por cuatro
subunidades. Posee una actividad especifica para el H;O,. La distribucion de la
glutation peroxidasa es complementaria a la de la catalasa y ambas son responsables de
la detoxificacion del H,O, y presentan diferentes afinidades por su sustrato. Asi, la
catalasa actuaria principalmente a altas concentraciones de H,0O, mientras que la
glutation peroxidasa lo hace a bajas concentraciones. Dentro de los sistemas no
enzimaticos se encuentran los antioxidantes hidrosolubles, tales como el glutation, el
acido ascérbico y el drico, entre otros, y los liposolubles, como la vitamina E, la
coenzima Q10 y los carotenos. Otros compuestos de gran importancia son los

polifenoles, especialmente los flavonoides.
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1.3.5.1 Flavonoides

Las propiedades quimicas de los flavonoides en términos de la habilidad de los
hidrogenos fenolicos como atrapadores de radicales libres permiten predecir su
capacidad antioxidante. Para que un flavonoide sea considerado antioxidante debe
satisfacer dos condiciones basicas: 1) cuando esta presente en bajas concentraciones en
relacion al sustrato que sera oxidado puede demorar o prevenir la auto-oxidacion o la
oxidacion mediada por radicales libres (Halliwell, 1990) y 2) el radical resultante luego
del atrapamiento debe ser estable, a través de la formacion de enlaces de hidrogeno por
oxidacion posterior (Shahidi y col., 1992). La quimica de los flavonoides es predictiva
en cuanto a su capacidad atrapadora de radicales libres debido a que los potenciales de
reduccion son menores que los de los radicales alquil peroxilos y superdxido, lo cual
implica que los flavonoides pueden inactivar estas especies y prevenir las consecuencias
deletéreas de estas reacciones (Rice-Evans, 1996). Su actividad antioxidante también es
reportada como atrapadores del radical superdxido y peroxilo, efectos inhibitorios sobre
la peroxidacion lipidica, inhibicion de la oxidacion de las LDL mediada por iones de

cobre y macréfagos.

En cuanto a la relacion estructura-actividad, las siguientes caracteristicas son
determinantes (Rice-Evans y col., 1996):

e Lainsaturacion en el anillo C le confiere al radical aril-oxilo resultante una
mayor estabilidad al permitir la deslocalizacién electronica en la molécula.

e El doble enlace en 2,3 en conjugacion con la funcién 4-oxo del anillo C es
responsable de la deslocalizacidn electronica del anillo B. Es por ello que la
glicosilacion de los flavonoides reduce su actividad en comparacion con los
aglicones (Shahidi y col., 1992). El bloqueo del grupo 3-OH en el anillo C
de la quercetina con un glicésido como en el caso de la rutina o la remocién
del grupo 3-OH como ocurre con la luteolina, reduce la capacidad
antioxidante.

e La importancia de la adyacencia de dos grupos oxhidrilos en la estructura
orto difendlica en el anillo B que confiere mayor estabilidad al radical y

participa en la deslocalizacion electronica.
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e Los grupos OH en posicion 3 y 5 con la funcién 4-oxo en los anillos Ay C
son requeridos para la maxima capacidad antioxidante.

e La importancia de la hidroxilacion en el anillo B de las flavonas y los
flavanoles. También se ha demostrado la relevancia de la hidroxilacion en el
anillo A, en ausencia de la estructura dihidroxi en el anillo B.

e A mayor nimero de OH en los anillos, mayor capacidad antioxidante.

En consecuencia, la quercetina que satisface todos los requerimientos
mencionados, exhibe una mayor capacidad antioxidante en comparacion con los
flavanoles (por ejemplo, catequina). En este Gltimo caso, dado que no hay
deslocalizacion electronica entre los anillos A 'y B debido a la saturacién del
anillo heterociclico, el poder antioxidante estd determinado por el numero de

grupos OH.

Las catequinas (incluyendo la epicatequina) esterificadas en posicion 3-OH del
anillo C con acido galico constituyen los catequin galatos y aquellas con 3
grupos OH en el anillo B son las galocatequinas. Estos reflejan la contribucién
del &cido galico a la capacidad antioxidante de la catequina. En el caso de los
flavanoles, el incremento del nimero de OH como los orto-difenoles o
trifenoles, como en el caso de los ésteres de acido galico o las galocatequinas,

incrementan su capacidad antioxidante.

La presencia de acido gélico unido a la molécula del glicésido representa un
incremento en la capacidad antioxidante respecto a su contraparte. Estudios
previos han demostrado que el radical galoilo es una especie altamente reactiva
que puede participar en una variedad de reacciones para generar dimeros a
través de uniones C-C y C-O, determinando asi la finalizacion de la reaccion en
cadena radicalaria (Yokozawa y col., 1998). Comparaciones entre glicésidos de
quercetina y sus contrapartes no galoiladas demuestran que la presencia de
acido galico en la molécula, incrementa el potencial antioxidante (Okamura y
col., 1993).
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1.3.6. Métodos para determinar capacidad antioxidante

Dentro de los métodos in vitro para determinacion de capacidad antioxidante en

extractos vegetales se cuentan los siguientes (Alamy col., 2013):

1.3.6.1. DPPH
Es quizas el método mas utilizado, debido a su simplicidad y rapidez, y a su relativo
bajo costo en comparacion con los otros métodos. Consiste en medir el consumo de
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidracilo) espectrofotométricamente a través de la
disminucion de absorbancia a 515 nm. El DPPH es un radical estable, debido a la
deslocalizacion del electron desapareado en la molécula. Tiene un color violeta oscuro
el cual, al reaccionar con un sustrato capaz de donar un atomo de H, se decolora
(Sanchez-Moreno y col., 1998). Se realiza una curva de calibracién con Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico), un andlogo de la vitamina E,

soluble en agua (utilizado como estandar).

1.3.6.2. TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)/ABTS
Este método es aplicable tanto a antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos. Consiste en
generar radicales del ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)), que poseen
color azul, por reaccion con ABAP (2,2-azo-bis (2-amidinopropano) hidrocloruro)
(Campos y col., 1997). Este compuesto genera radicales peroxilo por descomposicion
térmica y es muy soluble en agua. El consumo de los radicales del ABTS se mide
espectrofotométricamente a través de la disminucion de la absorbancia a 734 nm.
También se realiza una curva de calibracion utilizando Trolox como estandar y una

dilucion adecuada del extracto a estudiar.

1.3.6.3. FRAP (Ferric reducing/antioxidant power)
Este método mide la habilidad de los antioxidantes de reducir el cation férrico (111) a
ferroso (11) (Benzie y col., 1996). Se basa en la reduccion del complejo del catién
férrico y el TPTZ (2,3,5-trifenil-1,3,4-triazo-2-azoniaciclopenta-1,4-dieno cloruro) a su
forma ferrosa, a bajos pH. Se monitorea midiendo los cambios de absorbancia a 593

nm.
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1.3.6.4. ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)
Se basa en la generacion de radicales peroxilo utilizando AAPH (2,2-azobis 2-
amidopropano dihidrocloruro) como generador de los radicales y mide la disminucién
de la fluorescencia en presencia de los compuestos atrapadores de radicales libres. La
molécula blanco puede ser p-ficoeritrina o fluoresceina y utiliza Trolox como estandar.
Existen variantes del método en la literatura (Davalos y col., 2004; Prior y col., 2003;
Ouy col., 2002).

1.3.7 Actividad antioxidante en la familia Loranthaceae

Gran parte de los estudios de la actividad antioxidante en la familia Loranthaceae han
sido realizados sobre Viscum album. Los compuestos antioxidantes presentes en V.
album se encuentran representados por flavonoides (quercetina y quercetina metil éter,
acumulados en la superficie de la planta, ocasionalmente también el flavonol camferol y
sus metil derivados, y raramente naringenina) (Haas y col., 2003) y acidos fendlicos,
tales como los &cidos digalico u o-cumarico, en sus formas libres o glicosiladas
(Luczkiewicz y col., 2001). A fin de evaluar la capacidad antioxidante de los extractos
de las plantas, se han desarrollado numerosos métodos in vitro. ORAC (oxygen radical
absorbance capacity), capacidad antioxidante en equivalentes Trolox (TEAC),
capacidad antioxidante total atrapadora de radicales (TRAP), y habilidad reductora del
férrico (FRAP) se encuentran entre los métodos mas populares que han sido utilizados
(Wu 'y col., 2004).

Las investigaciones en los extractos crudos metandlicos sobre distintos hospedantes
(Tilia tometosa Moench. -Tiliaceae-, Acer campestre L. -Aceraceae-, Robinia
pseudoacacia L. -Fabaceae-) demuestran que éstos poseen un efecto atrapador de
radicales libres y ejercen una accién protectora sobre la generacion de dafio oxidativo.
Los métodos utilizados comprenden los mencionados en el parrafo anterior y aquellos
que indican el dafio oxidativo a distintas macromoléculas bioldgicas (sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), por ejemplo). La capacidad antioxidante es
dependiente de la época de la recoleccion, asi como también del hospedante. Se verifico
ademas que el extracto de V. album puede actuar como antioxidante primario y/o
secundario (Onay-Ucar y col., 2006). En otro estudio (Vicas y col., 2009), se investigo
la capacidad antioxidante en las hojas y los tallos, sobre distintos hospedantes (Acer

campestre, Malus domestica Borkh. -Rosaceae-, Fraxinus excelsior L. -Oleaceae- ,
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Populus nigra L. -Salicaceae- y Robinia pseudoacacia) de las fracciones hidrofilicas y
lipofilicas, representadas por el contenido fendlico (&cidos fendlicos y flavonoides) y
carotenoide, respectivamente, mediante el método FRAP. No se detectaron diferencias
significativas entre los valores de actividad antioxidante en la fraccion hidrofilica de las
hojas y los tallos, pero los extractos derivados de las hojas de “muérdago” sobre los
hospedantes Malus domestica y Fraxinus excelsior y todos los extractos de los tallos
tienen la maxima capacidad antioxidante (0,14 + 0,12 y 0,13 = 0,11 mg/l equivalentes
de vitamina C / g de hojas frescas). La capacidad antioxidante hidrofilica se
correlaciona con el contenido de fenoles totales, determinados por el método de Folin-
Ciocalteu, tanto en las hojas como en los tallos. Las hojas de “muérdago” provenientes
de Acer campestre, seguidas por Malus domestica y Fraxinus excelsior muestran
mayores concentraciones de fenoles. Estas ultimas exhiben mayores valores de

actividad antioxidante hidrofilica y lipofilica.

Posteriormente (Vicas y col., 2011), se realiz6 un estudio mas exhaustivo de las
propiedades antioxidantes de V. album. Ademas de investigar la influencia de los
distintos hospedantes (Acer campestre, Fraxinus excelsior, Populus nigra, Malus
domestica y Robinia pseudoacacia) en la composicion quimica y la actividad
antioxidante de las hojas y los tallos de V. album, se examind el efecto del solvente de
extraccion (agua y etanol). HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta eficiencia con
detector de arreglo de diodos) se utiliza para el analisis de compuestos bioactivos de las
hojas y los tallos de “muérdago” sobre cinco hospedantes distintos. Los métodos usados
comprenden DPPH, ORAC y TEAC, los cuales se compararon con la cuantificacion de
los fenoles totales por Folin - Ciocalteu. V. album en Fraxinus excelsior, registro el
mayor nivel de fenoles totales mientras que en Malus domestica se dieron los valores
mas bajos, lo cual confirma los hallazgos previos sobre la influencia del hospedante y
de la época de recoleccion. En general, la actividad antioxidante es mayor en el extracto
alcohdlico y en las hojas. Entre los compuestos investigados por HPLC se encuentran
un triterpeno pentaciclico (acido betulinico), 12 compuestos fendlicos (acidos galico,
protocatéquico, gentisico, clorogenico, p-OH benzoico, cafeico, siringico, salicilico, p-
cumarico, ferdlico, sinapico y trans-cinamico) y 4 polifenoles (naringenina, quercetina,
camferol y &cido rosmarinico). Se encuentraron diferencias en la composicioén quimica
de los extractos entre distintos hospedantes y entre las hojas y los tallos. Los acidos

fenolicos representan la mayor fraccion de compuestos bioactivos.
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Estudios de la actividad antioxidante realizados sobre otras especies de la familia
Loranthaceae incluyen Dendrophthoe falcata L. F, Plicosepalus acacia (Zucc.) Wiens
& Polhill, Plicosepalus curviflorus (Oliv.) Tiegh., Phragmanthera austroarabica A.G.
Mill. & J. Nyberg, Loranthus micranthus L., entre otros. Los métodos utilizados
comprenden DPPH, peroxidacion lipidica y 6xido nitrico.

1.3.7.1. Antecedentes en Ligaria cuneifolia

Borneo y cols. (2009 y 2013) han realizado un screening de la actividad antioxidante
sobre especies presentes en la provincia de Cordoba. Se determiné el contenido de
fenoles totales y la actividad antioxidante por el método FRAP, en 41 plantas. Los
resultados obtenidos demostraron que L. cuneifolia posee el contenido més alto de
fenoles totales y exhibe la mayor capacidad antioxidante. También se han realizado
estudios sobre la dinamica de polifenoles en las fracciones acetato de etilo, butandlica y
acuosa de ejemplares provenientes de San Juan y su relacion con la capacidad
antioxidante por medio de los métodos de ABTS y DPPH (Dobrecky y col., 2014).

1.4. Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (EC) es una poderosa técnica analitica que se ha desarrollado
en las ultimas décadas. La historia de la EC puede remontarse a 1970 cuando Jorgenson
y Lukacs (1981) lograron 4.000.000 de platos tedricos para la separacion de
aminoacidos derivatizados en menos de 25 minutos utilizando capilares de 75 pum i.d.,
550 um o.d. y largo de 80-100 cm con un voltaje aplicado +30 kV. Desde ese momento,
la electroforesis capilar ha evolucionado favorablemente utilizando el conocimiento
acumulado en el desarrollo de la cromatografia liquida y el entendimiento del

funcionamiento de las columnas.

Desde sus comienzos, la EC ha sido presentada como una herramienta complementaria
y alternativa a los métodos cromatograficos tradicionales. La EC constituye
especialmente un método de eleccion para el andlisis de iones, compuestos quirales,
moléculas de alto peso molecular, mezclas complejas y el analisis simultaneo de
compuestos de muy distinta hidrofobicidad, tanto en matrices simples como complejas
(Wallingford y col., 1989).
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Entre sus numerosas ventajas se cuentan el menor consumo de reactivos y solventes, y
por lo tanto, menor costo e impacto ambiental, asi como alta eficiencia, posibilidad de
analisis simultaneo de compuestos con caracteristicas fisico-quimicas diferentes y la
oportunidad que ofrece de estudiar distintas reacciones de manera rutinaria con minima

cantidad de muestra.

Asimismo, la EC es una poderosa técnica util para la determinacion de numerosas
propiedades fisico-quimicas, como son las constantes de disociacion (Ishihama y col.,
1994; Mrestani y col., 1998), constantes de asociacion proteina-ligando (Kraak y col.,
1992), constantes de agregacion (Mrestani y col., 2002; Posa y col., 2007),
concentracion micelar critica y pardmetros termodindmicos como cambios en la
entropia y la entalpia (Mrestani y col., 2001 y 2002; Posa y col., 2007; Reis y col.,
2004).

1.4.1 Principios basicos

La EC comprende una familia de técnicas basadas en la separacion de compuestos
mediante la aplicacion de un campo eléctrico. Este proceso de separacion ocurre dentro
de la estrecha luz de un tubo capilar de silica (Blanc, 1997).

El disefio basico de un equipo de EC consta de los siguientes componentes (Figura
1.8):

e capilar de silica fundida, teflon o vidrio, el cual posee un recubrimiento de
poliimida que lo hace resistente;

e fuente de poder: suministra la diferencia de potencial (0-30 kV);

e electrodos de platino;

e reservorios, se coloca el electrolito soporte (background electrolite, BGE) donde
se sumergen ambos extremos del capilar y los electrodos de platino para cerrar
el circuito;

e sistema de deteccion, la celda es el propio capilar. En ese tramo se elimina el

recubrimiento de poliimida, para facilitar la deteccién. Acoplados al equipo de
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EC pueden utilizarse distintos tipos de detectores UV-visible, fluorescencia,
espectrometro de masa, entre otros;

e sistema de introduccion de muestra. Existen distintos modos de introduccion de
la muestra al extremo del capilar como son: hidrostatica, por vacio y por presion
positiva o electrocinética. Generalmente, los equipos modernos cuentan con un

sistema de introduccion de muestra automatico.

Figura 1.8.- Esquema de un equipo de EC
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A diferencia del HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia), en la electroforesis
capilar el movimiento del fluido dentro del capilar no se genera mecéanicamente sino
que se genera eléctricamente. Esto resulta en una dramatica reduccion en la banda de
dispersion lo que genera una eficiencia mucho mayor en la separacion (Karger, 1993).

Los capilares utilizados son de silica fundida recubiertos de una poliimida que les
confiere flexibilidad. Poseen didmetros y largos variables que van desde 50-150 um y
10-100 cm, respectivamente (Blanc, 1997). La utilizacion de los capilares de pequefio

diametro disipa la corriente térmica convectiva generada por la circulacion de cargas
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(efecto Joule’), de esta manera se previenen desestabilizaciones en la separacion que
producen una falta de precision en los resultados.

Principio de migracion electroforética

El electrolito background o soporte (BGE) es en general una solucion buffer o
amortiguadora de variada molaridad usada como medio liquido para la separacién
electroforética. EI BGE debe asegurar, a lo largo de toda la corrida, condiciones
constantes como son la fuerza idnica y el pH. La eleccion del buffer también debe tener
en cuenta la conductividad de la solucion que debe ser baja para que se generen

pequefias corrientes y mantener al minimo el efecto Joule resultante.

Cuando se aplica una diferencia de potencial a ambos extremos de un capilar, se genera
un campo eléctrico proporcional al voltaje aplicado e inversamente proporcional al

largo del capilar (Ecuacion 1.1).

Ecuacién 1.1.-
£ v
L

Donde V es el voltaje aplicado, L el largo total del capilar y E el campo eléctrico.

Dentro del campo eléctrico generado (E) las especies ionicas son sometidas a una fuerza
electroestatica (F¢) que es proporcional al campo y a la carga del ion (g) (Ecuacién 1.2).

Ecuacion 1.2.-

Fe=qE
La fuerza electrostatica (F) causa la aceleracion de los iones hacia el electrodo de
carga opuesta. A medida que la velocidad aumenta aparece una fuerza de oposicién
debida a la friccion (F;) causada por el medio que lo rodea que le hace reducir su
velocidad. Asumiendo que la molécula posea una forma esférica de radio r podemos
definir la fuerza de friccion en términos de la ley de Stokes (Ecuacién 1.3).

Ecuacion 1.3.-

Fi=6bnmrv
Donde r es el radio, # la viscosidad del medio, v la velocidad.

! Efecto Joule: Aumento de temperatura dentro de la solucién debido a la circulacién de cargas dentro del capilar.
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Cuando se alcanza el estado de equilibrio los iones se mueven con una velocidad (v)
constante y proporcional al campo eléctrico aplicado (Ecuacion 1.4)
Ecuacion 1.4.-

v=pE

Donde la constante de proporcionalidad p es denominada movilidad electroforética y es
una propiedad caracteristica de cada ion, en un determinado medio y a una determinada

temperatura.

Flujo electroendosmotico (EOF)
El término flujo electroendosmético (electroendosmotic flow, EOF) define el

movimiento de fluido a través del capilar, cuando un determinado voltaje es aplicado.

Cuando el pH dentro del capilar es mayor a 3, los silanoles de la pared comienzan a
ionizarse generando cargas negativas fijas sobre la pared del capilar (Figura 1.9). A
mayor valor de pH, mayor serd el grado de ionizacion de la pared. Estas cargas
negativas sobre la pared del capilar atraen las cargas positivas presentes en la solucion
provocando un aumento de las cargas positivas en la interfase entre la pared y el buffer.
A menor distancia, mayor es la fuerza de atraccion. Por lo tanto, las cargas positivas
mas cercanas formaran una capa interna fuertemente unida, denominada capa de Stern o
fija, mientras que las cargas positivas mas alejadas de la pared formaran una segunda
capa de cargas donde la atraccion es més labil. Es la denominada capa movil (Karger,
1993; Blanc, 1997).
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Figura 1.9.- Representacion del interior del capilar

Capa fija Capa mévil
(Stern)

Estas dos capas constituyen una doble capa difusa de cargas conocida como capa de
Debye. Entre las dos capas se genera una diferencia de potencial, conocida como

Potencial Z.

Cuando se aplica un campo eléctrico, las cargas positivas migraran hacia el catodo
rodeadas de su esfera de hidratacion, arrastrando consigo al fluido dentro del capilar. La

velocidad del flujo esta dada por la ecuacion 1.5.

Ecuacion 1.5.-
Veer = TE

donde

n= viscosidad

g= constante dieléctrica

C= potencial Z

E= campo eléctrico aplicado

La movilidad electroforética del EOF viene dada por

Ecuacion 1.6.-
_£|j7
Haof = T

Una caracteristica fundamental que posee el EOF es el perfil de la velocidad del fluido
impulsado el cual es plano a diferencia del perfil de velocidad parabdlico generado por

una bomba neumatica obtenido en HPLC (Figura 1.10).
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Figura 1.10.- Esquema de los perfiles de velocidad

perfil de velocidad parabolico perfil de velocidad plano

Dependencia del EOF con el pH
A mayor pH, mayor grado de ionizacion de los grupos silanoles de la pared. Por lo

tanto, mayor sera el potencial Z y por ende, mayor sera el EOF (Karger, 1993).

Figura 1.11.- Influencia del pH sobre el EOF
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1.4.2. Modalidades de la EC
Si bien no es la Unica clasificacion posible, las modalidades de la EC podrian agruparse
de la siguiente manera:
e Modalidad electroforética o no-particion
Electroforesis capilar zonal (capillary zone electrophoresis, CZE)
Isoelectroenfoque capilar

Electroforesis capilar en gel
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Isotacoforesis
e Modalidad cromatografica o de particion
Cromatografia electrocinética (electrokinetic chromatography, EKC)
Micelar (micelar electrokinetic chromatography, MEKC)
Microemulsiones (microemulsion electrokinetic chromatography,
MEEKC)

Polimeros

1.4.2.1 Electroforesis Capilar zonal (ECZ)

Principios basicos

La ECZ es uno de los modos més utilizados de la electroforesis capilar. Se caracteriza
por la utilizacion de un capilar generalmente de silica fundida o teflon con un electrolito
soporte (BGE) como medio conductivo. El electrolito soporte generalmente es un
buffer. El principio de separacién en este modo esta basado en la movilidad
electroforética de cada analito sumado a la influencia del EOF. La movilidad observada
del analito (Hobservada) debE Ser expresada como la suma entre la movilidad efectiva del

analito (er) y la movilidad del EOF (peof).

Ecuacion 1.7.-
Hobssrvada = .Iu'af + .Iu'aof
Las movilidades electroforéticas, asi como la selectividad y resolucion son

influenciadas por el buffer soporte (tipo, fuerza iénica y pH).

Buffer
Los buffers inorganicos estan constituidos por 2 partes: un catién (ion metalico) y un

anion cuya naturaleza influye directamente en la separacién (Janini, 1993).

Rol del catién

El factor que mayor influencia ejerce sobre la movilidad electroforética de un ion es la
relacién carga/radio. Sin embargo, la movilidad electroforética también es dependiente
del tipo y concentracion del buffer ya que la presencia de una doble capa apantalla al
ion y reduce su carga efectiva. Para demostrar el efecto del cation del buffer en la

movilidad electroforética, Isaaq y col. (Atamna y col., 1990a) evaluaron el efecto de la
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naturaleza del catién en los tiempos de migracion y resolucién de una mezcla de 4

aminoacidos dansilados (Figura 1.12).

Figura 1.12.- Efecto de la naturaleza del cation del buffer en el tiempo de migracion y

resolucion de 4 aminoacidos dansilados (leucina, prolina, metionina y alanina)
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Los resultados obtenidos demostraron que la movilidad de los analitos disminuye
conforme aumenta el radio cristalino del cation y, por lo tanto, la seleccion del catién
influye tanto en la movilidad electroforética, asi como en los tiempos de migracion y la

resolucion.

Rol del anion

Asimismo, Isaaq y col. (Atamna y col. 1990b) estudiaron la influencia del anion del
buffer. Para ello, utilizaron 7 soluciones buffers compuestas por distintas sales de sodio
de igual concentracion, ajustadas a un mismo pH en idénticas condiciones
cromatograficas. Aqui se demostré que la corriente resultante en el sistema varia

ampliamente de acuerdo con el anion.

También se estudié el efecto del anidn sobre la movilidad electroforética y el factor de

selectividad (o) entre distintos pares de aminoacidos.
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Los resultados mostraron que el anion del buffer influye no s6lo en el flujo
electroendosmotico y la movilidad sino también en la resolucion, la selectividad y la
potencia producida para el voltaje aplicado. Es por esto que debe prestarse especial
atencion a la seleccion del buffer para producir 6ptimos resultados y generar el minimo

de calor.

Concentracion del buffer

Muchos investigadores han demostrado el efecto de la concentracion del buffer
utilizado en la movilidad electroforética a través de distintos trabajos. En ellos se ha
observado que la movilidad electroforética efectiva (uef) es inversamente proporcional
a la concentracién del buffer (Altria y col., 1987; Bruin y col., 1989). Sin embargo, no
es sino hasta 1975, cuando Wieme y sus colaboradores, dan un sustento tedrico a estas
observaciones, proponiendo que la movilidad electroforética y la movilidad del flujo
electroendosmatico (peof) deberian ser proporcionales a la inversa de la Ve (siendo C
la fuerza ionica). Para evaluar la validez de esta teoria, Isaaq y col. (1991) determinan la

movilidad electroforética de la dansilalanina utilizando distintas concentraciones de un
buffer (Figura 1.13).

De acuerdo con estos resultados y teniendo en cuenta la relacion entre el tiempo de
migracion (tm), pef y peof, puede establecerse que existe una relacion lineal entre tm vs.

1/ VC. se Ilega entonces a la conclusién que a mayor concentracion del buffer, la
movilidad electroforética se ve reducida por lo que el tiempo de migracion de cualquier

soluto aumenta y, por lo tanto, también lo hace o (factor de selectividad).

Figura 1.13.-. Relacion entre el tiempo de migracion de cada aminoacido y la fuerza
ionica del buffer presente en el electrolito
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Uno de los parametros fundamentales en la preparacién del buffer es el pH. Es un
parametro critico ya que influye de forma directa en el grado de ionizacion de la pared
del capilar y por lo tanto el EOF, y afectara el grado de ionizacion de los analitos en
funcion de su pKa. La variacién en el pH modificara la carga del analito y por lo tanto
su movilidad (Karger, 1993) (Figura 1.14).

Figura 1.14.- Efecto del pH sobre la movilidad electroforética
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Modificadores
En la ECZ, el electrolito soporte 0 BGE puede contener una variedad de aditivos y

modificadores para mejorar la eficiencia en la separacion.

Solventes Organicos

Los solventes organicos son ampliamente utilizados en electroforesis capilar con
multiples fines. Para la aplicacion de esos solventes, sus propiedades son
fundamentales. Una de ellas es la solubilidad del solvente organico en agua. Los
solventes organicos son utilizados para mejorar la solubilidad de los analitos en el BGE,
influir en su movilidad efectiva, ya sea modificando su movilidad absoluta o su valor de
pKa, para lograr una buena resolucién. También se utilizan para ajustar la selectividad y
el factor de retencion (Masselter, 1995). El porcentaje del solvente utilizado varia entre
un 5y un 40 %.

En la tabla 1.2 se observan los solventes organicos mas utilizados en EC y sus
propiedades fisicoquimicas.

Tabla 1.2.-. Propiedades fisico-quimicas de los solventes més utilizados en EC.

Sl Peso PE.  FP. P, £ n
molecular °C (O] (g/em’) (cP)
Agua 18,02 100,0 0,0 0,9971 78,30 0,8903
Metanol 32,04 64,6 -97,8 0,7866 32,7 0,5445
Etanol 46,07 78,3 -114,5 0,7851 24,55 1,089
Acetonitrilo 41,05 81,6 -44.9 0,7768 35,95 0,3409
N,N-Dimetilformamida 73,10 153 -61 0,9443 36,71 0,796
Dimetil sulféxido 78,13 189 18,5 1,0958 46,7 1,96
Acetona 58,08 56,2 -94,6 0,7850 20,7 0,3040
1,4-Dioxano 88,11 101,3 11,8 1,0269 2,209 1,196
Tetrahidrofurano 72,11 66 -108,5 0,8811 7,58 0,460

P.E. punto de ebullicion, F.P. punto de fusion, p densidad, € constante dieléctrica, 1 coeficiente de

viscosidad, 1 momento dipolar. Valores a 25 °C. (Covington, 1973)

Aditivos
Son sustancias que se adicionan al BGE para inhibir competitivamente la interaccion
entre los analitos y la pared del capilar. Por ejemplo, altas concentraciones de sales

pueden agregarse al BGE para mejorar la forma de los picos. Asimismo, los cationes de
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las sales compiten con los analitos por las cargas negativas de la pared aumentando la
eficiencia de la separacion. Los aditivos zwitterionicos a altas concentraciones y las
aminas divalentes a bajas concentraciones también son utilizadas para mejorar la
eficiencia de la separacion pero sin incrementar considerablemente la corriente (Marsh,
2004).

Inversores de flujo

El agregado de surfactantes cationicos en concentraciones en el orden de 0,1-1,5 mM,
atenda las cargas negativas de la pared del capilar (Figura 1.15a). La cabeza cationica de
estos surfactantes se asocia electrostaticamente a la pared del capilar cargada
negativamente, a valores de pH superiores a 3. Esto hace que las colas hidrofdbicas se
orienten hacia la luz del capilar. Con la concentracion adecuada, no existe un exceso de

cargas y se elimina el EOF (Figura 1.15b).

Figura 1.15a.- Representacion esquematica del capilar a pH mayor a 3
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Figura 15b.- Representacion esquematica del capilar a pH mayor a 3 con el agregado

de un inversor de flujo
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Si la concentracién del tensioactivo aumenta (Figura 1.16), el exceso de moléculas del
surfactante se asociara a través de interacciones hidrofébicas con las colas de aquellas
moléculas de tensioactivo asociadas electrostaticamente a la pared. De esta manera, se
deja expuesta hacia el interior del capilar la carga positiva del tensioactivo. La direccion
del flujo en un capilar cargado positivamente es inversa. Entre los inversores de flujo
mas conocidos se encuentran el bromuro de dodeciltrimetilamonio (CTAB) y el

bromuro de tetradeciltrimetilamonio (TTAB).

Figura 1.16.- Representacion esquematica del capilar a pH > 3 con un exceso de

moléculas de tensioactivo
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1.4.2.2. Cromatografia electrocinética micelar (MEKC)

Principios basicos

Si bien la ECZ posee un alto poder separativo, su aplicabilidad se limita a analitos que
posean carga neta, ya que los analitos neutros no presentan movilidad electroforética

propia (Figura 1.17).

Figura 1.17.- Movilidad electroforética para analitos cargados positivamente,

negativamente y neutros
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A fin de ampliar el espectro de aplicacion de la electroforesis capilar para su utilizacién
en el analisis de compuestos neutros o aquellos con movilidad electroforética semejante,
surge una nueva modalidad de la electroforesis capilar, la cromatografia electrocinética
(EKC) (Terabe, 1989).

El principio de separacion en EKC es semejante al principio de la cromatografia. En una
separacion cromatogréafica, se necesitan dos fases entre las cuales particiona el analito.
Una de las fases se denomina movil, ya que migra con una determinada velocidad dada
por el flujo, y la otra estacionaria. Si estos conceptos son trasladados a la EC, se observa
que los analitos cargados migraran con una velocidad diferencial a la del EOF, por lo
que cualquier sustancia cargada que pueda incorporar un analito es apropiada para ser
usada como “fase”. Se denomina a ésta, “fase pseudoestacionaria o carrier de

separacion” (Figura 1.18).
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Figura 1.18.- Diferentes comportamiento de analitos neutros en EKC.
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Una de las fases pseudoestacionarias mas utilizadas en EKC las constituyen las micelas
(MEKC). La separacion de analitos neutros por electroforesis capilar usando micelas es
propuesta por Nakagawa (1981) y finalmente demostrado por Terabe (1984), momento
desde el cual se denomina a esta modalidad de la electroforesis capilar, MEKC

(cromatografia micelar electrocinética, por sus siglas en inglés) (Terabe, 1984).

Las micelas son sistemas nanoestructurados formados por agregados de moléculas de
surfactante. Se forman cuando la concentracion de tensioactivo es superior a la
concentracion micelar critica (CMC). La CMC de un surfactante se define como la
concentracion de soluto en la que aparece en solucion la primera micela y que, en
términos practicos, se relaciona con cambios apreciables en fendmenos como tension
superficial, solubilizacion de otros compuestos organicos y dispersion de la luz
(Coleman, 1987; Shaw y col., 1991; Carey y col., 1972), que pueden ser explicados por
la existencia de agregados micelares en solucion. Las micelas existen en un equilibrio

dinamico entre su forma monomérica y el agregado (Figura 1.19).

Figura 1.19.- Equilibrio dinamico entre los mondmeros y la micela
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Son descriptas como esferas cuyo tamafio y forma depende de cada surfactante. En
MECK, cuando un surfactante iénico es agregado al electrolito en una concentracion
superior a la CMC, se forman micelas cargadas que migran con velocidad diferencial

respecto de la fase acuosa, actuando de esa manera como fase pseudoestacionaria.

El dodecilsulfato de sodio (sodium dodecilsulfate, SDS) es uno de los surfactantes méas
utilizados en MECK dado sus ventajas sobre otros surfactantes tales como su alta
capacidad de solubilizacién, baja absorcion UV. Ademas, sus propiedades fisico-
quimicas se encuentran bien caracterizadas. Entre sus desventajas, presenta una CMC
relativamente alta (aproximadamente 8 mM en agua pura) y su elevado punto de Kraft
(16 °C) (el punto de Kraft corresponde a la temperatura donde la solubilidad del
surfactante alcanza su CMC. Debajo de la temperatura de Kraft, el surfactante no es
bastante soluble para que esté en concentracion suficiente como para formar micelas, y
el equilibrio se hace entre una solucion monomolecular y el surfactante sélido
precipitado). La micela de SDS consiste en unas 60 moléculas/micela y esta
negativamente cargada en toda la escala de pH por lo que migra en direccion opuesta al
EOF utilizando fuente positiva (Yashima, 1992; Sepaniak, 1992).

El SDS como agente tensioactivo formando fases pseudoestacionarias es muy utilizado
en la separacién de analitos de mediana hidrofobicidad pero posee una baja selectividad
en la separacion de analitos mas hidrofdbicos (Yashima, 1992; Sepaniak, 1992).

Movilidad y factor de retencion

En MEKC, el factor de retencion (k’) se obtiene determinando la movilidad
electroforética de cada analito. La movilidad de la micela se calcula utilizando como
marcadores analitos neutros que poseen una alta hidrofobicidad por lo cual gquedan

retenidos en la misma.

El factor de retencion (k”) se define como el coeficiente de distribucion de masas de
acuerdo con la ecuacion 1.8 (Lucangioli, 2003):

Ecuacion 1.8.-
K = ni:pa _ C:‘;pa I['IF',‘.‘JEI
ni;.a C:’,—.EVE
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Mipe = nmero de moles del analito i en la fase pseudoestacionaria
Mipe = nlmero de moles del analito i en el electrolito

Cirpe = concentracién molar del analito i, en la fase pseudoestacionaria
Cise = concentracién molar del analito i, en el electrolito

Voe = volumen de la fase pseudoestacionaria

A = volumen del electrolito

El factor de retencion de analitos neutros puede ser calculado a partir de las

movilidades de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ecuacion 1.9):

Ecuacion 1.9.-

= {}‘lobs _.Iu'aof} _ .!u'aff
(ﬂg; _#:g;)_ {Juobs _.H'aof} #;J}ic — Her

Donde

Hobs = movilidad electroforética de un analito neutro
Hof = movilidad electroforética del EOF

e = movilidad electroforética de la micela

Heof = movilidad electroforética del EOF en la micela
Haf = movilidad efectiva de un analito neutro

HEFE = movilidad efectiva de la micela

La movilidad se calcula segin (Ecuacion 1.10)
Ecuacion 1.10.-

IL
Hobs = tm_V

Para los analitos cargados se debe considerar, ademas de su interaccién con la fase

pseudoestacionaria, su propia movilidad segun (Ecuacion 1.11):

Ecuacién 1.11.-

libre
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Aditivos

Muchos aditivos han sido utilizados para mejorar la separacion en MECK. La mayoria
de los aditivos modifican la fase acuosa, aunque algunos pueden llegar a ser
incorporados y modificar de manera simultanea la micela. Entre los aditivos més
utilizados se encuentran los solventes orgénicos. La adicién de solventes organicos,
como metanol o acetonitrilo, aumenta la solubilidad de los analitos en la fase acuosa
reduciendo el factor de retencion. El efecto que produce el agregado de solventes
organicos puede deberse a la saturacion de los sitios de solubilizacién en la capa de
Stern, la interaccion especifica entre el aditivos y el analito via uniones puente
hidrégeno, y la expansion del volumen del corazon de la micela por interacciones de
tipo hidrofobica entre los restos hidrocarbonados de las micelas y los aditivos (Katsuta,
1997).

Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD) son los segundos aditivos mas utilizados. Son oligosacaridos
macrociclicos unidos por enlaces a-1,4-glicosidicos y desde su descubrimiento por
Villiers, han sido extensamente estudiadas en diversos campos. Entre ellas, las a-, B-y
v-CDs son los miembros mas comunes, las cuales estdn compuestas de 6, 7 y 8 unidades
de D-glucosa, respectivamente. La forma de cono truncado (estructura toroidal) presenta
una cubierta exterior hidrofilica y una cavidad interior hidrofébica capaz de albergar un
amplio rango de moléculas organicas huéspedes (Escuder-Gilabert y col., 2014) (Figura
1.20).

