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“Las ciencias tienen las raices amargas, pero muy dulces los frutos”

Aristoteles.
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C&pitU'O 1  (ntroduccisn,

antecedentes, justificacion)

1.1. Introduccion

Actualmente es de gran intereés la utilizacion de productos naturales, principalmente de plantas
medicinales, no solo para tratar enfermedades ya existentes, sino también para prevenir la
aparicion de otros desordenes en la salud; esto fundamentalmente respaldado por estudios
etnofarmacoldgicos sobre su actividad terapéutica ademas porque debido a la concentracion
de sus principios activos presentan menores efectos secundarios, que los encontrados en los
productos de sintesis (Chaves et al., 1993; 1997).

Uno de los principales problemas para la utilizacion de plantas medicinales y productos
derivados de ellas es que la concentracion de principios activos (metabolitos secundarios)
varia notablemente por diversos factores ambientales, como la época del afio, altura, dafios
por plagas y enfermedades (Chaves & Escudero, 1999; Watterman & Mole, 1989). Entre los
principios activos de algunas plantas medicinales se encuentran una clase de metabolitos
secundarios denominados flavonoides, que han sido ampliamente estudiados debido a su
importancia farmacoldgica (Laitenen et al., 2000). Trabajos recientes muestran que la mayor
produccion de flavonoides en la planta es en la época de verano (Chaves et al., 1993; 1997), y
se ha evidenciado que la radiacion UV influye en la sintesis de flavonoides en la planta
(Lancaster et al., 2000; Ray & Lancaster, 2001), por otro lado Keinanen et al., 1999 report6
que la defoliacion afecta el contenido de flavonas pero no de flavonoles, mientras Laitenen et
al., 2000 encontré variacion de tipos y cantidades de flavonoides en diferentes estados
fenoldgicos de la planta.

La ciudad de La Paz (Bolivia) y sus alrededores, muestra unas caracteristicas ambientales
muy particulares (bajas temperaturas, altas fluctuaciones térmicas, baja humedad absoluta y
elevada radiacion UV solar) que combinados con el comportamiento de las masas de aire
locales y latitud, determinan caracteristicas intrinsecas de la regién. En respuesta a este
fendmeno, las plantas sintetizan compuestos, entre ellos, los compuestos fendlicos (Alonso &
Amelot et al., 2006). Estos compuestos cumplen diferentes roles en la planta, actuando como
fitoalexinas, en la atraccion de polinizadores, en la pigmentacion de la planta o como
protectores frente a la radiacion ultravioleta. Las referencias sobre variaciones de estos
metabolitos secundarios en especies vegetales de montafia son principalmente de regiones
templadas (Spitaler et al., 2006). Hasta el momento no se han publicado trabajos sobre la
variacion altitudinal de estos metabolitos en especies de comunidades de los andes
subtropicales.

Tesis - Grado de Magister Scientiarum - Alberto Calle - UMSA Pagina 11



En este sentido, en el presente estudio se seleccionardn 5 Baccharis del valle de La Paz: B.
latifolia, B. papillosa, B. boliviensis, B. pentlandii y B. tola, entre las cuales las de mayor
interés son B. latifolia y B. papillosa, debido a que ya se realizaron varios estudios que
demostraron la importancia de B. latifolia como planta medicinal de interés industrial, ya que
debido a su contenido de flavonoides con actividad antiinflamatoria y analgésica, se
realizaron varios estudios complementarios que dieron las bases para la produccién de una
crema antiinflamatoria y analgésica “Chillkaflam” en base al extracto de esta planta (Almanza
& Salcedo, 2012). Por otro lado, B. papillosa tiene derivados de &cido cinamico y flavonoides
con actividad fotoprotectora (Curi, 2012). Por lo que, en el presente trabajo se realizara la
evaluacion del contenido de principios activos de estas especies en diferentes estaciones del
afio y alturas, considerando este estudio de gran importancia para determinar las mejores
condiciones de produccion y recoleccion de la materia vegetal para la elaboracion de
productos de interés medicinal en base a estas plantas.

1.2.  Antecedentes

Desde hace algunos afios, tanto paises altamente desarrollados como aquellos con escasos
recursos, han retomado y desarrollado el uso de las plantas medicinales con fines terapéuticos,
ya que disminuyen o eliminan sintomas de manera similar a cuando se utilizan medicamentos
alopaticos (Garcia et al., 2002).

En la actualidad, en Bolivia, la medicina tradicional sigue satisfaciendo las necesidades de
alivio y curacion que la poblacién rural requiere, ya sea debido a la tradicion o a la falta de
recursos econémicos. Adicionalmente, Bolivia presenta una de las mayores biodiversidades
vegetales del mundo, atrayendo el interés de diversos grupos no solo por su diversidad sino
también por los escasos estudios cientificos desarrollados sobre esta biodiversidad, por lo que
presenta grandes potenciales para el descubrimiento y desarrollo de productos con potencial
economico.

Sin embargo, son escasos los productos desarrollados y comercializados en base a la
biodiversidad vegetal boliviana, siendo una de las causas principales la falta de estudios
cientifico-clinicos que respalden su desarrollo y comercializacién (Garcia et al., 2002). En
particular es importante determinar los marcadores quimicos de actividad, que normalmente
son metabolitos secundarios producidos de acuerdo a las condiciones medioambientales en los
que se desarrollan las plantas.

Entre los metabolitos secundarios de interés estan los flavonoides, que se constituyen en una
de las subfamilias de polifenoles naturales a las que la comunidad cientifica ha dedicado mas
atencion en los ultimos afios. Sus multiples propiedades bioldgicas observadas
experimentalmente y su abundancia en la dieta, junto con su presencia en numMerosos
remedios de la medicina tradicional, los convierten en posibles candidatos para explicar la
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asociacion encontrada entre el consumo de determinados productos de origen vegetal y la
disminucion del riesgo de presentar determinadas enfermedades cronicas (Alvarez & Orallo,
2003).

1.2.1. Metabolismo secundario y medio ambiente

Relacion del metabolismo secundario y el entorno ecoldgico de las plantas

Los metabolismos secundarios no son producidos al azar, ya que han sido modelados y
optimizados durante la evolucion (Jarvis, 2000). Su estudio ha implicado diversas ramas de la
ciencia como la Ecologia, Quimica Organica, Bioguimica, Zoologia, Botanica, Sistematica,
Micologia, Fisiologia, Biologia Evolutiva, Agronomia, Antropologia e incluso Arqueologia
(Seigler, 1998). Estos compuestos intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta 'y
su ambiente, y pueden desempefiar una amplia variedad de funciones ecolégicas en la planta.

La mayoria de los metabolitos secundarios cumplen funciones de defensa contra depredadores
y patdgenos, mejorando el crecimiento de la planta. También se incluyen compuestos
venenosos, donde la concentracion puede reducir la digestibilidad de la planta y la
palatabilidad de los herbivoros (Lindroth & Batzli, 1984; Baas, 1989; Sosa & col., 2004).

Los metabolismo secundario es la de actuar como agentes alelopéticos, es decir, intervenir en
la defensa quimica de las plantas. De esta manera, los metabolitos secundarios que son
secretados por una planta, pueden interaccionar con otra planta y/o con los componentes
bidticos y abioticos del sustrato produciendo un efecto negativo o positivo sobre ella. Esta
interaccidn planta-planta, mediada por los compuestos derivados del metabolismo secundario
se denomina alelopatia (Rice, 1984).

Las condiciones ambientales influyen en la sintesis de los compuestos con actividad
alelopatica potencial, pero esta potencialidad vuelve a sufrir las consecuencias de la
interaccién con el ambiente, pudiendo ser ésta modificada por las distintas condiciones
ambientales (Kobayashi, 2004). Todos estos compuestos incrementan su concentracion
cuando la planta esta bajo diferentes condiciones meteoroldgicas. En general, la sintesis de
fenoles varia y esta inducida por factores ecoldgicos como la radiacion UV, estrés hidrico
(Chaves & Escudero, 1999) u ozono (Sandermann et al., 1998).

Otra funcién ecologica importante es la atraccion de polinizadores (Chou & Kou, 1986;
Harborne, 1988; Baas, 1989), o dispersores de las semillas (Swain, 1973; Levin, 1976;
Cronquist, 1977). Estos compuestos ayudan a las plantas a vivir en suelos ricos en metales
pesados como por ejemplo en aluminio (Barcelé & Poschenrieder, 2002) e intervienen en la
actividad microbioldgica del suelo (Vokou & Margaris, 1984).
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Principalmente es la de proteger a la planta de las radiaciones UV (Zobel & Lynch, 1997). El
efecto de la radiacion UV en la planta es importante, elevadas cantidades de radiacion UV
disminuyen la biomasa de la planta y aumenta la cantidad de flavonoides (Cuadra et al., 1997)
pudiendo asi incrementar ésta la concentracion de metabolitos, tanto en las células como en la
superficie de la planta (Zobel et al., 1999).

Variacion del metabolismo secundario por accion del medio ambiente

Se llama adaptacion a toda caracteristica definitiva de un organismo que le permite persistir
en las condiciones de su habitat (Whittaker et al., 1973), es decir, al ajuste fenotipico de un
organismo a su ambiente. Tales rasgos aseguran cierto grado de éxito, ya sea permitiéndole a
la planta hacer uso total de las cantidades de nutrientes, agua, o luz disponibles, o bien un alto
grado de proteccion contra factores adversos, como son las temperaturas extremas, la sequia,
los parasitos y los herbivoros (Root, 1967).

Si una serie de plantas genéticamente idénticas crecen en regiones diferentes, las
caracteristicas de cada individuo se desarrollan de acuerdo con el habitat particular en el cual
crecen (Falconer & Mackay, 1996). El efecto fenotipico provocado por la interaccion con el
ambiente se llama plasticidad fenotipica (Falconer, 1989). Teniendo en cuenta que la
plasticidad fenotipica es un rango universal y se corresponde con la capacidad de un
determinado genotipo de dar lugar a distintos fenotipos en diferentes condiciones ambientales,
el grado de plasticidad y, por lo tanto, la variacion fenotipica, puede oscilar desde las
diferencias més sorprendentes hasta los cambios mas ligeros, segun la constitucién hereditaria
de la planta. Ademas, se pueden distinguir variaciones morfologicas y fisiologicas. Las
variaciones de naturaleza morfolégica inducidas por el ambiente ocurren Gnicamente como
resultado de una exposicion continua durante una gran parte del ciclo vital; pero los ajustes
fisiol6gicos pueden aparecer en pocos dias (Valladares, 2006).

Las plantas pueden adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes por la plasticidad o la
seleccion sobre la variabilidad genética existente. Ademas, puede producirse una seleccién en
la plasticidad fenotipica. Si se produce una seleccién hacia un fenotipo concreto, se pueden
dar variaciones ecoldgicas como respuestas a la evolucion (Schlichting & Pigliucci, 1998). El
concepto de plasticidad fenotipica se visualiza a partir de la confeccion de la norma de
reaccion. Asi, la norma de reaccion de un genotipo dado es un rango de respuestas genotipicas
a lo largo de un gradiente ambiental (Schlichting & Piggliucci, 1998).

Por ello, el estudio de la variabilidad de los metabolitos secundarios puede ayudar a conocer
la capacidad de respuesta que posee una especie en diferentes condiciones ambientales y a su
vez su plasticidad fenotipica.
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La importancia del estudio de la plasticidad fenotipica de una especie radica en su significado
adaptativo y se puede determinar al menos desde tres aproximaciones distintas que ademas
involucran diferentes escalas: 1) a nivel del individuo, 2) a nivel de la poblacion y 3) a nivel
de la especie (Gianoli, 2004).

En el primer caso, enmarcado dentro de una perspectiva ecofisioldgica, se indaga por el
significado funcional de las respuestas plasticas observadas en los fenotipos. En el segundo
caso, orientado a la ecologia evolutiva, se aborda la relacion entre la norma de reaccién y la
adecuacion bioldgica de genotipos representativos de una poblacion. En el tercer caso, se
estudia el papel de la plasticidad fenotipica en los patrones de distribucion de una especie.

Por lo tanto, conocer los componentes ambientales de la variacion es fundamental para la
comprension de codmo una poblacidn se estructura en el tiempo y en el espacio.

En las plantas, la sintesis y la acumulacion de los metabolitos secundarios reflejan diferentes
etapas evolutivas. Algunos de estos compuestos se producen sélo esporadicamente, mientras
que otros se distribuyen ampliamente en todo el reino vegetal (Harborne, 1980; Rhodes,
1994). Un solo metabolito secundario puede ser especifico de ordenes, familias, especies, y a
veces incluso de taxones intraespecificos (Harborne, 1980; Wollenweber & Dietz, 1981).
Dada la funcion que desempefian estos compuestos en las plantas, la existencia de una
variacion intraespecifica puede tener un papel importante para la especie, ya que cuando el
habitat original sufre cambios, sus procesos fisioldgicos deben actuar a un nuevo ritmo
dictado por las nuevas intensidades de los factores. Por ejemplo, la competencia, la
polinizacién y el herbivorismo son algunos de los muchos procesos ecoldgicos que influyen
en el estado de la planta, y todos ellos pueden variar con el fenotipo de la planta (Cariveau et
al., 2004; Cahill et al., 2005; Moore & Foley, 2005).

En presencia de la presion selectiva que ejercen otros organismos y el medio ambiente en
general sobre las plantas, la ausencia de variabilidad en la defensa quimica implicaria una
posible reduccion de la poblacion. Si la presion fuera suficiente y se mantuviera en el tiempo,
esa poblacién podria desaparecer. La supervivencia depende del grado al cual los caracteres
heredados le permiten ajustarse al cambio ambiental (Stebbins, 1950). De esta manera, una
elevada adaptabilidad quimica puede mejorar este proceso (Van der Meijden, 1996).

1.2.2. Antecedentes del género Baccharis
Antecedentes botanicos del genero Baccharis
El género Baccharis pertenece a la familia de las Asteraceae. Los miembros de esta familia se
caracterizan por ser organismos avanzados en las siguientes caracteristicas: nimero de partes

definido, ovarios inferos, pétalos unidos (fusionados), corolas irregulares, en ocasiones
cuentan con flores incompletas y a veces flores imperfectas. El rasgo mas caracteristico de
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este grupo es la disposicion de sus flores en cabezuelas, cada una de las cuales esta rodeada
por bracteas que tienen forma mas o menos semejante a la de los sépalos. Para un observador
aficionado, o para un insecto, la cabezuela puede parecer una sola flor (Jensen et al., 1988).
Con frecuencia las flores son bisexuales, y los estambres o los pistilos pueden estar ausentes o
bien en las flores del radio o en las del disco. En contadas ocasiones se encuentran los sexos
en cabezuelas distintas o incluso en flores separadas. Algunos miembros de la familia se
polinizan por medio del viento. Esta familia es la mas grande, o tal vez, la segunda mas
grande de todo el mundo y se encuentra distribuida en todo el planeta. Casi todos los
miembros del grupo son especimenes herbaceos, e incluso unos cuantos son arboles. Los
distintos taxénomos dividen a esta familia en 12 o 15 subgrupos llamados tribus. Su
clasificacion se estd revisando en la actualidad mediante trabajos referentes a bioquimica,
andlisis de polen, microbiologia, anatomia y citologia de estas plantas (Jensen et al., 1988).
Son arbustos, sufrictices o hierbas perennes. Las hojas son alternas raramente opuestas y a
veces bracteiformes y reducidas. Los capitulos son homégamos o heterégamos, discoides,
disciformes o subradiados. El involucro puede ser hemisférico, acampanado o cilindrico, pluri
0 pauciseriado. El receptaculo suele ser plano, convexo o conico, liso o alveolado, desnudo o
provisto de péleas en algunos capitulos pistilados. Las flores del margen son pistiladas con
corola generalmente filiforme de apice dentado, truncado o levemente ligulado, constituyendo
capitulos propios en las plantas dioicas y gino-dioicas: estilo con ramas lineares largas
(Giuliano, 2000).

Las flores del disco son perfectas, pero en general funcionalmente estaminadas por atrofia del
ovario con corola tubulosa de limbo ensanchado y apice 5-lobado o 5-secto, conformando
capitulos propios en las plantas dioicas y antro-dioicas; anteras con tecas obtusas en la base;
estilo con ramas desarrolladas y separadas o bien breves y adheridas entre si. Los aquenios de
las flores pistiladas son bien desarrollados, glabros o con algun tipo de pubescencia, mientras
que los aquenios de las flores estaminadas son rudimentarios. ElI papus 1-2 uniseriado
formado por pelos escabrosos frecuentemente acrescentes en las flores pistiladas (Giuliano,
2000). Algunas de las caracteristicas taxonémicas de las hojas y de las inflorescencias son
consideradas herramientas Utiles para la sistematica. Varios autores las han utilizado con el fin
de establecer una clasificacion infragenérica para este género. Su distribucion geogréfica es
exclusivamente americana, desde el sur de los Estados Unidos de América hasta el extremo
austral de Argentina y Chile (Giuliano, 2001).

