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Resumen.

Passiflora caerulea L. es el nombre cientifico de la especie vegetal llamada
vulgarmente como Mburucuya o Pasionaria Azul, la cual se caracteriza por ser una
planta de rapido crecimiento, de tallos trepadores, de hojas perennes y de una flor

de caracteristicas muy especiales.

Al igual que el comun de los representantes del Reino Plantae, esta especie
es capaz de sintetizar metabolitos secundarios que le son Utiles tanto a la misma
planta, como a la Medicina, por cuanto dichos metabolitos tienen una aplicacion
terapéutica conocida. Una de las caracteristicas mas conocidas es la de poseer
propiedades sedantes, las que sinergizan cuando es administrada en conjunto con
otras plantas medicinales de similar efecto, lo que le confiere su accién

tranquilizante.

En este contexto, y con el propésito de obtener mayor informacion sobre la
naturaleza de estos metabolitos secundarios, en la presente tesis se realizara un
estudio quimico de éstos, utilizando para ello técnicas fotoquimicas
convencionales, con el fin de comparar los resultados obtenidos con la informacion
bibliografica ya existente, lo que conllevara a obtener una monografia mas

detallada para ser utilizada con fines terapéuticos, cientificos y comerciales.



Abstract.

Passiflora caerulea L. is the scientific name of a plant species commonly
known as Mburucuya or Blue Passion Flower, which is characterized for a fast
growing, with climbing stems, evergreen leaves and flowers with very special

characteristics.

As well as other representatives of the Kingdon Plantae, this species is able
to synthesize secondary metabolites that are useful both to itself and to medicine,
because these metabolites have a known therapeutic application. One of the most
popular in this area is this plant has sedative properties, which synergize when

administered together with other herbs of similar effect, giving it soothing action.

In this context, and in order to obtain more information on the nature of
these secondary metabolites, in this study there will be carried out a chemical
study of them, using conventional photochemical techniques in order to compare
the results with the existing bibliographic information, which will lead to obtain a

more detailed paper to be used for therapeutic, scientific and commercial.



Abreviaturas.

°C: Grados Celsius.

AcOEt: Acetato de etilo.

BF3: Trifloruro de boro.

CC: Cromatografia en columna.
CDCL3: Cloroformo deuterado.

CG: Cromatografia en fase gaseosa.
cm: Centimetros.

DPPH: 2,2 — difenil - 1 — picrilhidrazilo.
D.S.: Desviacion standard.

d: Desplazamiento quimico.

FID: Fire induced detector.

Fig.: Figura.

g: Gramos.

h: Horas.

H: Hiperdsido.

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.
IR: Infrarrojo.

J: Constante de acoplamiento.

KBr: Bromuro de potasio.

Kg: Kilogramos.

L: Litro.

MC: Muestra comercial.



mg: Miligramo.

MHz: Megahertz.

mL: Mililitros.

MP: Muestra problema.
MeOH: Metanol.

m: Metros.

N: Nitrégeno.

N>: Nitrégeno molecular gaseoso.

ng: Nanogramos.

nm: Nanometros.

R: Rutina.

ug: Microgramo.

uL: Microlitro.

um: Micrometro.

p/p: Peso/peso.

ppm: Partes por millon.

PSi: Libra por pulgada cuadrada.

Rf: Ratio of front.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

TLC: Cromatografia en capa fina.
x: Promedio.

UV: Ultravioleta.
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Introduccion.

Desde tiempos inmemoriales el hombre ha utilizado las plantas para
diversos fines, desde alimentacion, vestimenta, fuente energética, construccion y
medicinal (Guarrera, 2005). Es, quizas, este ultimo fin el que mas ha acercado al
hombre a este Reino, dado que al encontrar en las plantas una fuente Unica de
drogas y compuestos con actividad farmacologica, comenzé el estudio exhaustivo
de su morfologia, de los compuestos generados por las plantas, de la actividad
gue estos tendrian sobre los seres vivos y, por sobre todo, en los seres humanos.
Por lo mismo, en la actualidad, se han optimizado las metodologias botanicas y

fisicoquimicas para poder aislar y mejorar estos compuestos.

Variadas son las plantas descritas en las diferentes Farmacopeas del
mundo, las cuales presentan actividad farmacolégica util en los seres humanos.
Dentro de este conjunto de especimenes destacan las de la familia Passifloracea,
entre las que podemos mencionar Passiflora incarnata, Passiflora edulis y
Passiflora caerulea. Esta gran familia de plantas fue descubierta en el afio 1529
por los misioneros cristianos espafioles que arribaron a América. Su nombre
original fue “Flor de la Pasién de Cristo”, ya que estos misioneros aseguraban ver
en sus flores las armas con las que Jesucristo habria sido torturado y crucificado
(Patel y cols., 2009a). Ya en el afio 1610, el botanico Jack Boccio publicé en
Europa dibujos sobre esta planta, destacando su fisonomia, la belleza de sus
flores y las propiedades medicinales que se le atribuian, considerandola como uno
de los grandes descubrimientos de la naturaleza realizados en el suelo del “Nuevo
Mundo” (Fuentes y cols., 2000).

La especie Passiflora caerulea L. pertenece al género Passiflora
Lindeniana, el cual a su vez pertenece a la familia Passifloraceae (Fig. 1) (Patel y
cols., 2009a). Su nombre deriva del color azul que presentan sus flores (latin

caerulea: azulado) y fue llamada “mburucuya” por los indigenas guaranies, cuyo
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significado es “criadero de moscas” (Barboza y cols., 2009). Esta especie es
originaria de América del Sur, siendo descrita en Peru, Bolivia, Argentina, Chile y
Uruguay, lo que la transforma en una de las especies de Passiflora mas
abundante de Latinoamérica. Esta gran abundancia se debe, entre otros factores,
a que séblo necesita de climas templados para crecer y veranos marcados para
poder florecer (Méndez y cols., 2001). Esta especie de Passiflora ha sido utilizada
ampliamente por los indigenas ubicados al norte de Argentina, siendo una de las
flores postuladas por el gobierno trasandino para transformarse en flor nacional, lo
cual también la ha llevado a diezmar notoriamente su poblacién salvaje (Severin y
cols., 2004).

Reino Plantae (plantas)
Subreino Tracheobionta (vasculares)
Super division Espermatofita (semillas)
Division Magnoleofita (flores)
Clase Magnoliospida (dicotiledénea)
Subclase Dilleniidea

Orden Violeacea

Familia Passifloraceae

Genero Passiflora L.

Passiflora caerulea L.

Especie

Fig. 1: Clasificacién taxonémica de Passiflora caerulea L.

No obstante, no es la Unica especie de Passiflora que se puede encontrar
en Ameérica del Sur; entre las especies distribuidas por toda Ameérica, podemos

destacar P. edulis (maracuyd), P. incarnata, P. laurifolia (granadilla) y P. mollisima,
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entre otras, existiendo en la actualidad mas de 530 especies descritas (Deginani,
2001); presentando ciertas similitudes propias de su clase (son plantas trepadoras,
dicotiledoneas con flores y frutos comestibles), diferenciandose por el color de sus
flores y frutos y en la acumulacion de ciertos metabolitos primarios y secundarios
formados por cada una, los cuales, si bien no varian drasticamente de una especia
a otra, si pueden llegar a presentar algunas diferencias cuantitativamente

significativas.

La morfologia y crecimiento de Passiflora caerulea L. es bastante patrticular.
Una vez formada la plantula, su cotiledén toma forma ovalada con una apariencia
serosa (Mendiondo y Amela, 2009). Si bien puede crecer como plantula
(espermatofita), es mas comun que crezca a partir de brotes derivados de injertos
perennes, dadas algunas dificultades que presenta la semilla para poder germinar,
sobre todo ambientales (Mendiolo y Amela, 2006). Con el tiempo se vuelve una
liana herbacea, trepadora y rastrera, pudiendo alcanzar alturas entre 600 y 1000
cm de largo, con tallos cubiertos de finos pelillos. Sus hojas son alternas y de 5 o
mas lobulos, siendo raro encontrar trilobuladas, con profundas separaciones,
presentando finos pelillos en ambas caras, de 6 a 15 cm a lo largo del nervio
medio y de 12 a 15 cm a lo largo de los nervios laterales. Su peciolo es de
aproximadamente 8 cm con dos glandulas en el apice. Sus flores crecen en el
area entre las hojas y el tallo (zona axilar), presentandose generalmente solas
(Bruneton, 2001). Sus flores son muy caracteristicas, resaltando la belleza y la
mezcla de colores, siendo de un color azulado o lila en sus pétalos, un caliz con
cinco sépalos unidos por la base formando una copa y presentando filamentos en
la corona separados en varias series de un llamativo color morado. El diametro de
las flores puede llegar a los 9 cm. Sus frutos son bayas comestibles de un color
anaranjado y de un diametro de hasta 6 cm. Su interior es carnoso y contiene una
gran cantidad de semillas reticuladas de color café oscuro (Grainer y Wichtl,

2001). Una de las claves morfoldgicas que pueden ayudar a diferenciarla de otras


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1liz
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9palo
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especies es que presente una lamina foliar palmatipartida, con 5 segmentos, raro
3 (Fig. 2).

Fig. 2: Fotografia frontal de la flor y partes aéreas de P. Caerulea. (Fotografia: R.
Diaz Viciedo)

Dentro de la Farmacognosia, P. caerulea no es una planta de gran interés,
puesto que P. incarnata, sigue siendo la especie mas estudiada de toda la familia
y la utilizada oficialmente como droga cruda por las diferentes Farmacopeas del
mundo. Sin embargo, P. caerulea desarrolla de igual forma una gran cantidad de
metabolitos primarios (intracelulares) y secundarios (extracelulares) que se
acumulan en hojas, flores y frutos (Garcia y cols., 2009), lo que la puede

transformar en un nuevo objetivo de investigaciones futuras.

Los metabolitos primarios que se pueden encontrar en frutos o en las hojas
de P. caerulea estan descritos de manera somera, superficial y general en la
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literatura, a diferencia de los descritos en otras especies como P. incarnata, de la
cual podemos extrapolar cierta similitud en la concentracion y tipo de metabolito
descrito en P. caerulea. De los metabolitos primarios descritos en los frutos de P.
incarnata podemos observar gran cantidad de carbohidratos (representando entre
un 24-70% de la materia seca de los frutos) entre los que destacan fructosa,
glucosa y sacarosa, siendo este ultimo el de mayor cantidad (3,1%) (Arjona y
cols., 1991). Por otro lado, los aminoacidos como tirosina, prolina y fenilalanina
estan presentes mayoritariamente en las hojas (5%) y flores de la planta, y otros

como valina y glutamina estan presentes en los frutos (Patel y cols., 2009b).

Pese a no ser una de las partes mas utilizadas de la planta, diversos
metabolitos primarios han sido descritos en el néctar floral de P. caerulea, del cual
se pueden obtener aproximadamente 24,54 mg de azucares totales por flor. Entre
los azlUcares de mayor concentracion estan la fructosa (35,51%), glucosa
(36,80%) y sucrosa (27,69%). Los aminoacidos también han sido cuantificados en
el extracto floral, encontrandose en una concentracion de 2805,55 ng/uL de néctar
extraido aproximadamente, siendo los de mayor concentracién la prolina (1198,29
ng/ulL), la histidina (414,24 ng/uL) y la arginina (227,65 ng/uL). Cabe destacar que
la mayor concentracién de azlcares y aminoacidos se consiguen en los estadios 1
y 2 de la flor, probablemente por la senectud de las flores y la resorcion que sufren

estos metabolitos (Amela y cols., 2009).

En las semillas de P.caerulea han sido descritos un numero importante de
acidos grasos, entre los de mayor concentracion figuran el acido linoleico (63,1%),
acido oleico (17,6%) y acido palmitico (10,1%), también se describe la presencia
del acido a-linolénico y de otros &cidos grasos con cadena de 18 carbonos, pero
estos no superan mas del 4% del total. Quizas el dato mas relevante encontrado
fue el gran porcentaje de proteinas que presentan las semillas (23,8%), en donde

destaca la presencia del aminoacido lisina (4,49 g/16gN) el cual dada la
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concentracion encontrada cumple con las necesidades de ingesta diarias de este

aminoacido esencial (Quiroga y cols., 2000).

El gran interés que se refleja en la familia Passifloraceae radica en la gran
cantidad de metabolitos secundarios que esta produce y a los efectos
farmacoldgicos con los que estan relacionados. Estos metabolitos pueden varian
en cada especie de Passiflora y su rendimiento est4 estrechamente ligado a
factores ambientales, como la cantidad de luz y humedad, composicion quimica
del suelo e inclusive la fecha y hora en la que la planta es recolectada (Fuentes y
cols., 2001). En general la mayor cantidad de flavonoides y alcaloides se logra
cuando la recoleccién se realiza entre primavera y verano, en suelos con baja

cantidad de hierro, boro y cobre (Reimberg y cols. 2009).