Figura 1.20.- Estructura de la ciclodextrina

Las CDs nativas han sido quimicamente modificadas por la inclusion de grupos
cargados, segmentos hidrofilicos, residuos hidrofobicos o unidades hidrofilicas e
hidrofobicas para modular sus propiedades fisicoquimicas y su capacidad de
reconocimiento molecular. Las modificaciones quimicas han contribuido a una

significativa mejora en las propiedades fisicoquimicas y en la capacidad de enantio-
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reconocimiento. Una primera clase de CD derivatizadas son las CDs neutras, como la
heptakis (2,6-di-O-metil-p-CD) (DM-CD), heptakis (2,3, 6-tri-O-metil-p-CD) (TM-CD)
e hidroxipropil-B-CD (HP-CD) (Matthijs y col., 2004). Las principales propiedades de
las CDs nativas y sintéticas que explican sus extensas aplicaciones son: 1) formacion de
complejos reversibles hospedante-huésped, conocidos también como complejos
supramoleculares; 2) reconocimiento selectivo de compuestos aquirales; 3) enantio-
reconocimiento selectivo de enantiomeros de compuestos quirales y 4) baja toxicidad e

inmunogenicidad, lo cual permite su uso como sistemas de transporte en sistemas vivos.

Las estrategias de separacion mas eficientes en EC se han logrado con CDs cargadas
como selectores quirales, especialmente las CDs sulfatadas. Esto se debe a la ocurrencia
de interacciones ionicas adicionales que contribuyen a su reconocimiento quiral. Las
CDs cargadas, ademaés, incrementan la diferencia de movilidad entre el analito libre y el
complejo droga-analito que permite, potencialmente, una mejor resolucién a bajas
concentraciones de CDs (Matthijs y col., 2004). Las CDs altamente sulfatadas (HS-CD)
en sus formas a,  y y con un grado de sustitucion de 11, 12 y 13, respectivamente han
sido introducidas como isémeros simples o como mezclas de CD sulfatadas. La
principal ventaja de estos selectores es que en EC se encuentran cargados negativamente
a cualquier pH comunmente usado y que migran en direccion opuesta al EOF (Rudaz y
col., 2003). Dado su alto poder resolutivo y su posibilidad de separar racematos neutros,
resultan interesantes (Matthijs y col., 2004). Estos selectores quirales han demostrado
una gran habilidad para la separacion enantiomérica de analitos acidos, bésicos y
neutros y representan la primera opcién cuando se requiere una evaluacion rapida de

moléculas quirales (Rudaz y col., 2003).

Las CDs, solas o0 en combinacién con otras entidades quimicas han probado ser tiles en
todas las modalidades de la EC, principalmente para: 1) desarrollar métodos analiticos
para la separacién de compuestos quirales y aquirales y 2) estudiar y/o caracterizar la
formacion de complejos supramoleculares (Escuder-Gilabert L, 2014). Las
ciclodextrinas son utiles en la separacion de enantiomeros, incluyendo enantidmeros
neutros en presencia de micelas. La cromatografia micelar electrocinética con
utilizacion de ciclodextrinas es también efectiva en la separacion simultanea de analitos

altamente hidrofobicos e isomeros posicionales de compuestos aromaticos (Schurig y
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col., 1999). Una de las propiedades mas importantes de las CDs es la formacion de
complejos con otras moléculas. En la mayoria de los casos, se asume la formacion de
complejos 1:1, pero otras estequiometrias son también posibles. La complejacion
usualmente involucra la inclusion de residuos hidrofdébicos de la molécula en la cavidad
de la CD, con el desplazamiento de moléculas de agua. Las fuerzas de Van der Waals y
las interacciones hidrofébicas son las principales interacciones involucradas, asi como,
puentes de hidrogeno y factores estéricos. En el caso de los derivados idnicos de las CD,
también existen interacciones electrostaticas. Se cree que la mayor parte de los
complejos CD-analito son complejos de inclusion pero las CDs también pueden formar
complejos externos dependiendo de la quimica y estructura de la CD y el medio en el

cual se forman dichos complejos.

Entre las aplicaciones no quirales de las CDs, en el modo CD-EKC, el rol de la CD
agregada al BGE es el de lograr resolucién/selectividad. En CD-MEKC, la adicion de
CDs introduce un equilibrio adicional, reduce los tiempos de migracién y mejora la
selectividad. Mé&s aln, se observa un descenso en la concentracion micelar critica del
surfactante. La CD-EKC se ha vuelto una alternativa atractiva sobre las fases quirales de
HPLC debido a las propiedades intrinsecas de ambos: EKC (alta eficiencia de
separacion, velocidad de analisis, bajo consumo de reactivos y bajos requerimientos de
muestra) y CD (buena habilidad de enantio-reconocimiento, buena solubilidad en agua,
transparencia al UV y amplia capacidad de interaccion de las CDs neutras, catiénicas y
anionicas con diferentes grupos funcionales). En la CD-EKC, los enantiémeros son
discriminados sobre la base de sus diferentes propiedades fisicoquimicas debido a la
presencia de las CDs en el BGE. En consecuencia, la estructura de la CD permite la
formacion de complejos transitorios de diasteromeros con un par de enantiomeros que
alcanzan el detector a diferentes velocidades debido a su diferente interaccion
intermolecular con la CD. EI mecanismo de reconocimiento quiral ocurre a través de la
inclusion de las partes lipofilicas del analito en la cavidad hidrofobica de la CD. Las
interacciones secundarias incluyen los puentes de hidrogeno, las interacciones dipolo-
dipolo con grupos hidroxilicos u otros sustituyentes polares de las CDs. En el caso de
CDs cargadas, las interacciones ionicas también contribuyen o incluso dominan el

mecanismo de complejacion (Escuder-Gilabert, 2014).
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Sistemas duales

A fin de mejorar la selectividad y resolucion, es posible asociar dos CDs con carga
opuesta 0 una CD neutra y otra cargada, combinando asi las propiedades de ambos
selectores. El efecto sinérgico puede deberse al hecho de que las CDs por separado,
poseen mecanismos enantio-selectivos de complejacion con el analito independientes,
presentan ademas diferentes movilidades electroforéticas y muestran, ademas, distinta
afinidad frente al enantiomero. Es asi que se han realizado estudios en los que se han
combinado CDs neutras (DM-CD, TM-CD y HP-CD) con una HS-CD (highly
sulphated cyclodextrin) (o, B y y-HS-CD). Las HS-CD, ademas de su amplia habilidad
de reconocimiento enantio-selectivo para una amplia variedad de compuestos, también
poseen una movilidad propia que les permite separar compuestos no cargados. La
principal desventaja de las CDs derivatizadas, que consiste en la variabilidad lote a lote,
es despreciable para las HS-CD lo que favorece su utilizacion en el analisis de rutina
(Matthijs y col., 2004). Es asi que los sistemas duales son potencialmente aplicables a
tres situaciones: 1) pueden mostrar enantioselectividad hacia compuestos para los cuales
la aplicacién de una sola CD no produjo separacion; 2) mejorar la separacion obtenida
luego de la optimizacion inicial con una sola CD que no produce separacion de linea de
base y 3) mejorar la separacion lograda con una sola CD, con linea de base resuelta, en

donde se requiere un incremento en la resolucion.

1.4.3. Electroforesis capilar en el andlisis de los flavonoides

1.4.3.1. Antecedentes

El uso de los buffers borato para modificar la selectividad en EC es primeramente
investigado por Wallingford y Ewing (1988) y luego se aplica al analisis de los
carbohidratos. A semejanza de lo que ocurre en este caso, los métodos iniciales de EC
para el andlisis de flavonoides utilizan borato como electrolito de eleccion, dado que
tiene la capacidad de complejar los grupos cis-1,2-OH vecinos presentes en dichas
moléculas. Posteriormente, se ha postulado que la interaccion puede tener lugar con el
aglicon y/o el residuo glicosidico. Los iones borato forman complejos cargados y
moviles de cinco partes (con 1,2-dioles) y de seis partes (con grupos 1,3-dioles),
incrementando asi la selectividad (Schmitt-Koplin y col., 1998). También se ha
establecido por EC la ocurrencia de una interaccion de tipo ién-dipolo o i6n-dipolo

inducido entre los flavonoides y el borato y se han utilizado como compuestos
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marcadores la quercetina, isoramnetina, luteolina, luteolina-7-O-glucoésido y apigenina
(Luo y col., 2007). En este sentido, contribuciones muy importantes a la materia han
sido realizadas por diferentes autores. Pietta y col. (1991) reportan el uso de la
cromatografia electrocinética para la separacion de flavonol-3-O-glicésidos en extractos
de Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), utilizando un sistema buffer borato y SDS.
Posteriormente (Pietta y col., 1992), utilizan un sistema similar para la separacion de
flavonol-3-O-glicosidos en Calendula officinalis L. (Asteraceae) y Sambucus nigra L.
(Adoxaceae) y establecen una comparacion con el método HPLC. Seitz y col. (1992)
proponen el uso de la EC como una alternativa a las metodologias tradicionales (HPLC,
TLC, GC e isotacoforesis) usadas hasta ese momento para el estudio de polifenoles. El
sistema consiste en una electroforesis capilar zonal con buffer borato 150 mM, pH 10y
un capilar de 52 cm de largo y 50 um de didmetro interno. Los compuestos analizados
comprenden hesperidina, naringinina, rutina, isoquercitrina (quercetina-3-O-glucdésido),
hiperésido  (quercetina-3-O-galactésido), quercitrina  (quercetina-3-O-ramnosido),
luteolina, &cidos ferulico y cafeico. Utiliza rutina como estdndar externo y lo aplica al
andlisis y la cuantificacion de un extracto de Sambucus nigra. Pietta y col. (1994)
reportan el estudio de la influencia de la estructura en el comportamiento de los
flavonoides por cromatografia micelar electrocinética. En dicho trabajo, analizan el
efecto de la concentracion de borato, del pH y del SDS sobre la resolucion de los
glicésidos de los flavonoles quercetina, camferol e isoramnetina; de las flavonas

luteolina y apigenina-7-O-glicésidos y de la flavanona naringenina-7-O-glicésido.

Morin y col. (1993a y b) presentan una serie de trabajos en los cuales se estudia la
separacion de los 7-O-glicésidos de flavonoides que difieren en el aglicén y de los 3-O-
glicosidos de flavonoides que difieren en el residuo glicosidico, respectivamente. En el
primero de ellos, el uso de SDS provee la interaccion hidrofobica necesaria para
diferenciar los aglicones y, en el segundo analisis, el electrolito requiere la adicion de
borato al buffer alcalino para promover la complejacién con los grupos cis-1,2 diol del
residuo glicosidico. McGhie (1993) efectua el andlisis de flavonoides en cafia de azlcar
mediante el sistema de ECZ con un buffer borato a pH 9,5 y agregado de metanol.
McGhie y Markham (1994) realizan un estudio sobre la separacion de flavonoles por
electroforesis capilar (ECZ) y el efecto de la estructura en la movilidad electroforética
utilizando el mismo sistema del trabajo previo (McGhie, 1993). Otros investigadores

que también utilizan el sistema ECZ con borato a pH alcalino para el analisis de los
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flavonoides y glicosidos asociados son Zhang y col., (2007); Liu y col., (2008); Lee y
col., (2012), entre otros. En los casos en que se requiere mejorar la resolucion, se
agregan modificadores organicos. El sistema borato-metanol para el analisis de
glicosidos de flavonoides es propuesto por otros investigadores (Price y col., 1997;
Marchart y col., 2003 a y b; Su-Hsiang y col., 2005; Caridi y col., 2007; Kocevar y col.,
2008). El agregado de acetonitrilo al sistema borato tradicional es propuesto por
Urbonaviéiaté y col., (2006), Do y col., (2012) y Luo y col., (2007).

Asimismo, las mezclas de fosfato-borato también se han utilizado para el estudio de los
flavonoides en extractos de Anaphalis margaritacea (L.) Benth. & Hook. (Asteraceae).
El sistema empleado consiste en un BGE de 25 mM borato y 10 mM fosfato a pH 9,5,
permite la separacion de flavonas, glicésidos de canferon, apigenina y quercetina, entre
otros (Ren y col., 2009). También en el analisis de glicosidos de flavonoides y aglicones
de Flos Lonicerae (Lonicera japonica Thumb. -Caprifoliaceae-) (Chen y col., 2005).

Morin y col. (1997) contindan sus estudios sobre la separacion de flavonoides
hidroxilados y metoxilados por MEKC, con el agregado de metanol como modificador
orgénico al sistema borato-SDS. Dadéakova y col. (2001 y 2010) utilizan un sistema
similar para el estudio de quercetina, rutina, quercitrina, isoquercitrina, hiperésido y

espireadsido.

En lo que respecta al uso de aditivos, las ciclodextrinas se encuentran entre las mas
utilizadas, con el fin de optimizar la resolucidén de compuestos y lograr la separacién de
enantiémeros. Guo y col (2004) estudian la formacion de complejos no covalentes entre
rutinay o, p y y-CD nativas a través de espectrometria de masa (ESI-MS). Yu y col.,
(2007) investigan por ESI-FTICR-MS los tres complejos no covalentes de 3 glicosidos
(hiperésido, quercitrina y rutina) con DM-B-CD. Jullian y col., (2007) estudian por
RMN la formacion del complejo entre la catequina'y 3 CDs (3-CD, HP-B-CD y DM-3-
CD). El agregado de CD al sistema MEKC da lugar al equilibrio de inclusién-
complejacion de los analitos en la cavidad de la CD, lo cual ocurre en forma simultanea
con la particion en la micela de SDS (Gotti, 2011). La inclusion en la cavidad
macrociclica del monémero de SDS debe ser considerada como un evento adicional que

afecta la habilidad de la separacion en los sistemas combinados (Bendazzoli y col.,
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2010). Yue y col., (2004) desarrollan un método con DM-B-CD vy estudian la influencia
del tipo de CD, concentracién de SDS y agregado de modificadores organicos para el
andlisis de un extracto de Hippophae rhamnoides (L.) A. Nelson (Eleagnaceae).
Cheung y col. (2008) desarrollan un sistema de buffer borato, 3-CD y metanol para la
separacion, entre otros, de rutina y quercetina. Zhang y col., (2008) desarrollan un
sistema borato-fosfato pH 8,8 y el agregado de B-CD para el estudio de catequina,
epicatequina, canferol y quercetina, entre otros. Fan y col., (2010) desarrollan un
sistema borato-SDS con agregado de y-CD para la separacion de 6 galatos de

flavonoides.

1.4.3.2. Control de calidad de extractos vegetales y fingerprinting

Dada la complejidad de los extractos vegetales, un efectivo control de calidad plantea
un desafio. Comprende la identificacion de compuestos conocidos y desconocidos, el
desarrollo de perfiles cromatograficos de los compuestos caracteristicos y la
identificacion y deteccion de adulterantes. Tratdndose de matrices complejas en las
cuales la actividad no es responsabilidad de un Unico compuesto, generalmente, se
seleccionan algunos marcadores como componentes farmacoldgicamente activos para
evaluar la calidad y autenticidad de un extracto, para su identificacion y eventual
cuantificacion. Este enfoque sin embargo, no brinda un panorama global dado que en
general, hay multiples componentes que resultan responsables de los efectos
terapéuticos y actdan, a su vez, en forma sinérgica. También puede ocurrir que los
componentes varien de acuerdo con la época de recoleccidn, hospedante, ubicacion y
procesos post-cosecha. Es por eso que debe determinarse la mayor cantidad posible de
componentes para asegurar un efectivo control de calidad. En este sentido, la utilizacion
de varias técnicas cromatograficas constituye una herramienta eficaz. Las técnicas
tradicionales son TLC, HPLC vy, en el caso de componentes volatiles, CG
(cromatografia gaseosa) (Fan y col., 2006). A su vez, la posibilidad de asociar técnicas
entre si, como es el caso de HPLC-DAD, HPLC-MS (HPLC asociado a espectrometria
de masa), EC-DAD y EC-MS (electroforesis capilar asociado a espectrometria de
masa), expande significativamente la cantidad de informacién que es posible obtener de

una sola corrida.
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La determinacion de perfiles (fingerprinting) asegura un control de calidad efectivo por
medio de la construccion de marcas de reconocimiento especifico (basados en datos

analiticos).

1.5. Analisis estructural

1.5.1. HPLC-masa

Los flavonoides son parte de una mezcla compleja aislada de un extracto, lo cual hace
necesaria su purificacion para un analisis adecuado. Dado que la cantidad de extracto es
habitualmente limitada, se prefieren las técnicas en linea, que poseen ademas la ventaja
de posibilitar un analisis méas rapido (Cuyckens y col., 2004). La cromatografia liquida
asociada a la espectrometria de masa puede ser utilizada para una caracterizacion
ulterior.  Adicionalmente, puede ser empleada para determinar la ocurrencia de
compuestos previamente identificados y de esta manera, minimizar el esfuerzo asociado
a la separacion. A este proceso de identificacién en linea de compuestos conocidos
(previamente identificados) para evitar su re-aislamiento se lo denomina des-replicacion
(Wolfender y col., 2000). Se ha demostrado que la combinacion del espectro UV del
compuesto de interés y el espectro de primer orden del ESI (electrospray ionization)
pueden proveer informacién estructural util y permiten una caracterizacién rapida de
flavonoides, inclusive cuando los compuestos de referencia no se encuentran

disponibles (Cuyckens y col., 2002).

En este caso particular, se utilizan columnas cortas de didmetro reducido para reducir
los tiempos de analisis. Se emplean fases moviles con acido formico por tratarse de un

compuesto volatil, compatible con sistemas de LC/MS.

El instrumental utilizado es un analizador Q-TOF, cuya denominacion es Hybrid
Quadrupole Orthogonal Time-of Flight Mass Spectrometry, el cual combina la
capacidad de escaneo de un cuadrupolo con el poder resolutivo de un analizador TOF
(time-of-flight). Provee un espectro de alta calidad, informativo y simple que puede
acoplarse a un espectrometro de masa en tandem. Una de las mayores ventajas de los
instrumentos Q-ToF es la habilidad de establecer una interface con ESI. Dentro de estas
técnicas de ionizacién suave, en ESI (electrospray ionization) la muestra es disuelta en

un solvente e introducida en el espectrometro en forma de spray lo cual genera
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principalmente iones moleculares en metabolitos relativamente pequefios, como son los

flavonoides presentes en extractos (Wolfender y col., 2000).

En la primera etapa, se determinan iones moleculares mediante el proceso de
fragmentacion en la fuente. Luego, se aplica la espectrometria de masa en tandem, que
se basa en el aislamiento de un m/z especifico (ion precursor) que puede ser sujeto a

disociacién y subsecuente produccion de fragmentos de iones (EI-Aneed y col., 2009).

Ademas de proveer la masa exacta de los iones moleculares, los patrones de
fraccionamiento observados por algunos métodos de MS pueden suministrar a)
informacidn estructural sobre la naturaleza del aglicon y sus sustituyentes (azucares,
acilacion, etc), uniones interglicosidicas y posiciones de sustitucion del aglicén y, hasta
en algunos casos, ¢) informacion estereoquimica. ESI es actualmente, la técnica més
comunmente utilizada para analizar flavonoides polares y no volatiles (desde
antocianinas hasta taninos condensados) principalmente debido a la facilidad en que
puede ionizarlos. La técnica en modo positivo permite la deteccion del i6n molecular
como molécula protonada [M+H]", aducto [M+Na]® y causa solo fragmentacion
moderada de la molécula. La habilidad de ESI de trabajar con formas de introduccion de
la muestra en estado liquido la ha convertido en uno de los detectores mas importantes
acoplados al HPLC (Fossen y col., 2006).

1.5.2. RMN

La espectroscopia RMN es una excelente herramienta analitica para la determinacion de
las estructuras de los flavonoides. Hoy en dia, es posible realizar las asignaciones
completas de todas las sefiales de los protones y carbonos en el espectro RMN de la
mayoria de los flavonoides aislados en el orden del miligramo. Estas asignaciones estan
basadas en los desplazamientos (8) y constantes de acoplamiento (J) observadas en los
espectros 1D de *H y ¥C combinados con las correlaciones observadas en los
experimentos 2D RMN homo y hétero nucleares. EI propésito de un experimento *H
RMN es registrar los desplazamientos quimicos, los acoplamientos spin-spin, y datos de
integracion, para proveer informacion sobre el namero relativo de atomos de hidrogeno.
Aplicada a los flavonoides, esta informacion puede ayudar en la identificacion del
aglicon y los grupos acilo, el nimero de monosacéaridos y la configuracion anomérica de

los monosacaridos. Sin embargo, la informacién suministrada por un experimento *H
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RMN es insuficiente para completar la dilucidacion estructural. En consecuencia,
experimentos **C RMN combinados con 2D RMN deben usarse para la asignacion de
todas las sefiales de *H y **C. Los espectros 2D RMN (principalmente visualizados

como mapas de contorno) son producidos por experimentos homo y heteronucleares.

Los experimentos homonucleares, tales como COSY y TOCSY, generan espectros en
los cuales los desplazamientos de H en dos ejes se correlacionan unos con otros. *H-'H
COSY (correlation spectroscopy) permite la determinacion de acoplamientos spin-
spin, y el espectro muestra la correlacion entre protones vecinos. *H-'H TOCSY (Total
Correlation SpectroscopY) identifica protones que pertenecen al mismo sistema de spin.
Dado que cada anillo de azucar contiene un sistema discreto de spin separados por
oxigeno, este experimento es especialmente util para la asignacion de protones
superpuestos en espectro de 1D *H RMN de glicésidos de flavonoides. Entre los
experimentos heteronucleares *H-*3C se cuentan principalmente HSQC y HMBC. El
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) es un experimento bidimensional
que correlaciona el ndcleo de *C con el nicleo del *H separados por un enlace de
distancia. EI HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) correlaciona el nucleo
de un *H con el nicleo de *3C separados por mas de un enlace de distancia.

Los solventes mas utilizados para el analisis de flavonoides son el
hexadeuterodimetilsulfoxido (DMSO-d6) y tetradeuterometanol (CD;OD). La eleccién
del solvente depende de la solubilidad del analito, la temperatura del experimento de
RMN, la viscosidad del solvente y cuan facilmente puede ser recuperado el flavonoide

luego del analisis (Fossen y col., 2006).

DOSY

La identificacion de sustancias previa a su separacion en extractos vegetales agrega una
gran eficiencia a la quimica de los productos naturales. La espectroscopia de difusién
(DOSY: diffusion ordered spectroscopy) es una técnica de gradiente de pulso
ampliamente utilizada que tiene por objetivo separar los componentes espectrales de
una muestra en virtud de los diferentes comportamientos de difusion de las especies
moleculares involucradas (Botana y col., 2011). EI coeficiente de difusién (D) depende

del peso molecular, forma y tamafio y puede proveer informacion sobre la dinamica
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molecular, incluyendo interacciones intermoleculares, cambios conformacionales y de
agregacion. Dado que el proposito de esta técnica es la separacion de los componentes
de una mezcla, muchos investigadores se refieren a ella como cromatografia RMN o
cromatografia de spines. Ha sido empleada con éxito en la identificacion de
componentes en la fraccion acetato de etilo de un extracto etandlico compuesto de las
partes aéreas de Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip (Astearaceae) (Rodrigues y col.,
2009).
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HIPOTESIS

La electroforesis capilar es un metodologia efectiva para el control de calidad de los

extractos de Ligaria cuneifolia por medio de la generacion de fingerprints o marcas

especificas de reconocimiento.

OBJETIVOS

Objetivos generales

Proceder al aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de los flavonoides
presentes en L. cuneifolia

Estudiar la variacion en el perfil de los flavonoides mediante la electroforesis
capilar

Evaluar la actividad antioxidante en los extractos de L. cuneifolia

Obijetivos especificos

Realizar un estudio poblacional mediante el andlisis de la variacion en los
perfiles de los flavonoides de la fraccion acetato de etilo de acuerdo con la parte
estudiada y el hospedante por medio de distintas técnicas cromatogréaficas.
Desarrollar una metodologia analitica por electroforesis capilar para el estudio
de los flavonoides presentes en la fraccidn acetato de etilo

o Comparar los perfiles obtenidos con el método por HPLC.

o Desarrollar un método de control de calidad mediante la construccion de
fingerprints caracteristicos (perfiles cromatograficos que sirven como
marcas de reconocimiento especifico).

Evaluar la actividad antioxidante in  vitro mediante  métodos
espectrofotométricos (ABTS y DPPH). Complementariamente, evaluar la
capacidad antioxidante en homogeneizados de tejido y ADN e in vivo, en piel.

Evaluar y monitorear la actividad antioxidante a través de una metodologia por

electroforesis capilar.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal
2.1.1 Recoleccién

La recoleccion de los ejemplares de L. cuneifolia se realizo en la localidad de Barreal,
departamento de Calingasta, provincia de San Juan (1.478 ms.n.m. 31°28°S - 69°25° O).

Los hospedantes fueron Prosopis flexuosa D.C., Prosopis chilensis (Molina)
Stuntzemend. Burkart (Fabaceae, subf. Mimosoidea) y Geoffroea decorticans (Gillies
ex Hook. & Arn.) Burkart (Fabaceae). Sobre estos ejemplares se realizaron los

principales ensayos de aislamiento, identificacion y caracterizacion de los flavonoides.

También se trabajé con una muestra comercial de la provincia de San Juan cuyos
hospedantes fueron Prosopis flexuosa D.C., Prosopis chilensis (Molina) Stuntzemend.
Burkart (Fabaceae, subf. Mimosoidea) y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. &
Arn.) Burkart (Fabaceae).

A fines comparativos, se efectud una recoleccién de ejemplares en la provincia de
Catamarca en la localidad de Puerta de San José, Departamento de Belén (1450 ms.n.m.
27°33' S - 67°01"' O). Los hospedantes analizados fueron Olea europea L. (Oleaceae)
(“olivo”), Bulnesia retama (Gillies ex Hook. & Arn.) Griseb. (Zygophyllaceae)
(“retamo”) y leguminosas tales como Prosopis chilensis (Molina) Stuntz (“algarrobo”),

y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. & Arn.) Burkart (“chafar”).

Figura 2.1.- Zona de recoleccion de ejemplares en Barreal, San Juan
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2.1.2. Identificacion del material recolectado
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Las muestras recolectadas fueron identificadas como Ligaria cuneifolia por medio de
claves adecuadas y por comparacion con material de herbario. Los ejemplares fueron

depositados en el herbario del Museo de Farmacobotanica “Juan A. Dominguez”

(BAF).

2.1.3. Muestreo y separacion del material en estudio
El muestreo fue representativo de las areas de distribucion natural, durante las épocas de
floracion y post-floracion (entre octubre y noviembre), en estadios fenologicos
especificos. Se recolectd material silvestre y una muestra comercial de la provincia de
San Juan. Las partes analizadas incluyeron hojas y tallos herbaceos. En el caso de las
muestras de Catamarca, se utiliz la planta entera. Las muestras fueron recolectadas
durante 2013 y 2014.

2.1.4. Acondicionamiento
El material vegetal se dejo secar a temperatura ambiente. La molienda se realizd
utilizando un molino a cuchillas, a un tamafio de particula no mayor a 5 mm. Las

muestras se pesaron y se acondicionaron en envases rotulados.

2.2. Obtencion de los extractos
Equipos y solventes utilizados
e Molino a cuchillas IKA All Basic
e Agitador orbital M23 Vicking
e Evaporador rotatorio marca Berlusconi y Rocca
e Bafio calefactor DeCalab

e Hexano, metanol y diclorometano calidad p.a.

Procedimiento
Se tomd una muestra representativa debidamente desecada y molida de hojas y tallos
herbaceos de Ligaria cuneifolia, de aproximadamente 50 g cada una. Se realiz6 una
limpieza del material para eliminar grasas y clorofilas con hexano y diclorometano. Se
procedio al lavado con hexano en alicuotas de 500 ml y agitacion periodica durante 24
horas. Esta operacion se repiti6 3 veces. Luego, se realizaron lavados con

diclorometano, en alicuotas de 500 ml, con agitacién constante, durante 24 horas y
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reiterando la operatoria en 3 ocasiones. Posteriormente, el material fue sometido a
extracciones sucesivas con mezclas de metanol-agua (100 %, 80 % y 50 %), siempre
repitiendo la operacion 3 veces para cada mezcla, en alicuotas de 500 ml y con agitacion
constante durante 24 horas, de manera de asegurar el agotamiento del material. El
solvente organico fue eliminado mediante el evaporador rotatorio y las fracciones
acuosas se reunieron para realizar particiones ulteriores con acetato de etilo y butanol.
Las particiones con acetato de etilo se realizaron en alicuotas de 50 ml y se repitieron
hasta observar un color claro. A continuacion, se procedio a realizar una operatoria
similar con la fraccion butandlica. Al finalizar el procedimiento se obtuvieron entonces

3 fracciones: acetato de etilo, butandlica y acuosa.

En los 3 casos se procedié a eliminar el solvente organico mediante evaporador
rotatorio y el residuo obtenido se pes6 y se conservé en recipiente adecuado y a 4° C
para futuros ensayos. Los estudios que a continuacion se detallan, se centraran sobre la

fraccion acetato de etilo.
A efectos comparativos en lo referente al perfil de flavonoides, también se analizaron
las fracciones acetato de etilo individuales obtenidas a partir de metanol puro y de las

mezclas MeOH-agua 80 % y 50 %, respectivamente.

En la figura 2.3 se detalla el procedimiento realizado.
Figura 2.3.- Esquema del procedimiento de extraccion
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En la tabla 2.1 se presenta el detalle de las muestras utilizadas en los estudios

posteriores.

Tabla 2.1.- Esquema de las muestras analizadas
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Region San Juan Catamarca

Muestra Material colectado Material colectado
comercial
Hospedante  Prosopis y Prosopis y Geoffroea Chafar Algarrobo Olivo Retama
Geoffroea
Parte usada Hoja Hoja Tallo Planta entera
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
Extracto 100 % comb. 100% 80%  50% comb 100 % 100 % 100% 100 %
Fraccién AE AE AE AE AE

MeOH: metanol. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas sobre la misma

muestra con MeOH y mezclas de metanol:agua al 80 % y 50 % y posterior particion con acetato de etilo.

2.3. Determinacion del contenido de polifenoles
2.3.1. Fenoles totales
Se realizo6 de acuerdo con el método de Folin-Ciocalteu (Makkar y col., 1993).
Reactivos y soluciones de trabajo
e Soluciones de trabajo
o Fraccion acetato de etilo: 1 mg/ml en metanol.
o Extractos metanolicos: 1 mg/ml en metanol.

e Reactivo Folin-Ciocalteu (1N): diluir el reactivo comercial de Folin-Ciocalteu
(2N) con igual volumen de agua destilada. Transferir a un frasco color caramelo
para proteger de la luz y almacenar a 4 °C. Debe ser color dorado.

e Solucion de carbonato de sodio al 20 %.

e Solucion stock de acido galico (10 mg/ml) en metanol

o Diluciones: 0,1; 0,5y 1,0 mg/ml

Procedimiento
Se realiz6 una curva de calibracion con acido géalico.
Muestras
Se tomaron alicuotas apropiadas de la solucion de extracto. Se llev6 a 0,5 ml con agua
destilada. Luego, se agregaron 0,25 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu y posteriormente,
1,25 ml de solucion de carbonato de sodio al 20%.
Los tubos se agitaron en vortex y luego de una incubacion de 40 minutos, se leyd la

absorbancia a 725 nm.
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Por interpolacion en la recta correspondiente a la curva de calibracion, se determinaron
los ng de acido galico presentes en la alicuota de extracto. Luego se refirio esta masa a
los mg de extracto utilizados para preparar la solucion. El resultado se expresa como mg

de &cido galico/100 mg de extracto.

Para el andlisis estadistico se utilizo ANOVA seguido del test de comparaciones
multiples de Tuckey (p < 0,05).

2.3.2. Taninos condensados (0 proantocianidinas)
De acuerdo con el método de Porter y col. (1986)
Reactivos y soluciones de trabajo

e Butanol-HCI (butanol-HCI 95:5 v/v): mezclar 950 ml de butanol con 50 ml de
HCI concentrado (37 %).

e Reactivo férrico (2 % de sulfato férrico aménico en HCI 2 N): tomar 16,6 ml de
HCI concentrado y llevar a 100 ml con agua destilada (HCI 2 N). Disolver 2,0 g
del sulfato férrico amonico en ese volumen de HCI 2 N. Conservar en frasco
color caramelo.

e Soluciones de trabajo

o Fraccion acetato de etilo: 1 mg/ml en metanol.

o Extractos metandlicos: 1 mg/ml en metanol.

Procedimiento

En un tubo de ensayo, se pipetearon 0,50 ml de solucion de trabajo y cuando fue
necesario, se agregd acetona al 70 % para que el valor de absorbancia no exceda de 0,6.
Luego, se agregaron 3,0 ml del reactivo Butanol-HCI y 0,1 ml del reactivo férrico. Se
agito en vortex los tubos, se taparon, se agregaron perlas de vidrio y se colocaron en
bafio de agua hirviente durante 60 min. Se enfriaron los tubos y se registro la
absorbancia (A) a 550 nm. Se realiz6 un blanco que consistio en la mezcla sin calentar.
El resultado se expres6 como absorbancia/ mg de extracto.
Para el andlisis estadistico se utilizo ANOVA seguido del test de comparaciones
multiples de Tuckey (p < 0,05).

2.3.3. Flavonoides totales
De acuerdo con la técnica de Ho y col. (2012).
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Reactivos y soluciones de trabajo
e Etanol 96 %
e Solucion acuosa AlCI3 10 %
e Solucion acuosa NaAc 1 M
e Soluciones de trabajo
o Fraccion acetato de etilo: 1 mg/ml en metanol.

o Extractos metandlicos: 1 mg/ml en metanol.

Procedimiento
Se realizo una curva de calibracion utilizando una solucion estandar de rutina.
Se tomé una alicuota apropiada de muestra. Luego, se agregaron 1500 ul de etanol 96
%, 100 pl de AICI3 10 % acuoso luego, 100 ul NaAc 1 M acuoso y por ultimo, 3200 pl
de agua destilada. Se dejé reposar 30 min y se leyo la A de 416 nm.

El resultado se expres6 como mg rutina/100 mg de extracto.

Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA seguido del test de comparaciones
maltiples de Tuckey (p < 0,05).

2.3.4. Acidos hidroxicinamicos
Se aplico el procedimiento indicado por Dao y Friedman (1992), con las
modificaciones propuestas por Ricco y col. (2011).
Reactivos y soluciones de trabajo
e Etanol anhidro
e Soluciones de trabajo
o Fraccion acetato de etilo: 1 mg/ml en metanol.
o Extractos metandlicos: 1 mg/ml en metanol.
Procedimiento
Se realizé una curva de calibracidn con acido clorogénico.
Se utilizaron alicuotas apropiadas de muestra y se completé a 2000 ul con etanol
anhidro.
Los valores se expresaron como mg de acido clorogénico/100 mg de extracto
Para el andlisis estadistico se utilizo ANOVA seguido del test de comparaciones
multiples de Tuckey (p < 0,05).
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2.3.5. Taninos totales
Se determino por el método de Folin-Ciocalteu (Makkar y col., 1993), luego de remover
los taninos mediante su precipitacion con seroalbdmina bovina (BSA).
Reactivos y soluciones de trabajo
e Seroalbumina bovina (BSA): buffer acetato 0,2 M pH 5,0; cloruro de sodio 0,17
My 1,0 mg/ml de fraccion V de BSA (Ricco y col. 2011).
e Soluciones de trabajo
o Fraccion acetato de etilo: 1 mg/ml en metanol.
o Extractos metandlicos: 1 mg/ml en metanol.
e Reactivo Folin-Ciocalteu (1 N): diluir el reactivo comercial de Folin-Ciocalteu
(2 N) con igual volumen de agua destilada. Transferir a un frasco color caramelo
para proteger de la luz y almacenar a 4 °C. Debe ser color dorado.
e Solucion de carbonato de sodio al 20 %
e Soluciodn stock de cido galico (10 mg/ml) en metanol
o Diluciones: 0,1; 0,5y 1,0 mg/ml

Procedimiento

A 1 ml de solucidn de BSA se le adiciond 1 ml de la solucién de trabajo. Luego de 15
minutos a temperatura ambiente, los tubos fueron centrifugados a 5000 rpm. Alicuotas
del sobrenadante fueron analizadas segun el procedimiento detallado para fenoles
totales. Los valores obtenidos fueron restados de los correspondientes a los fenoles
totales, de esta manera se obtuvo el valor de los fenoles que se comportan como taninos
(taninos totales). El contenido de taninos totales fue expresado como mg de &cido
galico/100 mg de extracto.

Para el andlisis estadistico se utilizo ANOVA seguido del test de comparaciones
maltiples de Tuckey (p < 0,05).
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2.4. Estudio de los flavonoides
2.4.1. Cromatografia en capa delgada (TLC)
2.4.1.1. Flavonoles
Glicosidos de flavonoles
Reactivos, materiales y equipos

e Cromatofolios de silica gel 60 Fys4, de 20 x 20 cm y 0,2 mm de espesor Merck

e Cromatofolios de celulosa Polygram Cel300 de 20 x 20 cm (100 um) Analtech

e Papel Whatman 3MM Sigma-Aldrich

e Butanol, &cido acético glacial (AcH), acido formico, acetato de etilo calidad p.a.

e Lampara CAMAG

e Reactivo de Productos Naturales (NP) (Wagner y Bladt, 1996): se compone del
éster formado por &cido difenilborico y etanolamina al 1% en etanol. Luego de
pulverizar la placa con el reactivo, se seca bajo corriente de aire caliente y se
observa a luz visible y 366 nm.

e Testigos: quercetina-3-O-ramndsido de Extrasynthese (Lyon, Francia). Rutina,
catequina, quercetina, quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-xildsido,
quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina 3-O-arabinofurandsido de Sigma-
Aldrich Corp. (St Louis, EE.UU).