El genero Baccharis comprende plantas dioicas, excepcionalmente monoicas o poligamo-
dioicas. Se caracteriza por ser arbustos, sufratices o hierbas, a veces provistos de xilopodios o
de raices gemiferas. Las hojas son alternas (pocas veces opuestas 0 sub opuestas), algunas
veces tempranamente caducas o reducidas a bracteas insconspicuas. Los capitulos son
solitarios o dispuestos en inflorescencias diversas, discoides (excepcionalmente disciformes)
y homogamos (en casos excepcionales heterégamos). Las plantas pistiladas estan constituidas
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por flores pistiladas (raramente puede haber algunas flores estaminadas centrales) y las
plantas estaminadas por flores morfolégicamente perfectas. El involucro hemisférico puede
ser acampanado o cilindrico, con filarios dispuestos en varias series, imbricados siendo los
exteriores gradualmente menores. El receptaculo plano, convexo o conico, puede ser liso o
alveolado, desnudo o con péleas caducas en algunos capitulos pistilados. Con respecto a las
flores pistiladas, su corola es filiforme de apice dentado, truncado o brevemente ligulado;
estilo exserto, con ramas lineares. Por el contrario, las flores estaminadas presentan una corola
tubulosa de limbo ensanchado y apice 5-lobado o 5-secto; anteras con tecas obtusas en la
base; estilo con ramas largas, oblongas y separadas, o bien cortas y adheridas entre si. Los
aquenios de las flores pistiladas son cilindricos, elipsoides u ovoides y en ocasiones
comprimidos 5- (8) 10-costados; los aquenios de las flores estaminadas son rudimentarios. En
lo referente al papus esta formado por pelos delgados escabrosos, dispuestos en 1-2 (a veces
mas) series; en las flores pistiladas con frecuencia acrescentes, en las estaminadas por lo
general crespos, ensanchados o no en el apice (Giuliano, 2000).

Antecedentes quimicos del género Baccharis

Varias especies del género Baccharis han sido estudiadas quimicamente, principalmente
aquellas que presentan actividad bioldgica. De forma general, entre los metabolitos
secundarios que se destacan estan los flavonoides, diterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropanoides y acidos cumaricos. Dentro de los estudios terapéuticos realizados se ha
demostrado que varias especies del genero Baccharis poseen efectos aleopaticos,
antimicrobianos, citotoxicos y antiinflamatorios (Gonzaga et al., 2005).

Los flavonoides en conjunto con los diterpenos son los compuestos de mayor concurrencia en
el género Baccharis y son descritos como marcadores quimicos dentro de la Familia
Asteraceae. Estos flavonoides se pueden encontrar como agliconas libres o unidos a azUcares,
se hallan presentes en todas las partes de la planta, algunas clases se encuentran mas
ampliamente distribuidas que otras, siendo las mas comunes las flavonas. En el estudio de
actividades bioldgicas encontradas en los extractos etandlicos de las especies del género
Baccharis se ha demostrado que la mayoria de estas actividades terapéuticas son producto de
los flavonoides o diterpenos (Gonzaga et al., 2005). Los flavonoides estan despertando mucho
interés por sus diversas aplicaciones para la medicina, entre ellas como antioxidantes y
compuestos anti-HIV (Gonzaga et al., 2005). Aunque los flavonoides han sido empleados
desde hace mucho tiempo solo como colorantes, en la actualidad se les atribuye diversas
propiedades en las plantas, entre ellos podemos citar proteccion a los vegetales contra la
incidencia de rayos ultravioleta y visible, asi como proteccion contra insectos, hongos, virus y
bacterias, son atrayentes de insectos con finalidad de polinizacién, antioxidantes, poseen un
control de la accion de las hormonas vegetales, agentes alelopéticos e inhibidores de enzimas.
Por otro lado, estos compuestos poseen también importancia farmacoldgica, resultado de
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algunas propiedades importantes como antiinflamatorio, antialérgico, antiulcerogénico,
antiviral, anticarcinogenico; y ademas son utilizados para el tratamiento de la fragilidad
capilar, diabetes, y afecciones cardiacas (Lock et al., 2006).

- Flavonoides del género Baccharis

Los flavonoides, junto a los diterpenos, son los tipos de metabolitos secundarios con mayor
ocurrencia en el género Baccharis, como se puede comprobar en las distintas revisiones de
compuestos encontrados en Baccharis. Asi, Verdi et al. (2005) indica que los flavonoides se
presentan generalmente como agliconas libres y rara vez se han encontrado glicosilados, lo
que corresponde a una caracteristica de la familia Asteraceae (Zdero et al., 1986). En total se
han reportado unos 298 flavonoides en el género Baccharis de los cuales 24 presentan
esqueleto de flavanona y 85 esqueleto de flavona, siendo comdn la presencia de funciones
oxigenadas en C-3 (48%). Adicionalmente es frecuente la presencia de oxigeno en C-5y C-7
del anillo Ay en C-4’ del anillo B, el grupo metoxilo aparece con mayor frecuencia en C-7 y
C-6 del anillo A 'y C-4’ del anillo B.

Entre las flavanonas, el compuesto sakuranetina 1 fue reportado en 14 especies de Baccharis,
el compuesto naringenina 2 aparece en ocho especies de Baccharis, el compuesto
pinocembrina 3 tiene una ocurrencia en seis especies de Baccharis y los compuestos
eriodictiol 4 y el 5-OH-4",7-OMe flavanona 5 fueron reportados en cinco especies.

R3
R'O ! o] O

R4
OR? O
Figura 1-1. Flavanonas del género Baccharis

Tabla 1-1. Flavanonas aisladas en el género Baccharis (Almanza et al., 2011)

R' | R | R® R* Nombre
1| Me | H OH H Sakuranetina
2 H H OH H Naringenina
3| Me | H | OMe H Pinocembrina
4 H H OH OH Eriodictiol
PR H
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Las flavonas son el tipo de flavonoides méas encontrados en el género Baccharis, como la
genkwanina que fue reportada en 12 especies, algunos flavonoides comunes en este género se
muestran en la siguiente tabla 1-2.

OR®

R*O

OR? O
Figura 1-2. Flavonas del género Baccharis

Tabla 1-2. Flavonoides aislados en el género Baccharis (Almenza et al., 2011)

R? R? R3 R* | R° [ R® Nombre

6 H H H Me H H Genkwanina

5,7,4’-OH-6-OMe flavona
Hispidulina

7| H | H|[OMe| H|H|H

3,5,7,3’,4’-OH flavona
Quercetina

3,5,7,4’-OH flavona
Canferol

5,7,4’-OH flavona
Apigenina

5,4’-OH-6,7-OMe flavona

10| H|H| H |H|H]|H

11 H H OMe | Me H H o .
Cirsimaritina

12 H H H Me H Me 5-OH-7,4’-Ome flavona

Antecedentes farmacoldgicos y ethofarmacolégicos del género Baccharis
- Propiedades farmacoldgicas del género Baccharis

La farmacologia se orienta al estudio de los extractos de estas plantas del género Baccharis
medicinales o fitofarmacos, para poder descifrar los mecanismos de accién subyacentes a los
diversos compuestos contenidos en los extractos en especial de los compuestos bioactivos que
pueden interactuar con multiples sitios en el organismo. (Samniego & Escaleras, 1987)

Entre los productos de origen vegetal, los hay de diverso grado de potencia farmacoldgica:

Muy potentes, relativamente poco potentes y de potencia intermedia (Céaceres, 1996)(
Samniego & Escaleras, 1987)
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Los extractos del género Baccharis son utilizados como productos de origen vegetal, como la
utilizacion terapéutica de productos con una actividad suave o moderada, con margenes
terapéuticos relativamente amplios y que dan lugar a tratamientos menos agresivos (Samniego
& Escaleras, 1987).

Asi, la farmacologia de estas plantas del género Baccharis debe considerarse especialmente
uatil en el tratamiento de patologias leves 0 moderadas, asi como de enfermedades crénicas
(Samniego & Escaleras, 1987).

- Propiedades etnofarmacoldgicas del género Baccharis

El género Baccharis son plantas de uso de mucha fama como plantas medicinales entre los
primitivos pueblos de América, considerandose como plantas sagradas por los efectos
terapéuticos que se le han atribuido (Gupta, 1995).

Las partes aéreas de estas plantas pueden ser aplicadas directamente sobre las heridas o
afecciones de la piel y dan mejores resultados si se las aplican calientes en las éareas
reumaticas. (Astudillo, 2003)

Asimismo, las hojas de estas plantas del género Baccharis son aplicadas en forma de
cataplasma se utilizan para calmar los dolores reumaticos. También son usadas para las
afecciones bronquiales y pulmonares. Las hojas y flores frescas en decoccion son
administradas oralmente para calmar la tos y la bronquitis. La infusion de estas plantas del
género Baccharis ha sido usada contra el asma, dolores menstruales y afecciones uterinas.
(Gupta, 1995)

Las propiedades terapéuticas y modos de aplicaciones mas importantes que se le atribuyen a
este género estan descritas en la tabla 1-3 (Roersch, 1994).

Tabla 1-3. Propiedades terapéuticas tradicionales mas importantes y modo de uso.

Enfermedad Uso tradicional

Tos Emplasto (hervido en agua),
Mate

Reumatismo Barios de vapor

Golpes interiores Mate
Emplasto

Luxaciones Emplasto

Heridas Tomar mate y poner emplasto

Inflamacion Tomar mate y poner emplasto

- Propiedades Farmacologicas de flavonoides
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Desde su descubrimiento, los flavonoides se han descrito con propiedades farmacologicas,
tales como antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, antiarteroesclerdticas,
antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas,
hepatoprotectoras, diuréticas, antihipertensivas, antiespasmaodicas y antiulcerosas gastricas,
entre otras, ejercidas por diversos mecanismos de accion (Middleton & Kandaswami, 1994).
En fitoterapia, los flavonoides se emplean principalmente en los casos de fragilidad capilar
como venotonicos, también se utilizan en proctologia, metrorragias y retinopatias (Alvarez &
Orallo, 2003).

Desde su descubrimiento, los flavonoides se han descrito con propiedades farmacoldgicas,
tales como antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, antiarteroescleroticas,
antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas,
hepatoprotectoras, diuréticas, antihipertensivas, antiespasmddicas y antiulcerosas gastricas,
entre otras, ejercidas por diversos mecanismos de accion (Middleton & Kandaswami, 1994).
En fitoterapia, los flavonoides se emplean principalmente en los casos de fragilidad capilar
como venotonicos, también se utilizan en proctologia, metrorragias y retinopatias (Alvarez &
Orallo, 2003).

Actualmente, los campos en los que mas estudios se realizan con los flavonoides son las
enfermedades cardiovasculares y el cancer, dos de los principales problemas sanitarios del
mundo occidental. Los mecanismos de accion y las posibles moléculas diana de éstos
compuestos contindian siendo objeto de la investigacion biomédica (Alvarez & Orallo, 2003;
Lopez, 2002).

Cabe destacar que el flavopiridol que inhibe ciclinas dependientes de cinasas, induce
apoptosis, suprime la inflamacion y modula respuestas inmunoldgicas, es el primer flavonoide
con actividad bioldgica que ha entrado a la clinica como farmaco anticancerigeno (Rao et al.,
2005).

Asi, sus efectos en los humanos pueden clasificarse en:

Propiedades anticancerosas: muchos han demostrado ser tremendamente eficaces en el
tratamiento del cancer. Se sabe que muchos inhiben el crecimiento de las células cancerosas
(J. Med Food, 2005)

Propiedades cardiotonicas: tienen un efecto tonico sobre el corazdn, potenciando el musculo
cardiaco y mejorando la circulacién. Atribuidas fundamentalmente al flavonoide quercetina
aunque aparece en menor intensidad en otros como la genisteina y la luteolina. Se ha
estudiado que los flavonoides reducen el riesgo de enfermedades cardiacas (Hertog, et al.,
1995; Yochum, et al., 1999).
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Fragilidad capilar: mejoran la resistencia de los capilares y favorecen el que éstos no se
rompan, por lo que resultan adecuados para prevenir el sangrado. Los flavonoides con
mejores resultados en este campo son la hesperidina, la rutina y la quercetina.

Propiedades antitrombdticas: la capacidad de estos componentes para impedir la formacién
de trombos en los vasos sanguineos posibilita una mejor circulacion y una prevencion de
muchas enfermedades cardiovasculares.

Disminucion del colesterol: poseen la capacidad de disminuir la concentracion de colesterol
y de triglicéridos.

Proteccion del higado: algunos flavonoides han demostrado disminuir la probabilidad de
enfermedades en el higado. Fue probado en laboratorio que la silimarina protege y regenera el
higado durante la hepatitis. Junto con la apigenina y la quercetina, son muy Utiles para
eliminar ciertas dolencias digestivas relacionadas con el higado, como la sensacion de
plenitud o los vomitos.

Proteccion del estbmago: ciertos flavonoides, como la quercetina, la rutina y el kaempferol,
tienen propiedades antiulcéricas al proteger la mucosa gastrica.

Antiinflamatorios y analgésicos: la hesperidina por sus propiedades antiinflamatorias y
analgésicas, se ha utilizado para el tratamiento de ciertas enfermedades como la artritis. Los
taninos tienen propiedades astringentes, vasoconstrictoras y antiinflamatorias, pudiéndose
utilizar en el tratamiento de las hemorroides (Palazén, et al., 2001)

Antimicrobianos: isoflavonoides, furanocumarinas y estilbenos han demostrado tener
propiedades antibacterianas, antivirales y antifingicas.

Propiedades antioxidantes: Los flavonoides contienen un nUmero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Martinez S. et al., 2002).

Antecedentes de las 5 especies del género Baccharis del valle de La Paz

En el Valle de La Paz, particularmente en los alrededores de la ciudad de La Paz, se
encuentran mayoritariamente cinco especies del género Baccharis: B. latifolia, B. pentlandii,
B. boliviensis, B. tola y B. papillosa.

Estas especies vegetales estdn sometidas a una alta radiacion UV solar, por las condiciones de
latitud y altitud del valle de La Paz, ademas de suelos secos y grandes fluctuaciones térmicas
en corto tiempo, como una de las respuestas a estas condiciones medioambientales estas
plantas pueden biosintetizar metabolitos secundarios, entre los cuales estan los flavonoides.
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Por este motivo se realiz6 un estudio quimico preliminar de los extractos de estas especies
para seleccionar dos especies en base a estos estudios y revisiones bibliograficas.

Baccharis latifolia
- Descripcion botanico y distribucion

Es un arbusto perenne muy ramificado con tallos lefiosos de 2 a 3 m de altura. Las hojas son
alternas, dentadas, pecioladas, oblongo-lanceoladas, de apice acuminado, base decidua o
atenuada, de 6 a 12 cm de largo y 2 a 3.5 cm de ancho. La inflorescencia es blanquecina
paniculada, terminal y ramificada. Los frutos son aquenios de 4 a 5 mm de longitud. Su
propagacion es por semilla y por esquejes.

La especie se distribuye por toda la zona tropoandina, de Venezuela a Bolivia y norte de la
Argentina. Se encuentra entre los 1600 y 3800 m.s.n.m. pero predominantemente entre los
2500 y 3000 m.s.n.m. pudiendo subir hasta los 3400 m.s.n.m. (Hoyos, 2008).

Figura 1-3. Especie vegetal Baccharis latifolia.

- Antecedentes quimicos

En las hojas de Baccharis latifolia se han encontrado galotaninos, rutina, quercitrina,
apigenina, dilactonas A, B, C, dipterpenos del tipo eupatorina, germacreno — D hispidulina,
luteolina, nepetina, quercetina, saponinas, quinonas, fenoles simples catequina, cumarinas
sesquiterpénicos y eudesmano. También contiene aceites esenciales y acidos grasos, asi como
una serie de alcoholes lineales saturados, monoterpenos (nopineno, carquejol, acetato de
carquejilo), el triterpeno-friedelina y una dimetoxiflavona (Gonzales et al., 1998).

Antecedentes farmacoldgicos y etnofarmacolégicos

Las personas utilizan las hojas de Baccharis latifolia en las heridas que se forman en sus
labios pues desinflama rapidamente y calma el dolor que sienten. También la utilizan
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calentando las hojas para colocarlas sobre las piernas porque calma el dolor que siente por las
frias mafanas. (Gonzales et al., 1998).

Ademés se han reportados propiedades como analgésico, para el adormecimiento de las
extremidades, agrietamiento de los pezones, artritis, bronquitis, diarrea, disenteria, gripe,
helmintiasis, hemorroides, inflamacion renal de las extremidades, lumbagos, reumatismo y
ulceraciones (Gonzales et al., 1998).

Baccharis pentlandii
- Descripcién botanico y distribucion

La especie vegetal Baccharis pentlandii es un arbusto, raras veces es un arbol, tiene entre 0.5
y 8 m de altitud, brotes verdes, cafés, raramente rojizos. Tiene hojas de 3 a 17 cm de longitud,
0.8 a 5.2 de ancho. Brotes aserrado. Se distinguen de otras especies porque son arbustos altos,
con hojas resinosas.

