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1.  RESUMEN

Los productos naturales obtenidos de los vegetales proporcionan una gran variedad de compuestos, entre los que destacan los flavonoides, productos del metabolismo secundario de las plantas y presentes en frutas, verduras, semillas y flores, así como también en cerveza, vino, té y soya. 

En la actualidad, alimentos y bebidas que contienen flavonoides son recomendados por sus propiedades antioxidante, antifúngica, antiinflamatoria, antiviral, anticancerígena, antidepresiva, antitrombótica y vasodilatadora. La función específica de los diferentes flavonoides está directamente relacionada con su estructura química, siendo interesante estudiar estas moléculas en detalle.

En este trabajo se realizaron estudios, tanto cualitativos como cuantitativos, en varias plantas de interés farmacéutico. Conoceremos si la procedencia de estas plantas, las que fueron colectadas en diferentes lugares, de herbaristerias de la ciudad de Valdivia y del jardín botánico de la Universidad Austral de Chile,  influye en la concentración de los flavonoides. 

Las especies estudiadas fueron Drymis winteri (canelo), Peumus boldus (boldo), Buddleja globosa (matico), Eucalyptus globulus (eucalipto), Ruta graveolens (ruda), Foeniculum vulgare (hinojo) y Equisetum bogotense (limpia plata).

Para determinar la concentración de los cinco flavonoides de interés, Kamferol, Luteolina, Myricetina Quercitina y Rutina, se realizaron estudios espectrofotométricos y cromatográficos. Los resultados mostraron que en general los mismos flavonoides fueron encontrados en las especies de distinta procedencia. Rutina fue encontrado en el 100 % de las muestras. Sin embargo, Kamferol y Myricetina fueron encontradas solo en cuatro de las catorce muestras estudiadas, sugiriéndose que estos flavonoides pudieran no estar en estado puro, sino que probablemente sustituidos con grupos glicósidos.

SUMMARY

Natural products from plant kingdom provide us a variety of useful compounds. Among others, flavonoids. These products from the secondary metabolism of plant are present in fruits, vegetables, seeds and flowers. Moreover in drinks as wine, beer, tea and soja.

At the present, foods and drinks containing flavonoids are recommended because of their antioxidant, antifungal, ant inflammatory, antiviral, anticancer, antidepressant, antithrombotic and vasodilatory properties. Since the specific function on different flavonoids are directly related with their chemical structure, is interesting  to study these molecules in detail.

In this work  cuali- and quantitative studies of flavonoids were made on several plants of pharmaceutical interest. In order to know the origin of plants hade some influence on flavonoid concentration, species from two different places were collected, from  Valdivia city market and from the University Botanical Garden. The studied especies were: Drymis winteri (canelo), Peumus boldus (boldo), Buddleja globosa (matico), Eucalyptus globulus (eucalipto), Foeniculum vulgare (hinojo), Ruta graveolens (ruda), Equisetum bogotense (limpia plata).

To determine the concentration of five flavonoids of interest; Kampherol, Quercitin, Luteolin, Myrecitin and Rutine, spectroscopic and chromatographic studies were carried out. The results showed that in general the same type of flavonoids were found in the species from different origin. Rutin were found in 100% of the samples. However, Kampherol and Myrecitin was found in only 4 of the 14 studied samples, suggesting that these flavonoids may not be in free state, but probably sugar substituted.

2.  INTRODUCCION

Históricamente, a través de las culturas, el ser humano aliviaba sus enfermedades con lo que la naturaleza le otorgaba, siendo las plantas y frutas los precursores de los medicamentos utilizados hoy en día. Sin embargo, el empleo de las plantas medicinales sin procesar  ha permanecido en el tiempo, existiendo actualmente un alto consumo de éstas, especialmente en forma de infusiones (Muñoz, 1992). Con respecto a estas plantas que han ayudado a curar enfermedades  del hombre a través de la historia aún queda mucho por estudiar, especialmente a nivel químico y molecular. Conocer la estructura química de los compuestos de interés farmacéutico, presentes en ellas, es el objetivo de muchos investigadores (Montes et al. 1992).

Es conocido que nuestra sociedad aún se ve atacada por grandes plagas que afectan toda forma de vida, así como los enormes esfuerzos que hacen los científicos para encontrar solución a estos males. Sin embargo, el alto costo que implica la fabricación de medicamentos en base a compuestos sintéticos, a raíz de la complejidad de los procesos, hace necesario recurrir a estudios sistemáticos, con ayuda de nuevas tecnologías, de plantas medicinales de posible interés farmacéutico.

En la naturaleza existe prácticamente medio millar de especies de plantas superiores. Sin embargo, sólo el 5-10% ha sido investigada respecto a su composición química, relación estructura-función o actividad biológica. Debido a esto, es necesario estudiar rigurosamente los compuestos químicos, especialmente su estructura y función, presentes en plantas y que puedan tener un potencial farmacéutico (Montes et al. 1992). 

2.1.  Estructura de flavonoides

Las plantas producen diversos tipos de compuestos que se han clasificado en dos grandes grupos:

 - metabolitos primarios, encargados de los procesos de fotosíntesis, respiración, transporte de solutos, translocación, asimilación de nutrientes y diferenciación. A este grupo pertenecen la clorofila, los aminoácidos, nucleótidos, carbohidratos simples y lípidos de membrana.

- metabolitos secundarios, los cuales no parecen tener una función directa en el crecimiento y desarrollo de la planta y presentan una distribución restringida en el reino vegetal, terpenos, compuestos fenólicos y compuestos nitrogenados pertenecen a este grupo (Bruneton, 1991; Taiz, 2002), a esta clasificación pertenecen los flavonoides.

Los flavonoides fueron descubiertos por el premio nobel Szent-György, quién en 1930 aisló de la cáscara de limón una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares sanguíneos. Los flavonoides se denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C (por que se comprobó que algunos flavonoides tenían propiedades similares a la vitamina C). Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950 (Martínez et al. 2002).

Esta estructura resulta de dos vías biosíntéticas separadas, la vía del ácido chiquímico y la vía ácido malónico. El puente de un anillo aromático (anillo B) constituye un fenilpropanoide biosintetizado desde fenilalanina, siendo un producto de la ruta del ácido chiquímico. El sexto carbono del otro anillo aromático (anillo A) es originado a partir de la condensación de tres unidades de acetato vía ácido malónico. La fusión de estas dos partes involucra la condensación de un fenilpropanoide, para-cumarilCoA, con tres residuos de manolilCoA (cada uno de los cuales dona dos átomos de carbono) en una reacción catalizada por la chalcona sintasa (Fig.1) (Taiz, 2002). 

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto básico de 15 carbonos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo (C) de pirano (Fig.1) (Martínez et al. 2002).

Los átomos de carbono en los anillos C y A se numeran de 2 al 8, y los del anillo B desde el 2’al 6’. 

Basados principalmente en el grado de oxidación del puente de tres carbonos, los flavonoides son clasificados en diferentes grupos. El esqueleto de carbono básico de un flavonoide puede tener numerosos sustituyentes (Fig. 2). Los grupos hidroxilos están usualmente presentes en la posición 4’, 5’, y 7, pero también pueden ser encontrados en otras posiciones. Los que tienen un grupo orto-dihidroxilo en el anillo B del esqueleto de flavonoides tienen una actividad antioxidante potencialmente aumentada comparada con aquellos que no lo tienen (Olsson, 1998). 

Otros dos grandes grupos de flavonoides encontrados en plantas, incluidas flores y todas las plantas verdes, son las flavonas y flavonoles (Fig. 3). Estos flavonoides UV-B dependientes, generalmente absorben una longitud de onda corta de luz solar, las que no son visibles al ojo humano (Taiz, 2002). La función de estas dos clases de flavonoides es proteger las células de la excesiva radiación UV-B (280 a 320 nm) ya que se acumulan en el estrato epidérmico de hojas y tallos verdes absorbiendo fuertemente la luz en la región UV-B y permitiendo el paso de la luz visible o de mayores longitudes de onda a las células fotosintetizadoras. Adicionalmente, la exposición de  plantas a un incremento de la luz UV-B ha  demostrado un aumento en la síntesis de flavonas y flavonoles  (Middleton, 1993; Hess et al, 2002; Taiz, 2002). 