Ensayos realizados
Se realizo el perfil cromatogréafico por TLC de la fraccion acetato de etilo mediante una
cromatografia bidimensional.
Fase estacionaria: Celulosa Polygram Cel300
Fase movil: Butanol-AcH-agua (6:1:2) (primera dimension); AcH 15 % (segunda
dimension) (Mabry y col. 1970).
Muestra: fraccion acetato de etilo (“MeOH combinado-AE”) de la muestra proveniente
de San Juan (hoja) 10 mg/ml en metanol.
Volumen de siembra: 5 pl
Deteccién: UV 254 y 366 nm.
Revelador: NP y visualizacion UV 366 nm.

Se estudid el efecto de la polaridad del solvente en la separacién de los compuestos.

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300
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Fase movil: AcH 6 %, 15 % y 30 %.
Deteccion: UV 254 y 366 nm.

Revelador: NP y visualizacién UV 366 nm.

Los mejores resultados se obtuvieron con AcH 15 %, el que se utiliz6 para la separacion

de los flavonoles.

Se realizo la cromatografia unidireccional en donde se compara la fraccion “MeOH
combinado-AE” con quercetina y diferentes glicdsidos de quercetina.

A su vez, se compararon las muestras de San Juan (hoja y tallo) obtenidas a partir de las
extracciones con metanol y combinaciones de metanol-agua al 80 % y 50% con los
extractos metanolicos de los ejemplares procedentes de Catamarca sobre distintos

hospedantes (“chafiar”, “algarrobo”, “retama” y “olivo”) y el extracto metandlico de la

muestra comercial de San Juan.

Fase estacionaria: silica gel 60 Fs4

Fase movil: acetato de etilo - 4cido foérmico - &cido acético glacial - agua (100:11:11:26)
(Wagner y Bladt, 1996).

Testigos: rutina, quercetina-3-O-xildsido, quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-3-O-
arabinopiranosido,  quercetina-3-O-arabinofuranésido,  quercetina-3-O-ramnosido,
quercetina (todos ellos en concentracion 1 mg/ml en metanol).

Muestras: fraccion “MeOH combinado-AE” (hoja y tallo), fraccion acetato de etilo
MeOH 80 % y 50 % (hoja), todos en concentracion 10 mg/ml en metanol. Extractos
metanolicos de las muestras procedentes de Catamarca sobre distintos hospedantes
(“chanar”, “algarrobo”, “retama” y “olivo”) y la muestra comercial de San Juan, todos
en concentracion 20 mg/ml en metanol.

Volumen de siembra: 5 pl

Deteccion: UV 254 y 366 nm.

Revelador: NP vy visualizacién UV 366 nm.

De los resultados obtenidos, se eligid la combinacion de fases moviles para el
aislamiento y purificacion de los flavonoles. Se procedio a la separacion de los
compuestos de interés a partir de la fraccion “MeOH combinado-AE” (hoja) por medio

de la cromatografia descendente en papel, tal y como se detalla en la figura 2.4.

68



Figura 2.4.- Aislamiento de los compuestos de interés
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Fase movil: butanol-acido acético-agua (6:1:2)

Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE” (hoja) en concentracion 0,1 g/ml en
metanol.

Volumen de siembra: 0,5 ml

Deteccién: UV 254 y 366 nm.

Se realiz6 una cromatografia en papel Whatman 3MM vy se corri6 en forma descendente
en el sistema BAA. La banda obtenida (F) se recortd, eluyé con metanol y se concentro.
La solucién resultante se sembré en papel Whatman 3MM y se corrié en forma
descendente en AcH 15 %.

Fase estacionaria: papel Whatman 3MM

Muestra: concentrado de la banda correspondiente a los flavonoles
Volumen de siembra: 0,5 ml

Fase movil: AcH 15 %.
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Deteccion: UV 254 y 366 nm.

Se obtuvieron asi 3 bandas (1F, 2F y 3F) que fueron sucesivamente purificadas por
cromatografia descendente en AcH 15 % hasta obtener 4 bandas principales (1F1, 1F2,
2F2 y 3F2). Las bandas asi obtenidas se sometieron a estudios posteriores. Se
compararon con la fraccion “MeOH combinado-AE” (hoja) y los testigos de quercetina

y glicésidos de quercetina.

Fase estacionaria: silica gel 60 F 254

Fase mdvil: acetato de etilo-acido acético-acido formico-agua (100:11:11:26)

Testigos: rutina, quercetina-3-O-xildsido, quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-3-O-
arabinopiranosido,  quercetina-3-O-arabinofuranésido,  quercetina-3-O-ramnosido,
quercetina (todos ellos en concentracion 1 mg/ml en metanol).

Muestras: fraccion “MeOH combinado-AE” (hoja) en concentracion 10 mg/ml en
metanol. Solucién concentrada de las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2.

Volumen de siembra: 5 pl.

Deteccién: UV 254 y 366 nm.

Revelador: NP y visualizacién UV 366 nm.

Las 4 bandas se sometieron a una hidrolisis para investigar la naturaleza de la aglicona y

el azlicar asociado.

Aglicona
Reactivos
e Acido clorhidrico 2 N
e Acetato de etilo
e Metanol
e BAA: butanol-acido acético- agua (6:1:2)
e CAA: cloroformo-acido acetico-agua; (2:1, se agrega agua hasta saturacion)
o Forestal: &cido clorhidrico-acido acético-agua (3:30:10)

Soluciones de trabajo
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A una alicuota de la solucién del compuesto de interés se agregaron 5 ml de acido
clorhidrico 2 N. La solucion permanecié en ebullicion durante 60 minutos en bafio
Maria (Mabry y col. 1970).

Al finalizar, se filtrd por papel y se extrajo el aglicdn con pequefias porciones de acetato
de etilo. Posteriormente, ésta se llevo a sequedad y se redisolvid el aglicon en metanol
(Harborne, 1994; Markham, 1982).

Se determinaron los valores de Rf frente a testigo de quercetina.

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300
Fases moviles: butanol-acido acético-agua (6:1:2); cloroformo-acido acético-agua (2:1,

agua hasta saturacion); acido clorhidrico-acido acético-agua (Forestal) (3:30:10).

Azlcares
Reactivos, materiales y solventes
e Cromatofolios de silica gel 60 (Merck), 20 x 20 cm
e Butanol, &cido acético, eter etilico, acido lactico
e Solucion 0,5 M de NaH,PO,4.H,0
e Testigos de azUcares: glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa y arabinosa. Se
prepararon soluciones acuosas de concentracion 1 mg/ml.
e Reveladores
o Anisaldehido-4cido sulfarico: 0,5 ml de anisaldehido + 9 ml de etanol
95% + 0,5 ml de &cido sulfarico concentrado + 0,1 ml acido acético
(AcH).
o Anilina-difenilamina: 1 ml de solucion de anilina + 1 g de difenilamina +

7 ml de acido fosforico 85 % + 50 ml acetona.

Procedimiento
La fraccion acuosa remanente de la particion con acetato de etilo (producto de la
hidrolisis) se redujo a volumen en evaporador rotatorio y se efectuaron lavados con
agua para eliminar el acido clorhidrico remanente. La alicuota resultante se utiliz6 para

el andlisis del residuo glicosidico.
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Se ensayaron distintos sistemas para la determinacion de azlcares. Se utilizaron dos
sistemas cromatograficos. En todos los casos se trabajo con las mismas soluciones de
testigos y muestras y los volumenes de siembra fueron de 10 pl y 50 pl,

respectivamente.

Sistema 1 (Ikan, 1991 )

Fase estacionaria: cromatofolio de silica gel 60

Fase movil: butanol-acido acetico-éter etilico:agua (9:6:3:1)

Volumen de siembra: para los testigos, 10 ul y 50 ul para las muestras

Reveladores: anisaldehido-acido sulfurico y anilina-difenilamina

Sistema 2 (Kremer, 1978)

Fase estacionaria: cromatofolio de silica gel 60 pretratada con una solucion 0,5 M de
NaH,PO,4.H,0

Fase movil: acetona-isopropanol-acido lactico (40:40:20)

Volumen de siembra: para los testigos, 10 ul y 50 pl para las muestras

Revelador: anisaldehido-sulfirico

Acido galico (Sawant, 2010)

Se estudid la presencia de &cido gélico en los hidrolizados de las bandas purificadas.

Fase estacionaria: silica gel 60

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-acido formico-metanol (30:30:8:2)

Muestras: hidrolizado de las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2 y testigo de acido galico (1
mg/ml).

Deteccion: UV 254 y 366 nm.

Revelador: reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N

2.4.1.2. Taninos condensados (o proantocianidinas)
Reactivos, materiales y solventes
e Cromatofolios de silica gel 60 F,s4, de 20 x 20 cm y 0,2 mm de espesor Merck

e Cromatofolios de celulosa Polygram Cel300 de 20 x 20 cm (100 um) Analtech
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e Butanol, n-propanol, acido acético glacial (AcH), acido férmico, acetato de etilo
calidad p.a.

e Vainillina/HCI: se utilizé una solucion de vainillina al 1 % en etanol y al
momento del uso se realiz6 una mezcla al 1% con HCI concentrado.

e Testigos de catequina y procianidina B2 (PB2): ambas de Sigma-Aldrich, en

soluciones de concentracion 1 mg/ml.

En los cromatogramas de los extractos y las fracciones obtenidos de las hojas y los
tallos de Ligaria cuneifolia, al ser tratados con el reactivo vainillina clorhidrico, se
observaron manchas de color rojo que corresponden a las proantocianidinas. Se

utilizaron sistemas bidimensionales y unidireccionales.

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300

Fase movil: butanol-acido acético-agua (6:1:2) (primera dimension) y AcH 15 %
(segunda dimensién)

Muestras: fraccion “MeOH combinado AE” 10 mg/ml

Volumen de siembra: 5 ul

Revelador: vanillina/acido clorhidrico

Se estudid el efecto de la polaridad del solvente en la separacién de los compuestos.
Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300

Fase movil: acido acético al 6 %, 15 % y 30 %

Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE”

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

Se realizo la identificacion de la catequina en la fraccion “MeOH combinado-AE”
frente a testigo de catequina y el dimero proantociandina B2 (PB2) y se utilizaron
diferentes sistemas:
Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300
Fase movil:

n-propanol-agua-acido acético (20:80:1)

n-propanol-agua (20:80)

butanol-agua-acido acético (4:2:1)
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n-propanol-agua-acido acético (4:2:1)
Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE” 10 mg/ml
Volumen de siembra: 5 pl

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

Se realiz6 una cromatografia bidimensional para mostrar la ubicacion de la catequina y

otras proantocianidinas de mayor peso molecular.

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300

Fase movil: butanol-AcH-agua (14:1:5) (primera dimension); AcH 6 % (segunda
dimension)

Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE” 10 mg/ml

Volumen de siembra: 5 ul

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

Se realiz6 una comparacion entre las fracciones acetato de etilo de San Juan y los

extractos metanolicos de Catamarca.

Fase estacionaria: silica gel 60 Fs4

Fase movil: acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua (100:11:11:26)
Muestras: fraccion “MeOH combinado-AE” (hoja y tallo), fraccion acetato de etilo
MeOH 80 % y 50 % (hoja), todos en concentracion 10 mg/ml en metanol. Extractos
metanolicos de las muestras procedentes de Catamarca sobre distintos hospedantes
(“chanar”, “algarrobo”, “retama” y “olivo”) y la muestra comercial de San Juan, todos
en concentracion 20 mg/ml en metanol.

Volumen de siembra: 5 pl.

Revelador: vanillina/acido clorhidrico
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2.4.2. Electroforesis capilar (EC)
Equipos y solventes

e Equipo de electroforesis capilar Beckman P/ACE MDQ (Beckman Instruments,
Inc. Fullerton, CA) acoplado a un detector de arreglo de diodos.

e Capilares de silica fundida (Microsolv technology, Eatontown, NJ, USA) de 60
cm largo (50 cm al detector) y 75 um de diametro interno.

e Ciclodextrinas: p-CD, y-CD, 2-Hidroxipropil--CD (HP-B-CD), Heptakis (2,6-
di-O-metil)-p-CD, Heptakis (2,3,6-tri-O-metil)-B-CD, -CD sulfatada, todas de
Sigma-Aldrich Corp. (St Louis, EE.UU).

e Metanol, tetrahidrofurano, acetonitrilo calidad HPLC.

e Tetraborato de sodio y dodecilsulfato de sodio (SDS) calidad p.a.

e Estandares de referencia: quercetina-3-O-ramndsido de Extrasynthese (Lyon,
Francia). Rutina, catequina, quercetina, quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-3-
O-xilésido, quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina 3-0-
arabinofurandsido de Sigma-Aldrich Corp. (St Louis, EE.UU).

Desarrollo del método y optimizacion del sistema electroforético
Las variables ensayadas se detallan en la tabla 2.2 y se aplicaron al electrolito, el

equipo y las muestras.

Tabla 2.2.- Variables estudiadas para el desarrollo del método
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Electrolito (BGE) Equipo Muestras
Aditivos
. Volumen . .
Buffer pH Solventes CDs Voltaje . . Corrida Temperatura Diluyente
. inyeccion
orgéanicos
Borato 20, 25 | 7;8,3;9y10 | ACN (5 -15%) , | B-CD (2,5;5; 75| 20y25kV | 2y3 Con (0,1 psi) | 20y 25°C Buffer borato
y 30 mM MeOH (5 — 10%), | y 10 mM) segundos; 0,3 | y sin presion 20 mM pH 7
THF (25 — 5%) | y-CD (5 mM) psi diluido 1/10
Combinaciones HP-B-CD (5 mM) 5 segundos Buffer borato
ACN:MeOH; DM-B-CD (2,5 y 0,5 psi 20 mM pH 8,3
ACN:THF Yis mM) diluido 1/10
MeOH:THF TM-B-CD G Buffer borato
mM) 20 mM pH 7
B-CD-sulfatada diluido 1/10 +
(05 1: 15: 2 y 3% P/V B-CD
2.5 mM) sulfatada
Combinaciones
B-CD+HP-B-CD Buffer borato
20 mM pH 8,3
DM-B-CD+B-CD
diluido 1/10 +
B-CD+B-CD-sulf
3% P/V B-CD
sulfatada

CD: ciclodextrina; ACN: acetonitrilo; MeOH: metanol; THF: tetrahidrofurano
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Las condiciones del método optimizado fueron:

Capilar: 60 cm (50 cm al detector) y 75 um de diametro interno.

Voltaje: 20 kV

Temperatura de corrida: 25 °C
Temperatura del rack: 10 °C
Inyeccion: hidrodinamica, 3 seg, 0,3 psi
Deteccion: UV-DAD 255y 280 nm
BGE (electrolito)

o Buffer borato 20 mM pH 8,3; SDS 50 mM; B-CD 5 mM, B-CD sulfatada

2 % P/V 'y MeOH 10 %.
Solucion diluyente
o Buffer borato 20 mM pH 7 diluido 1/10 en agua

Se trabajé a dos longitudes de onda para la determinacion de los glicésidos de

flavonoles (255 nm) y los taninos condensados (280 nm).

Entre corridas, se efectuaron lavados con KOH 0,1 M durante 2 minutos,

seguido de agua por 2 minutos y estabilizacion con el electrolito por otros 2

minutos.

Se partio de las soluciones de los testigos en metanol (1 mg/ml) y se realizaron las

diluciones apropiadas hasta llegar a la solucion mezcla de testigos, de acuerdo con la

tabla 2.3. La Ultima dilucién se realiz6 en solucion diluyente. Las determinaciones se

efectuaron por triplicado.
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Tabla 2.3.- Concentraciones de los compuestos en la solucién mezcla de testigos

Compuesto Concentracién solucién

mezcla testigos

(ng/ml)
Catequina 12,0
Epicatequina 16,0
PB2 16,0
Rutina 8,0
Q-3-0O-glucédsido 6,0
Q-3-O-xilésido 4,6
Q-3-O-ramnosido 4,6
Q-3-O-arabinofurandsido 6,6
Q-3-O-arabinopiranosido 8,0
Quercetina 8,0

PB2: procianidina B2; Q-3-O-glucosido: quercetina-3-O-glucésido; Q-3-O-xilésido: quercetina-3-O-
xilésido, Q-3-O-ramndsido: quercetina-3-O-ramndsido; Q-3-O-arabinofurandsido: quercetina-3-O-
arabinofuranésido; Q-3-O-arabinopiranésido: quercetina-3-O-arabinopirandsido.

Se determinaron los valores de N (platos teodricos) y R (resolucién) para el sistema

optimizado (de acuerdo con USP 37, capitulo <621>).

Validacion

Se realizé de acuerdo con las normativas de la guia Q2 (R1) de la ICH (International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use). Los parametros evaluados fueron los que habitualmente se aplican a extractos

vegetales.

Limites de deteccion y cuantificacién (LOD y LOQ)

Se procedid a determinar las areas de los picos correspondientes a los testigos en la
solucién mezcla de testigos descripta previamente. Se realizaron determinaciones de
areas correspondientes al ruido en al menos 20 puntos en el electroferograma, en una
zona donde la perturbacién de la linea de base fuera minima. Se calculé la relacion S/N
(sefal/ruido) y las concentraciones del LOD y LOQ correspondientes a 3 y 10 veces la

relacion S/N, respectivamente. Las determinaciones se efectuaron por triplicado.
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Precision

Se utilizo la solucion mezcla de testigos del ensayo de LOD y LOQ.

La precision se evaluo en el dia (n=6) y entre dias (durante 3 dias, n=18). Se realiz0 la
determinacion de tiempo de migracion y area de pico y el resultado se expres6 como

RSD (desviacion estandar relativa por ciento).

Linealidad

Se partio de las soluciones de los testigos en metanol y se realizaron las diluciones
apropiadas para obtener los 6 niveles de concentracién que se evaluaron, a saber: 50 %,
75 %, 100 %, 125 %, 200 % y 300 %. Cada nivel se analizd por triplicado.

Tabla 2.4.- Rangos de concentracidn ensayada para cada compuesto

Compuesto Rango

(ng/ml)
Catequina 6,0 — 36,0
Epicatequina 8,0-48,0
PB2 8,0-48,0
Rutina 4,0-24,0
Q-3-O-glucdsido 3,0-18,1
Q-3-O-xil6sido 2,3-13,7
Q-3-O-ramnosido 2,3-138
Q-3-O-arabinofuranosido 3,3-19,7
Q-3-O-arabinopiranosido 4,0-24,0
Quercetina 4,0-24,0

Aplicacion

Glicésidos de flavonoles y taninos condensados
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El método desarrollado permitid la deteccion simultanea de glicésidos de flavonoles y

taninos condensados. En todos los casos, las determinaciones se realizaron por

triplicado.

Los equipos, reactivos y solventes son los detallados en la optimizacion del sistema

electroforético:

Capilar: 60 cm (50 cm al detector) y 75 um de diametro interno.
Voltaje: 20 kV
Temperatura de corrida: 25 °C
Temperatura del rack: 10 °C
Inyeccion: hidrodindmica, 3 seg, 0,3 psi
Deteccion: UV-DAD 255y 280 nm
BGE (electrolito)

o Buffer borato 20 mM pH 8,3; SDS 50 mM; 3-CD 5 mM, B-CD sulfatada

2% P/V y MeOH 10 % .

Solucion diluyente

o Buffer borato 20 mM pH 7 diluido 1/10 en agua
Entre corridas, se efectuaron lavados con KOH 0,1 M durante 2 minutos,
seguido de agua por 2 minutos y estabilizacion con el electrolito por otros 2
minutos.
Solucién mezcla de testigos: descripta en limite de deteccion y cuantificacion.
Solucion muestra: en el caso de la fraccion acetato de etilo de las muestras
provenientes de San Juan, se partid de una solucion 10 mg/ml del extracto en
estudio, disuelto en metanol. En el caso de los extractos metandlicos
provenientes de Catamarca y la muestra comercial de San Juan, se partié de
soluciones 20 mg/ml en metanol. De todas ellas, se realiz6 una dilucién 1/5 en
metanol y se agitd. Luego, se efectud una segunda dilucion 1/5 en solucion
diluyente (0,4 mg/ml para las fracciones acetato de etilo; 0,8 mg/ml para los

extractos metandlicos). Se agitd nuevamente y se procedio a su inyeccion.

Para determinar los compuestos presentes en los extractos se realizé la comparacién de

tiempos de migracién y espectros con los testigos. Ademas, se realiz6 una co-

cromatografia (marcado del extracto con testigos) para verificar la identidad de los
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compuestos. Para ello, se agregd a las soluciones de las muestras una alicuota de la
soluciéon mezcla de los testigos y se compararon las areas obtenidas antes y después del

marcado.

Se realiz0 este procedimiento con las muestras provenientes de San Juan y Catamarca.

Posteriormente, se procedio a estudiar las bandas purificadas (1F1, 1F2, 2F2, 3F2). Se
tomo6 una alicuota de las soluciones concentradas de cada banda y se efectudé una
dilucion 1/5 en metanol. Se agitd y luego, se efectué una segunda dilucion 1/5 en
solucidn diluyente. Se agitd nuevamente y se procedié a su inyeccién. Se compararon

con los electroferogramas obtenidos para la solucién mezcla de testigos.

Aglicon y &cido galico

En las soluciones obtenidas a partir de los hidrolizados de las bandas purificadas se
procedio a estudiar la naturaleza de la aglicona y la presencia de acido galico. Las
determinaciones se efectuaron por triplicado.

e Solucion mezcla quercetina-acido galico: se prepararon soluciones 5 mg/ml en
metanol de quercetina y acido galico. Se realiz6 una dilucién 1/10 en metanol, se
agitd. Se efectud una segunda dilucion 1/5 en solucién diluyente (concentracion
final de 0,1 mg/ml). Se agitdé nuevamente y se procedid a su inyeccion.

e Soluciones muestra: se partio de las soluciones metandlicas concentradas
resultante de los hidrolizados de cada una de las bandas. Se realizé una dilucion
1/5 en metanol y se agitd. Luego, se efectudé una segunda dilucion 1/5 en

solucion diluyente. Se agité nuevamente y se procedié a su inyeccion.

Se compararon los tiempos de migracion con los de la solucién mezcla de testigos.

2.4.3. HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia)

Glicésidos de flavonoles y taninos condensados (o proantocianidinas)

El método descrito a continuacion consiste en un método general para el analisis de los
flavonoides, usualmente aplicado en el trabajo de rutina. Las determinaciones se
efectuaron por triplicado.

Equipos, reactivos y solventes
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Cromatografo liquido Varian ProStar equipado con bomba binaria 9012,
inyector de volumen fijo (20 pl) y detector de arreglo de diodos (DAD).
Metanol, calidad HPLC.

Acido acético, calidad p.a.

Estandares de referencia: quercetina-3-O-ramndsido de Extrasynthese (Lyon,
Francia). Rutina, catequina, quercetina, quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-3-
O-xilosido, quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina 3-0-
arabinofurandsido de Sigma-Aldrich Corp. (St Louis, EE.UU). Todos ellos en
soluciones metandlicas de 1 mg/ml.

Soluciones de trabajo

o Solucion mezcla de testigos: se partio de soluciones stock de cada uno de
los testigos (1 mg/ml en metanol) y se diluyeron en FM A hasta llegar a
una concentracion de 0,05 mg/ml.

o Solucion muestra: se pesaron exactamente alrededor de 10 mg de las
fracciones acetato de etilo provenientes de San Juan 6 20 mg de los
extractos metandlicos provenientes de Catamarca y la muestra comercial
de San Juan y se disolvieron en metanol. Luego se diluyeron al cuarto en
FM A (2,5 mg/ml para las muestras de San Juan, 5 mg/ml para las

muestras de Catamarca y muestra comercial de San Juan).

Procedimiento

Se ensayaron modificaciones menores en el gradiente para optimizar la separacion de

los compuestos de interés. El sistema consiste en:

Columna Luna Phenomenex C18 (2); 250 x 4,6 mm (5 um)
Flujo: 1,2 ml/min
Temperatura: 40 °C
Volumen de inyeccion: 20 pl
Deteccion: UV-DAD 260y 280 nm
Fase movil
o A:AcH-Agua (2:98)
o B: AcH-MeOH (2:98)
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Tiempo A B
(min) (%) (%)

0 85 15

25 60 40

50 60 40

60 15 85
65 0 100

Se procedid al andlisis de las muestras provenientes de San Juan y Catamarca. La
determinacion de los compuestos presentes en las muestras se realizd por comparacion
de tiempos de retencion y de espectros. Ademas, se realiz6 una co-cromatografia para
verificar la identidad de los compuestos. Para ello, se agregd a las soluciones de las
muestras una alicuota de la solucién mezcla y se compararon las areas obtenidas antes y

después del marcado. Las determinaciones se efectuaron por triplicado.

Posteriormente, se procedio a estudiar las bandas purificadas (1F1, 1F2, 2F2, 3F2). Se
partid de las soluciones metandlicas concentradas de cada una de las bandas y se
diluyeron al medio con FM A. Se compararon los tiempos de retencion y los espectros

con los testigos. Las determinaciones se efectuaron por triplicado.

Agliconay &cido galico
Se procedi6 a analizar las soluciones provenientes de la extraccion con acetato de etilo
de los hidrolizados de las bandas purificadas. Las determinaciones se efectuaron por
triplicado.
e Solucion mezcla quercetina-acido galico: se parte de las soluciones metandlicas
1 mg/ml de quercetina y &cido galico. Se diluyen en FM A hasta una
concentracion de 0,05 mg/ml.
e Solucion muestra: se toma una alicuota de la fraccion acetato de etilo de los

hidrolizados de las bandas purificadas y se diluye al medio con FM A.

Se determino la presencia de quercetina y acido galico por comparacién con los tiempos

de retencion.
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2.5. Andlisis estructural

2.5.1. Espectroscopia UV- visible

Reactivos
Metanol grado HPLC
Reactivos de desplazamiento

Se preparan de acuerdo con Mabry y col. (1970):

NaOMe: solucion metanélica de NaOH al 80 % P/V.
AICl3: solucion metandlica al 5 %.

AICI3/HCI: solucién acuosa 50 % V/V de HCI.
NaOAc: reactivo solido.

NaOAc/H3BO3: a la solucion anterior se le agrega acido borico hasta saturacion.

Procedimiento

Se prepararon soluciones metandlicas de los compuestos aislados hasta una
concentracion 0,1 mg/ml y en caso de ser necesario, se realizan diluciones de las
soluciones. Se registro el espectro UV-visible entre los 200 y 600 nm.

NaOMe: a una alicuota de la solucién del compuesto en estudio se le agregaron
3 gotas de la solucion de NaOMe detallada anteriormente. Luego de 5 minutos
se escaned nuevamente para verificar la descomposicion.

AICl3: se agregaron a otra alicuota 6 gotas de la solucion.

AICI3/HCI: sobre la solucion anterior se agregaron 3 gotas del reactivo.

NaOAc: se agregd a otra alicuota de la solucion del flavonoide cantidad
suficiente de acetato de sodio soOlido tal que se forme una capa de
aproximadamente 2 mm en el fondo, se agit6 y se leyo después que se asento el
exceso de reactivo.

NaOAc/H3BO3: sobre la solucidn anterior se agregd cantidad suficiente de acido
borico para saturar la solucidn, se agitd y se esperd unos minutos para realizar la

lectura.

2.5.2. HPLC-masa

Equipos, reactivos y solventes
HPLC Agilent
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Bombas G1312B SL binary
Autosampler G1367D SL+WP
Detector G1315C Starlight DAD
MS microTOF series

Horno G1316B

e Acido férmico y metanol

Condiciones cromatograficas
Columna: Phenomenex Synergi Fusion RP 80-A, (4 um), 50 x 2 mm
Flujo: 0,35 ml/min
Temperatura: 40 °C
Fase movil
A: 0,1 % &cido férmico

B: metanol

Tiempo A B
(minutos) | (%) (%)
0,0 90 10
5,0 60 40
11,0 30 70
15,0 10 90
16,0 30 70
18,0 60 40
19,0 90 10

Volumen de inyeccion: 20 pl
Deteccién: 260 y 280 nm
Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE” de hoja, proveniente de San Juan en

concentracion 1 mg/ml en metanol.

Condiciones microTOF-Q
Fuente: ESI

Polaridad: positiva

Set capillary: 4000 V
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Set End Plate Offset: -500 V
Set Collision Cell RF: 150 Vpp
Set Nebulizer: 3,5 bar

Set dry heater: 200 °C

Set Dry Gas: 7,0 I/min

Del espectro de primer orden se obtuvo informacion del i6n molecular [M+H]" vy la
formula asociada. Una vez seleccionados los iones precursores, se procedié a realizar la

fragmentacion, aplicando entre 10 y 15 eV.

2.5.3. RMN

Condiciones experimentales

Los experimentos son realizados en un Sistema Bruker Avance Il para la adquisicion
de datos y control de pulsos equipado con un magneto Bruker UltraShield 14.1 tesla,
frecuencia de resonancia del H 600,13 MHz, sistema de shim BOSS Il. Equipado con
una probe multinuclear Smart BBFO (5 mm) con gradiente en Z y sintonia automatica.

En el caso de DOSY, se aplicaron distintos gradientes de pulso.

Las muestras analizadas comprendieron las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2. Se
determinaron los espectros de *H, *3C, HSQC, HMBC, COSY y TOCSY. En el caso de
la banda 2F2, se realiz6 adicionalmente un ensayo de DOSY.

Los ensayos se efectuaron en CD3;OD (tetradeuterometanol) y DMSO-d6

(hexadeuterodimetilsulféxido)

2.6. Actividad antioxidante
2.6.1. Autografia por TLC
Materiales y reactivos
e Cromatofolios de silica gel 60 F254
e Acetato de etilo, &cido acético, acido formico

e Solucion reveladora DPPH: 1 mg/ml en etanol
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e Solucion reveladora ABTS": se prepara una solucion acuosa 7 mM de ABTS. El
radical ABTS" se genera por reaccion de la solucion stock de ABTS con 2,45
mM de persulfato de potasio K;O0gS, (concentracion final). La mezcla se deja
reposar en la oscuridad, entre 12 — 16 horas antes de su uso (Zampini y col.,
2010).

e Reactivo de Productos Naturales (NP) (Wagner y Bladt, 1996): se compone del
éster formado por acido difenilborico y etanolamina al 1% en etanol. Luego de
pulverizar la placa con el reactivo, se seca bajo corriente de aire caliente y se

observa a luz visible y 366 nm.

Procedimiento
Se trabaja con la fraccion “MeOH combinado-AE”.
Fase estacionaria: silica gel 60 F254
Fase movil: acetato de etilo-acido acético-acido férmico-agua (100:11:11:26) (Wagner
y Bladt, 1996).
Volumen de siembra: 5 pl
Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE” de hoja, proveniente de San Juan en
concentracion 10 mg/ml en metanol.
Revelado
e NP yvisualizacion a 366 nm
e DPPH
e ABTS'

2.6.2. Métodos espectroscopicos

2.6.2.1. DPPH

El método consiste en medir el consumo de DPPH (radical estable)
espectrofotométricamente a través de la disminucion de absorbancia a 515 nm

(Sanchez-Moreno y col., 1998).

Equipos y reactivos

e Espectrofotometro Hitachi U-2000
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e DPPH 63 uM: se pesaron 2,5 mg de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhydrazil) para
100 ml de solucién, se disolvieron en metanol y se mantuvieron a temperatura
ambiente.

e Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-acido carboxilico): 1 mg/ml en
metanol

e Soluciones muestra: fracciones acetato de etilo (hoja y tallo) obtenidas con
metanol y distintas proporciones de metanol-agua, provenientes de San Juan, los
extractos metandlicos de los ejemplares provenientes de Catamarca sobre

distintos hospedantes (“chafiar”, “algarrobo”, “olivo” y “retama”) y la muestra

comercial de San Juan. Todos ellos en concentracion 1 mg/ml en metanol.

Procedimiento

En una cubeta, se pipetearon 3 ml de la solucion DPPH 63 uM y a continuacién, una
alicuota apropiada de la solucion de extracto 1 mg/ml en metanol (la alicuota puede
modificarse segin la respuesta que se obtenga). Se determind la absorbancia (A) a

tiempo fijo (10 minutos), con agitacion constante.

Se realiz6 una curva de calibracion con Trolox (1 mg/ml en metanol). Luego, se realizé
una extrapolacion para el calculo de la concentracion de antioxidantes presentes en la

muestra. Los resultados se expresaron en umol de trolox/g de extracto.

Para el anédlisis estadistico se utilizo ANOVA seguido del test de comparaciones
maultiples de Tuckey (p < 0,05). Para los analisis de correlacion se utilizd el test de

Pearson.

2.6.2.2. ABTS

El método consiste en generar radicales del ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-
etilenbenzotiazolin-6-sulfonico), que poseen color azul) por reaccion con ABAP (2,2-
azo-bis (2-amidinopropano) hidrocloruro). El consumo de los radicales del ABTS se

mide a traves de la disminucion de absorbancia a 734 nm (Campos y Lissi, 1997).

Equipos y reactivos

e Espectrofotometro Hitachi U-2000
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e ABTS75mM

e ABAP2mM

e Buffer fosfato 50 mM pH 7,40

e Trolox 1 mg/ml en metanol

e Soluciones muestra: fracciones acetato de etilo (hoja y tallo) obtenidas con
metanol y distintas proporciones de metanol-agua, provenientes de San Juan, los
extractos metandlicos de los ejemplares provenientes de Catamarca sobre
distintos hospedantes (“chafar”, “algarrobo”, “olivo” y “retama”) y la muestra

comercial de San Juan. Todos ellos en concentracion 1 mg/ml en etanol-agua
(1:1).

Procedimiento

Para 50 ml de mezcla se pesaron 10 mg de ABTS y 250 mg de ABAP. Se disolvid
primero el ABTS, luego el ABAP en el buffer fosfato. Se incubé al menos 45 minutos a
45 °C (hasta que la solucion desarrollo color azul y la absorbancia tuvo un valor de 0,5).
Se pipetearon 3,0 ml de la mezcla y se le agreg6 una alicuota apropiada de extracto en
concentracion 1 mg/ml. Se leyo la absorbancia a tiempo fijo (3-4 minutos), agitando

constantemente.

Se realiz6 una curva de calibracion con Trolox (1 mg/ml en metanol). Luego se realizd
una extrapolacién para el célculo de la concentracion de la muestra. Los resultados se

expresaron en umol de trolox/g de extracto.

Para el anédlisis estadistico se utilizo ANOVA seguido del test de comparaciones
multiples de Tuckey (p < 0,05). Para los analisis de correlacion se utilizd el test de

Pearson.

2.6.3. Electroforesis capilar
Equipos, solventesy soluciones de trabajo
e Equipo de electroforesis capilar Beckman P/ACE MDQ (Beckman Instruments,
Inc. Fullerton, CA) acoplado a un detector de arreglo de diodos.
e Capilares de silica fundida (Microsolv technology, Eatontown, NJ, USA) de 60

cm largo (50 cm al detector) y 75 um de diametro interno.
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Ciclodextrinas: p-CD, B-CD sulfatada de Sigma-Aldrich Corp. (St Louis,
EE.UU).

Metanol, tetrahidrofurano, acetonitrilo calidad HPLC.

Tetraborato de sodio y dodecilsulfato de sodio (SDS) calidad p.a.

Estandares de referencia: rutina, catequina, quercetina y acido galico de Sigma-
Aldrich Corp. (St Louis, EE.UU). Se prepararon soluciones metandlicas de 1
mg/ml.

Soluciones muestra: en el caso de la fraccion acetato de etilo de las muestras
provenientes de San Juan, se partié de una solucion 10 mg/ml del extracto en
estudio, disuelto en metanol. En el caso de los extractos metanolicos
provenientes de Catamarca y la muestra comercial de San Juan, se partié de
soluciones 20 mg/ml en metanol.

Solucion de DPPH.

Condiciones electroforéticas

Capilar: 60 cm (50 cm al detector) y 75 um de diametro interno.
Voltaje: 20 kV
Temperatura de corrida: 25 °C
Temperatura del rack: 10 °C
Inyeccion: hidrodindmica, 5 seg, 0,5 psi
Deteccion: UV-DAD 255y 280 nm
BGE (electrolito)
o Buffer borato 20 mM pH 8,3; SDS 50 mM; 3-CD 5 mM, B-CD sulfatada
2 % P/V 'y MeOH 10 %.
Entre corridas, se efectuaron lavados con KOH 0,1 M durante 2 minutos,
seguido de agua por 2 minutos y estabilizacion con el electrolito por otros 2
minutos.
Solucion diluyente
o Buffer borato 20 mM pH 7 diluido 1/10 en agua

Desarrollo y optimizacién del método

Sobre la base del método analitico desarrollado para el analisis de los extractos y de

acuerdo con los trabajos de Helmja y col. (2007, 2008 y 2009), se estudiaron distintas
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variables a fin de optimizar y adaptar la metodologia a las muestras en estudio. En todos

los casos las determinaciones se realizaron por triplicado.

Solucion testigo sin tratar: se preparé una solucion mezcla de testigos
(catequina, rutina, quercetina y &cido galico) en concentracion 1 mg/ml. Se
realizd una dilucion 1/10 en metanol. Se agit6. Posteriormente, se realizd una
dilucion 1/5 en solucién diluyente. Se agitd y se inyectd (concentracion final
0,02 mg/ml).

Solucién testigo tratada: Se realizé una dilucion 1/10 de la solucién mezcla de
testigos 1 mg/ml con DPPH en concentracion 2,5 mM. Se incubd durante 10
minutos, al abrigo de la luz y con agitacion constante. Al cabo de ese tiempo, se

diluy6 1/5 con solucion diluyente, se agito6 e inyecto.