Incluye 2 taxas morfoldgicas distintas, una distribuida en el tropico (Yungas al sur de Per() y
otro subtropical distribuida desde el centro de Bolivia hasta el centro de Argentina (Muller,
2006).

Figura 1-4. Especie vegetal Baccharis pentlandii.

- Antecedentes farmacoldgicos y etnofarmacoldgicos

Utilizada por la medicina tradicional de Bolivia y Perd, para tratar diferentes procesos
patologicos, como desinfectante, antiséptico, antirreumatico, inflamaciones, fracturas y
dislocaciones, también para la tos y neumonia (Freyre et al., 2007).

Baccharis tola

- Descripcion botanico y distribucién
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Es un arbusto, o arbusto enano de 0.5 a 1.0 m de alto. Posee brotes verdes, amarillos o rojizos.
Tiene hojas alargadas de 0.4 a 2.5 cm de largo y 0.1 a 0.8 cm de ancho y son aserradas.

Tiene una distribucion a lo largo de las zonas andinas altas, al sur del Pert y al norte de Chile.
Por otro lado se la encuentra desde el norte y centro de Argentina hasta el centro occidental de
Bolivia (Mdller, J. 2006).

Figura 1-5. Especie vegetal Baccharis tola.

- Antecedentes farmacoldgicos y etnofarmacolégicos
La utilizan para diversas dolencias, dolores musculares (Freyre et al., 2007).

Baccharis boliviensis
Descripcion botanico y distribucion

Es un arbusto de 0.1 a 1m de altitud, brotes verdes o cafés verdosos, hojas de 0.5 a 4 cm de
longitud, 0.3 a 0.2 cm de ancho. Distribucion andina, desde el sur del Perd (Arequipa y
Cuzco) hasta el norte de Chile y oeste de Argentina. Estd ampliamente distribuida en Bolivia
en regiones de gran altura exceptuando lugares muy humedos (2500 a 4200 msnm) (Mller,
2006).

Figura 1-6. Especie vegetal Baccharis boliviensis.

- Antecedentes farmacoldgicos y etnofarmacoldgicos
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La utilizan para tratar diferentes problemas infecciosos (Freyre et al., 2007).

Baccharis papillosa
Descripcion botanico y distribucion

La Baccharis papillosa es un arbusto de 0.3 — 2 m de altura; de brotes verdes, grises o gris-
oliva, poco resinosos y densos. La forma de las hojas es variada, puede ser obovada, casi
circular, raramente oblanceolada o eliptica, generalmente obtusa o truncada en el &pice, entera
0 con margen de hasta 2 a 4 dientes o l6bulos obtusos. Presenta entre 10 y 60 flores (Escobar,
2008). Distribucion andina, desde el sur del Pert hasta el norte de Chile y oeste de Argentina.
Esta ampliamente distribuida en Bolivia en regiones de gran altura exceptuando lugares muy
himedos (2500 a 4200 msnm) (Miller, 2006).

Figura 1-7. Especie vegetal Baccahris papillosa.

- Antecedentes farmacoldgicos y etnofarmacoldgicos

Tradicionalmente la usan en decoccion de las partes aéreas para tratar el reumatismo, mareos,
resfrios, colico estomacal, colico hepatico, enfermedades del higado, heridas, ulceras y
problemas nerviosos. Tambien usan las hojas maceradas en alcohol sobre regiones dérmicas
inflamadas, cumpliendo una funcién antiinflamatoria y cicatrizante (Ceccherelli, 2004; Tene
et al., 2007).

1.3.  Justificacion

A nivel mundial las investigaciones acerca del uso de plantas han demostrado que representan
cerca del 25% del total de las prescripciones médicas en los paises industrializados y cerca del
80% del arsenal terapéutico en los paises en vias de desarrollo (WHO/IUCN/WWF 1993). La
industria farmacéutica y en general el mercado de productos terapéuticos, no solo han
reconocido a las plantas como fuente de compuestos con actividad bioldgica, sino también
como materia prima para la preparacion de productos fitoterapéuticos y/o cosmecéuticos,
productos que tienen como base un extracto o fitocomplejo de una planta, cuyo uso y
comercializacion estan en franca expansion a nivel mundial (Cafiigueral et al., 2003).
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En los paises desarrollados, se ha evidenciado un crecimiento acelerado del mercado de
productos naturales fitoterapéuticos y cosmeceuticos. Desde el afio 2001, en siete de los
paises mas industrializados del mundo-Canadé, Francia, Alemania, Italia, Rusia, Reino Unido
y Estados Unidos — formulaciones de extractos derivados de 1350 plantas fueron ampliamente
comercializadas. De estas, 202 formulaciones fueron elaboradas en base a compuestos puros,
mientras que el resto fueron elaboradas a partir de extractos preparados en base a varias
farmacopeas (Bombardelli, 2001). Sin embargo, a pesar del gran potencial de la biodiversidad
vegetal de Sudamérica pocos productos en base a plantas de la region han alcanzado los
mercados de paises industrializados (Desmarchelier, 2010), aspecto atribuido principalmente
a la falta de estudios cientifico-clinicos que respalden su uso y eficacia, asi como a la escasa
planificacion apropiada que respalde su desarrollo sostenible.

Los flavonoides y compuestos fenolicos presentes del género Baccharis son constituyentes
que participan en su actividad bioldgica, teniendo diversas aplicaciones en la medicina,
agricultura e industria. Con respecto a la salud humana, muchas de las propiedades
terapéuticas encontradas de la especie Baccharis, corresponden a aquellas atribuidas a los
flavonoides, lo cual pone a estas plantas y a estos metabolitos secundarios en una posicion de
interés, ante la posibilidad de la generacion de informacion que pueda conducirnos a entender
en mejor forma su aplicabilidad y funcionalidad. Asi, se consideré importante, realizar una
identificacion de compuestos fenolicos especificos, asi como una determinacion de la
variacion cuantitativa, de los flavonoides y compuestos fendlicos simples en especies del
género Baccharis, producida por cambios medio ambientales tales como por cambios de
altitud y estacion del afio, entre otros, lo cual constituird un aporte importante para el
desarrollo de un producto fitoterapéutico a partir de B. latifolia y un producto cosmecéutico,
fotoprotector a partir de B. papillosa, ya que se requiere determinar las mejores condiciones
medioambientales para la produccion de principios activos en las plantas de potencial interés
industrial y medicinal.

Ademas, esta parte se constituye en parte importante de la contribucién del grupo de quimica
bio-organica a los proyectos multidisciplinarios: “Desarrollo de productos cosmecéuticos a
partir de plantas del departamento de La Paz” y “Desarrollo de Productos Fitoterapéuticos
parte IV y parte V”, en los cuales ademas de ver el estudio cuantitativo de los flavonoides se
determinara las variaciones morfoldgicas anatomicas (Instituto Biologia Molecular y
Biotecnologia), variaciones fisicoquimicas del suelo (Instituto de Ecologia Unidad Suelos) y
variaciones de radiaciones UV (Instituto de Fisica), tratando de determinar en todos los casos
su influencia en la produccion de principios activos en la planta.
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Capitulo 2 (objetivos)

2.1.  Objetivo general

Evaluar la variaciéon de flavonoides, producida por cambios de altitud y de estacion, de dos
Baccharis con potencial fitoterapéutico y/o cosmecéutico del valle de La Paz.

2.2.  Objetivos especificos

1. Seleccionar dos especies con potencial fitoterapéutico y/o cosmecéutico en base a
antecedentes cientificos, tradicionales y un estudio preliminar de compuestos fendlicos
simples y flavonoides de cinco Baccharis del Valle de La Paz

2. Evaluar el contenido de flavonoides totales en las dos especies seleccionadas
recolectadas en diferentes estaciones y alturas, por el método colorimétrico con AICl;
por espectroscopia UV-Vis.

3. Seleccionar e identificar compuestos mayoritarios en las dos especies seleccionadas
para estudios de influencia de altitud y estacion en su produccion

4. Evaluar cuantitativamente los compuestos mayoritarios seleccionados, en las especies
recolectadas en diferentes estaciones y alturas, por cromatografia HPLC.
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Capitu lo 3 (Parte experimental)

3.1. Equiposy reactivos

Equipos
En la Tabla 3-1 se da detalles de los equipos empleados durante el transcurso del trabajo.

Tabla 3-1. Equipos de uso habitual durante el transcurso del trabajo.

Equipo Caracteristicas Ubicacion
Rotaevaporador Heidolph Laborota 4011 11Q - UMSA
Espectrofotémetro UV Genesys 10S UV-VIS 11Q - UMSA
HPLC Agilent 1100 series 11Q — UMSA
Lampara UV 254 — 365 nm 11Q — UMSA
Termoplato con  control de Heidolph Laborota 4011 11Q - UMSA
temperatura

Balanza analitica Precisa XT 1202 11Q - UMSA
Resonancia Magnética Nuclear Bruker 300 MHz 11Q — UMSA

Solventes y Reactivos

En las Tabla 3-2 y Tabla 3-3 se da un detalle caracteristico de los solventes y reactivos
empleados durante el transcurso de todo el trabajo, los cuales fueron proporcionados por el
Laboratorio Bioorganica-I1Q, gracias a los proyectos: “Estudio de la Biodiversidad Vegetal”,
“Desarrollo de productos cosmecéuticos a partir de plantas del departamento de La Paz”
financiado con fondos IDH y “Biomoléculas de Interés Medicinal e Industrial Anticancer”
financiado con fondos ASDI.

Tabla 3-2. Solventes utilizados durante el transcurso del trabajo.

Solvente Pureza Aplicacién

Etanol Comercial 96° GL Obtencidn de extractos

Metanol Grado HPLC Preparacion de las muestras - HPLC
Acetonitrilo Grado HPLC Fase movil - HPLC

Agua Ultra purificada Fase movil - HPLC

Tabla 3-3. Reactivos utilizados habitualmente durante el trabajo realizado.
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Reactivo Pureza Aplicacion

Reactivo de Dragendorff

Carbonato de bismuto pa Identificacion de alcaloides
Yoduro de sodio pa
Acido cético glacial pa
Acetato de sodio pa

Reactivo de Lierberman Buchard

Anhidrido acético Identificacion de triterpenos
Cloroformo pa y/o esteroides

Acido sulfurico 98%

Reactivo de Borntrager

Acido sulftrico 98% Identificacién de quinonas
Cloruro férrico 96%

Hidroxido de amonio pa

Cloruro férrico Identificacion de compuestos
Cloruro férrico 96% fendlicos

Reactivo de Fehling

Sulfato de cobre 98% Identificacion de azucares

Tartrato de sodio potasio pa reductores

Hidréxido de sodio 99%

Reactivo de Shinoda

Magnesio metalico Identificacién de flavonoides

Zinc metélico

Acido clorhidrico 37%

Acido férmico pa 98 — 100% Condiciones de la columna

de HPLC

Estandares

Luteolina Sigma — Aldrich 98 Curva de calibraciéon UV y
—100% HPLC

Acacetina Sigma — Aldrich 98 Curva de calibracion — HPLC
—100%

Drupanina Aislado — purificado  Curva de calibracion — HPLC

5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona Aislado — purificado  Curva de calibracién — HPLC
(Bpap A-1)

5,7,4’-trihidroxi-flavonol Aislado — purificado  Curva de calibracion — HPLC
(Bpap A-11)
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Acetato de potasio pa Andlisis espectral y
cuantificacion — UV

Cloruro de aluminio pa Anaélisis espectral y
cuantificacion — UV

3.2.  Material vegetal

3.2.1. Colecta de las especies vegetales

Las cinco especies vegetales del género Baccharis se colectaron del Campus universitario de
Cota Cota, en otofio (marzo) de 2014 a una altura de 3600 m.s.n.m. (Figura 3-1).

1

Baccharis boliviensis Baccharis papillosa

Figura 3-1. Las 5 especies vegetales del género Baccharis

Posteriormente las 5 especies colectadas fueron trasladadas al laboratorio de Bioorganica y
secados a temperatura ambiente luego se emplearon las hojas para su estudio. Por otro lado
las dos especies vegetales de Baccharis papillosa y Baccharis latifolia fueron recolectadas de
la ladera de Lluto desde verano del 2013 (diciembre), otofio de 2014 (marzo), invierno del
2014 (junio) hasta primavera del 2014 (septiembre), y en tres alturas diferentes situadas a
4182 (alto), 4000 (intermedio) y 3825 (bajo) m.s.n.m. Cada muestra colectada fue depositada
e identificada en el Herbario Nacional de Bolivia por la Lic. Esther Valenzuela.

3.2.2. Descripcion de la zona de recoleccion de las especies vegetales de

Baccharis

El perfil quimico de las especies vegetales varia respecto a las condiciones ambientales como;
estaciones del afo y alturas (Bohm, 1987; Bryant & Julkunen — Tiitto, 1995). Para el
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desarrollo del presente trabajo y con la colaboracién del Jardin Botanico del Herbario
Nacional de Bolivia se ha escogido dos zonas de trabajo Campus Universitario de Cota Cota
(Figura 3-2) debido a que existe una abundancia de las especies de interés, y por otro lado la
ladera de la localidad de Lluto en la cual se escogieron tres zonas de estudio a diferentes
alturas (Figura 3-3), el lugar esta situado al sur de la Ciudad de La Paz y se caracteriza por ser
una zona abierta poco intervenida con unas caracteristicas medioambientales que favorecen la
produccion de las especies de interés.

Figura 3-2. Localizacién de la zona de estudio de los 5 especies vegetales de Baccharis (B. latifolia, B. papillosa,
B. pentlandii, B. boliviensis y B. tola).

‘L-,ocalg_dad de Lluto,

" l. Y
. - j 2
e -
. .‘Area de colecta’a 3825 mis.n.m

Googleearth
<

alt. ojo 5.07 km

Figura 3-3. Localizacién de la zona de trabajo de dos especies a diferentes altitudes y estaciones del afio (B.
latifolia y B. papillosa).
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3.3.  Métodos

3.3.1. Obtencion de extractos de las especies vegetales

De acuerdo estudios realizados sobre las especies Baccharis latifolia (Almanza. et al., 2012) y
Baccharis papillosa (Curi, 2012), en el laboratorio de Bioorgéanica del Instituto de
Investigaciones Quimicas, hay presencia de flavonoides y acidos fendlicos en ambas especies,
que son los compuestos de interés en el presente estudio. Ademas, se determind que una
extraccion etandlica por maceracion durante 15 minutos extrae la mayor proporcion de estos
compuestos.

Siguiendo el mismo método se procedid a la extraccion mediante una trituracion manual de
las hojas pesando 1 g de la planta seca (tres réplicas) de las especies, para luego realizar una
extraccion por maceracion durante 15 min con 15 mL de etanol al 96°GL, concentrando el
extracto por rotaevaporacion hasta eliminacion del solvente (Figura 3-4).

Materia vegetal
fresca (colectado)
- Secar
- Separar (tallos y hojas),
triturar manual

Partes aéras secas (1g)

- Maceracion con etanol (15 ml)
al 96° durante 15 min
- Temperatura ambiente

- Filtrar
Extracto etanolico Residuo vegetal
Rotaevaporar
a sequedad
Desechar

Extracto
etanodlico seco

Figura 3-4. Esquema para obtencion de los extractos de las especies vegetales

3.3.2. Métodos de identificacion; screening fitoquimico cualitativo de
metabolitos secundarios

Para la determinacion de grupos de metabolitos secundarios y azucares en los extractos
etanolicos de las especies se realizo un screening fitoquimico cualitativo mediante reacciones
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colorimétricas y de precipitaciones en tubos de ensayo, buscando principalmente respuestas
positivas para flavonoides y compuestos fendlicos mediantes la reaccion con los reactivos de
Shinoda y cloruro férrico (Tabla 3-4), (Brunenton, 1991).

Tabla 3-4. Ensayos para la identificacién de metabolitos secundarios

Ensayo Metabolitos
Dragendorff Alcaloides
Lierberman Buchard Triterpenos y/o esteroides
Borntrager Quinonas
Cloruro férrico Fendlicos
Fehling Azucares reductores
Espuma Saponinas
Shinoda Flavonoides

3.3.3. Evaluacién de flavonoides totales por espectrofotometria UV- visible

Para la determinacion de los flavonoides totales en los extractos por espectroscopia UV se
siguié el método descrito por Mamen D. (2012), que consiste en la preparacion de 0,5 ml de
solucion de flavonoide estandar (luteolina), con 1,5 ml de etanol destilado 96°GL. A la
solucion se adiciona 2.8 ml de agua destilada, 0,1 ml de 10% de solucion de AICI; (w/v), y
0,1 ml de 1 M de solucién de acetato de potasio, causando la formacién de un complejo
amarillo intenso con quercetina, luteolina, ERF y extractos etandlicos de los 5 especies
Baccharis (Figura 3-5). La solucidn se incubd durante 30 — 40 min y despues se sometié a
analisis espectral en el rango de 200 a 500 nm.

