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1. RESUMEN

Corynabutilon vitifolium es una especie endémica de nuestro pais perteneciente a la familia
Malvaceae, empleada por la medicina tradicional mapuche para producir contracciones

uterinas, ademas de poseer propiedades emolientes, antigastralgicas y antirreumaticas.

Para el presente estudio se prepard un extracto metanolico a partir de hojas secas y pulverizadas
de Corynabutilon vitifolium, las que fueron recolectadas en Pilolcura, Region de los Rios, Chile.
Se determinaron fenoles y flavonoides totales, ademas se evalu6 la actividad antioxidante por
medio del radical libre DPPH. El flavonoide rutina presente en el extracto metandlico se

identifico y cuantifico a través de RP-HPLC UV-Vis y deteccion DAD, respectivamente.

El contenido de fenoles totales (291,3 mg EAG/g de peso seco) y flavonoides totales (68,0 £
0,437 mg EQ/g de peso seco) en el extracto metandlico fue comparada con la cantidades
descrita en bibliografia para Peumus boldus (23,0 mg EAG/g de peso seco) y Ruta chalepensis
(8,23 £0,31 mg EC/g de peso seco), respectivamente, siendo Corynabutilon vitifolium superior
en ambos casos. Mientras que la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos de
Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) fue comparada con la investigacion realizada por Yen
sobre los extractos acuosos de Camellia sinensis (50 mg/mL). Se obtuvieron porcentajes de

inhibicion similares, 53,6% para C. vitifolium y 59,4 % para C. sinensis.

En el extracto metanolico de Corynabutilon vitifolium se identifico rutina y se cuantifico por
medio del RP-HPLC-DAD. El contenido de rutina en Corynabutilon vitifolium (29,282 + 0,858
ug/mL) fue considerablemente inferior a lo descrito en bibliografia para Ruta graveolens (237,0
+ 0,3 pg/mL). Por lo tanto, para alcanzar concentraciones de rutina similares a los productos
farmacéuticos comercializados se necesitarian 170,8 g de hojas desecadas y pulverizadas

preparadas como extracto metanodlico.
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1.1 Summary

Corynabutilon vitifolium is an endemic species from our country that belongs to Malvaceae
family, used by the traditional “mapuche’ medicine to produces cervix contractions, moreover

the infusion is emollient, it produces stomach reliefs and it is antirheumatic.

To the current study it was prepared a methanolic extract from dry and pulverised leaves from
Corynabutilon vitifolium,which were recollected in “Pilolcura, Region de los Rios, Chile”.
There were determined total phenols and flavonoids, just like also the antioxidant activity
through the free radical DPPH. The flavonoid rutin present in the methanolic extract were

identified and quantified by the RP-HPLC UV-Vis and HPLC-DAD, respectively.

The total phenols content (291,3 mg. EAG/g of dry weight) and total flavonoids (68,0 £+ 0,437
mg. EQ/g of dry weight) in the methanolic extract were compared with the quantity described
in the bibliography to Peumus boldus (23,0 mg EAG/g of dry weight) and Ruta chalepensis
(8,23 £ 0,31 mg. EC/g of dry weight), respectively, being Corynabutilon vitifolium superior in
both cases. While the antioxidant capacity of the methanolic extracts of Corynabutilon
vitifolium (10 mg/mL) was compared with aqueous extracts of Camellia sinensis (50 mg/mL),
species investigated by Yen in 1995. Similar percentages of inhibition were obtained, 53.6%

for the C. vitifolium and 59.4% for the C. sinesis.

In the methanolic extract of Corynabutilon vitifolium it was identified routine and it was
quantified by the RP-HPLC-DAD. The routine content in Corynabutilon vitifolium (29,282 +
0,858 png/mL) it was considerably lower than the described in the bibliography to Ruta
graveolens (237,0 + 0,3 pg/mL). therefore, to achieve concentrations similar of rutin to those
marketed pharmaceuticals needed 170.8 g of dried and pulverized leaves prepared as

methanolic extract.
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2. INTRODUCCION

Chile es un pais ubicado al sudoeste de América del sur, cuya frontera se encuentra
delimitada por cuatro grandes barreras naturales (océano Pacifico, Antartica chilena, desierto
de Atacama y cordillera de los Andes) (1) que impiden el intercambio genético entre especies
vegetales existentes al interior del territorio con aquellas presentes en otras regiones (2). Este
aislamiento geografico, sumado a los climas extremos, generan que la flora endémica sea

superior al 45% (3).

Segtin el censo realizado el afio 2012, Chile posee una poblacion total de 16.634.603
personas, donde el 11,11 % (1.714.677 personas) dice pertenecer a uno de los nueve pueblos
originarios reconocidos por la ley N° 19.253. Del total de la poblacion aborigen, el 84,11%

declar6 ser mapuche, lo que permite establecer que ésta es la etnia mas numerosa del pais (4).

Los mapuches (mapu=Tierra y che=persona, en su idioma, el mapudungun) o araucanos
(denominacion dada por los espafoles), corresponden a uno de los pueblos aborigenes mas
numerosos de América , quienes descendieron desde Centroamérica llegando a lo que hoy en
dia es territorio chileno, asentdndose desde el valle Aconcagua hasta la isla grande de Chiloé¢

(5,6). Ademas, hubo un pequefio grupo que se ubico en la provincia de Neuquén, Argentina (7).

La conquista espafiola provocod que se fusionara la cultura hispana con la mapuche,
formando un grupo heterogéneo de personas que, hasta el siglo XIX, se dedicaban
mayoritariamente a la agricultura y ganaderia, practicas que se vieron debilitadas con la
pacificacion de la Araucania que dividié en pequefias porciones el territorio (8). Pese a los
cambios sufridos en el tiempo, el pueblo mapuche atesoro6 y resguardé su cultura y costumbres

ancestrales (9).

En la actualidad, la comunidad mapuche habita principalmente al sur del pais,
concentrandose en las zonas rurales. Muchas veces, el aislamiento geografico y la falta de
recursos, provoca que el acceso a los sistemas de salud sea nulo o escaso (10). Este pueblo
aborigen posee la medicina tradicional que nace a partir del conocimiento de las propiedades
inherentes de la planta y la cosmovision que los mapuches poseen del mundo (11), lo que se

traduce en el cultivo y utilizacién de numerosas especies vegetales para curar las dolencias (12).

Los mapuches suelen clasificar la enfermedad en diferentes topicos dependiendo de: la

gravedad, cronicidad, etiologia (si es producida por un ente maligno, persona o personalidad),
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origen (si el padecimiento es de origen mapuche o externo) y, por tltimo, dependiendo de quién
sea el afectado (machi o individuo de la comunidad) (13). Sin embargo, a pesar de la
categorizacion de la enfermedad, se ha documentado que mayoritariamente utilizan las plantas
medicinales para provocar efectos antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos (14). Para que
la especie vegetal pueda causar los efectos nombrados anteriormente, esta debe ser preparada
como infuso, decocto, extracto, tintura, elixir y, en algunos casos, se pueden masticar partes de
la planta (15). A pesar de la gran variedad de preparaciones, los pueblos originarios prefieren
realizar infusiones (52%) o decocciones (22%) (16). La infusion se obtiene al vaciar agua
caliente sobre el material vegetal (flores, hojas, frutos), dejandose reposar por algunos minutos.
En contraste, la decoccion consiste en hervir el material vegetal, extrayendo un mayor nimero

de sustancias y aromas que en la infusion (17).