Se determiné el porcentaje no oxidado para cada compuesto de acuerdo con la siguiente

férmula:

Porcentaje 10 oxidado = .f.rea del compuesto en la solucion testigo mezcla tratada

Area del compuesto en la solucion testigo mezcla sin tratar

Se trabajé luego con la fraccion “MeOH combinado-AE” de hoja, proveniente de la

muestra de San Juan para optimizar la metodologia.

Las condiciones evaluadas se detallan en la tabla 2.5.

Tabla 2.5.- Variables estudiadas para la optimizacién del método

Concentracion extracto Concentraciéon DPPH
(mg/ml) (mM)
1,0;2,5;5,0y 10,0 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,50;
5,00y 10,00

Se realizaron las siguientes pruebas:

Condicion 1

Concentracion fija de DPPH (0,5 mM) y concentraciones variables de extracto (1 — 10

mg/ml).
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Condicién 2

Concentracion fija de extracto (10 mg/ml) y concentraciones variables de DPPH (0,1 —
10 mM)

Procedimiento

Solucién muestra sin tratar: se partio de una solucion 10 mg/ml de la fracciones
acetato de etilo de las muestras provenientes de San Juan 6 de la solucién 20
mg/ml de los extractos metanolicos de las muestras provenientes de Catamarca y
la muestra comercial de San Juan, disueltas en metanol. Se realiz6 una dilucion
1/10 en metanol. Luego, se tom6 una alicuota y se realiz6 una dilucién 1/5 en
solucidn diluyente. Se agitd e inyecto.

Solucién muestra tratada: se partio de la misma solucion 10 mg/ml de la
fracciones acetato de etilo de las muestras provenientes de San Juan 0 de la
solucion 20 mg/ml de los extractos metandlicos de las muestras provenientes de
Catamarca y la muestra comercial de San Juan, disueltas en metanol. En un vial
se realizé una dilucion 1/10 de la muestra en solucién de DPPH. Se incubd al
abrigo de la luz, durante 10 minutos, con agitacion constante. Luego de
transcurrido este tiempo, se tomé una alicuota de la mezcla y se realizd una

dilucion 1/5 en solucion diluyente. Se agito e inyecto.

Estudio comparativo

Se determind el % de no oxidacion para las fracciones acetato de etilo de las muestras

provenientes de San Juan (10 mg/ml en metanol) y los extractos metandlicos de las

muestras procedentes de Catamarca y la muestra comercial de San Juan (20 mg/ml en

metanol), frente a una concentracion 0,5 mM de DPPH, de acuerdo con el

procedimiento detallado anteriormente. En todos los casos, las determinaciones se

efectuaron por triplicado.

Se determino el porcentaje de compuesto no oxidado, mediante la siguiente formula:

Area del compuesto en la solucion muestra tratada

Porcentaje nooxidado = — — -
Area del compuesto en la solucion muestra sin tratar

92



2.6.4. Ensayos ex vivo
Las muestras utilizadas corresponden a la fraccion “MeOH combinado-AE” de hoja,

proveniente de San Juan.

Los resultados se expresaron como media + ESM y representaron el promedio de al
menos 6 experimentos independientes. Se utilizd ANOVA seguido del test de Dunnett
para analizar las diferencias entre las medias de mas de dos grupos. La significancia

estadistica es de p < 0,05.

2.6.4.1. Homogeneizados del tejido

Se utilizaron ratas hembra Sprague-Dawley con un peso entre 180 — 200 g alimentadas
con una dieta convencional y agua ad libitum. Para el ensayo de oxidacion fosfolipidica
se utilizaron muestras de higado (0,5 — 1 g peso himedo) homogeneizadas en KCI (120
mM) buffer fosfato (30 mM, pH 7,4) a 4 °C en un homogeneizador de vidrio Potter
Elvejhem. EI mismo procedimiento se utilizd para obtener muestras de cerebro para la
inhibicion de quimioluminiscencia (QL). En ambos casos, la suspension obtenida se
centrifugd a 600 g durante 10 minutos a 4 °C para remover los nucleos y restos
celulares. El pellet se descartd y el sobrenadante se utilizO como homogeneizado
(Llesuy y col., 1994). La concentracion de proteinas se determiné por el método de

Lowry y col. (1951) usando seroalbumina bovina como estandar.

2.6.4.2. Inhibicién de la oxidacion fosfolipidica

La oxidacion fosfolipidica se determind mediante el ensayo de sustancias reactivas al
acido tiobarbitdrico (TBARS), se utilizé una técnica fluorimétrica. Homogeneizados de
higado de ratas (1,5 ml) fueron incubados con ter-butil hidroperéxido (3 mM) y
concentraciones crecientes de la fraccion acetato de etilo por 60 min a 37 °C. Para
detener la reaccion se agregé BHT (butil-hidroxi-tolueno) en una concentracion final de
0,1 % (P/V). Luego, muestras de 1 ml se mezclaron con 2 ml de HCI (0,1 N), 0,3 ml de
acido fosfotungstico (10 % P/V) y 1 ml de acido 2-tiobarbiturico (0,7 % P/V) y se
colocaron en bafio de agua hirviente durante 60 minutos. Luego del periodo de
incubacion, las muestras se enfriaron y los TBARS fueron extraidos con 5 ml de n-
butanol. Luego de una centrifugacion a 800 g durante 10 minutos, la fluorescencia de la

capa butandlica se midié en un espectrometro Perkin Elmer LS 55 a 515 nm

93



(excitacion) y 553 nm (emision). El 1,1,3,3-tetrametoxipropano se usé como testigo y

los resultados fueron expresados como pmol TBARS por mg de proteina (Yagi, 1976).

2.6.4.3. Inhibicién de la quimoluminiscencia (QL) en homogeneizados de cerebro

Los homogeneizados (1 ml) fueron mezclados con concentraciones crecientes de la
fraccion acetato de etilo e inmediatamente colocados en viales de vidrio con bajo
contenido de potasio de 25 mm de diametro x 50 mm de altura. La concentracion de
proteinas se ajusté a 1 mg/ml de homogeneizado con un medio de reaccion consistente
en KCI (120 mM) buffer fosfato (30 mM, pH 7,4). La emision de QL fue medida en un
contador de centelleo liquido Packard Tri-Carb luego de 60 minutos de incubacion a
temperatura ambiente. Los resultados fueron expresados como cuentas por minuto

(cpm) por mg de proteina (Lissi y col., 1986).

2.6.4.4. Inhibicion del dafio oxidativo al ADN inducido por H,0,

La extension del dafio al ADN es determinado por el ensayo del cometa (Tice y col.,
2000). Se obtuvo sangre venosa heparinizada de donantes masculinos sanos y las
células mononucleares fueron aisladas por centrifugacion al 300 g por 15 minutos a
temperatura ambiente en un gradiente de densidad Histopaque-1077. La concentracion
final de las células obtenidas se ajusté a 105 células/ml con medio RPMI-1640 y se
agregaron concentraciones crecientes de la fraccidn acetato de etilo. Luego de 3 horas a
37 °C, la mezcla se incub6 con H,0, (50 uM) por 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, la
suspension celular se centrifugd a 400 g por 10 minutos a 4 °C. El pellet obtenido fue
resuspendido en 75 pL de 0,75 % (P/V) de agarosa de bajo punto de fusion, y
depositado en capa sobre un portaobjeto congelado recubierto con 100 pL de 1% (P/V)
de agarosa normal. Cuando la agarosa de bajo punto de fusion solidifico, se agreg6 una
segunda capa de 0,75 % (P/V) de azarosa de bajo punto de fusion. Luego de 5 minutos a
4 °C, los portaobjetos fueron sumergidos en un bafio de hielo con solucién alcalina de
lisis (2,5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA, 10 mM Trizma base, 10 % DMSO y 1 % Triton
X-100, pH 10,0) e incubados por 60 minutos a 4 °C. Posteriormente, los portaobjetos
fueron sumergidos en un buffer de electroforesis (0,3 M NaOH con 1 mM Na;EDTA,
pH 13,5) durante 20 minutos a 4 °C para permitir que el ADN se desenrolle.

La electroforesis se desarrollé a 1,0 V/cm (25 V y 300 mA) por 20 minutos a 4 °C. Los

portaobjetos fueron luego neutralizados mediante 3 lavados de 5 minutos cada uno con
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Tris-HCI (0,4 M, pH 7,5) a 4 °C y el ADN se tifid6 con una solucion de bromuro de
etidio (2 pg/ml). El procedimiento completo se llevé a cabo en oscuridad. El analisis del
largo de los cometas se desarroll6 en un microscopio de fluorescencia, se utilizo el
método visual de puntaje semicuantitativo. Para cada muestra, 100 células elegidas al
azar fueron clasificadas en cuatro categorias (Cat) de acuerdo con el largo de la cola del
cometa: Cat #1: cola < 20 um, Cat #2: 20 — 40 um, Cat #3: 40 — 80 um y Cat #4: > 80
um y el indice de dafio al ADN (N) se calculo de la siguiente manera:

N=n;+2n, +3n3+4n,

Donde n; es el nimero de células dentro de Cat #1 de dafio, n, es el nimero de células
dentro de Cat #2 de dafio, n3 es el namero de células dentro de la Cat #3 de dafio y n, €s
el nimero de células dentro de la Cat #4 de dafio. A fin de descartar el dafio directo al
ADN inducido por la incubacion con la fraccion acetato de etilo, se realizdé el mismo
ensayo en ausencia de H,O,. No se observé dafio al ADN inducido por la fraccion
acetato de etilo a cada concentracion ensayada.

2.6.5. Inhibicién de la QL in vivo en la piel irradiada con la luz UVA

Ratones hembra Swiss de entre 20 — 25 g fueron alimentados con una dieta
convencional y agua a voluntad. Los animales fueron anestesiados intraperitonealmente
con pentobarbital (50 mg por kg de peso). La superficie dorsal fue afeitada y se le
aplico, en forma tdpica con una pipeta automatica, 50 ul de la EAF (10 % P/V) o el
vehiculo (etanol) en la espalda del animal. Areas de entre 1 — 3 cm? fueron irradiadas
con luz UVA de una fuente Mineralight UVGL-58 UVA (méximo a 366 nm) durante 30
minutos (dosis total: 7,5 J/m?). El porcentaje de luz UVB (290 — 320 nm) emitida fue
menor al 1 %. La espalda del animal se colocé a una distancia de 15 cm de la lampara
UVA. A fin de medir la QL in vivo, el animal completo se cubrié con un lamina de
aluminio, en el cual se recortd una ventana para permitir la exposicién de la parte
dorsal, exclusivamente. Las determinaciones fueron realizadas en un contador de
fotones Johnson Research Foundation. Se utilizé un fotomultiplicador EMI 9658 (con
respuesta en el rango de 300 — 900 nm) enfriado a -20 °C y un potencial de -1,4 kW. La
salida del fototubo se conectd a un amplificador-discriminador ajustado a un conteo de
un foton, que a su vez fue conectado a un contador de frecuencia y a un registrador. La
recoleccion y aislamiento eficiente de la luz fueron establecidos mediante una barra de

lucita colocada frente a la piel expuesta in situ. Los resultados fueron expresados como
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cuentas por segundo (cps) por cm? de superficie de piel (Evelson y col., 1997). El
tratamiento del animal se realiz6 de acuerdo con las guias regulatorias de ANMAT
6344/96.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencidn de los extractos

En la tabla 3.1 se muestra los rendimientos de las fracciones de acetato de etilo

obtenidos a partir de extractos metandlico y metanol-agua (80 % y 50 %) obtenidos de

las hojas y los tallos herbaceos recolectados en la provincia de San Juan.

Tabla 3.1.- Rendimiento de las fracciones de acetato de etilo obtenidas a partir de

distintas proporciones de metanol-agua

Rendimiento
(fraccion AE)

Hoja Tallo
MeOH
Combinado 100 % 80 % 50 % Combinado
25 % 20 % 20 % 20 % 24 %

AE: acetato de etilo. MeOH: metanol.

MeOH combinado: extracciones sucesivas sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 %.

En el caso de las muestras de Catamarca y la muestra comercial de San Juan, se trabajé

con los extractos metanélicos al 100 %.
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3.2. Determinacidn del contenido de polifenoles

3.2.1. Fenoles totales

Los valores de fenoles totales obtenidos de los diferentes extractos metanolicos y las

fracciones de acetato de etilo se observan en la tabla 3.2.

Tabla 3.2.- Fenoles totales en ejemplares de Ligaria cuneifolia

Fenoles totales
(mg écido galico/100

Muestra mg extracto)
Promedio (n=5) +
ESM*
MeOH 59,8 £0,1
combinado-AE
MeOH 576 +£0,1
100 %-AE
Hoi MeOH 56,7+ 0,1
Prosopis Material oja 80 %-AE
San Juan Geoffroea colectado MeOH 557+01
50 %-AE
Tallo MeOH 53,8+ 0,1
combinado-AE
Prosopis Comercial Hoja MeOH 32,1+0,2
Geoffroea 100 %
Retama 178402
Algarrobo
Catamarca B Material Planta MeOH 17,6 £0,2
Chafiar entera 100 %
colectado 210402
Olivo 17,7+0,2

*ESM: error estandar de la media. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas

sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particion con acetato de etilo.

El mayor contenido de fenoles totales corresponde a las fracciones de acetato de etilo.
La fraccion obtenida por agotamiento de la hoja (MeOH combinado-AE) presenta
mayor concentracion de fenoles que la correspondiente al tallo. Por otro lado, cuando se
analizan los extractos obtenidos con MeOH 100 %, la muestra comercial de San Juan

presenta valores superiores a las muestras obtenidas en Catamarca.
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Entre las muestras colectadas en Catamarca, si bien los resultados son similares, los
ejemplares que crecen sobre “chanar” son los que presentan mayores valores de fenoles

totales.

3.2.2. Taninos condensados (o proantocianidinas)

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de los taninos condensados se observan
en la tabla 3.3.
Tabla 3.3.- Taninos condensados en ejemplares de L. cuneifolia

Taninos condensados
(A/mg extracto)

Muestra Promedio (n =5) +
ESM*
MeOH
combinado-AE 067+0,02
M%‘JH 0,50 + 0,01
Hoja 100 %-AE
Prosopis Estudio MeOH 0,57 + 0,02
Geoffroea 80 %-AE
San Juan MeOH 0,59 + 0,01
50 %-AE
Tallo MeOH 0,43 + 0,02
combinado-AE
Prosopis Comercial Hoja MeOH 0,42 + 0,02
Geoffroea 100 %
Retama 0,07 £ 0,00
Catamarca Algarrobo Estudio Planta MeOH 099008
. entera 100 %
Chafiar 0,47 £ 0,02
Olivo 0,36 + 0,01

*ESM: error estandar de la media. A: absorbancia. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE:
extracciones sucesivas sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particion con

acetato de etilo.

Los valores mas altos de taninos condensados corresponden a la fraccion acetato de
etilo (combinado-AE), esta fraccion proviene de la particion con acetato de etilo de un
extracto obtenido por sucesivas extracciones con proporciones variables de metanol. Por
otro lado, se observa una tendencia al aumento de los valores a medida que la
proporcidn acuosa del solvente de extraccion se incrementa, lo cual es consistente con la

afinidad de las proantocianidinas por el solvente acuoso.
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Entre las muestras de Catamarca, el extracto metandlico proveniente de ejemplares
recolectados sobre la “retama” presentan valores significativamente bajos de taninos

totales.

3.2.3. Flavonoides totales

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de los flavonoides totales se observan en
la tabla 3.4.

Tabla 3.4.- Flavonoides totales en ejemplares de Ligaria cuneifolia

Flavonoides totales
(mg rutina/100 mg

Muestra extracto)
Promedio (n=5) +
ESM*
MeQH 8,5+ 0,0
combinado-AE
MeOH 7.9+0,0
100 %-AE
Hoja MeOH .
Prosopis Estudio 80 %-AE 7,1£0,0
San Juan Geoffroea
MeOH 6,7+ 0,0
50 %-AE
Tallo MeOH 8,1+0,0
combinado-AE
Prosopis Comercial Hoja MeOH 11400
Geoffroea 100 %
Retama
3,5+0,0
Algarrobo
. Planta MeOH 13+0.0
Catamarca Estudio , ,
hafi entera 100 %
Chafar L5400
Olivo L2500

*ESM: error estandar de la media. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas

sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particidén con acetato de etilo.

Los valores mas altos corresponden a la fraccion “MeOH combinado-AE” y disminuye

a medida que aumenta la concentracion de agua en el solvente de extraccion.
Si comparamos los extractos metandlicos, presentan valores similares salvo el material

recolectado sobre “retama” en la provincia de Catamarca, para el cual la concentracion

de flavonoides totales se triplica.
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3.2.4. Acidos hidroxicinamicos

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de &cidos hidroxicinamicos se observan
en la tabla 3.5.

Tabla 3.5.- Acidos hidroxicinamicos en ejemplares de Ligaria cuneifolia

Acidos
hidroxicinamicos
(mg acido
Muestra clorogénico/100 mg
extracto)
Promedio (n=5) +
ESM*
MeOH 16,4 +0,0
combinado-AE

MeQH 13,6 40,1

. 100 %-AE

Hoja

Prosopis Estudio M(?OH 129+0,1

San Juan Geoffroea 80 %-AE
MeOH 11,9 +0,0

50 %-AE
Tallo MeOH 159+ 0,1

combinado-AE
Prosopis Comercial Hoja MeOH 21+0,1
Geoffroea 100 %
Retama 1,6 £0,0
Algarrobo . Planta MeOH 1,0+£0,0
Catamarca ) Estudio entera 100 %

Chafiar 1,2+0,0
Olivo 1,0+0,0

*ESM: error estandar de la media. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas

sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particién con acetato de etilo.

Las fracciones de acetato de etilo son las muestras que presentan los mayores valores.

En cambio, los extractos metandlicos presentan concentraciones diez veces menores.

Por otro lado, los extractos metandlicos de los ejemplares colectados en San Juan son
superiores a los extractos metanolicos de los ejemplares provenientes de Catamarca.
Ademas, el extracto que se obtiene de los individuos de L. cuneifolia que crecen sobre
“retama”, en la provincia de Catamarca, son los que presentan mayor concentracion de

acidos hidroxicinamicos.
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3.2.5. Taninos totales

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de los taninos totales de las fracciones y
de los extractos de los ejemplares de L. cuneifolia se observan en la tabla 3.6.

Tabla 3.6.- Taninos totales en ejemplares de Ligaria cuneifolia

Taninos totales
(mg éacido galico/100

Muestra mg extracto)
Promedio (n=5) +
ESM*
MeOH 140401
combinado-AE

MeOH 13,6+ 0,1

. 100 %-AE

Hoja

Prosopis Estudio MEOH 135+0,1

Geoffroea 80 %-AE

San Juan

MeOH 125+0,1

50 %-AE
Tallo MeOH 12,1401

combinado-AE
Prosopis Comercial Hoja MeOH 8,1+0,1
Geoffroea 100 %

Retama 1,6 +0,1
Catamarca Algarrobe Estudio Planta MeOH >2+01
Chafar entera 100 % 11,9+0,1
Olivo 11,4+0,1

*ESM: error estandar de la media. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas

sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particion con acetato de etilo.

Los valores mas altos corresponden a las fracciones de acetato de etilo resultante de las
sucesivas extracciones con proporciones variables de metanol sobre las hojas. Para la

muestra comercial de San Juan se observan valores intermedios.
Entre las muestras de los ejemplares colectados en Catamarca, aquellos que crecieron

sobre “olivo” y “chafiar” se obtienen valores de taninos totales significativamente

elevados con respecto a los que crecen en “retama” y “algarrobo”.
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3.3. Estudio de los flavonoides
3.3.1. Cromatografia en capa delgada (TLC)
3.3.1.1. Flavonoles

Glicosidos de flavonoles
En la figura 3.1 se puede observar el perfil cromatogréafico de la fraccion acetato de etilo
de la muestra proveniente de San Juan, resultante de las sucesivas extracciones con

proporciones variables de metanol sobre las hojas.

Figura 3.1.- Fraccion acetato de etilo proveniente de la muestra de San Juan (hoja)

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300

Fase mdvil: butanol-AcH-agua (6:1:2) (primera dimension); AcH 15 % (segunda
dimensién)

Deteccién: UV 254 y 366 nm.

Revelador: NP y visualizacién UV 366 nm.

En el perfil cromatografico se puede observar 5 manchas oscuras, que reaccionan con
los vapores de amoniaco virando al amarillo oscuro. Con el reactivo NP dan reaccion

caracteristica de los orto-difenoles (amarillo oscuro).

En la figura 3.2 se puede observar como los compuestos presentes en la fraccion
“metanol combinado-AE” modifican sus valores de Rf de acuerdo con la polaridad del

solvente de corrida: agua, AcH 6 %, AcH 15 % y AcH 30 %.

103



Figura 3.2.- Efecto de la polaridad de los solventes sobre los compuestos presente en la
fraccion “MeOH combinado-AE”

H20 ACH6%  ACH 15% ACH 30%

=2

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300
Deteccion: UV 254 y 366 nm.
Revelador: NP y visualizacién UV 366 nm.

Se observa el efecto de separaciéon de los flavonoles con los distintos solventes. La
mejor separacion se logra con el AcH 15 %, el cual es el utilizado para el aislamiento de

los flavonoles.
En la figura 3.3 se puede observar la cromatografia unidireccional en donde se compara
la fraccion “MeOH combinado-AE” de tallo y hoja con quercetina y diferentes

glicdsidos de quercetina.

Los valores de Rf se observan en tabla 3.7.
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Figura 3.3.- Cromatograma unidireccional de la fraccion “MeOH combinado AE”

AE AE
Hoja Tallo

Ap Fur Ram Q

Fase estacionaria: silica gel 60 Fs4

Fase movil: acetato de etilo - acido formico - acido acético glacial - agua (100:11:11:26)
Testigos (de izquierda a derecha): Ru (rutina), Xil (quercetina-3-O-xil6sido), Glu
(quercetina-3-O-glucdsido), Ap (quercetina-3-O-arabinopiranosido), Fur (quercetina-3-
O-arabinofuranésido), Ram (quercetina-3-O-ramndsido), Q (quercetina).

Deteccién: UV 254 y 366 nm.

Revelador: NP y visualizacion UV 366 nm

Tabla 3.7.- Valores de Rf de los testigos

Compuesto Rf

Rutina 0,44
Q-3-O-xilésido 0,81
Q-3-O-glucdsido 0,71
Q-3-O-arabinopiranosido 0,78
Q-3-O-arabinofuranésido 0,87
Q-3-O-ramnosido 0,83
Quercetina 1,00
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En forma preliminar, se observa la presencia de Q-3-O-xil6sido, Q-3-O-glucosido, Q-3-
O-arabinopiranosido, Q-3-O-arabinofurandsido, Q-3-O-ramnosido. Se detectan también

compuestos desconocidos.

En las figura 3.4 se realiza un estudio comparativo entre las muestras de San Juan y las

de Catamarca.

Figura 3.4.- Estudio comparativo de las muestras de San Juan y Catamarca.

¢ »i w2 M
t i
»

Tallo MeOH M80% M 50%

De izquierda a derecha: muestras San Juan (calles 1 a 6). SJ: muestra comercial de San Juan; MC: Hoja
metanol combinado; Tallo Metanol combinado, MeOH (Hoja metanol); M 80 %: (hoja metanol 80 %); M
50 % (hoja metanol 50 %). Muestras de Catamarca (calles 7 a 10): extractos metandlicos de distintos
hospedantes CH (“chafiar”), AL (“algarrobo”), RE (“retama’), OL (“olivo”)

En forma preliminar, se observa la semejanza de perfiles entre los extractos de
Catamarca entre si, independientemente de los hospedantes, con los extractos de San

Juan.

La separacion de los compuestos de interés (flavonoles) se realiza sobre la muestra
“MeOH combinado-AE”. Para ello, se utiliza la cromatografia descendente en papel. A
través de una corrida inicial en butanol-acido acético-agua (6:1:2) se separa la banda
principal correspondiente a los flavonoles. Esta se eluye, concentra y vuelve a
sembrarse en papel para ser sometida a sucesivas corridas en acido acético al 15 % (tal
como se indica en Materiales y métodos). Se obtienen asi cuatro bandas (1F1, 1F2, 2F2

y 3F2), las cuales son objeto de estudio posterior (Figura 3.5).
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Figura 3.5.- Bandas aisladas (1F1, 1F2, 2F2 y 3F2) y fraccion acetato de etilo de las

muestras provenientes de San Juan

Fr AE: fraccion acetato de etilo “MeOH combinado” de hoja

Fase estacionaria: Silica gel 60 F 254

Fase movil: Acetato de etilo-ACH-Acido formico-Agua (100:11:11:26)
Deteccién: UV 254 y 366 nm.

Revelador: NP y visualizacion UV 366 nm.

Por otro lado, se procede a sembrar las bandas aisladas frente a testigos de quercetina y

glicosidos de quercetina.
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Figura 3.6.- Bandas aisladas (1F1, 1F2, 2F2 y 3F2) frente a testigos

I Rt Gu Ap Ram que' Fur 11 12 2R 3R

De izquierda a derecha-Xil: quercetina-3-O-xilésido, Glu: quercetina-3-O-glucésido, Ap: quercetina-3-O-
arabinopiranosido, Ram: quercetina-3-O-ramosido, Fur: quercetina-3-O-arabinofurandsido.

De acuerdo con el desarrollo cromatografico se puede preliminarmente informar lo

siguiente:

1F1: compuesto desconocido (mayoritario)

1F2: compuesto desconocido (mayoritario)

2F2: posible presencia de Q-3-O-glucésido, Q-3-O-xil6sido, Q-3-O-
arabinopiranosido, Q-3-O-arabinofurandsido, Q-3-O-ramndsido, compuestos
desconocidos

3F2: posible presencia de Q-3-O-ramnésido

Posteriormente, se realiza el tratamiento &cido de cada banda aislada y se realizan

corridas cromatogréaficas en diferentes sistemas de solventes.
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Agliconas

Fase estacionaria: Celulosa Polygram Cel300

Tabla 3.8.- Valores de Rf de las agliconas de las bandas hidrolizadas frente a testigo de

quercetina
Rf
Forestal
St BUOHACHIO CHCHAC I iy HLACH S0
L -+ ag (3:30:10)
1F1 0,75 0,29 0,43
1F2 0,75 0,29 0,43
2F2 0,75 0,29 0,43
3F2 0,75 0,29 0,43
Quercetina
(testigo) 0,75 0.29 043

BuOH-ACH-H,0 (Butanol-acido acético-agua); Cl;CH-ACH- H,0 (cloroformo-acido acético-

agua); Forestal HCI-ACH- H,O (&cido clorhidrico-acido acético-agua)

Los resultados de la hidrélisis muestran la presencia de quercetina como Unico aglicén

en los 3 sistemas estudiados.
Se procede al estudio del azucar resultante de la hidrolisis.

AzUcares

Se procede al estudio de los azlcares obtenidos en el tratamiento &cido, para ello se

utilizan dos sistemas cromatograficos.

Sistema 1: (Figuras 3.7 y 3.8)
Fase estacionaria: silica gel 60
Fase movil: butanol-acido acético-éter etilico-agua (9:6:3:1)

Revelador: anilina-difenilamina o anisaldehido-sulfurico.

Figura 3.7.- Corrida cromatogréafica de los azlcares provenientes de los hidrolizados de

las bandas aisladas y revelado con anilina-difenilamina
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Fase estacionaria: silica gel 60

Fase movil: butanol-acido acético-éter etilico-agua (9:6:3:1)

Muestra: fase acuosa concentrada resultante de la hidrolisis de las bandas 1F1, 1F2, 2F2
y 3F2.

Testigos: galactosa (Gal), glucosa (Glu), arabinosa (Ara), xilosa (Xil), ramnosa (Ram)

Revelador: anilina-difenilamina.

Figura 3.8.- Corrida cromatografica de los azlcares provenientes de los hidrolizados de
las bandas aisladas y revelado con anisaldehido-sulfurico.
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Fase estacionaria: silica gel 60

Fase mdvil: butanol-acido acético-éter etilico-agua (9:6:3:1)

Muestra: fase acuosa concentrada resultante de la hidrolisis de las bandas 1F1, 1F2, 2F2
y 3F2.

Testigos: galactosa (Gal), glucosa (Glu), arabinosa (Ara), xilosa (Xil), ramnosa (Ram)
Revelador: anisaldehido sulfarico

En la tabla 3.9 se indican los valores de Rf de los testigos en el sistema de solventes

butanol-&cido acético-éter etilico-agua (9:6:3:1).

Tabla 3.9.- Valores de Rf de los testigos

Compuesto Rf

Galactosa 0,40
Glucosa 0,48
Arabinosa 0,52
Xilosa 0,60
Ramnosa 0,65

Sistema 2: (Figura 3.9)
Fase estacionaria: silica gel 60 pretratada con una solucion 0,5 M de NaH,PO,4.H,O
Fase movil: acetona-isopropanol-acido lactico (40:40:20)

Revelador: anisaldehido-sulfirico

Figura 3.9.- Cromatografia de los azlcares provenientes del hidrolizado de las bandas
aisladas
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Gal: galactosa. Glu: glucosa. Ara: arabinosa. Xil: xilosa. Ram: ramnosa

Tabla 3.10.- Valores de Rf de los testigos

Compuesto Rf

Galactosa 0,30
Glucosa 0,40
Arabinosa 0,50
Xilosa 0,67
Ramnosa 0,86

Como puede observarse en los distintos sistemas estudiados, los azlcares detectados

son los siguientes:
e 1F1: ramnosa, como azUcar principal
e 1F2: ramnosa, como azUcar principal
e 2F2: ramnosa, arabinosa, glucosa y xilosa

e 3F2: ramnosa

Acido galico

En el hidrolizado de las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2 también se estudia la presencia de

acido galico (Figura 3.10).
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Figura 3.10.- Hidrolizado de las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2 frente a testigo de acido
gélico

AG: acido galico

Fase estacionaria: silica gel 60

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-4cido formico-metanol (30:30:8:2)

Muestras: hidrolizado de las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2 y testigo de acido galico.
Deteccién: UV 254 y 366 nm.

Revelador: reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N

Tabla 3.11.- Valores de Rf del &cido gélico y los compuestos presentes en los
hidrolizados de las bandas purificadas

Bandas Rf
1F1 0,7
1F2 0,7
2F2 0,7
Acido galico 0,7
(testigo)

Se observa la presencia de acido galico en los hidrolizados correspondientes a las
bandas 1F1, 1F2 y 2F2.
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3.3.1.2. Taninos condensados (o proantocianidinas)

En los cromatogramas de los extractos y las fracciones obtenidos de hojas y tallos de
Ligaria cuneifolia, al ser tratados con el reactivo vainillina clorhidrico, se observan

manchas de color rojo que corresponden a las proantocianidinas (Figuras 3.11 y 3.12).

Figura 3.11.- Cromatograma bidimensional de la fraccion “MeOH combinado-AE”

revelado con el reactivo vainillina clorhidrico

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300

Fase movil: butanol-acido acético-agua (6:1:2) (primera dimension) y ACH 15 %
(segunda dimension)

Muestras: fraccion “MeOH combinado AE”

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

Figura 3.12.- Cromatogramas unidireccionales de la fraccion “MeOH combinado-AE”

con fase movil con distinta polaridad
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Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300
Fase movil: acido acético al 6 %, 15 % y 30 %
Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE”

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

En los cromatogramas de la figura 3.13 se realiza la identificacion de la catequina en la
fraccion “MeOH combinado-AE” frente a testigo de catequina y el dimero
proantociandina B2 (PB2) y se utilizan diferentes fases moviles:

n-propanol-agua-acido acético (20:80:1)

n-propanol-agua (20:80)

butanol-agua-acido acético (4:2:1)

n-propanol-agua-acido acético (4:2:1)

Figura 3.13.- Fraccion acetato de etilo proveniente de las muestras de San Juan (hoja)

frente a testigos
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Calle I: catequina (CAT), calle IV: fraccion “MeOH combinado-AE” (AE hoja MC), calles I, Il y V:
bandas semipurificadas, calle VI: procianidina B2 (PB2).
Fases moviles (de izquierda a derecha) I: n propanol-agua-acido acético (20:80:1); Il: n propanol-agua
(20:80); I11: butanol-agua-acido acético (4:2:1); IV: agua; V: n propanol-agua-acido acético (4:2:1)

Tabla 3.12- Rf de los testigos en los distintos sistemas ensayados

Rf
nPro-agua-ACH  nPro-agua BuOH-agua-ACH  Agua  nPro-agua-ACH
Compuesto
(20:80:1) (20:80) (4:2:1) (4:2:1)
Catequina 0,65 0,62 0,71 0,29 0,79
PB2 0,72 0,71 0,59 0,45 0,71

nPro: n-propanol. ACH: &cido acético. BUOH: butanol. PB2: procianidina B2

De acuerdo con los valores de Rf en los diferentes solventes se observa coincidencia

con los valores de Rf del testigo de catequina.

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300
Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE”
Testigos: catequina y procianidina B2 (PB2)

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

En la figura 3.14 se realiza una cromatografia bidimensional de la fracciéon “MeOH

combinado-AE” para mostrar la ubicacion de la catequina.
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Figura 3.14.- Cromatografia bidimensional de la fraccion “MeOH combinado-AE”

revelado con vainillina clorhidrico

Cat: catequina

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300

Fase movil: butanol-ACH-agua (14:1:5) (primera dimension); ACH 6 % (segunda
dimension)

Muestra: fraccion “MeOH combinado-AE”

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

En el cromatograma de la figura 3.15 se observa un estudio comparativo de las muestras

estudiadas.

117



Figura 3.15.- Cromatograma de las muestras estudiadas revelado con

vainillina/clorhidrico

De izquierda a derecha: catequina (CAT), San Juan comercial (SJ), hoja MeOH combinado (Hoja MC),
tallo metanol combinado (Tallo MC), hoja metanol 100 % (Hoja M 100 %), metanol 80 % (Hoja M 80
%), metanol 50 % (Hoja M 50%), muestras de Catamarca: “chafiar” (CH), “algarrobo” (AL), “retama”
(RE), “olivo” (OL).

Fase estacionaria: silica gel 60 Fs,

Fase mavil: acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua (100:11:11:26)
Muestras: fraccion acetato de etilo (provenientes de los extractos metandlicos
combinado, metanol, metanol 80 %, metanol 50 % de hoja y metanol combinado de
tallo) proveniente de las muestras de San Juan, extractos metandlicos de las muestras
de Catamarca (hospedantes: ‘“chafiar”, “algarrobo”, “retama” y “olivo”), muestra
comercial de San Juan y testigo de catequina.

Revelador: vainillina/acido clorhidrico

Sobre la base de los resultados obtenidos en los distintos sistemas, se observa la
presencia de catequina (por coincidencia de Rf con el testigo) y de otras

proantocianidinas de mayor peso molecular.
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En la figura 3.16 se estudia la presencia de taninos condensados en las bandas
purificadas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2 obtenidas a partir de la fraccion acetato de etilo

“MeOH-combinado” (hoja), de las muestras provenientes de San Juan.

Figura 3.16.- Bandas purificadas a partir de la fraccion acetato de etilo de las muestras
de San Juan frente a catequina

A i

1F1 1F2 2F2 3F2 Cat

Cat: catequina

Fase estacionaria: silica gel 60 Fs,
Fase movil: acetato de etilo - acido formico - acido acético glacial - agua (100:11:11:26)
Muestras: bandas 1F1, 1F2, 2F2, 3F2 y testigo de catequina.

Revelado: vainillina/acido clorhidrico.

Puede observarse la presencia de catequina en la banda 3F2, por coincidencia con el Rf

del testigo.

3.3.2. Electroforesis capilar

Desarrollo del método

El buffer borato ha sido ampliamente utilizado para el anélisis de flavonoides dada su
capacidad de formar complejos con los aglicones y/o glicésidos (Schmitt-Koppling y
col., 1998). Inicialmente, se ensayd un sistema de electroforesis capilar zonal
consistente en el uso de buffer borato (entre 20 mM y 30 mM ) y el pH en un rango de 7

a 9. El pH superior a 7 posibilité una mejora en la resolucion. En cuanto a la molaridad
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del buffer, se eligid trabajar con 20 mM vya se logr6 una adecuada capacidad buffer con
un valor de amperaje bajo. Dado que no se obtuvo una completa separacién de los
analitos, se decidi6 afadir al sistema un surfactante, para lo cual se trabajo con SDS en
una concentracion de 50 mM y pH 8,3 (este pH resulté éptimo, tal como lo indica Pietta
y col., 1994) con el fin de estudiar el comportamiento de los compuestos de interés en
un sistema micelar. En tal sentido, se observé una mejora en la separacion respecto del
sistema de electroforesis zonal por lo cual se decidio utilizar este sistema y ensayar el
agregado de modificadores para su optimizacion. Dado que entre los analitos ensayados
se encuentran los enantiomeros catequina y epicatequina, se afiadio un selector quiral
(en este caso, se prueban distintos tipos de ciclodextrinas, tales como HP-B-CD (2-
Hidroxipropil-B-CD) , Heptakis (2,6-di-O-metil)-B-CD (DM-B-CD), Heptakis (2,3,6-tri-
O-metil)-B-CD (TM-B-CD), y-CD y combinacion de ellas para posibilitar su separacion.
Se opto por el uso de B-ciclodextrina en concentracion 5 mM. Esto no so6lo posibilito la
separacion de los enantibmeros sino que también mejord la resolucion entre los
glicésidos de quercetina estudiados, lo cual implica la interaccion de la ciclodextrina
con los flavonoides mediante la formacion de complejos, lo cual ha sido estudiado por
espectrometria de masa y RMN (Guo y col., 2004; Yu y col., 2007; Jullian y col., 2007).
La utilizacion de un modificador organico (se probo el uso de metanol, acetonitrilo,
tetrahidrofurano en distintas proporciones y combinaciones de ellos y se optd por el uso
de metanol 10 %) y de una segunda ciclodextrina (B-CD sulfatada 2 % P/V)
permitieron lograr una resolucién 6ptima para los compuestos de interés. Ademas, se
ensayaron condiciones de corrida, tales como voltaje, volumen de inyeccion vy

temperatura.