Figura 3-5. Formacidn del complejo de coordinacién de color amarillo debido a la quelacion del aluminio con la
flavona luteolina en la presencia o ausencia de &cido.
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Para la cuantificacion de flavonoides en las muestras se tomaron 30 pL del volumen de la
muestra (extracto) aforado a 5 mL, se afiadié 1700 pL de etanol 96°GL y luego se sigue el
procedimiento descrito en parrafo anterior (Figura 3-6).

Luteolina 5 mg + 25 ml de etanol destilado (200 ppm)
30, 60, 90, 120 y 150 ppm (curva de calibracion)

30 uL de muestra + 1970 pL de etanol destilado + 100 pL.
de AICIl; + 100 pL de CH;COOK + 2800 pL de agua
destilada

!

Vortex

+

Incubar de 30 - 40 minutos

*

Leer a 406 nm

Figura 3-6. Diagrama de cuantificacion de flavonoides

3.3.4. Separacion y aislamiento de la luteolina y acacetina de la especie
Baccharis latifolia

Para la separacion y aislamiento de la luteolina y acacetina, compuestos mayoritarios de la
especie Baccharis latifolia, se utilizo dos técnicas cromatogréaficas de separacion:
cromatografia liquida al vacio o Vacum liquid Chromatography (VLC) y cromatografia de
exclusion molecular Sephadex LH-20, las cuales fueron utilizadas repetidas veces para aislar
los compuestos, debido a que la especie vegetal Baccharis latifolia tiene muchos flavonoides
de estructura similar. Una vez aislados fueron comparados, con estandares de acacetina y la
luteolina comprados de Sigma-Aldrich, mediante cromatografia en capa fina (TLC) y RMN
1D. Los estandares comprados fueron utilizados en las curvas de calibracién para los estudios
por HPLC.

3.3.5. Separacion y aislamiento de compuestos de la especie Baccharis

papillosa.

Para la separacion y aislamiento de compuestos mayoritarios de especie de Baccharis
papillosa, se utilizd dos técnicas cromatograficas de separacion: cromatografia liquida al
vacio (VLC) y Sephadex LH-20, lograndose aislar e identificar 6 compuestos: Bpap A-1,
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Bpap A-2, Bpap A-6, Bpap A-7, Bpap A-9 y Bpap A-11. En la Figura 3-7 se da un detalle del
proceso del aislamiento empleando ambas cromatografias.

Extracto etandlico

- Columna VLC {cromatografia liquida al wacio)

- Eterde petréles (frac 60-80°%C) v Acetato de etilo:
10% AcCE:, 20% 40 0EL, 30%AcCEL, 40
%ohcCEt, 50%AcCEL, T0AcOE:, 0% AcOE:,
S0%AcCEt v 100%AcOE:

Fo9

F1 F2 F3 F4 F& F&
Cristalizacion | —
AcOEt :
Epap A-1 Sephadex
9 8_8 |'ng MetOH

F8

Fo F7

Fa || Fs

F3

F2

F1

Cristalizadon, AcOEt

Sephadex , MetOH

Bpap A-11
; - 18.3 mg
Fl1 F2 I F3 F4 " F5 F& F7 F8
Cristalizacion, AcOEt|
Sephadex |
Bpap A-6 Bpap A-7 Bpap A-9 MMetOH
llg 79.2 mg 6.9mg
es || F7 ([ JLrs [[ra f[rs [ r2 |l
Cristalizacion, AcOEt
Bpap A-2
59.6mg

Figura 3-7. Aislamiento de compuestos de la especie vegetal B. papillosa

3.3.6. ldentificacion de compuestos aislados de Baccharis papillosa.

Los compuestos aislados fueron identificados principalmente mediante técnicas de RMN 1D y
2D, asi como por comparacion con patrones de laboratorio.

Los compuestos 5,7-dihidroxi-3,4 -dimetoxiflavona (Bpap A-1), 5,7,5’,4-tetrahidroxi-3-
metoxiflavona (Bpap A-2), acido 4-hidroxi-3-prenilcinamico (Bpap A-6) y el compuesto
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5,7,4 -trihidroxi-3-metoxiflavona (Bpap A-9), fueron identificados en base a una comparacion
de datos de RMN 1D con los datos obtenidos de estos compuestos en la misma planta por
Escobar Z. (2008) y Curi C. (2012), Los datos de comparacién de RMN *H y RMN *3C
correspondientes se pueden observar en las tablas 4-7, 4-9, 4-11 y 4-15.

Los dos nuevos compuestos aislados en este estudio fueron identificados por las siguientes
técnicas espectroscopicas y cromatograficas: RMN, HPLC y UV.

Compuesto 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavonol (Bpap A-7)

Cristales amarillos, C1H1206 (PM 300.3 g/mol); UV (c. 0.04 g/L. en EtOH); A max 265
(absorbancia 0.75); A max 365 (absorbancia 0.88), RMN *H (300 MHz, en CCI3D), RMN
3C (300 MHz en CCI3D), ver Tabla 4-13; HPLC (tg 26.985 min).

Compuesto 5,7,4’-trihidroxiflavonol (Bpap A-11)

Cristales amarillos, C15H100s (PM 286.2 g/mol); UV (c. 0.04 g/L. en MeOH); A max 265
(absorbancia 0.80); A max 367 (absorbancia 0.98), RMN *H (300 MHz, en CCI3D), RMN
3C (300 MHz en CCI3D), ver Tabla 4-17; HPLC (tg 18.493 min).

3.3.7. Evaluacion e identificacion de flavonoides y acidos fendlicos por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

En Ciencias Quimicas — UMSA, menciéon Productos Naturales “Estudio quimico,
antiinflamatorio y antioxidante de flavonoides mayoritarios de Baccharis latifolia (chilca) y
Arachis hypogaea (mani)” en fase de redaccion de tesis de maestria de la Lic. Angela San
Martin. Se evalud un método de analisis para flavonoides y compuestos fenolicos simples en
los extractos etandlicos de las hojas de Baccharis, a partir de un método desarrollado por
Nassima Talhaoui et al., fue efectuado en un equipo HPLC Agilent 1100 Series, que consta de
un desgasificador de vacio, inyector manual, una bomba cuaternaria, un detector conformado
por un arreglo de diodos (diode array detector, DAD) y mudltiple longitud de onda. Las
separaciones se realizo en una columna ZORBAX Eclipse Plus (fase reversa) C;g de 4.6 x
250 mm d.i., 5 um a 25 °C y 370.4, 310.8, 280 nm de longitud de onda, empleando como fase
movil un sistema de gradiente: acido fosférico pH = 2 (solvente C) y acetonitrilo (solvente
D); 0 min, 25% de D; 5 min, 28% de D; 10 min, 30% de D; 17 min, 32.5% de D; 20 min,
36% de D; 25 min, 42% de D; 33 min, 44.8% de D; 40 min, 53.5% de D; 60 min, 100% de D
y un flujo constante de 0,6 ml/min durante todo el gradiente. En la cual se inyecté 25 pL de
muestra, las cromatogramas HPLC se muestran en las figuras 4-5 y 4-6. Para la inyeccion de
las muestras, los extractos obtenidos se aforaron a 5 mL con metnol grado HPLC vy se filtro
con un filtro de membrana PTFE de 0.45 pm.
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Con los compuestos aislados se realizd su determinacién de tr utilizando el método descrito y
luego se realiz6 la curva de calibracion empleando el compuesto a las concentraciones y
considerando la absorbancia en UV.

En base a la curva de calibracion de cada compuesto se cuantificé el contenido de la luteolina,
acacetina en los extractos de Baccharis latifolia, por otro lado drupanina, 5,7,4’-trihidroxi-3-
metoxiflavona (Bpap A-11) y 5,7-trihidroxi-3,4 -dimetoxiflavona (Bpap A-1) en el extracto
de Baccharis papillosa. Empleando como estandar externo los mismos compuestos en base a
curvas de calibracion (ANEXO I1).

Las estructuras quimicas de los estandares empleados se muestran en la Figura 3-8.

OH O OH O

OH O e} e}
(3) 5,7-dihidroxi-3,4'-dimetoxifavona (4) 5,7,4'-trihidroxi-3-metoxiflavona
(Bpap A-1) (Bpap A-11)
OH

(5) Acido 4-hidroxi-3-prenilcinamico
(Drupanina)

Figura 3-8. Flavonoides y un derivado de &cido cindmico estudiados (1 — 4 flavonoides y 5 derivado de acido
cindmico)
3.3.8. Analisis estadistico

Todos los anélisis estadisticos efectuados en este estudio, han sido realizados mediante el
programa estadistico SPSS — PASW statistics 18.
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En relacion al procedimiento para cuantificar la variabilidad del metabolismo secundario
(flavonoides), y debido a la no normalidad de los datos, se decidid utilizar test no
paramétricos. Los resultados se sometieron al test de Kruskal-Wallis para determinar si
existian diferencias significativas entre estaciones y altitudinal para ambos métodos de
evaluacion UV y HPLC. Para establecer entre qué estacion y alturas. Las diferencias se
consideraron significativas con un nivel de significancia p < 0,05.
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Capitu lo 4 (Resultados y discusiones)

El género Baccharis es el género mas grande de la familia Compositae, con mas de 500
especies distribuidas en el continente americano (Abad & Bermejo, 2007). En Bolivia, varias
especies de este género crecen sobre los 3.000 m.s.n.m. y son usadas en la medicina
tradicional (Almanza et al., 2012; Salcedo et al., 2014). Estudios fitoquimicos de este género
han determinado como principales componentes a los diterpenos, flavonoides y otros
compuestos fenodlicos simples (Abad & Bermejo, 2007). Los flavonoides y compuestos
fendlicos simples presentes en el género Baccharis son constituyentes que participan en su
actividad bioldgica (De Oliveira et al., 2014; Rodriguez et al., 2013), teniendo diversas
aplicaciones en la medicina, agricultura e industria. Con respecto a la salud humana, muchas
de las propiedades terapéuticas encontradas de la especie Baccharis, corresponden a aquellas
atribuidas a los flavonoides, lo cual pone a estas plantas y a estos metabolitos secundarios en
una posicion de interés, ante la posibilidad de la generacién de informacion que pueda
conducirnos a entender de mejor forma su aplicabilidad y funcionalidad.

Por lo expuesto, se considerd importante, realizar una identificacion de compuestos fendlicos
especificos, asi como una determinacion de la variacion cuantitativa, de los flavonoides y
compuestos fenolicos simples en especies seleccionadas del género Baccharis, variacion
producida por cambios medio ambientales tales como cambios por altitud y estacion del afio,
entre otros, lo cual constituird un aporte importante para el desarrollo de productos con valor
agregado de especies seleccionadas, como B. latifolia de la cual se desarrollé industrialmente
un producto fitoterapéutico con propiedades antiinflamatorias (Almanza et al., 2012) y que
requiere la determinacion de las mejores condiciones medioambientales para la produccion de
principios activos.

En el presente trabajo decidimos empezar el estudio con cinco Baccharis de amplia
disponibilidad fisica en el Valle de La Paz (Baccharis latifolia, Baccharis papillosa,
Baccharis boliviensis, Baccharis tola y Baccharis pentlandii) de las cuales se realiz6 una
evaluacion de antecedentes cientificos, tradicionales y contenido de flavonoides, lo cual esta
descrito en el Articulo | de ésta tesis “Evaluacion del contenido de flavonoides y de la
actividad antibacteriana de cinco especies de Baccharis de Bolivia” (ANEXO VII).

A partir de esta evaluacion se selecciond dos especies: Baccharis papillosa y Baccharis
latifolia, de las cuales se evaluo el contenido de flavonoides totales, asi como de marcadores
quimicos seleccionados en diferentes estaciones del afio y a diferentes alturas en la Localidad
de Lluto, una ladera con una gran pendiente y alta disponibilidad fisica de las dos especies
seleccionadas. Ver articulo II “Cambios por altitud y posicion de flavonoides totales en hojas
de Baccharis latifolia (chilca) y su correlacion con propiedades fisicoquimicas del suelo” y
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manuscrito [II “Cambios por altitud y estacion de compuestos fenolicos en hojas de Baccharis
papillosa subsp. papillosa”.

4.1.  Seleccion dos especies con potencial fitoterapéutico y/o cosmeceutico

Estudio fitoquimico preliminar

Cinco especies del género Baccharis se recolectaron en el campus universitario de Cota-Cota,
en otofio (marzo) de 2014, a una altura de 3600 m.s.n.m. A partir de 1 g de planta seca y
utilizando 15 mL de etanol 96° para una extraccién por maceracion se obtuvo los extractos
etandlicos para el andlisis fitoquimico preliminar.

Los resultados del estudio fitoquimico preliminar de los metabolitos en los extractos
etandlicos de 5 Baccharis se muestran en la jError! No se encuentra el origen de la
eferencia., donde se puede observar que, en general, estas especies poseen principalmente:
triterpenos y/o esteroides, compuestos fendlicos, y flavonoides.

Tabla 4-1. Estudio quimico preliminar de extractos etanélicos de 5 Baccharis

Ensayo/ Metabolitos B. latifolia  B. papillosa  B. boliviensis B. pentlandii  B. tola
Dragendorff/ Alcaloides () () (%) (+) (%)
Lieberman Buchard / (+++) (+++) (++) (++) (+++)
Triterpenos y/o esteroides

Borntrager/Quinonas ) ) (€5) (++) (+++)
Cloruro férrico / fenélicos (++4) (+4) (+++) (++) (++4)
Fehling/azucares reductores (+) () ) (#) (++)
Espuma / saponinas O] (€3) ) ) €3]
Shinoda/ Flavonoides (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)

(%) presencia dudosa, (+) presencia en poca cantidad, (++) presencia clara, (+++) presencia en gran cantidad
Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion los flavonoides totales en las muestras de Baccharis, se utilizo el
método de quelacion con AICI;, esta cuantificacion se realiza normalmente respecto a un
estandar, el mas utilizado es quercetina, por lo que inicialmente se realizd un barrido del
desplazamiento batocromico de la muestra estandar de quercetina para la determinacion de la
longitud de onda a la méxima absorbancia, el barrido se realizé del compuesto sin quelar y
quelado con AlCI; como se muestra a continuacion en la figura siguiente:
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Quercetina
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Figura 4-1. Desplazamiento batocrémico de la quercetina por quelacion con AIClI;

En la figura 4-1, se puede observar que en el espectro de absorcion del compuesto sin quelar,
color azul, tenemos las dos bandas caracteristicas de un flavonoide, la banda mas intensa tiene
una longitud de onda méaxima a 374 nm, ésta banda sufre un desplazamiento batocrémico, con
la formacion de un complejo resultante de la quelacion con AlCls, color rojo, dando una banda
con una longitud de onda maxima a 427 nm.

Por otro lado, se realizo el estudio del desplazamiento batocromico con AlICl; de la muestra
estandar Luteolina, uno de los compuestos mayoritarios determinados en Baccharis latifolia
(Almanza et. al., 2012), para lo cual se realiz6 el barrido sin quelar (azul) y quelado (rojo),
como se observa en la Figura 4-2.

Luteolina
1
<08 \
© 1’—\\
'S 0,6 N\
S\ S\
204
2
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0
220 270 320 370 420 470
Longitud de onda (nm)

Figura 4-2. Desplazamiento batocromico de la luteolina por quelacion con AlCl;
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En la Figura 4-2 también se puede apreciar las dos bandas caracteristicas de un flavonoide en
el espectro de barrido sin quelar (azul), la banda mas intensa tiene una longitud de onda
maxima de 352 nm sin la quelaciéon y sufre un desplazamiento batocrémico por quelacion con
AICl; a una longitud de onda maxima de 406 nm.

Luego se prepararon extractos etanolicos y fracciones enriquecidas en flavonoides y derivados
de 4cido cinamico por Sephadex (EFS). Las EFS corresponden a la union de las tltimas
fracciones de columnas en Sephadex LH-20, considerando que los flavonoides y derivados de
acido cinamico son moléculas pequeiias que so eluidas en las ultimas fracciones de una
columna de separacion por exclusion molecular.

Las EFS fueron luego sometidas a un analisis de su desplazamiento batocrémico por
quelacion con AlICl; dando los espectros de la figura 4-3.

EFS de los 5 Baccharis

1,2
1 \ - EFS B.latifolia
< \ — _
.8 0,8 \ N\ EFS B. papillosa
E 0,6 N yoa U EFS B. boliviensis
2 \ = EFS B. pendlandii
804 Z\>
< \ ~——— EFS B. tola
" \_
0

220 270 320 370 420 470 520
Longitud de onda (nm)

Figura 4-3. Desplazamiento batocrémico de las EFS por quelacion con AIClI;

En la siguiente tabla se puede observar las absorbancias y la longitud de onda de maxima
absorcion de la dltima banda de las fracciones enriquecidas por sephadex (EFS) de los cinco
Baccharis (Tabla 4-2)

Tabla 4-2. Absorbancia y Anax de la Gltima banda de las EFS queladas con AICI;

EFS B. lat. EFS B. pap. EFS B. bol. EFS B.pend. EFS B. thola.
AbS 7\4max AbS )Lmax AbS }Lmax Abs }Lmax AbS ?\.max
0,613 | 395 0,319 388 0,378 413 0,420 400 0,391 410

Por lo tanto, en base a los longitudes de onda (Amax) de los espectros de absorcion por
quelacion con AICI; de las EFS de las 5 Baccharis se escogio a la luteolina, porque la Amax de
las ultimas bandas de las EFS queladas estan en un rango de 388 — 413 nm, y el de la
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Luteolina quelada estd en 406 nm, mientras que el de la quercetina esta 427 nm. Entonces,
para la cuantificacion de flavonoides totales en las muestras de extractos etandlicos y EFS se
utilizara la luteolina como referencia. Asi los datos seran dados en mg de Flavonodies Totales
equivalente a Luteolina por g de extracto (mg FT eq a Lu/g de Ex), para lo cual se utiliz6 la
curva de calibracion del estandar de Luteolina dada en (ANEXO 1).