Las preparaciones anteriormente nombradas favorecen la extraccion de multiples compuestos
beneficiosos como vitaminas, antocianinas, carotenoides y flavonoides (18). En este ultimo
grupo precisamente se ha concentrado la atencién de la comunidad cientifica, dado que los
flavonoides son empleados en multiples ocasiones como potentes antioxidantes, pues tienen en
su estructura una cantidad variable de grupos hidroxilos fendlicos que donan hidrogeno y, de
esta manera, previenen o evitan la oxidacion de otras moléculas como lipidos, carbohidratos,
proteinas, etc. (19). Su déficit o escasa ingesta se correlaciona con enfermedades como céancer,
diabetes mellitus tipo II y trastornos cardiovasculares, padecimientos que en la actualidad

representan un gran numero de muertes a nivel mundial (20,21).

Pese al gran interés que despiertan los compuestos polifendlicos presentes en en el reino
vegetal, existe una gran cantidad de especies endémicas que escasamente han sido investigadas,
desconociéndose por completo su informacion quimica y actividad bioldgica. Por ejemplo solo
se han podido encontrar dos estudios relacionados a Corynabutilon vitifolium, el primero
realizado en 1984 por Reyes & Vega y el segundo en el afio 2011 por Melgaard et al. La
informacion aportada en estas dos investigaciones ayuda a la caracterizacion de la especie, sin
embargo, aiin hay aspectos relevantes que deberian ser estudiados como la actividad biologica,
toxicidad y farmacocinética, para que eventualmente se pueda validar el uso de Corynabutilon

vitifolium y otras especies endémicas en la medicina tradicional.
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2.1 Familia Malvaceae

Actualmente la familia Malvaceae posee alrededor 250 géneros y mas de 4.000 especies
que se encuentran presentes en todo el mundo, aunque la mayoria se ubica en la region sur de
América (22,23). Tal es el caso del género Corynabutilon que posee 7 especies (C. bicolor, C.
ceratocarpum, C. hirsutum, C. ochsenii,C. salicifolium, C. viride y C. vitifolium) (24)

distribuidas entre Chile y Argentina (25).

2.1.1 Corynabutilon vitifolium

Corynabutilon vitifolium es un arbusto endémico de Chile conocido popularmente como
“Huella”. Este crece preferentemente en las quebradas y puede llegar a medir hasta 3 metros de
altura (26). Su tallo es simple, ya que se encuentra poco ramificado (27). Sus hojas son grandes
(pueden alcanzar hasta 10 cm de didmetro) y lobuladas, dandole la apariencia de ser una hoja
de parra (figura 1), ademas, presentan en su cara posterior vello ceniciento (28). Las flores son
grandes y blancas, encontrandose solas o agrupadas en racimos (figura 2). El fruto se presenta

como una capsula redonda y velluda que aparece en verano (26,27).

Figura 1. Hojas de Corynabutilon vitifolium . Fotografia obtenida a través de la pagina

web: chileflora.com
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Figura 2. Flor blanca de Corynabutilon vitifolium. Fotografia obtenida a través de la

pagina web: http://jardinbotanicouach.cl

2.1.2 Uso de Corynabutilon vitifolium en la medicina mapuche

Las partes utilizadas son el tallo y la corteza que se preparan como decocto y las hojas
como infuso, siendo estas ultimas las mas usadas (14). Ambas preparaciones se utilizan para
facilitar partos complicados gracias a que provocan fuertes contracciones uterinas (27) y
también se emplean para tratar enfermedades al higado (14). Los infusos y decoctos son,

ademads, emolientes, antirreumaticos y antigastralgicos (28).

En esta investigacion solo fue posible encontrar dos estudios relacionados a
Corynabutilon vitifolium, el primero de ellos data del afio 1984 donde se aislaron algunos
flavonoides glicosilados y al estado libre. Dentro de estos ultimos se describen quercetina,
quercetina-3-D-galactdsido, kamferol, rutina y ramnetina (28). El segundo estudio fue realizado
en el afio 2011 y evalu6 la actividad antimicrobiana en hojas y tallos, determinando que
Corynabutilon vitifolium no presenta actividad bactericida y/o bacteriostatica frente a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida

albicans y Penicillium expansum (14).
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2.2 Caracteristicas generales de los flavonoides

Los flavonoides son pigmentos (29) no nitrogenados de bajo peso molecular distribuidos
ampliamente en el reino vegetal. Una de sus principales funciones es proteger a estos
organismos del deterioro producido por los rayos ultravioleta, depredadores y sustancias
oxidantes, entre otras. En la naturaleza, se encuentran en su estado metilado o glicosilado, ya

que esto les brinda mayor estabilidad (30).

Todos los flavonoides presentan 15 atomos de carbono que componen su ntcleo basico
(2-fenilbenzopirona). En la figura 3 se observa que la estructura presenta dos anillos aromaticos

(A y B) unidos a través de tres unidades de carbono por un anillo heterociclico ( C ) (31).

Figura 3. Estructura basica de los flavonoides y enumeracion del esqueleto
hidrocarbonado.

2.3 Caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de rutina

La rutina (C27H30016) (figura 4) es un flavonol también conocido como quercetina-3
rutinosido, rutdsido o fitomelin (32). Pertenece a la sub clase de flavonoide glicosilado (33),
pues se origina a partir de la unidon entre quercetina y el disacarido rutinosa (ramnosa unida a
glucosa mediante un enlace glicosidico 13>6) (34), alcanzando un peso molecular de

610,52 Da (32).
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Figura 4. Estructura molecular de rutina.

Dentro de las caracteristicas fisicoquimicas destaca la solubilidad en agua (125
mg/mL) que estd dada por su coeficiente de reparto (Log P): 0.15 (33); sin embargo, la presencia
de un disacarido hace que la molécula sea mas hidrofilica que aquellas con un monosacarido
en estructura como tilirosida (35). Otra de las propiedades fisicoquimicas del flavonoide rutina
es ser un acido débil cuyo pKa es aproximadamente de 4,3, cuando el grupo 3'-OH en el anillo

B esta desprotonado (36).

2.4 Relevancia etnofarmacolégica de rutina

La rutina es un flavonoide consumido en la medicina tradicional que, administrado a
través de brebajes (decoctos, infusos 0 zumos) y alimentos de origen vegetal (37), puede causar
un potente efecto antioxidante (38), antiinflamatorio y anticancerigeno (39). Ademas, en los
ultimos afios gracias a los estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que el flavonoide rutina
actlia en diferentes sistemas, tales como: sistema nervioso central (efecto sedante, antidepresivo
y anticonvulsivante) , sistema cardiovascular (efecto antiagregante plaquetario, anticoagulante
y antihipertensivo), sistema endocrino (efecto hipoglucemiante e hipocolesterolémico), sistema
respiratorio (antiasmatico) y sistema excretor (efecto diurético) (40).