La deteccion se efectué a dos longitudes de onda, 255 nm para los glicésidos de
flavonoles y 280 nm para los taninos condensados.

De acuerdo con lo mencionado en Materiales y Métodos, el sistema optimizado para
el analisis de los extractos consistio en:

e capilar de 60 cm;

e voltaje, 20 kV;

e temperatura de corrida, 25 °C;

e temperatura rack, 10 °C;

e inyeccién hidrodindmica, 3 seg, 0,3 psi;
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e deteccion, UV-DAD 255y 280 nm;

e BGE: buffer borato 20 mM pH 8,3; SDS 50 mM; 3-CD 5 mM, B-CD sulfatada 2

% P/V'y MeOH 10 %.

e Muestra: solucion mezcla de testigos (detallada en 2.4.2. de Materiales y

Métodos)

En la tabla 3.13 se presentan los valores obtenidos para N (platos tedricos) y R

(resolucién) del método optimizado (de acuerdo con USP 37, capitulo <621>). Las

determinaciones se efectuaron por triplicado.

Tabla 3.13.- Valores de concentracion, tiempo de migracion, N y R del método

optimizado para los analitos de interés

Compuesto m Concentracién N R*
(minutos) (ug/ml)

Catequina 12,533 12,0 145390
Epicatequina 13,121 16,0 171092 4,55
PB2 14,971 16,0 133313 12,72
Rutina 15,564 8,0 167916 3,69
Quercetina-3-O-glucoésido 17,438 6,0 140308 11,14
Quercetina-3-O-xilosido 17,804 4,6 157008 2,00
Quercetina-3-O-arabinopirandsido 18,129 4,6 270819 2,04
Quercetina-3-O-arabinofuranésido 18,324 6,6 168024 1,20
Quercetina-3-O-ramnosido 18,762 8,0 137797 2,32
Quercetina 22,462 8,0 61227 13,09

PB2: procianidina B2; Tm: tiempo de migracion; N: platos tedricos; *R: resolucion, con

respecto al pico del compuesto anterior.

Validacion

Para los extractos naturales, los parametros de validacién habitualmente estudiados

comprenden la determinacién del limite de deteccién (LOD, limit of detection) y limite

de cuantificacion (LOQ, limit of quantification), precision en el dia y entre dias y

linealidad, de acuerdo con los lineamientos de la guia Q2 (R1) de ICH. Se trabaj6 a dos

longitudes de onda, 255 nm para los glicésidos de flavonoles y 280 nm los para taninos

condensados (catequina, epicatequina y procianidina B2).

121



Limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ)

Se determina por la relacion sefial/ruido (S/N), de acuerdo con lo detallado en
Materiales y Métodos. LOD=3 S/N y LOQ= 10 S/N. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Precision

Tabla 3.14.- LOD y LOQ para los analitos de interés

Compuesto (:g(/)rgl) (:gc/)rgl)
Catequina 0,39 1,30
Epicatequina 0,84 2,81
Procianidina B2 (PB2) 0,37 1,25
Rutina 0,14 0,47
Quercetina-3-0O-glucdsido 0,11 0,35
Quercetina-3-O-xilésido 0,11 0,36
Quercetina-3-O-ramndsido 0,09 0,30
Quercetina-3-O-arabinofurandsido 0,08 0,26
Quercetina-3-O-arabinopiranosido 0,09 0,31
Quercetina 0,10 0,33

La precision se evalla en el dia (n=6) y entre dias (durante 3 dias, n=18). Se evalla el

tiempo de migracion y el area del pico Yy el resultado se expresa como RSD por ciento.
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Tabla 3.15.- Determinacion de la precision intra e interdia

(&rea y tiempo de migracidn) para los analitos de interées

RSD (%)
En el dia (n=6) Entre dias (n=18)
Compuesto ; -
Area Tledmpo Area Tledmpo
AUy 9 (au) g€
migracion migracion
(min) (min)
Catequina 1,6 0,3 2,1 0,5
Epicatequina 2,0 0,3 2,5 0,4
Procianidina B2 (PB2) 2,5 0,2 3,0 0,3
Rutina 2,7 0,3 3,1 0,5
Quercetina-3-O-glucosido 2,6 0,4 3,2 0,5
Quercetina-3-O-xilésido 3,0 0,4 3,2 0,6
Quercetina-3-O-ramnosido 3,1 0,4 3,2 0,5
Quercetina-3-O-arabinofurandsido 1,7 0,4 2,5 0,5
Quercetina-3-O-arabinopirandsido 2,8 0,5 3,2 0,6
Quercetina 2,7 0,6 3,2 0,7
Linealidad

Se evalua en 6 niveles (50 %, 75 %, 100 %, 125 %, 200 % y 300 %), cada uno de ellos

por triplicado.
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Tabla 3.16.- Determinacion de la linealidad para los analitos de interés

Compuesto Rango (ug/ml) Ecuacion R®

Catequina 6,0 - 36,0 174,42x + 9,6369 0,9939
Epicatequina 8,0-48,0 71,318x - 2,8854 0,9926
PB2 8,0-48,0 181,96x + 10,389 0,9940
Rutina 4,0-24,0 347,61x + 5,7686 0,9932
Q-3-O-glucdsido 3,0-18,1 448,45x +0,8832 0,9936
Q-3-O-xilésido 2,3-13,7 484,95x - 3,7941 0,9923
Q-3-O-ramnosido 2,3-13,8 594,50x - 1,0998 0,9924

Q-3-0O-arabinofuranésido 3,3-19,7 624,59x + 7,3609 0,9944
Q-3-O-arabinopiranosido 4,0-24,0 544,61x + 7,9682 0,9978

Quercetina 40-24,0 567,45x - 7,4034 0,9972

Aplicacion
Glicésidos de flavonoles y taninos condensados (o proantocianidinas)
El sistema desarrollado permite detectar en forma simultanea la presencia de glicésidos

de flavonoles y de taninos condensados.

Se presentan los electroferogramas obtenidos para la mezcla de testigos, las fracciones
acetato de etilo (obtenidas a partir de distintas combinaciones de metanol-agua) de las
hojas y los tallos herbaceos de las muestras provenientes de San Juan, los extractos
metandlicos de las muestras provenientes de Catamarca y la muestra comercial de San

Juan. Cada determinacion se realizo por triplicado.
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Figura 3.17.- Solucién mezcla de testigos (255 y 280 nm)
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PB2 (procianidina B2), Q-3-O-glucésido (quercetina-3-O-glucdsido), Q-3-O-xilésido (quercetina-3-O-
xilésido), Q-3-O-ramndsido (quercetina-3-O-ramndsido), Q-3-O-arabinofurandsido (quercetina-3-0O-
arabinofuranosido), Q-3-O-arabinopirandsido (quercetina-3-O-arabinopirandsido).

Figura 3.18.- Fraccion acetato de etilo (metanol combinado) proveniente de la muestra
de San Juan (hoja) con la asignacion preliminar de los compuestos principales.
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En la tabla 3.17 se presentan los tiempos de migracion de los picos principales junto con
su asignacion preliminar, en el electroferograma correspondiente a la fraccion “MeOH

combinado-AE”.

Tabla 3.17.- Tiempos de migracién de los picos principales en la fraccion “MeOH
combinado-AE”.

Tiempo de migracién

Compuesto (minutos)
Catequina 12,592
Quercetina-3-O-glucosido 17,575
Quercetina-3-0-xilésido 17,896
Quercetina-3-O-ramnésido 18,232
Quercetina-3-O-arabinofuranésido 18,458
Quercetina-3-O-arabinopiranésido 18,971
XR1 21,408
XR2 21,587
XR3 23,408

XR1, XR2 y XR3: compuestos desconocidos

Figura 3.19.- Comparacién de los espectros entre los compuestos principales y los
testigos correspondientes
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quercetina-3-O-arabinopirandsido; quercetina-3-O-arabinofurandsido; catequina
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Figura 3.20.- Comparacién de los espectros entre los compuestos XR1, XR2 y XR3

200 250 300
nm

Mediante la co-cromatografia y la comparacion de espectros frente a testigos, puede
observarse preliminarmente la presencia de catequina, quercetina-3-O-glucésido,
quercetina-3-O-xilosido, quercetina-3-O-ramndsido, quercetina-3-O-arabinopirandsido
y quercetina-3-O-arabinofuranosido. Asimismo, se detectan 3 compuestos
desconocidos, cuyos espectros UV coinciden entre si. Han sido nombrados como XR1,
XR2 y XR3. Se observa un desplazamiento de la banda Il hacia un valor de 260 nm.

A continuacion, se presentan los electroferogramas correspondientes a la fraccién
acetato de etilo de las muestras de San Juan obtenidas a partir de distintas proporciones

de metanol-agua.
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Figura 3.21.- Fraccion acetato de etilo (a partir de metanol 100 %) proveniente de la

muestra de San Juan (hoja)
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Figura 3.22.- Fraccion acetato de etilo (a partir de metanol 80 %) proveniente de la

muestra de San Juan (hoja)
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Figura 3.23.- Fraccion acetato de etilo (a partir de metanol 50 %) proveniente de la

muestra de San Juan (hoja)
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Figura 3.24.- Fraccion acetato de etilo (a partir de las extracciones con distintas

proporciones de metanol) proveniente de la muestra de San Juan (tallo)
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Figura 3.25.- Extracto metandlico proveniente de la muestra comercial de San Juan
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Figura 3.26.- Comparacién de los espectros de los picos principales de la muestra

comercial de San Juan
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Figura 3.27.- Comparacion entre los perfiles cromatograficos de las muestras
provenientes de San Juan
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Se observa la similitud entre los perfiles cromatogréaficos de las muestras de San Juan.
En la tabla 3.18. se observa un resumen de los compuestos encontrados en las muestras
de San Juan (las fracciones acetato de etilo correspondientes a las extracciones con
metanol y distintas combinaciones de metanol-agua y el extracto metanolico

correspondiente a la muestra comercial de San Juan).

Tabla 3.18.- Compuestos presentes en las muestras de San Juan

Tallo
. . Muestra
Hoja Fraccion .
N ) comercial
Fraccion acetato de etilo acetato de .
. Hoja
etilo
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
combinado 100 % 80 % 50 % combinado 100 %
Catequina Catequina Catequina Catequina Catequina Catequina
Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G
Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X
Q-3-O-AP Q-3-0-AP Q-3-0O-AP Q-3-0O-AP Q-3-0O-AP Q-3-0O-AP
Compuestos | Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF
Q-3-0-RAM | Q-3-O-RAM | Q-3-O-RAM Q-3-0-RAM Q-3-0-RAM Q-3-0-RAM
XR1 XR1 XR1 XR1 XR1 XR1
XR2 XR2 XR2 XR2 XR2 XR2
XR3 XR3 XR3 XR3 XR3 XR3

Q-3-0-G: quercetina-3-O-glucésido; Q-3-O-X:

arabinopiranésido; Q-3-O-AF:

quercetina-3-O-arabinofurandsido;

quercetina-3-O-xildsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-O-

ramndsido; XR1, XR2, XR3: compuestos desconocidos.

Q-3-0-RAM:

quercetina-3-O-

A continuacion, se presentan los electroferogramas correspondientes a los

extractos metanolicos de las muestras provenientes de Catamarca, sobre distintos

hospedantes (“chafiar”,

vh 1Y

algarrobo”,

b3

retama” y “olivo”).
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Figura 3.28.- Extracto metandlico proveniente de la muestra de Catamarca

(hospedante: “chafiar”)
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Figura 3.29.- Comparacién de los espectros de los picos principales de la muestra

proveniente de Catamarca (hospedante “chafiar”)
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Figura 3.30.- Extracto metandlico proveniente de la muestra de Catamarca

(hospedante “retama”)
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Figura 3.31.- Comparacién de espectros de los picos principales de la muestra

proveniente de Catamarca (hospedante “retama’)
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Figura 3.32.- Extracto metandlico proveniente de la muestra de Catamarca

(hospedante “algarrobo’)
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Figura 3.33.- Comparacién de espectros de los picos principales de la muestra

proveniente de Catamarca (hospedante “algarrobo”)
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Figura 3.34.- Extracto metandlico proveniente de la muestra de Catamarca

(hospedante “olivo™)
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Figura 3.35.- Comparacién de espectros de los picos principales de la muestra

proveniente de Catamarca (hospedante “olivo”)
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Figura 3.36.- Comparacion de perfiles cromatograficos de las muestras provenientes de

Catamarca
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Como puede observarse, los pefiles cromatograficos son similares. Por comparacion
con los tiempos de migracion y espectros UV de los testigos, en forma preliminar puede
considerarse la presencia de catequina, quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-
xil6sido, quercetina-3-O-ramnosido, quercetina-3-O-arabinopiranésido y quercetina-3-

O-arabinofuranésido.

En la tabla 3.19. se presenta un resumen de los compuestos presentes en las muestras

provenientes de Catamarca.
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Tabla 3.19.- Compuestos presentes en las muestras de Catamarca

Catamarca

Extractos metandlicos

Hospedantes  “Chafiar” “Retama” “Algarrobo” “Olivo”

Catequina Catequina Catequina Catequina
Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G
Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X
Q-3-O-AP Q-3-O-AP Q-3-O-AP Q-3-O-AP

Compuestos  Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF
Q-3-0-RAM Q-3-O-RAM  Q-3-O-RAM  Q-3-O-RAM
XR1 XR1 XR1 XR1
XR2 XR2 XR2 XR2
XR3 XR3 XR3 XR3

Q-3-0-G: quercetina-3-O-glucoésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xildsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-O-
arabinopiranésido; Q-3-O-AF: quercetina-3-O-arabinofuranésido; Q-3-O-RAM:  quercetina-3-0O-

ramndsido; XR1, XR2, XR3: compuestos desconocidos.

Se procede a estudiar el perfil de flavonoles en las bandas purificadas (1F1, 1F2, 2F2 y

3F2). En todos los casos, las determinaciones se efectuaron por triplicado.
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Figura 3.37.- Banda 1F2 proveniente de la muestra de San Juan
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Figura 3.38.- Banda 1F1 proveniente de la muestra de San Juan
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Figura 3.39.- Banda 3F2 proveniente de la muestra de San Juan
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Por comparacion de espectros y tiempos de migracion, preliminarmente se detecta la

presencia de catequina y quercetina-3-O-ramnosido.

Figura 3.40.- Banda 2F2 proveniente de la muestra de San Juan
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Q-3-O-glucésido:  quercetina-3-O-glucésido;  Q-3-O-xilésido:  quercetina-3-O-xilésido;  Q-3-O-

arabinopiranésido:

quercetina-3-O-arabinopiranésido;
arabinofuranésido; XR1, XR2 y XR3: compuestos desconocidos.

Q-3-O-arabinofurandsido:

quercetina-3-O-
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En el caso de la banda 2F2, por co-cromatografia, comparacion de los espectros y los
tiempos de migracion con los testigos correspondientes, se detecta la presencia de
quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-xildsido, quercetina-3-O-arabinopiranosido,
quercetina-3-O-arabinofuranosido. Asimismo, se observa la presencia de los

compuestos desconocidos XR1, XR2 y XR3.

En la tabla 3.20 se presenta un resumen de los compuestos encontrados en las bandas

purificadas.
Tabla 3.20.- Compuestos presentes en las bandas purificadas

1F1  1F2 2F2 3F2

XR2 XR1 Q-3-O-glucésido Catequina
Q-3-O-xil6sido Q-3-O-ramnosido
Q-3-O-arabinopiranosido

Compuestos Q-3-O-arabinofurandsido

XR1
XR2
XR3

Q-3-O-glucésido:  quercetina-3-O-glucésido;  Q-3-O-xilosido:  quercetina-3-O-xilésido;  Q-3-O-
arabinopirandsido:  quercetina-3-O-arabinopiranésido;  Q-3-O-arabinofuranésido:  quercetina-3-O-
arabinofurandsido; XR1, XR2 y XR3: compuestos desconocidos.

Las bandas purificadas, sometidas a la hidrélisis acida, son objeto de estudio posterior
para determinar la naturaleza del aglicén y la posible presencia de acido galico. Las

determinaciones se efectuaron por triplicado.
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Aglicon y acido gélico

Figura 3.41.- Hidrolizado de las bandas 1F1, 1F2, 2F2 y 3F2
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Se observa la presencia de quercetina como Unico aglicén para todas las bandas. El
acido galico se encuentra presente en las bandas 1F1, 1F2 y 2F2. El resumen de los
compuestos encontrados en los hidrolizados de las bandas purificadas se presenta en la
tabla 3.21.

Tabla 3.21.- Compuestos presentes en los hidrolizados de las bandas purificadas

1F1 1F2 2F2 3F2

Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina

Compuestos o - < - < -
Acido gélico Acido gélico Acido gélico
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3.3.3. HPLC (cromatografia liquida de alta performance, high performance liquid
chromatography)

Glicésidos de flavonoles y taninos condensados (o proantocianidinas)

Se procedid a realizar un andlisis por HPLC, a través de un meétodo general para la
deteccion de flavonoides, a fin de establecer un perfil y compararlo con el obtenido con
la electroforesis capilar. Las muestras estudiadas corresponden a las fracciones acetato
de etilo provenientes de San Juan, los extractos metanolicos de las muestras recoletadas

en Catamarca y la muestra comercial de San Juan.

Se realizaron ajustes menores al gradiente para optimizar la resolucién de los
compuestos de interés.

Sistema cromatografico

e Columna Luna Phenomenex C18 (2); 250 x 4,6 mm (5 um)
e Flujo: 1,2 ml/min
e Temperatura: 40 °C
e Volumen de inyeccion: 20 pl
e Deteccion: UV-DAD 260 y 280 nm
e Fase movil
A: &cido acético-agua (98:2)

B: &cido acético-metanol (98:2)

Tiempo A B
(min) (%) (%)
0 85 15

25 60 40
50 60 40
60 15 85
65 0 100

Muestras: las fracciones de acetato de etilo (10 mg/ml en metanol) provenientes de los
extractos obtenidos de las muestras de San Juan (MeOH 100 %, 80 % y 50 % y “MeOH
combinado-AE”, los extractos se obtienen por medio de extracciones sucesivas, de las

hojas o los tallos, con distintas proporciones de metanol: metanol 100 %, 80 % y 50 %).
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Ademas, se estudiaron los extractos metandlicos correspondientes a las muestras de
Catamarca (20 mg/ml) provenientes de los distintos hospedantes (“chafar”, “algarrobo”,
“olivo” y “retama”) y una muestra comercial de San Juan. En todos los casos, las

determinaciones se efectuaron por triplicado.

Se observaron los cromatogramas de la solucion mezcla de los testigos correspondientes
a los compuestos preliminarmente identificados por TLC y electroforesis capilar:
catequina,  quercetina-3-O-glucésido,  quercetina-3-O-xilésido,  quercetina-3-O-
arabinopiranosido, quercetina-3-O-arabinofurandsido y quercetina-3-O-ramndsido en
concentracion 0,05 mg/ml en metanol (Figura 3.42). También se muestran los espectros

obtenidos para cada compuesto de interés (Figura 3.43).

Figura 3.42.- Solucién mezcla de testigos
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Q-3-O-glucésido: quercetina-3-O-glucdsido; Q-3-0-xilésido: quercetina-3-0-xilésido; Q-3-0O-
arabinopirandsido: quercetina-3-O-arabinopirandsido; Q-3-O-arabinofurandsido: quercetina-3-O-
arabinofuranosido; Q-3-O-ramnésido: quercetina-3-O-ramndsido
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Figura 3.43.- Espectros correspondientes a los testigos

M Spectra Manager

Catequina Q-3-O-glucésido
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Q-3-O-arabinofuranésido Q:3.0-ramnésido

De izquierda a derecha: catequina, quercetina-3-O- glu003|do quercetina-3-O-xilésido, quercetina-3-O-
arabinopiranésido, quercetina-3-O-arabinofuranésido. quercetina-3-O-ramndsido

En la figura 3.44 se observan las corridas a 255 nm y 280 nm correspondientes a la
fraccion “MeOH combinado-AE” de los ejemplares provenientes de San Juan. Se
compararon los tiempos de retencion y los espectros de los compuestos de interés
respecto a los testigos (figura 3.45). Se realiz0 también una co-cromatografia para

confirmar la identidad del compuesto.

146



Figura 3.44.- Cromatograma de la fraccion “MeOH combinado-AE” provenientes de

las hojas de los ejemplares colectados en San Juan (visualizacion a 260 y 280 nm)
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Por coincidencia del tiempo de retencion, se efectud la comparacion de los espectros

entre los picos principales y el testigo correspondiente.

Figura 3.45.- Comparacién de espectros entre compuestos de la muestra y referencias

(glicésidos de quercetina y catequina)

M Spectra Manager l;l@ M Spectra Manager.

Q-3-O-glucésido | Q-3-O-xilésido
——— Pico 24.6 min [ 1 { Pico 25.8 min

Q-3-O-arabinopiranésido ‘ A Q-3-O-arabinofuranésido

_ Pico 26.3 min i) 7 —___ Pico27.6 min

Q-3-O-ramnésido

Pico 28.8 min | Catequina
cd I | Pico 7.307 min —

Como puede observarse, los espectros y tiempos de retencién de los compuestos
coinciden con los testigos. Exhiben maximos entre 240 - 285 (banda I1) y entre 300 -
550 nm (banda 1), caracteristicos de los flavonoles. La catequina, por su parte, es un

flavan-3-ol con un méaximo a 238 y 278 nm, aproximadamente.
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En la figura 3.46 se observan los espectros y los tiempos de retencion correspondientes
a los compuestos que difieren de los glicdsidos testigos. Al igual de lo que se observo

en la electroforesis capilar, se detectan 3 picos.

Figura 3.46.- Espectros correspondientes a los picos desconocidos

M Spectra Manager fz‘ | I8 Spectra Manager, [z]

Pico 27.9 min Pico 35.5 min

Pico 36.9 min {1 5:;’2 §§§ il
I 4 Pico 36.9 min

Se observa un desplazamiento de la banda Il (266 — 267 nm) respecto de los obtenidos

para los glicésidos de quercetina.

Se presenta la asignacion preliminar de los picos por coincidencia de los tiempos de
retencion, espectro UV y co-cromatografia. Hay 3 compuestos cuyos espectros no
coinciden con los de los glicésidos y que, por lo tanto, han sido designados como XR1,
XR2y XR3.

En la tabla 3.22 se presentan los tiempos de retencion de los picos principales junto con

su asignacion preliminar, en el cromatograma correspondiente a la fraccion “MeOH

combinado-AE”
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Tabla 3.22.- Tiempos de retencion de los picos principales en la fraccion “MeOH

combinado-AE”

Compuesto Tiempo de retencion
(minutos)
Catequina 7,307
Quercetina-3-0O-glucésido 24,650
Quercetina-3-O-xil6sido 25,814
Quercetina-3-O-arabinopiranosido 26,330
XR3 27,485
Quercetina-3-O-arabinofurandésido 27,581
Quercetina-3-O-ramnosido 28,823
XR1 35,520
XR2 36,884

XR1, XR2 y XR3: compuestos desconocidos

Figura 3.47.- Cromatograma de la fraccion “MeOH combinado-AE” de la hoja

proveniente de San Juan con la asignacion preliminar de los principales compuestos
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arabinopirandsido, quercetina-3-O-arabinofuranésido. quercetina-3-O-ramndsido

Figura 3.48.- Cromatograma de la fraccion “MeOH 100 % - AE” obtenida de las hojas

de los ejemplares colectados en San Juan
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Figura 3.49.- Cromatograma de la fraccion “MeOH 80 % - AE” obtenida de las hojas

de los ejemplares colectados en San Juan
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Figura 3.50.- Cromatograma de la fraccion “MeOH 50 % - AE” obtenida de las hojas

de los ejemplares colectados en San Juan
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Figura 3.51.- Cromatograma de la fraccion “MeOH combinado-AE” del tallo

proveniente de San Juan
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Figura 3.52.- Comparacién de perfiles entre las fracciones acetato de etilo (hoja y tallo)

en muestras de San Juan
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El perfil es similar para las fracciones acetato de etilo obtenidas a partir de la

combinacidn de distintas proporciones de metanol en hoja y tallo y asimismo lo son los

espectros de los picos principales.

Figura 3.53.- Extracto metandlico de la muestra comercial proveniente de San Juan
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Los espectros de los picos principales se muestran en la figura 3.54.
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Figura 3.54.- Espectros de los compuestos principales en la muestra comercial de

San Juan
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Los picos cuyos tiempos de retencién y espectros coinciden con los testigos han sido
preliminarmente identificados como catequina y glicésidos de quercetina tales como:
quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-xildsido, quercetina-3-O-arabinopiranosido,
quercetina-3-O-arabinofurandsido y quercetina-3-O-ramnoésido. Hay tres compuestos
cuyos espectros difieren y son semejantes a los observados en la fraccion acetato de
etilo de las muestras de San Juan. El resumen de los compuestos encontrados en las

muestras de San Juan se muestra en la tabla 3.23.

Tabla 3.23.- Compuestos presentes en las muestras de San Juan

Tallo
Muestra
Hoja Fraccion )
comercial
Fraccion acetato de etilo acetato de )
. Hoja
etilo
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
combinado 100 % 80 % 50 % combinado 100 %
Catequina Catequina Catequina Catequina Catequina Catequina
Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G
Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X
Q-3-0-AP Q-3-0O-AP Q-3-0-AP Q-3-0-AP Q-3-0-AP Q-3-0-AP
Compuestos | Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF
Q-3-O-RAM | Q-3-O-RAM | Q-3-O-RAM Q-3-0-RAM Q-3-0-RAM Q-3-0-RAM
XR1 XR1 XR1 XR1 XR1 XR1
XR2 XR2 XR2 XR2 XR2 XR2
XR3 XR3 XR3 XR3 XR3 XR3

Q-3-0-G: quercetina-3-O-glucosido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xildsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-O-

arabinopiranésido;

Q-3-0-AF:

quercetina-3-O-arabinofurandsido;

ramndsido; XR1, XR2, XR3: compuestos desconocidos.

Q-3-0-RAM:

quercetina-3-O-

A continuacion, se muestran las corridas y los espectros de las muestras provenientes de

Catamarca, sobre distintos hospedantes (“chafar”,

9% ¢¢

algarrobo”,

29 <¢

retama” y “olivo”).
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Figura 3.55.- Extracto metandlico de la muestra proveniente de Catamarca

(hospedante “algarrobo’)
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Figura 3.56.- Espectros de los picos principales de la muestra proveniente de

Catamarca (hospedante “algarrobo”)
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Como puede observarse, se detecta la presencia de catequina (por coincidencia del
espectro y el tiempo de retencion), asi como también, de glicésidos de quercetina
(quercetina-3-O-glucdsido en baja concentracion, quercetina-3-O-xildsido, quercetina-
3-O-arabinopirandsido y furanosido y quercetina-3-O-ramnosido). Se observan 3 picos

desconocidos, con espectros similares entre si y con respecto a las muestras de San

Juan.

Figura 3.57.- Extracto metandlico de la muestra de Catamarca (hospedante “retama”)
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Figura 3.58.- Espectros de los picos principales de la muestra proveniente de

Catamarca (hospedante “retama”)
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Como puede observarse en forma preliminar, ademéas de la presencia de catequina,
puede presumirse (por similitud de los espectros y de los tiempos de retencion con los
correspondientes testigos) la presencia de glicésidos de quercetina, tales como,
quercetina-3-O-glucosido (en baja concentracion), quercetina-3-O-xilosido, quercetina-
3-O-arabinopiranésido y furanésido y quercetina-3-O-ramndsido. Nuevamente, se
observa la presencia de 3 compuestos desconocidos, cuyos espectros son similares entre

si y con respecto a las muestras de San Juan.

Figura 3.59.- Extracto metanolico de la muestra de Catamarca (hospedante “olivo”)
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Figura 3.60.- Espectros de los picos principales de la muestra proveniente de
Catamarca (hospedante “olivo™)
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Como puede observarse en forma preliminar, el perfil de los picos principales es similar
a los dos hospedantes anteriores (“algarrobo” y “retama”). La presencia de catequina
puede inferirse (por la similitud de los espectros y de los tiempos de retencidn con los
correspondientes testigos) asi como también la presencia de glicésidos de quercetina,
tales como, quercetina-3-O-glucosido (en baja concentracion), quercetina-3-O-xildsido,
quercetina-3-O-arabinopiranésido y  furanésido y  quercetina-3-O-ramnosido.
Nuevamente, se observa la presencia de 3 compuestos desconocidos, cuyos espectros

son similares entre si y respecto a las muestras de San Juan.

Figura 3.61.- Extracto metandlico de la muestra de Catamarca (hospedante “chafiar’)
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Figura 3.62.- Espectros de los picos principales de la muestra proveniente de
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Como puede observarse en forma preliminar, el perfil de los picos principales es similar
a los hospedantes anteriores (algarrobo, retama, olivo). La presencia de catequina puede
inferirse (por similitud de espectros y de tiempos de retencidn con los correspondientes
testigos) asi como también la presencia de glicosidos de quercetina, tales como
quercetina-3-O-glucdésido (en baja concentracién), quercetina-3-O-xil6sido, quercetina-
3-O-arabinopiranésido y furanésido y quercetina-3-O-ramndsido. Nuevamente, se
observa la presencia de 3 compuestos desconocidos, cuyos espectros son similares entre

si y respecto a las muestras de San Juan.

Figura 3.63.- Comparacion entre los distintos hospedantes (“chafar”, “algarrobo”,

9

“retama” y “olivo”) para las muestras de Catamarca y la muestra de San Juan

{_ Interactive Graphics - Method: lc algarrobo m-1.mth for run file Ic algarrobo m.run:1
File Edit View Results Edit Method Help

S| 82| bl |5 E@S | Orwre |

a - 5

B EEEE

il ¥ & - ki
55 | A \p: e 03154c sj m c.run Channel: 1 = 260.00 nm Results ‘
su:*h‘ A M\ }\ AN B \lJ
e @ @ @ Sl & &
[c:wvar P il i 15%c olivo m.fun| Channel: 1 = 260.00 nm Results
0 _,JJK,TA\,_A—ATA—‘L—'\—“AMML
\“\*5‘ & & & @

modificadoi050315Y¢ retama m f‘.‘"l A :"\‘ Channel: 1 = 260.00 nm Results

M oo san  Budbe o

mAay

_L_

mAl
@
=
1

_L_

mAl
.
S
1

o % )
o & @ e
15%c chanar m nun | Channel: 1 = 260.00 nm Resutts
MmAA -
o 5 2 5
b @ & o & €
i 15U algamobo m.run Chasnel: 1 = 260.00 nm Resutts

m A\ A s
= =
f "o 20 B30 4 !

Minutes

De arriba hacia abajo: muestra de San Juan; hospedantes “olivo”, “retama”, “chafiar” y “algarrobo”.
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Los perfiles cromatograficos de las muestras de Catamarca son, preliminarmente,
similares entre si. En la tabla 3.24 se muestra un resumen de los compuestos

encontrados en las muestras provenientes de Catamarca.

165



Tabla 3.24.- Compuestos presentes en las muestras de Catamarca

Catamarca

Extractos metandlicos

Hospedantes “Chafiar” “Retama” “Algarrobo” “Olivo”
Catequina Catequina Catequina Catequina
Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G
Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X Q-3-0-X
Q-3-O-AP | Q-3-O-AP Q-3-O-AP Q-3-O-AP
Compuestos | Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF Q-3-O-AF
Q-3-0-RAM | Q-3-O-RAM | Q-3-O-RAM | Q-3-O-RAM
XR1 XR1 XR1 XR1
XR2 XR2 XR2 XR2
XR3 XR3 XR3 XR3

Q-3-0-G: quercetina-3-O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xildsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-O-
Q-3-O-AF: Q-3-0O-RAM:

ramndsido; XR1, XR2, XR3: compuestos desconocidos.

arabinopiranésido; quercetina-3-O-arabinofurandsido; guercetina-3-O-

A continuacion, se procede al estudio de las bandas purificadas a partir de la fraccién
acetato de etilo “MeOH combinado” (hoja), de las muestras provenientes de San Juan.

En todos los casos, las determinaciones se efectuaron por triplicado.
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Figura 3.64.- Banda 1F1 purificada a partir de la fraccion acetato de etilo de las

muestras provenientes de San Juan (“MeOH combinado-AE”)
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Se observa la presencia del compuesto desconocido XRL1.
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Figura 3.65.- Banda 1F2 purificada a partir de la fraccion acetato de etilo de las
muestras provenientes de San Juan (“MeOH combinado-AE”)
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Se observa la presencia del compuesto desconocido XR2.
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Figura 3.66.- Banda 2F2 purificada a partir de la fraccion acetato de etilo de las

muestras provenientes de San Juan (“MeOH combinado-AE”)
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Se observa en forma preliminar la presencia de quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-
O-xilésido, quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina-3-O-arabinofuranésido y 3

compuestos desconocidos, denominados XR1, XR2 y XR3.
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Figura 3.67.- Banda 3F2 purificada a partir de la fraccion acetato de etilo de las

muestras provenientes de San Juan (“MeOH combinado-AE”)
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Se observa la presencia de catequina y de quercetina-3-O-ramnésido. El resumen de los
compuestos encontrados en las bandas purificadas se presenta en la tabla 3.25.

Tabla 3.25.- Compuestos presentes en las bandas purificadas

1IF1 1F2 2F2 3F2
XR1 XR2 Q-3-O-glucésido Catequina
Q-3-0O-xil6sido Q-3-O-ramnosido

Q-3-O-arabinopirandsido

Q-3-O-arabinofuranosido
Compuestos XR3

Q-3-O-ramndsido

(baja concentracion)

XR1 (baja concentracion)

XR2
Q-3-O-glucdsido:  quercetina-3-O-glucosido;  Q-3-O-xilésido:  quercetina-3-O-xilosido;  Q-3-O-
arabinopirandsido:  quercetina-3-O-arabinopiranésido;  Q-3-O-arabinofurandsido:  quercetina-3-O-

arabinofuranésido; Q-3-O-ramnésido: quercetina-3-O-ramnésido; XR1, XR2, XR3: compuestos
desconocidos.
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Posteriormente, se realiz6 los estudios sobre los hidrolizados de las bandas de interés.

Agliconay acido galico
En una misma corrida cromatogréafica se analizo la presencia de quercetina y acido

gélico. Las determinaciones se efectuaron por triplicado.

Figura 3.68.- Comparacion entre los hidrolizados de las bandas frente a los testigos de

quercetina y &cido galico
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Se observa la presencia de quercetina como Unico aglicon para las bandas analizadas. El

acido galico se detecta en las bandas 1F1, 1F2 y 2F2.
En la tabla 3.26 se presenta un resumen de los compuestos encontrados en los

hidrolizados de las bandas purificadas.

Tabla 3.26.- Compuestos presentes en los hidrolizados de las bandas purificadas

1F1 1F2 2F2 3F2

Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina

Compuestos L - o - <. -
Acido galico Acido galico Acido galico
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3.4. Analisis estructural

3.4.1. Espectroscopia UV-Visible

Sobre las bandas purificadas, se realizé el estudio con reactivos de desplazamiento por
espectroscopia UV vy los resultados obtenidos confirman los hallazgos previos (Wagner,
1993; Varela y col., 2001). En cuanto a los compuestos desconocidos, coinciden con la
bibliografia (Iwagawa y col., 1990; Lin y col., 2002, Moharram y col., 2006).

3.4.2. HPLC-masa

Se realizd la corrida cromatografica en un HPLC-masa (Q-TOF ESI-MS/MS) de la
fraccion acetato de etilo obtenida a partir de extracciones sucesivas con distintas
proporciones de metanol sobre hoja, en la muestra proveniente de San Juan (hoja

“MeOH combinado-AE”). Se determina el ién molecular y los fragmentos asociados.

Figura 3.69.- Fraccion acetato de etilo de la muestra de San Juan
(hoja-“MeOH combinado-AE”)
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En las figuras 3.70, 3.71 y 3.72 se presentan los esquemas de los mecanismos de
fragmentacion para flavanoles y flavonoles. En la figura 3.73 se muestra el esquema del
mecanismo de fragmentacion propuesto para los glicésidos de flavonoles unidos al
acido galico. EI mecanismo de fragmentacion es el propuesto por Wolfender y col.
(2000), Cuyckens y col. (2004) y Liao y col. (2012). La nomenclatura utilizada es de
acuerdo con Domon y Costello (1988), May col. (1999) y Liao y col. (2012).
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Figura 3.70.- Mecanismo de fragmentacion y nomenclatura para los flavanoles

OH
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Figura 3.71.- Mecanismo de fragmentacion y nomenclatura para los flavonoles
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Figura 3.72.- Mecanismo de fragmentacion propuesto y nomenclatura para los

glicésidos de flavonoles
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Figura 3.73.- Mecanismo de fragmentacion y nomenclatura para los glicésidos de

flavonoles unidos al acido galico
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Se enumeran los picos analizados, los resultados obtenidos para el i6n molecular y los
fragmentos asociados y la asignacién preliminar del compuesto correspondiente.
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Tabla 3.27.- Los picos principales y los espectros de primer y segundo orden
correspondientes

Tiempo 16n Precursor Fragmentos
de retencion m/z m/z Mecanismo
(minutos) [M+H]" Formula [M+H] Formulas de fragmentacion
123,04406 C;H-0, L2B*2H
13a+
5,8 291,08631  CysHis06 139,03837 CrH:0s A
147,04406 CoH-0, L4B*-2H-H,0
165,05342 L4B*-2H
10,1 465,10275  CyH» 01 303,04703 CysHy, 0 Yot
10,3 43509219  CyH10011 303,04703 CysHy, 0 Yot
10,4 43509219  CyH1o011 303,04703 CisH1107 Yot
303,04993 CisH1107 Yo'
153,01824 C;Hs0, [Bo]* [Galoilo]*
285,05746 C1,H130s B
10,5 587,10315  CyHp:04s 231,02880 Cy1,H70s C1,HgOs— H,0
[B1-3H,071"
249,03936 C1oHgOg Ci2H1,07-H,0
[B1-2H,01"
267,04993 Cy,Hy, 04 CioH1305— Iij
[B:-H;0]
10,65 43509219  CyH1g011 303,04703 CisH1107 Yo
10,8 44910784  C,H» 01 303,04703 CisH1107 Yo"
303,04703 CisH1107 Yo"
207,02880 CioH70s
219,06301
153,01824 C;Hs0, [Bo]* [Galoilo]*
11,6 601,11880  CygH504s
299,07614 C13H1505 [B:']
263,05501 Cy3H1106 Ci3H130,- H0
[B1—2 H0]
281,06331 Cy3H130; Ci3H1505 — H,0
[B; — H,0]
303,04703 CisH1107 Yo"
11,7 601,11880  C,gH0sOss 153,01824 C;Hs0, [Bo]” [Galoilo]”
299,07614 C13H1505 [B:']
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En el caso del pico de tr 5,8 minutos, el i6n molecular y los fragmentos asociados son
propios de un flavanol. Por comparacion con la literatura (Wolfender y col. 2000) y los
resultados de los analisis cromatograficos previos puede inferirse la presencia de

catequina.