FIGURA 1.  Biosíntesis de compuestos fenólicos.
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FIGURA 2.  Esqueleto básico de flavonoides. Flavonoles: X= OH; quercitina, R1= OH, R2=H; kamferol, R1= H, R2= H; myricetina, R1= OH, R2= OH. Flavonas: X= H; apigenina, R1= H, R2= H; luteolina, R1= OH, R2= H. (Hertog et al. 1992)
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FIGURA 3.  Estructura básica de los principales grupos de flavonoides.
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FIGURA 4.  Estructura de flavonoides (Kamferol, Luteolina, Myricetina, Quercitina, Rutina).

[image: image5.jpg]



2.2.  Propiedades antioxidantes de los  flavonoides

Entre los productos naturales encontrados en el reino vegetal, existen dos grandes familias de interés farmacológico;  carotenos y  flavonoides. Estos compuestos, alojados en el interior de las células de una gran variedad de plantas actúan como antioxidantes, es decir presentan la propiedad de quenchar (apagar) los radicales libres altamente oxidantes y tóxicos para las células causantes de enfermedades. La función de estos radicales libres es oxidar las macromoléculas absorbiendo electrones para así quedar ellos mismos estables, con sus electrones apareados, en un en un proceso oxidativo que constituye una cadena y que es, en sí mismo, dañino. Entre los radicales libres se encuentran los hidróxidos (OH-), superóxidos (O2-) y otras especies oxigenadas como los peróxidos (H2O2) que actúan retirando oxígeno reactivo especialmente en forma de aniones superóxidos, radicales hidroxilos, peróxidos lipídicos o hidroperóxidos (Olsson, 1998; Bornman, 1999; Martínez et al. 2002). Los causantes de estos radicales libres pueden ser endógenos o exógenos. Los endógenos se originan como parte del metabolismo celular en el interior de la célula y son tóxicos para ellas. Los del tipo exógeno son originados dentro de la célula por fuentes externas tales como humo del tabaco, pesticidas, solventes, drogas, bebidas alcohólicas, contaminación ambiental y radiación ionizante ultravioleta, tan actual en nuestros días (Bornman, 1999).

Independiente de su origen, los radicales libres afectan a compuestos celulares como proteínas, lípidos y ácidos nucléicos, produciendo un gran daño e incluso muerte celular. Frente al daño que produce la oxidación, el organismo despliega sistemas antioxidantes que operan a través de moléculas que protegen las estructuras biológicas impidiendo que sean oxidadas. Cuando el equilibrio que existe entre antioxidantes y oxidantes se pierde a favor de los radicales libres, se cae en un estrés oxidativo y se produce una enfermedad. Los flavonoides  son moléculas que entregan sus electrones a los radicales libres, poniendo fin a la cadena de oxidación (Cadena, 1999).

Los sistemas antioxidantes de los organismos pueden ser del tipo enzimático y no enzimático. La primera defensa antioxidante es del tipo enzimático. Se origina al interior del organismo y opera de dos formas: evita la formación de radicales libres a partir de otras moléculas, o convierte los radicales libres existentes en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar y dañar a otras moléculas vecinas. A esta primera barrera se suma la de los antioxidantes no enzimáticos, muchos de los cuales provienen de la dieta. Esta segunda defensa antioxidante está formada por distintos compuestos que atrapan o neutralizan radicales libres, interrumpiendo las reacciones en cadena a través de la cual se propaga el daño que estos producen (Cadena, 1999; Martínez et al. 2002).

Por su acción protectora y la incapacidad del organismo humano de producir los flavonoides, estos merecerían ser incorporados al grupo de nutrientes esenciales.

Aunque los hábitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de ingesta de flavonoides se estima en ± 23 mg/día, siendo predominantes los flavonoles especialmente quercitina. Excede, por tanto, a la de otros antioxidantes en la dieta, tales como betacaroteno (2-3 mg/día) y la vitamina E (7-10 mg/día) y aproximadamente es igual a un tercio de vitamina C (70-100 mg/día). Los flavonoides representan una indudable contribución al potencial antioxidante de la dieta humana (Martínez et al. 2002). 

La actividad antioxidante de los flavonoides depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifenólicos y de la relación entre las diferentes partes de la estructura  química (Martínez et al. 2002). Esta estructura básica permite una multitud de patrones de sustitución y variaciones en el anillo C (Fig. 2). Esta característica estructural nos permite la siguiente clasificación:

1-  Flavonas, como la Diosmetina, que posee un grupo carbonilo en posición 4 del anillo  C y carece del grupo hidroxilo en posición C3.

2-  Flavonoles, representados por la Quercitina que posee un grupo carbonilo en posición 4 y un grupo –OH en posición 3 del anillo C.

3-  .Flavanos, como la Catequina, con un grupo –OH en posición 3 del anillo C.

4-  Antocianidinas,  que tienen unido el grupo –OH en posición 3 pero además poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Los criterios químicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides son:

· Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B, que confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalización de los electrones.

· Doble enlace, en conjunción con la función 4-oxo del anillo C.

· Grupos 3- y 5-OH con función 4-oxo en los anillos A y C  necesarios para ejercer el máximo potencial antioxidante.

Siguiendo estos requerimientos, el flavonoide Quercitina es el que mejor reúne los requisitos para ejercer una efectiva función antioxidante, llegando a ser 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas E y C.

La función antioxidante de la quercitina muestra efectos sinérgicos con la vitamina C, de manera tal que combinado con ella permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante más tiempo.

2.3.  Fuentes y rol de los flavonoides

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, así como en cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta humana en forma habitual. También pueden incorporarse en forma de suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales (Cadena, 1999; Martínez et al. 2002). Los flavonoides se encuentran en las plantas tanto en estado libre como formando glicósidos; estos últimos son los que contribuyen a darle color a las flores, frutos y hojas. 

La presencia de los flavonoides en la naturaleza y sus potenciales beneficios en la salud humana ha consitado un creciente interés en su estudio, prueba de ello son las numerosas publicaciones que hay sobre la actividad  biológica de estos componentes ( Tereschuk et al. 2002). 

Otra de sus funciones, no menos importante son sus efectos antifúngico y bactericida en el organismo. Participan en el metabolismo celular, también actúan como inhibidores enzimáticos y en procesos de transferencia de energía. A todo lo anterior se agrega una importante capacidad de fijar metales como Hierro y Cobre (Martínez et al. 2002; Tereschuk et al. 2002).

Se suma a sus beneficios el tener actividad farmacológica, como antialérgicos, antiinflamatorios, antivirales o anticarcinogénicos, antidepresivos, antitrombóticos y vasodilatadores (Velioglu et al. 1998; Huck et al. 2001; Martínez et al. 2002). Además poseen efectos citoprotectores, bien patentes en fibroblastos de piel humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales (Martínez et al. 2002). Asimismo, se ha comprobado su potente capacidad de inhibir la oxidación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas. 

Recientemente se ha comprobado que la Quercitina y Rutina cumplen esta función, por lo que podrían tener un rol importante en prevenir la ateroesclerosis, por supresión de la oxidación del LDL. De hecho, las poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides, sobre todo los recién mencionados, por ser los antioxidantes dietarios mayoritarios,  estadísticamente presentan menores riesgos de afecciones cardiovasculares (Hertog et al. 1993; Martínez et al. 2002; Tereschuk et al. 2002).

En ratas se ha podido comprobar que la Quercitina mejora la función contráctil del ventrículo izquierdo y reduce la incidencia de trastornos de la conducción cardíaca, mejorando la circulación y previniendo la formación de trombos intravasculares. (Hertog et al. 1992; Martínez et al. 2002).

Los flavonoides pueden ser absorbidos por las membranas celulares y protegerlas de la acción de los radicales libres. Tienen la ventaja de ser liposolubles e hidrosolubles (Hertog et al. 1992; Montes et al.1992). Son capaces de atravesar la barrera hematoencefálica y pueden proteger a las células cerebrales, que son muy sensibles a las lesiones producidas por los radicales libres. Además combaten la inflamación y las alergias (Martínez et al. 2002). 

Un número creciente de sustancias naturales se han identificado como moduladoras del proceso de carcinogénesis; entre ellas se encuentran los flavonoides que han demostrado poseer efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos. Diversos datos experimentales han demostrado la acción antiproliferativa y anticarcinogénica, así como el papel de agente quimiopreventivo de los flavonoides (Hertog et al. 1992; Hertog et al. 1993; Martínez et al. 2002).