En la Figura 4-4 y Tabla 4-3 se muestra el contenido de flavonoides totales equivalentes a
luteolina cuantificados en EE y EFS de las 5 Baccharis, que han sido muestreados en otofio
(marzo) del 2014. Los resultados ponen de manifiesto que existen diferencias cuantitativas
significativas (p < 0.05) entre las 5 especies de Baccharis elegidas para seleccion de dos
especies en este estudio. La especie Baccharis latifolia presenta mayor cantidad de
flavonoides en EE y EFS, seguida por Baccharis tola, Baccharis boliviensis, Baccharis
papillosa y finalmente la especie Baccharis pentlandii.

Tabla 4-3. Flavonoides totales en EE y EFS en hojas de 5 Baccharis de Bolivia.

Especies mg FT eq Lu/g EE mg FT eq Lu/g EFS
Baccharis latifolia 85,86 + 3,35° 397,12 +8,89°
Baccharis tola 82,83+ 4,48" 349,33+ 5,84°
Baccharis boliviensis (8572455 338,80 +12,98°¢
Baccharis papillosa 68,45 + 5,90 ¢ 296,68 +2,99 ¢
Baccharis pentlandii 53,06 + 6,32 ° 260,43 +8,20 °

Valores expresados como promedio + la Desviacion Estandar (DE)
abede diferentes letras significan diferencias significativas en hojas de las 5 especies Baccharis, p < 0.05.

FT de 5 Baccharis en EE y EFS

450
400 ==

350 T T
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FT en EFS

100 —

1L L e

B. latifolia  B. papillosa B. boliviensis B.thola  B. pentlandii

Figura 4-4. Flavonoides totales (mg FT/g Ext.) obtenidos en muestras de EE y EFS de las 5 especies Baccharis.
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De acuerdo a los antecedentes bibliograficos (Calle et al., 2012; Escobar et al., 2009), las
especies del género Baccharis producen flavonoides y derivados de &cido cindmico, entre sus
metabolitos secundarios mayoritarios. Por esto, se hizo un analisis de los perfiles
cromatograficos obtenidos por HPLC de EFS de las 5 Baccharis, para hacer una evaluacion
cualitativa y semi-cuantitativa de estos compuestos en los EFS. Los perfiles fueron analizados
a dos longitudes de onda, a A = 370 nm, para analizar principalmente el contenido de
flavonoides, ya que la segunda banda caracteristica de flavonoides normalmente muestra
absorbancia a ésta longitud de onda, y a A = 315 nm para analizar principalmente el contenido
de derivados de acido cindmico, porque estos compuestos presentan una banda ancha
caracteristica con un Anax alrededor de 315 nm. (Figura 4-5 y Figura 4-6).

En la Figura 4-5 se observan los cromatogramas de los EFS a A = 370 nm, donde, de acuerdo
a un analisis de los espectros UV de cada pico, se asignaron con numeros las sefiales
correspondientes a los flavonoides. Asi, la figura 4-5 muestra que el extracto con mayor
cantidad y variedad de flavonoides es el extracto de B. latifolia seguido en orden de
complejidad por los EFS de las siguientes especies Baccharis tola > Baccharis boliviensis, >
Bacchari papillosa > Baccharis pentlandii.

En la Figura 4-6 estan los cromatogramas de los EFS a A = 315 nm, donde, de acuerdo a un
analisis de los espectros UV de cada pico, se asignaron con numeros las sefiales
correspondientes a los derivados de acido cinamico, los numeros se pusieron con un 0 previo
al numero para distinguirlos de los numeros correspondientes a los flavonoides. El analisis de
esta figura nos muestra que el EFS que muestra mayor cantidad y variedad de derivados de
acido cindmico es el de B. papillosa.
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Finalmente, como parte de la seleccion de extractos, se realizé un estudio preliminar de su
potencial fotoprotector mediante la medicién del &rea bajo la curva de absorcién de los
espectros UV de los extractos etandlicos (EE) y las fracciones enriquecidas en flavonoides
(EFS) en soluciones a 80 ppm, utilizando como disolvente metanol, obteniéndose los
resultados mostrados en la Tabla 4-4 (Tesis Cecilia Curi) donde se observa que el extracto con
mayor absorbancia en las regiones UVB y UVA, es el extracto de B. papillosa, seguido del
extracto de B. latifolia. La alta absorbancia en la region UVB es atribuible principalmente a la
alta concentracion de derivados de &cido cindmico observados en la Figura 4-6.

Tabla 4-4. Determinacion de la absorbancia en las regiones UVA (320-400 nm) y UVB (280-320 nm).

Avreas debajo de las curvas de absorcion a 80 ppm

Area
Especie Muestra
Total (270--400) UVB (280--320) UVA (320--400)
) EE 134,02 70,43 51,75
B. papillosa
EFS 152,10 78,09 59,96
. EE 88,90 36,57 43,82
B. latifolia
EFS 108,77 44,12 53,70
L EE 42,92 13,72 24,61
B. boliviensis
EFS 61,11 25,28 29,13
. EE 62,04 23,82 30,46
B. pentlandii
EFS 72,58 28,30 35,63
EE 54,82 23,13 25,89
B. tola
EFS 59,99 24,81 28,73

Finalmente, es importante mencionar que B. latifolia tiene varios estudios cientificos que
demuestran su actividad analgésica y antiinflamatoria, en base a los cuales se esta realizando
la produccion industrial del producto “Chillkaflam” (Almanza et al., 2012) y que estudios
previos de B. papillosa (Tesis Cecilia Curi, 2012) muestran que ésta especie tiene un gran
potencial como producto fotoprotector.

Por tanto, en base a todos los estudios arriba mencionados, se seleccion6 dos especies para los
estudios posteriores mas profundos: Baccharis latifolia y Baccharis papillosa.

4.2. Evaluacion del contenido de flavonoides totales en las dos especies

seleccionadas recolectadas en diferentes estaciones y alturas.

Las hojas de las especies vegetales, Baccharis papillosa y Baccharis latifolia, seleccionadas en
este estudio, fueron recolectadas durante un afio en la ladera de la Localidad de Lluto,
concretamente desde el verano del 2013 hasta la primavera del 2014. Para englobar a las
estaciones: verano (diciembre) de 2013, otofio (marzo) de 2014, invierno (junio) de 2014 y
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primavera (septiembre) de 2014, las &reas de colecta del estudio estan situadas a las siguientes
alturas: mas alto de 4182 m.s.n.m. (S 16°35°23,1°’; W 68°00°08,2"), intermedio de 4000
m.s.nm. (S 16°35°24,0’; W 68°00°42,6”’) y mas bajo de 3825 m.s.n.m. (S 16° 35°18,1°"; W
68°01°10,6"). En cada estacion se recogieron muestras aleatorias de hojas de B. latifolia y B.
papillosa de especimenes seleccionados y marcados.

Las muestras colectadas de las especies de Baccharis fueron depositadas en el Herbario
Nacional de Bolivia, donde fueron identificadas por la Lic. Esther Valenzuela.

La cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 mediante la formacion de un complejo
resultante de la quelacion con ClsAl (Anexo 1), utilizando como estandar de referencia la
luteolina, adquirida de Sigma — Aldrich de pureza 98 — 100%, uno de los compuestos
mayoritarios de la especie vegetal de Baccharis latifolia.

El resultado del tratamiento de la solucion de flavonoide (luteolina) con AICI3 produce un
desplazamiento batocrémico y una intensificacion (efecto hipsocrémico) de los picos
derivados de la absorcion UV del anillo B del nucleo flavonoide (Mabry, Markham &
Thomas, 1970). El segundo pico caracteristico de la flavona se desplaza de Amax 351 — 406
nm, por lo que 406 nm, fue la longitud de onda utilizada para las determinaciones
cuantitativas de flavonoides en los extractos etandlicos de las dos especies de Baccharis
seleccionadas (Figuras 4.2 y 4.3). Por lo tanto, los resultados son reportados en mg de
Flavonoides Totales equivalentes a Luteolina por 100g de extracto (mg FT eq a Lu/100 g de
EXx).

4.2.1. Variacién cuantitativa de flavonoides totales en 4 estaciones y en

diferentes altitudes en hojas de Baccharis papillosa

Las muestras colectadas de B. papillosa, en diferentes estaciones y altitudes, fueron evaluadas
por el método descrito de determinacion de Flavonoides Totales respecto a la Luteolina,
dando los resultados expresados, en mg de Flavonoides Totales equivalentes a Luteolina por
100g de Planta Seca, Tabla 4-5.

Los resultados ponen de manifiesto que existe una diferencia cuantitativa significativa entre
las diferentes estaciones y diferentes alturas estudiadas en la Localidad de Lluto.

Tabla 4-5. Flavonoides totales (mg/100g PS) en hojas de Baccharis papillosa, para cada estacion de muestreo y
altitud que comprende el estudio (n=4x3x3=36).

Flavonoides totales (mg/100 g PS)

Altitud (m) respecto a la luteolina + SD
Verano 2013 4182 653,027+1,621°
4000 518,022+0,016°

Tesis - Grado de Magister Scientiarum - Alberto Calle - UMSA Pagina 49



3825 473,99310,358'

Otofio 2014 4182 647,921+9,201>°
4000 516,37615,734"°
3825 469,345+4,442"

Invierno 2014 4182 597,991+7,256°
4000 595,344+9,771°
3825 549,570+10,645"
Primavera 2014 4182 794,120+7,484°

4000 685,623+7,006"
3825 606,701+8,566'

Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05) entre altitudes dentro de cada estacién de muestreo.

Si realizamos un andlisis de los datos presentados en la Tabla 4-5 y en la Figura 4-7 se puede
determinar que en general la especie produce mayor cantidad de flavonoides a mayor altura,
esto probablemente se deba a que a mayor altura hay mayor incidencia de radiacion UV solar,
que puede ser dafiina para la planta por lo que biosintetizaria estos compuestos como uno de
los mecanismos de fotoproteccion (Strack, D. 1997). Sin embargo, se observa menor
variacion en invierno, esto es concordante con otros resultados encontrados en estudios
realizados en invierno de B. latifolia en la misma ladera (Manuscrito Il), donde se determino
qgue en invierno pueden existir otros factores determinantes para la generacion de estos
metabolitos, como el agua. La region méas baja es mas humeda, por lo que en invierno la
produccion de flavonoides en la zona mas baja casi se nivela con el de las zonas altas (607
mgFT/100g PS en la zona mas alta; 615 mgFT/100g PS en la zona media y 696 mgFT/100g
PS en la zona baja) e inclusive puede sobrepasar a la de regiones mas elevadas, porque en ésta
época del afio el agua es un factor determinante.

Por otra parte, considerando la produccién en las diferentes estaciones, se puede ver que la
mayor produccion se da en Primavera, esto probablemente se deba a que, de acuerdo a sus
etapas fenoldgicas, son hojas nuevas que no tienen mucho estrés hidrico y deben protegerse
de agentes fitopatdgenos, ademas de la Radiacién UV. En cada estacion son diferentes los
aspectos medioambientales de la planta, pero entre otofio e invierno del afio 2014
probablemente no existieron muchos cambios por lo que su contenido de flavonoides no varia
de manera significativa.

Tesis - Grado de Magister Scientiarum - Alberto Calle - UMSA Pagina 50



Baccharis papillosa

[Yo)
o
o

o
o

D N ®
o O
o O

m4182 m

I
o
o

4000 m
300
200
100

m3825m

Flavonoides totales (mg/100g PS)
S
o

o

Verano Otoio Invierno Primavera

Figura 4-7. Flavonoides totales (mg/100g PS) en hojas de Baccharis papillosa, para cada estacion de muestreo y
altitud que comprende el estudio (n=4x3x3=36). Barras de error representan desviacion + estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada estacién
de muestreo.

4.2.2. Variacion cuantitativa de flavonoides en las 4 estaciones y en diferentes
altitudes de produccion en hojas de Baccharis latifolia.
En la Tabla 4.6 se muestran los resultados de la produccion de Flavonoides Totales a
diferentes altitudes y estaciones

En verano 2013 y en otofio 2014, no se pudo muestrear la especie vegetal Baccharis latifolia
en la altura més alta, a 4182 m.s.n.m. de la localidad de Lluto, debido a que los especimenes
fueron afectados por un hongo y las hojas estaban muy dafiadas.

Tabla 4-6. Flavonoides totales (mg/100g PS) en hojas de Baccharis latifolia, para cada estacion de muestreo y
altitud que comprende el estudio.

Flavonoides totales (mg/g PS) respecto

Altitud (m) alaluteolina £ SD

Verano 2013 4182 nd
4000 707,660+0,050°
3825 492,801+2,914°

Otofio 2014 4182 nd
4000 662,8991‘0,093b
3825 477,738i8,434f
Invierno 2014 4182 524,168+6,176'
4000 467,446+7,584°
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3825 393,452+8,957°

Primavera 2014 4182 783,70848,400'
4000 675,883%3,016"
3825 656,152+9,057"

nd = no determinado. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05) entre altitudes dentro de cada
estacion de muestreo.

En las Figura 4-8 se muestra la suma total de flavonoides (mg/100g PS) cuantificados en
hojas de B. latifolia, que han sido muestreados desde el verano del 2013 hasta la primavera
del 2014 en la ladera de la Localidad de Lluto. Los resultados ponen de manifiesto que existen
diferencias cuantitativas significativas entre las tres alturas elegidas para realizar este estudio,
como se puede observar también en la Tabla 4-6. Las hojas de la Baccharis latifolia que
presentan mayor cantidad de flavonoides son las de los especimenes colectados en la zona
mas alta, a 4182 m.s.n.m., a éstos les sigue los colectados a 4000 m.s.n.m. y finalmente los
colectados a 3825 m.s.n.m. la que tiene menor cantidad.

Si realizamos el andlisis estacional en la Figura 4-8 y la Tabla 4-6, existe una diferencia
cuantitativa significativa en la produccion de flavonoides entre las 4 estaciones, estando su
sintesis potenciada durante el verano y primavera de los afios estudiados, cuando se
cuantificaron la mayor cantidad de flavonoides. En invierno se observa la menor produccion.
Esto es concordante con el hecho de que la produccién de metabolitos secundarios varia
sustancialmente entre genotipos, cambios estacionales, edades, dafios de la hoja y sitios de
recoleccion..
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Figura 4-8. Flavonoides totales (mg/100g PS) en hojas de Baccharis latifolia, para cada estacion de muestreo y
altitud que comprende el estudio. Barras de error representan desviacion + estandar. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada estacion de muestreo.
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4.3. Determinacion de la influencia de altitud y estacidbn en compuestos mayoritarios
seleccionados

En distintos estaciones y de altitudes la sintesis de los flavonoides y otros compuestos
fendlicos de las especies vegetales seleccionadas tiene interaccion con el ambiente, pudiendo
ser ésta modificada por las distintas condiciones ambientales. Todos estos compuestos varian
su concentracion cuando la planta estd bajo diferentes condiciones meteoroldgicas y
ecologicas. En general, la sintesis de fenoles varia y esta inducida por factores ecoldgicos
como la radiacion UV, estrés hidrico u ozono.

Para seleccionar compuestos mayoritarios de interés para el estudio en las dos especies
seleccionadas, inicialmente podemos ver los perfiles cromatograficos HPLC (Figura 4-5 y 4-
6) donde se puede observar que el extracto mas complejo es el de Baccharis latifolia, con un
mayor numero de flavonoides que el de la especie vegetal Baccharis papillosa. Sin embargo,
la especie B. papillosa tiene un mayor nimero de derivados de &cido cindmico. Por otra parte,
el anélisis UV mediante el detector DAD, confirmé que los componentes de todos los
extractos EFS evaluados, son derivados de acido cindmico (una banda de absorcion UV ancha
alrededor de 315 nm) o flavonoides (dos bandas de absorcion UV caracteristicas una
alrededor 280 nm y la otra alrededor de 340 nm).

En el caso de Baccharis latifolia, se seleccionaron los flavonoides luteolina y acacetina para
los estudios posteriores, porque son compuestos mayoritarios de la especie, con varios
antecedentes farmacoldgicos que justifican el wuso tradicional e industrial como
antiinflamatorio de la planta (Almanza et al., 2012) y se pudieron adquirir estandares de
Sigma-Aldrich. Por otro lado, de la especie B. papillosa, se pudo aislar 6 compuestos Bpap A-
1, Bpap A-2, Bpap A-6, Bpap A-7, Bpap A-9 y Bpap A-11.

