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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar compuestos fendlicos en extractos de
partes aéreas de Heterotheca inuloides Cass en dos estadios de desarrollo y su
actividad biologica in vitro (capacidad captadora de radicales libres y capacidad
inhibitoria de la enzima convertidora de la angiotensina). Se recolectaron diversas
plantas de H. inuloides Cass, en dos estadios de desarrollo (de 25 cm y en floracién),
en la Laguna de Atexca, en el municipio de Zacatlan, Puebla, México. Se
fraccionaron en sus diferentes partes y se obtuvieron extractos en etanol al 40% y en
agua a 25 °C y a 92 °C, crudos e hidrolizados. De los extractos se analizaron sus
espectros de absorcién, se cuantificaron fenoles y flavonoides totales, y como parte
de la actividad biologica in vitro, se determind la capacidad captora de radicales
libres (CCRL) y el porcentaje de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
(%IECA); por ultimo, se cuantificaron flavonoides por HPLC. La hoja y el pétalo de la
planta en floracion, fueron las partes con mayor contenido de fenoles y flavonoides
totales, relacionandose directamente, con su mayor CCRL y %IECA, en ambos
casos el agua a 92°C y el etanol al 40%, fueron los disolventes con mayor eficiencia
de extraccion. La hidrdlisis acida de extractos ricos en compuestos fendlicos, tuvo un
efecto favorable en la capacidad captora de radicales libres, por el incremento de la
reactividad de las agliconas resultantes y un efecto negativo en la actividad inhibitoria
de la enzima convertidora de angiotensina, por la posible degradacion de
compuestos fenolicos. En la determinacién de flavonoides por HPLC se detectaron y
cuantificaron concentraciones significativas de miricetina, daidzeina, quercetina y
kaempferol, con un tiempo de hidrélisis de 20 min, para estos flavonoides existen
reportes de actividad biologica, mediante diversos mecanismos de accion. H.
inuliodes, al tener altas concentraciones de compuestos fenolicos, CCRL y actividad
IECA, es una planta con potencial para su uso ante enferemedades cronicas
degenerativas como la hipertension y problemas cardiovasculares.
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l. INTRODUCCION

En la actualidad la prevalencia de enfermedades crénicas degenerativas (ECD),
como diabetes mellitus, aterosclerosis e hipertension arterial, afecta a una porcion
importante de la poblacién; debido a los cambios de estilo de vida. Entre los factores
gue propician las ECD, se encuentra la predisposicién genética y el estrés oxidativo,
como resultado de malos habitos alimenticios, exposicion a la radiacion ultravioleta y
contaminacion ambiental. En el caso de la hipertension arterial (HTA), segun la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2016), afecta a 17.3 millones de
mexicanos adultos entre 20 y 85 afos. Personas con diabetes mellitus e HTA,
necesitan de un tratamiento de por vida, para controlar los efectos; estos
tratamientos representan un alto costo para el paciente y para el sector salud, ya
gue, los tratamientos pueden causar hipersensibilidad o efectos adversos, que
originan el cambio constante, a nuevos tratamientos. La investigacién de plantas con
propiedades medicinales, ha permitido el aislamiento de compuestos activos,
empleados como base para el desarrollo de agentes terapéuticos, convirtiéndolos en
alternativas farmacoldgicas, que podrian contribuir a reducir el impacto de las ECD,
asi, la investigacion de plantas con actividad biologica, ha adquirido importancia, con
el fin de encontrar alternativas para complementar los tratamientos farmacoldgicos,
destacando aquellas con altas concentraciones de compuestos fendlicos.
Heterotheca inuloides Cass, mejor conocida como arnica, es una planta ampliamente
utilizada en la medicina tradicional mexicana, con un alto contenido de compuestos
activos con actividad antioxidante, por lo que su estudio, representa una alternativa
frente a ECD, asociadas al estrés oxidativo. En el presente trabajo, se caracterizaron
las partes aéreas de Heterotheca inuloides Cass, en dos estadios de desarrollo,
colectadas en el municipio de Zacatlan, Puebla, con la finalidad de establecer, si los
extractos ricos en compuestos fendlicos, pueden ser una alternativa para
complementar el tratamiento de padecimientos relacionados con el estrés oxidativo,

como la hipertensién arterial.
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.  ANTECEDENTES

2.1Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio de origen externo e interno, de
situaciones que incrementan la concentracion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), provocando la disminucion de mecanismos para eliminarlas. El incremento de
ERO, afecta las membranas celulares, proteinas estructurales y funcionales,
aumenta la peroxidacion de los lipidos y ocasiona dafios en el ADN celular,
provocando mutaciones y transformaciones carcinogénicas; ademas, el estrés
oxidativo provoca un aumento de la concentracion de mediadores pro-inflamatorios
(Lawal, 2017).

En los campos de la biologia y medicina, los radicales libres son generalmente
conocidos como ERO, sin embargo, no todas las ERO son radicales libres (RL), los
RL son moléculas o fragmentos de moléculas que contienen uno 0 mas electrones
desapareados, lo cual, los hace altamente reactivos, provocando reacciones en
cadena que destruyen los lipidos de la membrana, desnaturalizan proteinas y dafian
el ADN, hasta provocar la muerte celular (Munné-Bosch y Pinto-Marijuan, 2017;
Poprac et al., 2017).

Los RL pueden ser producidos por factores enddgenos o exdgenos, y sus efectos
pueden ser contrarrestados por sustancias conocidas como antioxidantes, entre los
cuales se encuentra, la vitamina E, vitamina C, carotenoides y flavonoides, estos
altimos, tienen la capacidad de donar hidrégenos segun su numero y posicion de
grupos hidroxilos, asi como, de la presencia de electrones donadores en el anillo
estructural, ya que, el grupo aromatico puede soportar el desapareamiento de
electrones, y por lo tanto, las ERO y los RL vuelven a ser estables. Cuando los
niveles de ERO y por ende de RL, exceden a los mecanismos para eliminarlos, se

produce estrés oxidativo (Kuskoski et al., 2009; Poprac et al., 2017).
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Dentro de los principales factores ambientales que propician el estrés oxidativo y en
consecuencia ERO, se encuentran los habitos alimenticios, la contaminacién del aire,
las radiaciones ionizantes y no ionizantes, la exposicion a radiacion ultravioleta,
humo de cigarro, pesticidas, sustancias presentes en pinturas como lacas y

productos de limpieza y aromatizantes para casa y oficinas (Leiner et al., 2008).

Todas las enfermedades degenerativas, estan relacionadas con el incremento del
estrés oxidativo, este tipo de estrés facilita la expresion de los genes responsables
del desarrollo de dichas enfermedades; diversos estudios han vinculado los efectos
cardiovasculares y ateroscleroticos a la contaminacion del aire, que a su vez,

aumenta el estrés oxidativo (Lawal, 2017).

2.2 Enfermedades cronicas degenerativas

Las enfermedades cronicas degenerativas (ECD), son aquellas que provocan una
serie de alteraciones fisiopatoldgicas, que se reflejan en una produccidon excesiva,
disminuida y/o modificacion estructural y funcional, de varias biomoléculas, tejidos y
organos. Dentro de las ECD mas reconocidas se encuentran: obesidad, cancer,
osteoartritis, asma, enfermedades reumaticas (artritis reumatoide), esclerosis
multiple, Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus e hipertension arterial (Leiner et al.,
2008; Pinedo et al., 2017).

En México y en otros paises las ECD, se han convertido en un problema serio de
salud publica, ya que, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en 2005 las ECD fueron la causa del 60% de las muertes alrededor del mundo,
ademas, el Sistema Nacional de Informacién en Salud (SINAIS), reporté que el 45%
de las muertes en México, en el mismo afio, fueron causadas por las ECD; se sabe
gue el padecimiento de estas, se asocia a una predisposicion genética, factores
ambientales y adquiridos como hébitos alimenticios, estilo de vida y estrés, que
presenta cada persona (Leiner et al., 2008; Gonzalez et al., 2014; Gonzalez et al.,
2015). Es importante mencionar, que la mayoria de las personas que padecen estas
enfermedades, siguen tratamientos terapéuticos que les ayudan a controlar los
sintomas ocasionados, como es el caso de la diabetes y las enfermedades

cardiovasculares como la hipertension, pero no son curables (Leiner et al., 2008).
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2.3 Hipertension arterial como enfermedad crdnica degenerativa
La tension arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de los vasos
sanguineos (arterias), al ser bombeada por el corazon. Cuando los vasos
sanguineos tienen una tension persistentemente alta, se genera un trastorno
denominado hipertension, generando un dafio en los vasos sanguineos. Los
principales factores para desarrollar hipertension arterial (HTA), son la predisposicion
genética, la edad, la obesidad, alcoholismo, tabaquismo, alimentacién no balanceada
y estrés. Se han sugerido varios mecanismos, para el mantenimiento de la presion
sanguinea en el cuerpo humano; uno de los sistemas mas conocidos es el sistema

renina-angiotensina-aldosterona (SRA) (Vargas-Leon et al., 2016).

El SRA tiene un papel critico en la homeostasis de la presion arterial, el balance
hidroelectrolitico y el desarrollo renal. Un componente fundamental del SRA, es la
enzima convertidora de la angiotensina o ECA, la cual, influye significativamente en
la absorcidén de sodio y agua, estimula la sed y la secrecion de hormona antidiurética,
ademas de provocar indirectamente el aumento de la presion arterial y la constriccion
en los vasos sanguineos. Esto se logra mediante la conversion de la angiotensina | a
la angiotensina Il, que tiene la capacidad de contraer los vasos sanguineos, ademas
de ello, induce la retencién de sodio y el incremento del estrés oxidativo. Las ERO
inducidas por estos factores, inician una reaccion auto catalitica, responsable de la
produccion sostenida de vasoconstrictores, con lo que se perpetda la hipertension
Existen compuestos inhibidores de la ECA que bloquean la enzima de conversiéon de
la angiotensina, lo que da lugar a vasos sanguineos ensanchados y relajados,
facilitando el flujo de la sangre a través de los vasos sanguineos y reduciendo la

presion arterial (Feldsten y Romero, 2007; Vargas-Leodn et al., 2016).

Es muy importante la participacion de la angiotensina Il en la hipertension arterial,
por lo cual, se ha intentado suprimir o atenuar su influencia a través de
medicamentos que interfieran con su formacidén o con la trasmision de sus sefiales
por medio de inhibidores de la ECA (IECA) (De la Serna, 2010).
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2.3.1 Prevalencia de la hipertension arterial

La HTA, es una de las ECD de mayor prevalencia en México. Alrededor del 34.4% de
la poblacion de 20 a 69 afios la padece y cerca del 40 % de los individuos afectados,
desconoce tener esta enfermedad, lo que significa que en nuestro pais existen mas
de 14 millones de personas con este padecimiento, de las cuales mas de 6 millones,
no han sido diagnosticadas. La HTA es un factor de riesgo importante para sufrir
accidentes cerebrovasculares e insuficiencia cardiaca y renal, las cuales se
encuentran entre las primeras causas de muerte (Gonzalez et al., 2014; Campos-
Nonato et al., 2018).