Entre los numerosos fenómenos que tiene lugar durante el proceso carcinogénico y que ofrecen opción para la modulación mediante factores externos, se encuentran la formación de metabolitos carcinogénicos, que se forman por la acción de enzimas citosólicas y microsómicas. Estas enzimas controlan este paso crítico en el proceso carcinogénico. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que los flavonoides pueden modular  su actividad. En experimentos in vitro se ha confirmado el papel protector de la Quercitina, la cual ejerce efectos de inhibición frente a células cancerígenas en humanos: en colon, glándula mamaria y ovario, en región gastrointestinal y en  el aparato circulatorio. Una posible explicación a estos efectos anticancerígenos podría derivarse del incremento que algunos flavonoides producen en las concentraciones intracelulares de glutatión a través de la regulación de la expresión de la enzima limitante en su síntesis. Asimismo, en lo que respecta a la prevención del cáncer de mama, podría deberse a su potente capacidad de inhibir la actividad de la aromatasa evitando de esta forma la conversión de andrógenos en estrógenos (Hertog et al. 1992; Hertog et al. 1993; Martínez et al. 2002).

La presencia de flavonoides ha sido objeto de minuciosos estudios en plantas de interés agrícola, forestal y especialmente medicinales; sin embargo, se desconoce si los diferentes tipos de flavonoides y sus concentraciones permanecen estables en las muestras de material seco comercializado respecto al material de cosecha reciente (material fresco).

Como este conocimiento es de interés fundamental para evaluar la utilidad en diferentes terapias, de formas secas de plantas medicinales, se decidió  comparar el contenido de flavonoides entre material fresco y seco de algunas plantas medicinales utilizadas en Chile.

2.4.  HIPOTESIS

Los diferentes tipos de flavonoides y sus concentraciones permanecen estables en las muestras de material seco comercializado y  fresco obtenido del Jardín Botánico.

2.5.  OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia, tipo y concentración de flavonoides en algunas plantas medicinales frescas y secas, a través de la técnica de HPLC.

2.6.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

· Determinar cualitativamente por espectrofotometría UV la presencia de flavonoides totales en algunas plantas medicinales. 

· Desarrollar un método para la separación de flavonoides con técnica HPLC de fase reversa.

· Determinar cuantitativamente por HPLC, los tipos de flavonoides presentes en las especies en estudio de distinta procedencia.

· Comparar concentración y tipo de flavonoides entre el material vegetal fresco y seco de las diferentes especies de plantas  medicinales seleccionadas.
3.  MATERIAL Y METODOS

Se trabajó con material foliar de hojas frescas y secas de Canelo, Boldo, Matico, Eucalipto,  Limpia plata,  Hinojo y Ruda.

3.1.  Lugar de obtención del material vegetal

3.1.1.  Material vegetal fresco

Fue recolectado en el Jardín Botánico de la Universidad Austral de Chile, ubicado en la ciudad de Valdivia (39º48’ L.S, a 9 m.s.m). Durante el año de estudio (2002) las condiciones climáticas en Valdivia fueron: temperatura promedio de 12.9ºC y una pluviosidad de 3140.2 mm. Los datos fueron aportados por la Estación Climática “Teja” del Instituto de Geociencias de la UACh. La radiación solar máxima en verano fue de 2507,9 KJ/m2s y la mínima en invierno fue de 129,4 KJ/m2s (Comunicación personal Profesora Lovengreen, Instituto de Física, UACh). 

3.1.2.  Material vegetal seco

El material vegetal seco de las mismas especies se obtuvo en herbaristerias de la ciudad de Valdivia. De este material se desconoce procedencia, fecha de recolección, tipo de secado, tiempo de almacenamiento, así como las condiciones asépticas usadas en la recolección. Además, no se tiene seguridad de sí el nombre asignado corresponde efectivamente a la especie. En el caso del hinojo, fue posible obtener sólo frutos.

Para efectos de este trabajo se consideraron a los lugares de obtención del material seco envasado como procedencia.

3.2.  Caracterización de las especies vegetales utilizadas

3.2.1.  Especies nativas

Drymis winteri J.R et Forster. (Canelo, boigue, boique, fuñe, boighe, boiye). Familia: Winteráceas.

Arbol siempre verde, que  alcanza hasta 30 mt de altura. Se encuentra desde el río Limarí hasta Tierra del Fuego, también en la patagonia Argentina. Crece generalmente en terrenos capaces de mantener cierta humeda (Hoffmann, 1997).

Usos medicinales populares:

Para los mapuches el uso medicinal fue muy amplio tanto en su aplicación práctica como en su significación simbólica, que trascendió el ámbito médico-chamánico. Tiene frecuente aplicación en hinchazones, tumores y erupciones de la piel. También como estimulante, diurético, antiescorbútico (Hoffmann, 1997; Montenegro, 2000).

La infusión de hojas fue usada como narcótico e intoxicante para aliviar dolores de parto, estómago y como vermífugo. Con la infusión cocida se trató el escorbuto, dolores de muelas y cáncer y para aplacar el dolor de las úlceras. Hojas y tallos se utilizaron en tratamientos de furúnculos, úlceras y verrugas (Montes et al. 1992; Hoffmann, 1997).

La corteza y hojas se usan para tratar escorbuto, sarna, empeines, para limpiar heridas; en baños es antirreumática. También para dolores de garganta, para parálisis en baños preparados con la decocción de hojas y corteza. En dosis excesivas produce náuseas, vómitos y diarreas (Hoffmann, 1997; Montenegro, 2000).

Composición química:

El canelo ha sido largamente investigado en los laboratorios nacionales. Se trata de una planta con distintos tipos de principios activos. El primero reconocido fue la  vitamina C. El constituyente más destacado del canelo es un aceite esencial compuesto por distintas sustancias que están también presentes en aceites de otras plantas: ascaridol, pineno, limoneno, eugenol y otros. También posee taninos (Montes et al. 1992; Hoffmann, 1997) y otros principios activos, como: herpenoides (drimenol, drimenina, criptomeridiol, winterina y otros), y flavonoides (cirsimaritina, taxifalina, quercitina y otros) de acuerdo a Montes et al. (1992) no son los más determinantes en sus propiedades, (Montes et al. 1992). Contiene además sustancias antibacterianas y sustancias utilizadas en el tratamiento contra la leucemia (Montenegro, 2002)

Peumus boldus. Mol. (Boldo, peta, voldu, boldu). Familia: Monimiáceas.

Arbol siempre verde, de unos 20 mt de altura, con hojas aromáticas, que crece desde Aconcagua hasta Osorno. Es especialmente abundante en las provincias centrales, desde Curicó hasta Bío-Bío. 

Usos medicinales populares:

En medicina popular es utilizado en enfermedades hepáticas, dolores de cabeza, indigestiones, meteorismo y reumatismo. Las hojas machacadas sirven para aliviar dolores de dientes. En general las propiedades del boldo pueden resumirse en las siguientes: es un estimulante de la digestión, es colagogo y colerético (ver glosario); también tiene propiedades sedantes sobre el sistema nervioso (Hoffmann, 1992). Las hojas de boldo se comercializan y exportan  para fabricar bolsitas de té cuya infusión se supone es estimulante del apetito y facilita la digestión de las grasas. El uso excesivo de estas infusiones produce somnolencia y flacidez muscular (Hoffmann, 1997; Montenegro, 2000).

Composición química y propiedades medicinales:

Contiene flavonoides, minerales, ácidos orgánicos, carbohidratos, lípidos y alrededor de 20 alcaloides, derivados de la aporfina, siendo boldina el más abundante (aproximadamente 30 % del total). En el aceite esencial de las hojas (2-2,6%) se encuentran hidrocarburos, dentro de los cuales destacan ascaridol, cimol y eucaliptol, además de  los flavonglicósidos y boldina que serían los compuestos que están más relacionados con las propiedades medicinales de esta planta (Montes et al. 1992).


Entre los flavonoides presentes se han encontrado heterósidos de glucosa, ramnosa, y arabinosa, pneumósido, boldósidos y entre los flavonoles, el kamferol (www.chillan.udec.cl/explora). Por último se ha señalado la presencia de tanino (Montes et al, 1992; Hoffmann, 1997).

Buddleja globosa Hoppe. (Matico, pañil, palguín, panguin). Familia: Buddlejacea

Matico es un arbusto de 4 mt de altura que crece entre Santiago y Chiloé.