Ademas, debido a los grandes beneficios que trae sobre el sistema circulatorio gracias a

la capacidad que posee de disminuir la permeabilidad y aumentar la resistencia capilar, este
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flavonoide ha despertado gran interés en la industria farmacéutica que, desde hace algunos afos,
ha aislado rutina a partir de numerosas especies vegetales para obtener preparados

farmacéuticos como céapsulas y comprimidos (41).
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3. HIPOTESIS:

Es posible identificar y cuantificar el flavonoide rutina en los extractos metandlicos de

Corynabutilon vitifolium obtenidos a partir de las hojas desecadas y pulverizadas.

4. OBJETIVOS:
4.1 Objetivo general
Cuantificar el contenido de rutina mediante técnica de RP-HPLC y evaluar la capacidad
antioxidante de los extractos metandlicos de las hojas desecadas y pulverizadas de

Corynabutilon vitifolium.

4.2 Objetivos especificos:

- Recolectar el material vegetal durante la época estival en la zona costera de la Region

de los Rios.

- Obtener extractos metanolicos de las hojas desecadas y pulverizadas de
Corynabutilon vitifolium.
- Cuantificar fenoles totales en extractos metandlicos obtenidos a partir de las hojas

desecadas y pulverizadas de Corynabutilon vitifolium.

- Cuantificar flavonoides totales en extractos metanolicos obtenidos a partir de las hojas

desecadas y pulverizadas de Corynabutilon vitifolium.

- Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos obtenidos a partir de
las hojas desecadas y pulverizadas de Corynabutilon vitifolium, a través del ensayo de
DPPH.

- Verificar presencia del flavonoide rutina, a partir de los extractos metandlicos de las
hojas desecadas y pulverizadas de Corynabutilon vitifolium, a través de cromatografia en
capa fina (CCF).

- Obtener, a partir de los extractos metanolicos de las hojas desecadas y pulverizadas
de Corynabutilon vitifolium, los fingerprints a través de la técnica RP-HPLC.

- Identificar y cuantificar, mediante técnica de RP-HPLC, la rutina presente en los
extractos metanolicos preparados a partir de las hojas desecadas y pulverizadas de

Corynabutilon vitifolium.

19



5.1 Materiales:

5. MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Material vegetal

e Hojas desecadas de Corynabutilon vitifolium.

5.1.2 Equipos

Balanza gravimétrica marca GP modelo No. NX410

e Bario de ultrasonido. BRANDASONIC, modelo 8510E-DTH.
e Desionizador Elga classic UVMK2.
e FEstufa, BINDER serie FED.
e HPLC-DAD Shimadzu modelo Prominence.
o Autosampler modelo SIL-20A.

o

o

o

o

o

o

Bomba Cuaternaria modelo LC-20AT.
Controlador de sistema CBM-20A.
Desgasificador modelo DGU-20AS5 .
Detector de arreglo de diodos SPD-M20A.
Horno CTO-20AC.

Software LC Solutions.

e HPLC-UV Shimadzu modelo Prominence

o

e Espectrofotometro UV- visible Thermo Scientific. Modelo Helios a.

Bomba cuaternaria modelo LC-20AT.
Controlador de sistema modelo CBM-20A.
Desgasificador DGU-20As.

Detector UV-Visible modelo SPD-20AV.
Horno modelo CTO- 20AC

Software LC Solutions.

e Lampara UV-visible

e Picadora Sindelen modelo P-123.

e Vortex marca Wisd VM-10.
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5.1.3 Reactivos

2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) Sigma Chemical®.
Acetato de etilo Merck®.

Acido acético glacial Merck®.

Acido formico Merck®.

Agua desionizada.

Tricloruro de aluminio, AIClIs.

Metanol grado HPLC Merck®.

Carbonato de sodio, Na;CO3 Merck®.

Nitrito de sodio, NaNO> Merck®

Reactivo de fenol de Folin- Ciocalteu Merck®.

5.1.4 Material de laboratorio

Mechero Bunsen.

Material fungible.

Columna C-18 VP-ODS 250 L x 4,6 mm de didmetro, tamafio de particula 5 pm.

5.1.5 Estandares

Acido galico p.a Merck®.

Flavonoide crisina (> 98%) Sigma- Aldrich®.
Flavonoide galangina Sigma- Aldrich®.
Flavonoide kamferol (>99.0%) Sigma- Aldrich®.
Flavonoide quercetina (>95%) Sigma- Aldrich®.
Flavonoide rutina (>94%) Sigma- Aldrich®.
Trolox® (98,1%) Calbiochem®.

5.1.6 Desarrollo

Laboratorios del Instituto de Farmacia, Universidad Austral de Chile, Valdivia.
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5.2 Metodologia

5.2.1. Recoleccion del material vegetal.

La recoleccion del material vegetal fue realizada el dia 4 de enero del afio 2016 en el
sector de Pilolcura (coordenadas: 39°41'37.0"S 73°20'30.6"W) (figura 5), comuna de Valdivia,
Region de los Rios, Chile.

Pilolcura

Punucapa

Figura 5. Imagen de la zona de recoleccion de la especie Corynabutilon vitifolium.
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5.2.2. Extraccion y preparacion del material vegetal

El secado de las hojas de Corynabutilon vitifolium fue realizado en dos pasos. En un
comienzo las hojas se secaron sobre papel periddico a temperatura ambiente durante una
semana. Posteriormente, para completar la desecacion, las hojas fueron llevadas a una estufa a
temperatura promedio de 44°C por 23 horas. Por tltimo, las hojas secas fueron pulverizadas en

una picadora y almacenadas en una bolsa protegida de la luz y la humedad.

5.2.3. Elaboracion del extracto metanolico de Corynabutilon vitifolium

A 100 g de hojas pulverizadas de Corynabutilon vitifolium se le agregé 1L de metanol,
dejandose macerar durante 48 horas (primera maceracion) a temperatura ambiente (22°C).
Después de haber concluido el tiempo se filtré con papel filtro cualitativo circular 125 mm, lo
que permitio obtener un extracto metanolico y un residuo de hojas. Este residuo fue macerado
(segunda maceracion) y tratado en las mismas condiciones que anteriormente se describen,
consiguiendo un segundo extracto metanolico. Luego, el residuo fue eliminado y los extractos
metanolicos obtenidos a partir de la primera y segunda maceracion se juntaron. Finalmente el

extracto metandlico se almacend en un ambiente refrigerado y protegido de la luz.

5.2.4. Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales en el extracto metanoélico de las hojas de Corynabutilon
vitifolium se determiné por medio del método colorimétrico Folin-Ciocalteu propuesto por

Singleton (42) modificado.

Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizé un estandar de 4cido gélico a
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL que fueron preparadas con metanol.

Adicionalmente se prepard un blanco con agua destilada.

Para que se produzca la reaccion colorimétrica se tomaron 500 pL del extracto
metanolico al que se le adicionaron 2500 pL del reactivo Folin- Ciocalteu, se agito por 1 minuto

y se dejo reposar por 5 minutos. Posteriormente, se afiadieron 2000 pL de carbonato de sodio
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(Na2CO3) al 7,5% y se incub6 a temperatura ambiente (22°C), protegido de la luz. Luego, se
llevo a lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 740 nm. Finalmente, los
resultados fueron expresados como miligramos (mg) equivalentes de acido galico por gramo

(g) de material seco.

5.2.5. Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en el extracto metanolico de hojas de Corynabutilon
vitifolium se determiné por medio del método colorimétrico cloruro de aluminio propuesto por

Jagadish (43) modificado.

Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizd un estandar de quercetina a
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL, que fueron preparadas con metanol.

Adicionalmente, se prepard un blanco con agua destilada.

Para que se produzca la reaccion colorimétrica se tomo un matraz aforado de 10 mL y se
le adicionaron 1000 uL de muestra metanoélica, 4000 pL de agua destilada y 300 pL de nitrito
de sodio NaNO»> (aq) al 10%. Se mezcld y se dejo reposar por 5 minutos; una vez transcurrido
este tiempo, se le agregaron 300 pL tricloruro de aluminio (AICl3 aq) al 10%. Luego al minuto
6 se afiadieron 2000 pL de NaOH IM y se completd el volumen con agua destilada.
Posteriormente, se llevo a lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm.
Finalmente, el contenido total de flavonoides se expresd6 como miligramos (mg) equivalentes

de quercetina por gramo (g) de peso seco.

5.2.6 Evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto metandlico en las hojas de

Corynabutilon vitifolium a través del ensayo con el radical libre de DPPH

La actividad experimental para evaluar la capacidad antioxidante fue la utilizacion del
radical libre 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), que se prepard a una concentracion de
0,1 mM en metanol, de acuerdo a lo propuesto por Kara (44). Los extractos metandlicos se

elaboraron a una concentracion de 10 mg/mL.
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Para poder efectuar la reaccion colorimétrica se tomaron 750 pL de extracto metanolico
y 2250 uL de DPPH, la solucién se mezclé por 10 segundos y se llevo a lectura en el
espectrofotometro a de 517 nm. Ademas se prepard un blanco con agua destilada y el radical

libre DPPH que fue medido a la misma longitud de onda (44).

Con el propodsito de tener un estimado de la capacidad antioxidante de los extractos
metanélicos, se realizo una solucién patrén con el estandar Trolox® preparado en metanol para
obtener los controles positivos a concentraciones de 50, 250 y 500 pg/mL, donde cada uno se

analizo por triplicado.

Una vez obtenidas las absorbancias de los controles positivos (triplicado), extracto
metanolico (triplicado) y el blanco, se procedi6 a calcular el porcentaje de inhibicion de cada

triplicado, por medio de la siguiente formula:

% inhibicién = [1 (Absorbancia de la muestra)] 00
o fiubteton = Absorbancia del blanco X

5.2.7. Identificacion y cuantificacion de rutina por medio de cromatografia en capa fina

(CCF) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

5.2.7.1 Identificacion de rutina por cromatografia en capa fina (CCF)

La fase estacionaria utilizada fue una placa de silica gel que fue cortada en 10x4 cm. A
un centimetro de la base se traz6 una delgada linea en sentido horizontal con lapiz grafito,
empleada posteriormente para sembrar las muestras con separacion de 1 cm. La distancia de

recorrido total fue de 8 cm.

La fase movil se compuso de acetato de etilo, 4cido acético glacial, 4cido formico y agua,
esta ultima fue agregada gradualmente a la mezcla (45) hasta completar un volumen de 20 mL.

El detalle de la composicion de fase movil se detalla en la tabla 1.
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Tabla 1. Fase movil utilizada para el analisis cualitativo del extracto metandlico de

hojas de Corynabutilon vitifolium mediante cromatografia en capa fina (CCF).

Solvente Volumen
(mL)
Acetato de etilo 13,4
Acido formico 1,5
Acido acético glacial 1,5
Agua 3,6
Total 20

Para el analisis cualitativo se ocupd un estandar de rutina (360 pg/mL) y un pool de
flavonoides que contenia galangina (178 pg/mL), kamferol (333 pg/mL), crisina (215 pg/mL),
quercetina (823 pg/mL) y rutina (301 pg/mL). Las muestras fueron sembradas en la placa sobre
la linea base trazada con antelacion, llevandola a la cdmara que contenia la fase movil. Luego
de que la fase movil recorriera los 8 centimetros de distancia, la placa se retird y se seco. Por

ultimo, la l[dmina de silica de gel se revel? a tres longitudes de onda: 254, 302 y 365 nm.

5.2.7.2 Identificacion de rutina por cromatografia liquida de alta eficiencia por fase
reversa (RP-HPLC) acoplada a un detector UV- Visible (HPLC UV-Vis) y por
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de diodo

(HPLC- DAD)

Para analizar cualitativamente el extracto metanolico de hojas de Corynabutilon
vitifolium a través de la cromatografia liquida de alta eficiencia por fase reversa (RP-HPLC),
se utilizaron dos detectores: UV-visible y con arreglo de diodos (DAD), con una lectura de la

muestra a una longitud de onda de 255 nm.

El extracto metanolico se filtrd por un filtro de teflon (PTFE) 0,45 pm posibilitando la
eliminacion de los contaminantes y particulas en suspension, aumentando la vida util de la

columna (41). El volumen de inyeccion fue de 20 pL.
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La separacion de los componentes presentes en la muestra se hizo a través de una
columna C18 que trabajo a una temperatura de 40°C y a un flujo de ImL/min, condiciones que
se mantuvieron controladas gracias a un horno y una bomba cuaternaria, respectivamente. Sin
embargo, para mejorar la elucién se ocup6 un sistema de gradientes (tabla 2) que consistid en
TFA 0,1% en agua HPLC (A) y metanol (B): de 0-20 minutos se eluyé con 90% del solvente
A y 10% del solvente B, del minuto 20-25 se invirtieron los porcentajes, permitiendo que el
solvente A alcance un 30% y B un 70%. Finalmente, del minuto 25-37 se restablecieron las

condiciones iniciales (A=90% y B=10%).

Una vez acondicionado el equipo, se inyectd6 la muestra a una concentracion de
10 mg/mL. De la misma forma se procedio para inyectar el estandar de rutina (36 puL) y el pool
de flavonoides. Entre inyecciones la columna fue reequilibrada durante 10 minutos con solvente

A (90%) y solvente B (10%).

La identificacion se realizo por medio de la comparacion de los tiempos retencion (Tr) de

las muestras y los estandares de rutina, galangina, crisina, kamferol y quercetina.

Tabla 2. Fase movil empleada para eluir las muestra de extracto metanolico de hojas
de Corynabutilon vitifolium por medio del HPLC-UV y HPLC-DAD, utilizando un

sistema de gradiente.

Tiempo Solvente A Solvente B
(minutos) (%) (%)
0-20 90 10
20-25 30 70
25-37 90 10

Con el fin de confirmar la presencia de rutina en la muestra metandlica se realizé una
coinyeccion con dicho flavonoide a una concentracion de 180 pg/mL en HPLC-DAD bajo las
mismas condiciones de elucion mencionadas anteriormente. Posteriormente, al pico obtenido
se le hizo un barrido espectral con DAD, proporcionando las longitudes de onda a la que mas

absorbe y se compar6 con las obtenidas por Zu et al. (46) y Lu et al (47).
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5.2.7.3 Cuantificacion de rutina en extractos metandélicos de Corynabutilon vitifolium

Para cuantificar rutina en la muestra metanolica se elabor6 una curva de calibracion con
el estandar en metanol (360 pg/mL), utilizando concentraciones de 10, 25, 50, 100, 150 y
250 pg/mL que fueron preparadas con agua grado HPLC. Estos se inyectaron en el HPLC
acoplado a un detector de arreglo de diodos utilizando idénticas condiciones de temperatura,

flujo y gradiente mencionadas anteriormente.