Entre los metabolitos comunes encontrados en las diferentes especies de
Passiflora, uno de los mas importantes y abundantes son los polifenoles del tipo
flavonoides, los cuales pueden encontrarse en concentraciones cercanas al 3,0%
en las partes aéreas secas de la planta (Chabariberi y cols., 2009), siendo algunos
de ellos los derivados C-heterdsidos como la isovitexina (1), vitexina (2),
isoorientina (3), orientina (4) (Fig. 3), escaftésido, isoescaftdsido, isovitexina-2’-O-
glucopiranésido, 2-glucosilapigenina, swertesina, entre otros (Pereira y cols.,
2005). De los derivado flavonoles y flavonas encontramos el kempferol,
quercetina, luteolina, crisina y apigenina (Dhawan y cols., 2004). Todos estos
flavonoides se encuentran principalmente en las hojas de la planta, teniendo su
maximo de concentracion entre los periodos pre y post florales (Méndez y cols.
2001).



17

Glc
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Fig. 3: Estructuras de los principales flavonoides encontrados en las especies de
Passiflora.

Los alcaloides, por su parte estan presentes en concentraciones cercanas
al 0,1% aproximadamente y son derivados del sistema ciclico B-carbolina, siendo
los principales el harmano (5) y la harmina (7) (Frye y Haustein, 2007),
encontrados en concentraciones de 0,012% y 0,007% respectivamente. Otros
alcaloides son el harmol (6), harmalol (8) y harmalina (9) (Fig. 4) (Grice y cols.,
2001).

Otros metabolitos encontrados son los derivados de la benzopirona como el
maltol e isomaltol (Patel y cols. 2009a), glicésidos cianogénicos como la tetrafilina
B sulfato (Jaroszewsky y cols., 2002), gran cantidad de aceites esenciales entre
los que podemos nombrar 2-pentanol, 2-heptanol 2-nonanol, hexanol (1.4%),
alcohol bencilico (4.1%), linalool (3.2%), 2-feniletil alcohol (1.2%), metil éster del
acido 2-hidroxibenzoico (1.3%), carvona (8.1%), trans-anetol (2.6%), eugenol

(1.8%), isoeugenol (1.6%), p—ionona (2.6%), a-bergamotol (1.7%) y fitol (1.9%)
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(Wohimuth y cols. 2010). Algunos constituyentes que le otorgan su aroma
caracteristico son limoneno, zizaeno y a—pinenol. Algunos fitoesteroles también

estan presentes como el sitoesterol y estignaesterol (Dhawan y cols., 2004).
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Fig. 4: Estructuras de los principales alcaloides encontrados en las especies de
Passiflora.

Dentro de los flavonoides encontrados, la crisina (5,7-dihidroxiflavona) (11)
(Fig. 5) es uno de los que mayor interés reine y uno de los pocos que se
encuentran casi exclusivamente en P. caerulea. Este flavonoide parece ser el
responsable de la gran parte de los efectos farmacoldgicos de P. caerulea, ya que
se han demostrado sus efectos ansioliticos en ratas, pero no en humanos,
evaluando la teoria que probablemente modula los receptores GABA-a del
cerebro, ya que al ser suministrado el antagonista flumazenilo a las ratas, su

efecto ansiolitico disminuyo radicalmente (Wolfman y cols., 1994). Otro efecto
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fisioldégico que tiene la crisina es sobre las hormonas sexuales, en donde puede
estimular la produccién de testosterona en las células de Leydig, a través de un
mecanismo que involucra la expresion de la proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda, la cual es la encargada de la transferencia mitocondrial
del colesterol (Jana y cols., 2008), de forma paralela también se ha vinculado con
una posible actividad como antagonista de la aromatasa y sobre la proteina de
resistencia de cancer de mama (BCRP), todas estas propiedades sobre las
hormonas sexuales y en proteinas de expulsién podrian ser de utilidad clinica en
el tratamiento del cancer, sobre todo en cancer de mama. Finalmente se ha
investigado su efecto como posible inhibidor de la expresién de la ciclooxigenasa-
2 (COX-2) al bloquear las sefiales mediadas por interleukina-6 (IL-6) y otros
mediadores de la inflamacién como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF) (Shin y
cols., 2009).

Estudios realizados en otras especies de Passiflora mencionan diversos
compuestos, los cuales si bien no fueron aislados de P. caerulea no se descarta
que estén presentes en esta especie. Uno de estos compuesto es un derivado
poliacetilénico, denominado passicol, (presente en la especie Passiflora edulis),
compuesto que tendria grandes propiedades antimicrobianas y antifingicas
(Birner y Nicolls, 1973). Otros son metabolitos del tipo terpenos entre los que
destacan los derivados del cicloartano triterpeno (acido ciclopassifloico) y diversas
saponinas derivadas de terpenos denominadas ciclopassiflocidos (Yoshikawa y
cols., 2000a), ambos compuestos aislados en P. alata y P. edulis. Si bien estos
altimos metabolitos no cuentan con estudios que avalen alguna propiedad
farmacoldgica, en la actualidad se les pretende dar un uso como marcadores
propios de cada especie para lograr identificarlas de manera precisa (Yoshikawa y
cols., 2000b). Finalmente cabe destacar el derivado a—pirona, también
denominado “passifloricina”, el cual ha sido aislado de P. foetida (Echeverri y cols.,
2001) y al que se le vincula grandes propiedades antiparasitarias, sobre todo en

Leishmania panamensis (Cardonay cols., 2004).
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Probablemente el metabolito que mas atraccién genera es un derivado de la
flavona, la 5,6-benzoflavona, también denominado B -naftoflavona (10) (Fig. 5).
Bésicamente este fitosustituyente esta formado por un anillo bencénico unido a
una flavona, y si bien su descubrimiento fue en P. incarnata, no se descarta que
esté presente en otras especies de Passiflora (Wang y Morris, 2008). Grandes son
las cualidades farmacologicas atribuibles a esta molécula, entre las que podemos
destacar su capacidad detoxificante, al ser un inductor del complejo enzimético
P4so y de la uridindifosfoglucuronato glucuronosiltransferasa (UGT), lo que le daria
ciertas propiedades quimiopreventivas. Por otra parte estudios realizados en ratas
adictas al alcohol etilico, demostraron que la administracién de esta flavona, ayuda
radicalmente en la reduccién del stress post abstinencia, posiblemente por una
modulacién del sistema endocannabinoide (Dhawan y cols., 2003a). Otra
propiedad farmacologica que ha sido descrita es que este metabolito actia como
un inhibidor de la aromatasa, esta propiedad estaria involucrada en un posible
efecto afrodisiaco, el cual ha sido experimentado en ratas con resultados

alentadores (Dhawan y cols., 2003b).

Los alcaloides, sobre todo el harmano, han sido identificados como
potentes inhibidores de la monoaminooxidasa (MAO), lo cual le podria conferir
ciertas aplicaciones como antidepresivo. También se esta investigando sobre su

capacidad vasodilatadora y neuroprotectora (Ingale e Hirbale, 2010).

Como fue mencionado anteriormente, el nuevo metabolito, 5,6-
benzoflavona, es actualmente el mas estudiado de todos, esto en vista de que sus
propiedades farmacoldgicas han sido multiples y variadas (Dhawan y Sharma,
2003), siendo éste vinculado como el principal responsable de sus efectos en el
sistema nervioso central, aunque todavia esto no esta del todo aclarado (Patel y
cols., 2011).
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Fig. 5: Estructuras de nuevos metabolitos encontrados en la especie Passiflora.

Una propiedad farmacoldgica que ha sido estudiada, pero a la cual no se
hace referencia para su uso terapéutico, es la capacidad antioxidante y
antirradicalaria que presenta esta familia. En un estudio realizado por Borneo y
cols. (2009), se compar6 la capacidad antioxidante de diferentes especies
vegetales de Argentina, por medio de la medicién del poder antioxidante del hierro
reducido (FRAP), el cual demostr6 que P. caerulea posee una capacidad
antioxidante de nivel medio. De similar forma un estudio realizado por Mastekiova
y cols. (2008) que evaluo la capacidad antirradicalaria de P. incarnata, por medio
del ensayo con el 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), demostré que esta especie
posee una gran capacidad antirradicalaria. Esta actividad fue vinculada a los
flavonoides quercetina, isovitexina y orientina (siendo este ultimo el de mayor
capacidad captadora de radicales libres), todos los cuales también han sido
descritos en Passiflora caerulea. Estas propiedades no serian las mismas en
todas las especies de Passiflora, ya que la concentracion de estos metabolitos
varia de una a otra especie y también del extracto utilizado de la planta, siendo el
de mayor actividad antioxidante y antirradicalaria el extracto etanalico.

Como se puede apreciar de las investigaciones realizadas, el extracto
flavonoico de la planta es vinculado como el principal responsable de sus efectos
ansioliticos y tranquilizantes (Akhondzadeh y cols., 2001), pese a que aun no esta

del todo dilucidado cual seria el o los principales flavonoides responsables de este
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efecto, en donde se piensa que la vitexina, la 5,6-benzoflavona y la crisina
estarian encabezando esta lista (Brown y cols., 2007), puesto que son diversos
los estudios que muestran una actividad agonista sobre los receptores GABA-a e
inhibidora de la reaccion de las fibras rapidas Na'-dependientes. Los flavonoides
tendrian en parte una gran capacidad antirradicalaria, lo que se vincula con una

posible neuroproteccién (Masteikova y cols., 2008).

Si bien la gran mayoria de los estudios realizados sobre los metabolitos
secundarios de las distintas especies de Passiflora y sus propiedades
farmacolégicas son modernos, la utilizacion de la especie como medicamento se
remonta a civilizaciones precolombinas, como los “piel roja” de Norteamérica
(Dhawan y cols., 2004) y los indigenas guaranies de Argentina. Diversas son las
Farmacopeas mundiales, como la Espafiola, Japonesa y Europea que mencionan
a Passiflora incarnata L. como elixir ansiolitico, inductor del suefio y
antiespasmadico, pero no se hace una mayor referencia a Passiflora caerulea
para ser usada con estos fines farmacolégicos. En la actualidad se estan
investigando una gran cantidad de aplicaciones terapéuticas, entre ellas su uso
como antitusivo, broncodilatador, antimicrobiano (Patil, 2010), anticancerigeno,
antihipertensivo, anticonvulsivante, afrodisiaco y coadyuvante en el tratamiento de
las adicciones a drogas (nicotina, marihuana, opiaceos) (Dhawan y Sharma,
2003).

Pese a que su perfil toxicolégico no refleja mayores problemas, se han
descrito reacciones adversas como mareos, nauseas, somnolencia, hipotensiéon y
rash cutaneo, los cuales, dependiendo de la dosis y de la sensibilidad individual,
pueden progresar a vomitos, desmayos, vasculitis cutanea, bradicardia, arritmia,
reacciones de hipersensibilidad y alteraciones del intervalo QT (Fisher y col.,
2000). Pese a esto aun conserva un perfil muy amplio de seguridad, puesto que

son muy escasos los pacientes que han sufrido estos signos y sintomas



23

suministrando las dosis adecuadas, siendo los afectados pacientes que abusaron
de su medicacién (Tabach y cols. 2009).

En virtud de los beneficios terapéuticos que tiene esta planta y los bajos
efectos secundarios que presenta, es que ha estado incluida en muchas
Farmacopeas a nivel mundial, bajo diversas formas farmacéuticas (gotas
hidroalcohdlicas, extractos fluidos, tinturas madres, comprimidos, capsulas, entre
otras) y en donde es especificado cuales son las caracteristicas fisicoquimicas
que debe cumplir la planta para ser utilizada con fines medicinales. Para
estandarizar la droga cruda, en general, la Farmacopea Europea sefiala que
primero se debe realizar un analisis organoléptico a la materia prima,
lamentablemente sélo se especifican técnicas que permiten corroborar que se
trata de Passiflora incarnata L., la cual en la actualidad es la Unica permitida para
ser usada como ansiolitico (Gnica indicacion terapéutica aprobada);
posteriormente la planta debe ser sometida a un analisis quimico, en donde se
debe cuantificar la concentracién de alcaloides (expresados como concentracion
de harmano) y de flavonoides (expresados como concentracién de vitexina) los
cuales no pueden ser menores a 0,01% y 1,5% respectivamente (Napoles y cols.,
2007).