Usos medicinales populares:

En enfermedades del estómago, colitis, pulmón y cualquier herida interna. Se prepara en infusión o decocción para lavar heridas y en polvos para ayudar a la cicatrización de úlceras. En lavados internos tiene buenos efectos en rectitis ulcerosas, disenterías. Externamente, en lavados o compresas su efecto benéfico sobre heridas de lenta cicatrización es sorprendente y esto es lo que ha contribuido en mayor medida a su reputación (Hoffmann, 1992; Montenegro, 2000).

Composición química  y propiedades medicinales:

El componente más importante presente en matico, desde el punto de vista cuantitativo, y al que se le atribuye en parte sus virtudes vulnerarias, es el tanino que se encuentra en una concentración de 5,7% (Montes et al. 1992; Montenegro, 2000). Además contiene alcaloides, a los que se le atribuyen un efecto relajador de la musculatura lisa. Por último, se señala en las flores la presencia de numerosos glucósidos, especialmente de tipo flavonoides (Acaetina - 7 - a - rutinósido, Apigenina - 7 - 0 - glucósido; Quercitina -3 -0 – rutinósido, etc.) y en las hojas (Luteolina – 7 – 0 – glucósido, la hidroxi-luteolina – 7 – 0 – glucósido) (Hoffmann, 1992; Montenegro, 2000).

3.2.2.  Especie alóctona

Eucalyptus globulus Labil. (Eucalipto, gomero dulce, gomero azul, árbol contra la fiebre). Familia: Mirtáceas

El eucalipto es un árbol siempre verde, de más de 40 mt de alto, con hojas aromáticas. Es originario de  Australia y Tasmania (Font Quer, 1962). 

Usos medicinales populares:
Es utilizado como descongestionante, en afecciones e inflamaciones a las vías respiratorias, a la garganta, en bronquitis, catarro y también puede ser usado junto a la hoja de palto, cáscara de plátano, zarzamora, ortiga. A las hojas se le atribuyen diversas propiedades balsámicas y antisépticas. En homeopatía son indicadas para tratar el vértigo, cefaleas, dolores reumáticos de miembros y articulaciones, abatimiento, somnolencia, ardor en el estómago, diarreas fuertes y debilidad general. También son utilizadas para fumigar y en la fabricación de cigarrillos. El aceite esencial de eucalipto más aceite de coco es usado en afecciones a la piel y picaduras de insectos (Chiej, 1993; Font Quer, 1962; Hofmann, 1992; Montenegro, 2000).

La efectividad contra el Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus ha sido comprobada pero no contra Escherichia coli (Montenegro, 2000). La esencia es utilizada como excipiente a otros medicamentos; es saborizante, desodorizante; y puede ir incorporada con insecticidas. En dosis altas resulta dañina y provoca gastroenteritis, irritaciones de las mucosas, hematuria y dificultades respiratorias (Hoffmann, 1992; Montenegro, 2000). El aceite esencial se expende solo o puede ir incorporado en diferentes formas farmacéuticas como gotas nasales, cápsulas, jarabes, supositorios y pomadas (Montenegro, 2000).

Durante mucho tiempo el eucalipto ha sido  considerado como un excelente febrífugo, sin que se haya aislado ningún principio activo que fundamente su efecto (Montes et al. 1992).

Composición química y propiedades medicinales:

El principal componente activo del aceite esencial que se extrae de sus hojas,  es el eucaliptol, el que está en una concentración mayor a 85%. También se han descrito otros principios activos como taninos, resinas (Hoffmann, 1992; Chiej, 1993), heterósidos de flavonoles (rutósidos, quercitrósidos, hiperósidos y ésteres de flavonas metiladas (www.chillan.udec.cl/explora).

3.2.3.  Herbáceas cosmopolitas

Equisetum bogotense H.B.K. (Limpia plata, hierba del platero, cola de caballo, hierba de la plata).  Familia: Equisetácea.

Es una planta perenne, de 10 a 60 cm de alto que abunda en las regiones arenosas y húmedas del país.

En medicina popular la planta completa tomada como infusión es remedio para los riñones y dolores de espalda ya que ayuda a combatir los cálculos renales; es usada como potente diurético; tiene cierta acción astringente útil en las disenterías. También se usa en hemorragias, úlceras, tumores, especialmente afecciones del hígado, bazo y vejiga (Hoffmann, 1992; Montenegro, 2000).

Composición química y propiedades medicinales:

Dos son los tipos de principios activos de mayor relevancia en esta planta. El primero es un amplio conjunto de sustancias minerales como: carbonato de calcio, sulfato de potasio, magnesio, fosfato de calcio, fierro, dentro de los cuales la más importante es la sílice. En segundo lugar, se encuentran una serie de glucósidos, tipo flavonoides. También se ha informado de la presencia de otras sustancias: principios amargos, resinas, y el alcaloide nicotina (Hoffman, 1992; Montenegro, 2000). Por último, se indica su uso para diversos trastornos circulatorios y la cicatrización de heridas superficiales (Montenegro, 2000).

Foeniculum vulgare Miller. (Hinojo, hierba de anís). Familia: Umbelíferas (apiáceas) Familia del apio.

Las umbelíferas se originan en el Mediterráneo europeo, es una hierba perenne muy aromática, de hasta 2 mt de altura, que está ampliamente distribuida en el mundo. En Chile el hinojo crece especialmente bien en la zona central, en las orillas de caminos y canales, siendo la raíz y los frutos las partes utilizadas (Chiej, 1993).

Usos medicinales populares:

En general, el hinojo se emplea como carminativo, diurético, aperitivo, expectorante y antiespasmódico  (Font Quer, 1962; Hoffmann, 1992; Chiej, 1993).

Las semillas, se utilizan en trastornos digestivos, como  meteorismo,  diarreas y  atonía intestinal. Por otro lado, también se recomienda para inflamaciones de  ojos, tanto de  conjuntiva como de  párpados. Por último, tiene un potente efecto para aumentar la secreción de la leche en las madres que están amamantando (Font Quer, 1962; Chiej, 1993).

La esencia posee poder bactericida y en los lactantes se transmite a través de la leche. A elevadas dosis es convulsiva (Chiej, 1993).

Composición química y propiedades medicinales: 

Posee flavonoides como:  rutina, quercitina, isoquercitrina (www.chillan.udec.cl/explora) (Montes et al. 1992).

Ruta graveolens L. (ruda). Familia: Rutácea
Es un arbusto que mide hasta 80 cm de alto, con hojas que contienen abundantes aceites esenciales de olor muy característico. Es  originaria de la cuenca mediterránea y usada como planta medicinal desde tiempos antiguos (Font Quer, 1962; Chiej, 1993).

Usos medicinales populares:

La infusión de las hojas es usada para problemas estomacales y para tratar convulsiones, inflamaciones, daños del periostio, desgarro del hueso, fragilidad de los vasos sanguíneos (rutina apoyada  a la vitamina C), venas varicosas, hemorragias internas, heridas y provocar la menstruación. También se le atribuyen propiedades antiespasmódicas, antiparasitaria y rubefasciente, atribuidas principalmente a la esencia (Font Quer, 1962; Hoffmann, 1992; Chiej, 1993).

Composición química y propiedades medicinales:

La ruda posee distintos tipos de principios activos. De ellos destacan: un aceite esencial y un glucósido flavónico, de los cuales derivan sus propiedades terapéuticas más reputadas (Font Quer, 1992; Hoffmann, 1992; Chiej, 1993).El aceite esencial está compuesto principalmente por dos cetonas que constituyen cerca del 90% de él: metilheptilcetona y metilhonilcetona y el glucósido flavónico la rutina, que por hidrólisis puede degradarse en quercitina, como la genina o aglucona, glucosa y ramnosa (Hoffmann, 1992).

3.3.  Reactivos

-    Para extracción y partición de los pigmentos:

Metanol (Merck)

Eter de petróleo (Merck)

Para la determinación de absorbancia en espectrofotómetro UV:

Metanol  (Merck) diluído al 40%

-    Para determinación y separación de los flavonoides en HPLC:

Acetonitrilo (Merck)

Acido trifluoroacético (Merck)

Agua *

Metanol grado HPLC

Estándares:

Acacetina (Sigma)

Luteolina (Sigma)

Kamferol (Sigma)

Myricetina (Sigma)

Quercitina (Sigma)

Rutina (elaborada en el Inst. de Química de la U.A. Ch)

*: El agua usada para las mediciones en HPLC, es agua destilada, desionizada, no grado HPLC, filtrada con un filtro de mezcla celulosa éster, con un tamaño de poro de 0,2 μm y un diámetro de 47 μm (Adventec MFS, Inc.).