Estudios epidemioldgicos, sugieren una prevalencia del 50 al 65% de HTA, en
personas mayores de 60 afos, la edad es un factor que incrementa la tension
arterial, sin embargo, la prevalencia en personas con sobrepeso y obesidad es de
64.2 y 126.5%, respectivamente, siendo los habitos alimenticios y el estilo de vida los
factores que propician el desarrollo de la HTA, aun en edades tempranas. Cerca del
80% de individuos afectados y diagnosticados con HTA tienen un tratamiento
farmacoldgico, sin embargo, soOlo el 45.6% de ellos tiene la tension arterial
controlada, lo que infiere un inadecuado control de tension arterial. La consecuencia,
mas de 185 mil muertes anuales y mas del 70% causadas por ataques cardiacos y

cerebrales (Secretaria de Salud, 2015; Campos-Nonato et al., 2018).

2.3.2 Tratamiento farmacoldgico de la hipertension arterial
En algunos casos, la HTA tiene remedio y en su mayoria solo control, con esto, se
puede salvar vidas y reducir significativamente las limitaciones funcionales, y la
discapacidad en las personas que la padecen. El tratamiento farmacolégico ha
demostrado que reduce la mortalidad y la morbilidad cardiovascular, disminuyendo

las complicaciones asociadas (Vargas-Leodn et al., 2016).

Los principales medicamentos utilizados en México, se agrupan por su mecanismo

de accién en cuatro grupos.

e Diuréticos, cuyo efecto antihipertensivo se debe al aumento en la excrecion de

agua y sodio, que disminuye la respuesta vasoconstrictora.
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e Betabloqueadores, disminuyen la presion arterial al disminuir la frecuencia
cardiaca y la fuerza de contraccién miocardica.

e Antagonistas de calcio, evitan parcialmente la entrada de Ca?* a las células,
ocasionando la disminucién del tono contractil, de la resistencia vascular y las
cifras de presion arterial.

¢ Inhibidores de la ECA, bloquean la enzima dipeptidilcarboxipeptidasa evitando
la transformacién de angiotensina | en angiotensina I, que es la sustancia

vasoconstrictora mas potente del organismo.

Se ha considerado adecuado el uso de combinaciones de algunos de estos
farmacos, que permitan un mejor control de la HTA, con dosis mas bajas y menos
efectos secundarios (Reverte et al., 1998). Por otra parte, los inhibidores de la ECA
son los farmacos més efectivos en el control de HTA, por lo cual, es importante

abordar mas sobre su mecanismo de accion.

2.3.2.1 Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
Se ha demostrado que los IECA, producen dos efectos principales, por un lado,
impiden la formacion de la angiotensina Il y por ende, los efectos hormonales que
produce la misma, como vasoconstriccion, estimulacion de secrecion de aldosterona
y retencion de sodio y agua; ademas de ello, evitan la lisis de la bradiquinina (BK),
que realiza la ECA (también llamada quininasa 1), ya que la BK, produce

vasodilatacion arterial y venosa (Espinoza y Castillo, 1992; Hernandez et al., 2011).

Para explicar la accion favorable de los IECA, han establecido que durante el
mecanismo de inhibicibn aumenta la vasodilatacion, por medio de la bradiquinina
(BK), que a su vez, activa la produccién de éxido nitrico (NO) y de la prostaciclina. Al
incrementar los niveles de BK, aumenta la sintesis de varias prostaglandinas (las
cuales también actian como vasodilatadoras). Por lo tanto, los IECA tienen una
accion combinada, disminuyendo la generacion de angiotensina Il e incrementando
los niveles de BK y varias prostaglandinas (Espinoza y Castillo, 1992; De la Serna,
2010).
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Los IECA mas utilizados son el Captopril y el Enalapril, sin embargo, efectos
adversos como tos seca, angioedema, hiperkalemia, eritema, disgeusia, leucopenia
han sido asociados a su uso (Hernandez et al., 2011). Por lo anterior, resulta
importante la busqueda de nuevos agentes con propiedades antihipertensivas, donde
las plantas son una fuente rica en compuestos con actividad biolégica (Guerrero et
al., 2012).

2.4 Plantas medicinales ante enfermedades crdnicas degenerativas

El retorno progresivo al uso de los productos de origen natural en el tratamiento de
diversos padecimientos, ha sido estimulado por la demanda de un sector poblacional,
gue se suma a otros factores como: el descubrimiento de efectos adversos de
farmacos sintéticos, el mejor conocimiento quimico de compuestos activos de origen
vegetal y sus derivados con gran diversidad quimica, la disponibilidad creciente de
técnicas de aislamiento e identificacion, la introduccion de ensayos farmacolégicos
gue permiten detectar moléculas potencialmente promisorias como la diversidad de
pruebas in vitro e in vivo, el desarrollo de nuevos métodos analiticos de control de
calidad y de nuevas formas de preparacion y administracion, asi como el
reconocimiento por parte de la OMS de la medicina tradicional, como un gran bloque
de conocimiento para la atencion primaria en salud (Vargas-Leon et al., 2016).

Desde tiempos remotos, los humanos han usado plantas para el tratamiento de
distintas enfermedades, entre ellas las ECD como diabetes mellitus e HTA, entre
otras, y en la actualidad, se ha observado una estrecha relacion entre su capacidad

antioxidante y sus multiples efectos benéficos a la salud.

En la actualidad, entre las plantas propuestas como complemento para el tratamiento
de diversas ECD, se encuentran aquellas que tienen un efecto significativo en la
reduccion de azlcar en sangre y han sido evaluadas en modelos in vivo, entre estas
se encuentran, Atriplex halimus, cuya administracion de 3 g de hojas secas reducen
significativamente los niveles de azucar en sangre en modelos de animales
diabeticos (Bever y Zahnd, 1979); Camellia sinensis, conocida como té verde, rica en
catequina, epicatequina, epigalocatequina y galocatequina, le han atribuido

propiedad antidiabética (Bogdanski et al., 2012); Ginkgo biloba, conocida como arbol
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de los cuarenta escudos, tiene efecto sobre las complicaciones de la diabetes,
aumenta la circulacidbn sanguinea y ayuda en la curacion de heridas diabéticas
(Mansour et al., 2011), Momordica charantia L., conocida como melén amargo, cuyo
fruto, extracto seco y jugo, son efectivos, ya que contiene un polipéptido similar en
estructura a la insulina y reduce los niveles de azucar en sangre (Welihinda et al.,
1982). Es importante mencionar, que los metabolitos mas comunes que tienen
“actividad antidiabética” son los flavonoides como quercetina y algunos alcaloides
(Bahmani et al., 2014). Estos son solo algunos ejemplos de los efectos reportados a
la fecha, sin embargo, existe una gran diversidad de estudios, que estan
demostrando la efectividad de diversas plantas, incrementando asi el campo de
estudio. A pesar de la incertidumbre sobre la seguridad, eficiencia y costo-efectividad
de tratamientos complementarios y alternativos de ECD, el uso de estas plantas
podria propocionar beneficios econdmicos y de salud para los pacientes (Rawat et
al., 2016).

2.4.1 Plantas medicinales ante hipertension arterial
Diversas plantas, han sido reportadas con propiedades antihipertensivas, con
diversos mecanismos de accién, por ejemplo, la administracién de extracto de hojas
de Ginkgo biloba, reduce la presion sistdlica y la actividad de la ECA via efecto
antioxidante en ratas Wistar hipertensas, dicho efecto se atribuye a la presencia de
flavonoides como kaempferol y quercetina glucoramnésidos (Mansour et al., 2011;
Bahmani et al., 2014; Gonzalez et al., 2015). Allium sativum (ajo), ha demostrado
efecto antihipertensivo en estudios en humanos (Karou et al., 2011); Camelia
sinensis, por su propiedad antioxidante provoca un decremento significativo en la
presion sistolica y diastélica en personas obesas e hipertensas (379 mg de extracto
acuoso) (Bogdanski et al., 2012); los extractos hidroalcohdlicos de hojas y flores de
Crataegus curvisepala (espino blanco), han demostrado in vivo efectos
vasodilatadores (Wang et al., 2013); Crocus sativus (azafran), provoco el decremento
de la presion sistolica al suministrar tabletas de esta planta de 400 mg a un grupo de
30 voluntarios de 20 a 50 afios (Mohammad-Hadi et al., 2008); el extracto acuoso de
Eucommia ulmoides (arbol de corteza de caucho), fue administrado por un periodo

de 2 semanas a 30 personas saludables y ocasiond una reduccion significativa de la
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presion sanguinea (Greenway et al.,, 2011); el extracto de Panax quinquefolius
(ginseng), redujo significativamente la presion sistdlica en un 11.7%, después de 12
semanas con una dosis diaria de 3 g (Mucalo et al., 2013); por su parte Hibiscus
sabdariffa (flor de jamaica), ha demostrado actividad antihipertensiva en diversos
estudios in vitro e in vivo, sugerido como mecanismos de accion, la inhibicion de la
enzima convertidora de la angiotensina, la relajacion directa del musculo liso
vascular, disminucion del nivel de acetilcolinesterasa y Na* en el suero, y disminucion

del perfil elevado de lipidos en sangre (McKay et al., 2009; Vargas-Leo6n et al., 2018).

2.5Heterotheca inuloides Cass

Heterotheca inuloides Cass, de la familia Asteraceae, conocida como arnica
mexicana, acahual, arnica de peluche, entre otros; es una planta herbacea y
perenne, que se desarrolla favorablemente en un clima templado y humedo. Es
utilizada con fines terapéuticos por comunidades indigenas, rurales y urbanas de
México, ya que, le atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antimicrobianas (Castillo-Juéarez et al., 2009; Rosas-Pifion et al., 2012; Rosas, 2012;
Rodriguez-Chavez et al., 2017).