En la Farmacopea Chilena del afio 1941 (oficial hasta la fecha) se hace
referencia a una descripcidbn macromorfolégica de la especie Passiflora incarnata
Linn, solo con fines de identificacion visual, no sefialandose ningun tipo de analisis
quimico cualitativo ni cuantitativo. De igual manera no se citan ni describen las

indicaciones terapéuticas de la planta.

Por otra parte la Farmacopea Europea contiene una descripcion y analisis
bastante detallado sobre la Passiflora incarnata L. En ella podemos apreciar una
breve descripcibn macromorfolégica y micromorfologica de la planta, ademas de

las partes que deben ser utilizadas, que son sefaladas como las partes aéreas
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(hojas, flores, frutos) y andlisis de identificacion y estandarizacion tanto fisicos

como quimicos.

Dentro de los procesos fisicos sefialados para la estandarizacion de la
especie y las partes de esta a utilizar se sefialan la cuantificacién de humedad y
ceniza de las partes aéreas. Para cuantificar la humedad se deben pulverizar
cerca de 1,000 g de partes aéreas ya secas de la planta, luego introducirla en una
estufa a 105 °C por 2 horas (h), para finalmente dejar enfriar en desecadora y
pesar el contenido. Similar experiencia se realiza a la hora de cuantificar cenizas,
en donde se pulverizan las partes aéreas y se pasan por una malla de tamiz N°20
(mesh), luego se introducen en una mufla a 105 °C por una hora y se aumenta
gradualmente la temperatura hasta llegar a los 650 °C, en donde se retira y pesa
la muestra. Los porcentajes de humedad y ceniza que debe tener la muestra no
deben ser superiores a 10% y 13% del total, respectivamente.

Como técnica de identificacion entre una especie de Passiflora y otra se
sefala la utilizacion de Cromatografia en Capa Fina (TLC). Esta técnica se basa
en la afinidad que tienen los diferentes metabolitos que hay en el extracto de la
especie vegetal con el solvente (fase movil) utilizado para esos fines. Esta técnica
es rapida y econdmica, por lo que resulta bastante util para poder diferenciar
especies vegetales, pero no obstante presenta problematicas que limitan o ponen
en duda la real utilidad de la técnica, ya que depende mucho de la experticia del
analista, al tener que interpretar éste los diferentes colores que se ven en la placa,
no tiene utilidad para cuantificar y s6lo se hace referencia en la Farmacopea

Europea a tres especies de Passiflora (P. incarnata, P. caerulea y P. edulis).

Finalmente se sefala en la Farmacopea Europea que la cuantificacion de
los flavonoides de las sumidades aéreas secas e la planta o del extracto de ésta,
por medio de técnicas espectrofotométricas, es el método estandar para

determinar si la especie de Passiflora a utilizar como droga es la adecuada para
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tal uso. En esta técnica el extracto alcohdlico de la planta es tratado con una
mezcla de metanol (MeOH) y acido acético, para luego aplicar otra mezcla de
acido bodrico y acido oxalico, ambos disueltos en acido acético, se esperan 30
minutos y se mide la absorbancia de la muestra en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 401 nm. Finalmente se procede a corregir mateméaticamente
el valor de absorbancia obtenido, el cual no debe ser menor a un 1,5% de
flavonoides (expresados como vitexina). Esta técnica toma radical importancia a la
hora de ver las diferencias en concentraciones que podemos encontrar entre
diferentes especies de Passifloras (Muller y cols., 2005). Un estudio realizado por
De-Pairs y cols. (2002), demostré una diferencia notable en la concentracion de
flavonoides en el extracto hidroalcohdlico de las especies P. alata D. y P. edulis S.,
siendo notoriamente mayor el de P. edulis, requiriendo incluso la mitad menos de
dosis que P. alata (100 mg/Kg para P. alata y 50 mg/Kg para P. edulis) para

obtener un efecto ansiolitico en ratas.

Como se puede observar las técnicas de identificacion y de control de
calidad descritas anteriormente son rapidas, economicas y faciles de realizar, no
obstante en la actualidad se han puesto en relieve una serie de problematicas que
pueden llegar a cuestionar la real utilidad y fiabilidad de las técnicas descritas en
la Farmacopea Europea. Entre las probleméticas descritas podemos mencionar
los nuevos estudios que demuestran una gran actividad farmacologica de los
alcaloides, los cuales no son cuantificados, la falta de claridad a la hora de asignar
el efecto ansiolitico a algun metabolito secundario, la variabilidad que hay en el
contenido de metabolitos secundarios de una especie a otra y las falencias que
muestran las técnicas convencionales de estandarizacion (TLC vy
espectrofotométricas) (Pereira y cols., 2004). Todas estas observaciones
conllevan a que en un futuro se deban aplicar otro tipo de técnicas para
estandarizar los parametros a medir a la hora de identificar que especie de
Passiflora se esta utilizando y su real utilidad como farmaco. Probablemente las

técnicas de separacion y cuantificacion cromatograficas, tal como la Cromatografia
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Liquida de Alta Resolucion (HPLC), se muestran como una de las mejores
técnicas para este propoésito. En general el HPLC ha demostrado tener una gran
utilidad a la hora de identificar y cuantificar los diversos metabolitos descritos en
las especies de Passiflora, demostrando ser una técnica confiable y con una

sensibilidad mayor al de otras técnicas (Pereira y cols., 2005).

Por todo lo anterior, es interesante profundizar aiun mas en el estudio de la
especie Passiflora caerulea L., sobre todo en métodos que permitan su
estandarizacion, identificacion y cuantificacion de sus metabolitos secundarios,
con el fin de obtener informacibn méas actualizada, util y detallada para el
desarrollo de futuras monografias, las que seran de gran ayuda para establecer
pardmetros de calidad, eficacia y seguridad de esta planta como medicamento, y
en forma paralela aportar informacién en la biusqueda de nuevas aplicaciones

terapéuticas, tanto en humanos como en animales, de la misma.
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Hipoétesis.

Existen evidencias experimentales sobre la produccion de metabolitos
secundarios, tanto de polifenoles como de alcaloides, por parte de las especies de
Passiflora, que son utilizados por una parte como mecanismos de homeostasis y
defensa de la misma especie vegetal y por otra parte por la medicina debido a sus
propiedades farmacoldgicas, las cuales son mencionadas en las diversas

Farmacopeas mundiales, oficiales y no oficiales.

La especie Passiflora caerulea L. podria presentar similares caracteristicas
fisicoquimica a la de otras especies de Passiflora ya caracterizadas y
estandarizadas, convirtiéndola en una potencial droga que podria ser utilizada

como fitofarmaco, incluyéndola en las actuales Farmacopeas.
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Objetivos.

Objetivo general

Contribuir al conocimiento quimico de la especie Passiflora caerulea L.

Obijetivos especificos

Extraer, aislar, caracterizar y cuantificar, mediante técnicas convencionales
fitoquimicas, los diferentes metabolitos acumulados en la especie Passiflora

caerulea L.

Determinar si la presencia y concentracion de estos metabolitos cumplen
con los estandares de calidad, descritos por las Farmacopeas oficiales,
para otras especies de Passiflora, con el fin de poder utilizar la especie

Passiflora caerulea como medicamento.

Incorporar a la nueva Farmacopea Chilena un método de identificacion y
estandarizacion de Passiflora caerulea L. que garantice su calidad en los
preparados farmacéuticos nacionales y como materia prima para

exportacion e importacion.

Determinar la posible actividad antirradicalaria y antioxidante del extracto

metanodlico de Passiflora caerulea L.

Comparar quimicamente el extracto metandlico de P. caerulea L. con tres

preparados hidroalcohdlicos comerciales a base de P. incarnata L.



Materiales y Métodos.

1. Materiales.

1.1 Equipos.

Cromatografo de gas Auto System XL con detector FID, Perkin Elmer.

Espectrometro de resonancia magnética nuclear AVANCE 400, Bruker.

Espectrofotometro UV-Vis Lambda EZ201, Perkin Elmer.

Espectrofotdmetro IR- FT Spectrum 100, Perkin Elmer.

Bafio ultrasénico 3069 USC 3, Rapidograph.

Pulverizador para TLC Merck con cabeza pulverizadora.

Rotavapor R-200, Biichi.

Balanza analitica AUX 120, Shimadzu.

Balanza granataria de precision LT-620, Acculab.

Placa calefactora HMS-102, Fargo.

Lampara compacta UV (254 y 365 nm) Crisol UVGL-25.

Molino de laboratorio A11 Basic 230V IKA.
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e Tamizador de malla metalica ASTM de mech N°7, N°20 y N°40, Cisa.

e Microscopio Leica.

e Estufa BD-53, Binder.

e Mufla Vulcan 3-S50, Ney.

e Material volumétrico de vidrio clase A.

e Cromatoplacas de silica gel F2s4, Merck.

e Columna de silica fundida de 100 m x 0,25 mm x 0,2 pL de diametro SP™-
2560, Supelco™.

e Filtros de membrana de PVDF 0,45 uL de poro, Supelco.

e Jeringa con filtro de silica C-18 Discovey DSC-18 SPE, Supelco.

e Jeringas estériles 5 mL Millex-HV.

e Jeringa punta roma 5 puL, Hamilton.

e Flash silica gel 32-63 um, Dynamic Adsorbents Inc.

1.2 Reactivos.

e Bromuro de potasio para IR, Merck.



Cloroformo 99,9% grado HPLC, J.T. Barker.

Metanol 99,9% grado HPLC, J.T. Barker.

Metanol GA técnico.

Acido férmico anhidrido 99,8% p.a., Merck.

Hidroxido de sodio en lentejas, Interlab.

Acetato de etilo 99,8% p.a., Winkler.

Acetato de etilo GA técnico.

Aminoetiléster del acido difenilborico, Sigma-Aldrich.

Polietilen glicol 400.

Acido acético glaciar 99,8% p.a., Merck.

Acido borico 99,8% p.a., Merck

Acido oxalico 99,8% p.a., Merck

Eter de petroleo 30-60, 99,8% p.a., Winkler.

Eter dietilico 99,8% p.a., Merck.
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Etanol 99,8% p.a., Merck.

Trifloruro de boro, Sigma-Aldrich.

Hexano GA técnico.

Acetonitrilo 99,8% p.a., Merck.

Arena de mar p.a., Merck.

Celita R-566, Supelco Analytical.

2,2-difenil-1-picrilhidracilo, Sigma-Aldrich.

B-caroteno tipo 1 aprox. 95% UV, Sigma-Aldrich.

Estandares polifenoles: Quercetina, acido cafeico, keampferol, daidzeina,

genisteina y formonometina, grado HPLC, Sigma-Aldrich.

Polifenoles: Rutina e hiperdsido, grado HPLC, Chromadex.

Solucién de hidrato de cloral al 60% p/p para microscopia.

Tinciones Sudan lll, Lugol y Azul de Toluidina para microscopia.
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2. Métodos.

2.1 Recepcion, analisis organoléptico y de calidad a Passiflora caerulea (métodos

extraidos de la Farmacopea de la Union Europea).

La muestra de P. caerulea fue donada por Laboratorios Knop vy
corresponden a 1130,33 g de muestra seca, la cual se encontraba limpia, no
obstante, se desconocen datos de su origen, del estadio y fecha en que fue

recolectada.

Se observo detalladamente la muestra entregada, tomando principal énfasis
en el color, composicion de las sumidades, aroma, estado de conservacion y
pureza de las partes de la planta a analizar, basdndonos principalmente en la
descripcion macromorfologica entregada por la Farmacopea Europea para P.
incarnata. Luego fue pesada y se procedi6 a separar una contramuestra

equivalente al 6,62% de la muestra total (aproximadamente 80,21 g).

2.1.1 Identificacion micromorfol6gica.

Se pulverizaron 5 g de la contramuestra con el molino de laboratorio, para
posteriormente tamizarla en una malla metalica de mesh 40, obteniendo asi un
polvo fino. Se preparé un portaobjeto con muestra, a la cual se agregaron 2-3
gotas de una solucion de hidrato de cloral al 60% p/p y se observé al microscopio
con un aumento de 40x, 100x y 400x. Luego de realizar las observaciones, se
prepararon tres nuevas muestras a las cuales se les agregoé las tinciones Sudan
[ll, Lugol y Azul de Toluidina respectivamente y se observaron al microscopio con

un aumento de 40x.
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2.1.2 Cuantificacion de humedad y ceniza.

De la contramuestra de P. caerulea, se tomaron tres muestras de 2,4924 g,
2,4997 gy 2,8571 g, respectivamente, las cuales fueron pasadas por un tamiz de
mesh N°7 y puestas por separado en diferentes capsulas Petri, para luego ser
llevadas a la estufa a 105 °C por 2 h. Una vez transcurrido el tiempo las muestras
fueron enfriadas en desecador y pesadas. El proceso anterior fue repetido, hasta

peso constante.