3.4.  Extracción y partición  de pigmentos

Para extraer y cuantificar los pigmentos protectores (flavonoides) se trabajó con 1.0 gr de material seco de cada especie y procedencia, los que se maceraron en un mortero de vidrio con  porciones de 3 ml de metanol 100% grado HPLC por tres veces para asegurar su extracción total. Se trabajó bajo luz roja y con los matraces cubiertos de papel aluminio para evitar la fotooxidación de los pigmentos. Las porciones de sobrenadante recolectadas que contenían todos los pigmentos (clorofilas totales, carótenos y flavonoides) fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min para separar los restos de membranas que pudieran existir.

Posteriormente se extrajo el sobrenadante libre de partículas insolubles y se procedió a realizar la separación de los pigmentos protectores (flavonoides y carotenos) de los fotosintéticos (clorofilas). Para esto,  en un embudo de decantación y siempre  protegidos de la luz con papel aluminio, se colocó el extracto crudo de los pigmentos junto con volúmenes iguales de éter de petróleo y metanol diluido al 40% ( 10 ml de cada solvente); esta mezcla se agitó y se dejó reposar varias horas hasta que ocurriera la separación de las fases. De esta separación se obtuvo la fase etérea que contiene los pigmentos fotosintéticos, y la fase alcohólica, que contiene los pigmentos protectores. Esta última fracción fue guardada en viales protegidos de la luz para su posterior caracterización. 

3.5.  Métodos aplicados

3.5.1.  Determinación de flavonoides totales por espectrofotometría UV-visible

Para analizar el contenido de flavonoides totales presentes en las distintas muestras se utilizó un espectrofotómetro de doble haz UNICAM (Serie UV500), el cual emplea dos fuentes diferentes de energía para cubrir el intervalo especificado de longitudes de onda. Una lámpara de tungsteno suministra la radiación visible y otra de arco deuterio, la ultravioleta (Fig 5).

La concentración relativa de los flavonoides totales presentes en los extractos, se obtuvo de la medición de absorbancia del extracto crudo entre 200 y 500 nm (Fig.6). Estas mediciones se realizaron en una celda de cuarzo de 1 cm de paso óptico, para luego elegir la absorbancia máxima de los flavonoides totales, que presentaron valores relativos de máximos de absorbancia de 280 y 400 nm aproximadamente, según la especie estudiada. Estos máximos se designan como banda I (normalmente entre 300 y 380 nm para flavonas y flavonoles) y banda II (normalmente entre 240 y 280 nm). La banda I está asociada con la absorción causada por el anillo B o sistema cinamoil y la banda II con el anillo A o sistema benzoil (Fig.7). La posición de estas bandas permite distinguir entre los diversos tipos de flavonoides. Por ejemplo, flavonas y flavonoles con grupos OH en el anillo A, pero no en el anillo B, tienden a dar un espectro en metanol con una pronunciada Banda II y una Banda I débil, pero en moléculas similares que también poseen grupos OH en el anillo B, la Banda I es más pronunciada y aparece a mayor longitud de onda. El espectro en metanol, particularmente la posición de la Banda I (entre 300 y 380 nm), proporciona información sobre el tipo de flavonoide (Mabry, 1970).

A las especies en estudio que presentaron valores altos de absorbancias de la banda I, fue necesario hacerles diluciones para evitar desviaciones a la ley de Beer. Todos los extractos fueron estudiados por triplicado.

FIGURA 5.  Equipo empleado para la identificación de flavonoides totales presentes en el material foliar de las especies analizadas. Espectrofotómetro UNICAM (serie UV500) el cual emplea dos fuentes diferentes de energía para cubrir el intervalo especificado de longitudes de onda. Una lámpara de tungsteno suministra la radiación visible y otra de arco deuterio, la ultravioleta.
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FIGURA 6.  Espectro de absorción del extracto en metanol de hojas de matico (B. globosa) (A) y estándares de flavonoides (B), empleados en la elección de la longitud de onda, para la detección de los flavonoides (1: Acacetina; 2: kamferol; 3: Quercitina; 4: Luteolina; 5: Myricetina; 6: Rutina).
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FIGURA 7.  Sistema cinamoil y benzoil presentado por el esqueleto de flavonoides. El anillo B o sistema cinamoil está asociado a la Banda I y la Banda II está asociada con la absorción causada por el anillo C o sistema benzoil.
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3.5.2.  Determinación de flavonoides por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

Con el objeto de analizar cualitativa y cuantitativamente los flavonoides más comunes presentes en las especies estudiadas, se estudiaron los extractos alcohólicos de las plantas con Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) en fase reversa a temperatura ambiente y con una gradiente de solventes. 

La cromatografía en fase reversa reversa se caracteriza por tener una columna cromatográfica con una fase estacionaria no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y la fase móvil es relativamente polar (como el agua, metanol, acetonitrilo). En la fase reversa los componentes más polares aparecen primero, y un aumento de la polaridad de la fase móvil acorta el tiempo de retención (Skoog, 1996). La interacción que se produce es según la polaridad de los componentes de la muestra; el componente más polar eluye con la fase móvil saliendo primero y el componente menos polar eluye al final.

La elución de los componentes de una muestra puede realizarse de dos maneras: isocráticamente, es decir, una separación que utiliza un solo disolvente de composición constante, o bien, usando una elución en gradiente que utiliza dos o más disolventes con polaridad significativamente distinta, variando la relación de los disolventes en forma programada durante el tiempo de elución. Este tipo de elución en gradiente presenta ventajas considerables como mejor separación y tiempos cortos de retención. 

Debido a la variedad de flavonoides y su similitud en términos de polaridad y peso molecular, fue necesario utilizar una gradiente de solventes que presentan las siguientes ventajas:

-     Separa mezclas complejas con gran precisión.

Separa componentes muy similares.

Separa prácticamente cualquier especie.

No destruir la muestra.

Además esta técnica es aplicada a un sin número de compuestos, entre los cuales se encuentran, azúcares, hidrocarburos, lípidos, proteínas, aminoácidos, ácidos grasos, pigmentos, antocianos, antihistamínicos, analgésicos, drogas, vitaminas, polímeros, insecticidas, etc. (Skoog, 1996).

Uno de los objetivos de este trabajo fue encontrar un método que permitiera separar en forma eficiente los flavonoides presentes en los extractos alcohólicos de las plantas estudiadas. Un volumen de 50 μL de muestras, previamente filtradas con un filtro de teflón (Advantec MFS 0,2 μm) con el objeto de eliminar las impurezas solubles en metanol que pudieran dañar la columna, fueron inyectadas a un flujo de  2.0 mL min-1, controlado por una bomba peristáltica cuaternaria, a temperatura ambiente y con una longitud de onda de detección a 330 nm utilizando un detector UV-visible. La longitud de onda fue elegida de acuerdo a los espectros de absorción  de las muestras y estándares (Fig. 6) y a la comparación de las alturas, separaciones y resoluciones de los peacks que permitieran una buena identificación y cuantificación de los flavonoides en las corridas cromatográficas. Una separación eficiente de los flavonoides presentes en el extracto alcohólico de las plantas analizadas y acortando el tiempo de separación,  se logró usando una gradiente de solventes agua-ácido acético (99,88 : 0,12) y acetonitrilo-ácido trifluoroacético (TFA) (99,85 : 0,15) la que permitió una elución y separación aceptables. La gradiente utilizada fue: a tiempo 0 minutos, 84% de solvente A (agua-ácido acético) y 16% de solvente B (acetonotrilo-TFA) a 50% (A) y 50% (B) a los 10 minutos. Entre inyecciones la columna fue reequilibrada por 10 minutos con solvente A.

Los flavonoides presentes en el extracto crudo fueron analizados cualitativa y cuantitativamente utilizando un equipo cromatógrafo Hewlett-Packard modelo 1100 Agilent que utiliza un detector de absorbancia de longitud de onda visible y una bomba peristáltica cuaternaria (Fig. 8).

La columna utilizada para la separación eficiente de los flavonoides fue una columna Phenomenex Luna de 5μ C18 (250 x 4,6 μm) y con el objeto de aumentar la vida de la columna se utilizó además una precolumna C18 de 5μ que elimina la materia en suspensión y contaminantes de los disolventes.