Finalmente, las muestras se eluyeron por triplicado, permitiendo obtener la concentracion

de rutina en el extracto metanolico de hojas de Corynabutilon vitifolium.

28



6. RESULTADOS

6.1. Determinacion de fenoles totales en extractos metandlicos de Corynabutilon vitifolium

Para cuantificar, se elabor6 una solucion patron con el estandar de acido galico que,
posteriormente, permitio la fabricacion de una curva de calibracion a 5 concentraciones

diferentes: 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL (grafico 1), donde cada una fue realizada por triplicado.

CURVA DE CALIBRACION ACIDO
GALICO

0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

absorbancia

y =0,0132x - 0,0554

0,2 RZ=0,9989

0,1

0 10 20 30 40 50 60

Concentracion

Grafico 1. Curva de calibracién obtenida a través del método colorimétrico Folin-
Ciocalteu utilizando acido galico como estandar a concentraciones de 10, 20, 30, 40 y
50 pg/mL, donde cada punto obtuvo un porcentaje de coeficiente de variacidon

diferente. Se grafica absorbancia versus concentraciéon de acido gélico (ng/mL).

Las muestras del extracto metanolico de Corynabutilon vitifolium (5 mg/mL) también

fueron determinadas por triplicado. Los resultados se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Concentraciones expresadas en pg/mL, obtenidas a partir del extracto
metandlico de Corynabutilon vitifolium (5 mg/mL) realizado por triplicado mediante

el método colorimétrico Folin-Ciocalteu para la cuantificacién de fenoles totales.

Absorbancia Concentracion Promedio DE CvV
(ng/mL) (ng/mL) (€3] (%)
1 0,324 28,62
2 0,330 29,08
3 0,338 29,69 29,13 0,532 1,83

Finalmente, el promedio de las concentraciones (ug/mL) conseguido a través de los
triplicados se expresdé como miligramos (mg) equivalentes de acido galico por gramo (g) de

peso seco: 291,3 mg EAG/g + 0,532.

6.2. Determinacion de flavonoides totales en extractos metandlicos de Corynabutilon
vitifolium

Para cuantificar, se elaboré una solucion patron con el estdndar de quercetina que,
posteriormente, permitid la fabricacion de una curva de calibracion (grafico 2) a 5

concentraciones diferentes: 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL, donde cada una fue realizada por triplicado.
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Grafico 2. Curva de calibracion obtenida a través del método colorimétrico cloruro de
aluminio, utilizando quercetina como estandar a concentraciones de 2, 4, 6, 8 y
10 pg/mL, donde cada punto obtuvo un porcentaje de coeficiente de variacion

diferente. Se grafica absorbancia versus concentracién de quercetina (ug/mkL).

Las muestras del extracto metandlico de Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) también

fueron determinadas por triplicado. Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones expresadas en ug/mL, obtenidas a partir del extracto
metanolico de Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) realizados por triplicado mediante

el método colorimétrico cloruro de aluminio para la cuantificacion de flavonoides

totales.
Absorbancia Concentracion Promedio DE CV
(ng/mL) (ng/mL) @) (%)
1 0,224 6,39
2 0,233 6,75
3 0,246 7,26 6,80 0,437 6,43%
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Finalmente, el promedio de las concentraciones (ug/mL) conseguido a través de los
triplicados se expres6 como miligramos (mg) equivalentes de quercetina por gramo (g) de peso

seco: 68 mg EQ/g =+ 0,437.

6.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante a través del ensayo con el radical libre de
DPPH

Para evaluar la capacidad antioxidante se elabord una solucion patron con el estandar de
Trolox® que, posteriormente permitié la fabricacion de tres controles positivos a
concentraciones de 50, 200 y 500 pg/mL, donde cada una fue realizada por triplicado. Los
resultados se muestran en la tabla 5.

La absorbancia del blanco fue de 0,809.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion del radical libre de DPPH por los estandares de
Trolox® a diferentes concentraciones (50, 200 y 500 pg/mL).

Concentracion % inhibicion
(ng/mL)

50 7,54% + 0,866

250 44,42% +1,175

500 72,19%+1,136

Las muestras del extracto metandlico de Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) también

fueron evaluadas por triplicado. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Porcentajes de inhibicion del radical libre de DPPH, obtenidas a partir del

extracto metanodlico de Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) realizado por triplicado.

Absorbancia % de inhibicion Promedio DE Cv
(%) ) (%)
1 0,370 54,26%
2 0,377 53,40%
3 0,379 23,15% 53,60 0,582 1,09%

El porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH en los extractos metandlicos de hojas

de Corynabutilon vitifolium fue de 53,69 % + 0,582.

6.4 Fingerprints e identificacion de rutina en extracto metanolico de Corynabutilon

vitifolium a través de técnicas cromatograficas

6.4.1 Identificacion de rutina en extracto metanoélico de Corynabutilon vitifolium mediante

cromatografia en capa fina (CCF)

El ensayo de cromatografia en capa fina permitié visualizar los componentes existentes
en el extracto metandlico de hojas de Corynabutilon vitifolium, sembrando el extracto
metanolico, el pool de flavonoides y el estandar de rutina, en A, B y C, respectivamente (figura

6).
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Figura 6. Muestras: A (Muestra metanolica Corynabutilon vitifolium 100 mg/mL), B

(Pool de flavonoides: galangina (178 pg/mL), kamferol (333 pg/mL), crisina (215
pg/mL), quercetina (823 pg/mL) y rutina (301 pg/mL)) sembradas en placas de silica
gel leidas a diferentes longitudes de onda: placa 1: 254nm, placa 2: 302 nm y placa 3:
365 nm.

Para evaluar los componentes que posee el extracto metanodlico de hojas de
Corynabutilon vitifolium, se calculd y se comparo el factor de retencion (Rf) de cada muestra

sembrada (tabla 7) en la lamina de silica gel, utilizando la siguiente férmula:

Distancia recorrida por la muestra

Rf

Distancia recorrida por la fase movil
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Tabla 7. Resultados de los Rf calculados para las muestras A (Muestra metanolica de
hojas de Corynabutilon vitifolium 100 mg/mL), B (Pool se flavonoides) y C (rutina

360 pg/mL) sembradas en silica gel.

Muestras Rf
A 0,5761
B 0,5870
C 0,5870

Segiin los resultados obtenidos a partir de la cromatografia en capa fina (CCF) los

extractos de hojas de Corynabutilon vitifolium dan positivo para el flavonoide rutina.

6.4.2 Fingerprints e identificacion de rutina en extracto metanélico de Corynabutilon

vitifolium a través de RP-HPLC acoplado a detector UV-visible

El cromatograma del extracto metandlico (figura 7) dilucido los componentes presentes
en la muestra (10 mg/mL), facilitando la identificacion de flavonoides. Se utilizaron las
condiciones de elucion descritas en la metodologia. El tiempo de retencion del mayor pico fue

de 19,533 minutos.
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Figura 7. Cromatograma obtenido a partir del extracto metandlico de hojas de
Corynabutilon vitifolium 10 mg/mL diluido en agua HPLC. Volumen de inyeccion

20 pL. Canal de absorbancia 255 nm. Tiempo de corrida 37 minutos.