Para los glicésidos, los iones moleculares obtenidos indican la presencia de un hexdsido
([M+H]" 465), pentdsidos ([M+H]" 435) y un desoxi-aztcar ([M+H]" 449).

Por fragmentacion, en todos ellos se observa la presencia del ion molecular ([M+H]"

303) caracteristico de la quercetina, como Unico aglicon.

En el caso de los compuestos desconocidos, los iones moleculares y los fragmentos
asociados son consistentes con glicdsidos de quercetina unidos a acido galico. El
analisis de los hidrolizados se correlaciona con estos hallazgos. Esto también es
coincidente con la bibliografia (Liao y col., 2012, 2013 y 2014; lwagawa Yy col., 1990;
Sannomiya y col., 2005 y 2007; Al-Sayed y col. 2012). Es posible inferir la naturaleza
del azlcar por la informacion surgida de las hidrolisis de las bandas purificadas. En este
caso, se trataria de ramnosa (para los picos de i6n molecular 601) con el galico unido en
dos posiciones distintas (el orden de elucién es el propuesto por Lu y col., 2010y Liao y

col., 2012 y 2013) y arabinosa o xilosa (para el pico de ién molecular 587).

De acuerdo con la informacion obtenida y los resultados de los analisis cromatograficos

se pudo preliminarmente identificar los siguientes compuestos:
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Tabla 3.28.- Asignacion preliminar de compuestos

Tiempo de retencion

(minutos) Compuesto
5,80 Catequina
10,10 Quercetina-3-O-glucdsido
10,30 Quercetina-3-O-xildsido
10,40 Quercetina-3-O-arabinopirandsido
10,50 Galoil pentésido de quercetina
10,65 Quercetina-3-0O-arabinofuranésido
10,80 Quercetina-3-O-ramnosido
11,60 Quercetina-3-O-(2”’galoil)- ramndsido
11,70 Quercetina-3-O-(3”’galoil)-ramndsido
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3.4.3. RMN
Se procedio a realizar el andlisis por RMN sobre las bandas purificadas. Se efectlo
también el andlisis de los testigos quercetina, catequina y acido galico a fin de ubicar las

principales sefales.

Se trabajé con dos solventes, tetradeuterometanol (CD3;OD) y hexadeuterodimetil-
sulfoxido (DMSO-d6).

Los espectros que se muestran a continuacion se realizan en un Sistema Bruker Avance
Il.

Quercetina testigo

Figura 3.74.- Quercetina

En la tabla 3.29 se observan las correlaciones correspondientes a *H y **C vecinos
(HSQC) y de larga distancia (HMBC). Se asignan las multiplicidades (d: doblete; s:
singlete; dd: doble doblete) y los valores de J.
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Tabla 3.29.- Asignacion espectral para quercetina

Atomo

13C

H

J

d ppm

S ppm

Hz

HMBC

©O© 00 N O O A W DN

(9] oS W \o} —_ =
- - > S . O

6’

147,36
135,83
175,92
161,11
97,82

164,17
92,99

156,82
103,11
122,73
114,57
144,81
146,57
114,81
120,26

6,20 (1H; d)

6,40 (1H; d)

7,75 (1H, d)

6,90 (1H; d)
7,65 (1H; dd)

2,0

2,2

8,5
8,5;2,1

7,8,5,10

6,7,9, 10

1,6,3,4

6,4,3
2,4,5

S:singlete; d: doblete; dd: doble doblete

179



Catequina testigo

Figura 3.75.- Catequina

Tabla 3.30.- Asignacion espectral para catequina

13 H J
Atomo
d ppm d ppm Hz HMBC
2 81,47 4.58 (1H; d) 6.5 9,6,2,1°,3,4
3 67,42 3.99 (1H; m) 2, 1°,4,10
4o 27,12 2.52 (1H; dd) 16,36; 3,40 9,10,3,2
4B 27,12 2.87 (1H; dd) 16,36, 7,88 9,10,3,2
5 156,19
6 94,89 5.95 (1H; s) 8,7,5,10
7 156,45
8 94,10 5.87 (1H; s) 6,7,9, 10
9 155,53
10 99,42
I’ 130,83
2 113,86 6.86 (1H, s) 1’,6°,3,4
3 144,86
4 144,84
5’ 114,68 6.77 (1H; d) 8,23 1’,6°,4,3
6’ 118,64 6.74 (1H; d) 8,23 2, 1,54

S:singlete; d: doblete; dd: doble doblete
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Acido galico testigo

Figura 3.76.- Acido galico

Tabla 3.31.- Asignacion espectral para acido galico

13 1
Atomo
S ppm S ppm HMBC
1(C=0) 170,18
2 120,83
3y7 110,01 6,98 1,2,(4y6),3y7)
4y 6 138,01
5 144,42

Se procede a realizar el analisis RMN sobre las bandas purificadas.

Banda 3F2

Teniendo en cuenta los datos cromatogréaficos, la hidrélisis de la banda purificada, la
informacion obtenida del HPLC-masa y la informacion de la bibliografia en lo que
refiere a los compuestos hallados en esta especie, se concluye preliminarmente que la
banda 3F2 presenta dos compuestos principales, quercetina-3-O-a-L-ramnésido y
catequina. Esto se verifica mediante el analisis por RMN. En la figura 3.77 se muestra la

quercetina-3-o.-L-O-ramnésido.
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Figura 3.77.- Quercetina-3-O-a-L-ramndsido

En la tabla 3.32 se presentan las correlaciones C-H vecinos y a larga distancia (HMBC),

ademas de la multiplicidad y las J.

Tabla 3.32.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a.-L ramndsido

) Bc H J HMBC
Atomo
d ppm d ppm (Hz)
2 157,92
3 134,94
4 (C=0) 177,03
5 161,90
6 98,48 6,22 (1H; d) 2,11 5,7,8,10
7 164,17
8 93,33 6,40 (1H; d) 2,11 6,7,9,10
9 157,1
10 104,5
1’ 121,55
2 115,37 7,36 (1H, d) 2,2 2,1, 3,4
3 145,07
4 148,45
5 114,98 6,93 (1H; d) 8,4 3, 4,6
6’ 121,47 7,33 (1H; dd) 8,40; 2,12 2,2, 4
17 102,19 5,37 (1H; d) 1,68 3,2",3" 5"
27 70,52 4,24 (1H; dd) 3,36; 1,68 1", 3", 4"
3> 70,71 3,77 (1H; dd) 9,46; 3,36 2", 4" 5"
4 71,85 3,32 (1H; dd) 3,36; 1,66 2", 3", 5"
57 70,65 3,44 (1H; dd) 9,46; 6,16 2", 3", 4" 6"
6’ (CHs) 16,27 0,96 (1H; d) 6,25 4", 5"

Los resultados obtenidos coinciden con la bibliografia (Fossen y col., 2006)
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La presencia de la quercetina como aglicon se evidencia por comparacion de las sefiales

con el espectro de la quercetina testigo. La presencia de la ramnosa puede inferirse por

el grupo metilo a 0,96 ppm. Como puede observarse, la union de la ramnosa en la

posicion 3 de la quercetina se verifica en el HMBC por la conectividad existente entre el

H del carbono anomérico (5,37 ppm) y el carbono 3 de la quercetina (134,94 ppm). La

configuracién o de la ramnosa se infiere por los pequefios valores de J del doblete

correspondiente al H anomeérico.

El segundo compuesto presente en la banda 3F2 seria la catequina. Esto también se

correlaciona con la informacion obtenida a partir de las corridas en TLC, EC y HPLC y

HPLC-masa. En la tabla 3.33 se muestra la asignacion espectral correspondiente a la

catequina.
Tabla 3.33.- Asignacion espectral para catequina
) Bc H J HMBC
Atomo
d ppm d ppm (Hz)

2 81.47 4.58 (1H; d) 6.5 9,6,2°,1°,3,4
3 67.42 3.99 (1H; m) 2, 1°,4,10
4a 27.12 2.52 (1H; dd) 16.36, 3.40 9,10,3,2
4B 27.12 2.87 (1H; dd) 16.36, 7.88 9,10,3,2
5 156.19
6 94.89 5.95 (1H; s) 8,7,5,10
7 156.45
8 94.10 5.87 (1H; s) 6,7,9,10
9 155.53
10 99.42
r 130.83
2’ 113.86 6.86 (1H, s) 1),6°,3, 4
3 144.86
4 144.84
5 114.68 6.77 (1H; d) 8.23 1),6°,4,3
6’ 118.64 6.74 (1H; d) 8.23 2,1,5, 4

Para ambos compuestos, los resultados obtenidos se correlacionan con la informacion

cromatografica, los espectros RMN de los testigos, las hidrélisis y la bibliografia

(Fossen y col., 2006)
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Las compuestos correspondientes a las bandas 1F1 y 1F2 que se muestran a
continuacion se corresponden con el i6n molecular [M+H]" de 601. De acuerdo con el
patron de fragmentacion por HPLC-masa obtenido y la bibliografia, puede inferirse que
se trata de dos galoil ramnosidos de quercetina que difieren en la posicion de union del
acido galico a la molécula del aztcar. De acuerdo con la bibliografia consultada (Lu y
col., 2010; Liao y col., 2012 y 2013), en la corrida del HPLC la molécula en la cual el
residuo galoilo se encuentra unido en la posicion 2 de la ramnosa eluye antes que en la

posicién 3.

Banda 1F2

De acuerdo con la informacion obtenida de las técnicas cromatogréaficas y el analisis del
hidrolizado de la banda 1F2 puede preliminarmente inferirse la presencia del compuesto
que se muestra en la figura 3.78.

Figura 3.78.- Estructura propuesta para el compuesto en 1F2
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Tabla 3.34.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a-L- (3°’-O-galoil) ramnosido

) B¢ H J HMBC
Atomo
d ppm 3 ppm (Hz)

2 157,98

3 134,85
4 (C=0) 178,40

5 163,05

6 98,46 6,24 (1H; d) 2,11 5,7,8,10

7 164,57

8 93,35 6,42 (1H; d) 2,11 6,7,9,10

9 157,20

10 104,60

I 121,70

2 115,42 7,40 (1H, dd) 2,2 2,1,3,4

3’ 145,12

4 148,60

5 115,15 6,97 (1H; d) 8,4 3,46

6’ 121,68 7,42 (1H; d) 2,12;840 2,42

1 102,07 5,41 (1H; d) 1,11 3,2" 3" 5"

27 68,55 4,50 (1H; dd) 3,34;1,11 1" 3", 4"

37 73,91 5,25 (1H; dd) 9,56;3,34 2" 4" 5" 1"

4> 70,93 3,61 (1H; m) 2" 3" 5"

5 69,44 3,69 (1H; m) 2", 3" 4" 6"
6> (CHz) 16,34 1,02 (1H; d) 6,11 4", 5"
1”°(C=0) 166,80

27 120,50
370y 7 109,11 7,19 é)2(3(£;7y)
47y 67 138,69

5 145,11

La presencia de la quercetina como aglicon se evidencia por comparacion de las sefiales
con el espectro de la quercetina testigo. La presencia de la ramnosa puede inferirse por
el grupo metilo a 1,02 ppm. Como puede observarse, la unién de la ramnosa en la
posicion 3 de la quercetina se verifica en el HMBC por la conectividad a larga distancia
existente entre el H-1, correspondiente al carbono anomerico (5,41 ppm) y el carbono 3

de la quercetina (134,85 ppm). La configuracion o de la ramnosa se infiere por los
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valores de J del H-1/H-2. La presencia de acido galico se verifica por las sefiales
coincidentes con el testigo y la conexion con la ramnosa se evidencia en el HMBC por
la conexion entre el H-3 del azucar (5,25 ppm) vy el carbonilo del acido (166,80 ppm).

Los resultados obtenidos coinciden con la bibliografia (Lin y col., 2002; Moharram y
col., 2006)

Banda 1F1

Figura 3.79.- Estructura propuesta para el compuesto en 1F1
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Tabla 3.35.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a-L-(2”’-O-galoil) ramnoésido

) B¢ 'H J HMBC
Atomo
d ppm 3 ppm (Hz)
2 156,59
3 133,51
4 (C=0) 177,93
5 164,96
6 99,05 6,22 (1H; d) 2,1 5,7,8,10
7 162,53
8 94,10 6,42 (1H; d) 2,1 6,7,9,10
9 157,57
10 104,00
I 121,30
2 116,12 7,51 (1H, dd) 2,3;74 2,1,3,4
3’ 145,72
4 148,20
5 116,45 6,90 (1H; d) 8,4 3,46
6’ 121,38 7,56 (1H; d) 2,1 2, 4,2
1> 98,81 5,51 (1H; d) 1,55 3,2" 3" 5
27 72,16 5,46 (1H, dd) 333162 1"3"4" 1"
37 70,10 3,79 9,56;3,34 2" 4" 5"
4% 70,38 3,11 o 3" 5
5 71,10 3,28 2" 3" 4 g
6> (CHz) 18,03 0,93 (1H; d) 6,01 4" 5"
1”°(C=0) 165,46
2 119,70
370y 7 109,11 7,03 é)2(3(£;7y)
47y 67 139,09
5 145,93

La presencia de quercetina como aglicdn se evidencia por comparacién de sefiales con
el espectro de quercetina testigo. La presencia de ramnosa puede inferirse por el grupo
metilo a 0,93 ppm. Como puede observarse, la union de ramnosa en la posicion 3 de
quercetina se verifica en el HMBC por la conectividad existente entre el H-1,
correspondiente al carbono anomérico (5,51 ppm) y el carbono 3 de quercetina (133,51

ppm). La configuracion o de ramnosa se infiere por los valores de J del H-1/H-2. La
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presencia de acido galico se verifica por las sefiales coincidentes con el testigo y la
conexién con ramnosa se evidencia en el HMBC por la conexion entre el H-2 del azucar

(5,46 ppm) y el carbonilo del &cido (165,46 ppm).

Estos resultados coinciden con la bibliografia (Isobe y col., 1981; Peng y col., 2003;
Estrada y col., 2005; Kim y col., 2000 y 2013; Lee y col., 2013)

En el caso de los compuestos presentes en las bandas 1F1 y 1F2, son reportados por

primera vez en Ligaria cuneifolia.

Banda 2F2
El ensayo se realiza en DMSO-d6

DOSY (diffusion ordered spectroscopy)

La espectroscopia de difusion es una técnica de gradiente de pulso que permite la
separacion de compuestos presentes en una mezcla. Es también llamada cromatografia
RMN y permite obtener coeficientes de difusion caracteristicos de cada compuesto
presente en la mezcla. Dado que en la banda 2F2 se encuentran presentes varios
compuestos, se prueba esta metodologia en forma complementaria a los ensayos

comunmente utilizados para la caracterizacion de compuestos.

Se presentan los resultados obtenidos correspondientes a los espectros de 'H, **C,
HSQC y HMBC.

En el caso de los compuestos previamente encontrados en esta especie, se presentan

solamente las asignaciones correspondientes al azlcar, ya que quercetina se presenta

como Unico aglicon.
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Figura 3.80- Quercetina-3-a-L-arabinofuranosido

Tabla 3.36.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a-L-arabinofuranésido

Bc H J
Atomo

S ppm S ppm Hz
1”7 108,30 5,57 (1H, s)
27 82,61 4,18 (1H; dd) 55;1,3
3” 77,28 3,73
4 86,27 3,58
5 61,8 3,32

El siguiente compuesto se corresponde con el [M+H]" de 587. De acuerdo con la
informacidn obtenida de las técnicas cromatograficas, las hidrélisis y la bibliografia

consultada, se propone la estructura que se muestra en la figura 3.81-

Figura 3.81.- Quercetina-3-O-a-D-(2’galoil)-arabinofuranésido
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Tabla 3.37.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a-D-(2°’-O-galoil)-
arabinofurandsido

) B¢ 'H J HMBC
Atomo
3 ppm 3 ppm (Hz)
2 156,63
3 133,57
4 (C=0) 177,87
5 165,15
6 99,03 6,22 (1H; d) 2,1 5,7,8,10
7 162,55
8 94,15 6,42 (1H; d) 2,1 6,7,9,10
9 157,63
10 104,12
I 121,35
2 116,17 7,51 (1H, dd) 2,3;74 2,1,3,4
3’ 145,43
4 149,08
5 116,15 6,90 (1H; d) 8,4 3,46
6’ 121,43 7,56 (1H; d) 2,1 2,42
1> 108,30 5,59 (1H, d) 1 3 2" 3" 5"
2 72,10 5,34 (1H, d) 2.1 1" 3" 4" 1™
3 77,28 3,73 2 4 5
4> 86,27 3,58 2" 3" 5
50 61,80 3,32 2" 3" 4
1”°(C=0) 165,51
27 119,92
30y 7 109,11 7,03 é)2(3(‘;7y)
47y 67 139,07
5 145,97

La presencia de quercetina como aglicdn se evidencia por comparacién de sefiales con
el espectro de quercetina testigo. La presencia de arabinosa en su forma furandsica
puede inferirse por la sefial caracteristica del C anomerico (108,3 ppm). Como puede
observarse, la union de arabinofuranosa en la posicion 3 de quercetina se verifica en el

HMBC por la conectividad existente entre el H-1, correspondiente al carbono
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anomérico (5,59 ppm) y el carbono 3 de quercetina (133,57 ppm). La configuracion o
por los valores de J de H-1/H-2. La presencia de cido galico se verifica por las sefiales
coincidentes con el testigo y la conexién con arabinofuranosa se evidencia en el HMBC
por la conectividad entre el H-2 del azucar (5,34 ppm) y el carbonilo del acido (165,51

ppm).

La estructura propuesta coincide con la bibliografia consultada (Fan y col., 2010;

Fossen y col., 2006)

Figura 3.82.- Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranésido

OH
A 3IOH

Tabla 3.38.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a-L-arabinopiranésido

13C 1H J
Atomo

3 ppm S ppm Hz
1 101,90 5,28 (1H, d) 53
2 71,15 3,77
3 72,12 3,54
4 67,2 3,62
57 64,6 3,38

El siguiente compuesto se corresponde con el [M+H]" de 587. De acuerdo con la
informacién obtenida de las técnicas cromatograficas, las hidrolisis y la bibliografia

consultada, se propone la estructura que se muestra en la figura 3.83.
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Figura 3.83.- Quercetina-3-O-a-L-(2°’-O-galoil)-arabinopirandsido
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Tabla 3.39.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-a-L-(2°’-O-galoil)-
arabinopiranosido

) Bc H J HMBC
Atomo
d ppm o ppm Hz
2 156,63
3 133,59
4 (C=0) 177,89
5 165,113
6 99,05 6,22 (1H; d) 2,1 5,7,8,10
7 162,59
8 94,17 6,42 (1H; d) 2,1 6,7,9,10
9 157,65
10 104,15
1’ 121,41
2 116,25 7,51 (1H, dd) 2,3;74 2,1,3,4
3’ 145,48
4 149,12
5 116,17 6,90 (1H; d) 8,4 3,4,6
6’ 121,48 7,56 (1H; d) 2,1 2,42
1 99,16 5,60 (1H, d) 6,16 3,2" 3" 5"
2 72,10 5,32 (1H, s) 1" 3" 4 1™
3 70,20 3,76 2" 4" 5"
4> 69,02 3,51 2" 3" 5
5> 66,40 3,62 2" 3n 4
1”°(C=0) 165,53
2 119,98
370y 70 109,17 7,03 é::f(’;i,(‘;’;?’,)
4y 67 139,23
5 145,99

La presencia de quercetina como aglicén se evidencia por la comparacion de las sefiales
con el espectro de quercetina testigo. La presencia de arabinosa en su forma piranosica
puede inferirse por la sefial del C anomérico (99,16 ppm). Como puede observarse, la
unién de arabinopiranosa en la posicion 3 de quercetina se verifica en el HMBC por la
conectividad existente entre el H-1, correspondiente al carbono anomérico (5,60 ppm) y
el carbono 3 de quercetina (133,59 ppm). La configuracion o se infiere por los valores

de J de H-1/H-2. La presencia de acido galico se verifica por las sefiales coincidentes
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con el testigo y la conexién con arabinopiranosa se evidencia en el HMBC por la
conectividad entre el H-2 del azucar (5,32 ppm) y el carbonilo del &cido (165,53 ppm).

Los resultados obtenidos coinciden con la bibliografia consultada (lwagawa y col.,

1990).

Figura 3.84.- Quercetina-3-0O-p-D-xilésido

Tabla 3.40.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-3-D-xil6sido

B¢ H J
Atomo

3 ppm S ppm Hz
1’ 102,20  535(1H,d) 26
2 74,01 3,32
3 76,43 3,20
4 70,07 3,31
5’ 66,41 2,97
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Figura 3.85.- Quercetina-3-0O-f-D-glucdsido

Tabla 3.41.- Asignacion espectral para quercetina-3-O-B-D-glucosido

13C 1H J
Atomo

S ppm S ppm Hz
1’ 102,22 5,36 (1H, d) 7,3
2” 74,05 3,20
3” 76,43 3,23
4> 70,25 3,31
57 77,66 3,10
6"’ 61,22 3,36

En base a los resultados de las técnicas cromatograficas, la informacién obtenida del
HPLC-masa en cuanto a los iones moleculares y los patrones de fragmentacion, las
hidrélisis y los datos espectroscopicos se verifica la presencia de catequina, quercetina-
3-O-B-D-glucésido, quercetina-3-O-p-D-xildsido, quercetina-3-O-a.-L-
arabinopiranosido, quercetina-3-O-a-L-arabinofurandsido y quercetina-3-O-a-L-
ramnosido. Estos compuestos han sido previamente reportados en Ligaria cuneifolia
(Wagner, 1993; Varela y col., 2001). A diferencia de lo reportado por Soberén y col.
(2014), no se detectd rutina, quercetina-3-O-galactosido ni derivados glicosilados de

camferol.
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Los compuestos que se reportan por primera vez en Ligaria cuneifolia son glicésidos de
quercetina unidos a acido galico. Tal es el caso de quercetina-3-O-a-L-(2°’-O-galoil)-
arabinopiranosido, quercetina-3-O-o-D-(2°’-0O-galoil)-arabinofuranoésido, quercetina-3-

O-a-L-(2°’-0-galoil) ramnosido y quercetina-3-O-a-L-(3’’-O-galoil) ramnésido.

3.5. Actividad antioxidante
3.5.1. Autografia por TLC
Se realizé una corrida en distintos sistemas de la fraccion acetato de etilo obtenida a
partir de extracciones sucesivas, con distintas proporciones de metanol, sobre las hojas
de ejemplares provenientes de la provincia de San Juan. Posteriormente, se reveld con
NP para visualizar los compuestos o con DPPH o ABTS para visualizar los que tienen

capacidad antioxidante.

Figura 3.86.- Fraccion acetato de etilo (hoja-“MeOH combinado”) proveniente de San

Juan

Izquierda: revelado con NP y visualizacion con UV a 366 nm.
Centro: revelado con DPPH

Derecha: revelado con ABTS
Fase estacionaria: silica gel 60 F254
Fase mdvil: acetato de etilo-acido acético-acido formico-agua (100:11:11:26)
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Deteccion: UV 254 y 366 nm.
Revelador: NP y visualizacion UV 366 nm; DPPH 1 mg/ml; ABTS

Los compuestos atrapadores de radicales libres se observan como manchas amarillas
contra un fondo violeta, en el caso del DPPH y fondo verde, en el caso del ABTS. Esto
es consistente con la reaccion de los compuestos polifendlicos presentes en el extracto
con los reactivos reveladores. Es un método rapido y simple que permite estimar la
capacidad antioxidante total de una mezcla de compuestos y de sus componentes

individuales con buena sensibilidad (Lu y col. 2010; Zampini y col. 2010).

3.5.2. Métodos espectroscopicos

Se determina la capacidad antioxidante mediante los métodos de DPPH y ABTS en la
fraccion acetato de etilo proveniente de las muestras de San Juan, los extractos
metanolicos de las muestras de Catamarca y la muestra comercial de San Juan. Para
evaluar si existen diferencias significativas se aplica el test de comparaciones multiples

de Tuckey con un p < 0,05.
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3.5.2.1 DPPH

Tabla 3.42.- DPPH en ejemplares de L. cuneifolia

Muestra Capacidad
antioxidante
(umol Trolox/ g
extracto)
Promedio (n=5) +
ESM
MeOH
combinado-AE 481+19
MeOH
Hoia 100 %-AE 479+16
J MeoH 46,7 +1,7
Material 80 %-AE ol
San Juan colectado MeOH
449+19
Prosopis 50 %-AE
Geoffroea Tllo MeOH 02420
combinado-AE
Prosopis  Comercial Hoja MeOH 256+1,7
100 %
Geoffroea
Retama 9,8+1,3
Catamarca Algarrobo Material Planta MeOH 238+18
N colectado entera 100 %
Chafar 330418
Olivo 31,6+2,2

*ESM: error estandar de la media. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas

sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particion con acetato de etilo.

Los valores mas altos corresponden a la fraccion “MeOH combinado-AE”. No existen

diferencias significativas entre si para las fracciones acetato de etilo de las hojas de los

ejemplares provenientes de San Juan. La muestra comercial de San Juan presenta

valores intermedios y similares a los obtenidos para las muestras de Catamarca. Entre

las muestras de Catamarca no existen diferencias significativas, con la excepcion de los

ejemplares que crecen sobre “retama” cuyos valores son significativamente bajos.

Se aplica el test de Pearson a fin de evaluar los resultados obtenidos mediante el método

de DPPH y su correlacion con la determinacién del contenido de polifenoles.
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Tabla 3.43.- Coeficiente de correlacion Pearson (r) entre ensayos

Fenoles Flavonoides Taninos Acidos Taninos
totales totales condensados  hidroxicinamicos totales
DPPH 0,8693 0,7416 0,8549 0,8359 0,8639

Existe una correlacion entre los fenoles totales, los taninos condensados, los acidos

hidroxicinamicos y los taninos totales y es algo menor para el caso de los flavonoides

totales. Esto Gltimo puede explicarse debido a que los flavonoides constituyen un grupo

diverso cuya capacidad antioxidante varia ampliamente de acuerdo con

las

caracteristicas estructurales de los mismos, por ejemplo, la glicosilacién, la presencia de

grupos galoilo, entre otros (Yokozawa y col., 1998).

3.5.2.2. ABTS

Tabla 3.44.- ABTS en ejemplares de Ligaria cuneifolia

Muestra

(umol Trolox/ g

Capacidad antioxidante

extracto)
Promedio (n=5) +
ESM
MeOH
combinado-AE 16279 + 355
MeOH
Material Hoja 100 %-AE 14508 + 423
colectado MeOH
San Juan 80 %-AE 14648 £ 732
i MeOH
ectirees 15072 + 539
Geoffroea 50 %-AE
MeOH
Tallo ombinado-AE 11963 + 1141
Prosopis . ] MeOH
Geoffroeq  Comercial Hoja 100 % 11220 + 550
Retama 7229 + 459
Catamarca Algarrobo Material Planta MeOH 8321 + 307
- colectado entera 100 %
Chafar 11354 + 500
Olivo 9554 + 439

*ESM: error estandar de la media. AE: acetato de etilo. MeOH combinado-AE: extracciones sucesivas
sobre la misma muestra con MeOH 100 %, 80 % y 50 % y posterior particion con acetato de etilo

Los valores mas altos corresponden a la fraccidon acetato de etilo obtenida a partir de

extracciones sucesivas sobre hoja con distintas proporciones de metanol, mientras que
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el tallo presenta los valores mas bajos. Entre las muestras de Catamarca, los ejemplares
que crecen sobre retama presentan los valores mas bajos mientras que la muestra que
crece sobre “chafiar” presenta los valores mas altos del grupo y similares al tallo en la
fraccion acetato de etilo. La muestra comercial de San Juan también presenta valores
intermedios entre los dos grupos y similar a los resultados obtenidos para los ejemplares

que crecen sobre “chafiar”.

Se aplico el test de Pearson a fin de evaluar los resultados obtenidos mediante el método
de ABTS.

Se estudid la correlacién entre el contenido de fenoles totales, flavonoides totales,
proantocianidinas y taninos totales con los valores obtenidos de ABTS.

Tabla 3.45.- Coeficiente de correlacion Pearson (r) entre ensayos

Fenoles Flavonoides Taninos Acidos Taninos
totales totales condensados hidroxicinamicos  totales
ABTS 0,9111 0,7893 0,8064 0,8449 0,8144

Mediante la aplicacion del test de Pearson se determina que existe una correlacion
significativa para cada uno de ellos. La mejor correlacidn se observa para el ensayo de

fenoles totales.

Tanto para ABTS como para DPPH, la mejor correlacion se observa con el contenido de
fenoles totales y la mé&s baja, con los flavonoides totales. A su vez, los valores mas altos
de capacidad antioxidante para ambos métodos corresponden a la fraccion acetato de
etilo de las muestras provenientes de San Juan, lo cual se correlaciona con los resultados
del contenido de polifenoles. En cuanto a las muestras de Catamarca, los ejemplares que
crecen sobre ‘“‘chafnar” presentan los valores mds altos de capacidad antioxidante por
ABTS y DPPH y también en cuanto a fenoles totales, taninos condensados y totales.
Los ejemplares que crecen sobre “retama” registran los valores mas bajos de capacidad
antioxidante para ambos métodos, lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos

para taninos condensados Y totales.
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A su vez, se observa una correlacion significativa entre los métodos de ABTS y DPPH

Tabla 3.46.- Coeficiente de correlacion Pearson (r) entre ABTS y DPPH

ABTS

DPPH  0,8872

Figura 3.87.- Correlacion entre los ensayos de ABTS y DPPH
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3.5.3. Electroforesis capilar

Se utiliza la metodologia analitica desarrollada para el anélisis de los extractos. La
determinacion de la capacidad antioxidante se realiza sobre la base de los trabajos de
Helmja y col. (2007, 2008 y 2009). Se estudian distintas variables a fin de optimizar y
adaptar la metodologia a las muestras en estudio. En todos los casos, las

determinaciones se efecttan por triplicado.
Para probar el método, se trabaja inicialmente con una mezcla de testigos (catequina,

rutina, quercetina y acido galico) en concentracion 1 mg/ml y se prueba la reaccion con

DPPH en concentracion 2,5 mM. Los resultados se muestran en la tabla 3.47.
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Tabla 3.47.- Determinacion del porcentaje de no oxidado frente a 2,5 mM DPPH

Compuesto Porcentaje
no oxidado
Catequina 42,5
Rutina 51,9
Quercetina 15,7
Acido gélico 16,6

Los resultados obtenidos se encuentran en concordancia con la bibliografia en cuanto a
que la quercetina exhibe el mayor poder antioxidante por sus caracteristicas
estructurales, seguida del acido galico (Rice-Evans y col., 1996, Yokozawa y col., 1998)
Se acepta que la glicosilacion disminuye la capacidad antioxidante, por lo cual la rutina
registra un mayor porcentaje de no oxidacion. La catequina constituye la unidad
monomérica de los taninos condensados y exhibe un valor intermedio. Si bien la
quercetina tiene un nimero idéntico de grupos hidroxilo y en la misma posicion que la
catequina, también contiene el doble enlace 2,3 en el anillo C y la funcién 4-oxo, lo cual

le confiere un mayor poder antioxidante (Rice-Evans y col., 1996).

Figura 3.88.- Mezcla de testigos (0,1 mg/ml) frente a 2,5 mM DPPH
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Se trabajo con la fraccion “MeOH combinado-AE” de la hoja, proveniente de las

muestras colectadas en San Juan para optimizar la metodologia.

Las condiciones evaluadas se detallan en la tabla 3.48.

Tabla 3.48.- Variables estudiadas para la optimizacion del método

Concentracion extracto

(mg/ml)

Concentracién DPPH
(mM)

1,0;2,5;5,0y 10,0

0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,50;

5,00y 10,00

Condicion 1

Se trabajé con una concentracion fija de DPPH (0,50 mM) y concentraciones variables
del extracto (1,0 - 10,0 mg/ml)
El porcentaje no oxidado para cada compuesto se determina como la relacién entre el

area del pico correspondiente a la muestra intacta y la tratada con 0,50 mM de DPPH.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 3.49.

Tabla 3.49.- Determinacion del porcentaje no oxidado de cada compuesto a distintas

concentraciones del extracto y concentracion fija de DPPH (0,50 mM)

Porcentaje no oxidado

Compuesto
10,0 mg/ml 5,0 mg/ml 2,5 mg/mi 1,0 mg/ml

Catequina 80,8 48,9 31,9 ND
X1 76,1 38,7 12,0 ND
X2 79,2 36,0 13,0 ND
X3 61,1 40,0 12,5 ND
Q-3-O-glucésido 79,7 51,8 43,4 10,1
Q-3-O-xil6sido 70,7 53,3 20,6 ND
Q-3-O-ramnosido 71,3 62,5 46,4 15,2
Q-3-0O-a-furanésido 70,9 56,4 43,7 12,1
Q-3-0-a-piranosido 71,0 48,8 36,9 ND
X4 66,9 25,8 10,0 ND
QGG-1 52,9 35,6 17,0 ND
QGG-2 54,1 39,1 15,9 ND
X5 82,5 60,0 32,0 ND
QGG-3 52,0 42,4 22,5 ND

X: compuestos desconocidos menores; QGG: quercetina galoil glicosidos.
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Como puede observarse, con una concentracion de extracto de 1,0 mg/ml
practicamente todos los compuestos son oxidados. Con concentraciones superiores
es posible observar el distinto comportamiento de los compuestos. En general, se
observa que los galoil glicosidos de quercetina se oxidan mas que sus contrapartes
no galoiladas. Esto es congruente con el hecho de que la glicosilacion disminuye la
capacidad antioxidante en comparacion con la aglicona (quercetina) mientras que la
presencia de acido galico en la molécula, incrementa su potencial antioxidante (Peng
y col., 2003). Una posible explicacién atribuye a la glicosilacion una reduccion en el

namero de grupos hidroxilo libres o una disrupcién de la estructura orto-difendlica.

Por otra parte, la union del azlcar puede dificultar el acceso de la molécula
atrapadora de radicales libres al centro radicalario del DPPH (Yokozawa y col.,
1998).

A continuacion, se presentan los electroferogramas obtenidos para las distintas
concentraciones de la fraccidn acetato de etilo (hoja “MeOH combinado-AE”) frente
a una concentracion fija de DPPH (0,50 mM). Se indican los nombres de los
compuestos ya identificados (Q-3-O-G: quercetina-3-O-glucésido; Q-3-O-X:
quercetina-3-O-xilosido;  Q-3-O-R:  quercetina-3-O-ramnoésido;  Q-3-O-AF:
quercetina 3-O-arabinofurandsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-O-arabinopiranosido).
También se nombran los compuestos que han sido preliminarmente identificados
como galoil glicosidos de quercetina. Existen compuestos minoritarios desconocidos

(denominados con la letra x).
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Figura 3.89.- Fraccion “MeOH combinado-AE” de las hoja, proveniente de

ejemplares colectados en San Juan en distintas concentraciones frente a

concentracion fija de DPPH
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Q-3-0-G: quercetina-3-0O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xil6sido; Q-3-O-R: quercetina-3-0O-

ramnésido;

Q-3-O-AF: quercetina  3-O-arabinofurandsido;  Q-3-O-AP:  quercetina-3-O-

arabinopirandésido. QGG: galoil glicésidos de quercetina.

Condicion 2

Se trabajo con una concentracion fija del extracto (10,0 mg/ml) y concentraciones
variables de DPPH (0,10 — 10,00 mM)
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Tabla 3.50.- Determinacion del porcentaje no oxidado de cada compuesto a
concentracion fija del extracto (10,0 mg/ml) y concentracion creciente de DPPH (0,10
mM — 10,00 mM)

Porcentaje no oxidado

Compuesto
0,10 mM 0,25 mM 0,50 mM 1,00mM 2,50 mM 500mM 10,00 mM

Catequina 89,0 84,9 80,8 66,7 41,9 34,7 18,5
X1 90,0 85,3 76,1 72,5 64,6 55,8 2,5
X2 89,2 84,0 79,2 41,1 42,5 1,7 41
X3 88,3 80,0 61,1 54,5 43,8 24,9 2,2
Q-3-0-G 83,2 74,0 79,7 41,9 36,0 22,3 12,4
Q-3-0-X 86,1 74,6 70,7 40,5 30,2 10,4 8,9
Q-3-O-R 85,2 79,7 71,3 55,2 37,7 247 18,2
Q-3-O-a-f 87,1 73,3 70,9 53,8 42,2 27,6 19,6
Q-3-O-a-p 93,4 84,8 71,0 46,5 37,4 28,2 10,4
X4 90,1 83,2 66,9 55,8 42,1 27,3 9,1
QGG-1 89,3 76,8 52,9 30,5 22,2 12,9 3,1
QGG-2 86,7 95,9 54,1 28,1 17,3 10,5 2,7
X5 93,7 86,1 82,5 78,5 46,3 21,3 1,1
QGG-3 94,1 87,3 52,0 46,7 37,6 20,7 55

X: compuestos desconocidos menores; QGG: quercetina galoil glicésidos.
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Figura 3.90.- Fraccion “MeOH combinado-AE” de las hojas, proveniente de San

Juan en concentracion 10,0 mg/ml frente a concentracion variable de DPPH
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Q-3-0-G: quercetina-3-0O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xil6sido; Q-3-O-R: quercetina-3-0O-
ramndsido;  Q-3-O-AF: quercetina  3-O-arabinofurandsido;  Q-3-O-AP:  quercetina-3-O-
arabinopirandésido. QGG: galoil glicésidos de quercetina.