2.5.1 Morfologiay estadio de desarrollo

H. inuloides, mide entre 25-70 cm de alto y en ocasiones llega a medir hasta 1 m.
Segun su estadio de desarrollo, entre los primeros 3 y 5 meses mide alrededor de 25
a 35 cm, y en su estado de floraciéon mide entre 70 y 100 cm de alto. Cuando se
encuentra en el estadio de 25 a 35 cm, la planta solo esta conformada por hojas y un
tallo tierno (Fig. 1-A), mientras que, en su estadio de floracién, cuenta con un tallo
erecto y lefloso, poco ramificado y con vellosidades cortas (Fig. 1-B), sus hojas
tienen forma de limbo ovado, ensanchadas en la base y miden de 3 a 10 cm de largo
y de 1 a 3.5 cm de ancho. En cuanto a su inflorescescencia, las flores estan
agrupadas en una cabezuela (150 flores), estas miden de 8-15 mm de largo (Fig.1-C)
(Maldonado, 2004; Maldonado-Lépez et al., 2008; Rosas, 2012).
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Figura 1. Heterotheca inuloides Cass (A-planta en estadio de 25 a 35 cm, B-planta en
floraciéon, C-flor) (Propia).

2.5.2 Distribucion y habitat
El género Heterotheca, se distribuye ampliamente desde Canada hasta el centro de
México. Este género incluye plantas anuales, bienales y perennes; las principales
especies endémicas de México son H. leptoglosa y H. inuloides Cass, las cuales
estan distribuidas en la region central de México, principalmente en estados como

Veracruz, Tlaxcala y Puebla (Nesom, 1990; Sagrero-Nieves, 1996).

H. inuloides Cass crece como hierba silvestre, principalmente, en las regiones mas
frias y templadas de México, a altitudes entre 2000 y 3000 m sobre el nivel del mar,
en bosques templados constituidos de abetos, pinos, enebros, robles y encinos, en
un periodo de mayo a diciembre. También se encuentra entre vegetacion secundaria,
asi como, malezas y campos de pastos abandonados (Rodriguez-Chavez et al.,
2017).

2.5.3 Composicion de H. inuloides
H. inuloides es fuente de una gran variedad de compuestos quimicos, aislados del
aceite esencial y extractos organicos de tallo, hoja y flor. Entre las técnicas mas
utilizadas para su aislamiento, se encuentra el ultrasonido, la cromatografia en capa
fina, cromatografia de gases, cromatografia de gases acoplada a masas y HPLC
(Segrero-Nieves, 1996; Maldonado, 2004; Stipanovic et al., 2006; Mijangos et al.,
2011).
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El andlisis de partes aéreas de H. inuloides en distintos estudios, reporta la presencia
de compuestos como el 7-hidroxicadaleno (1), cadaleno (2), 4-metoxi-isocadaleno
(3), 4-hidroxiisocadaleno (4), 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (5), 1a-hidroxi-1(4H)-
isocadaleno-4-1 (6), 2,3-epoxi-7-hidroxi-B-calacoreno (7), dicadalenol (8), 2,7-
dihidroxi-B-calacoreno (9, inuloidina) y 3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadaleno-4-1 (10) (Fig.
2) (Sagrero-Nieves, 1996; Maldonado-Lopez et al., 2008; Rodriguez-Chavez et al.,
2015; Rodriguez-Chavez et al., 2017; Egas et al., 2018).
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Figura 2. Compuestos sesquiterpénicos aislados de H. inuloides.
(Rodriguez-Chavez et al., 2017)

Los compuestos fendlicos han sido reconocidos como agentes potenciales, para la
prevencion de muchas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como
cancer, diabetes mellitus, procesos inflamatorios, enfermedades cardiovasculares,
entre otras. Por esto, diversos estudios han analizado el contenido fendlico total en
extractos y en infusiones comerciales de H. inuloides, utilizando diversas técnicas
espectrofotométricas y cromatogréaficas, para identificar y cuantificar compuestos
fendlicos individuales (Delgado et al., 2001; Coballase-Urrutia et al., 2010; Mufoz-

Velazquez et al., 2012; Bahmani et al., 2014; Rodriguez-Chavez et al., 2015).

En el caso de las flores secas, han aislado agliconas como, luteolina (11), kaempferol
(12), kaempferol-3,7-dimetil éter (13), quercetina (14), quercetina-3,3"-dimetil éter
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(15), quercetina- 3,4'-dimetil éter (16), quercetina-3,7-dimetil éter (17), quercetina-
3,7,3-trimetil éter (18), eriodictol-3'-metil éter (19), catequina (20) (Fig. 3). Asi como,
los O-glucésidos, kaempferol 3B-glucopirandsido (21), 3B-arabinésido (22),
quercetina 3B-glucopirandsido (23), 3B-galactopirandsido (24), 3-a-L-arabindsido
(25), 3-O-ramnosilgalactopiranésido (26) (Fig. 3) (Haraguchi et al., 1997; Delgado et
al., 2001; Coballase-Urrutia et al., 2010; Rodriguez-Chavez et al., 2015; Rodriguez-
Chévez et al., 2016).

Figura 3. Flavonoides y glucosidos aislados de flores de H. inuloides
(Rodriguez-Chavez et al., 2017).

Otros compuestos identificados, son el guayacol (27), acido elagico (28), fenol (29),
acido p-cumarico (30), hidroxicinamatos como acido 1-cafeoilquinico (31), acido 3-
cafefeoquinico (32), acido caféico (33), acido protocatecuico (34), 7-(3,3-dimetil
aliloxi) cumarina (35), vainillina (36), acido vanilico (37), pirocatecol (38) y acido
galico (39) (Fig. 4) (Delgado et al., 2001; Mijangos et al., 2011; Lin y Harnly, 2012).
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Figura 4. Otros compuestos aislados de flores de H. inuloides
(Rodriguez-Chavez et al., 2017).

2.5.4 Usos tradicionales de H. inuloides
Esta planta ha sido utilizada desde la antigiedad para aliviar el dolor producido por
golpes o caidas. En el siglo XVII, se le dio un uso externo para contribuir a disminuir
el dolor provocado por artritis, reumatismo, desgarros musculares, golpes, etc. En
cuanto al uso interno, el arnica se ha utilizado para problemas gastrointestinales
como ardor o inflamacion de estbmago y gastritis o Ulceras (Moreno-Salazar et al.,
2008; Andrade-Cetto, 2009).

H. inuloides, es muy conocida por su uso en la medicina tradicional mexicana,
algunos estudios han documentado métodos tradicionales de preparacién y vias de
administracion para fines medicinales, en la Tabla 1 se describen algunas de sus
aplicaciones terapéuticas y preparacion. Las partes de la planta comunmente
utilizadas son las flores, seguidas de hojas y tallos, entre los métodos de preparacion
se encuentran la infusion, maceracion y remojo. Para la administracion via oral se
colocan las partes de la planta en agua hirviendo y se ingieren en forma de té
(Loredo-Medina et al., 2002; Cruz, 2007; Rodriguez-Chavez et al., 2017).
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Tabla 1. Aplicacion terapéutica y modo de uso de Heterotheca inuloides.

Enfermedad Preparacién y modo de uso Referencia

Trastornos biliares, Aguilar et al.,
disminucién del apetito, . . ., 1994;
, , Se recomienda tomar una infusién oral de las
Ulceras gastricas, . INI, 1994;
s flores, hojas y ramas. .

problemas de rifién y Loredo-Medina et

venas varicosas al., 2002.

Golpes, inflamacion y
Ulceras

Preparar una infusion con 3 g de flor fresca por litro
de agua y beber una taza después de cada comida
durante 15 dias.

CONAFOR, 2010.

Tos y problemas
respiratorios

Preparar una infusién con 5 g en 0.5 L de agua.
Beber una taza antes de cada comida durante 3
dias, suspender 3 dias y repetir el tratamiento 3
dias.

INI, 1994.

Heridas y mordeduras de
perro

Hervir la planta entera en 1 L de agua. Lavar las
heridas con la infusion.

Gallardo, 2008.

Gastritis

Hervir las hojas de la planta en 0.5 L de agua con
Baccharis salicifolia Pers (hierba de golpe) y Aloe
barbadensis (sabila), combinado con jugo de
naranja.

Cruz, 2007.

Hemorroides

Hervir una rama con inflorescencias en 5 L de
agua. Tomar bafios de asiento con la infusion todas
las noches durante una semana.

Cruz, 2007.

Inflamacién de higado

Preparar una infusién con 4 hojas o0 5 g en 500 mL
de agua y administrarla por via oral (una taza)
durante 3 dias, suspender y retomar 3 dias mas.

INI, 1994;
Cruz, 2007.

Preparar una infusion con 3 flores frescas en un
litro de agua. Beber una taza después de cada

CONAFOR, 2010;

Reumatismo comida durante 15 dias. INI 1994
Empapar 5 g de planta en 0.5 L de alcohol y frotar ' '
en el area afectada durante 8 dias.

Espinillas. eruncion Hervir 14 plantas en 15 o 20 L de agua. Tomar un
, P e P ., bafio una vez al dia durante 3 dias. Beber la INI, 1994.
cutanea, urticaria y picazén . o
infusiéon con todo y planta.
Inflamacién del estémago Preparar un.a.|nqu|on cor,1 3 ramas en 500 mL de Cruz, 2007.
agua y administrarla por via oral.
Preparar una infusién con 3 ramas en 500 mL de
Heridas hinchadas aguay admlnl.strarl.a} por via oral.. Cruz, 2007.
Preparar una infusién con 3 ramilletes de ramas en
3 L de agua y aplicar con un pafiuelo en la herida.
Preparar una infusiéon y aplicar compresas calientes Linares et al.,
Dolor de muelas .
en el area del dolor. 1988.
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2.5.5 Actividad bioldgica de H. inuloides

H. inuloides es una gran fuente de compuestos quimicos, aislados de diferentes
extractos organicos de hoja y flor, siguiendo diversas metodologias. La presencia de
estos compuestos, le ha otorgado distintas propiedades, como actividad
antimicrobiana, analgésica, antiinflamatoria y antioxidante. Es importante mencionar
que la composicion y concentracion de metabolitos presentes en cualquier planta,
varia entre regiones geograficas y habitats (Kubo et al., 2000; Delgado et al., 2001;
Maldonado-L6pez et al., 2008; Coballase-Urrutia et al., 2010; Juarez-Flores et al.,
2010; Mufoz-Velazquez et al., 2012; Rosas-Pifidn et al., 2012; Flores-San Martin et
al., 2013; Rodriguez-Chavez et al., 2016).

La capacidad antimicrobiana de H. inuloides, se ha evaluado utilizando diferentes
cepas de interés. Castillo-Juarez et al. (2009), reportan que extractos metandlicos,
tienen actividad contra Helicobacter pylori; Rosas-Pifidon et al. (2012), reportan que
extractos etandlicos, tienen actividad frente a Streptococcus mutans. Freixa et al.
(1998), reportan actividad anti fungica contra Microsporum gypseum. Por su parte
Kubo et al. (1994), reportan que los sesquiterpenos 7-hidroxicadaleno y 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno presentes en flores de H. inuloides, ejercen actividad contra Bacillus
subtilis, Brevibacterium ammoniagenes, Propionibacterium acnes, Staphylococcus
aureus y Streptococcus mutans, con valores de concentracibn minima inhibitoria,
entre 6.23 y 12.5 mg/mL.