4.3.1. Seleccion, aislamiento e identificacion de compuestos de B. papillosa

El extracto etandlico de B. papillosa fue sometido a un proceso de fraccionamiento a partir
del cual se lograron aislar 6 compuestos. La identificacién de los compuestos se realizd
principalmente por analisis de sus espectros de RMN 1D y 2D, y por comparacion de los
datos de RMN obtenidos con los reportados previamente en la bibliografia. Asi, se identificd
gue cuatro corresponden a compuestos previamente aislados de la misma planta en un trabajo
previo realizado en nuestro mismo laboratorio por la Escobar Z. (2008) y Curi C. (2012),
mientras que los otros dos son nuevos compuestos reportados en la especie.

A continuacion se muestra los resultados y se hace una discusion sobre la identificacion de
cada uno de los 6 compuestos. En el caso de los compuestos ya reportados procedente de la
planta B. papillosa, solo se muestra la comparacion de datos que confirma la identidad de los
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mismos, mientras que en el caso de los compuestos no reportados de dicha planta, se hace una
discusion mas profunda.

Compuesto (B pap A-1): 5,7-dihidroxi- 3,4'-dimetoxiflavona.

El compuesto 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona es un flavonoide de cristales amarillos
aislado a partir del extracto etandlico de la especie vegetal B. papillosa. Este flavonoide fue
anteriormente reportado y aislado como producto de esta planta (Escobar Z., 2008 & Curi C.,
2012), por lo que su identificacion se basé principalmente en una comparacion de datos de
RMN *3C con los previamente reportados.

La Tabla 4-7 muestra la comparacion de desplazamientos quimicos de RMN *3C de la
muestra y del compuesto BP-1 presentado en las tesis de Escobar Z. (2008) y Curi C. (2012).
Como se puede observar, los desplazamientos quimicos son practicamente los mismos, por lo
que se identifico al B pap A-1 como la 5,7-dihidroxi- 3,4'-dimetoxiflavona.

Tabla 4-7. Datos bibliogréficos y experimentales de RMN **C de B pap A-1 en CDCl,.

N° o [ppm] o [ppm] Asignacion

Carbén | Experimental | Bibliografico &
z. & Curi C.)

2 156.11 155.1 C

3 138.53 137.8 C

4 178.68 177.8 C

5 156.98 156.3 C

6 98.87 98.5 CH

7 164.06 164.1 C

8 94.01 93.7 CH

9 161.65 161.0 C

10 105.02 104.2 C

r 122.63 122.1 C

2 130.09 129.9 CH

3 113.99 114.1 CH

4 161.42 161.2 C

5 113.99 114.1 CH

6° 130.09 129.9 CH
3-OCHjs 60.04 59.6 -OCH;
4"-OCHs 55.31 55.3 -OCHj
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Los espectros de RMN *H y de RMN *3C se presentan en el Anexo Il1. Las sefiales de RMN
'H también confirman que se trata del flavonoide sefialado.

Por otro lado, se obtuvo el espectro de absorcion del flavonoide mostrado en la Figura 4-9.
Este espectro muestra claramente dos bandas de absorcion; una de 245 a 279 nm con Amax @
266 nm, y la segunda de 279 a 410 nm con Ama @ 347 nm, bandas caracteristicas de
flavonoides.

*DAD1, 28.203 (1244 mAU, - ) Ref=0.003 & 39.956 of COMPBPAP000004.D
1200{
1000{

800—:
500{
400—:

200 —

Figura 4-9. Espectros UV del compuestos B pap A-1

Un resumen de algunas caracteristicas generales y de la estructura del compuesto identificado
se presenta en la Tabla 4-8 y la Figura 4-10, respectivamente.

Tabla 4-8. Caracteristicas generales de B pap A-1

Aspecto Cristales amarillos
Formula molecular | C17H1406
Peso molecular 314.29 g/mol

Nombre Quimico 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona
Nombre comercial | Ermanine

Figura 4-10. 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona (B pap A-1)
Compuesto (B pap A-2): 5,7,5°,4 -tetrahidroxi-3-metoxiflavona

El compuesto 5,7,5°,4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona también fue aislado e identificado
anteriormente en la misma planta (Escobar Z., 2008 & Curi C., 2012) por lo que se cuenta con
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los datos bibliograficos de los desplazamientos quimicos de RMN **C y de RMN *H, con los
que se compararon los datos experimentales obtenidos del compuesto aislado (Tabla 4-9),
determinandose que se trata de la 5,7,5°,4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona.

Tabla 4-9. Datos bibliogréficos y experimentales de RMN **C de Bpap A-2 en CDCl,

N o [ppm] o [ppm] Asignacion

Carb6n | Experimental | Bibliografico €%
z.&Curi C))

2 156.47 155.5 C

3 138.18 137.5 C

4 178.56 177.8 C

5 156.82 156.2 C

6 98.67 98.4 CH

7 163.96 164.0 C

8 93.77 93.5 CH

9 161.24 161.1 C

10 104.76 104.4 C

v 121.20 120.4 C

2 121.64 120.7 CH

3 5.1 115.6 CH

& 147.99 148.6 C

5 144.61 145.1 CH

6 115.07 115.3 CH
3-OCHjs 59.72 59.6 -OCH;

La estructura de este flavonoide cuyos cristales son amarillos, fue corroborada por los datos
obtenidos de su espectro de RMN *H de RMN **C mostrado en el Anexo IV.

Finalmente se obtuvo su espectro de absorcion ultravioleta mostrado en la Figura 4-11, el cual
muestra dos bandas de absorcion tipicas de flavonoides. La primera banda esta entre 237 y
280 nm con un Ayax @ 255 nm y la segunda entre 280 y 420 nm con un Amaxa 356 nm.
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*DAD1, 13.992 (889 mAU, - ) Ref=0.005 & 39.952 of COMPBPAP000002.D
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Figura 4-11. Espectros UV del compuesto B pap A-2

Un resumen de algunas caracteristicas generales y de la estructura quimica del compuesto
identificado se presenta en la Tabla 4-10 y la Figura 4-12, respectivamente.

Tabla 4-10. Caracteristicas generales de Bpap A-2

Aspecto Cristales amarillos

Formula molecular | C1sH1,07

Peso molecular 316.262 g/mol

Nombre Quimico | 5,7,5°,4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona

H

OH

I
=
AN

HO O

OCH3;

OH (@)
Figura 4-12. 5,7,5 ,4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona (B pap A-2)
Compuesto (Bpap A-6): Acido 4-hidroxi-3-prenilcinamico (Drupanina)

El compuesto Bpap A-6 es un derivado prenilado del acido cinamico, anteriormente aislado
en la planta (Escobar Z., 2008 & Curi C., 2012). Se obtuvo los espectros de *H y de RMN *C
del compuesto Bpap A-6 (Anexo V). Los desplazamientos quimicos de *3C del Bpap A-6 son
los mismos que los desplazamientos quimicos pertenecientes al compuesto fendlico aislado
anteriormente (Tabla 4-11). Por tal razon y por la demas informacion espectroscopica
obtenida para este compuesto, se determind que se trata del Acido 4-hidroxi-3-prenilcinamico.
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Tabla 4-11. Datos bibliograficos y experimentales de RMN **C de B pap A-6 en CDCl,

N° o [ppm] 3 [ppm] Asignacion
Carbén | Experimental | Bibliografico €%
z.&CuriC))

1 125.90 125.2 C
2 129.67 129.6 CH
3 128.55 128.1 C
4 157.17 157.3 C
5 114.17 15.0 CH
6 127.37 127.5 CH
1’ 145.97 144.4 CH
2’ 115.07 115.2 CH
3 169.95 167.9 C
1” 28.06 27.9 CH;
27 121.66 122.4 CH
3” S’ 3 IR4rY C
4> 25.60 295 CHs
5” .57 17.6 CHs

El espectro de absorcion UV (Figura 4-13) muestra una banda intensa desde 253 a 270 nm
con un Amax @ 315 nm, caracteristica de compuestos fendlicos.

*DAD1, 22.863 (1997 mAU, - ) Ref=0.003 & 39.956 of COMPBPAP000006.D
mAU
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Figura 4-13. Espectros UV del compuestos B pap A-6

En la Tabla 4-12 se presenta un resumen de las caracteristicas generales del derivado del
acido cinamico y la Figura 4-14 muestra su estructura.
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Tabla 4-12. Caracteristicas generales de B pap A-6

Aspecto Cristales blancos
Formula molecular | C14H1603
Peso molecular 232.275 g/mol

Nombre Quimico | Acido 4-hidroxi-3-prenilcinamico
Nombre comercial | Drupanina

HOOC
Figura 4-14. Acido 4-hidroxi-3-prenilcinamico (Bpap A-6)
Compuesto (B pap A-7): 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavonol.

El Bpap A-7 es un flavonoide que no fue aislado previamente de la especie vegetal B.
papillosa. Este flavonoide se presenta en forma de cristales amarillos. Su estructura quimica
fue elucidada utilizando técnicas espectroscopicas de RMN y UV. En base al analisis de los
datos espectroscopicos, se identifico este flavonoide como la 5,7- Dihidroxi-4’-
metoxiflavonol.

El espectro de RMN *H (Figura 4-15) muestra 6 protones aromaticos formando dos sistemas
de spin: el primero es un sistema de spin meta a 6y 6.37 br.s y &4 6.21 br.s donde cada sefial
integra a un protén, que corresponden a los protones H-6 y H-8, respectivamente, acoplados
en el anillo A (Figura 4-16).
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Figura 4-15. Espectro de RMN *H de Bpap A-7 en CDCl,

El anillo B presenta un sistema de spin orto a 6,4 6.96 d (J =8.8 Hz) y a 648.10 d (J = 8.8 Hz)
correspondiente a los protones H-5" y H-3’ acoplados a H-6" y H-2’, respectivamente. Estos
sistemas de spin se corroboraron en el espectro de correlacién homonuclear *H-COSY (Figura
4-16).
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Figura 4-16. Espectro de correlacién homonuclear COSY *H de Bpap A-7
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En el espectro de RMN “*C (Figura 4-17) se distinguen 16 Carbonos: un carbonilo a 8¢
175.40 ppm; 14 carbonos aromaticos, desde oc 93 ppm hasta 165 ppm; y 1 carbono
metoxilico a 8¢ 55.28 ppm. Los tres hidroxilos se encuentran en los carbonos con 6¢ 135.61,
156.91 y 163.98 ppm.

AC-A-T

o

e

i

L
|

16398
16088
8057
~15691
— 14586
—13561
—128.35
1733
—11388
\inz20
BB

/5%

—55.8

11000

10000

2000

8000

7000

6000
~5000
4000
ce C8
TR
3000

2000

1000

--1000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 a5 S0 85 80 75 70 65 60 55
f1 (ppm)

Figura 4-17. Espectro de RMN “3C de Bpap A-7

La asignacion de los carbonos enlazados a protones se realizd usando el espectro de
correlacion HSQC (Figura 4-18), mientras que el resto de los carbonos fueron asignados
principalmente en base al espectro HMBC (Figura 4-19). Todas las correlaciones se muestran
en la Tabla 4-13. La Figura 4-20 muestra las correlaciones mas importantes a larga distancia.
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Figura 4-19. Espectro de correlacion HMBC de Bpap A-7
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Tabla 4-13. 8 *Hy & **C y correlaciones HMBC de Bpap A-7 en CDCl,

Posicion | & ©°C d'H  (J) HMBC
2 145.86

3 135.61

4 175.40

5 156.91

6 9858 |6.21s C-8, C-10

7 163.98

8 9399 |[6.37s C-6, C-10

9 160.88

10 103.29

§ 123.39

2’ 12935 |8.09d (8.8) | C-6°,C-4’,C-2
3’ 11388 [6.95d (8.8) | C-5°,C-I°

4 160.57

5 113.88 [6.98d (8.8) |C-3°,C-1

6’ 129.35 |8.11d (8.8) |C-2’,C-4°C-2
4-OMe | 5528 |3.82s C-4’

Figura 4-20. Correlaciones HMBC mas importantes en Bpap A-7

Por otro lado, se obtuvo el espectro de absorcion UV de este flavonoide ver Figura 4-21. Este
espectro muestra claramente dos bandas de absorcion: una de 237 a 279 nm, con Amax a 265
nm; y la segunda de 279 a 408 nm, con su Amax a 366 nm, bandas que son caracteristicas de

flavonoides.

Tesis - Grado de Magister Scientiarum - Alberto Calle - UMSA

Pagina 63



*DAD1, 27.009 (1809 mAU, - ) Ref=0.002 & 39.956 of COMPBPAP000007.D
mAU
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Figura 4-21. Espectros UV del compuesto A-7

Un resumen de algunas caracteristicas generales y de la estructura quimica del compuesto
identificado se presenta en la Tabla 4-14 y la Figura 4-22, respectivamente.

Tabla 4-14. Caracteristicas generales de Bpap A-7

Aspecto Cristales amarillos

Formula molecular | C16H1,0¢

Peso molecular 300.3 g/mol

Nombre quimico 5,7- Dihidroxi-4’-metoxiflavonol

Figura 4-22. 5,7- dihidroxi - 4’- metoxiflavonol (Bpap A-7)
Compuesto (Bpap A-9): 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona.

El compuesto 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona es un flavonoide que ya fue previamente
identificado en la especie vegetal B. papillosa (Escobar Z., 2008 & Curi C., 2012), por lo que
en el presente trabajo se lo identificd por comparacion de sus desplazamientos quimicos de
RMN *3C y de RMN *H con los del compuesto previamente reportado. La Tabla 4-15 muestra
la comparacion de desplazamientos quimicos de ambos compuestos.
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Tabla 4-15. Datos bibliograficos y experimentales de RMN **C de B pap A-9 en CDCl,

N° o [ppm] 5 [ppm] Asignacion

Carbén | Experimental | Bibliografico “'™
Escobar)

2 156.53 155.5 C

3 138.21 137.5 C

4 178.62 177.8 C

5 156.90 156.3 C

6 98.75 98.5 CH

7 163.90 164.0 C

8 93.91 93.6 CH

9 161.35 161.1 C

10 104.93 104.1 C

1 iy 120.5 C

2 130.18 129.9 CH

3 115.46 i '3k, CH

4 159.74 160.0 C

5 115.46 1156 CH

6 130.18 129.9 CH
3-OCH3 59.89 59.6 -OCH;

De acuerdo a los datos de esta tabla, los desplazamientos quimicos son practicamente iguales,
por lo que se concluyd que el flavonoide aislado es la 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona. Los

espectros de RMN *H y *C son presentados en el Anexo VI.

También se obtuvo el espectro de absorcion UV de este compuesto ver figura 4-23, el cual
presenta dos bandas de absorcion: una desde 249 a 280 nm, con Amax @ 266 Nm; y la segunda
banda, desde 280 nm a 420 nm, con Anax @ 352 nm. Estas bandas de absorcion son

caracteristicas de flavonoides.

*DAD1, 19.508 (1249 mAU, - ) Ref=0.001 & 39.955 of COMPBPAP000003.D
mAU
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Figura 4-23. Espectros UV del compuestos B pap A-9

Un resumen de algunas caracteristicas generales y de la estructura quimica del compuesto

identificado se presenta en la tabla 4-16 y la figura 4-24, respectivamente.
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Tabla 4-16. Caracteristicas generales de Bpap A-9

Aspecto Cristales amarillos

Formula molecular | C16H1,0¢

Peso molecular 300.263 g/mol

Nombre Quimico 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona
Nombre comercial Isokamferine

Figura 4-24. 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (B pap A-9)
Compuesto (Bpap A-11): 5,7,4’-trihidroxi-flavonol.

El Bpap A-11 es un flavonoide que no fue aislado de la especie vegetal B. papillosa. Este
flavonoide se presenta en forma de cristales amarillos. Su estructura quimica fue elucidada
utilizando técnicas espectroscopicas de RMN y UV. En base al anélisis de los datos
espectroscopicos, se identificd este flavonoide como la 5,7,4’- trihidroxi-flavonol.