Para la determinacion de cenizas se pesaron 11,9801 g de la
contramuestra, se pulverizaron en el molino y se pasaron por un tamiz de mesh
N°20, Se tomaron 3 muestras de este polvo, las cuales fueron puestas en tres
crisoles previamente calcinados a 180 °C por 5 h en la mufla para eliminar la
humedad presente en ellos. Los crisoles con la muestra se dejaron 1 h a 105 °C,
luego se increment6é gradualmente la temperatura hasta llegar a los 605 °C, en
donde se dejaron las muestras por 4 h. Transcurrido el tiempo se retiraron las

muestras, se enfriaron en desecador y se pesaron.

2.2 Técnicas espectroscopicas para la identificacion del compuesto extraido de P.

caerulea.

El espectro de resonancia magnética nuclear monodimensional (1D *H-
RMN, *C-RMN y 135-DEPT) y bidimensional (2D HSQC) se registraron en un
espectrémetro de resonancia magnética nuclear Bruker modelo AVANCE 400; *H
a 400,13 MHz y *C a 100,62 MHz, utilizando como solvente para la muestra
cloroformo deuterado (CDCls). Los desplazamientos quimicos (d) se expresaron
en partes por milldon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz)
(Reyes, 2010).
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El espectro de absorcion infrarrojo de la muestra se registr6 en un
espectrofotometro IR-FT Perkin Elmer, modelo Spectrum 100, el cual utilizd
bromuro de potasio (KBr) para preparar la pastilla; esto se logr6 moliendo en un
mortero de agata 1 parte de la muestra y 100 partes de KBr y comprimiendo la
muestra en una prensa de troquel hasta obtener la pastilla transltcida, luego la
muestra fue medida a una longitud de onda entre los 4000 y 450 cm™.

2.3 Extraccion y aislamiento de compuestos en Passiflora caerulea.

Para la extraccion de los metabolitos de P. caerulea se tomaron los 1130,33
g de muestra y se sometieron a extracciones sucesivas a temperatura ambiente.
Primero se dejé macerar con hexano por 1 semana al interior de un recipiente,
agitando la mezcla diariamente. Finalizado el proceso de maceracion se filtr6 con
gasal/algodén y se almacend el liquido obtenido. La operacién anterior fue
repetida con el marco obtenido de la primera filtracién y se almacend la nueva
solucion obtenida. ElI marco resultante fue guardado. Las dos soluciones obtenidas
fueron reunidas y concentradas en rotavapor a una temperatura entre 50-52 °C,
hasta extraer todo el hexano. Del extracto hexanico total obtenido (11,90 g) se
separ6 una contramuestra de 0,10 g, la cual fue guardada en frasco ambar a

temperatura ambiente.

El marco obtenido de la extraccién anterior fue secado y puesto a macerar
con metanol durante 72 h. La muestra fue filtrada y el liquido obtenido
almacenado. Se repiti6 este proceso de maceracion con metanol por 72 h y el
extracto obtenido fue mezclado con el primero y concentrado a sequedad en
rotavapor a una temperatura entre 60-65 °C. Del extracto metandlico total obtenido
(125,22 g) se separ0d una contramuestra de 8,2460 g y se guardd en un recipiente

ambar a temperatura ambiente.
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2.3.1 Extracto hexanico.

Antes de proceder a separar los compuestos obtenidos del extracto
hexanico de P. caerulea (11,80 g), éste fue disuelto en un vaso precipitado con
una mezcla de hexano:cloroformo (1:1) y se le agreg6 150 mL de acetonitrilo. Esta
solucién fue dejada en placa calefactora a 50 °C por 1 h y fue retirada y sometida
a golpe de frio (bafio de hielo), de esta manera se pudo obtener un precipitado
grueso (cake), el cual corresponde a las ceras obtenidas en el extracto.
Posteriormente al extracto hexanico libre de ceras (0,6479 g), se le realizaron
sucesivas TLC con el objeto de determinar la fase movil que entregue una mejor
resolucién entre los metabolitos a separar, resultando que la mejor mezcla es la de
hexano:acetato de etilo (AcOEt) (9:1), respectivamente. Luego el extracto fue
purificado mediante Cromatografia en Columna (CC) utilizando silica gel de 0,032-
0,063 nm como fase estacionaria, arena de mar como filtro y una mezcla de
hexano:AcOEt de polaridad creciente como fase mavil, recolectando las fracciones

obtenidas en tubos de ensayo de 20 mL y monitoreandolas por TLC

2.3.2 Extracto metandlico.

El extracto metandlico (116,97 g) fue sometido a una extraccion de clorofila
y ceras la cual fue realizada por filtracion en dos pasos. Primero se eluy6 este
extracto, previamente disuelto en metanol, a través de una columna
cromatografica, la cual contenia en su interior, algodon, arena y celita pulverizada.
Posterior a esto se recolecto el liquido obtenido de la columna y se hizo pasar por
un embudo de porcelana, el cual tenia adosado un filtro de roca y en donde fueron
agregados 3,5 cm de celita pulverizada y 1 cm de arena de mar vy se filtré al vacio
en matraz Kitasato. El liquido recolectado en el matraz Kitasato se hizo pasar
nuevamente por el embudo. Una vez terminado el proceso de filtracién, la muestra
fue concentrada en rotavapor a 60 °C. Una vez obtenido el extracto metandlico

libre de clorofila (66,79 g), se procedi6 a realizar diferentes TLC para determinar la
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fase movil en la que se podrian separar la mayor cantidad de metabolitos
secundarios, dando como resultado la mezcla de hexano:AcOEt (70:30).

Finalizado este proceso se separaron los metabolitos obtenidos del extracto
metanolico por CC, utilizando como fase estacionaria silica gel de 0,032-0,063 nm
y arena de mar como filtro. Como fase movil se usé una mezcla de hexano/AcOEt
de polaridad creciente, recolectando las fracciones obtenidas en tubos de ensayo
de 20 mL y monitoreandolas por TLC. Alrededor de las fracciones 1000 a 1200
(fase movil hexano:AcOEt (90:10)) se observé un precipitado blanco, el cual fue
cristalizado en una mezcla de éter de petréleo:éter dietilico (1:1) y puesto al
refrigerador a una temperatura de -20 °C. Una vez obtenido los cristales, estos
fueron resuspendidos en hexano y purificados a través una jeringa con silica gel
C-18 (Fig. 6).



P. Caerulea
(1130,339)

Maceracion con metanol
y concentracion en
rotavapor
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Maceracion con
hexano y concentracion
en rotavapor

Extracto Metandlico

Fraccion 1000-1200
(Hexano:AcOEt (90:10))

Fraccion 1
0,0297¢g

Compuesto “X” final

Hexano/AcOEt con
polaridad creciente

Cristalizacién
Eter de petréleo/éter dietilico

Purificacion
con silica C-18

1
Extracto Hexénico

No se obtuvo
precipitado

Fig. 6: Esquema de separacion y purificacion de los extractos hexanico y metandlico de P.

caerulea.
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2.4 Andlisis quimico a P. caerulea.

2.4.1 ldentificacion de la especie por TLC (Wagner y Blad, 1996).

De la contramuestra del extracto metandlico (8,2460 g) se tomaron 0,0050
g y fueron diluidos en un matraz de aforo de 10 mL con MeOH, a modo de generar
nuestra muestra problema de P. caerulea (MP). En paralelo se prepararon los
estandares de referencia, disolviendo por separado 2,0 mg de rutina, 2,0 mg de
hiperésidos, 2,0 mg de quercetina, 2,0 mg de &cido cafeico, 2,0 mg de keampferol,
2,0 mg de daidzeina, 2,0 mg de genisteina y 2,0 mg de formonometina; en
matraces de aforo de 10 mL con MeOH. Paralelamente a esto, se utilizaron como
patrones comerciales de comparacion, tres formas farmacéuticas comerciales de
extractos etanodlicos de Passiflora incarnata, los cuales fueron rotulados para
efectos de este estudio como muestra comercial MCA, MCB y MCC. Una vez
preparada la MP y los patrones se realiz6 una TLC (placa de 14 cm de largo por 8
cm de ancho) de estas, utilizando como fase mévil una solucién de AcOEt:4cido
acético glaciar:acido férmico:agua (100:11:11:26). Una vez retirada la placa de la
camara, se dej0 secar a temperatura ambiente y se rocié con una solucién de
acido aminoetilesterdifenilbérico en MeOH de concentracion 10 g/L y luego con
una solucién de polietilenglicol 400 en MeOH de concentracion 50 g/L, para dejar
secar por 30 minutos a temperatura ambiente, revelando con lampara UV a 365

nm.
Para cuantificar la distancia recorrida por cada compuesto separado por
TLC de la muestra problema se utilizo el calculo del ratio of front (Rf) el cual se

expresa como:

Rf = Distancia recorrida por la muestra desde el origen

Distancia recorrida por la fase movil desde el origen hasta su frente
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El experimento se repitid, pero esta vez se sembré en la placa para TLC las
tres muestras comerciales, la MP y como estandar de polifenoles sélo se utilizo el
hiperosido y la rutina. Esta TLC también utiliz6 como fase movil la descrita
anteriormente y fue rociada con acido aminoetilesterdifenilborico y polietilenglicol

400, para finalmente revelar a la misma longitud de onda anterior.

2.4.2 Cuantificacion de flavonoides en extracto metandlico por

espectrofotometria UV-Vis.

0,0538 g de la contramuestra del extracto metandlico fueron disueltos con
etanol al 60% vlv, filtrado con filtro de PVDF vy llevados a matraz de aforo hasta
completar 100 mL de solucién. Luego se tomo una alicuota de 5 mL y se evaporo
el solvente en rotavapor, obteniendo un residuo seco el cual fue reconstituido con
8 mL de una solucion de MeOH:acido acético glaciar (10:100) y llevado a un
matraz aforado de 25 mL. El recipiente fue lavado con 3 mL mas de solucion y se
incorpord al matraz anterior. Se agregaron 10 mL de una solucién formada por una
disolucién de &cido borico 25 g/L y acido oxalico 20 g/L ambos diluidos en acido
férmico, para finalmente completar con acido acético glaciar hasta aforar los 25
mL. La operacion fue realizada por triplicado en donde la Unica variante fueron las
muestras extraidas y pesadas, al inicio del experimento, de la contramuestra del

extracto metandlico, siendo los otros dos pesos de 0,0541 gy 0,0551 g.

Paralelo a esto a cada muestra preparada se le formulé una solucion
blanco. Para esto se tomaron 5 mL de la muestra stock y se secaron a rotavapor.
El residuo seco fue recolectado con 8 mL de una solucién de MeOH:acido acético
glaciar (10:100) y llevados a un matraz de aforo de 25 mL. El recipiente fue lavado
con 3 mL de la solucibn MeOH:acido acético glaciar y se incorporaron al matraz de
aforo. Luego se le agregaron 10 mL de acido férmico y se aforo con acido acético

glaciar hasta completar los 25 mL.
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Luego de 30 minutos ambas muestras fueron llevadas al espectrofotometro
UV-Vis Perkin Elmer modelo Lambda EZ201 y se midi6 la absorbancia a 401 nm.
El porcentaje de flavonoides se expresara como porcentaje de vitexina y se

calculo con la siguiente formula:

% Flavonoides = _Ax08
(Expresados como vitexina) m
En donde:

e A = Absorbancia obtenida.

e m = Masa en gramos de la muestra utilizada.

Para comparar los datos obtenidos en nuestra muestra de P. caerulea, se
realiz6 el mismo procedimiento detallado anteriormente, pero esta vez para la
muestra MCA, debido a que era el extracto que presentaba la mayor cantidad de
muestra. Dado que el extractos de la muestra MCA se encontraba en una solucién
hidro-alcohdlica la cual no detallaba la concentracion de extracto o la cantidad de
droga vegetal utilizada en su preparacién, se tomaron cuatro alicuotas (para tres
muestras y un blanco) de 5 mL cada una y se llevaron a rotavapor a 60 °C hasta
obtener el extracto libre de solvente. Posteriormente estos extractos fueron
sometidos al procedimiento descrito anteriormente y se leyé la absorbancia a 401
nm. Las tres muestras, libres de solvente, de la MCA pesaron 0,1330 g, 0,1402 gy
0,1489 g.