Con respecto a la actividad antiparasitaria Rodriguez-Chavez et al. (2015), evaluaron
la actividad giardicida de metabolitos de H. inuloides seleccionados, utilizando un
modelo experimental in vitro de giardiasis, para este, realizaron una extraccién con
acetona del material vegetal seco y en polvo a temperatura ambiente, evaporaron el
disolvente y el residuo lo purificaron por cromatografia liquida por vacio y lo
fraccionaron con distintas proporciones de hexano-etanol-acetona; los compuestos 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y 7-hidroxicalameneno, redujeron significativamente la
supervivencia de los trofozoitos de G. intestinalis. También se ha encontrado que el
7-hidroxicalameneno tiene actividad contra promastigotes de Leishmania chagasi,

con una concentracion minima inhibitoria de 15.6 pg/mL (Rodrigues et al., 2013).
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Por otra parte, H. inuloides ha sido evaluada como una opcion contra las plagas de
gorgojo de maiz (Sitophilus zeamais Motsch) y gorgojo de frijol (Zabrotes
subfasciatus Boheman), ya que, en un estudio realizado por Juarez-Flores et al.
(2010), los polvos de hojas y flores causaron un 87.7% de mortalidad para S.

zeamais en granos de maiz, tratados 15 dias después de la infestacion .

Entre otras propiedades, H. inuloides. tiene actividad antiinflamatoria y analgésica,
que ha sido utilizada en la medicina tradicional mexicana, dichas propiedades han
sido evaluadas en diferentes modelos in vitro e in vivo. Gené et al.. (1998),
encontraron que extractos acuosos de flores secas (100 g por 3 L de agua a
ebullicién), produjeron un 29.2% de inhibicion de la inflamacién, usando la prueba de
edema inducido por carragenano (100 mg/Kg en ratas hembras Wistar). En el afio
2000, Segura et al., reportan resultados similares, para la administracion
intraperitoneal de una dosis de 100 mg/Kg, de extracto acuoso de H. inuloides, el
cual produjo una inhibicion del 29% en el edema de pata, inducido por carragenina

en ratas.

La actividad antiinflamatoria y analgésica que presentan los extractos acuosos de las
flores de H. inuloides, esta relacionada con la presencia de compuestos como 7-
hidroxicaleno, dicadalenol y quercetina, siendo el dicadalenol el que tiene una
actividad antiinflamatoria in vivo de 70.15+10.3% de inhibicién, la cual es mayor que
la de la indometacina, comparando las dosis efectivas de 0.11 y 0.18 mg/oreja,
respectivamente (Delgado et al.,, 2001). Ademds, se ha encontrado que el aceite
esencial de H. inuloides, tiene un efecto antiinflamatorio equivalente al de Calecoxib
(farmaco antiinflamatorio no esteroideo), ambos a una concentracion de 30 ug/mL
(Flores-San Martin et al., 2013). Por otra parte, han demostrado que extractos
acetonicos y metandlicos de H. inuloides, tienen un efecto hepatoprotector contra la

toxicidad de CCls en ratas (Coballase-Urrutia et al., 2011).

Con respecto a la actividad antioxidante, ciertos constituyentes de H. inuloides,
principalmente flavonoides, han sido reportados como antioxidantes. Extractos
aceténicos y metandlicos, asi como, metabolitos aislados de H. inuloides, tienen la
capacidad de captar radicales libores como ABTS**, DPPH®, ONOO", O2*, H202 y
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OH* (Coballase-Urrutia et al., 2010; Rodriguez-Chavez et al., 2015). Por su parte
Haraguchi et al. (1997), reportan que flavonoides presentes en flores secas de H.
inuloides, como quercetina, kaempferol y sus glucdésidos, tienen actividad contra el
radical DPPH, ademas, kaempferol y quercetina inhiben la peroxidacion lipidica
microsomal; por otra parte, los sesquiterpenos 7-hidroxicadaleno y 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno, inhiben la auto oxidacion de lipidos y la peroxidacion de lipidos
mitocondrial. Rodriguez-Chavez et al. (2015), reportaron que metabolitos aislados de
extractos acetonicos de la flor seca de H. inuloides, de tipo flavonoide tienen valores
de ICso0 entre 6.97+0.14 y 13.11+1.2, para la reduccion del radical DPPH. Ademas de
los estudios antes mencionados, Mufioz-Velazquez et al. (2012), reportaron la
capacidad antioxidante de un extracto acuoso a temperatura de ebullicibn de una
bolsa comercial de té de H. inuloides (1 g), el cual tuvo un valor de 1.47+0.010 umol

eg. Trolox/mL, empleando el método del radical ABTS.

2.5.6 Toxicidad de H. inuloides
La toxicidad de esta planta no ha sido muy estudiada, sin embargo, Rodriguez-
Chavez et al. (2015), reportaron que se requerian concentraciones equivalentes a
2000 mg/Kg de peso corporal de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, en ratones para
proporcionar evidencia de efectos toxicos. Por otra parte, las infusiones terapéuticas
de H. inuloides, para el consumo oral se hacen con 3 a 10 g de planta seca por litro
de agua a ebullicion, y el periodo de ingesta recomendado (3 tazas al dia), no debe
extenderse mas alla de 15 dias (Tabla 1) (Rodriguez-Chavez et al., 2017). Segun los
datos publicados, la cantidad de este compuesto es inferior a 2 mg/g de material
vegetal seco, comparando con un estudio realizado por Rodriguez-Chavez et al.
(2015), aislaron 0.2682 mg/g de planta de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, para
extractos acetonicos; por lo anterior, las cantidades ingeridas de este compuesto
segun la preparacion de la infusién, estan muy por debajo de la dosis que tiene

efectos toxicos en ratones.
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2.6 Andlisis de compuestos fendlicos presentes en plantas

Las plantas producen un gran numero de metabolitos secundarios que no son
requeridos para su crecimiento y desarrollo primario, pero son de vital importancia
para su interaccion con el entorno, reproduccion y como mecanismo de defensa en
respuesta a un estrés biotico y abiotico (Bhattacharya et al., 2010; Cheynier et al.,
2013). Entre los metabolitos secundarios mas comunes producidos por plantas se
encuentran los compuestos fendlicos, los cuales existen en forma de acidos
fendlicos, lignanos, cumarinas, taninos y flavonoides (Holland et al., 2017). La
estructura basica de un compuesto fendlico es un anillo de benceno con
sustituyentes hidroxilo, de esta estructura parte la formacion de acidos fenolicos
(acido elagico), fenoles simples y aminoacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina
y triptéfano. La produccion de fenoles méas complejos comienza con la desaminacion
de fenilalanina en acido cinamico (directamente hacia la produccion de cumarinas) y
luego la conversidn en &acido p-cumarico. Por accion de enzimas, los acidos
cumaricos son convertidos en flavonoles (quercetina) y flavan-3-oles (antocianinas)
(Dias et al., 2016).

En particular las plantas tienen la necesidad de mantener el transporte eficiente de
metabolitos, rigidez estructural y una regulacion fina de la homeostasis, para lo cual,
después de la biosintesis realizan la acilacion, metilacion y glicosilacion de
metabolitos secundarios incluidos los compuestos fendlicos, estas modificaciones
quimicas estructurales son catalizadas por enzimas (Caputi et al.,, 2012). La
glicosilacién de compuestos fendlicos como flavonoides (flavonoles y flavanoles), se
realiza en una region especifica por accion de enzimas glicotransferasas, dicha
reaccion genera miles de variantes moleculares en numero y tipo de glicésidos
flavonoides, lo cual altera la polaridad, volatilidad, estabilidad quimica y habilidad
para interaccionar con otros compuestos, asi como su actividad bioldgica, esta ultima
se define como la capacidad inherente de una sustancia para alterar una o mas
funciones quimicas o fisioldgicas de una célula, tejido, 6érgano u organismo (Mosby,
2009; Cheynier et al.,, 2013). Dicha biosintesis tiene lugar en el citosol para
posteriormente ser almacenados en las vacuolas, siendo las hojas de las plantas las

gue contienen la mayor cantidad de flavonoides glicosilados, especialmente flavonas
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y flavonoles, asi, cuando la planta requiere los compuestos libres, genera una

hidrolisis enzimatica (Ferreira et al., 2017).

Por lo anterior, las plantas son fuentes ricas de polifenoles y otros fitoquimicos, los
cuales han sido promovidos en dietas humanas, alimentos funcionales vy
nutracéuticos por sus propiedades biolégicas y como alternativas naturales para el
control y la prevencion de enfermedades. Sin embargo, antes de que puedan ser
utilizados como ingredientes alimentarios, deben ser extraidos de manera eficiente y

segura del material vegetal (Holland et al., 2017).

2.6.1 Extraccion de compuestos fendlicos en plantas

La extraccion eficiente de fenoles a partir de plantas requiere la preparacion previa
de la muestra para garantizar que los compuestos estén libres y disponibles para su
extraccion, los pasos de esta preparacion dependen de la naturaleza fisicoquimica
de la matriz y de la concentracion y propiedades quimicas de los fenoles de interés
(Khoddami et al., 2013). En el caso de las plantas, la preparacién previa de la
muestra generalmente incluye el secado, la reduccion de tamafio de particula y el
uso de disolventes (Gido et al.,, 2009). La extraccion con disolventes es el método
mas utilizado para aislar compuestos fendlicos de plantas. Considerando el complejo
perfil fendlico que tienen estas, un solo disolvente es incapaz de extraer todos los
compuestos fendlicos presentes, por ello, es recomendable el uso de mezclas
compatibles de diferentes disolventes, los mas utilizados para la extraccion de
fenoles y flavonoides a partir de plantas son agua, alcoholes, éteres, acetona y
acetato de etilo (Bhebhe et al., 2016). La eleccion del solvente depende del tipo de
fenol y de la glicosilaciéon, para la extraccion de compuestos mas polares como los
glucosidos, se usan mezclas de agua con metanol o etanol (Murkovic, 2016). Es
importante mencionar que el uso final del extracto de la planta también influye en la
eleccion del disolvente, ya que, vale la pena considerar la toxicidad del disolvente y si
este es considerado como seguro para su uso y aplicaciéon alimentaria (Holland et al.,
2017).
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2.6.2 Identificacion y cuantificacion de compuestos fenélicos
Después de la extraccion de compuestos fendlicos a partir de plantas, la
determinacibn de su contenido se puede llevar a cabo por analisis
espectrofotométrico, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o cromatografia
de gases (GC), estas ultimas son ampliamente utilizadas tanto para la separacion

como para la cuantificacion de compuestos fendlicos (Chandrasekara, 2018).