Para la identificacion se utiliz6 un estandar de rutina (36 ug/mL) analizado bajo las
mismas condiciones de elucion. En el cromatograma obtenido (Figura 8) se puede observar que
posee un tiempo de retencion (Tr=18,111 minuto) similar a la de la muestra. Las diferencias en

los tiempos se pueden deber a variabilidad en la presion, temperatura y solventes, entre otros.
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Figura 8. Cromatograma estandar de rutina (36 ug/mL) preparado con agua HPLC.
Volumen de inyeccion 20 pL. Canal de absorbancia: 255 nm. Tiempo de elucion 37

minutos.

Con el objetivo de identificar otros flavonoides presentes en la muestra metandlica se
eluy6 un pool de flavonoides) que contenia: rutina (30 ug/mL), quercetina (82 pg/mL), crisina
(22 pg/mL), kamferol (33 pg/mL) y galangina (18 pg/mL). Gracias a los resultados obtenidos
en el cromatograma (figura 9), fue posible concluir que la muestra metandlica de las hojas de
Corynabutilon vitifolium, no posee ninguno de los flavonoides anteriormente mencionados, a

excepcion de rutina.
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4891637

797

Figura 9. Cromatograma pool de flavonoides: rutina (30 pg/mL), quercetina
(82 pg/mL), crisina (22 pg/mL), kamferol (33 pg/mL) y galangina (18 pg/mL),
ordenados segun aparicién en cromatograma. Pool preparado en agua HPLC. Volumen

de inyeccion 20 pL. Canal de absorbancia: 255 nm. Tiempo de elucién 37 minutos.

6.4.3 Fingerprints e identificaciéon de rutina en extracto metandlico de Corynabutilon

vitifolium a través de RP-HPLC acoplado a detector con arreglo de diodos (DAD)

El cromatograma obtenido (figura 10) a partir del extracto metandlico de Corynabutilon
vitifolium fue eluido bajo las mismas condiciones anteriormente descritas, presentando un
tiempo de retencion para rutina de 19,533 minutos y un darea de 477410 (mAU x min).
Posteriormente, se hizo un barrido espectral del pico maximo (figura 11) presente en el

cromatograma, logrando conseguir las longitudes de onda méaxima.
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Figura 10. Cromatograma extracto metandlico Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL)
preparado con agua HPLC. Volumen de inyeccion 20 pL. Canal de absorbancia:

255 nm. Tiempo de eluciéon 37 minutos.
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Figura 11. Barrido espectral del pico maximo (flavonoide rutina): Muestra metanodlica
Corynabutilon vitifolium, longitud de onda maxima: 256 y 354 nm. Volumen de

inyeccion 20 pL.
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Para tener certeza de que realmente se identifico rutina, se realizd una coinyeccion con
dicho flavonoide (figura 12) a una concentracioén de 180 ug/mL preparado con agua HPLC. Se
obtuvo que el pico identificado en la muestra metandlica a los 15,473 minutos increment6 3.5
veces su area, confirmando la presencia del flavonoide rutina. Ademas, de igual forma se le
efectud un barrido espectral al pico de la coinyeccion (figura 13), permitiendo obtener las
longitudes onda maxima.

mAU
{255nm,4nm (1.00)

4360752

Figura 12. Cromatograma extracto metanolico Corynabutilon vitifolium coinyeccion
flavonoide rutina (180 pg/mL) preparado con agua HPLC. Volumen de inyeccion

20 pL. Canal de absorbancia: 255 nm. Tiempo de elucién 37 minutos.
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Figura 13. Barrido espectral del pico maximo (flavonoide rutina): Coinyeccion
estandar de rutina (180 pg/mL), longitud de onda méaxima : 255 y 354 nm. Volumen
de inyeccion 20 pL.

6.4.4 Cuantificacion de rutina en extracto metandlico de hojas de Corynabutilon vitifolium

a través de RP-HPLC acoplado a un detector con arreglo de diodos (DAD)

Para cuantificar, se elabor6 una solucidon patron con el estandar de rutina que,
posteriormente, permitid la fabricacion de una curva de calibracion (grafico 3) a 6

concentraciones diferentes: 10, 25, 50, 100, 150 y 250 pg/mL.
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Grafico 3. Curva de calibracion con estandar rutina, a concentraciones de: 10, 25, 50,

100, 150 y 250 pg/mL versus area de los picos (mAUX min).

A pesar de que los maximos descritos en literatura por Zu (46) y Lu (47) fueron de 257
y 260 nm , se cuantificd a 255 nm, longitud de onda a la que mas absorbi6 rutina en la muestra.
Una vez que los extractos metanolicos de Corynabutilon vitifolium fueran eluidos por triplicado
(Anexo N°I) se procedid a integrar el pico de rutina tal como se muestra en la figura 14,

obteniendo la concentracion de dicho flavonoide en la muestra.
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Figura 14. Cromatograma obtenido a través de la elucion triplicado (anexo) del
extracto metanolico de Corynabutilon vitifolium mediante el empleo de HPLC
acoplado a detector con arreglo de diodos (DAD). Volumen de inyeccion 20 pL. Canal

de absorbancia 255 nm. Tiempo de elucion 37 minutos.

Los resultados obtenidos a partir de los triplicados de extractos metanolicos de hojas de

Corynabutilon vitifolium se resumen en la tabla 8.

Tabla 8. Tiempo de retencidén, area, altura, concentracidon, promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion de los extractos metanolicos de hojas de

Corynabutilon vitifolium adquiridos por medio de HPLC-DAD.

Muestra Tr Area Altura  Concentracion Promedio DE Cv
(mAUx  (mAU) (ng/mL) (ug/mL) &) (%)
min)

1 19,544 1127164 144320 28,869
2 19,533 1120358 145583 28,709
3 19,558 1186630 153478 30,268 29,282 0,858 2,928
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Por lo tanto, la concentracion de rutina en el extracto metanolico de hojas de

Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) es de 29,282 + 0,858 pg/mL.
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7 . DISCUSION

Las especies vegetales ya no solo son utilizadas por la medicina popular, sino que
también por la industria farmacéutica para la fabricacion de fitofarmacos y obtencion de
modelos estructurales para sintesis y hemisintesis (48). Es por ello que se han originado
numerosos estudios que tratan de dilucidar la presencia de compuestos polifendlicos en diversas
especies vegetales que son empleadas como medicina en la mayoria de los pueblos originarios.
De este modo, en la presente investigacion se realizaron ensayos fitoquimicos sobre una especie
endémica utilizada por el pueblo mapuche para poder cuantificar el flavonoide rutina y ademas

conocer la capacidad antioxidante de la planta.