3.5.3.  Identificación, calibración y cuantificación de los pigmentos

La identificación de los flavonoides presentes en las especies estudiadas se realizó mediante la comparación de los tiempos de retención de los máximos obtenidos en los estándares Kamferol, Luteolina, Myricetina, Quercitina, en cuanto a Rutina ésta se encuentra unida a un grupo azúcar (Fig. 4). Los cromatogramas de los estándares y las muestras fueron obtenidos bajo exactamente las mismas condiciones de temperatura, gradiente y flujo (Fig. 9 y 10).
Para cuantificar los máximos de los flavonoides identificados se realizó una curva de calibración (Fig. 11), con cada uno de los estándares a diferentes concentraciones conocidas usando Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC). Para Kamferol, Luteolina, Myricetina, Quercitina y Rutina 1980, 990, 594, 297 ppm.

Las ecuaciones de la recta de las curvas obtenidas para cada uno de los estándares fueron las siguientes:
Kamferol    Y= 2,8045x + 232,49        r2: 0,99

Luteolina    Y= 5,8451x + 928,73        r2: 0,99

Myricetina  Y= 1,4646x + 624,16        r2: 0,99

Quercitina   Y= 2,6016x + 17,701       r2: 0,99

Rutina         Y= 0,6257x + 24,553       r2: 0,99 

Donde "y" corresponde a la altura del peack en el cromatograma, y "x" a la concentración del estándar en ppm.  Estos valores se obtuvieron de los siguientes gráficos (Fig. 9 y 10).

A partir de estos datos fue posible identificar y calcular cuantitativamente la concentración de flavonoides presentes en las muestras estudiadas.

FIGURA 8.  Cromatógrafo utilizado para la identificación de flavonoides. Equipo HPLC Hewlett Packard 1100 Agilent de fase reversa con columna Phenomenex Luna 5 μ C18  (250 x 4,60 mm, tamaño de partícula 5 μm) provista de precolumna C18 5μ  para eliminar materia en suspensión y contaminentes de los disolventes, alargando así la vida útil de la columna. 
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FIGURA 9.  Cromatograma de flavonoides en extracto de Ruda (R. graveolens) resuelto por HPLC (Hewlett Packard modelo 1100 Agilent). Volumen de inyección de muestra de 50 μL a un flujo de 2,0 mL min-1, controlado por una bomba peristáltica cuaternaria, longitud de onda de 330 nm de absorción con detector UV-visible, a temperatura ambiente, con gradiente de solventes agua-ácido acético y acetonitrilo-ácido trifluoroacético. Tiempo de retención de flavonoides encontrados Luteolina: 7,9 min; Myricetina: 6,8 min; Quercitina: 8,3 min; Rutina: 4,6 min. 
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FIGURA 10.  Cromatograma del estándar rutina, resuelto en HPLC de fase reversa, con flujo 2,0 mL min-1, controlado por bomba peristáltica cuaternaria, a temperatra ambiente y con gradiente de solventes agua-ácido acético y acetonitrilo-ácido trifluoroacético a una longitud de onda de 330 nm.
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FIGURA 11.  Curvas de calibración de estándares puros de Kamferol, Luteolina, Myricetina, Quercitina y Rutina, corridos en HPLC, de acuerdo a las indicaciones señaladas en el capítulo de material y métodos.
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4.  RESULTADOS

Con el objeto de identificar distintos flavonoides presentes en las muestras se procedió a separar por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) los flavonoides detectados en los extractos. Para realizar este estudio se utilizaron cinco estándares de flavonoides, con los cuales se midieron curvas de calibración, para posteriormente  realizar el análisis cuantitativo.

4.1.  Identificación de flavonoides totales

Las muestras de ambas procedencias presentaron los mismos flavonoides variando en  concentraciones, sin dejar de señalar  algunas excepciones, entre las especies obtenidas del jardín botánico y las del comercio. En general las especies compradas en herbaristerías (comerciales) presentaron valores más altos de absorbancias (en ambas bandas de su espectro) que las obtenidas en muestras del  jardín botánico (Tabla 1) y al sacar un promedio de cada una de las especies, los valores más altos siguen siendo los presentados por las muestras  comerciales (Tabla  2). 

TABLA 1.  Valores de absorbancia máxima de flavonoides totales extraídos en hojas de las especies vegetales estudiadas y provenientes de material comercializado (C) y del jardín botánico (J.B) medidas en el espectrofotómetro UNICAM UV500 a una longitud de onda entre 200 a 500 nm.

	Especies
	Abs. < 300 nm

Comercio             J.B.
	Abs. > 300 nm

Comercio              J.B.

	D. winteri
	2.53 ± 0.2
	0.77 ± 0.2
	0
	0

	P. boldus
	3.58 ± 0.2
	2.08 ± 0.2
	1.65 ± 0.2
	1.12 ± 0.1

	B. globosa
	1.72 ± 0.6
	1.91 ± 0.2
	2.43 ± 0.7
	1.98 ± 0.3

	
	
	
	
	

	 E. globulus
	4.62 ± 0.2
	0.97 ± 0.1
	2.57 ± 0.1
	0.32 ± 0.1

	
	
	
	
	

	F. vulgare
	1.82 ± 0.1
	2.26 ± 0.1
	1.39 ± 0.4
	1.87 ± 0.2

	R. graveolens
	3.11 ± 0.3
	1.79 ± 0.2
	1.79 ± 0.2
	1.02 ± 0.2

	E. bogotense
	0.97 ± 0.1
	0.52 ± 0.1
	0
	0


TABLA 2.  Promedio de los valores de absorbancia de flavonoides totales < y > de 300 nm obtenidos en hojas secas de especies leñosas (nativas y alóctona) y herbáceas (cosmopolitas) obtenidas del Jardín botánico (J.B) y del comercio.

	Especie
	Abs. < 300 nm

Comercio              J. B.
	Abs. > 300 nm

Comercio         J. B.

	Nativas
	2.614
	1.591
	2.038
	1.55

	
	
	
	
	

	Alóctona
	4.626
	0.975
	2.574
	0.320

	
	
	
	
	

	Herbáceas

Cosmopolitas
	1.964
	1.525
	1.596
	1.452


TABLA 3.  Tiempos de retención (min) de los distintos estándares analizados en HPLC (Hewlett Packard modelo 110 Agilent) fase reversa, provisto de columna y precolumna, inyectando un volumen de 50 μL de muestra a un flujo de 2,0 mL min-1 y controlado por bomba peristáltica cuaternaria. Los estándares fueron detectados a una longitud de onda de 330 nm con detector UV-visible, a temperatura ambiente y con gradiente de solventes mencionado en el capítulo de material y métodos.

	Estándar
	Tiempo de retención

(min)

	     Kamferol
	9,40

	     Luteolina
	7,87

	     Myricetina
	6,91

	     Quercitina
	8,20

	      Rutina
	4,58


TABLA 4.  Tiempos de retención (min) de los distintos peacks presentados por las muestras en  hojas de especies leñosas y herbáceas  del jardín botánico  (J.B.) y centros comerciales de productos naturales (C) determinados en HPLC. (N.D: no detectado, K:kamferol, L:luteolina, M:myricetina, Q: quercitina, R:rutina)

	Especies
	K
	L
	M
	Q
	R

	D. winteri
	
	
	
	
	

	J.B.
	9,46
	N.D
	N.D
	8,22
	4,77

	C
	9,39
	N.D
	N.D
	7,95
	4,6

	P. boldus
	
	
	
	
	

	J.B.
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	4,66

	C.
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	4,53

	B.globosa
	
	
	
	
	

	J.B.
	N.D
	7,93
	6,94
	N.D
	4,63

	C.
	N.D
	7,90
	N.D
	N.D
	4,52

	E. globulus
	
	
	
	
	

	J.B.
	9,31
	8,08
	7,0
	8,3
	4,49

	C.
	9,44
	7,95
	7,07
	8,22
	4,36

	F. vulgare
	
	
	
	
	

	J.B.
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	4,63

	C.
	N.D
	N.D
	N.D
	8,31
	4,58

	R. graveolens
	
	
	
	
	

	J.B.
	N.D
	7,92
	N.D
	8,29
	4,62

	C.
	N.D
	7,92
	N.D
	8,35
	4,62

	E. bogotense
	
	
	
	
	

	J.B.
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	4,61

	C.
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	4,44


Con estos datos fue posible la identificación de flavonoides presentes en las plantas estudiadas comparándolas con los tiempos de retención de los estándares (Tabla 3 y 4).