2.6.2.1 Analisis espectrofotométrico
La espectrofotometria es una de las técnicas relativamente simples para la
cuantificacion de compuestos fenodlicos. Los métodos de Folin-Denis y Folin-
Ciocalteu, son los dos ensayos espectrofotométricos mas utilizados. Ambos métodos
se basan en la reduccion quimica de reactivos que contienen tungsteno y molibdeno,
al entrar en contacto con los compuestos fendlicos, los productos de dicha reduccién
son compuestos de coloracién azul, con amplio espectro de absorcién de luz,
alrededor de 760 nm. Sin embargo, los reactivos para ambos métodos no reaccionan
especificamente so6lo con fenoles, sino también, con otras sustancias como &acido

ascorbico, aminas aromaticas y azucares (Khoddami et al., 2013).

2.6.2.2 Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion
La cromatografia liquida de alta resolucién, HPLC por sus siglas en inglés (High
Performance Liquid Chromatography), es la técnica mas utilizada tanto para la
separacion como para la cuantificacion de compuestos fendlicos, generalmente se
emplea una fase movil con un disolvente polar acidificado como acido acético acuoso
y una fase estacionaria, menos polar como acetonitrilo (Khoddami et al., 2013;
Murkovic, 2016).

2.6.2.3 Hidrdlisis acida como etapa preparativa para el andlisis por HPLC
La preparacion de extractos crudos de plantas es un aspecto clave en el analisis
cualitativo y cuantitativo de sus constituyentes quimicos como los flavonoides.
Generalmente la identificacion de flavonoides por HPLC, se basa en el tiempo de
retencidén y los espectros de absorcion, ambos datos se comparan con flavonoides
estandar que generalmente son agliconas, ya que algunos flavonoides glucosilados

no estan disponibles comercialmente, la mayoria de los investigadores hidrolizan los
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glucosidos en agliconas, para posteriormente cuantificarlos por HPLC (Bae et al.,
2012; Lv et al., 2015).

Cuando las formas glucosiladas de los flavonoides son de interés no es necesaria la
hidrdlisis, sin embargo, si se desea determinar y cuantificar un gran namero de
flavonoides, generalmente se requieren las agliconas de los flavonoides (Merken y
Beecher, 2000). Un ejemplo claro de la importancia de realizar la hidrélisis para
determinar y cuantificar flavonoides por HPLC es la rutina (quercetina 3-o-
ramnopiranosil-(1-6)-glucopirandsido), la cual tiene moléculas de ramnosa y glucosa
unidas a la aglicona flavonoide; cuando los extractos de flavonoides se hidrolizan
completamente, los glucésidos se rompen y la quercetina (su aglicona) queda libre,
siendo posible su deteccién y comparacion con el estandar del equipo (Lv et al.,
2015). Por lo anterior para la determinacion y cuantificacion de flavonoides por
HPLC, es necesario realizar la hidrésis de los glucésidos flavonoides, para que exista
una correcta y respectiva comparacion con los estandares del equipo, sin embargo,
la hidrdlisis de los glucosidos flavonoides requiere concentraciones relativamente
altas (1-2 M) de acidos en condiciones de reflujo y estas condiciones pueden

degradar o destruir algunos flavonoides (Merken y Beecher, 2000).
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ll.  JUSTIFICACION

El crecimiento en la prevalencia de ECD, tales como la hipertension arterial, diabetes
y aterosclerosis, entre otras, ha aumentado gradualmente y se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial. En la ENSANUT, realizada en el 2016, la
hipertension arterial afecta a 17.3 millones de adultos mexicanos, de los cuales, casi
la mitad, tienen valores de tension arterial por arriba de los considerados normales, la
prevalencia de esta enfermedad cada vez es mayor a partir de los 20 afios de edad y
en aquellas personas de 80 o mas afos. El impacto econémico de los tratamientos
de las ECD es relevante, estos son aplicados de por vida, lo que representa un alto
costo econdmico tanto para pacientes, como para el sector salud, pacientes
hipertensos gastan de 3 a 15 mil pesos al afio en su tratamiento, dependiendo del
avance de la enfermedad y de las intervenciones por complicaciones que esta
ocasione, asi como, de si es atendido en el sector publico o privado. Las cifras
incrementan aflo con afo, debido al creciente niumero de pacientes hipertensos
(Villarreal et al., 2002). Anualmente se destinan alrededor de 564 935.7 millones de
pesos al sector salud y cerca de 18 millones son destinados al gasto total en
hipertension arterial (Morales, 2018). Por otra parte, la aparicion de efectos adversos
o0 reacciones de hipersensibilidad, son situaciones que obligan a suspender el
tratamiento o cambiarlo con frecuencia, sumandose esto al alto costo y las
complicaciones de la enfermedad. Por lo anterior, resulta importante la busqueda de
nuevos agentes con propiedades antihipertensivas, donde las plantas son una fuente
rica en compuestos con actividad biologica. Heterotheca inuloides Cass, es una
planta muy utilizada en la medicina tradicional, con altas concentraciones de
compuestos activos, como sesquiterpenos, triterpenos, fitoesteroles, flavonas,
flavonoides, etc., con propiedades antinflamatorias y antioxidantes; teniendo asi,
potencial frente a problemas cardiovasculares como la hipertension, por lo que su
estudio favoreceria el aprovechamiento de esta especie, que crece de manera
silvestre en la zona centro de México, dandole valor agregado y obteniendo una

alternativa econémica, para complementar los tratamientos antihipertensivos.
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IV. HIPOTESIS

El estadio de desarrollo de Heterotheca inuloides Cass y el tipo de extraccion,

influye en la concentracion de compuestos fendlicos y por lo tanto en su actividad

bioldgica.

V. OBJETIVOS

5.10bjetivo general

Cuantificar compuestos fendlicos y la actividad biolégica in vitro en extractos de

Heterotheca inuloides Cass en dos estadios de desarrollo.

5.20bjetivos especificos

1.

Obtener extractos acuosos y etandlicos, de diferentes partes aéreas de H.
inuloides Cass, en dos estadios de desarrollo.

Caracterizar los extractos, mediante la cuantificacion de fenoles totales,
flavonoides totales y capacidad captora de radicales libres.

Determinar el efecto de la hidrdlisis acida, sobre los extractos obtenidos y su
actividad bioldgica.

Evaluar la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de la angiotensina in
vitro de los extractos como mecanismo hipotensor.

Establecer el tiempo de hidrélisis para la identificacion de flavonoides por
cromatografia liquida de alta resolucion.

Cuantificar flavonoides por cromatografia liquida de alta resolucion en los

extractos con mayor actividad biolégica.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1Descripciéon general de la metodologia
El diagrama general, que se presenta en la Figura 5, describe la metodologia general

gue se siguio en el presente trabajo.

Colecta de la Molienda de la Obtencién de Obtencién de
planta planta extractos extractos
deshidratada hidrolizados
-0

Cuﬁgegﬁg%%g de Cuantificacion de Obtencién de Caracterizacion
fenoles totales espectros de UV-vis de extractos
totales ‘

L

Determinacion de la S ) e g
capacidad captora de [> Determinacion de la capacidad [> Cuantificacion de

: . inhibitoria de la enzima flavonoides por
radlcalelelFl;)éeﬁ)(ABTS y convertidora de angiotensina HPLC

Figura 5. Diagrama general de la metodologia.

6.2Colecta de la planta
Se recolectaron diversas plantas de H. inuloides Cass, en dos estadios de desarrollo,
planta con altura de 25 cm (P25) (Fig. 6-A) y planta en floracién (PF) (Fig. 6-B), el 28
de Julio del 2016, en la Laguna de Atexca, en el municipio de Zacatlan, Puebla,

México.

A la P25 se le retir6 la raiz y la PF se fraccioné en hojas, raiz y flor, descartando la
raiz, cada parte se deshidratdé en una estufa con recirculacion de aire (SL Shel lab,
E.U.A.) a40°C por 24 h (Fig. 7 y 8).
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Figura 6. Heterotheca inuloides Cass, en dos estadios de desarrollo.
A- planta con altura de 25 cm (P25), B- planta en floracion (PF).

Figura 7. Pétalo de H. inuloides Cass.
Antes (A) y después del secado (B).

Figura 8. Secado y pesado de hoja de H. inuloides Cass.
Fraccionamiento (A) y pesado de planta de 25 cm (B).
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6.3 Molienda de la planta deshidratada
Cada parte (hoja, tallo y pétalo), se molié en un molino ciclonico (NutriBullet, China),
hasta obtener un tamafio de particula de 212 um, empleando un tamiz con ndmero
de malla 70 (Fig. 9-A). Cada muestra se almaceno en recipientes plasticos, hasta su
uso (Fig. 9-B).

Figura 9. Tamiz malla 70 (A), hoja de la planta en floracion molida y tamizada (B).

6.3 Obtencién de extractos
Se obtuvieron extractos con etanol al 40% (EtOH 40) y con agua a 25°C (A. 25°C) y

agua a 92°C (A. 92°C), en sus versiones hidrolizadas y no hidrolizadas.

Se colocaron 50 mg de muestra en tubos Eppendorf, se afiadido 1 mL de disolvente y
se dej6 reposar durante 5 min (Fig. 10). Transcurrido el tiempo se centrifugo a 12000
rpm por 10 min en una microcentrifuga (mini Spin plus, Eppendorf, Alemania), (Fig.
11), se recuperd el sobrenadante en tubos de ensayo (Fig. 12), se realizaron 3
lavados para obtener 3 mL y el extracto se aforé a 10 mL (Fig. 13); el procedimiento
mencionado se realiz0 tanto con EtOH 40 como con agua. En el caso de la
extraccién con agua a 92°C, el reposo de 5 min antes de la separacion, se sustituy6
por un bafio Maria a 92 °C por 15 min.
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Figura 10. Obtencion de extractos de hoja y pétalo de planta en floracion de H.
inuloides.
Muestra de hoja (A) y tallo de la planta en floracion (B).

Figura 11. Centrifuga mini Spain, plus, Eppendorf.

Figura 12. Extractos acuosos de hoja y tallo de la planta en floracion, previos a ser
aforados.
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Figura 13. Extractos acuosos aforados a 10 mL.

Hoja de la planta en floracion(A), hoja de la planta de 25 cm (B) y tallo de la planta en
floracion (C).