2.4.3 Andlisis y cuantificacion de acidos grasos.

Para el andlisis de acidos grasos del extracto hexanico de P. caerulea
primero se procedié a saponificar la muestra a analizar. Para esto se pesaron
0,0860 g de contramuestra del extracto hexanico y se le agrego 1 mL de una
solucion de hidréxido de sodio en metanol al 0,5% y se dejo saponificar por 5
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minutos a bafio maria. Luego se le realizaron a la muestra 2 lavados consecutivos
con 5 mL de hexano, el cual fue desechado posteriormente, para finalmente
agregar 2 mL de trifloruro de boro (BF3) y dejar derivatizando por 12 h. Finalizado
el proceso de derivatizacion de la muestra se procedio a lavarla 2 veces con 5 mL
de hexano y el solvente fue evaporado con nitrogeno (N,). La muestra fue
reconstituida con 1 mL de cloroformo para finalmente obtener la muestra la cual
fue inyectada al Cromatografo de Gas (CG) Perkin Elmer modelo Auto System XL

bajo las siguientes condiciones:

e Gas carrier: Nitrogeno molecular (N3).

Presion del gas carrier: 30 psi.

Temperatura del inyector: 225 °C.
Temperatura del detector FID: 240 °C.

2.4.4 Capacidad captadora de radicales libres (Hostettman y cols., 2008).

Se pesaron 0,0670 g de la contramuestra del extracto metandlico y se
disolvieron en un matraz de aforo de 10 mL con metanol. Paralelo a esto se
prepararon dos muestras separadas con 2 mg de rutina y 2 mg de hiperésido
ambos en 10 mL de metanol, los cuales fueron utilizados como patrones, en
conjunto con las tres muestras comerciales de Passiflora incarnata, citadas
anteriormente en la seccion 2.3.3. Se realizé una TLC con las tres muestras
comerciales de P. incarnata, la solucién problema de P. caerulea y los dos
polifenoles usados como patrones. La placa se depositd en una camara de elucion
y se utilizdé como fase movil una solucion compuesta por AcOEt:acido
acético:acido formico:agua (100:11:11:26). Una vez retirada de la camara, la placa
fue secada a temperatura ambiente y fue rociada con una solucién de radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) al 0,2% en metanol y se dejo secar por 30 minutos
a temperatura ambiente para finalmente ser observada a la luz del dia (Fig. 7).
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2.45 Prueba para la actividad antioxidante del extracto metandlico de

Passiflora caerulea (Hostettman y cols., 2008).

Se pesaron 0,0670 g de la contramuestra del extracto metandlico y se
disolvieron en un matraz de aforo de 10 mL con metanol. Paralelo a esto se
prepararon dos muestras separadas con 2 mg de rutina y 2 mg de hiperésido
ambos en 10 mL de metanol, los cuales fueron utilizados como patrones, en
conjunto con las tres muestras comerciales de Passiflora incarnata, citadas
anteriormente en la seccion 2.3.3. Se realiz6 una TLC con las tres muestras
comerciales de P. incarnata, la solucién problema de P. caerulea y los dos
polifenoles usados como patrones. La placa se deposité en una camara de elucion
y se utiliz6é como fase movil una solucibn compuesta por AcOEt:acido
aceético:acido formico:agua (100:11:11:26). Una vez retirada de la camara la placa
fue secada a temperatura ambiente y fue rociada con una solucion de p—caroteno
al 0,05% en cloroformo y se expuso por 1 h a luz UV de 254 nm, hasta que el
fondo de la placa se decoloro (Fig. 7).
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Contramuestra extracto
metandlico P. Caerulea
8,2460 g

Se toman 0,067 g para
ser diluidos en matraz
de aforo de 10 mL

Solucién en 10 mL con

metanol
Se preparan 2 TLC
por separado
I .7 I -
Preparacion de TLC junto con las 3 Preparacion de TLC junto con las 3
muestras comerciales y con estandar de muestras comermale_s y con estandar de
rutina e hiperésido rutina e hiperésido

Ambas usan como fase movil
AcOEt:acido acético:acido
féormico:H,0 (100:11:11:26)

Se rocia la placa con solucion al 0,2% Se rocia la placa con solucion de
en metanol de DPPH —caroteno al 0,05% en cloroformo
Se deja secar 30 min. y se observa a la Se somete 1 h a luz UV de 254 nm hasta
luz del dia que la placa se decolore y se observa a
la luz del dia

Fig. 7: Esquema de actividad antirradicalaria y antioxidante en P. caerulea.



45

Resultados.

1. Analisis macro y microscopico de la muestra de P. caerulea.

Tras el andlisis microscépico se constaté que la muestra estaba compuesta
por hojas, tallos y partes aéreas secas de la planta, sin observarse la presencia de

insectos, hongos u otro material ajeno a la planta.

Al observar la muestra pulverizada al microscopio, utilizando hidrato de
cloral y un aumento de 40x, se pudo apreciar una gran cantidad de restos de tallos
con venas y circulaciones (Fig. 13), una pequefa cantidad de cristales de oxalato
en conjunto con cristales de apreciable color amarillo (posiblemente parénquima)
(Fig. 14) y restos de hojas con estomas anomociticos en su epidermis (Fig. 15). Al
cambiar el aumento a 400x se pudieron observar los triporatos de polen con forma
alveolar (Fig. 16), los cuales formaban grandes aglomeraciones (cluster) en
ciertas zonas de la muestra (Fig. 17), también se pudo observar células con vellos
falciformes (forma de garfio) principalmente uniseriados (Fig. 18). No se

observaron restos de flores o frutos.

Al utilizar Sudan 1ll no se observéd gran diferencia en la coloracion, lo que
demuestra la poca presencia de &cidos grasos, los cuales al parecer estan en
mayor concentracion en los restos de tallos de la muestra (Fig. 19). La tincién con
Lugol no presenta cambios drasticos de color, lo que demuestra la inexistencia de
almidones en la muestra (Fig. 20). Finalmente al utilizar Azul de Toluidina se
observé una fuerte coloracién azul en la pared celular de las hojas, lo cual es

sefal de la presencia de estructuras celulosicas (Fig. 21).
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2. Determinacion de humedad y cenizas.

Para obtener el porcentaje de humedad de la muestra se calculé el
porcentaje de pérdida de materia de las tres muestras a las 4 h y se promediaron.
El calculo del promedio arrojé un resultado de humedad para la muestra de 9,85%
(Tabla 1).

De igual forma para el célculo de cenizas se procedié a sumar los pesos
finales obtenidos de las tres muestras calcinadas y de esta forma calcular el

promedio final de cenizas el cual fue de 9,43% (Tabla 2).

Tabla 1: Pesos obtenidos de las muestras tras analisis de humedad.

Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Promedio
Peso Inicial (g) | 2,4924 2,4907 2,8571 2,6134
1°peso (g) 2,2503 2,2452 2,5743 2,3566
(2 ha 105°C)
2°peso (g) 2,2503 2,2439 2,5737 2,3560
(4 h 105°C)
%humedad 9,71% 9,91% 9,92% 9,85% de humedad

Tabla 2: Pesos obtenidos de las muestras tras el andlisis de cenizas.

Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Promedio
Peso Inicial (g) 2,1547 2,0083 2,0159 2,0596
Peso final (g) 0,1780 0,2461 0,1571 0,1937
%cenizas 8,26% 12,25% 7,79% 9,43% de ceniza
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3. Obtencién de extractos y determinacion estructural a partir de pruebas

espectrofotométricas y espectroscoépicas.

Los extractos tanto hexanico como metandlico presentaron un color café
oscuro, con tenues notas verdosas y un fuerte olor caracteristico. Luego de la
extraccion tanto de ceras del extracto hexanico como de clorofila del extracto
metandlico, las caracteristicas organolépticas de los extractos no sufrieron
grandes modificaciones, so6lo en su opacidad. En la Tabla 3 se muestran los pesos

de los extractos obtenidos y su proporcién en funcion de la muestra inicial.

Luego de limpiar de clorofila el extracto metandlico y separar sus
metabolitos por CC, se pudo obtener 0,0297 g de un sdlido blanco, de textura
cerosa y completamente desconocido, al cual denominaremos como compuesto
“X”.

Tabla 3: Cantidad de extracto obtenido luego de maceraciéon con hexano y metanol.

Extracto Extracto

hexanico metandlico
Peso inicial de la droga (g) 1130, 33 Marco (1118,43

aprox.)

Peso final obtenido (g) 11,90 125,22
% extracto bruto obtenido 1,05 11,20
Peso extracto sin contramuestra (Q) 11,80 116,97
Peso ceras extraidas (Q) 11,1521 | -
Peso clorofila extraida(g) | e 50,18
% ceras (del extracto sin contramuestra) 93,72 | e
% clorofila (del extracto sin contramuestra) |  ----------- 42,89
Peso final extracto separado en CC (Q) 0,6479 66,79
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El analisis del compuesto “X” en el espectrofotémetro IR (Fig. 22) dio como
resultado una fuerte banda ubicada en las zonas de los 3430 cm™, la cual sefiala
la presencia de grupos -OH asociados a puentes de hidrogeno hidroxilos o
posiblemente fendlicos; dos fuertes bandas ubicadas entre los 2961 y 2937 cm™,
las cuales son propias de los grupos alcanos (C-H) de cadena larga (hibridacion
sp’); una banda débil ubicada en los 1650 cm™, la cual sefala la presencia del
grupo alqueno C=C; dos bandas de mediana intensidad ubicadas entre los 1465 y
1380 cm™, bandas que sefialan la presencia de grupos metileno (-CH.-) y grupos
metilo (-CH3) respectivamente; finalmente observamos una banda de mediana
intensidad a los 1054 cm™, la cual es propia de los alcoholes primarios y por ende
confirma la presencia de grupos hidroxilo en la molécula. No se observaron
bandas propias de los &cidos carboxilicos (1820-1660 cm™), del grupo alquilo
(3100 cm™) y de grupos amino (3600-3500 cm™) (Pavia y cols., 2009).

En la tabla 4 se muestra de manera méas resumida los diferentes grupos
funcionales asociados a cada banda obtenida en el espectro IR de la molécula

analizada.

El analisis de los espectros de RMN (*H y *3C) (Fig. 23) (Fig. 25) dado su
complejidad, no fue posible dilucidar en su totalidad la estructura quimica del
compuesto “X”. Sin embargo, se observaron bandas singletes (5 0,90, 1,04, 1,07,
1,27, 1,94) propias de grupos metilos; una banda singlete (6 5,35) de un posible
metileno (olefina); y un multiplete (6 3,50) posiblemente de un alcohol unido a un —
CH,-, caracteristicas de posibles estructuras cicloartanicas triterpénicas sustituidas
(Pavia y cols., 2009).
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Tabla 4: Principales bandas obtenidas tras el analisis IR del compuesto “X” y grupos
funcionales asociados a cada una.

Grupo Longitud de | Intensidad | Estructura | Observacion
Funcional | onda (cm™)
Alcanos 2961-2853 Fuerte C-H Puentes de hidrogeno
1475 Media -CH> Metileno
1375 Media -CH3 Metil terminal
Algueno 3030 Débil =CH- Parte de la cadena
1642 Débil Cc=C Ubicacion trans
Alcohol 3430 Fuerte O-H Posible fenol
1062-1054 Media C-O Alcohol primario
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4. ldentificacién de la especie por TLC.

La determinacion de la especie de Passiflora por TLC fue realizada segun

Wagner y Blad y comprobada segun lo citado por la Farmacopea Europea.

Tras revelar la primera placa cromatogréafica se puede observar que los
flavonoides rutina e hiperésido eluyeron segun lo esperado, no obstante los demas
flavonoides no muestran la elucion esperada, muy por el contrario, muchos de
ellos fueron arrastrados por la fase movil hasta el limite superior de la placa (Fig.
29).

Por otra parte, en la segunda placa cromatografica donde solo fueron
sembrados las tres muestras comerciales de P. incarnata, nuestra muestra
problema vy los flavonoides rutina e hiperésido, fueron calculados los distintos Rf
para cada metabolito separado segun lo esquematizado en la Fig. 8, los cuales
fueron identificados segun los datos de Wagner y Blad (1996) y la Farmacopea
Europea (Tabla 5). Cabe destacar que para ambas placas reveladas el Rf de
rutina e hiperoésido fue de 0,41y 0,61, respectivamente (Fig. 30).

Se observa que las muestras MCA, MCB y MCC no presentan manchas
verdes y amarillas, comprendidas entre la zona de las diglicosilflavonas (Rf 0,30 y
0,35), identificados como Vitexina-2”-O-ramndsido e Isovitexina-2”-O-ramndsido
respectivamente. Por otra parte, las cuatro muestras sembradas muestran en la
zona superior de la rutina las cuatro bandas caracteristicas de color amarillo,
verde, amarillo y verde azulado, manchas que representan a la isoorientina,

isovitexina, orientina y vitexina, respectivamente.