4.2.  Identificación de flavonoides

Una vez obtenidos los tiempos de retención de los estándares, se procedió a la identificación de los flavonoides presentes en las muestras de distinta procedencia, realizando para ello una comparación  de los tiempos de retención, tanto de los estándares como de las muestras analizadas (Tabla 4). 

En canelo se determinó Kamferol, Quercitina y Rutina con tiempos de retención para las muestras obtenidas en herbaristerías de 9,4 min, 7,9 min y 4,6 min respectivamente, y para las muestras del jardín botánico, 9,4 min, 8,2 min y 4,7 min. 

En boldo se identificó sólo Rutina a un tiempo de retención de 4,6 min para las muestras obtenidas del jardín botánico y 4,5 min para las muestras obtenidas en el comercio.

En matico se encontró Luteolina (7,9 min), Myricetina (6,9 min) y Rutina (4,6 min) para las muestras del jardín botánico, mientras que para las muestras comerciales fue posible identificar Luteolina (7,9 min) y Rutina (4,5 min). Los tiempos de retención para Luteolina y Myricetina son de 7,8 min y 6,9 min respectivamente.

Eucalipto presentó Kamferol, Luteolina, Myricetina, Quercitina y Rutina tanto comercial como del jardín botánico, con tiempos de retención para las muestras obtenidas en el comercio de 9,4 min, 7,9 min, 7,1 min, 8,2 min, 4,4 min respectivamente, y para las muestras del jardín botánico 9,3 min, 8,1 min, 7,0 min, 8,3 min, 4,5 min.

Hinojo presentó sólo Rutina (4,6 min) para las muestras del jardín botánico, y Quercitina (8,3 min) y Rutina (4,6 min) para las comerciales.

Ruda presentó Luteolina (7,9 min), Quercitina (8,29 min) y Rutina (4,6 min) para la especie del jardín botánico, en cuanto a la del comercio, se pudieron observar los mismos flavonoides Luteolina (7,9 min), Quercitina (8,35 min) y Rutina (4,6 min). 

Limpia plata presentó sólo Rutina, a un tiempo de 4,6 min para la especie del jardín botánico y a 4,4 min para la especie comercial.

Resumiendo, Rutina aparece como el flavonoide más común, por haberse detectado en todas las especies; no siendo el caso de Kamferol y Myricetina que sólo fue posible detectarlos en dos especies.

Una vez identificados los flavonoides en las especies estudiadas se procedió a su cuantificación, utilizándose para ello la altura de los peacks de los flavonoides detectados (Tabla 5) y con las ecuaciones de la recta obtenidas de las curvas de calibración de los cinco estándares fue posible obtener la concentración de los flavonoides identificados en cada una de las muestras analizadas (Tabla 6).

Finalmente, se procedió a calcular la concentración y porcentaje total de flavonoides presentes en cada muestra de distinta procedencia (Tabla 7).

TABLA 5.  Altura de los peacks (mUA) de los distintos flavonoides en hojas de especies leñosas y herbáceas del jardín botánico (J.B) y centros comerciales de productos naturales (C) determinados en  HPLC. (N.D: no detectado; K: kamferol; L: luteolina; M: myricetina; Q: quercitina; R: rutina).

	Especie
	K
	L
	M
	Q
	R

	D.winteri
	
	
	
	
	

	J.B
	562,139


	N.D
	N.D
	1024,398


	43746,051



	C
	1298,911


	N.D
	N.D
	20041,87
	29553,778



	P.boldus
	
	
	
	
	

	J.B
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	323,9187



	C
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	1244,0916



	B.globosa
	
	
	
	
	

	J.B
	N.D
	1229,3


	759,681


	N.D
	11657,1



	C
	N.D
	972,579


	N.D
	N.D
	4911,2888



	E.globulus
	
	
	
	
	

	J.B
	691,665


	1819,692


	2481,919


	1685,283


	1606,434



	C
	1447,2
	3339,673


	10912,968


	3346,314


	284061,108



	F.vulgare
	
	
	
	
	

	J.B
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	1718,1884



	C
	N.D
	N.D
	N.D
	74,6018


	596,6996



	R.graveolens
	
	
	
	
	

	J.B
	N.D
	1171,8442


	N.D
	310,0516


	3634,494



	C
	N.D
	1923,7208


	N.D
	425,806


	3700,8918



	E.bogotense
	
	
	
	
	

	J.B
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	45,0055



	C
	N.D
	N.D
	N.D
	N.D
	189,7320




TABLA 6.  Concentración de flavonoides (ppm) en hojas de especies leñosas y herbáceas del Jardín botánico (J.B.) y centros comerciales de productos naturales (C) determinados en HPLC. (N.D: no detectado; K: kamferol; L: luteolina; M: myricetina; Q: quercitina; R: rutina).

	Especie
	K
	L
	M
	Q
	R

	D. winteri
	
	
	
	
	

	J. B.
	117,54


	-
	-
	400,56


	69876,13



	C.
	380,25


	-
	-
	7683,4
	47193,90



	P. boldus
	
	
	
	
	

	J.B.
	-
	-
	-
	-
	283,89



	C.
	-
	-
	-
	-
	1949,07



	B. globosa
	
	
	
	
	

	J.B.
	-
	51,42


	92,53


	-
	18591,25



	C.
	-
	7,5
	-
	-
	7810,03



	E. globulus
	
	
	
	
	

	J.B.
	163,72


	152,42


	1268,44


	654,59


	2528,17



	C.
	433,13


	412,47


	7024,49


	1293,05


	45359,68



	F. vulgare
	
	
	
	
	

	J.B
	-
	-
	
	-
	2706,78



	C.
	-
	-
	-
	35,47


	914,41



	R. graveolens
	
	
	
	
	

	J.B.
	-
	86,68


	-
	125,98
	5769,44

	C.
	-
	170,22


	-
	170,47


	5875,56



	E. bogotense
	
	
	
	
	

	J.B.
	-
	-
	-
	-
	32,68



	C.
	-
	-
	-
	-
	263,99




FIGURA 12.  Concentración total (mg/L) de flavonoides libres presentes en 1.0 gr de hojas de especies leñosas y herbáceas del Jardín Botánico (J.B.) y de centros comerciales (C) determinados en HPLC (J.B: ∏∏∏;  C: ∏∏∏).
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5.  DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue determinar la presencia, tipo y concentración de flavonoides en el material foliar de  siete especies de  plantas medicinales de uso común en el  Sur de Chile, de dos distintas procedencias. Cada especie  provienen de herbarísterias de la ciudad de Valdivia (C) y del jardín botánico de la Universidad Austral de Chile (J.B.). Adicionalmente se realizó  una comparación entre las diferentes procedencias de estas especies. Para esto se utilizaron técnicas espectrofotométricas y cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Los resultados obtenidos fueron comparados con lo señalado en la literatura, donde generalmente se utilizaron técnicas de cromatografía de placa fina o de columna. 

Los métodos utilizados permitieron la identificación de flavonoides totales, así como la identificación de cada uno de ellos, de acuerdo a los estándares disponibles para este estudio y al interés farmacéutico presentados por estos compuestos, requiriendo para ello técnicas de alta sensibilidad y confiabilidad, como es el caso de la espectrofotometría y de HPLC. Esta última técnica además presenta las ventajas de separar con gran precisión  mezclas complejas, así como también componentes muy similares no destruyendo las muestras (Skoog, 1996). 

Los resultados obtenidos confirmaron la presencia de las dos bandas típicas presentadas por los flavonoides, banda I (normalmente entre 300 y 380 nm) y banda II (normalmente entre 240 y 280 nm) (Mabry, 1973), observándose mayores absorbancias en las especies obtenidas en el comercio; este motivo se debería posiblemente a la mayor cantidad de flavonoides totales presentes.

Las mediciones cromatográficas realizadas permitieron evidenciar variaciones entre la concentración y tipo de flavonoides presentes. Estas diferencias encontradas especialmente respecto a la concentración de flavonoides entre las muestras del jardín botánico y del comercio parecen estar relacionadas con la época de recolección. Probablemente el material seco comercializado fue colectado en verano (período de floración) mientras que material vegetal fresco obtenido del jardín botánico se realizó en el período comprendido entre los meses de julio y septiembre del año 2002. Las condiciones ambientales, luz, temperatura y abastecimiento de agua, predominantes en cada uno de estos períodos pueden afectar intensamente el metabolismo celular y por lo tanto los contenidos de los productos sintetizados pueden variar (Taiz, 2002).