6.3.1 Obtencion de extractos hidrolizados
Siguiendo la metodologia del apartado 6.3 se obtuvieron los extractos, previamente a
ser aforados, se colocaron en una estufa (SL Shel lab, E.U.A.) a 45°C durante 24 h
para evaporar la mayor cantidad de disolvente, posteriormente se les afiadié 3 mL de
HCI 2 N y se colocaron en un bafio Maria (90-92°C) por 2 h (Fig.14). Una vez frios se
agregaron 3 mL de acetato de etilo (Fig.15), se agitaron vigorosamente y se extrajo
la fase organica; esta se depositd en viales (Fig.16), para evaporar el disolvente en la

estufa a 50 °C (Fig.17); el residuo se disolvio en etanol al 40% y se aforé a 10 mL.

Figura 14. Hidrdlisis acida de extractos a 90°C.
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Figura 15. Extraccion de la fase organica con acetato de etilo.

Figura 16. Extractos acuosos hidrolizados.

Figura 17. Residuo de extracto hidrolizado al evaporar el solvente.
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6.4 Caracterizacion de extractos
De los extractos no hidrolizados e hidrolizados, se obtuvieron sus espectros de
absorcion y se cuantificaron fenoles y flavonoides totales, asi como su capacidad
captadora de radicales libres, mientras que la capacidad IECA, se determind en

todos los extractos no hidrolizados y solo en algunos extractos hidrolizados.

6.4.1 Obtencion de espectros de UV-vis
Un espectro de absorcion es la representacion grafica (curva caracteristica), de la
absorbancia de compuestos presentes en una muestra a varias longitudes de onda,
el rango Ultravioleta y visible (UV-Vis) va de los 190 a los 750 nm (Silva, 2006; Skoog
et al., 2008).

Los espectros de cada extracto se obtuvieron, colocando 50 pL de los extractos en
1050 puL de su respectivo disolvente en celdas de cuarzo, realizando un barrido de
los 210 a 800 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo, E.U.A.).
Los datos obtenidos fueron graficados en el software Statistica 8.0, para realizar el

analisis correspondiente.

6.4.2 Cuantificacion de fenoles totales

Los compuestos fendlicos totales, se determinaron por el método de Folin-Ciocalteau
partiendo de la metodologia descrita por Pekal y Pyrzynska (2014), con
modificaciones de Vargas-Ledn et al. (2018). El reactivo de Folin-Ciocalteau, es una
mezcla de &cidos de coloracion amarilla (fosfowolframico y fosfomolibdico). Estos
compuestos se reducen al interaccionar con los compuestos fendlicos, dando origen
a oxidos de coloracion azul (6xidos de wolframio y molibdeno), los cuales exhiben
una amplia absorcion de luz, con un maximo de 760 nm (Pekal y Pyrzynska, 2014).
La intensidad de la absorcion de la luz a esta longitud de onda, es proporcional a la
concentracion de compuestos fendlicos. Se utilizé6 una curva estandar de 0 a 100
ppm de &cido galico (AG), y se determinaron las concentraciones de fenoles totales
(FT), siguiendo el diagrama de flujo de la Figura 18. Los resultados se expresan
como mg equivalentes de acido galico por cada 100 g de planta deshidratada (mg
EAG/100 g pd).
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Curva de calibracién:

En distintos tubos Eppendorf se adicionaron 250 pL Se adicionaron 625 pL
de cada una de las soluciones estandar de AG. del reactivo de Folin-
Muestras: Ciocalteau al 10% y se

agitd vigorozamente.

U

En tubos Eppendorf se adicionaron 125 pL de extracto
y 125 pL del disolvente correspondiente.

Se dej6 reposar por 2 hy se Se adicionaron 500 pL de
leyé la absorbancia a 760 Na,CO; al 7.5% y se agitd
nm. vigorozamente.

Figura 18. Diagrama de flujo de la cuantificacion de fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteau.

6.4.3 Cuantificacion de flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales, se determind en los extractos utilizando dos
ensayos de formacion de complejos de aluminio, reportados por Pekal y Pyrzynska

(2014), con modificaciones de Vargas-Leodn et al. (2018).

Se determinaron dos grupos de flavonoides, flavanoles y flavonoles; los flavanoles
son aguellos que no tienen la capacidad de quelar al i6n AIF* directamente, por ello,
es necesaria la nitracion del anillo aroméatico y un medio basico para poder formar el
complejo, el flavanol mas representativo es la catequina, por otra parte, los
flavonoles si pueden formar complejos con el i6n AI** directamente, el flavonol mas
representativo es la quercetina (Pekal y Pyrzynska, 2014). El primer ensayo consistio
en la reaccion de los extractos, en presencia de NaNO2, con solucion de AICls, en
medio alcalino y la posterior medicién de la absorbancia a 505 nm (Fig.19), se utilizo
una curva de 0 a 50 ppm de catequina, los resultados fueron expresados en mg
equivalentes de catequina por cada 100 g de planta deshidratada (mg EC/100 g pd).
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El segundo ensayo consistio en la reaccion de los extractos con AICls, utilizando una
curva de 0 a 25 ppm de quercetina, midiendo la absorbancia a 430 nm (Fig.20), los
resultados fueron expresados como mg equivalentes de quercetina por cada 100 g
de planta deshidratada (mg EQ/100 g pd). Finalmente, el contenido de flavonoides
totales se reporta como la suma de las concentraciones de los dos ensayos en mg

totales por cada 100 g de planta deshidratada (mg T/100 g pd).

Curva de calibracion:

En distintos tubos Eppendorf se -
adiciond 1 mL de cada una de las Se adicionaron

soluciones estandar de catequina. Se adicionaron 125 pL de 125 pL de AlLCl,
Muestras: a [> NaNO, al 5% y se agit6 al 10% y se

vigorozamente

agito
En un tubo Eppendorf se adicionaron vigorozamente

500 uL de extracto y 500 L del

disolvente correspondiente. @

. : Se adicionaron 200 pL de
Se ley6 IgoaSbﬁtr)T:banma a <:| NaOH 1 M y se agit6
: vigorozamente

Figura 19. Diagrama de flujo de la cuantificacion de flavonoides empleando como
estandar catequina.

Curva de calibracién:
En distintos tubos Eppendorf se

adicond 1 mL de cada una de las S .
i 4 ; Se adicion6 0.1 mL de Seleyb la
soluciones estandar de quercetina. ALCl, al 10%y se agito absorbancia a 430
Muestras: vigorozamente nm

En un tubo Eppendorf se adicionaron
500 pL de extracto y 500 pL de etano al
40%.

Figura 20. Diagrama de flujo de la cuantificacion de flavonoides empleando como
estandar quercetina.
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6.4.4 Determinacion de la capacidad captora de radicales libres

La determinacion de la capacidad captora de radicales libres (CCRL), es importante
para predecir el potencial antioxidante in vitro de especies vegetales. Los métodos
para su determinacion se basan en distintos sistemas generadores de RL. Los
radicales reaccionan con la muestra y en virtud de su capacidad captora de RL, se
inhibira la generacion de los primeros. En la actualidad, debido a la complejidad de
los procesos de oxidacion, no existe un método que refleje de forma completa el
perfil antioxidante de una muestra, por tanto, es bueno trabajar con varios métodos
para facilitar la comparacion e interpretacion de los resultados (Sanchez-Moreno,
2002).

6.4.4.1 Radical ABTS
Segun la metodologia desarrollada por Re et al. (1999) y descrita por Kuskoski et al.
(2009), con modificaciones de Vargas-Leon et al. (2018), el radical ABTS*, se obtuvo
tras la reaccion del &cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (7
mM) con persulfato potasico (2.45 mM), incubados a temperatura ambiente (£25°C) y
en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS™, se diluyé con
etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0.70 (x0.1) a 732 nm (longitud de
onda de maxima absorcién). Se utilizd una curva de Trolox, como antioxidante de
referencia, de 0 a 150 ppm y se siguio el diagrama de flujo de la Figura 21,
reportando los resultados en mg equivalentes de Trolox por cada 100 g de planta

deshidratada (mg ET/100 g pd), segun la parte y estadio de desarrollo de la planta.

Curva de calibracion:

En distintos tubos Eppendorf se . Se dejo reposar
adicionaron 50 L de cada una de las : Se adicionaron 1050 pL del |:> por 36 mir?y se

soluciones estandar de Trolox. radical ABTS y se agitaron
vigorozamente y se cubrieron
Muestras:

de la luz.
En un tubo Eppendorf se adicionaron
50 pL de extracto.

leyo la
absorbancia a
732 nm.

Figura 21. Diagrama de flujo de la determinacion de la capacidad captora de
radicales libres empleando el radical ABTS.
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6.4.4.2 Radical DPPH

Este método, desarrollado por Brand-Willams et al. (1995), se basa en la reduccion
de la absorbancia a 510 nm del radical DPPH* por antioxidantes. Con modificaciones
de Vargas-Ledn et al. (2018), en el método descrito por Kim et al. (2002), se basa en
la medida de la absorbancia del radical DPPH* 100 uyM (3.9 mL) (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), disuelto en metanol, a la longitud de onda de 510 nm. Se utilizdé una
curva patron de acido ascorbico de 0 a 150 ppm, siguiendo el diagrama de flujo de la
Figura 22 y reportando los resultados en mg equivalentes de &acido ascorbico por
cada 100 g de planta deshidratada (mg EAA/100 g pd).

Curva de calibracion:

En distintos tubos Eppendorf se )
adicionaron 50 pL de cada una de las Se adicionaron 1050 pL del Se dejo reposar |
soluciones estandar de acido |:> radical DPPH, se agittaron |:> por 3|2y(rjn;2 y se
ascorbico. i i .
vigorozamente y se cubrieron absorbancia a

Muestras: de la luz. 510 nm.

En un tubo Eppendorf se adicionaron
50 pL de extracto.

Figura 22. Diagrama de flujo de la determinacion de la capacidad captora de
radicales libres empleando el radical DPPH.

6.4.5 Determinacion de la capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina

La actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), se
determind con el método de Cushman y Cheung (1971), modificado por Hernandez-
Ledesma et al.(2003), y modificaciones de Vargas-Leodn et al. (2018). EI método se
basa en la medida espectrofotométrica a 228 nm del &cido hipurico formado por la
reaccion del sustrato Hipuril-Histidil-Leucina (HHL) con la ECA, en presencia y
ausencia de inhibidor. De los extractos en etanol al 40%, se tomé un volumen, al que
se le retird etanol por evaporacion y se completé el volumen evaporado con agua

desionizada, con el fin de evitar el efecto del disolvente sobre la actividad de la
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enzima. Se preparo6 el sustrato, constituido por HHL 10 mM, disuelto en un tampdn
de fosfato potasico 200 mM vy cloruro sédico 300 mM, de pH 8.3. La enzima (ECA),
se prepard a 4 mU, disueltas en glicerol al 50%. Se siguié el diagrama de flujo de la
Figura 23 y se reportan los resultados como porcentaje de inhibicion de la ECA
(%IECA).