Tabla 5: Distancias recorridos por los distintos metabolitos flavonélicos de P.

caerulea.

Rt: 6,8cm

N° | Distancia recorrida (cm) | Rf | Metabolito

1 1 0,15 | Desconocido

2 1,4 0,21 | Isovitexina-2”-O-glucésido
3 1,8 0,26 | Vitexina-2”-O-glucosido

4 2,05 0,30 | Vitexina-2”-O-ramnosido
5 2,4 0,35 | Isovitexina-2”-O-ramnésido
6 3,45 0,51 | Isoorientina

7 3,85 0,57 | Isovitexina

8 4,3 0,63 | Orientina

9 4,65 0,68 | Vitexina

10 6,1 0,90 | Acido cafeico

o1



Frente

\4

disolvente (Rt)
\
Rt: 6,8 cm <
N
>4,15 cm
>2,8 cm
Origen > — / J

MCA MCB MCC MP R H

MC = Muestra comercial; M.P. = Muestra problema; R = Rutina; H = Hiperdsido

Rf Rutina= 2,8 cm /6,8 cm =0,41 Rf Hiperésido = 4,15/ 6,8 = 0,61

Fig. 8: Esquema del calculo efectuado para determinar Rf de metabolitos obtenidos
en TLC (ej. Rutina e Hiperésido).
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5. Cuantificacion de flavonoides por espectrofotometria UV-Vis.

A la absorbancia obtenida para cada muestra analizada en el
espectrofotometro UV-Vis se le aplic6 la formula matematica descrita
anteriormente, a modo de corregir matematicamente los datos y exponerlos como
porcentaje de flavonoides expresados como vitexina, los cuales fueron sumados y
promediados a modo de obtener un Unico y representativo porcentaje, el cual fue

de un 4,44% de flavonoides expresados como vitexina (Tabla 6).

Cabe destacar que a las absorbancias obtenidas de las muestras
analizadas ya les fue restada la absorbancia obtenida del blanco utilizado, los
cuales fueron preparados segun las indicaciones mencionadas en la Farmacopea

de la Unién Europea.

Tabla 6: Absorbancias y porcentaje de flavonoides obtenidos en extracto MeOH de P.
caerulea.

Muestra | Muestra | Muestra X D.S.
1 2 3
Peso Inicial de extracto 0,0538 0,0541 0,0551 | 0,0543 | 0,0006
MeOH (g)
Absorbancia 0,271 0,308 0,325 0,301 | 0,023
Flavonoides en extracto 4,03 4,56 4,72 4,44 0,30
MeOH (%)

X = Promedio; D.S. = Desviacién standart

Por otra parte tras realizar el analisis espectrofotométrico a la muestra
MCA vy luego de aplicar la correccibn matematica obtuvimos que la muestra MCA

presenta un 1,49% de flavonoides expresados como vitexina (Tabla 7).

Al igual que con el resultados obtenidos de la muestra problema del
extracto metanolico de P. caerulea, a las absorbancias obtenidas para la muestra

MCA les fue restada la absorbancia obtenida con la solucién blanco.
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Tabla 7: Absorbancias y porcentaje de flavonoides obtenidos para la muestra comercial A.

Muestra | Muestra | Muestra X D.S.
1 2 3
Peso Inicial extracto 0,1330 0,1402 0,1489 | 0,1407 | 0,0079
comercial (g)
Absorbancia 0,246 0,261 0,277 0,261 | 0,016
Flavonoides en extracto 1,48 1,49 1,49 1,49 0,01
comercial (%)

X = Promedio; D.S. = Desviacién standart
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6. Analisis de 4cidos grasos en el extracto hexanico.

Después de saponificar y analizar la muestra de extracto hexanico en el
CG se procedio a generar una curva de calibrado con distintos acidos grasos tanto
de cadena carbonatada media como larga (Fig. 31), con lo que se pudo obtener el
porcentaje relativo de cada acido graso en la muestra hexanica analizada (Tabla
8).

Tabla 8: Porcentaje de 4cidos grasos obtenidos del extracto hexénico
de P. caerulea.

Acido Graso Formula | % Relativo
Acido undecanoico C11:0 0,25
Acido laurico C12:0 2,39
Acido miristico C14:0 2,11
Acido palmitico C16:0 14,22
Acido esteérico C18:0 4,28
Acido oleico C18:1n9c 2,85
Acido linoleico C18:2n6c 19,14
Acido a-linolénico C18:3n3c 11,25
Acido araquidonico C20:0 2,02
Acido heneicosanoico | C21:0 2,37
Acido lignosérico C24.0 0,53
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7. Evaluacion de la actividad antioxidante.

Tras revelar la TLC donde fue evaluada la actividad antioxidante se
puede apreciar que la zona donde esta ubicada la isoorientina (Rf 0,51) presenta
una intensa coloracion amarillo-blanquecina sobre el fondo puarpura, siendo la
muestra problema de P. caerulea la que presenta mayor contraste, avalando su
actividad como antioxidante. Por otra parte se puede apreciar que en diferentes

flavonoides se muestra una tenue coloracién blanca (Fig. 32).

Los flavonoides, sus Rf y la intensidad de color (interpretado como

intensidad de efecto antioxidante) seran expresados en la Tabla 9.

Tabla 9: Metabolitos asilados en TLC de P. caerulea y su efecto antioxidante.

Rt: 6,8cm

N° | Intensidad color | Rf Metabolito

1 Medio 0,15 | Desconocido

2 Medio 0,21 | Isovitexina-2”-O-glucosido
3 Fuerte 0,26 | Vitexina-2”-O-glucosido
4 Medio 0,30 | Vitexina-2”-O-ramnosido
5 Medio 0,35 | Isovitexina-2”-O-ramnosido
6 Fuerte 0,51 | Isoorientina

7 Medio 0,57 | Isovitexina

8 Nulo 0,63 | Orientina

9 Nulo 0,68 | Vitexina

10 Medio 0,90 | Acido cafeico




57

8. Evaluacion de la actividad antirradicalaria.

Tras revelar la TLC donde fue evaluada la actividad antirradicalaria de
los diferentes flavonoides separados en cada una de las especies de Passiflora
analizada, se puede observar que la mancha donde se encuentra la isoorientina
(Rf 0,51) presenta la mayor coloracién blanca sobre el fondo purpura, siendo
mayor esta coloracion en la muestra de P. caerulea (Fig. 33). No obstante la zona
donde estan las diglicosilflavonas (Rf 0,21 a 0,35) también presentan este

contraste de colores, lo que sefala su actividad antirradicalaria.

Los flavonoides, sus Rf y la intensidad de color (interpretado como

intensidad de efecto antirradicalario) seran expresados en la Tabla 10.

Tabla 10: Metabolitos aislados en TLC de P. caerulea y su efecto antirradicalario.

Rt: 6,8cm

N° | Intensidad color | Rf Metabolito

1 Medio 0,15 | Desconocido

2 Medio 0,21 | Isovitexina-2”-O-glucosido
3 Medio 0,26 | Vitexina-2”-O-glucosido

4 Medio 0,30 | Vitexina-2”-O-ramnosido
5 Medio 0,35 | Isovitexina-2”-O-ramnoésido
6 Fuerte 0,51 | Isoorientina

7 Bajo 0,57 | Isovitexina

8 Bajo 0,63 | Orientina

9 Bajo 0,68 | Vitexina

10 Nulo 0,90 | Acido cafeico
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Discusiones.

Al analizar la bibliografia y los estudios referentes a la especie Passiflora
nos encontramos con la problematica que éstos no se refieren en detalle a las
caracteristicas fisicas o quimicas propias de la especie P. caerulea, sélo es
comparada con otras especies de Passiflora o bien se realizaron estudios sobre su
produccion (Severin y cols., 2004), nuevas técnicas de cultivo (Mendiondo y
Amela, 2009) o diferencias entre la misma especie cultivada de diferente manera
(Busilacchi y cols., 2008). De forma similar, se han logrado aislar metabolitos
primarios de P. caerulea, tanto en semillas (Quiroga y cols., 2000) como en el
néctar floral de ésta (Amela y Gottsberger, 2009); estudios que ofrecen una fuente
importante de informacién sobre P. caerulea, pero que carecen de utilidad a la
hora de corroborar la existencia de metabolitos secundarios en la espacie, como
flavonoides o alcaloides, a los cuales se les atribuyen las propiedades
farmacoldgicas propias de la especie Passiflora (Ingale e Hibrale, 2010; Patel y
cols., 2011).

Por otra parte, las propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas de la
especie Passiflora incarnata estan bien detallas (Dhawan y cols., 2004), lo cual ha
dado por resultado que esta sea la especie oficial de Passiflora, la cual esta
incluida en diversas Farmacopeas, como la Britanica, Espafiola y Chilena. Esta
informacion nos ofrece la oportunidad de poder comparar los resultados obtenidos
en el desarrollo de esta investigaciéon con los ya existentes para la especie P.
incarnata, determinando de esta manera las similitudes y diferencias en las
propiedades, tanto fisicas como quimicas, que tienen estas dos especies de
Passiflora, corroborando asi las propiedades Unicas de Passiflora caerulea, a fin

de desarrollar una adecuada estandarizacion de ésta para futuras monografias.

Los andlisis microscopicos realizados en la especie P. caerulea, revelan

que ésta cumple satisfactoriamente con los estandares sefialados en la
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Farmacopea Europea para P. incarnata, encontrando caracteristicas propias de la
especie como los estomas amonociticos encontrados en cortes transversales de
sus hojas, las venas con notorio engrosamiento de sus paredes producto de
células epidermiales, incrustaciones de cristales de oxalato y la presencia de
grandes triporatos de polen. Si bien este analisis no es de ayuda a la hora de
diferenciar qué tipo de especie de Passiflora es la que se observa, es de suma
importancia para determinar si la muestra esta contaminada con algun material
extrafio, ya sea otra especie vegetal, insecto o contaminante fisico, los cuales
eventualmente pueden afectar la calidad de la droga cruda a utilizar como

farmaco.

Paralelo a esto podemos observar que las tinciones realizadas en la
muestra de Passiflora caerulea son coincidentes con las caracteristicas quimicas
observadas en otros experimentos desarrollados por nosotros, puesto que la
muestra analizada no reaccion6 ante la tincion con Sudan lll, lo que demuestra la
baja cantidad de acidos grasos o0 aceites esenciales presentes en las partes
aéreas de la planta, de igual forma no hubo reaccion al agregar la tincion Lugol, lo
que podria reflejar una cantidad baja de almidén presente en hojas y partes
aéreas de la planta. Finalmente con el Azul de Toluidina se tifieron levemente las
paredes, lo que refleja la presencia de restos celulésicos de la epidermis que las

rodea.

En general, las observaciones realizadas coinciden en gran parte con la
descripcion efectuada por Eschrich (2004) para Passiflora incarnata y con las
descripciones detalladas en la Farmacopea Europea para la misma especie. Esto
pone de manifiesto el parecido morfolégico y estructural por parte de ambas
especies, demostrando que el analisis microscopico presenta utilidad a la hora de

identificar la familia vegetal y las partes anatdbmicas que estan siendo analizadas.
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Por otra parte los analisis fisicos de control de calidad realizados a la
muestra, como son el célculo de humedad y de ceniza, estuvieron dentro del
rango de especificaciones que establece la Farmacopea Europea para P.
incarnata, los cuales describen que la muestra no tenga mas del 10% de humedad
y 13% de cenizas. Como se observa en los resultados obtenidos por Népoles y
cols. (2007) para P. incarnata, este tipo de analisis permite definir si la droga
cumple con estandares basicos para su uso como fitofarmaco. Estas técnicas
resultaron practicas y rapidas de realizar, sin embargo sélo se limitan a lograr
detectar la presencia de elementos extrafios en la muestra, lo cual les confiere
tener un cierto grado de utilidad si lo que se desea es generar un método de
estandarizacion, preciso y confiable, para definir la calidad y la utilidad de P.

caerulea como fitofarmaco.

Durante la maceracion de las partes aéreas de P. caerulea en hexano y
luego en metanol, se pudo apreciar las diferencias de rendimiento que hay entre
ambos extractos, asumiendo de esta manera que el extracto metandlico es el mas
indicado para una futura extraccion de metabolitos presentes en la especie, ya que
su rendimiento fue aproximadamente 10 veces mayor que el del extracto hexanico
(11,20% de extracto metandlico y 1,05% de extracto hexanico). El extracto
metandlico es el que concentra la mayor cantidad de metabolitos secundarios con
actividad farmacoldgica (Garcia y cols., 2009). Respecto a la extraccion de ceras
en el extracto hexanico y clorofila del extracto metandlico, no se encontré
referencia bibliografica al respecto, solo se realiz6 el método de extraccion
descrito por Hostettman y cols. (2008), ante lo cual se desconoce la real

proporcion de ambos compuestos en P. caerulea y la composicion de estos.