El proceso de extraccion es uno de los pasos mas importantes para obtener polifenoles,
el que depende en mayor medida del solvente empleado, temperatura y pH, condiciones que
van a facilitar el acceso a la matriz vegetal que se utilice (49). Generalmente se usan solventes
de alta polaridad como agua, metanol y etanol que presentan mayor efectividad en la
recuperacion de compuestos polifenolicos que aquellos mas apolares. Sin embargo, a pesar de
que el agua es mas polar que metanol y etanol, el estudio realizado por Paulino (50) demostro
que dicho vehiculo obtuvo los peores resultados para la extraccion de fenoles y flavonoides.
Por otro lado, metanol y etanol son disolventes que han registrado excelentes recuperaciones a
partir de diferentes especies vegetales, sin embargo, etanol es el medio preferido por las
industrias debido a su baja toxicidad (51). En la presente investigacion se empleé metanol,
medio que permitié obtener buenos resultados en términos de concentracion de polifenoles.
Con el objetivo de optimizar la extraccion en términos de tiempo y concentracion se puede
realizar una mezcla de metanol/acetona/agua (7:7:6) o metanol acidificado con acido
clorhidrico (HCI) (los radicales de los flavonoides permanecen neutros en este medio) (52), tal
como lo indican los estudios realizados por Krygier (53) y Arts (54), respectivamente. Cabe
destacar que al reducir el tiempo de extraccion se minimiza la probabilidad de oxidacion de los

compuestos (55).

Investigaciones realizadas durante afios han demostrado que el flavonoide rutina posee
una potente actividad bioldgica actuando como antiinflamatorio y hepatoprotector, permitiendo
el empleo de este flavonoide en enfermedades como artritis reumatoide (56) y afecciones

hepaticas (cirrosis e inflamacion) (57), respectivamente. Precisamente el pueblo mapuche
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utiliza Corynabutilon vitifolium para mitigar las afecciones anteriormente descritas. En el
presente estudio fue posible determinar la presencia del flavonoide rutina por lo que
posiblemente las acciones acufiadas por el pueblo mapuche sean gracias a los efectos
producidos por dicho flavonoide. Asimismo la medicina tradicional utiliza Corynabutilon
vitifolium para inducir abortos y tratar partos complicados, sin embargo estas propiedades no
se le atribuyen al flavonoide rutina, sino que mas bien son caracteristicas inherentes a algunos
alcaloides, tales como veratrina (alcaloide esteroidal), hiosciamina (alcaloide tropano) y
solanina (glucoalcaloide), presentes en Veratrum spp., Datura stramonium y Solanum spp.,
respectivamente (58). También existen otros compuestos capaces de ocasionar abortos
llamados furanocumarinas (59) (cumarina unida a un anillo furdnico), estos son metabolitos
secundarios presentes en al menos 15 familias, entre ellas destaca la Familia Rutaceae (60) a la
que pertenecen dos especies (Ruta chalepensis y Ruta graveolens) conocidas por sus potentes
propiedades abortivas (61,62). En contraste, Malvaceae no figura dentro de las familias que
poseen furanocumarinas (60). Por otro lado, en este estudio no se determind la presencia de
alcaloides y furanocumarinas, en consecuencia no es posible asegurar o descartar la presencia
de estos metabolitos. Ademas, no fue posible evaluar la actividad abortiva de Corynabutilon
vitifolium , por lo tanto no se puede relacionar el uso ginecoldgico que el pueblo mapuche le

da a la especie con los compuestos determinados en esta investigacion.

Para dolencias estomacales también se ingieren infusos de Corynabutilon vitifolium,
uso que puede estar dado por la presencia del flavonoide rutina, ya que el estudio realizado por
De la casa (63) en ratas demuestra que dicho compuesto en sus dosis maximas (120 mg/kg)
posee un efecto protector en casos de ulcera péptica. Otro aspecto a analizar del uso que se le
da como antigastralgico es que Corynabutilon vitifolium pertenece las Malvaceae, familia que
se caracteriza por poseer especies con gran cantidad de mucilago, tales como Althaea officinalis
(64), Malva sylvestris (65) y Sterculia urens (66). Este compuesto actia como emoliente y se
ha demostrado que reduce el numero y didmetro de las tlceras en ratas, ademas el mucilago es
ocupado por la industria farmacéutica como gelificante (67). A pesar de que en el presente
estudio no se realizaron ensayos relacionados a determinar el mucilago, investigaciones
anteriores describen que esta especie posee gran cantidad de este compuesto en sus hojas (68),
permitiendo de esta forma una eventual relacion entre el uso doméstico y los componentes

presentes.
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En base a los resultados obtenidos no es posible confirmar que Corynabutilon vitifolium
posea la mayor concentracion de compuestos polifendlicos en época estival (periodo del afio en
que fue recolectada), ya que para poder estimar esto se deberian recolectar muestras en
diferentes épocas del afio y compararlas mediante estudios fitoquimicos. Sin embargo un
estudio realizado por Pacifico en el afio 2016 (69), sefialdo que las mayores concentraciones de
polifenoles en Ruta graveolens se dan durante la primavera. Seria interesante que estudios
posteriores puedan determinar el periodo de mayor concentracion de polifenoles para
Corynabutilon vitifolium y, de esta forma, establecer una posible relacion con lo que sucede en

otras especies.

A la especie vegetal Peumus boldus mas conocida como boldo se le atribuyen
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias debido a la presencia de polifenoles en sus hojas
(70). La investigacion realizada por Muiioz (71) en infusos de boldo demostré poseer mayor
concentracion de fenoles totales que otras hierbas de uso comin como manzanilla, limén y
hierbabuena. Otro estudio realizado por Soto (72) en extractos acuosos de las hojas secas y
pulverizadas de boldo (20 mg/mL) indicdé que poseen aproximadamente 23,0 mg EAG/g de
peso seco, mientras que en el extracto metandlico de hojas secas y pulverizadas de
Corynabutilon vitifolium (5 mg/mL) fue de 291,3 mg EAG/g de peso seco. A pesar de que el
infuso de boldo posee una concentracion mayor al extracto metanolico de huella, esta ultima
especie posee mayor cantidad de fenoles lo que se puede deber a la extraccion, ya que se ha

demostrado que la recuperacion de fenoles es mayor en metanol que en agua (51).

La concentracion de flavonoides totales en los extractos metanolicos de Corynabutilon
vitifolium (10 mg/mL) fueron comparados con los flavonoides totales conseguidos en extractos
metanodlicos de Ruta chalepensis (130 mg/mL) investigado por Kacem (73), ya que para ambos
estudios se utilizaron condiciones similares de extraccion. Para la primera especie mencionada
se obtuvo una concentracion promedio de 68 + 0,437 mg EQ/g de peso seco y para la segunda
se document6 una concentracion de 8,23 + 0,1 mg EC/g de peso seco. De esta manera se
demuestra que los flavonoides contenidos en las hojas de Corynabutilon vitifolium superan en
mas de 100 veces a los presentes en Ruta chalepensis. En la misma investigacion hecha por
Kacem se dilucid6 que el mejor rendimiento para la extraccion de flavonoides totales se obtuvo
con etanol, indicando que se puede mejorar la recuperacion de flavonoides en Corynabutilon

vitifolium.
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La capacidad antioxidante de los extractos metanolicos de Corynabutilon vitifolium
(10 mg/mL) fue comparada con los extractos acuosos de Camellia sinensis (50 mg/mL), especie
investigada por Yen (74) en el afio 1995. El porcentaje de inhibicion para la primera especie
mencionada fue de 53,6%, mientras que para la segunda fue de 59,4% vy, a pesar de que la
concentracion en el caso de Camellia sinensis es considerablemente mayor, los porcentajes de
inhibicion de ambas especies fueron similares. Tal como se menciono anteriormente, el solvente
utilizado para Corynabutilon vitifolium fue metanol y para Camellia sinensis agua, la diferencia
en los vehiculos utilizados afecta directamente al rendimiento en la extraccion de compuestos
antioxidantes (50). Ademas, se consiguen tener capacidades antioxidantes semejantes a pesar
de que el extracto metanolico de Corynabutilon vitifolium presenta menor concentracion que
el extracto acuoso de Camellia sinensis. Este comportamiento puede ser explicado por que el
metanol extrae una mayor cantidad de compuestos polifendlicos que el agua (75), y de esta
forma al obtener mayores cantidades de estas sustancias antioxidantes, se consiguen porcentajes

de inhibicion mas altos en el ensayo de DPPH.