Reaccién enzimatica:

En un tubo Eppendorf se adicionaron 25 uL de la enzima, 110
UL de sustrato HHL y 15 pL de agua para observar la
formacion de acido hipurico.

Reaccion en presencia de inhibidor control:

En un tubo Eppendorf se adicionaron 25 pL de la enzima, 110 |:>
uL de sustrato HHL y 15 pL de captopril.

Reaccion en presenciade inhibidor:

En un tubo Eppendorf se adicionaron 25 uL de la enzima, 110
UL de sustrato HHL y 15 pL de extracto.

* Para el blanco de cada reaccién se reemplazaron los 25 pL
de enzima por 25 pL de glicerol al 50%.

Se adicionaron

Se incubaron [> 110 pL de HCI 1

por 80 min a
37°C.

N para inactivar
la enzima.

El residuo de acido Se eliming el Se tomaron 11%8 adLI(élgr;?:rgtgtoW
hiparico se disolvi6 en acetato de etilo 1000 pL de la deuetilo ara
1100 pL de agua por fase organica <:| extraer elpécido
desionizada y se midié la calentamiento a en un tubos hipGrico v se agito
absorbancia a 228 nm. 95°C por 20 min. limpios. P y 9

vigorozamente.

Figura 23. Diagrama de flujo de la determinacion de la capacidad inhibitoria de
enzima convertidora de angiotensina.

Para determinar el %IECA de cada muestra se utilizo la siguiente férmula:

% Actividad IECA = (Abscontrol - AbSplanco) — (AbSmuestra - AbSbIanco) X 100

(AbScontrol - AbSbianco)

Donde:

Abscontrol: Absorbancia del acido hipuarico formado tras la accién de la ECA sobre el
HHL, sin inhibidor.
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Abspianco: Absorbancia del HHL que no ha reaccionado, en ausencia de enzima, y que

ha sido extraido con el acetato de etilo.

Absmuestra: Absorbancia del acido hipurico formado tras la accion de la ECA sobre el

HHL, en presencia de sustancias inhibidoras.

AbSbianco muestra: Absorbancia del HHL y de la muestra que no han reaccionado, en

ausencia de enzima, que han sido extraidos con el acetato de etilo.

6.4.6 Cuantificaciéon de flavonoides por HPLC
6.4.6.1 Preparacién de muestras
Para realizar la cuantificacion de flavonoides por HPLC es necesaria la hidrolisis de
los extractos a analizar, para establecer las condiciones Optimas, se probaron cuatro
tiempos de hidrélisis (0, 10, 20 y 40 min), siguiendo la metodologia descrita en la
Figura 24, con variacion del tiempo.

Se adicionaron 3

En distintos tubos Eppendorf Se recupero mL de HCI 2 N
se adicionaron 100 mg de el . y
muestray 1 mL de etanol al [> sobrenadante [> diss(ivivnatgof;%glc ‘ |:> Sﬁ;ggﬁ?g’;;&
40%, se dejaron reposar por en viales y se orl8 h 92°C por 10. 20
5 miny se centrifugaron a realizaron 3 P ) 40 m?n sequn ely
12000 rpm por 10 min. extracciones. 9

lote.

U

Se dejaron enfriary

Se centrifugaron El residuo se P se adicionaron 3 mL
dos veces, se suspendié en 1.5 mL laggg:ﬁéoégna\ﬂgae:i de acetato de etilo,
extrajo 1 mLy se de etaan’aI 40% Yy se se evaporo el <:| _ se agito
colocé en viales depositd en tubos disolvente vigorosamente y se
para HPLC. Eppendorf. - extrajo la fase

orgénica.

Figura 24. Diagrama de flujo de la preparacién de muestras para la cuantificacion de
flavonoides por HPLC.
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6.4.6.2 Andlisis de flavonoides por HPLC

La cuantificacion de flavonoides se realizé utilizando una curva de calibracion de la
mezcla de flavonoides catequina, quercetina, miricetina, daidzeina, apigenina y
kaempferol de 12.5 a 200 ppm, con base en la metodologia descrita por Diaz-Batalla
et al. (2006), utilizando estdndares Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Alemania). Se uso
un equipo HPLC (Dionex Ultimate 3000, ThermoFisher Scientific, E.U.A.), utilizando
una columna C18 Acclaim 120, C18 (ThermoFisher Scientific, E.U. A), con un

detector de UV-vis.

La fase movil A, fue agua acidificada con acido acético (pH 2.8) y la fase movil B,
acetonitrilo, ambos disolventes grado HPLC, con un flujo de 1 mL/min, presion inicial
de 72.3 bares y una inyeccion de 20 uL de muestra. Se utilizd un gradiente lineal de
elucion de 5 min-30% (B); 8 min-45% (B); 14 min-55%(B); 14.5 min-60% (B);
14.6min-95% (B); 17.5 min-96% (B): 18 min-0% (B) y 20 min isocratico de 0% (B).
Las longitudes de onda fueron 252 nm (daidzeina), 280 nm (catequina), 336 nm
(apigenina) y 370 nm (miricetina, quercetina y kaempferol) nm. Los resultados se
reportan como mg de cada flavonoide por cada 100 g de planta deshidratada
(mg/100 g pd)

6.4.7 Anélisis estadistico

Cada determinacion se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como la
media * la desviacion estandar. Se utilizé un ANOVA, para comparar los resultados
(p<0.05) y se hizo una comparaciéon de medias de Tukey de dos vias (parte de la

planta- disolvente) utilizando el Software STATISTICA versién 8.0.

Utilizando el mismo Software, para los extractos no hidrolizados se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson, para determinar la correlacion lineal entre los
compuestos fendlicos presentes en los extractos, con la capacidad captadora de RL
y la actividad IECA
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 24 extractos diferentes y sus abreviaturas se describen en la siguiente

lista, para facilitar su identificacién a lo largo de este apartado.

Abreviatura

P25 EtOH 40 S/H
P25 EtOH 40 C/H

P25 A. 25 °C S/H

P25 A. 25°C C/H
P25 A. 92°C S/H
P25 A. 92°C C/H
Hoja PF EtOH 40 S/H
Hoja PF EtOH 40 C/H

Hoja PF A. 25°C S/H
Hoja PF A. 25°C C/H
Hoja PF A. 92°C S/H
Hoja PF A. 92°C C/H
Tallo PF EtOH 40 S/H
Tallo PF EtOH 40 C/H
Tallo PF A. 25°C S/H
Tallo PF A. 25°C C/H
Tallo PF A. 92°C S/H
Tallo PF A. 92°C C/H

Pétalo PF EtOH 40 S/H
Pétalo PF EtOH 40 C/H

Pétalo PF A. 25°C S/H
Pétalo PF A. 25°C C/H
Pétalo PF A. 92°C S/H
Pétalo PF A. 92°C C/H

Extracto

Extracto etandlico al 40% de la planta de 25 cm no hidrolizado
Extracto etandlico al 40% de la planta de 25 cm hidrolizado

Extracto acuoso a 25°C de la planta de 25 cm no hidrolizado

Extracto acuoso a 25°C de la planta de 25 cm hidrolizado

Extracto acuoso a 92°C de la planta de 25 cm no hidrolizado

Extracto acuoso a 92°C de la planta de 25 cm hidrolizado

Extracto etandlico al 40% de la hoja de la planta en floracién no hidrolizado
Extracto etandlico al 40% de hoja de la planta en floracion hidrolizado

Extracto acuoso a 25°C de hoja de la planta en floracién no hidrolizado
Extracto acuoso a 25°C de hoja de la planta en floracion hidrolizado
Extracto acuoso a 92°C de hoja de la planta en floraciéon no hidrolizado
Extracto acuoso a 92°C de hoja de la planta en floracion hidrolizado
Extracto etandlico al 40% de tallo de la planta en floracién no hidrolizado
Extracto etandlico al 40% de tallo de la planta en floracion hidrolizado
Extracto acuoso a 25°C de tallo de la planta en floracién no hidrolizado
Extracto acuoso a 25°C de tallo de la planta en floracion hidrolizado
Extracto acuoso a 92°C de tallo de la planta en floraciéon no hidrolizado
Extracto acuoso a 92°C de tallo de la planta en floracion hidrolizado
Extracto etandlico al 40% de pétalo de la planta en floracion no hidrolizado
Extracto etandlico al 40% de pétalo de la planta en floracion hidrolizado
Extracto acuoso a 25°C de pétalo de la planta en floracion no hidrolizado
Extracto acuoso a 25°C de pétalo de la planta en floracién hidrolizado
Extracto acuoso a 92°C de pétalo de la planta en floracién no hidrolizado

Extracto acuoso a 92°C de pétalo de la planta en floracién hidrolizado
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7.1Andlisis de espectros de los extractos.
Los compuestos fenodlicos absorben luz en la region UV, en el caso de los
flavonoides, estos presentan dos bandas de absorcion caracteristicas, la banda | con
un maximo entre los 300-550 nm, y la banda Il con un maximo entre 240-28 nm
(Meiken y Beecher, 2000), con base en lo anterior, en la Figura 25 (planta de 25 cm),
Figura 26 (hoja), Figura 27 (tallo) y Figura 28 (pétalo), se puede observar la
presencia de las bandas -caracteristicas, estableciendo asi, la presencia de
flavonoides, con variaciones en la concentracion, determinadas por el tipo de

disolvente utilizado, partes y estadios de desarrollo de H. inuloides.

Tanto la hoja (Fig.26), como el pétalo de la planta en floracion (PF) (Fig.28),
mostraron un pico de absorbancia mayor, que la planta de 25 cm (P25) (Fig.25),
siendo la hoja la que tuvo una mayor intensidad en las bandas, lo que se asocia a
una mayor cantidad de compuestos fendlicos (CF), sin embargo, el tallo de la PF
(Fig.27), tiene menor intensidad (menor concentracion de CF) que la P25, ya que,
conforme la planta se desarrolla aumenta la concentracion de CF, acumulandose
principalmente en hojas y flor. Segun Berezina et al. (2017), el aumento de
compuestos fendlicos se relaciona con la exposicion a diferentes factores de estrés,
siendo las hojas la parte mas expuesta, ademas, los flavonoides son empleados en
procesos de polinizacion y reproduccion sexual, lo que se atribuye a una mayor

concentracion en los pétalos en la planta en floracion.