Lugo de su obtencidn y purificacion, se analizé el compuesto “X” por medio
de dos técnicas espectroscopicas, IR y RMN. Por su parte el analisis del
compuesto por medio de espectrofotometria IR no es suficiente per se como para

dilucidar la estructura del compuesto, sin embargo nos entregoé la nocion de que el
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compuesto que aislamos presenta en su estructura grupos hidroxilos (-OH),
probablemente fendlicos, los cuales estarian unidos a una larga cadena alifatica,
la cual también contiene carbonos con doble enlace (alquenos), alcoholes
primarios y grupos metilo (Silverstein y cols., 2005). Sin embargo esto no es
suficiente para lograr dilucidar en su totalidad la estructura quimica del compuesto
“X”, del cual tampoco se pudo encontrar en la bibliografia alguna referencia de
algun compuesto con similar espectro IR, no obstante, esta técnica tiene gran
utilidad a la hora de complementar los datos estructurales que se puedan obtener
de diferentes moléculas y es, sin duda, una de las técnicas fundamentales a la
hora de dilucidar la estructura quimica de moléculas desconocidas (Pavia y cols.,
2009).

Tras analizar la muestra por espectroscopia RMN y obtener los espectros
'H y 3¢, no fue posible dilucidar la estructura molecular del compuesto analizado.
Esto debido principalmente a que los espectros obtenidos presentan una serie de
bandas que no coinciden con los espectros de compuestos consultados en las
referencias bibliograficas. Estas bandas probablemente son producto de la
formaciébn de artefactos en el proceso de extraccidn, cristalizacibn o
almacenamiento del compuesto, posiblemente por la hidrélisis, enzimética o
qguimica, de algun sustituyente glicosil en la molécula (Jaroszewski y cols., 2002).
Estos posibles artefactos podrian haberse evitado si el compuesto hubiese sido
hidrolizado completamente previo a su analisis en el espectrometro RMN
(Reginatto y cols., 2001). Por otra parte, la CC de donde se obtuvo el compuesto
“X” se realizd con una gran cantidad de extracto metandlico (> 84 g) lo cual
aumento el tiempo y la dificultad de obtencién y purificacion de metabolitos, por lo
gue cabe la posibilidad de que el compuesto estuviese contaminado. Sin embargo
para evitar esto, se realizaban sucesivas TLC a las fracciones obtenidas del
compuesto “X” y los cristales generados tras la su cristalizacion, corroborando asi
la pureza de éste. Pese a estos resguardos, resulta imposible determinar la

estructura quimica del compuesto “X”, no obstante presenta ciertas caracteristicas
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semejantes a compuestos cicloartanicos triterpénicos sustituidos, entre éstas el
hecho de que al revelar las TLC con el compuesto “X” en acido sulfurico, éstas
generaban una coloracion purpura, reaccion caracteristica de los triterpenos al
acido sulfurico (Bruneton, 2000), otra caracteristica es que este compuesto
presenta afinidad con el metanol, solvente al cual no son afines los triterpenos
(son méas afines a los solventes apolares), salvo si presentara grupos que
aumentaran su polaridad, como azucares. Estas caracteristicas, junto con los
datos que se lograron obtener de los espectros realizados, hacen suponer que
probablemente el compuesto “X” sea un derivado del cicloartano triterpeno
glicosilado. Compuestos de este tipo han sido descritos por Reginatto y cols.
(2002) en la especie P. alata, sin embargo, sus analisis espectroscopicos no
coinciden del todo con los datos obtenidos para el compuesto “X”. Probablemente
el andlisis por medio de la espectrometria de masa, podria entregarnos datos
esenciales del compuesto “X”, como el peso atdmico, los cuales serian de gran
utilidad para lograr dilucidar su estructura quimica definitiva (Silverstein y cols.,
2005). Cabe destacar que este tipo de compuestos aun no han sido descrito para
Passiflora caerulea, por lo que se vuelve sumamente necesario seguir
investigando al respecto, ya que podrian tener una potencial utilidad como
marcadores especificos para la especie (Yoshikawa y cols., 2000a).

Al analizar las dos placas cromatograficas desarrolladas para identificar a
las especies de Passiflora, podemos observar que en la primera TLC (Fig. 29) en
donde se utilizaron las tres muestras comerciales, la muestra problema y diversos
flavonoides, no se logro identificar con claridad si las muestras presentaban esos
flavonoides, s6lo se logra apreciar la presencia del acido cafeico. Esto en parte
puede deberse a que las especies de Passiflora analizadas no sintetizan dichos
flavonoides (Patel y cols., 2011) o que la fase movil utilizada no fue la adecuada
(Garcia y cols., 2009).
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Contrariamente a la experiencia anterior, en la segunda placa
cromatografica realizada (Fig. 30), en donde sélo se utilizaron las tres muestras
comerciales, la muestra problema, la rutina y el hiperésido, se logré observar con
gran detalle una serie de bandas caracteristicas para estas dos especies de
Passiflora, sobre todo para la muestra de P. caerulea, la cual mostraba una amplia
gamma de colores y con gran brillo, presumiblemente por encontrarse en mayor
concentracion. Primero se logré identificar una serie de 4 compuestos
caracteristicos, en las 4 muestras analizadas, los cuales son descritos como
isoorientina, isovitexina, orientina y vitexina (Rf 0,51, 0,57, 0,63 y 0,68
respectivamente), los cuales son descritos como “caracteristicos” de ambas
especies (Busilacchi y cols., 2008; Néapoles y cols., 2007). Por otra parte los
flavonoides asociados a uno o mas azucares (entre Rf 0,21 y 0,35) son los que
recorrieron la menor distancia, esto debido a la afinidad que tienen con la silica de
la TLC, puesto que esta tiene un caracter polar, similar a las flavonas glicosiladas,
las cuales debido a su gran cantidad de grupos —OH de los azUcares (polioles) le
confieren caracteristicas mas polares (De Rijke y cols., 2006). Finalmente el
compuesto de color azul (Rf 0,90) corresponderia al 4cido cafeico, el cual es un
metabolito comdn en plantas con alto contenido de flavonoides (Wagner y Blad,
1996) y que puede ser corroborado en la TLC que fue desarrollada con este

flavonoides, entre otros (Fig. 29).

Sin embrago lo que mas llama la atencion es que se pueden observar en la
muestra de P. caerulea dos bandas ubicadas debajo del patrén de rutina, las
cuales presentan una coloracion amarilla y verde, numeradas como 4 y 5 (Rf 0,30
y 0,35 respectivamente) (Fig. 30), las cuales segun las descripciones de la
Farmacopea Europea no corresponden a bandas propias de la especie P.
incarnata, tratandose probablemente de P. caerulea o P. edulis. Analizando los
patrones desarrollados por Wagner y Blad (1996) podemos deducir que estas
bandas son vitexina-2”-O-ramnésido (Fig. 9) y la isovitexina-2”-O-ramnésido (Rf

0,30 y 0,35 respectivamente), los cuales no estarian presentes en P. incarnata. La
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presencia de diglicosidos en su estructura le otorga un caracter polar lo que
genera que sea retenido por mas tiempo por la silica de la TLC (Ligor y
Buszewski, 2007). Esta afirmacion queda de manifiesto al observar las bandas
obtenidas por las tres muestras comerciales analizadas de P. incarnata, las cuales
no presentan dichos metabolitos en sus respectivas bandas. No obstante adn no
gueda del todo claro si la muestra utilizada por nosotros corresponde a P. caerulea
0 a P. edulis. En un estudio desarrollado por Pereira y cols. (2004) se realizaron
TLC para las especies P. alata, P. edulis, P. incarnata y P. caerulea, revelando la
presencia de orientina e isoorientina en las 4 muestras vegetales, no obstante la
vitexina (Rf 0,68) sélo fue observada en P. incarnata y en P. caerulea, lo cual
puede ser sefial de que este compuesto no esta presente, por lo menos, en P.
edulis, ya que al revisar la bibliografia encontramos cierta dualidad de opiniones,
puesto que por una parte no se hace referencia de este compuesto en los
extractos de P. edulis (Patel y cols., 2009a; Dhawan, 2004), pero por otra se ha
identificado este compuesto, por medio de HPLC, pero sin sefialar la cantidad,

sélo indicando que estad en muy baja concentracion (de-Paris y cols., 2002).

Fig. 9: Estructura quimica de Vitexina-2”-O-ramnésido
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De todo esto podemos inferir que el método de identificacién por TLC es de
gran utilidad para identificar ciertas especies de Passiflora, dado su coste
econdémico, su rapidez y relativa sencillez tanto en la ejecucion del método como
en su interpretacion, de igual manera la fase movil utilizada logré separar con gran
resolucién los distintos flavonoides a analizar. No obstante, esta técnica presenta
ciertas deficiencias, como la analizada anteriormente, en donde es
extremadamente dificil diferenciar entre P. caerulea y P. edulis, sin embargo en un
estudio realizado por Birk y cols. (2005), se rocié una placa de TLC, que contenia
muestras de P. caerulea y P. alata, entre otras, con anisaldehido en acido
sulfdrico, logrando aumentar la resolucion de ambas bandas, al extremo que las
diferencias entre una y otra eran notoriamente visibles, sobre todo en la presencia

de vitexina.

Al analizar el método de -cuantificacion de flavonoides en extracto
metanodlico por espectroscopia UV-Vis, podemos apreciar que el porcentaje de
flavonoides totales en el extracto metandlico de P. caerulea se asemeja a los
obtenidos por Aquila (2005), el cual oscila entre un 4-5% para el extracto
metanodlico de P. caerulea y supera con creces el porcentaje de flavonoides
descritos en la bibliografia para P. incarnata (Napoles y cols., 2007) y el porcentaje
de flavonoides obtenidos tras analizar el extracto de la muestra MCA; sin embargo
cabe destacar que el andlisis espectrofotométrico de flavonoides totales en
extracto metandlico no es comparable con el mismo andlisis desarrollado a las
partes aéreas de las distintas especies de Passiflora, pese a que en la
Farmacopea Europea se detallan tanto el andlisis espectrofotométrico a las
sumidades aéreas de la planta como de su extracto seco, el cual esta autorizado
en paises como Alemania desde 1992. Por otra parte en una investigacion
desarrollada por Miuller y cols. (2005) se obtuvo una mayor concentracion de
flavonoides en el analisis espectrofotométrico a las partes aéreas de P. alata que
en el andlisis a su extracto metandlico, si bien esta diferencia no superan el 0,3%,

puede deberse segun el autor a una posible degradacion biologica de los
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flavonoides en el extracto metanodlico. Pese a estas diferencias un estudio de
disolucién desarrollado por Costa y cols. (2011) demostré que si bien hay una
concentracion de flavonoides levemente mayor en capsulas con las partes aéreas
pulverizadas que en capsulas con el extracto seco de P. incarnata, éste ultimo
presenta una mayor capacidad de disolucion, lo cual podria justificar su uso para
preparados farmacéuticos. Otro dato a tomar en cuenta es que ciertas condiciones
en las cuales se realizo el andlisis espectrofotométrico para la muestra MCA no
fueron las mismas en comparacion a las condiciones en que se realiz6 dicho
analisis para la muestra problema de P. caerulea, esto debido en parte a que la
muestra comercial estaba en solucion (desconociendo completamente la
concentracion de ésta), por lo que antes hubo que extraer el solvente, el cual
quizds no fue del todo extraido, modificando de alguna manera el peso del
extracto, otro factor es que se desconoce si el extracto comercial fue previamente
desgrasado, lo cual también afecta al porcentaje de flavonoides (Miller y cols.,
2005), finalmente desconocemos la fecha de recoleccién de la droga cruda usada
en la muestra MCA, ya que se sabe que en los meses de verano es cuando tiene
la mayor acumulacion de flavonoides (Fuentes y cols., 2001); no obstante los
resultados obtenidos para la muestra MCA son coincidentes con los datos
analizados en la bibliografia consultada (Grice y cols., 2001; Patel y cols., 2011), lo
cual es una sefial de que el método fue desarrollado de forma correcta y puede
eventualmente perfilarse como el método estandar de confianza para la
identificacion de flavonoides totales en el extracto metandlico, tanto en Passiflora

incarnata como en Passiflora caerulea.