El espectro de RMN *H (Figura 4-25) muestra 6 protones aromaticos formando dos sistemas
de spin: el primero es un sistema de spin meta a dy 6.21 d (J=2.0) y 6 6.40 d (J=2.0) donde
cada sefial integra a un protén, que corresponden a los protones H-6 y H-8, respectivamente,
acoplados en el anillo A.
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Figura 4-25. Espectro de RMN 'H de Bpap A-11 en CDCl,

El anillo B presenta un sistema de spin orto a 64 6.92 d (J =8.9 Hz) y a o4 8.08 d (J = 8.9 Hz)
correspondiente a los protones H-5’y H-3 acoplados a H-6" y H-2’, respectivamente. Estos
sistemas de spin se corroboraron en el espectro de correlacion homonuclear *H-COSY (Figura
4-26).
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Figura 4-26. Espectro de correlacién homonuclear COSY *H de Bpap A-11
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En el espectro de RMN “*C (Figura 4-27) se distinguen 15 Carbonos: un carbonilo a 8¢
175.90 ppm; 14 carbonos arométicos, desde 93 ppm hasta 165 ppm. Los cuatro hidroxilos se
encuentran en los carbonos con ¢ 135.69, 156.87, 164.01 y 158.95 ppm.
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Figura 4-27. Espectro de RMN “*C de Bpap A-11

La asignacion de los carbonos enlazados a protones se realizd usando el espectro de
correlacion HSQC (Figura 4-28), mientras que el resto de los carbonos fueron asignados
principalmente en base al espectro HMBC (Figura 4-29). Todas las correlaciones se muestran
en la Tabla 4-17. La Figura 4-30 muestra las correlaciones mas importantes a larga distancia.
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Figura 4-28. Espectro de correlacion HSQC de Bpap A-11
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Figura 4-29. Espectro de correlacion HMBC de Bpap A-11

Tabla 4-17. 5 *H y 5 ©*C y correlaciones HMBC de Bpap A-11 en CDCl,

Posicion | & °C 3'H  (J) HMBC
2 146.72

3 135.69

4 175.90

5 156.87

6 98.16 |6.21d (2.0) | C-8,C-10

7 164.01

8 9344 |640d (2.0) | C-6,C-10

9 160.92

10 103.35

K 122.41

2’ 129.43 |807d (8.9) | C-6,C-4’,C-2
3’ 11510 |6.93d (8.9) |C-5°,C-1

4 158.95

5 11510 [6.90d (8.9) | C-3’,C-I°

6’ 12943 [8.10d (8.9) |C-2’,C-4’C-2

fL ppm)
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Figura 4-30. Correlaciones HMBC mas importantes en Bpap A-11

Por otro lado, se obtuvo el espectro de absorcion UV de este flavonoide (ver Figura 4-31).
Este espectro muestra claramente dos bandas de absorcion: una de 237 a 279 nm, con Amax @
265 nm; y la segunda de 279 a 408 nm, con su Amax @ 366 NM, bandas que son caracteristicas
de flavonoides.

*DAD1, 18.540 (1295 mAU, - ) Ref=0.000 & 39.954 of COMPBPAP000010.D
mAU _|
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Figura 4-31. Espectros UV del compuestos Bpap A-11

Un resumen de algunas caracteristicas generales y de la estructura quimica del compuesto
identificado se presenta en la Tabla 4-18 y la Figura 4-32, respectivamente.

Tabla 4-18. Caracteristicas generales de Bpap A-11

Aspecto Cristales amarillos
Formula molecular | Ci5H1006

Peso molecular 286.2 g/mol

Nombre quimico 5,7,4’- Trihidroxi-flavonol

Figura 4-32. 5,7.4’- trihidroxi - flavonol (Bpap A-11)
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4.3.  Evaluacion por cromatografia HPLC de los compuestos seleccionados, de
las dos especies recolectadas en diferentes estaciones y alturas

Identificacion de los flavonoides y drupanina en la muestra de Baccharis papillosa por
cromatografia HPLC

La Figura 4-33 muestra el cromatograma HPLC, a A = 370 nm, del extracto etanolico de
Baccharis papillosa, donde se determinaron los tg flavonoides y derivado de acido cindmico
aislado. Asi, se observa la presencia de los flavonoides 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona
(Bpap A-1) a tg 28.26 min; 5,7,5°,4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona (Bpap A-2) a tg 14.03 min;
5,7- Dihidroxi-4’-metoxiflavonol (Bpap A-7) a tg 26.98 min; 5,7,4’-trihidroxi-3-
metoxiflavona (Bpap A-9), a tg 19.53 min; y 5,7,4’- trihidroxi-flavonol (Bpap A-11), a tr

18.49 min.
OCH;
”°
OCH,

DAD1 A, Sig=370,4 Ref=450,100 (C:\CHEM32\1\DATA\B LATIFOLIA\CURVAQ00043.D)
mAU 8

1200

1000

800
600

400

200

Figura 4-33. ldentificacion de los flavonoides: 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona (Bpap A-1) y 5,7,4’-
trihidroxi-3-metoxiflavona (Bpap A-11) en el Perfil cromatograma de HPLC en extracto etanolico de Baccharis

papillosa, a A =370 nm.

La Figura 4-34 muestra el cromatograma HPLC a A = 315 nm, en la cual se identificé la sefial
correspondiente a la drupanina a un tiempo de retencion de 22.905 min, en extracto etandlico
de Baccharis papillosa.
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Figura 4-34. Identificacion de la Drupanina en el perfil cromatogrma de HPLC en extracto etandlico de

Baccharis papillosa a A = 315 nm.

Para la identificacion de las sefiales correspondientes a los compuestos aislados, se hizo correr
cada uno de los flavonoides y derivado de acido cinamico, puros, con el mismo método,
determinandose asi los tiempos de retencién, ademas se confirmd las asignaciones
comparando los espectros de UV (DAD) en las sefiales correspondientes a los compuestos
puros y a los compuestos en el extracto.

4.3.1. Evaluacion del contenido de Bpap A-1, Bpap A-11 y drupanina por
HPLC en especimenes de Baccharis papillosa recolectados en diferentes
estaciones y alturas.

En base a los cromatogramas presentados anteriormente se identificd tres compuestos (5,7-
dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona (Bpap A-1); 5,7,4’- Trihidroxi-flavonol (Bpap A-11) y
drupanina (Bpap A-6) en la muestra de Bacchars papillosa. En cada caso se hizo una curva de
calibracion con diferentes concentraciones de los compuestos aislados vy, siguiendo el método
descrito en la parte experimental, se evalué el contenido de estos tres compuestos en las
muestras colectadas en diferentes alturas y estaciones, dando los siguientes resultados.
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Bpap A-1

Los resultados encontrados de la evaluacion del compuesto Bpap A-1 a 4182 m.s.n.m.
muestran que se encontrO mayor concentracién en verano (419,237 mg/100g PS),
seguidamente de otofio (385,242 mg/100g PS) y menor en inverno y primavera, ademas la
concentracion es muy parecida entre en estas dos Ultimas estaciones (298,199 y 299,111
mg/100g PS respectivamente).

A 4000 m.s.n.m. el compuesto Bpap A-1 se encontré en mayor concentracion en primavera
(349,276 mg/100g PS), seguido de invierno (327,470 mg/100g PS), luego verano (310,977
mg/100g PS) y finalmente se encontré menor concentracion en otofio (293,697 mg/100g PS).

Finalmente a 3825 m.s.n.m. la mayor concentracion se determiné en otofio (354,052 mg/100g
PS), seguido en éste es muy parecida entre verano y primavera (308,162 y 314,346 mg/100g
PS respectivamente) y la menor concentracion en invierno (218,886 mg/100g PS), como se
puede apreciar en la Tabla 4-19.

Tabla 4-19. Concentracion del compuesto Bpap A-1 en Baccharis papillosa, en cuatro estaciones y tres alturas.

Altitud (m) Cantidad de Bpap A-1 (mg/100g PS)
Verano 2013 4182 419,237+10,722°
4000 310,977+9,575¢
3825 308,162+8,367'
Otofio 2014 4182 385,242+4,526"
4000 293,697+12,161'
3825 354,052+0,324)
Invierno 2014 4182 298,199+5,677¢
4000 327,470+0,0688
3825 218,886+4,412"
Primavera 2014 4182 299,111+5,760%
4000 349,276+11,252"
3825 314,346+9,385"

Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05) entre altitudes dentro de cada estacién de muestreo.
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5,7-dihidroxi-3,4'-dimetoxiflavona (Bpap A-1)
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Figura 4-35. Concentracion del compuesto Bpap A-1 (mgFT/100g PS) en hojas de Baccharis papillosa, para
cada estacion de muestreo y altitud que comprende el estudio. Barras de error representan desviacion + estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada
estacion de muestreo.

Analizando las diferencias significativas entre las diferentes estaciones y altitudes, se observa
que en general presenta diferencias significativas tanto entre estaciones como entre altitudes
(Tabla 4-19). Sin embargo, no se observa una correlacién directa entre altitud y produccién,
como en el caso de flavonoides totales, esto probablemente se debe a que todos los
flavonoides tienen una funcion contra la radiacion UV, pero ademas cada uno cumple alguna
otra funcion especifica.

Por otra parte, entre las diferentes estaciones, tampoco se pueden llegar a conclusiones
generales, por el mismo motivo de funciones especificas de este compuesto en cada zona de
estudio y en cada estacion.

Bpap A-11

La mayor concentracion del compuesto Bpap A-11 a 4182 m.s.n.m. se encontr6 en verano y
primavera (332,580 y 298,990 mg/100g PS respectivamente), seguido de otofio (220,432
mg/100g PS) y la menor concentracion se encontrd en inverno (191,994 mg/100g PS).

A 4000 m.s.n.m. el compuesto Bpap A-11 se encontrd6 mayor concentracion en otofio
(288,708 mg/100g PS), seguido de invierno (276,764 mg/100g PS) y la menor concentracion
en verano y primavera, en estas dos ultimas estaciones la concentracion es muy parecida
(248,002 y 250,249 mg/100g PS respectivamente).
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Por Gltimo a 3825 m.s.n.m. la mayor concentracion de este compuesto, Bpap A-11, se
determiné en primavera (535,760 mg/100g PS), seguido de invierno (458,687 mg/100g PS),
luego de verano (320,996 mg/100g PS) y finalmente la menor concentracion en otofio
(204,502 mg/100g PS), Tabla 4-20.

Tabla 4-20. Concentracion del compuesto Bpap A-11 en Baccharis papillosa, en 4 estaciones y 3 alturas.

Altitud (m) Cantidad de Bpap A-11 (mg/g PS)

Verano 2013 4182 332,580+9,266°
4000 248,002+9,859°¢

3825 320,9961-12,109i

Otofio 2014 4182 220,432+7,623"
4000 288,708+7,924'

3825 204,5021-0,857j

Invierno 2014 4182 191,994+1,351°¢
4000 276,764+2,2568

3825 458,687t9,488k

Primavera 2014 4182 298,99010,586d
4000 250,249-.*8,232“’e

3825 535,7601-9,926I

5,7,4'-trihidroxi-3-metoxiflavona (Bpap A-11)
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Figura 4-36. Concentracion del compuesto Bpap A-11 (mg/100g PS) en hojas de Baccharis papillosa, para cada
estacion de muestreo y altitud que comprende el estudio. Barras de error representan desviacién + estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada
estacion de muestreo.
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Haciendo un andlisis general de los resultados encontrados, se puede observar claramente que
la mayor concentracion se determind entre invierno y primavera a 3825 m.s.n.m., esto
probablemente indica que para la produccion de este compuesto es importante la humedad del
suelo, ya que la zona mas baja es la mas humeda y que no cumple una funcion muy
importante como agente fotoprotector contra la RadUV, que es mas fuerte en la zona més alta.
Ademas, deben existir otros factores en la zona de estudio, entre los meses de julio y
septiembre (como insectos fitopatdgenos), que promueven que la planta utilice su energia en
la biosintesis de este compuesto. Finalmente analizando las diferencias significativas entre las
estaciones y altitudes se observa que presenta diferencias significativas entre las diferentes
altitudes y estaciones, pero no existe una correlacion clara, como en el caso de Bpap A-1,
probablemente debido a las funciones especificas que cumplen estos flavonoides en la planta,
en cada estacion y en cada lugar.

Bpap A-6 (Drupanina)

En las alturas de 4182, 4000 y 3825 m.s.n.m. la mayor concentracién de la drupanina se
encontr6 en primavera (1.453,576; 1.381,500 y 1.242,312 mg/100g PS respectivamente),
sequida de invierno (1.186,367; 1.148,007 y 1.067,302 mg/100g PS respectivamente). Y las
menores concentraciones estdn en otofio (552,009; 584,789 y 578,082 mg/100g PS
respectivamente) y verano (501,683; 471,724 y 476,320 mg/100g PS respectivamente), Tabla
4-21y Figura 4-37.

Tabla 4-21. Concentracion la drupanina en Baccharis papillosa, en cuatro estaciones y tres alturas

Altitud (m) Cantidad de Drupanina (mg/100g PS)
Verano 2013 4182 501,683+6,344°
4000 471,724+13,147°
3825 476,320+10,236'
Otofio 2014 4182 552,009+3,799"
4000 584,789+4,538'
3825 578,082+13,117
Invierno 2014 4182 1.186,367+11,311°
4000 1.148,007+12,0308
3825 1.067,302+14,854"
Primavera 2014 4182 1.453,576+12,777°
4000 1.381,500+10,354"
3825 1.242,312+2,061'
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Drupanina
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Figura 4-37. Concentracion de la drupanina (mg/g PS) en hojas de Baccharis papillosa, para cada estacion de
muestreo y altitud que comprende el estudio. Barras de error representan desviacion * estdndar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada estacion de
muestreo.

Para la Drupanina, si se puede observar una correlacion entre su produccion y las épocas de
estudio y alturas, ya que en invierno y primavera (época seca) hay una mayor produccion de
este compuesto que en verano y otofio (época himeda), ademas en época seca (invierno y
primavera), hay una mayor produccion a mayor altura, eso implica que este compuesto tiene
una funcién importante como fotoprotector en la planta contra la Rad UVB, ya que es el
metabolito secundario mayoritario de la especie y presenta una fuerte absorbancia en la regién
UVB (290-320 nm), radiacién UV solar que se incrementa con la altura y que en ésta época
tiene una alta incidencia por los cielos despejados.

4.3.2. ldentificacion de tiempos de retencién en cromatogramas HPLC, de los

flavonoides luteolina y acacetina, en muestra de Baccharis latifolia

La Figura 4-38 muestra el cromatograma de flavonoides en extracto etanélico de Baccharis
latifolia, resuelto por HPLC (Agilent 1100) mediante el método descrito en la parte
experimental, donde el tiempo de retencién encontrado para la Luteolina es de 11.93 min y el
de la Acacetina es de 25.54 min.
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Figura 4-38. Identificacion de los flavonoides: Luteolina y la Acacetina en el Perfil cromatograma de HPLC en

extracto etandlico de Baccharis latifolia a A = 370 nm.

Una vez obtenidos los tiempos de retencion de los estandares que se observa en la Tabla 4-22,
se procedid a la identificacion de los flavonoides: Luteolina y Acacetina a 370 nm en la
Figura 4-38 presentes en los extractos de Baccharis latifolia que a continuacion se muestra.

Tabla 4-22. Tiempos de retencién (min) de los compuestos flavonoides en el extracto etandlico de Baccharis
latifolia determinados en HPLC. (Luteolina y Acacetina)

Especie Tgr (min) Flavonoides a 370 nm
Luteolina Acacetina
B. latifolia 11.934 25.542

4.4.  Evaluacion del contenido de la luteolina y acacetina en las muestras de
Baccharis latifolia por HPLC, recolectadas en diferentes estaciones y

alturas

Luteolina

En base al cromatograma presentado anteriormente se identificd dos compuestos (luteolina y
acacetina) en la muestra de Bacchars latifolia, y siguiendo el método descrito en la parte
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experimental se evalud el contenido de estos dos compuestos en las muestras colectadas en
diferentes alturas y estaciones en la ladera de Lluto como se muestra a continuacion los
siguientes resultados.

Tabla 4-23. Concentracion de la luteolina en Baccharis latifolia, en cada estacion y altitud.

Altitud (m) Cantidad de Luteolina (mg/g PS)

Verano 2013 4182 nd
4000 17,822+0,640°
3825 19,960+0640°
Otofio 2014 4182 nd
4000 25,977+1,645°
3825 15,486+0,856'
Invierno 2014 4182 16,666+0,303'
4000 14,865+2,154°
3825 23,868+2,2188
Primavera 2014 4182 16,692+0,690"
4000 22,679+0,595°
3825 24,757+1,182"

nd = no determinado.
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Figura 4-39. Concentracion de la luteolina (mg/100g PS) en hojas de Baccharis latifolia, para cada estacion de
muestreo y altitud que comprende el estudio. Barras de error representan desviacion * estandar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada estacion de
muestreo.
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A 4182 m.s.n.m. en verano 2013 y en otofio 2014 la especie vegetal Baccharis latifolia en
esta altura no se muestrearon debido a que fueron afectados por un hongo y carecian de hojas
muy dafiadas por tal motivo no se pudo determinar la cantidad de la luteolina, sin embargo se
pudo determinar la cantidad de luteolina en invierno y primavera (16,666 y 16,692mg/100g
PS respectivamente), ademas la variabilidad es igual entre en estas estaciones.

En 4000 m.s.n.m. la luteolina se encontr6 mayor concentracion en otofio (25,977 mg/100g
PS), seguido en primavera (22,679 mg/100g PS), luego en verano (17,822 mg/g PS) y menor
concentracion en invierno (14,865 mg/g PS).

Por Gltimo a 3825 m.s.n.m. la mayor concentracion de la luteolina se determiné en primavera
(24,757 mg/100g PS), seguidos en invierno (23,868 mg/100g), verano (19,960 mg/100g PS) y
la menor concentracion en otofio (15,486 mg/g PS).