Puede observarse que al igual que en la condicion 1, los compuestos con &cido galico

exhiben mayor capacidad antioxidante que sus contrapartes glicosiladas.

Estudio comparativo

Se trabajo con las fracciones de acetato de etilo de las hojas y los tallos de los
ejemplares colectados en San Juan. Las fracciones fueron obtenidas a partir de
extracciones con distintas proporciones de metanol. Ademas, se trabajé con extractos
metanolicos provenientes de Catamarca y con la muestra comercial de San Juan. Se
utilizé una concentracion fija de extracto (10,0 mg/ml) y dos concentraciones de DPPH
0,50 mM y 2,50 mM). Las determinaciones se efectuaron por triplicado.
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Tabla 3.51.- Determinacion del porcentaje no oxidado de cada compuesto en la muestra

proveniente de San Juan, a una concentracion fija de extracto (10,0 mg/ml) y dos
concentraciones de DPPH (0,50 mM y 2,50 mM)

Porcentaje no oxidado

Hoja MeOH Hoja MeOH Hoja MeOH Hoja MeOH Tallo

combinado 100% 80%
Compuesto

0,50 2,50 0,50 2,50 0,50 2,50 0,50 2,50 0,50 2,50

mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
Catequina 80,8 419 83,3 35,3 86,5 37,2 85,1 44,1 84,7 43,3
X1 76,1 64,6 74,8 61,2 81,5 63,2 80,9 60,7 82,9 60,8
X2 79,2 42,5 73,9 51,3 80,9 48,5 83,4 50,2 81,3 49,7
X3 61,1 43,8 78,7 45,9 79,5 46,4 79,3 42,5 77,9 41,7
Q-3-0-G 797 360 80,6 394 837 413 792 409 823 398
Q-3-0-X 743 382 738 387 834 356 748 372 77,7 402
Q-3-O-R 74,7 37,7 77,6 41,2 82,1 38,3 78,3 42,5 77,9 41,7
Q-3-O-a-f 75,6 42,2 75,7 44,0 80,1 47,8 80,9 46,5 78,7 44,2
Q-3-O-a-p 748 374 76,6 403 762 395 796 432 816 418
X4 66,9 42,1 82,7 444 72,5 40,9 67,1 41,6 78,3 43,5
QGG-1 52,9 22,2 59,3 25,3 59,4 27,3 57,8 26,3 59,8 28,4
QGG-2 54,1 17,3 50,5 20,5 56,3 21,9 52,4 23,8 58,9 24,8
X5 82,5 46,3 69,6 47,2 70,2 48,4 56,3 44,2 74,3 45,7
QGG-3 52,0 17,6 56,4 20,3 59,7 20,3 59,3 22,9 55,2 21,8

Q-3-0-G: quercetina-3-O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xilésido; Q-3-O-R:
quercetina-3-O-arabinofuranosido;
arabinopiranésido. QGG: galoil glicsidos de quercetina.

ramnosido;

Q-3-0-AF:

Q-3-0-AP:

quercetina-3-O-
quercetina-3-0O-
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Figura 3.91.- Fraccion “MeOH combinado-AE” de las hojas, proveniente de San
Juan, en concentracion 10,0 mg/ml frente a dos concentracion de DPPH

(0,50 y 2,50 mM).
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Q-3-0-G: quercetina-3-0O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xil6sido; Q-3-O-R: quercetina-3-0O-
ramndsido;  Q-3-O-AF: quercetina  3-O-arabinofurandsido;  Q-3-O-AP:  quercetina-3-O-
arabinopiranésido. QGG: galoil glicésidos de quercetina. X1, X2, X3, X4 y X5: compuestos
minoritarios desconocidos.

Puede observarse que los derivados de glicésidos de quercetina unidos a géalico
exhiben mayor capacidad antioxidante que sus contrapartes. La catequina tiene un
comportamiento intermedio. Los valores obtenidos son semejantes entre las
fracciones acetato de etilo de las hojas y los tallos obtenidas a partir de distintas

proporciones de metanol.

En la figura 3.92 se observa la comparacion entre las fracciones acetato de etilo. Los

perfiles son similares.

209



Figura 3.92.- Analisis comparativo de las fracciones acetato de etilo de las muestras
provenientes de San Juan en concentracion 10,0 mg/ml frente a dos concentraciones
de DPPH (0,50 y 2,50 mM).
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De izquierda a derecha: Hoja MeOH; Hoja MeOH 80 %; Tallo; Hoja MeOH 50%.

Q-3-0-G: quercetina-3-0O-glucoésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xilésido; Q-3-O-R: quercetina-3-0O-
ramndsido; Q-3-0O-AF: guercetina-3-O-arabinofurandsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-0O-
arabinopiranésido. QGG: galoil glicésidos de quercetina. X1, X2, X3, X4 y X5: compuestos
minoritarios desconocidos.

En las muestras correspondientes a Catamarca y la muestra comercial de San Juan, los
compuestos han sido preliminarmente identificados de acuerdo con la coincidencia con

testigos en tiempos de migracion y espectros.
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En el caso de los extractos metandlicos, se trabaja con una concentracion de 20,0

mg/ml.

Tabla 3.52.- Determinacion del porcentaje no oxidado de cada compuesto en las
muestras provenientes de Catamarca y la muestra comercial de San Juan, a una
concentracion fija de extracto (20,0 mg/ml) y dos concentraciones de DPPH (0,50 mM
y 2,50 mM)

Porcentaje no oxidado

San Juan Chafiar Algarrobo Olivo Retama

Compuesto 0,50 2,50 0,50 2,50 0,50 2,50 0,50 2,50 0,50 2,50
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM

Catequina 91,7 | 36,4 | 853 43,5 69,3 | 42,2 82,5 39,2 74,8 ND

X1 891 | 184 | 817 | 735 | 522 | 435 | 602 | 229 | -~ | -
X2 e | | 624 | 252 | 773 | 575 | 727 | 192 | - | —
X3 e | 701 | 613 | 323 | 51 | - | -

Q-3-0-G 736 | 432 | 756 | 466 | 630 | 439 | 674 | 289 | 576 | ND
Q-3-0-X 625 | 401 | 639 | 31,8 | 696 | 382 | 73,2 | 348 | 429 | ND
Q-3-0-R 815 | 382 | 736 | 437 | 702 | 480 | 657 | 30,8 | 552 | ND
Q-3-0-af | 799 | 390 | 678 | 391 | 720 | 21,8 | 71,7 | 283 | 50,3 | ND
Q3-0-ap | 778 | 389 | 729 | 387 | 644 | 449 | 655 | 139 | 53,6 | ND
X4 691 | 123 | - | - | -

QGG-1 585 | 150 | 562 | 16,6 | 57,7 | 159 | 63,9 | 183 | 123 | ND
QGG-2 535 | 163 | 585 | 250 | 57,9 | 127 | 61,1 | 222 | 103 | ND
X5 e | - | 601 | 154 | - | -
QGG-3 59,7 | 212 | 601 | 222 | 61,1 | 110 | 61,7 | 250 | 147 | ND

Q-3-0-G: quercetina-3-O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xilésido; Q-3-O-R: quercetina-3-O-
ramndsido; Q-3-O-AF: quercetina-3-O-arabinofuranosido; Q-3-0O-AP: quercetina-3-0O-
arabinopiranosido. QGG: galoil glicésidos de quercetina. X1, X2, X3, X4 y X5: compuestos
minoritarios desconocidos.

Los electroferogramas de los ejemplares provenientes de Catamarca que crecen sobre

diferentes hospedantes y la muestra comercial de San Juan se presentan a continuacion.
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Figura 3.93.- Extracto metanolico de la muestra comercial de San Juan en

concentracion 20,0 mg/ml frente a dos concentraciones de DPPH (0,50 y 2,50 mM)
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Q-3-0-G: quercetina-3-0O-glucésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xil6sido; Q-3-O-R: quercetina-3-0O-
ramndsido;  Q-3-O-AF:  quercetina-3-O-arabinofurandsido;  Q-3-O-AP:  quercetina-3-O-
arabinopirandsido. QGG: galoil glicosidos de quercetina. X1: compuestos minoritarios desconocidos.
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Figura 3.94.- Extractos metandlicos de las muestras provenientes de Catamarca, en
concentracion 20,0 mg/ml frente a dos concentraciones de DPPH (0,50 y 2,50 mM)

sobre distintos hospedantes.
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De izquierda a derecha: “olivo”; “algarrobo”; “retama”, “chafar”.

Q-3-0-G: quercetina-3-0O-glucoésido; Q-3-O-X: quercetina-3-O-xilésido; Q-3-O-R: quercetina-3-0O-
ramndsido; Q-3-0O-AF: guercetina-3-O-arabinofurandsido; Q-3-O-AP: quercetina-3-0O-
arabinopirandsido. QGG: galoil glicésidos de quercetina. X1, X2, X3, X4, X5: compuestos
minoritarios desconocidos.

Se observa que los compuestos glicosilados tienen proporcionalmente, menor poder

antioxidante que aquellos que contienen acido galico en su estructura (Peng y col.,

2003). La catequina presenta un comportamiento relativamente similar a los de los

glicosidos. A su vez, entre los glicdsidos, no se observan diferencias significativas.
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3.5.4. Ensayos ex vivo
Se trabajo sobre la fraccion acetato de etilo de las hojas provenientes de ejemplares
colectados en San Juan. Las fracciones se obtuvieron a partir de extracciones sucesivas

con metanol y metanol-agua, en distintas proporciones.

3.5.4.1. Homogeneizados de tejido

Se realizan dos ensayos para estudiar la capacidad antioxidante de la fraccion acetato de
etilo (EAF) como inhibidor de la peroxidacion lipidica: a) niveles de TBARS
(sustancias reactivas al cido tiobarbitarico) inducidos por ter-butil-hidroperoxido en
homogeneizados de higado de rata y b) QL (quimioluminiscencia) emitida debido a la
auto-oxidacion de homogeneizados de cerebro de rata. El ensayo de TBARS es una
medida indirecta del dafio oxidativo a los lipidos y puede ser empleado para determinar
el grado de peroxidacion lipidica que sufre un tejido (Fraga y col., 1998). La QL debida
a la auto-oxidacion es un indicador util de la extension de los procesos de peroxidacion

lipidica (Boveris y col., 1980).

En el ensayo de inhibicion de la produccion de TBARS, las muestras de tejido fueron
incubadas con ter-butil-hidroperdxido (3 mM) y concentraciones crecientes de EAF por
60 minutos a 37 °C. Luego del periodo de incubacion, los TBARS fueron extraidos con

n-butanol y determinados por fluorescencia.

La emisién de QL en las muestras de cerebro es medida en un contador de centelleo
liqguido luego de una incubacion de 60 minutos a temperatura ambiente, con

concentraciones crecientes de EAF.

La inhibicion de la produccién de TBARS en homogeneizados de higado de rata y de la
auto-oxidacion de homogeneizados de cerebro de rata muestra valores de 1C50 de 14,5
y 0,27 /mL de EAF, respectivamente (Figuras 3.95 y 3.96). Ambos valores son
relativamente bajos e indican que la EAF es un eficiente antioxidante si se compara con
compuestos polifenolicos puros analizados en similares condiciones (Rufer y col.,
2006). La diferencia entre ambos valores de IC50 puede deberse a la alta sensibilidad
del método de QL (Lissi y col., 1986).
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Figura 3.95.- Inhibicién de la oxidacion fosfolipidica en homogeneizados de higado de

rata por la fraccion acetato de etilo (EAF)
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Figura 3.96.- Inhibicién de la auto-oxidacion en homogeneizado de cerebro de rata por

la fraccion acetato de etilo (EAF)
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Se observa que la EAF es capaz de inhibir la produccion de TBARS iniciada por ter-

butil-hidroperoxido y la QL debida a la auto-oxidacion.
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3.5.4.2. Inhibicién de dafio al ADN inducido por H,0;

El ensayo del cometa es utilizado para evaluar la capacidad de la fraccion EAF de
inhibir el dafio al ADN. Se emplea H,O, como inductor del dafio oxidativo al ADN.
Cuando éste se incuba con las células se observa un aumento en la longitud del cometa
que disminuye cuando se realiza el tratamiento previo con EAF. Las células sanguineas
mononucleares son incubadas durante 3 horas a 37 °C con concentraciones crecientes
de EAF. Luego, las muestras son incubadas con H,O; (50 uM) durante 30 minutos a 4
°C a fin de inducir el dafio oxidativo al ADN. Se usa agua destilada (dH,O) como
control negativo. Como se muestra en la figura 3.97, la incubacion con la EAF
disminuye significativamente el largo de la cola del cometa en cada concentracion

ensayada, en comparacion con el control positivo (0 ng/mL EAF).

Figura 3.97.- Inhibicion del dafio al ADN inducido por H,O; por la fraccion acetato de

etilo (EAF), evaluada por el ensayo del cometa
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3.5.5. Inhibicién de la QL in vivo en piel

Se acepta que la luz UVA (320 - 380 nm) ha estado involucrada en muchas de las
consecuencias de la exposicién de los animales a la luz, incluyendo la carcinogénesis y
el envejecimiento (Ichihashi y col., 2003). Las especies reactivas del oxigeno y el estrés
oxidativo causados por UVA han sido reconocidos como participantes en estas
condiciones patoldgicas en la piel (Sander y col., 2004). En reportes previos, la QL in
vivo en tiempo real ha sido utilizada para analizar el estrés oxidativo producido en la

piel por la exposicion a la radiacion UVA (Evelson y col., 1997; Yasui y col., 2006).
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Incrementos en la QL in vivo reflejan un incremento de la concentracion intracelular en
estado estacionario de especies excitadas del oxigeno y la ocurrencia del estrés
oxidativo (Boveris y col., 1980). Las mediciones de QL in vivo son no invasivas, no
destructivas y organo especificas y, en consecuencia, son adecuadas para evaluar el
efecto de aplicaciones tdpicas de antioxidantes y agentes fotoprotectores. Como se ha
hecho previamente con a-tocoferol y B-caroteno (Evelson y col., 1997), la EAF se
evalud en este modelo para establecer el rol como antioxidante in vivo. La superficie
dorsal de los ratones fueron irradiadas con UVA por 30 minutos (dosis total: 7,5 J/m2).
El efecto de la aplicacion tépica con EAF (10 % P/V) sobre la QL in vivo se determind
usando etanol como vehiculo. Controles apropiados con el vehiculo no mostraron

efectos del solvente sobre la QL de la piel del raton, con o sin irradiacion.

Figura 3.98.- Inhibicion in vivo de la QL en la piel irradiada con UVA por la fraccion

acetato de etilo (EAF) de Ligaria cuneifolia
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Como se muestra en la figura 3.98, la aplicacion topica con la EAF (10 % P/V) produjo
un decremento del 38 % en la QL en la piel luego de 30 minutos de irradiacion con
UVA, lo cual indica que la EAF de L. cuneifolia no solo es eficiente en condiciones in
vitro y ex vivo, sino que también puede aliviar el estrés oxidativo in vivo producido por
la exposicion a UVA. Efectos similares se habian logrado con antioxidantes probados

tales como el a-tocoferol y B-caroteno (Evelson y col., 1997).

217



4. DISCUSION FINAL

4.1 Aspectos generales

El creciente desarrollo de la medicina tradicional y consecuentemente, del uso de las
drogas vegetales, incrementa la preocupacién acerca de la calidad y seguridad de dichos
productos. Es por ello que la Organizacion Mundial de la Salud y otras agencias
regulatorias tales como la Agencia de drogas y alimentos de los Estados Unidos (FDA:
Food and drug administration) y la agencia europea de medicamentos (EMA: European
Medicines Agency) iniciaron programas con el fin de establecer pardmetros que
permitan confeccionar guias para el control de calidad. El control de calidad de los
productos naturales es de extrema importancia ya que la efectividad de las drogas
vegetales depende de la concentracion de ciertos componentes activos que ellos
contienen. Sin embargo, la concentracién de los principios activos se ve afectada por
numerosos factores, tales como, el clima, las condiciones de cultivo, la época de
recoleccion, el secado, el almacenamiento, entre otros. Debido a ello, las

concentraciones pueden variar y de esta manera, la efectividad del producto.

Actualmente, el control de calidad y la seguridad de las drogas vegetales y las
medicinas tradicionales estan basados en estdndares de calidad establecidos en las
correspondientes monografias publicadas por los organismos regulatorios, por ejemplo,
la Farmacopea Europea (Ph. Eur.), Farmacopea de Estados Unidos (USP) y frente a las
cuales el producto debe cumplir. La identificacién y el control de calidad se establecen
mediante el andlisis macro y microscopico y el uso de compuestos marcadores. Sin
embargo, el uso de marcadores puede no ser siempre adecuado debido a la falta de
compuestos quimicos Unicos y a los efectos sinérgicos entre sus componentes. Para
superar estos inconvenientes, la OMS acept6 el uso del fingerprint como metodologia
para la evaluacion de los productos naturales. El fingeprint puede definirse como un
perfil caracteristico que refleja la compleja composicion quimica de la muestra
analizada y que puede obtenerse por la combinacion de técnicas espectroscopicas,
cromatograficas y electroforéticas. Mientras que las técnicas espectroscopicas se
realizan sobre la muestra entera, las técnicas cromatograficas y electroforéticas son mas

informativas.
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Un gran desafio se plantea en aquellos casos donde no existe una monografia para la
droga vegetal y en consecuencia, deben establecerse pautas para un efectivo control de
calidad. En este sentido, la aplicacion de un analisis por fingeprint representa una
estrategia adecuada y viable. Tal y como se ha mencionado en la introduccion, L.
cuneifolia es considerada el sustituto del muérdago europeo y se le han atribuido
numerosas propiedades farmacologicas, es ampliamente utilizada en medicina popular y
es por ello que se hace indispensable establecer un efectivo control de calidad por medio

de la generacion de fingerprints.

4.2. Obtencién de los extractos

La investigacion se centrd sobre los ejemplares recolectados en la provincia de San
Juan, sobre hospedantes tales como Prosopis spp y Geoffroea decorticans, ademas de
una muestra comercial. En forma complementaria, se han evaluado ejemplares de la
provincia de Catamarca en hospedantes tales como Olea europaea (“olivo”), Geoffroea
decorticans (“chafiar”), Retama sp (“retama”) y Prosopis sp (“algarrobo”) con fines

comparativos para establecer un perfil fitoquimico caracteristico.

Las partes utilizadas para la obtencion de los extractos son las hojas y los tallos jévenes
herbaceos. Dado que son las hojas las usadas tradicionalmente, son objeto de un estudio
mas exhaustivo, por lo que se analizaron diferentes combinaciones de metanol agua
(metanol 100 %, 80 % y 50 %, solos o asociados). En el caso del tallo, se utilizo la
combinacion de los extractos metandlicos. Luego de la eliminacién de la fase organica,
se procedio a la particidn con acetato de etilo y butanol. El estudio se baso en la fraccién
acetato de etilo ya que tiene la mayor concentracion de flavonoles. La fraccion
butandlica, mas rica en proantocianidinas de alto peso molecular, serd objeto de estudios
posteriores. La investigacion principal asi como el aislamiento e identificacion de los

compuestos se realiz6 sobre la muestra procedente de San Juan.

Como es de esperar, los mejores rendimientos se obtuvieron de la combinacion de los

solventes ya que con esto se logra un agotamiento del material.

En las muestras de Catamarca se trabajo sobre la planta entera y se analizé el extracto

metanolico al 100 %.
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4.3. Determinacion del contenido de polifenoles

En cuanto al contenido de fenoles totales, los valores mas altos correspondieron a las
fracciones acetato de etilo provenientes de las muestras de San Juan. Esto es esperable
ya que la particion con acetato de etilo produce un enriquecimiento en los compuestos
de interés. El rango de valores se encuentra entre 53,8 y 59,8 mg acido galico /100 mg
extracto, correspondientes a las muestras “MeOH combinado-AE” de tallo y “MeOH
combinado-AE” de hoja, respectivamente. Como se observa en la tabla 3.2, la fraccion
obtenida a partir del agotamiento de la hoja por sucesivas extracciones con distintas
proporciones de metanol presentd el resultado méas elevado del grupo. La muestra
comercial de San Juan presentd resultados intermedios (32,1 mg acido galico/100 mg
extracto). En cuanto a las muestras de Catamarca, si bien no hay diferencias
significativas entre las distintas muestras, en los ejemplares que crecen sobre “chafar”

se registraron los valores mas altos (21,0 mg acido galico/100 mg de extracto).

En la determinacion de taninos condensados (0 proantocianidinas) se observaron valores
significativamente bajos para los ejemplares que crecen sobre “retama” (0,07 A/ mg
extracto). En el resto de las muestras provenientes de Catamarca, el rango de valores se
encuentra entre 0,36 A/ mg extracto (para el ejemplar que crece sobre “olivo”) y 0,47
A/mg extracto (para el ejemplar que crece sobre “chafiar”). Las fracciones acetato de
etilo de hoja registraron los resultados mas elevados. Entre ellas, a medida que la
proporcion acuosa del solvente de extraccion se incrementa, también lo hacen los
valores (0,50 A/mg de muestra para metanol 100 % vs 0,59 A/mg de muestra para
metanol 50%). Como es esperable, la fraccion “MeOH combinado-AE” de hoja
presento los valores mas altos (0,67 A/mg extracto). La fraccion “MeOH combinado-
AE” de tallo (0,43 A/mg extracto) registro valores similares a la muestra comercial de
San Juan (0,42 A/mg extracto).

En lo que respecta a los flavonoides totales, la tendencia que se verifica es la de valores
mas altos para las fracciones acetato de etilo (entre 6,7 mg rutina/100 mg extracto para
la muestra de hoja-“MeOH 50%” y 8,5 mg rutina/100 mg extracto para la muestra hoja
“MeOH-combinado). Entre las muestras de Catamarca, destaca la correspondiente a

“retama”, que triplica los valores respecto al mismo grupo (3,5 mg rutina/100 mg
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extracto para el ejemplar que crece sobre “retama” mientras que el resto se encuentra
entre 1,2 mg rutina/100 mg extracto para los ejemplares que crecen sobre “olivo” y 1,5
mg rutina/100 mg extracto para los ejemplares que crecen sobre “chafiar’). La muestra
comercial de San Juan registra valores similares a los de las muestras de Catamarca (1,1

mg rutina/100 mg extracto).

Es notoria la diferencia entre las fracciones acetato de etilo y los extractos metandlicos
en el caso de la determinacién de acidos hidroxicindmicos para el cual la diferencia es
10 a 1, respectivamente (16,4 mg &cido clorogenico/100 mg extracto para la fraccion
“MeOH combinado-AE” de hoja y 1,6 mg acido clorogénico/100 mg extracto para el
ejemplar que crece sobre “retama”, que registrd los valores mas altos dentro del grupo
perteneciente a Catamarca). Los valores mas altos entre los extractos metanolicos
correspondieron a la muestra comercial de San Juan (2,1 mg acido clorogénico/100 mg
extracto).

Los ejemplares de Catamarca que crecen sobre “chafiar” y “olivo” presentan los valores
significativamente mas elevados de taninos totales, entre los extractos metanolicos (11,9
mg acido galico/100 mg extracto y 11,4 mg acido galico/100 mg extracto,
respectivamente). Los ejemplares que crecen sobre “retama” presentaron los valores
mas bajos (1,6 mg acido galico/100 mg extracto). La muestra comercial de San Juan
presentd valores intermedios (8,1 mg acido galico/100 mg extracto) entre los ejemplares
de Catamarca y las fracciones acetato de etilo de las muestras provenientes de San Juan.
Las fracciones acetato de etilo registraron los valores mas elevados (entre 12,1 mg cido
galico/100 mg extracto para la muestra de tallo y 14,0 mg &cido galico/100 mg extracto
para hoja “MeOH combinado-AE”).
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4.4. Estudio de los flavonoides

4.4.1. Cromatografia en capa delgada (TLC)

4.4.1.1. Flavonoles

Glicosidos de flavonoles

Se realiz6 un estudio con el fin de obtener el perfil de los extractos y explorar los
potenciales compuestos de interés cuya identidad fue luego confirmada por técnicas
complementarias. Este estudio también permitié identificar estrategias de aislamiento.
Ademas, se efectud un estudio comparativo entre las muestras provenientes de San Juan

y las de Catamarca.

Se llevo a cabo una evaluacion del perfil de los glicésidos de flavonoles a través de
distintos sistemas. En todos ellos, pudo observarse la presencia de compuestos del tipo
orto-difendlicos, consistente con la presencia de glicosidos de quercetina. En el caso de
la fraccion acetato de etilo obtenida a partir de las hojas por extracciones sucesivas con
metanol, se realiz6 una corrida frente a testigos sobre la fase estacionaria silica gel F254
y se us6 como fase mdvil acetato de etilo-acido acético-acido férmico-agua
(100:11:11:26). Por coincidencia de Rf, pudo preliminarmente determinarse la presencia
de quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-xilésido, quercetina-3-O-
arabinopiranosido, quercetina-3-O-arabinofurandsido y quercetina-3-O-ramnosido.
Estos hallazgos son consistentes con investigaciones previas (Wagner, 1993; Varela y
col., 2001). A diferencia de lo reportado por Soberdn y col. (2014) no se detecto la
presencia de rutina, quercetina-3-O-galactésido ni glicésidos de camferol. Se observd
también la presencia de compuestos desconocidos. Por otro lado, los extractos de

Catamarca presentaron un perfil similar a las muestras de San Juan.

A partir de los sistemas ensayados se definio la estrategia de aislamiento mas apropiada.
Se trabajé sobre la fraccion acetato de etilo proveniente de las muestras de San Juan,
obtenida a partir del agotamiento de las hojas por extracciones sucesivas con metanol en
distintas proporciones. Se utilizd la cromatografia descendente en papel y una
combinacion de fases moviles consistentes en una corrida inicial en butanol-acido
acetico-agua (6:1:2) y posteriores en acido acético al 15 %. Es asi que se obtuvieron
cuatro bandas (1F1, 1F2, 2F2 y 3F2) las cuales fueron objeto de estudios posteriores.

De forma preliminar y por comparacion con el Rf de los correspondientes testigos se

puedo observar lo siguiente (tabla 4.1.):
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Tabla 4.1.- Compuestos preliminarmente identificados en las bandas purificadas

1F1 1F2 2F2 3F2
Compuestos  Compuesto Compuesto Q-3-0-glucosido Q-3-O-ramnosido
desconocido desconocido Q-3-0O-xil6sido
(mayoritario) (mayoritario) Q-3-O-arabinopirandésido

Q-3-O-arabinofurandsido
Q-3-O-ramnésido
Compuestos
desconocidos

Posteriormente, se realizo el tratamiento acido para evaluar la aglicona, el azucar y el

acido galico.

Aglicona

En todos los sistemas ensayados, se verificd la presencia de quercetina como Unico
aglicon, por coincidencia con el Rf del testigo de quercetina. Esto es consistente con
investigaciones previas (Wagner, 1993; Fernandez y col., 1998; Varela y col., 2001) y
con la informacion preliminar surgida del analisis de la fraccidn acetato de etilo frente a

testigos en distintos sistemas.

Azucar

Los azlcares encontrados para cada banda en los distintos sistemas ensayados son
consistentes con los correspondientes glicdsidos de flavonoles detectados frente a
testigos. Esto también es consistente con la bibliografia (Wagner, 1993; Fernandez y

col., 1998; Varela y col., 2001). Son los siguientes:

e 1F1: ramnosa, como azUcar principal
e 1F2: ramnosa, como azucar principal
e 2F2:ramnosa, arabinosa, glucosa y xilosa

e 3F2: ramnosa
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Acido galico

La presencia de &cido galico se estudié en los hidrolizados de las bandas purificadas. En
el sistema cromatografico ensayado se detectd en las bandas 1F1, 1F2 y 2F2. Debe
tenerse en cuenta que los compuestos mayoritarios presentes en las bandas 1F1 y 1F2
son desconocidos pero consistentes con la presencia de un anillo orto-difendlico y
tienen quercetina como unico aglicon. Es presumible entonces inferir que puede tratarse
de un glicosido unido a acido gélico.

En la tabla 4.2 se resume la informacién obtenida del andlisis de los hidrolizados.

Tabla 4.2.- Compuestos presentes en los hidrolizados de las bandas purificadas

1F1 1F2 2F2 3F2
Aglicona Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina
Acido galico Presente Presente Presente Ausente
Azlcares Ramnosa (principal) Ramnosa (principal) Ramnosa Ramnosa
Arabinosa
Glucosa
Xilosa

4.4.1.2. Taninos condensados (0 proantocianidinas)

La presencia de taninos condensados (o proantocianidinas) en los extractos y las
fracciones obtenidas a partir de las hojas y los tallos herbaceos de Ligaria cuneifolia se
evidencia por la presencia de manchas de color rojo en los cromatogramas, en los

distintos sistemas ensayados, al ser tratados con el reactivo vainillina clorhidrico.

Se realiz6 un estudio de esos compuestos por medio de distintos sistemas
cromatograficos y frente a testigos de catequina y procianidina B2 (dimero). En todos
ellos, se verificd la presencia de catequina, en importante concentracion y otros
compuestos menores. Se observé también la presencia de proantocianidinas de alto peso
molecular. Esto también fue verificado previamente (Wagner, 1993; Fernandez y col.,
1998; Varela y col., 2001).

Entre las muestras provenientes de Catamarca también se verificd la presencia de
catequina y de proantocianidinas de alto peso molecular. Cabe destacar que en el caso

de los ejemplares que crecen sobre “retama”, la concentracion de taninos condensados
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parece ser significativamente menor comparado con el resto del grupo. Esto es
consistente con los bajos valores informados para el ensayo de taninos condensados
determinados por los métodos espectroscopicos (0,07 A/mg extracto).

En lo que respecta a las bandas purificadas, se detecta la presencia de catequina

Unicamente en la 3F2.

4.4.2. Electroforesis capilar

Desarrollo del método

El buffer borato ha sido ampliamente utilizado para el andlisis de los flavonoides dada
su capacidad de formar complejos con los grupos cis-diol, a través de sus dos grupos
OH. Si bien la relacion carga/peso molecular es determinante de la movilidad
electroforética, la capacidad del borato de formar complejos puede, adicionalmente,
modificar la migracion (Marchart y col., 2003b). Se forman complejos moviles,
cargados, de anillos de 5 miembros (con los grupos 1,2-diol) y de 6 miembros (con los
grupos 1,3-diol) (Schmitt-Kopplin y col., 1998). Se trabajé entonces con un rango de
molaridad de entre 20 y 30 mM y un pH entre 7 y 9. Como la formacion del complejo
se ve favorecida a pH alto, se decidi6 trabajar con un pH superior a 7. Se obtiene asi una
buena capacidad buffer con un amperaje bajo. Si bien esto mejoraba la resolucion de los
compuestos en estudio, no se logré una completa separacion. En algunos casos, en
especial para los compuestos con estructura similar pero diferente lipofilicidad, el uso
de las micelas representa una ventaja ya que el comportamiento electroforético de los
analitos se ve afectado por mas factores, en comparacién con la electroforesis zonal, los
cuales pueden ser apropiadamente manipulados y optimizados (concentracién del
surfactante, agregado de un modificador orgénico, entre otros) (Ja¢ y col., 2006). Se
evalud entonces la aplicacion de un sistema micelar, mediante el uso de SDS 50 mM y
pH 8,3 (este pH resultd 6ptimo, tal como lo indica Pietta y col., 1994). Se buscé en este
caso, no s6lo separar los analitos por su movilidad electroforética, sino también,
establecer un equilibrio de particion con la micela que resultara en una mejora de la
resolucion. Se observé que el sistema respondié mejor que la electroforesis zonal. Se
decidié entonces el uso del sistema micelar y se evaluaron mejoras mediante el uso de
aditivos. En este sentido, se ensayaron ciclodextrinas de distinto tipo, nativas y
modificadas, neutras y cargadas, en distintas concentraciones y combinaciones. Las
ciclodextrinas son ampliamente utilizadas como selectores quirales y dado que entre los

analitos a resolver se encuentran la catequina y la epicatequina, resultaron una opcion

225



apropiada. Los mejores resultados se obtuvieron con la f-CD en concentracion 5 mM.
Dado que las CD son también capaces de ejercer un reconocimiento selectivo por un
mecanismo no quiral (Escuder-Gilabert y col., 2014), el agregado de una segunda
ciclodextrina, la B-CD sulfatada, resulté en una significativa mejora de la resolucion.
También se estudié el uso de modificadores organicos, solos o en combinacién. Los
mejores resultados se asociaron a la utilizacion de metanol 10 %. Se ensayaron
asimismo distintas condiciones de corrida tales como voltaje, volumen de inyeccion,
aplicacion de presion y temperatura. Se trabajo a dos longitudes de onda, a saber: 255
nm para los glicésidos de flavonoles y 280 nm para los taninos condensados (o

proantocianidinas).

Validacion

Una vez que se optimiz6 el método, se procedié a su validacion, de acuerdo con el
enfoque habitualmente utilizado para compuestos naturales. Los pardmetros estudiados
consistieron en el limite de deteccion y la cuantificacion (LOD y LOQ,
respectivamente), precision en el dia y entre dias y la linealidad. Los resultados
obtenidos para cada uno de estos ensayos fueron altamente satisfactorios, considerando
la complejidad de los extractos vegetales en los cuales es deseable detectar multiples
analitos. Los limites de deteccidn reportados en la literatura varian entre 0,01 — 6,00
ug/ml en general, dependiendo del tipo de flavonoide, la longitud de onda de trabajo, la
seccidn interna del capilar y la naturaleza del buffer de corrida y el pH (Gotti y col.,
2011). Debido a que el contenido de los flavonoides en los extractos es relativamente
alto, la sensibilidad de deteccion no representd un desafio inmediato. EI método
optimizado permitid la deteccion de 10 analitos y los resultados de la precision de las
areas de los picos (entre 1,6 y 3,2 % RSD, dependiendo del compuesto) y de la
precision asociada al tiempo de migracion (entre 0,2 y 0,7 % RSD, dependiendo del
compuesto) fueron ampliamente satisfactorios, como asi también los obtenidos para el
ensayo de linealidad (r* entre 0,9923 y 0,9978), El método desarrollado, en
consecuencia, resultd apto para el analisis de los compuestos de interés y permitié la
deteccion simultanea de los glicosidos de flavonoles y los taninos condensados.
Ademas, representd una ventaja respecto al HPLC convencional por su simplicidad,
bajo costo, menores requerimientos de muestra, tiempos de analisis reducidos y menor

uso de solventes organicos (bajo impacto ambiental).
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Aplicacion

Glicésidos de flavonoles y taninos condensados (o proantocianidinas)

Se procedio al andlisis de las fracciones acetato de etilo de las muestras provenientes de
San Juan y los extractos metanélicos de Catamarca y la muestra comercial de San Juan
con el objetivo de desarrollar el fingerprint o los “patrones cromatograficos” para cada
uno de ellos. Se realizé la corrida frente a testigos. Por coincidencia de tiempos de
migracion, co-cromatografia y comparacion de espectros se concluyd preliminarmente
que para la fraccion acetato de etilo (“MeOH combinado™) proveniente de las muestras
de San Juan los compuestos presentes en las muestras son quercetina-3-O-glucésido,
quercetina-3-0-xilosido, quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina-3-O-
arabinofurandsido, quercetina-3-O-ramndsido y catequina. Se observo también 3

compuestos mayoritarios desconocidos que se denominan XR1, XR2 y XR3.

Se observaron perfiles similares para las fracciones acetato de etilo de las muestras de
San Juan, obtenidas a partir de extracciones con distintas proporciones de metanol-agua.
Los perfiles de las hojas y los tallos herbaceos son también semejantes, con leves
variaciones cuantitativas. La muestra comercial de San Juan es también similar al resto
de las muestras de la misma region. En cuanto a las muestras provenientes de
Catamarca, sobre distintos hospedantes, se observan perfiles similares entre si y al de
las muestras de San Juan. Preliminarmente, podria suponerse la presencia de quercetina-
3-O-glucésido, quercetina-3-O-xilésido, quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina-
3-O-arabinofuranosido, quercetina-3-O-ramndsido y catequina.

Un resumen de la informacion obtenida puede verse en la tabla 4.3.

Tabla 4.3.- Compuestos preliminarmente identificados en las muestras provenientes de
San Juan y Catamarca
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San Juan Catamarca
Fracciones acetato de etilo Extracto Extractos metanolicos
metandlico
Hoja Tallo Hoja Planta entera
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH  Muestra Retama  Algarrobo Chanar Olivo
comb 100% 80% 50 % Comb comercial
Quercetina-3-0O-glucdsido Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G Q-3-0-G
Quercetina-3-O-xilésido Q-3-0-X Q-3-0-X | Q-3-0-X Q-3-O-X | Q-3-0-X
Quercetina-3-O-arabinopirandsido Q-3-O-AP Q-3-O-AP | Q-3-O-AP Q-3-O-AP | Q-3-0O-AP
§ Quercetina-3-O-arabinofuranésido Q-3-O-AF Q-3-O-AF | Q-3-O-AF Q-3-O-AF | Q-3-O-AF
%_ Quercetina-3-O-ramnosido Q-3-O-R Q-3-O-R Q-3-O-R Q-3-0O-R Q-3-0O-R
(cEj XR1 XR1 XR1 XR1 XR1 XR1
XR2 XR2 XR2 XR2 XR2 XR2
XR3 XR3 XR3 XR3 XR3 XR3
Catequina Catequina Catequina | Catequina Catequina | Catequina

MeOH comb: metanol combinado; Q-3-O-G: quercetina-3-O-glucésido;

Q-3-0O-X: quercetina-3-O-

xilosido; Q-3-O-AP: quercetina-3-O-arabinopirandsido; Q-3-O-AF: quercetina-3-O-arabinofurandsido;

Q-3-0-R: quercetina-3-O-ramndsido; XR1, XR2 y XR3: compuestos desconocidos.