No obstante, la variación cuantitativa de flavonoides en las diversas especies estudiadas, en general mostraron los mismos tipos de flavonoides en muestras frescas (jardín botánico) y en las muestras secas (comercializadas). Esto nos permite confirmar que el material vegetal seco comercializado correspondería efectivamente a la especie que aparece mencionada en el rótulo del envase. 

De los flavonoides identificados Rutina fue el único que se presentó en el 100 % de las muestras estudiadas tanto del jardín botánico como del comercio, a diferencia de los otros flavonoides que presentaron valores más bajos. Kamferol y Myricetina fueron encontrados sólo en dos de las catorce muestras analizadas (Tabla 5 y 6), lo que sugiere que estos flavonoides se encuentran mayormente sustituidos, es decir, glicosilados. No pudiendo así, ser identificados con la técnica de separación usada ya que se desconocen los azúcares y por lo tanto se carece de los estándares adecuados.

La excepción a lo mencionado recientemente fue el hinojo, en el que se observó diferencia entre los tipos flavonoides del material seco comercializado y de cosecha reciente (jardín botánico). Sólo en el material seco comercializado se evidenció Quercitina. La diferencia presentada podría radicar en el tipo de órgano vegetal usado. Es decir, las muestras frescas de hinojo obtenidas en el jardín botánico fueron sólo hojas y tallos, debido al período de recolección (invierno-primavera) mientras que en el material comercializado, las muestras corresponden a los frutos de esta especie. Este resultado pone en evidencia que la composición química y concentración de estos flavonoides, como también de otros metabolitos,  pueden variar estacionalmente y en los distintos órganos de las plantas.

De los tres tipos grupos de especies estudiadas, las leñosas nativas, en promedio  presentaron mayores contenidos de flavonoides respecto a la variedad leñosa alóctona y a las herbáceas cosmopolitas (Fig. 12). 

El uso medicinal de estas plantas, en relación con los flavonides presentes en el material foliar, ha sido estudiado por distintos investigadores (Montes et al. 1992; Hoffmann, 1997; Montenegro, 2000). Dentro de las propiedades del canelo, destaca el poder anticancerígeno aportado por la Quercitina (Hertog et al.1992; Martínez, 2002). En el presente estudio se encontraron además otros flavonoides no reportados en la literatura, como es el caso de Kamferol y Rutina. Estos estarían relacionados con algunas de las propiedades antihemorrágicas y anticancerígenas y aparentemente en el tratamiento de úlceras (Montes et al. 1992; Hoffmann, 1997).

En relación al boldo fue posible identificar sólo Rutina y no Kamferol como lo señalan Montes et al. (1992) y Hoffmann (1997). Esto es válido para las hojas de boldo de distinta procedencia, sugiriéndose con ello que Kamferol se encontraría mayoritariamente sustituido, por lo tanto, Rutina también le otorgaría gran parte de sus propiedades medicinales.

Montenegro (2000) indica la presencia de Quercitina y Luteolina en matico. Nuestros resultados mostraron que además había Myricetina y Rutina en las muestras del jardín botánico mientras que las del comercio carecían de Myricetina. Al respecto se podría hipotetizar que este tipo de flavonoide se sintetizaría a menores temperaturas (época de recolección en el J.B.) como defensa contra el ataque de enfermedades fungosas que atacan a la planta, o bien, que se encontraría mayormente sustituido. De igual forma estarían relacionados con sus propiedades medicinales, ayudando a la cicatrización de úlceras o en enfermedades del estómago atribuidas a la Quercitina (Hertog, 1993).

Las anotaciones aportadas por la literatura indican que eucalipto presenta Rutina y Quercitina, pero según lo obtenido en estas mediciones, además presentó Kamferol, Luteolina y Myricetina en las distintas procedencias. Estos flavonoides proporcionarían  parte de sus efectos medicinales, como son su poder antiinflamatorio y antibacteriano (Chiej, 1993; Font Quer, 1962; Hoffmann; 1992, Montenegro, 2000).

La Quercitina y Rutina obtenidas en el hinojo comercial otorgarían en gran parte su poder antiinflamatorio y bactericida (Chiej, 1993).

En cuanto a ruda, esta presentó Luteolina, Quercitina y Rutina; aunque de acuerdo a Hoffmann et al. (1992) esta planta presenta sólo Rutina. Las propiedades medicinales presentadas por esta planta, se le atribuyen en su mayoría a la Rutina ya que tiene un amplio uso en afecciones vasculares, rol reconocido por este flavonoide.

6.  CONCLUSION

Aunque los flavonoides no están actualmente considerados como factores esenciales en la dieta, esta situación puede modificarse, dado el mayor conocimiento actual de sus actividades biológicas, sobre todo a nivel circulatorio (Bruneton, 1991; Martínez et al, 2002).

Otra buena alternativa para el uso de flavonoides podría ser la utilización en cremas con filtro solar, Vitamina E y Quercitina  por ejemplo, debido a su acción sinérgica con esta vitamina, ayudando al retardo del envejecimiento de la piel (Martínez et al, 2002).

Por ser la Rutina el flavonoide que se encontró en todas las muestras estudiadas, sería una buena opción desde el punto de vista farmacéutico incluirlo dentro de los preparados de golpes vitamínicos, ya que le otorga al organismo, no sólo su potencial antioxidante, sino también, beneficios a nivel circulatorio, ya que este flavonoide es conocido por tener buenos efectos sobre el sistema vascular (Montes et al, 1992; García, 2002; Martínez et al, 2002) .

Entre todas las propiedades biológicas, las de mayor interés han sido sus propiedades antioxidantes, las cuales han sido blanco de un sin número de estudios, principalmente de corte clínico y nutricional, por lo que para lograr una mejor acción antioxidante se podría incluir en la dieta una mezcla de flavonoides (Pérez, 2003).

Numerosos flavonoides son utilizados hoy por los laboratorios farmacéuticos en la elaboración de medicamentos de gran actividad biológica, entre las que podemos citar su uso en prevenciones de fragilidad capilar (como la Rutina), anticancerígenos (como por ejemplo la Quercitina), antivirales (como la Quercitina, Rutina y Apigenina), antihemorrágicos (como la Rutina), antioxidantes e inhibidores enzimáticos (como la Quercitina, Kamferol y Myricetina) (Tereschuk et al, 2002).

Finalmente con todo lo ya señalado, se puede concluir que las técnicas, tanto espectrofotométricas como cromatográficas, utilizadas en este estudio hicieron posible el logro de los objetivos propuestos al inicio de este trabajo, logrando con ello la identificación, tipología y concentración de los flavonoides presentes en las siete plantas medicinales de distinta procedencia usadas en este estudio, usando para ello un método de separación de flavonoides que resultó ser rápido y eficiente, confirmando a la vez, que el tipo de flavonoide puede variar entre los órganos de una misma planta.

Dentro de los resultados obtenidos, se señaló la elevada presencia de flavonoides en las especies leñosas nativas, pudiendo concluir con ello, que nuestra Flora Chilena contiene una cantidad significativa de componentes, que en gran parte desconocemos y por tal motivo, faltan investigaciones rigurosas para poder rescatar ese gran potencial farmacéutico y medicinal que nuestras propias especies nos entregan.

7.  GLOSARIO

Antiséptico: Que previene contra la infección destruyendo los microbios.

Aperitivo: Bebida que se toma antes de las comidas.

Astringente: Que produce contracción y sequedad.

Atonía: Falta de la fuerza o tono normal; especialmente de un órgano contráctil.

Balsámico: Que tiene las propiedades del bálsamo (medicamento compuesto de sustancias aromáticas, empleado en el tratamiento tópico y en el de afecciones respiratorias).

Carminativo: Dícese de los agentes que previenen la formación de gases en el tubo digestivo o provocan la expulsión de los mismos.

Colagogo: Medicamento que aumenta y estimula la expulsión de la bilis.

Colerético: Que estimula la secreción de la bilis.

Diurético: Que aumenta la secreción de la orina.

Erupción: Aparición en la piel de manchas, granos o vesículas.

Expectorante: Medicamentos que poseen la propiedad de favorecer la expulsión de materia contenida en los bronquios.

Febrífugo: Que hace desaparecer o disminuir la fiebre.

Hematuria: Emisión de sangre con la orina.

Meteorismo: Acumulación de gases en el interior del tubo digestivo.

Rubefasciente: Que enrojece la piel.

Vermífugo: Que mata las lombrices intestinales.
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