El método espectrofotométrico realizado tiene su fundamento en la
capacidad que tienen los flavonoides para absorber la luz a determinadas
longitudes de onda. Esta capacidad esta dada por la presencia de un anillo
benzoilo, derivado del acetil CoA, el cual tiene su maxima absorcion entre los 240
y 285 nm (banda 1) y el anillo cinamoil, derivado de la fenilalanina, el cual tiene su

maxima absorcion entre los 300 y 400 nm (banda 1) (Chabariberi y cols., 2009)
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(Fig. 10). Estas estructuras son adquiridas por los flavonoides durante su proceso
biosintético (Fig. 11). Dado estas caracteristicas estructurales, posiblemente el
acido bérico genere un complejo entre los -OH del subtituyente glicosil de las
gliconas o bien forme un quelato con los hidroxilos en posicion orto del anillo C de
la orientina, lo que ocasionaria un corrimiento batocrémico de la banda | de entre
12 a 36 nm (Simopoulus, 2008) (Andersen y Markham, 2006). Esto pone de
manifiesto la gran utilidad del método espectrofotométrico a base de la solucion
borico-oxdlica, la cual es sefialada como la mejor alternativa para cuantificacion

flavonoides C-glicosidos (Mdiller y cols., 2005; Costa y cols., 2010).

Estos estudios corroboran la gran utilidad que tendria P. caerulea para ser
utilizada como fitofarmaco, pero también refleja la necesidad de investigar y
cuantificar cuél seria la posologia de un futuro preparado farmacéutico a base de
esta especie, puesto que si se utiliza la misma posologia que para P. incarnata se

pueden correr los riesgos de sobredosificacion e intoxicacion.

Banda Il . Banda |
n . I 0

0O

Banda I Banda I
Benzoilo Cinamoilo
250-280 nm 300-390 nm

Fig. 10: Espectro de absorcién UV de los flavonoides segln su estructura molecular
(Dibujo: E. Gonzalez, 2005)
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Este caso manifiesta cierta similitud con el estudio realizado por De-Paris y
cols. (2002), en donde demostré la mayor cantidad de flavonoides en P. edulis,
comparandola con P. alata, lo que significé utilizar una dosis doblemente menor
del extracto de P. edulis para obtener el mismo efecto farmacologico. Por otra

parte cabe destacar que la férmula que se utilizé esta descrita en la Farmacopea
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Fig. 11: Origen Biosintético de los flavonoides (Bruneton, 2001).
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Europea para P. incarnata, derivando su férmula y los valores de ésta, de la curva
de calibrado desarrollada posiblemente con vitexina (rutina suele ser mas utilizada
por ser una glicona, su menor coste y mayor accesibilidad) (Costa y cols., 2011),
lo cual no ofreceria mayores problemas para poder utilizar esta férmula en el
analisis de los flavonoides en P. caerulea. Sin embargo, para realizar una
determinacion mas exacta de los flavonoides se deberia realizar una curva de

calibrado con vitexina cada vez que se realizara este método.

Tras realizar el andlisis de acidos grasos del extracto hexanico en CG, se
pudo constatar la gran gama de acidos grasos, tanto saturados como insaturados,
presentes en las partes aéreas de P. caerulea, los cuales dan un total de 61,41%
relativo de &cidos grasos en el extracto hexanico, lo cual representa el 0,65%
aproximado de la muestra, siendo el de mayor concentracion relativa el acido
linoleico (19,14%), seguido del acido palmitico (14,22%), del acido a-linolénico
(11,25%) y del &cido estearico (4,28%). Todos los demas &cidos grasos estan en
concentraciones relativas menores al 3%. La concentracibn en la que se
encuentran estos acidos grasos en el extracto hexanico, si bien estan en una
correcta relacibn omega-6: omega-3, 1-2:1 respectivamente, no logran satisfacer
los requerimientos diarios de ingesta (Simopoulos, 2008), lo cual limita su posible
uso como nutracéutico. No obstante diversas investigaciones demuestran un alto
contenido de &cidos grasos insaturados (omega-6 y omega-3) en las semillas de
los frutos de distintas especies de Passiflora, como en P. edulis la cual contiene
aproximadamente un 28% de acidos grasos en sus frutos, de los cuales un 67,0%
es acido linoleico y un 15,7% acido oleico, Similar caso para P. nitida la cual tiene
aproximadamente un 30% de acidos grasos en sus frutos, de los cuales un 52,0%
es acido linoleico y un 24,1% acido oleico (Miranda y cols., 2010). En las semillas
del fruto de P. caerulea la situacion es bastante similar, ya que presenta
aproximadamente un 29,9% de &cidos grasos, siendo el &cido linoleico y el acido

oleico los de mayor concentracion (63,1% y 16,6% respectivamente) (Quiroga y
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cols., 2000). Por su alta concentracion de acido linoleico, las semillas de los frutos
de Passiflora son usadas como nutracéutico, como es el caso del Lipex® de
laboratorios AAK. Esto pone de manifiesto un potencial futuro uso que se le pueda
dar a los &cidos grasos extraidos de diversas partes de P. caerulea, ya que si
sumamos los acidos grasos obtenidos de semillas con los acidos grasos obtenidos
de las hojas, podriamos obtener una gran fuente de &cido linoleico, suficiente
como para la preparacion de alimentos, como margarinas mas saludables (Nyanzi
y cols., 2005). Por otra parte se puede establecer el perfil de 4cidos grasos como
un método de identificacion de la especie Passiflora, puesto que esta mantiene un
perfil de 4cidos grasos bastante caracteristico y relativamente constante con otras
especies de Passiflora.

Al analizar la actividad antioxidante se puede observar que la isoorientina
es la que presenta la mayor intensidad de color, lo que pone de manifiesto una
gran actividad como antioxidante. Este resultado es similar al obtenido por
Rudnicki y cols. (2007) quienes demostraron la actividad antioxidante de P. edulis
y P. alata, la cual fue atribuida a los compuestos fendlicos (como flavonoides)
encontrados en estas especies de Passiflora, recomendando su posible uso como
antioxidante. Estos compuestos fenolicos también estan presentes en P. caerulea.
La utilidad que pudiese tener la evaluacion de la actividad antioxidante estaria
dada por la capacidad de ciertos metabolitos para evitar la formacidén de especies

radicalarias, producto de agresiones externas, como en este caso, la luz UV.

De manera similar, al evaluar la actividad antirradicalaria encontramos que
el metabolito que generd la mayor intensidad de color es la isoorientina. Esto
podria explicarse por la cantidad de grupos —OH que presenta la isoorientina, los
cuales son fundamentales para lograr ceder el hidrogeno faltante de la especie
radicalaria (en este caso el DPPH) y “secuestrar’ el radical formado en esta
sustancia (Fig. 12). Por otra parte la actividad antirradicalaria de estos metabolitos

esta estrechamente ligada a la concentracion de estos (Masteikova y cols., 2008),



71

los cuales, como se pudo demostrar en el analisis espectrofotométrico de

flavonoides, estan en mucha mayor concentracion de P. caerulea que en P.

incarnata.
N N HN —N
+ RH — » + R-
O,N NO , O,N f NO ,
NO , NO »
DPPH (Color purpura) DPPH (Incoloro)

Fig. 12: Reaccion y cambio de color del DPPH tras la captacién de su radical por
compuestos hidroxilados.

Estas propiedades antioxidantes de P. caerulea podrian eventualmente
otorgarle nuevos usos medicinales, ya que se ha logrado demostrar que especies
como P. alata logran proteger, tanto in vivo como ex vivo a las proteinas del dafio
oxidativo (Rudnicki y cols., 2007). De forma similar se investig6 la capacidad del
extracto hidroalcohdlico de P. edulis y P. alata para inhibir la capacidad oxidante
de los neutrdfilos y de la enzima mieloperoxidasa de los neutréfilos granulados, los
cuales son fuertes generadores de especies reactivas de oxigeno, dando como
efecto una actividad pro-inflamatoria. Se demostro la actividad antioxidante sobre
estas células y la enzima, actividad que es proporcional a la concentracion de

isoorientina en estas especies de Passiflora (Zeraik y cols., 2011).

En general podemos apreciar que las técnicas de identificacion y

cuantificacion realizadas cumplen con las normas ya establecidas por la
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Farmacopea Europea. Cabe destacar que las técnicas empleadas se estan
volviendo cada vez mas necesarias a la hora de poder caracterizar una especie
vegetal para poder utilizarla como fitofarmaco, no solo por lo estipulado en
diferentes Farmacopeas, sino por diferentes guias y normas gubernamentales que
se han ido implementando en la actualidad, como es el caso de la “Guia para la
produccion industrial de drogas de origen botanico” desarrollada por la Food and
Drugs Administration (FDA) de EE.UU, la cual, independiente de la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP), establece normas sanitarias claras para este tipo de
farmacos, entre las que destacan la cuantificacion de los metabolitos con actividad
farmacoldgica y el desarrollo de una “identificacidon” (fingerprint) de la especie

vegetal a utilizar por medio de TLC.
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Conclusiones.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se consideran de
fundamental importancia en la estandarizacion de Passiflora caerulea como objeto
para nuevas preparaciones farmacéuticas, para el desarrollo de futuras
monografias sobre esta especie vegetal y en general como contribucion al

conocimiento quimico de ésta.

Los compuestos flavondlicos de P. caerulea se lograron caracterizar por
medio de TLC, confirmando la gran sensibilidad y facil ejecucién que presenta el
método para lograr identificar estos metabolitos secundarios y asi lograr identificar

la especie de Passiflora con la que se esta trabajando.

Se logrd cuantificar de manera confiable los flavonoides totales en el
extracto metandlico de P. caerulea por medio del método espectrofotométrico UV-
Vis descrito en la Farmacopea Europea, determinando la idoneidad del extracto de
P. caerulea para ser utilizado como fitofarmaco, postulando el establecimiento de

esta técnica como la oficial para caracterizar flavonoides totales en P. caerulea.

Se demostro la actividad antioxidante y antirradicalaria de los compuestos
flavonolicos de P. caerulea, respaldando asi un potencial nuevo uso

farmacoterapéutico para la especie.

Se compararon por los métodos descritos, las caracteristicas de la especie
en estudio con la especie P. incarnata, destacando las diferencias fitoquimicas y
similitudes morfolégicas para ambas especies, por lo que se proponen estos

métodos para incorporarlos en una futura monografia de la especie P. caerulea.
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El analisis de acidos grasos en el extracto hexanico de P. caerulea se
propone como nuevo parametro de identificacion de la especie y se establecen las

bases para seguir investigando sobre un potencial uso como nutracéutico.

No fue posible determinar la estructura del compuesto denominado “X” por

las técnicas espectroscoépicas utilizadas.
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Anexos.

Fig. 13: Vista microscépica (40x) de vasos conductores en muestra de P.
caerulea.

Fig. 14: Vista microscopica (40x) de cristales de oxalato y otras formas minerales
en muestra de P. caerulea.
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Fig. 15: Vista microscopica (100x) de estomas anomociticos en muestra de P.
caerulea.

Fig. 16: Vista microscopica (400x) de triporato de polen en muestra de P.
caerulea.
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Fig. 17: Vista microscopica (40x) de agrupacién de polen en muestra de P.
caerulea.

Fig. 18: Vista microscopica (100x) de células con vellos falciformes en muestra
de P. caerulea.



Fig. 19: Vista microscépica (40x) de muestra de P. caerulea tefiida con Sudan lIl.

Fig. 20: Vista microscépica (40x) de muestra de P. caerulea tefiida con Lugol.
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Fig. 21: Vista microscépica (40x) de muestra de P. caerulea tefiida con Azul de
Toluidina.
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Fig. 22: Espectro IR de compuesto “X”.



Fig. 23: Espectro "RMN-H compuesto “X”.
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Fig. 24: Espectro "RMN- H compuesto “X” ampliado zona 0,6 — 2,4 ppm.

Fig. 25: Espectro *>*C-RMN compuesto “X”.
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Fig. 27: Espectro 2D HSQC compuesto “X”.
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Fig. 29: TLC a luz UV 365 nm en donde MC: Muestra comercial, MP: Muestra
problema, R: Rutina, H: Hiperdsido, 7': Quercetina, 8’: Acido cafeico, 9’: Kemferol,
10’: Daideina, 11’: Genisteina y 12’: Formonometina.
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Fig. 30: TLC a luz UV 365 nm en donde MC: Muestra comercial, MP: Muestra
problema, R: Rutina e H: Hiperésido.
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Fig. 31: Cromatograma tras analizar en CG extracto hexanico de P. caerulea.
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Fig. 32: TLC revelada con p—caroteno en donde MC: Muestra comercial, MP:
Muestra problema, R: Rutina e H: Hiperésido.
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Fig. 33: TLC revelada con DPPH a luz UV 365 nm en donde MC: Muestra
comercial, MP: Muestra problema, R: Rutina e H: Hiperdsido.
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