Para obtener los cromatogramas de Corynabutilon vitifolium se utiliz6 RP-HPLC, técnica
que se caracteriza por ser confiable, barata y simple (76). En esta investigacion los fingerprints
mostraron que los picos presentes fueron simétricos y bien separados, siendo el pico mas
intenso identificado como rutina que tuvo su maximo de absorbancia a los 255 nm en contraste
con los ensayos realizados por Zu et al. (46) y Lu et al. (47), registrando mayor intensidad de
pico a 257 y 260 nm, respectivamente. La variabilidad en las longitudes de onda de los estudios
mencionados anteriormente se puede deber a las diferentes columnas, fases méviles, volumenes

de inyeccion y equipos cromatograficos empleados para la elucion de extractos.

Al no existir estudios previos de cuantificacion de rutina en la especie Corynabutilon
vitifolium, se compard con las investigaciones hechas por Ueng (77) en Ruta graveolens,
especie conocida por su alto contenido de rutina. El extracto acuoso de Ruta graveolens
(10 mg/mL) presenta un promedio de 237,0 = 0,3 pg/mL de rutina, en cambio el extracto
metanodlico Corynabutilon vitifolium (10 mg/mL) posee un promedio de 29,282 + 0,858 ug/mL
de rutina, concentracion ocho veces menor que la de Ruta graveolens. A pesar de que en el
presente estudio la extraccion de rutina se hizo con metanol, solvente que ha demostrado mejor
recuperacion de rutina que el agua, las concentraciones fueron notablemente inferiores. No
obstante, si se quiere mejorar la extraccion de rutina se puede utilizar etanol, solvente que se

prefiere por sobre el metanol, ya que es mas rentable y no es toxico. Ademas si se emplea una
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mezcla hidroalcoholica (50-50%) la recuperacion de rutina aumenta. Aun asi, si se prefiere
seguir trabajando con metanol la optimizacion de extraccion de rutina se puede realizar
mediante el uso de un bafio de ultrasonido que disminuye considerablemente el tiempo de

extraccion (78).

Los estudios In vivo e in vitro realizados por Shen (79) en ratones, demostraron que la
dosis efectiva de rutina para producir la accidon antiinflamatoria fue de 6 mg/kg, esto se condice
con lo que existe en el comercio, ya que hay comprimidos de 500 mg de dicho flavonoide que
se toman una vez por dia (80). Por lo tanto, para lograr el efecto antiinflamatorio de un
comprimido de 500 mg se necesitarian 170,8 gramos de hojas secas y pulverizadas de
Corynabutilon vitifolium y para completar el tratamiento de un mes se requeririan 5,124 kg de
hojas secas y pulverizadas. Sin embargo se debe tener en cuenta que el pueblo mapuche
consume esta especie mayoritariamente como infuso y no como extracto metanolico, por lo que
presumiblemente se necesitarian mayores cantidades de hojas secas y pulverizadas de

Corynabutilon vitifolium para producir un efecto antiinflamatorio similar.

Este tipo de estudios sirven para caracterizar y conocer las especies vegetales que son
consumidas por pueblos originarios y de esta forma, aportan a validar el uso de especies
endémicas en la medicina tradicional. Adicionalmente, los resultados de esta investigacion
contribuyen a complementar la informacion existente de Corynabutilon vitifolium y constituyen

la base para posteriores estudios en especies endémicas de nuestro pais.
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8. CONCLUSIONES

Las acciones terapéuticas acuiiadas por el pueblo mapuche a la especie Corynabutilon
vitifolium, no se pueden relacionar con las propiedades del flavonoide rutina, pues para
llegar a producir el efecto deseado se necesitarian grandes cantidades de hojas secas y
pulverizadas de la especie. Asimismo no se determiné la presencia de compuestos
relacionados a la actividad abortiva como lo son los alcaloides y furanocumarinas.
Este estudio ayudd a complementar la informacion existente aportada por Reyes & Vega
en 1984 y por Mplgaard et al. en 2011, ya que se evalu6 la actividad antioxidante, se
determinaron flavonoides y fenoles totales y se cuantificé el flavonoide rutina,
propiedades que hasta el dia de hoy eran desconocidas en la especie Corynabutilon
vitifolium.

Este tipo de investigaciones no sélo sirven para caracterizar las especies vegetales que
son consumidas por pueblos originarios, sino que también contribuyen a dar los
conocimientos necesarios para que la medicina mapuche se pueda validar vy,
eventualmente, ser una opcion legitima y confiable ante el proceso de salud-

enfermedad.
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Anexo N°1

Cromatogramas obtenidos a través de la elucion por triplicado del extracto metanolico

de Corynabutilon vitifolium mediante el empleo de HPLC acoplado a detector con arreglo de

diodos (DAD). Volumen de inyeccion 20 pL. Canal de absorbancia 255 nm. Tiempo de

elucion 37 minutos.

mAau

150

o0

80

70

>55nm,.anm (1.00)

1127164

1120358,

|
|
| {
I\ |

\ I

AT ‘ N I
A A A L) L WA f\
e S (VN N Wi e AN e R e
S~ N e

60



	PORTADA
	Agradecimientos

	ÍNDICE
	Índice de Figuras
	Índice de Tablas
	Índice de Gráficos
	Glosario de Abreviaturas

	1. RESUMEN
	1.1 Summary

	2. INTRODUCCIÓN
	2.1 Familia Malvaceae
	2.2 Características generales de los flavonoides
	2.3 Características estructurales y fisicoquímicas de rutina
	2.4 Relevancia etnofarmacológica de rutina

	3. HIPÓTESIS
	4. OBJETIVOS
	4.1 Objetivo general
	4.2 Objetivos específicos

	5. MATERIALES Y MÉTODOS
	5.1 Materiales
	5.2 Metodología

	6. RESULTADOS
	6.1. Determinación de fenoles totales en extractos metanólicos de Corynabutilon vitifolium
	6.2. Determinación de flavonoides totales en extractos metanólicos de Corynabutilon vitifolium
	6.3. Evaluación de la capacidad antioxidante a través del ensayo con el radical libre de DPPH
	6.4 Fingerprints e identificación de rutina en extracto metanólico de Corynabutilon vitifolium a través de técnicas cromatográficas

	7 . DISCUSIÓN
	8. CONCLUSIONES
	9. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	10. ANEXOS
	Anexo Nº1: Cromatogramas obtenidos a través de la elución por triplicado del extracto metanólico de Corynabutilon vitifolium mediante el empleo de HPLC acoplado a detector con arreglo de diodos (DAD). Volumen de inyección 20 μL. Canal de absorbancia 255 nm. Tiempo de elución 37 minutos