La mayor concentracién de produccion de la luteolina se encontrd en otofio a 4000 m.s.n.m.
(25,977 mg/100g PS) y la menor concentracion se encontro en invierno y a 4000 m.s.n.m.
(14,865 mg/100g PS) (Figura 4-39). Si analizamos las diferencias significativas entre las
estaciones Y altitudes, se observa que presentan diferencias significativas, las cantidades de la
luteolina se puede observar en la Tabla 4-23.

Acacetina

Tabla 4-24. Concentracion de la acacetina en Baccharis latifolia, en cada estacion y altitud.

Altitud (m) Cantidad de Acacetina (mg/100g PS)

Verano 2013 4182 nd

4000 158,141+5,124°

3825 84,415+0,961°
Otoio 2014 4182 nd

4000 118,255+7,086"

3825 54,511+2,776'
Invierno 2014 4182 85,526+3,541'

4000 114,315+0,512°

3825 60,996+3,1348
Primavera 2014 4182 59,272+2,680'

4000 136,472+3,610°

3825 77,325+2,133"

nd = no determinado.
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Figura 4-40. Concentracion de la acacetina (mg/g PS) en hojas de Baccharis latifolia, para cada estacion de
muestreo y altitud que comprende el estudio. Barras de error representan desviacion * estdndar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas, p < 0.05 (Kruskal Wallis test) entre altitudes dentro de cada estacion de
muestreo.

En la altura de 4182 m.s.n.m. en verano 2013 y en otofio 2014 la especie vegetal Baccharis
latifolia no se colectaron debido a que fueron afectados por un hongo y carecian de hojas muy
dafadas por tal motivo no se pudo determinar la cantidad de la acacetina, sin embargo se
determind la cantidad de acacetina en invierno (85,526 mg/100g PS) obteniéndose con mayor
concentracion y en primavera (59,272 mg/g PS).

A 4000 m.s.n.m. en verano la concentracion de la acacetina se encontré6 mayor (158,141
mg/100g PS), seguidos en primavera y otofio (136,472 y 118,255 mg/100g PS
respectivamente), y menor concentracion de la acacetina en invierno (114,315 mg/100g PS).

Y a 3825 m.s.n.m. la mayor concentracion de la acacetina se encontré en verano (84,415
mg/100g PS), seguido en primavera (77,325 mg/100g PS) y la menor concentracion en
invierno y otofio (60,996y 54,511 mg/100g PS respectivamente).

La sintesis de mayor produccion de la acacetina se encontr6 en verano a 4000 m.s.n.m.
(158,141 mg/100g PS), la menor concentracion se determind en otofio a 3825 m.s.n.m.
(54,511 mg/100g PS) (Figura 4-40). Finalmente si analizamos las diferencias significativas
entre las estaciones y altitudes, se observa que presentan diferencias significativas, las
cantidades de la acacetina se puede observar en la Tabla 4-24.
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5. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en este estudio son las siguientes:

1. Se realiz6 un estudio fitoquimico preliminar y una evaluacion de flavonoides totales
por espectroscopia UV y cromatografia HPLC de 5 especies de Baccharis del valle de
La Paz: B. latifolia, B. papillosa, B. pentlandii, B. boliviensis y B. tola. En base al cual
y considerando su uso medicinal, actividad bioldgica y disponibilidad fisica se
seleccionador dos especies para estudios mas profundos: Baccharis latifolia y
Baccharis papillosa

2. Los estudios de las dos especies seleccionadas, B. latifolia y B. papillosa, se realizaron
en la ladera de la Localidad de Lluto, donde existe una ladera con una pendiente
pronunciada y disponibilidad fisica de ambas especies.

3. Se cuantificd el contenido de flavonoides totales por un método de espectroscopia
UV-Vis, mediante quelacion con AICIs3, en hojas de especimenes seleccionados a tres
alturas de la ladera de Lluto (4182. 4000 y 3825 msnm) y durante las cuatro estaciones
Verano 2013, Otofio 2014, Invierno 2014 y Primavera 2014. Los resultados ponen de
manifiesto que existen diferencias significativas en la produccidn de estos compuestos
en las 4 diferentes estaciones y las 3 alturas. Respecto a la variacion altitudinal se
puede observar una mayor produccion de flavonoides en los especimenes
desarrollados a mayor altura (4182 msnm), probablemente debido a que estos
compuestos pueden actuar como fotoprotectores de Rad UV solar en la planta y a
mayor altura hay mayor Rad UV. Sin embargo, es de destacar que las diferencias en
las tres alturas de colecta, no son las mismas en todas las estaciones, disminuyendo las
diferencias en invierno probablemente porque en ésta época no sélo existe un estrés
oxidativo debido a la Rad UV sino también un estrés hidrico, por ser época seca, y la
zona mas baja es la mas himeda.

4. Se estudio la influencia estacional y altitudinal en dos compuestos de B. latifolia,
luteolina y acacetina, seleccionados por ser mayoritarios en la especie y tener diversos
antecedentes farmacoldgicos directamente relacionados al uso de la planta. La
evaluacion por cromatografia HPLC de estos compuestos en el extracto EFS de B.
latifolia mostr6 una variabilidad de produccion de estos flavonoides a diferentes
alturas y estaciones. Comparando la variacion de la concentracion en cada estacion de
muestreo y altitud para cada compuesto seleccionado se puede ver que existen
diferencias significativas entre las estaciones y altitudes, pero éstas no tienen una
relacién directa con los parametros en estudio, posiblemente, porque cumplen los
compuestos cumplen ademas con otras funciones especificas no relacionadas a estos
parametros
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5. Se aisld e identificd los siguientes compuestos mayoritarios de B. papillosa: 5,7-
dihidroxi-3,4 -dimetoxiflavona (Bpap A-1), J5,7,5’4-tetrahidroxi-3-metoxiflavona
(Bpap A-2), acido 4-hidroxi-3-prenilcinAmico (Bpap A-6), 5,7- Dihidroxi-4-
metoxiflavonol (Bpap A-7), 5,74 ’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Bpap A-9) y el
compuesto 5,7,4 - Trihidroxi-flavonol (Bpap A-11), de los cuales se seleccionaron tres
de ellos para los estudios de influencia estacional y altitudinal en compuestos de B.
papillosa: Bpap A-6, Bpap A-7 y Bpap A-9, por ser mayoritarios, tener una estructura
relacionadas a las propiedades bioldgicas y farmacolégicas de la especie y tener
sefiales claramente distinguibles en cromatografia HPLC:

6. La evaluacién por cromatografia HPLC de los compuestos seleccionados (5,7-
dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona (Bpap A-1) y 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Bpap
A-11) y la Drupanina en el extracto EFS de Baccharis papillosa, mostré diferencias
significativas en su produccién a diferentes alturas y estaciones, que en general no
presentan una correlacion directa con la altitud o la estacion, probablemente debido a
que ademéas de cumplir funciones como fotoprotectores cumplen otras funciones
especificas en la especie, como la proteccion contra agentes fitopatdgenos, que no
tienen que ver directamente con la altitud o estacion

7. Finalmente, se determind que la cuantificacién por HPLC es mucho méas exacta que la
cuantificacion por espectroscopia UV/Vis, que solo nos da una idea cuantitativa de las
variaciones, pero los datos son solo aproximaciones referidas a algin flavonoide.
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7. AnNexos

ANEXO I: Desplazamiento espectral y la recta de calibracién de estdndar luteolina para
el método UV

1
Z 038 A
2 06 P /N
c \/
5.0\ / B
~ 0,4
2
202

0

220 270 320 370 420 470

Longitud de onda (nm)

Figura 7-1. Desplazamientos espectrales de luteolina, (A) en etanol y (B) adicion con 10% de AICl;

Tabla 7-1. Desplazamiento espectral observado en los maximos de absorcion de la solucién de la luteolina
cuando se trata con cloruro de aluminio y acetato de potasio.

Nombre del Maximos de absorcion en Maximo de absorcién con adicion de
compuesto etanol (nm) AICI; (nm)

Luteolina 351 406

Curva de Calibracion (Luteolina)

. 1438 y = 0,0823x

< 1,238 R?=0,998

©

S 1,038 /"

G 0,838

£ 0,638 A

2 ,‘/

20438

0,238 0/ : : .
30 80 130 180
Concentracion ppm

Figura 7-2. Recta de calibracion del estandar Luteolina a 406 nm
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Tabla 7-2. Concentraciones nominales de patrén (luteolina) y valores hallados por un método analitico (con sus

desvios estandar).

Concentracion mg/L.  Respuestal  Respuesta 2 Respuesta 3 Promedio + SD
30 0.238 0.26 0.251 0.249+0.011
60 0.466 0.499 0.496 0.487+0.018
90 0.736 0.761 0.759 0.752+0.014
120 0.975 0.986 1.000 0.987+0.013
150 1.238 1.225 1.234 1.232+0.007

Tabla 7-3. Pardmetros analiticos del método propuesto

LOD Analito LOD (mg/L) LOQ (mg/L) Ecuacion de r (Limite de
Deteccion) calibracion yLOQ
(Limite de Luteolina 4.736 13.374 Y = 0.0082x 0.9988

Cuantificacion)
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ANEXO II: Rectas de calibracion HPLC y gromatogramas HPLC de los 5 compuestos

flavonoides mayoritarios

6714,6
5714,6
4714,6
3714,6
2714,6
1714,6

714,6

Area

/

21 41

61

81 101

Concentracion, ppm

121 141

Figura 7-3. Recta de calibracién de la luteolina (ver datos en la tabla 7-4).

Tabla 7-4. Datos de las Areas de las sefiales HPLC de la luteolina, en funcion de sus concentraciones

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Promedio + SD
(mg/L) Area Area

21 714.6 749,6 732,1+247

49 1801,6 2065,1 1933,4 + 186,

70 2908,9 2953,3 2931,1+314

98 3939,2 41143 4026,8 £123,8
130,2 5463 5485,1 5474,1 £ 15,6

DAD1 A, SG=370,4 Ref=50, 100 (ALBERTO\CURVAO00001.D)
o % Crometograrma del compuesto LUTEGLINA a 370 m

Figura 7-4. Perfil cromatograma de HPLC del compuesto de luteolina a A =370 nm identificado en la muestra de

Baccharis latifolia
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12797,1

Concentracién, ppm

11797,1 ‘I;; =1§,'599§$)1( e
10797,1
. 27:7,1
o 8797,1
< 77971 ad
6797,1 —*
5797,1
4797,1 /
252 352 452 552 652 752

Figura 7-5. Recta de Calibracidn de la acacetina (ver datos en la Tabla 7-5).

Tabla 7-5. Datos de las Areas de las sefiales HPLC de acacetina, en funcién de sus Concentraciones

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Promedio + SD
(mg/L) Area Area
252 4797,1 4714,3 4755,7+58,5
350 6656,4 6655,7 6656,1+0,5
448 8476,2 8504,8 8490,5+20,2
549,5 10670,1 10583,8 10627,0+61,0
651 12128,2 12096,8 12112,5+22,2
DADI A, Sig=370,4 Ref=450,100 (ALBERTOICURVAO00002.0)
m;;i, Cromatograma del compuesto ACACETINA a 370 nm g
600 ]
500 ]
400 ]
200 ]
200 ]
100]
0
0 : 1 i 2 % @ ® i

Figura 7-6. Perfil cromatograma de HPLC del compuesto de acacetina a A =370 nm identificado en la muestra

de Baccharis latifolia.
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7546,2

y = 26,469x
6546,2 R2=0,9945 &
2]
& 5546,2 /
o
T 4546,2
o
:._g /
=

3546,2
1546,2 /

64 114 164 214 264

Concentracion, ppm

Figura 7-7. Recta de Calibraciéon de la Bpap A-1 (ver datos en la Tabla 7-6)

Tabla 7-6. Datos de las Areas de las sefiales HPLC de Bpap A-1, en funcion de sus Concentraciones

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Promedio + SD
(mg/L) Area Area

64 1546,2 1508,8 1527,5+£26,4
99,8 2484,2 2467,3 2475,8+12,0
150 3852,7 3888,9 3870,8+25,6
199,7 5188,9 5386,3 5287,6+139,6
249,6 6723,8 6824,6 6774,2£71,3

DADI A, Sig=370,4 Ref=450,100 (C\CHEM32\1\DATAB LATIFOLIACCURVAO00046.D)
Cromatograma del compuesto VA 01 a 370 nm, Bpap.
1200 -|
1000 |
800

600 -

400

A

Figura 7-8. Perfil cromatograma de HPLC del compuesto Bpap A-1 a A =370 nm, identificado en la muestra de

Baccharis papillosa.
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y =22,499x Y
15719,3 R?=0,9933 /
Q
2 137193
3 e
T 11719,3
o /
=
E 9719,3

7719,3 /
5719,3 /

249,9 349,9 449,9 549,9 649,9 749,9 849,9
Concentracion, ppm

Figura 7-9. Recta de calibracion de Bpap A-11 (ver datos en la Tabla 7-7)

Tabla 7-7. Datos de las Areas de las sefiales HPLC de Bpap A-11, en funcion de sus concentraciones

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Promedio + SD
(mg/L) Area Area

2499 5719,3 5763,7 5741,5+31,4
350,2 8126,1 8083,4 8104,8+30,2
4497 10344,3 10367,2 10355,8+16,2
550 12510,6 12611,3 12561,0+71,2
649,4 14618,9 14970,2 14794,6+248,4
760 16532,6 16513,1 16522,9+13,8

DADL1 A, Sig=370,4 Ref=450,100 (C:\CHEM32\1\DATA\B LATIFOLIA\CURVAO00048.D)

mAU
4 Cromatograma del compuesto VA 02 a 370 nm, Bpap.

19261

1200 —:
1000 {
800 {
600 {

400 —

200

Figura 7-10. Perfil cromatograma de HPLC del compuesto Bpapa A-11 a A =370 nm, identificado en la muestra

de Baccharis papillosa.
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56611,7
y =28,96x + 13915 /‘

51611,7 R*= U’%B/
46611,7 /
41611,7

36611,7 ®

Area

31611,7

26611,7 &
499,8 699,8 899,8 1099,8 1299,8 1499,8

Concentracion ppm

Figura 7-11. Recta de Calibracion de la drupanina (ver datos en la Tabla 7-8).

Tabla 7-8. Datos de las Areas de las sefiales HPLC de drupanina, en funcion de sus concentraciones

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Promedio + SD
(mg/L) Area Area
499,8 26611,7 27066,1 26838,9+321,3
700 35645,6 35659,9 35652,8+10,1
1000 43032,4 43275,4 43153,9+171,8
1199,8 49655,5 50239,7 49947,6+413,2
1400 52569,7 53383,9 52976,8+575,7
BADTC, Sig=3105 ReF450 100 (S CHENGATIDATATS [ATIFOLAGURVAGDG04 D)
] Cromatograma del compuesto DRUPANINA a 310 nm i

2000 —

1500 +

1000 +

500

Figura 7-12. Perfil cromatograma de HPLC del compuesto de drupanina a A =310 nm, identificado en la

muestra de Baccharis papillosa.
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ANEXO I11: Datos espectroscopicos

o

espectros de RMN de *H y *C del Bpap A-1
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Figura 7-13. Espectro de RMN *H del B pap A-1
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Figura 7-14. Espectro de RMN “3C del Bpap A-1
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ANEXO IV: Datos espectroscopicos y espectros de RMN de *H y **C del Bpap A-2
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Figura 7-15. Espectro de RMN *H del B pap A-2
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Figura 7-16. Espectro de RMN “*C del B pap A-2
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ANEXO V: Datos espectroscopicos y espectros de RMN de 'H y *C del Bpap A-6
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Figura 7-17. Espectro de RMN *H del B pap A-6
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Figura 7-18. Espectro de RMN “*C del Bpap A-6
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ANEXO VI: Datos espectroscopicos y espectros de RMN de *H y **C del Bpap A-9

AC-A-6 2000

6.86
~6.83
~6.30
6.17
6.16

T,

o

©

Bl
|

/630

—
QR
~ ~
S/ 1900

1800

&
o
o

1700

1600
1500
/ 1400

1300
1200
1100
1000
900

800

700

600

500

‘ H-8 H-6 [ 400
I !

| k300
200
L

nY &

— o

~ i i -

:
. X 5.6 . X . 3.6

r-100

Figura 7-19. Espectro de RMN 'H del B pap A-9
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Figura 7-20. Espectro de RMN *3C del B pap A-9
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ANEXO VI: TRATAMIENTO ESTADISTICO

Tabla 7-9. Tratamiento estadistico de las 5 especies Baccharis.

Tratamiento H GL p<0.05
5 especies Baccharis 13.500 4 0.009*

*estadisticamente significativo.

Tabla 7-10. Tiempo de retencion (min) y longitud de onda méxima a la cual absorben los compuestos estandares.

Compuesto Tiempo de  Amax

retencion (min) (nm)

Flavonoides
Luteolina 11.864 351
Acacetina 26.458 329
Compuesto Bpap A-9 19.261 348
Compuesto Bpap A-7 26.693 366
Acido fendlico
Drupanina 22.708 315
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