Las cuatro bandas que se obtuvieron a partir de la purificacién por cromatografia en

papel de la muestra “MeOH combinado-AE” proveniente de San Juan fueron sometidas

a estudios posteriores. De igual manera que para el caso de la TLC y por comparacion

frente a testigos se obtuvo lo siguiente:

e 1F1: compuesto desconocido (mayoritario)

e 1F2: compuesto desconocido (mayoritario)

e 2F2: posible presencia de quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-xildsido,

quercetina-3-O-arabinopirandsido,

quercetina-3-0-arabinofurandsido,

quercetina-3-O-ramnosido, y compuestos desconocidos.

e 3F2: posible presencia de Q-3-O-ramndsido y catequina.

En el caso de los compuestos desconocidos, se observo que los espectros UV de los tres

son similares. La evaluacion de estos permite observar un desplazamiento del maximo

de la banda Il a 266 nm.
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De la hidrolisis de las bandas por tratamiento acido se procedié al analisis de la aglicona

resultante y del &cido gélico.

Aglicona
De igual manera que en el caso de la TLC, se verificd la presencia de quercetina como

unico aglicén para todos los hidrolizados.

Acido galico

El método desarrollado permitié detectar la presencia de acido gélico y quercetina en
una Unica corrida cromatogréfica. En este caso, el gélico se encuentra presente en los
hidrolizados de la bandas 1F1, 1F2 y 2F2.

4.4.3. HPLC

Glicosidos de flavonoles y taninos condensados (o proantocianidinas)

El HPLC se utiliza como metodologia complementaria a la TLC y la electroforesis
capilar para obtener patrones especificos o fingerprints. EI método utilizado se emplea
habitualmente en el anélisis de los flavonoides. Se realiz6 ajustes menores al gradiente
para adecuarlo a las muestras en estudio. Se hizo un monitoreo a dos longitudes de onda
(260 y 280 nm) para la deteccion de los glicosidos de flavonoles y los taninos
condensados, respectivamente. Las muestras analizadas consistieron en las fracciones
acetato de etilo de las hojas y los tallos herbaceos obtenidas a partir de extracciones con
distintas proporciones de metanol-agua recolectadas en la provincia de San Juan, los
extractos metanolicos de los ejemplares de Catamarca que se desarrollan sobre los

% ¢ 9 ¢

hospedantes “chafiar”, “retama”, “algarrobo” vy “olivo” y una muestra comercial de San
9 b

Juan.

Se trabajé con los testigos correspondientes a los compuestos previamente detectados
por ECy TLC.

En el caso de las fracciones acetato de etilo de las muestras provenientes de San Juan,
tanto por similitud de tiempos de retencion, comparacion de espectros y co-
cromatografia se verificé la presencia de quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-
xilésido, quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina-3-O-furandsido, quercetina-3-O-

ramnosido y catequina, en concordancia con lo obtenido para TLC y EC. Se observaron
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también al menos tres compuestos desconocidos, mayoritarios con espectros similares

entre si y con un desplazamiento de la banda Il hacia 266 nm.

Las muestras de Catamarca presentaron un perfil similar. Se observaron niveles muy
bajos de lo que preliminarmente se trataria de quercetina-3-O-glucésido y se detectd la
posible presencia de quercetina-3-O-xilésido, quercetina-3-O-arabinopiranosido,
quercetina-3-O-furandsido, quercetina-3-O-ramndsido y catequina, de forma semejante
a lo obtenido por TLC y EC. También pudo observarse al menos tres compuestos
desconocidos, mayoritarios, que de manera similar a las muestras de San Juan presentan
un desplazamiento de la banda Il respecto a los espectros obtenidos para el resto de los

glicosidos.

Como resultado del proceso de aislamiento de los compuestos de interés en la fraccion
acetato de etilo de la hoja (“MeOH combinado-AE”) en las muestras provenientes de
San Juan, se obtuvieron cuatro bandas purificadas (1F1, 1F2, 2F2 y 3F2) que fueron

objeto de un estudio posterior.

De igual manera que para las técnicas anteriores, se obtuvo lo siguiente:
e 1F1: compuesto desconocido (mayoritario)
e 1F2: compuesto desconocido (mayoritario)
e 2F2: posible presencia de quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-xildsido,
quercetina-3-O-arabinopirandsido, quercetina-3-O-arabinofuranosido,
quercetina-3-O-ramnosido, y compuestos desconocidos.

e 3F2: posible presencia de quercetina-3-O-ramnoésido y catequina.

Posteriormente, se efectud el estudio sobre los hidrolizados de las bandas purificadas a

fin de investigar la naturaleza de la aglicona y la posible presencia de acido galico.

Aglicona y acido galico

Se efectu6 la corrida cromatogréafica de los hidrolizados de cada banda purificada frente
al testigo combinado de quercetina y acido galico. Los resultados obtenidos concuerdan
con las técnicas anteriores siendo la quercetina el Unico aglicon y el acido géalico

presente en las bandas 1F1, 1F2 y 2F2. Precisamente, en las bandas 1F1 y 1F2 se
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encuentran los compuestos desconocidos cuyos espectros tienen un desplazamiento
hacia 266 nm, lo cual es consistente con la presencia de acido galico como parte

integrante del compuesto.

4.4.4, Comparacion entre las técnicas cromatogréficas

Se presenta un resumen de la informacion obtenida por medio de las tres técnicas
cromatograficas empleadas (Tablas 4.4 y 4.5) para las muestras de San Juan y
Catamarca. Las bandas purificadas y las hidrdlisis se obtuvieron a partir de la fraccion
“MeOH combinado-AE”.

Tabla 4.4.- Comparacién de la informacion obtenida de las distintas técnicas

cromatograficas empleadas para las muestras de San Juan
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Muestras Compuestos
TLC EC HPLC
Fracciones Catequina Catequina Catequina
acetato de etilo Q-3-0O-glucésido Q-3-0O-glucdsido Q-3-O-glucosido
y Q-3-O-xilésido Q-3-O-xil6sido Q-3-O-xildsido
extracto Q-3-O-arabinopirandsido Q-3-O-arabinopirandsido Q-3-O-arabinopirandsido
metanolico Q-3-O-arabinofuranésido Q-3-O-arabinofuranésido Q-3-O-arabinofuranésido
muestra Q-3-O-ramnosido Q-3-O-ramnosido Q-3-O-ramnosido
comercial Compuestos desconocidos 3 compuestos desconocidos 3 compuestos desconocidos
1F1 Compuesto desconocido Compuesto desconocido Compuesto desconocido
1F2 Compuesto desconocido Compuesto desconocido Compuesto desconocido
Q-3-O-glucésido Q-3-O-glucésido Q-3-O-glucésido
§ Q-3-O-xilésido Q-3-O-xil6sido Q-3-O-xilésido
:_5 Q-3-O-arabinopiranosido Q-3-O-arabinopirandsido Q-3-O-arabinopiranésido
é_ 2F2 Q-3-O-arabinofuranésido Q-3-O-arabinofurandsido Q-3-O-arabinofurandsido
§ Q-3-O-ramnosido Q-3-O-ramnosido Q-3-O-ramnosido
§ (muy baja concentracion) (muy baja concentracion) (muy baja concentracion)
Compuestos desconocidos Compuestos desconocidos Compuestos desconocidos
3F> Q-3-O-ramnosido Q-3-O-ramnosido Q-3-O-ramnosido
Catequina Catequina Catequina
1F1 Quercetina Quercetina Quercetina
g 1F2 Quercetina Quercetina Quercetina
'3—:_%, 2F2 Quercetina Quercetina Quercetina
3F2 Quercetina Quercetina Quercetina
o 1F1 Presente Presente Presente
_(% % 1F2 Presente Presente Presente
%‘ % 2F2 Presente Presente Presente
= < 3R2 Ausente Ausente Ausente
1F1 Ramnosa (principal)
o 1F2 Ramnosa (principal)
§ 2F2 Ramnosa, arabinosa,
< glucosa, xilosa
3F2 Ramnosa
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Tabla 4.5.- Comparacién de la informacion obtenida de las distintas técnicas

cromatograficas empleadas para las muestras de Catamarca

Muestras TLC EC HPLC
Catequina Catequina Catequina
Q-3-0O-glucésido Q-3-0O-glucésido Q-3-0-glucosido
(baja concentracién) (baja concentracidn) (baja concentracién)
g Extractos Q-3-O-xilésido Q-3-O-xilosido Q-3-O-xilésido
é metandlicos Q-3-O-arabinopiranosido Q-3-0-arabinopirantsido Q-3-O-arabinopiranosido
O

Q-3-0O-arabinofurandsido

Q-3-O-ramnosido

Q-3-O-arabinofurandsido

Q-3-O-ramnosido

Q-3-O-arabinofurandsido

Q-3-O-ramnésido

Compuestos desconocidos 3 compuestos desconocidos

Las tres técnicas cromatograficas permitieron observar la similitud entre los perfiles de
las muestras de San Juan y Catamarca y determinar preliminarmente la presencia de
quercetina-3-O-glucdésido, quercetina-3-O-xilésido, quercetina-3-O-arabinopirandsido,
quercetina-3-O-arabinofuranoésido, quercetina-3-O-ramnosido, catequina y compuestos
desconocidos. Se verifico asimismo la presencia de quercetina como Unico aglicén y de
acido galico en los hidrolizados de las bandas purificadas. En cuanto a los azUcares, se
determiné la presencia de xilosa, glucosa, arabinosa y ramnosa. En los compuestos
desconocidos se observo un desplazamiento de la banda Il hacia 266 nm, consistente
con la presencia de &cido galico unido a quercetina. Esto es concordante con la
informacion bibliografica (Ilwagawa y col., 1990; Lin y col., 2002, Moharram y col.,
2006; Liao y col., 2013). Ademas, como resultado de la hidrélisis de estos compuestos,
se observd la presencia de ramnosa como parte integrante. Todo esto permite inferir la
presencia de dos compuestos conformados por quercetina, ramnosa y acido galico.
Existe un tercer compuesto desconocido, también consistente con la presencia de acido

galico unido a quercetina y a un azUcar.

Asimismo, se realizd una comparacion entre las técnicas de electroforesis capilar y
HPLC (tabla 4.6). Entre los aspectos mas relevantes de la electroforesis capilar se
cuenta el menor tiempo de andlisis (25 minutos, incluyendo el acondicionamiento del
HPLC (50 minutos,

acondicionamiento de la columna y su estabilizacion), el costo reducido en reactivos y

capilar y los lavados) con respecto al incluyendo el
solventes lo cual se traduce en una metodologia ecoldégicamente amigable y en el uso

del capilar que requiere un tratamiento rapido y sencillo para su acondicionamiento, que
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representa una ventaja respecto a la columna, ya que en general se requiere el uso de

una guardacolumna para preservar la vida util de ésta.
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Tabla 4.6.- Comparacion entre las técnicas de electroforesis capilar y HPLC

EC

HPLC

Frentes de solvente no parabolicos. Mayor eficiencia.

Bajo consumo de solventes (<10 ml/dia)

Bajo consumo de reactivos

Cortos tiempos de anélisis (25 minutos corrida).

El capilar requiere un mantenimiento simple (2 minutos de lavado con
KOH 0,1M y 2 minutos de lavado con agua, entre corridas).
Estabilizacion rapida del capilar entre corridas (4 minutos de lavado y 2

minutos con electrolito).

Bajo costo
Menor uso de solvente organico. Menor impacto ambiental
Volumen de inyeccion de muestra (5-20 nL)

Versatilidad y mayor selectividad

Frente de solvente parabélico.
Mayor Consumo de FM (=500 ml/dia)

Mayores tiempos de analisis (50 minutos)

Uso de gradiente: mayor tiempo de estabilizacion.

Debe utilizarse un guardacolumna para aumentar la vida Gtil de la columna

Mayor tiempo para el acondicionamiento de la columna (10 minutos de lavado de la
columna post corrida con metanol y 10 minutos de estabilizacion con la proporcién
inicial)

Mayores costos: columna, guardacolumna, reactivos y solventes.

Mayor uso de solventes organicos requeridos para el gradiente.

Mayor cantidad de muestra para inyeccion (20 pl)

Menor versatilidad. La selectividad depende de cada columna
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4.5. Analisis estructural

4.5.1. HPLC-masa

Se aplicé el andlisis de HPLC-masa a la fraccion acetato de etilo obtenida a partir de
extracciones sucesivas con distintas proporciones de metanol-agua, sobre las hojas, en
las muestras provenientes de San Juan. El analisis efectuado consistio en un espectro de
primer orden que brind6 informacion sobre el idn precursor y sobre éste, se realiz6 una
fragmentacion para obtener datos adicionales para la dilucidacion estructural. Dado que
se trabaj6 con ESI en modo positivo, se obutiveron los [M+H]". La informacion
recabada se complementd con lo obtenido por los otros métodos cromatogréaficos. Los
hidrolizados de las bandas purificadas brindaron informacion sobre la aglicona, la
naturaleza del azucar y la presencia de acido galico. En este caso, pudo verificarse la
presencia de quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-xildsido, quercetina-3-O-
arabinopiranosido, quercetina-3-O-arabinofurandsido y quercetina-3-O-ramndsido. Con
respecto a los compuestos de iones moleculares 587 y 601, de acuerdo con la
bibliografia (Liao y col., 2012, 2013 y 2014; lwagawa Yy col., 1990; Sannomiya y col.,
2005 y 2007; Al-Sayed y col., 2012; Lu y col., 2010) y la informacion suministrada por
los métodos cromatograficos, puede concluirse que se trata de galoil glicosidos de
quercetina. Los fragmentos derivados de los iones precursores también confirman tal
inferencia, al visualizarse la algicona ([M+H",] 303) el residuo galoilo (([M+H",] 153) y
sus sucesivas deshidrataciones. Esto se complementa con los resultados obtenidos de la
hidrélisis de las bandas purificadas. En la literatura (Liao y col., 2012 y 2013) se plantea
una diferenciacion en los patrones de fragmentacién que serian indicativos de la distinta
posicién de unién del &cido galico a la molécula de ramnosa. Ademas, también se
observa una correspondencia con los espectros UV obtenidos por los reactivos de
desplazamiento (Iwagawa y col., 1990; Lin y col., 2002, Moharram y col., 2006) y por
HPLC para estos compuestos respecto a la informacién suministrada por la bibliografia
(Liao y col., 2012) en donde se observa un corrimiento de la banda Il respecto de los
glicosidos de quercetina hacia 266 nm, lo cual es concordante con la presencia de acido
galico en la molécula. Es por esto que preliminarmente se asigna la identidad de estos
compuestos como quercetina-3-(2°’ galoil)-ramnésido y quercetina-3-(3’’ galoil)-
ramnosido (Isobe y col., 1990; Liao y col., 2012, 2013 y 2014; Lin y col., 2002; Kim y
col., 2013; Peng y col., 2003; Estrada y col., 2005; Moharram y col., 2006). El orden de
elucion propuesto es en primer lugar el galato unido en posicién 2 de la ramnosa y en

segundo lugar, el galato unido en posicion 3 (Lu y col., 2010 y Liao y col., 2012 y
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2013). En el caso del i6n molecular de 587, puede inferirse que se trata de un galoil
pentosido de quercetina, dado que se encuentra contenido en la banda 2F2 que presenta
una mezcla de compuestos. En cuanto a la naturaleza del azlcar, esta podria ser

arabinosa o xilosa.

En la bibliografia se reportan derivados de arabinopiranosa y arabinofuranosa unidas a
acido galico en distintas posiciones asi como también, xilosa (Iwagawa y col., 1990;
Okamura y col., 1993; Sannomiya y col., 2005 y 2007; Fan y col., 2010; Al-Sayed y
col., 2012)

4.5.2. RMN

Los resultados obtenidos se complementan con la informacion asociada a las técnicas
cromatograficas, los datos del ién molecular y los patrones de fragmentacién por
HPLC-masa y las hidrélisis. Se observo la presencia de quercetina como Unica aglicona
por las sefiales caracteristicas de *H en la regién aromatica de H-2" (7,75 ppm, doblete),
57 (6,90 ppm, doblete) y 6’ (7,65 ppm, doble doblete) propios de un anillo B 3°,4’-
dihidroxi. A su vez, los dos dobletes meta H-6 (6,20 ppm) y H-8 (6,40 ppm)
consistentes con un anillo 5,7-dihidroxi. Esto también se verificé por comparacion del
espectro de los compuestos con el testigo de quercetina y bibliografia (Fossen y col.
2006). La union de la quercetina al glicésido en posicion 3 se verificd en todos los casos
por el HMBC (conectividad a larga distancia) entre el *H del carbono anomérico del
azlcar y el C-3 de la quercetina. Se verificd la presencia de quercetina-3-O-B-D-
glucésido, quercetina-3-0O-p-D-xildsido, quercetina-3-O-a-L-arabinopirandsido,
quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosido y quercetina-3-O-a-L-ramnoésido. La naturaleza
de los azucares se verificd por las sefiales caracteristicas de los C anoméricos y de los H
asociados. La presencia de ramnosa pudo inferirse por la sefial propia del *H singlete
correspondiente al CHj3 alrededor de 0,9 ppm. La presencia de catequina se confirmé
por los resultados de los ensayos cromatograficos y la presencia de sefiales
caracteristicas en la region aromatica de 6,86 (1H, s), 6,77 (1H; d) y 6,74 (1H; d). Por
otra parte, la J correspondiente al H-2 permite deducir la estereoquimica 2,3 como
propia de la catequina. Estos compuestos han sido previamente reportados en Ligaria
cuneifolia (Wagner 1993, Fernandez y col., 1998; Varela y col. 2001). A diferencia de
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lo reportado por Soberdn y col. (2014), no se detectd rutina, quercetina-3-O-galactdsido
ni derivados glicosilados de camferol.

A su vez, se detecto la presencia de glicosidos de quercetina unidos a acido galico, por
primera vez en esta especie. La presencia del cido galico se verificé por la sefial de *H
en 7,0 ppm (singlete) correspondientes a H-2 y H-6. La conectividad entre el azucar y el
4cido gélico quedd establecida por el HMBC donde se observé la correlacién entre el *H
del azlcar y la sefal propia del carbonilo del &cido géalico. Es el caso de quercetina-3-O-
o-L-(27’-O-galoil)-arabinopirandsido, quercetina-3-0-a-D-(2°’-O-galoil)-
arabinofurandsido, que se encuentran en la banda 2F2, quercetina-3-O-a-L-(2’-O-
galoil) ramnosido (presente en la banda 1F1) y quercetina-3-O-a-L-(3’’-O-galoil)
ramnoésido (banda 1F2). La identidad de estos compuestos se asignd mediante la
informacién obtenida de las técnicas cromatogréaficas y las hidrdélisis, ademas de la
bldsqueda en bases de datos, la comparacion con el espectro de los testigos y bibliografia
(Fan y col. 2010, Fossen y col. 2006, Lin y col. 2002, Moharram y col. 2006; Peng y
col. 2003; Estrada y col. 2005; Kim y col. 2000 y 2013; Lee y col. 2013; Iwagawa Yy col.
1990, Al-Sayed y col. 2012).

Para el caso de los compuestos presentes en la banda 2F2, que constituye una mezcla, se
aplicé en forma complementaria a los ensayos habituales (*H, *C, HSQC, HMBC,
COSY y TOCSY), la espectroscopia de difusion (DOSY). Ha sido aplicada a la fraccion
acetato de etilo de un extracto (Rodrigues y col., 2009). Es también llamada
cromatografia RMN y permite obtener coeficientes de difusion caracteristicos de cada
compuesto presente en la mezcla. Si bien esta metodologia se esta poniendo a punto, se
obtuvieron resultados preliminares que permitieron obtener informacion respecto al
nimero de compuestos presentes en la mezcla y sus componentes (aglicon, azucar,

presencia de &cido gélico).

4.6. Actividad antioxidante
4.6.1. Autografia por TLC
El objetivo consistid en realizar una evaluacion rapida de la capacidad antioxidante de
la fraccion acetato de etilo mediante una autografia (Lu y col., 2010; Zampini y col.,

2010). Se estudio la fraccion acetato de etilo de las hojas, obtenida mediante
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extracciones sucesivas con distintas proporciones de metanol y metanol-agua, de las
muestras provenientes de San Juan. La ventaja consiste en poder utilizar como
reveladores los reactivos que se utilizan habitualmente en los métodos espectroscopicos
como generadores de radicales libres. Los compuestos atrapadores de radicales libres se
observan como manchas amarillas contra un fondo violeta, en el caso del DPPH y fondo
verde, en el caso del ABTS, por decoloracion de los reactivos reveladores. Pudo
observarse que los glicosidos de quercetina y catequina poseen capacidad antioxidante,

lo cual es consistente con su naturaleza polifendlica.

4.6.2. Métodos espectroscopicos

La determinacion se realizo sobre las fracciones acetato de etilo de las muestras
provenientes de San Juan, los extractos metanolicos de las muestras de Catamarca y la
muestra comercial de San Juan.

4.6.2.1. DPPH

Los valores mas altos se registraron en la fraccion acetato de etilo y entre las muestras
correspondientes a las hojas, no existen diferencias significativas, si bien, como es de
esperarse, los valores mas altos pertenecieron a la fraccion “MeOH combinado-AE”
(entre 40,2 umol Trolox/g extracto para la muestra de tallo “MeOH combinado-AE” y
48,1 pmol Trolox/g extracto para la muestra de hoja “MeOH combinado-AE”). Entre
las muestras de Catamarca, los ejemplares que crecen sobre “retama” presentan valores
significativamente bajos (9,8 umol Trolox/g extracto) y los mas altos, corresponden a
los ejemplares que crecen sobre “chafiar” (33,0 umol Trolox/g extracto). Como se ha
observado, los ejemplares que crecen sobre “retama” presentaron un comportamiento
significativamente diferente del resto del grupo, lo cual es también consistente con los
valores mas bajos registrados para taninos condensados (0,07 A/mg de extracto) y
taninos totales (1,6 mg acido galico/100 mg extracto). La muestra comercial de San
Juan (25,6 umol Trolox/g extracto) presenta valores similares a las muestras de
Catamarca (entre 23,8 umol Trolox/g extracto para los ejemplares que crecen sobre
“algarrobo” y 33,0 umol Trolox/g extracto para los ejemplares que crecen sobre

“chafar”, que tiene los valores mas altos del grupo).

Se aplico el test de Pearson para evaluar la correlacion entre el método de DPPH vy las

determinaciones asociadas al contenido de polifenoles. La correlacion es significativa
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para todos los ensayos, y es algo menor para los flavonoides totales. Debe tenerse en
cuenta la diversidad estructural de éstos, ya que la presencia de los residuos glicosidicos
y de grupos galoilo tienen un efecto significativo sobre la capacidad antioxidante
(Yokozawa y col. 1998).

4.6.2.2. ABTS

De igual manera que lo observado para el ensayo de DPPH, los valores mas altos se
registraron en la fraccion acetato de etilo de las muestras de San Juan correspondientes a
las hojas (entre 14508 pmol Trolox/g extracto para la fraccion “MeOH 100 %-AE” y
16279 pumol Trolox/g extracto para la fraccion “MeOH combinado-AE”). Entre las
muestras de Catamarca, los valores mas bajos son los correspondientes a los ejemplares
que crecen sobre “retama” (7229 umol Trolox/g extracto) y los mas altos, los
correspondientes a los ejemplares que crecen sobre “chafiar” (11354 pmol Trolox/g
extracto). La muestra comercial de San Juan present6 valores similares a este Gltimo
(11220 umol Trolox/g extracto).

La aplicacion del test de Pearson demostré que la correlacion es significativa con todos
los ensayos asociados a la determinacion del contenido polifendlico y es algo menor
para los flavonoides totales. Nuevamente, esto es atribuible a la diversidad de este
ultimo grupo en cuanto a sus caracteristicas estructurales (glicosilacion, presencia de
residuos galoilo, entre otros).

A su vez, se observé una correlacion significativa entre los ensayos de ABTS y DPPH.

Esto es consistente con los resultados obtenidos para la fraccion acetato de etilo de las
muestras provenientes de San Juan, que exhibieron los mayores valores de capacidad
antioxidante por ambos métodos, hecho que se correlaciona con el mayor contenido de
polifenoles. Ademas en las muestras provenientes de Catamarca y para ambos métodos,
los ejemplares que crecen sobre “retama’” mostraron los valores mas bajos de capacidad
antioxidante asi como también, de taninos condensados y totales mientras que los
ejemplares que crecen sobre “chafiar” registraron los valores mas altos de capacidad

antioxidante como asi también de fenoles totales, taninos condensados y totales.
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4.6.3. Electroforesis capilar

Si bien la medicion de la capacidad antioxidante por los métodos espectroscopicos
tradicionales es simple, la principal desventaja de tales técnicas es la evaluar todos los
antioxidantes encontrados en la muestra. Los compuestos polifendlicos individuales,
con sus caracteristicas estructurales propias presentan diferente capacidad antioxidante
y este efecto no puede ser monitoreado a traves de estos métodos (Helmja y col., 2007,
2008 y 2009). Esto es especialmente importante en el caso de los flavonoides para los
cuales las diferencias estructurales tienen gran peso sobre su pontencial antioxidante. En
consecuencia, los métodos que permiten evaluar la capacidad antioxidante relativa de
cada componente de una mezcla son muy requeridos. En este sentido, el método de
electroforesis capilar desarrollado para el anélisis de los extractos fue aplicado al
monitoreo de la capacidad antioxidante de los compuestos presentes en las muestras. Se
utiliz6 como base la metodologia desarrollada por Helmja y col. (2007, 2008 y 2009)
para la determinacion de la capacidad antioxidante de los componentes de un extracto
mediante la reaccion con DPPH.

Se trabajo inicialmente con una solucion mezcla de testigos, a manera de compuestos
marcadores, a saber: quercetina, catequina, rutina y &cido galico. Los resultados
obtenidos estan de acuerdo con la bibliografia (Rice-Evans y col., 1996; Yokozawa y
col., 1998). En este sentido, la quercetina exhibe el mayor poder antioxidante lo cual es
consistente con sus caracteristicas estructurales. Posee la estructura orto-dihidroxi en el
anillo B que confiere alta estabilidad al radical formado y contribuye a la
deslocalizacion. El doble enlace 2,3 en conjugacion con el grupo 4-oxo en el anillo C es
responsable de la deslocalizacion del anillo B. Los grupos 3-OH y 5-OH en conjugacion
con la funcién 4-oxo en los anillos A y C son requeridos para la maxima capacidad
antioxidante. Es por esto que, al satisfacer todos estos requisitos, la quercetina es mejor
antioxidante que la catequina. La glicosilacion de la quercetina reduce su capacidad
antioxidante. El grupo 3-OH unido al doble enlace 2,3 y adyacente al grupo 4-carbonilo
del anillo C es requerido para la maxima actividad (Rice-Evans y col. 1996). Por otra
parte, la unién del azucar puede dificultar el acceso de la molécula atrapadora de
radicales libres al centro radicalario del DPPH (Yokozawa y col. 1998). Ademés, la
union del azdcar a los grupos OH vecinos evita la formacion, durante la oxidacion, de
una estructura o-quinonica estabilizada por conjugacion polar (Helmja y col., 2008).
Con respecto a los glicosidos, la capacidad antioxidante decreceria en el orden

hiperdsido>quercitrina>isoquercitrina (Yokozawa y col. 1998).
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La presencia de acido galico unido a la molécula del glicésido representa un incremento
en la capacidad antioxidante respecto a su contraparte. Estudios previos han demostrado
que el radical galoilo, formado durante la reaccion con DPPH, es una especie altamente
reactiva que puede participar en una variedad de reacciones para generar dimeros a
través de uniones C-C y C-O, determinando asi la finalizacion de la reaccion en cadena
radicalaria (Yokozawa y col. 1998). Comparaciones entre glicésidos de quercetina y sus
contrapartes no galoiladas demuestran que la presencia de acido galico en la molécula,
incrementa el potencial antioxidante (Okamura y col. 1993).

A fin de poner a punto la metodologia, se ensayaron dos condiciones. Se trabajo con la
fraccion acetato de etilo de las hojas obtenida por extracciones sucesivas con metanol y
metanol-agua en distintas proporciones, de las muestras provenientes de San Juan. Por
un lado, se trabajo con una concentracion fija de DPPH (0,5 mM) y variable de extracto
(1,0 mg/ml a 10,0 mg/ml) y por otro, en una concentracion fija de extracto (10,0 mg/ml)
y variable de DPPH (0,1 mM — 10 mM). Una vez hecho esto y para realizar los estudios
comparativos entre las distintas muestras, se trabajé con dos concentraciones de DPPH
(0,5 mM y 2,5 mM) y una concentracién fija de 10 mg/ml para las fracciones acetato de
etilo de las muestras provenientes de San Juan y 20 mg/ml para los extractos
metandlicos de las muestras procedentes de Catamarca y la muestra comercial de San

Juan.

Entre las fracciones acetato de etilo de las muestras provenientes de San Juan, obtenidas
mediante extracciones con distintas proporciones de metanol-agua, se observd un
comportamiento similar para los glicosidos de quercetina (entre 73,8 % no oxidado para
la fraccion “MeOH 100 %-AE” de hoja y 83,7 % no oxidado para la fraccion “MeOH
80 %-AE de hoja frente a una concentraciéon de 0,5 mM de DPPH. A su vez, frente a 2,5
mM de DPPH se observé un valor minimo de 35,6 % no oxidado para la fraccion
“MeOH 80 %-AE y un méaximo de 47,8 % no oxidado para otro compuesto de la misma
fraccion). Los glicosidos de quercetina exhibieron un porcentaje de no oxidacion
semejante y menor al de los galoil glicésidos, lo cual es consistente con lo explicado
respecto al incremento en la capacidad antioxidante por la presencia de acido galico en
la molécula (frente a 0,5 mM DPPH los valores oscilaron entre 50,5 % no oxidado para
la fraccion “MeOH 100 %-AE”y 59,8 % no oxidado para la fraccion “MeOH
combinado-AE” de tallo. Para 2,5 mM DPPH el rango comprendié 17,3 % no oxidado
para la fraccion “MeOH combinado-AE” y 28,4 % no oxidado para la fraccion tallo

242



“MeOH combinado-AE”). Para la catequina se observa un porcentaje de no oxidacion
ligeramente mayor a los glicésidos (entre 80,8 % de no oxidacion para la fraccion
“MeOH combinado-AE” de hoja y 86,5 % no oxidado para la fraccion “MeOH 50 %-
AE”.

En cuanto a las muestras de Catamarca, previo al agregado de DPPH, se observo una
menor concentracion de compuestos respecto a las fracciones acetato de etilo, lo cual es
consistente con los valores obtenidos para el contenido de polifenoles. Debe tenerse en
cuenta que la particién con acetato de etilo resulta en un enrirquecimiento de los
compuestos de interés. Esto es especialmente notorio en el caso de los ejemplares que
crecen sobre “retama” ya que los compuestos presentes en la muestra registraron los
valores mas bajos del grupo al ser tratados con 0,5 mM de DPPH (42,9 % no oxidado
para los glicésidos de quercetina y 10,3 % no oxidado para los galoil glicésidos de
quercetina) y fueron indetectables luego de ser tratados con 2,5 mM de DPPH. Si bien
el perfil de flavonoides es preliminarmente semejante a la fraccion acetato de etilo de
las muestras de San Juan, se observd una mayor variabilidad en los resultados. Debe
tenerse en cuenta que las muestras de Catamarca se desarrollaron sobre distintos
hospedantes, lo cual otorgd una fuente adicional de variabilidad. La muestra comercial
de San Juan registré valores similares a los extractos metandlicos de las muestras
procedentes de Catamarca (al ser tratados con 0,5 mM DPPH, entre 62,5 % no oxidado
y 81,5 % no oxidado para glicésidos de quercetina y entre 53,5 y 59,7 % no oxidado
para los galoil glicésidos de quercetina. En el caso de 2,5 mM DPPH, entre 38,2 % no
oxidado y 43,2 % no oxidado para los glicésidos de quercetina y entre 15,0 y 21,2 % no
oxidado para los galoil glicésidos de quercetina). Como en el caso de las muestras de
San Juan, los galoil glicésidos de quercetina registraron % de no oxidacion menores al

de sus contrapartes glicosiladas.

El método propuesto es en consecuencia, adecuado para el monitoreo de la capacidad

antioxidante individual.

4.6.4. Ensayos ex vivo
Se trabajo con la fraccion acetato de etilo de hoja, obtenida a partir de sucesivas
extracciones con metanol y distintas proporciones de metanol-agua, de la muestra

proveniente de San Juan.
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4.6.4.1. Homogeneizados de tejido

Se realizan dos ensayos para estudiar la capacidad antioxidante de la fraccion acetato de
etilo (EAF) como inhibidor de la peroxidacion lipidica: a) Niveles de TBARS
(sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico) inducidos por ter-butil-hidroperéxido en
homogeneizados de higado de rata y b) QL (quimioluminiscencia) emitida debido a la
auto-oxidacion de homogeneizados de cerebro de rata. El ensayo de TBARS es una
medida indirecta del dafio oxidativo a los lipidos y puede ser empleado para determinar
el grado de peroxidacion lipidica que sufre un tejido. La QL debida a la auto-oxidacién
es un indicador Gtil de la extension de los procesos de peroxidacion lipidica.

Los resultados obtenidos sugieren que la EAF no solo mostrd una significativa
capacidad antioxidante in vitro sino que también puede ser usada eficientemente como

un antioxidante que acttia como inhibidor de la cadena de peroxidacion lipidica.

4.6.4.2. Inhibicién de dafio al ADN inducido por H,0,

El ensayo del cometa es utilizado para evaluar la capacidad de la fraccion EAF de
inhibir el dafio al ADN. Se emplea H,O, como inductor del dafio oxidativo al ADN.
Cuando éste fue incubado con las células, se produjo un aumento en la longitud del
cometa, el cual disminuy6 cuando se realizé el tratamiento previo con EAF.

Los resultados indican que la EAF de L. cuneifolia puede ser un efectivo antioxidante

para prevenir el dafio oxidativo al ADN.

4.6.5. Inhibicién de la QL in vivo en piel

Las especies reactivas del oxigeno y el estrés oxidativo causados por UVA han sido
reconocidos como participantes en estas condiciones patoldgicas en la piel (Sander y
col., 2004). Incrementos en la QL in vivo reflejan un incremento de la concentracion
intracelular en estado estacionario de especies excitadas del oxigeno y la ocurrencia del
estrés oxidativo (Boveris y col., 1980).

L. cuneifolia no sélo es eficiente en condiciones in vivo y ex vivo, sino que también

pudo aliviar el estrés oxidativo in vivo producido por la exposicion a UVA.

Tomados en conjunto, estos datos indican que las fracciones enriquecidas de L.
cuneifolia muestran una significativa actividad antioxidante actuando como un atomo
de hidrégeno o como un dador de electrones en sistemas in vitro. La EAF también ha

probado ser eficiente como antioxidante en los procesos de peroxidacion lipidica,
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mediante la ruptura de la cadena; en la inhibicion del dafio al ADN inducido por H,O,y
como un oxidante in vivo. Las propiedades antioxidantes pueden ser uno de los
mecanismos por los cuales estas fracciones enriquecidas poseen efectos benéficos en

medicina tradicional.
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5. CONCLUSIONES

Ligaria cuneifolia, al igual que otras especies de la familia Loranthaceae, es rica en
flavonoides, especialmente flavonoles que podrian ser determinantes de su actividad
farmacologica. Posee, ademas, una amplia distribucion geografica y crece sobre

distintos hospedantes, por lo cual un efectivo control de calidad se hace indispensable.

Se desarrolld6 un método por electroforesis capilar que permitio establecer marcas de
reconocimiento especifico o fingerprints para la estandarizacion de los extractos. Esta
metodologia fue comparada con otras técnicas cromatograficas. La electroforesis capilar
demostrd ser una alternativa atractiva por su alta eficiencia de separacion, costo
reducido por su bajo consumo de solvente, lo cual la hace ecoldgicamente amigable,
ademas, por la minima cantidad de muestra requerida y los tiempos de analisis
reducidos. Por todo lo expuesto, la electroforesis capilar puede ser utilizada

eficientemente para el control de calidad de los extractos de Ligaria cuneifolia.

Los flavonoides presentes en los extractos pudieron ser identificados por medio de
técnicas cromatograficas y espectroscopicas (RMN y masa). Se determiné la presencia
de quercetina-3-O-3-D-xilésido, quercetina-3-O-p-D-glucésido, quercetina-3-O-a-L-
arabinopirandsido, quercetina-3-O-a-L-arabinofurandsido, quercetina-3-O-a.-L-
ramnoésido y catequina. Estos coinciden con hallazgos previos (Wagner, 1993; Vattuone
y col., 2014).

Por otro lado, se determind por primera vez en esta especie la presencia de quercetina-3-
O-a-L-(2’galoil)-ramnosido, quercetina-3-O-o-L-(3”’galoil)-ramndsido, quercetina-3-
O-a-L-(2”’ galoil)-arabinopiranoésido y quercetina-3-O-a-D-(2’galoil)-

arabinofurandsido.
Ademas, se demostré asimismo la capacidad antioxidante de los extractos mediante

métodos espectroscopicos, autografia por TLC y ensayos ex vivo e in vivo. El método de

electroforesis capilar desarrollado para el andlisis de los extractos fue aplicado
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exitosamente para el monitoreo del comportamiento antioxidante individual de los

compuestos presentes en L. cuneifolia.
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