Los extractos EtOH 40 S/H (Fig. 25, 26 y 27), tuvieron un pico de absorbancia mayor
(320-340 nm), indicando una concentracién de CF mas alta, en comparacion con los
hidrolizados; asi mismo, los extractos A.92°C S/H, tuvieron la misma banda de mayor
intensidad, con una diferencia menor de 0.1 unidades de absorbancia, en
comparacion con los extractos EtOH 40 S/H. Se ha reportado que la extraccion de
compuestos fendlicos es mas efectiva, al emplear disolventes acuosos-organicos, ya
gue dichos compuestos contienen fragmentos polares y no polares en su estructura
(Rojas-Llanes et al., 2014); asi mismo, si estan en su forma soluble (glucosilados),
presentan una mayor bioaccesibilidad y por lo tanto biodisponibilidad, ya que,

aguellos que se encuentran unidos a azucares como glucosa, galactosa o xilosa, se
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absorben en el intestino delgado después de la desglicosilacion, por la accion de
enzimas como la R-glucosidasa y lactasa florocina hidrolasa, las cuales liberan la
aglicona dentro del intestino para ser absorbidas por difusion (Gutiérrez-Grijalva et
al., 2016). Con la extraccion acuosa a 92°C S/H, se tuvo una mayor extraccion de CF
en comparacion con la extraccion a 25°C S/H, ya que la temperatura alta favorece el
rompimiento de las vacuolas y por lo tanto la liberacion de los metabolitos
secundarios almacenados en ella (Ferreira et al., 2017). En el caso del pétalo PF
(Fig.28), los extractos A.92°C S/H, tuvieron el pico de absorcion mayor, superando a
los extractos EtOH 40 S/H, segun Kubo et al. (2000), esto puede relacionarse con
gue el principal compuesto fendlico presente en el pétalo PF, que es la quercetina, la

cual es altamente soluble en agua.

0.9 —— P25 E1OH 40% S/H
— - P25 E1OH 40% CH
— P25A.25°CSH
08 P25 AT 25T CIH

— P25 A.92°C S/H
07 - =P25A. 92°CCH

Absorbancia (A)

Longitud de onda A{nm)

Figura 25. Espectros de absorcion de la planta de 25 cm.
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09 —— Hoja FF EtOH 40% S/H
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Figura 26. Espectros de absorcion de la hoja de la planta en floracion.

1.0 T y T T T T T T T T
08 ——= Tallo PF EtOH 40% SH
— — Tallo PF Ef0H 40% C/H
oal — TalloPF A 25°C SH
—— TalloPF A 25°C CH
— TalloPF A 82°C 3H
07 r = = TalloPF A 92°C CH

0.4 r

Absorbanda(nm )
=
th

03+

0.2 r

0.0
200

Longitud de onda A{nm}

Figura 27. Espectros de absorcion del tallo de la planta en floracién
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1.0

09 —— Pétalo EtOH 40% SiH)

- - - Pétalo EtOH 40% CH
= Pétalo A 25°CSH
-—- Pétalo A. 25°C C/H
— Pétalo A.92°C SIH
- -- Pétalo A. 92°C C/H

0.8

0.7

0.6

0.5

Absorbanica (A)

0.4

0.3

0.2

T R

0.0
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Longitud de onda Afnm)

Figura 28. Espectros de absorcion del pétalo de la planta en floracion.

En los espectros, también se puede observar que tras la hidrdlisis acida (HA), las
bandas | y Il se modifican, por efecto de la degradacién de algunos poli fenoles
sensibles a estas condiciones (Arranz, 2010). La hidrdlisis en medio acido y a altas
temperaturas, busca liberar aquellos compuestos fendlicos (flavonoides), que se
encuentran como glucésidos en el tejido vegetal, rompiendo los enlaces éster,
generando un azucar (glucosa o galactosa) y una aglicona (Ibargtiengoitia, 2007),

favoreciendo su determinacion por técnicas instrumentales.

7.2 Cuantificacion de fenoles totales

7.2.1 Extractos no hidrolizados

El contenido de fenoles totales (FT), para los extractos no hidrolizados (Tabla 2),
tiene variacion con respecto al estadio de desarrollo, las partes anatomicas, el
disolvente de extraccion, y en el caso de los extractos acuosos, la temperatura tiene
un efecto significativo. Los valores se obtuvieron en un rango de 688+16 a 2992+114
mg EAG/100 g pd (tallo PF A. 25°C y pétalo PF A.92°C, respectivamente).
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Tabla 2. Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides en extractos no hidrolizados

de H. inuloides

Fenoles

Parte de  Extracto totales Flavonoides Flat\g?[gloei;jes
la planta (S/H) mg EAG/ mg EC/ mg EQ/
100 g pd 100gpd 100gpd (M9 T/100g pd)
EtOH 40 2534+215° 2236+302"° 57182 2293+297¢
P25 A. 25°C 1100+67° 17114106  77+132 1788+95°¢
A. 92°C 2122+132% 2566+145™ 74122 2640+146°
EtOH 40 2980+45¢ 3712+107" 168+7° 3880+112f
Hoja PF A. 25°C 2342+53% 2103+93% 230+8° 2333+90¢
A. 92°C 3092+193¢ 3275+175"  195%4P 3470+179°
EtOH 40 996457 1202+48° 56+2?2 1259+47°
Tallo PF A. 25°C 688+16% 736+129% 60+3? 79611267
A. 92°C 9334512 1210+8° 68+2?2 1278+6"°
betalo EtOH 40 284142349 2681+86 417+24¢ 3098+86°
A. 25°C 1754+172° 1566+62"°  190+16"° 1756+73°
°F A. 92°C 2992+1149 2744+289Y  406+47¢ 3149+249°

Valores expresados como la media + la DE (n=3), por cada 100 g de planta deshidratada.

Valores en la misma columna con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0.05).
Comparacion de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta- disolvente)

EAG = Equivalentes de acido gélico; EC = Equivalentes de catequina; EQ = Equivalentes de quercetina;
mg T= mg totales.

La P25, tuvo un contenido de FT menor en el extracto A. 25°C (1100+215 mg
EAG/100 g pd), con respecto a los extractos A. 25°C de la hoja y el pétalo PF
(2342453 y 1754172 mg EAG/100 g pd, respectivamente), sin embargo, los valores
son mayores a los del tallo PF (688+16 mg EAG/100 g pd para A.25°C). Para ambos
estadios y sus diferentes partes, los valores se ven afectados por el disolvente de
extraccion, teniendo los extractos A. 25°C los valores mas bajos, donde el de tallo PF
tuvo el mas bajo (688+16 mg EAG/100 g pd), mientras que los valores mas altos los
tuvieron los extractos EtOH 40 y A. 92°C, siendo los de hoja PF la que tuvo los mas
altos (2980+45 y 3092+193 mg EAG/100 g pd, respectivamente); es importante

mencionar que en la P25, existe una diferencia significativa (p<0.05) entre los
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extractos EtOH 40 y A. 92°C, siendo el extracto EtOH 40, el que tuvo el mayor
contenido de FT (25344215 mg EAG/100 g pd), sin embargo, para hoja, tallo y pétalo
de la PF, no existe diferencia significativa (p<0.05), entre los extractos EtOH 40 y A.
92°C (Tabla 2).

Mufoz-Velazquez et al. (2012), mencionan, que el contenido de FT para una
infusion, obtenida a temperatura de ebullicion, a partir de una bolsa comercial de té
(1 g) de H. inuloides, es de 173.31+1.87 pug EAG/mL, en comparacion con los
resultados obtenidos de los extractos A. 92°C, el valor es considerablemente menor,
lo que puede deberse al tiempo de extraccion y a que probablemente la bolsa esté
constituida por una mezcla de tallo, hoja y pétalo en diferentes proporciones y cada
parte, puede aportar diferente concentracion. Ademas, la regién donde se cultiva la
planta, también tiene un efecto significativo en el contenido de poli fenoles por la

influencia de los factores ambientales.

Coballase-Urrutia et al. (2010), realizaron un estudio para cuantificar FT, de extractos
acetonicos y metanolicos de H. inuloides obtenidos a partir de 2 kg de planta
deshidratada y en polvo, los autores mencionan que 0.1 mL de extracto (100 mg de
extracto de planta), tuvo un contenido de FT de 19.35 y 50.03 mg EC/mL, para
extractos acetonicos y metanolicos respectivamente. Las diferencias que se
observan entre los estudios revisados y los resultados obtenidos, se debe al
contraste de concentraciones de compuestos fendlicos, a las técnicas de extraccion,

al disolvente utilizado, parte de la planta y regién donde es cultivada.

7.2.2 Extractos hidrolizados
Con respecto al contenido de FT, para los extractos hidrolizados (Tabla 3), las
concentraciones se encontraron en un rango de 907+80 a 3248+406 mg EAG/100 g
pd (tallo PF EtOH 40 y Pétalo PF A.92°C, respectivamente). Los valores para ambos
estadios y sus diferentes partes se ven afectados por la hidrolisis, en comparacion
con los extractos no hidrolizados (Tabla 2). Los valores mas bajos los tuvieron los
extractos A. 25°C, donde el pétalo PF tuvo el valor mas bajo (1482+103 mg EAG/100
g pd), mientras que los valores mas altos los tuvieron los extractos EtOH 40 y A.
92°C, donde el pétalo PF tuvo los valores mas altos (2996+257 y 32481406 mg
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EAG/100 g pd, respectivamente). En el caso de la P25, el extracto A.25°C tuvo el
valor mas alto (3193.30+285.06 mg EAG/100 g de pd), con respecto a su extracto
EtOH 40 y A. 92°C (1410+120 y 1622+110 mg EAG/100 g pd, respectivamente). Es
importante mencionar que, tras la HA, para la P25, la hoja PF y el pétalo PF, no
existe una diferencia significativa (p<0.05), del contenido de FT entre los extractos
EtOH 40 y A. 92°C, sin embargo, en el caso del tallo, el extracto A. 92°C (2434+15
mg EAG/100 g pd), tuvo el valor mas alto con respecto al A. 25°C y EtOH 40.

Tabla 3. Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides en extractos hidrolizados de
H. inuloides

Fenoles . Flavonoides
Parte Extracto totales Flavonoides totales
dela <
(C/H) mg EAG/ mg EC/ mg EQ/
planta 100 g pd 100 g pd 100 g pd (mg T/100 g pd)
EtOH 40 1410+120% 1567+250¢ 76+9°¢ 1643+259°¢
P25 A. 25°C 3193+285¢ 891+110°¢ 42+12 933+110°
A. 92°C 1622+110° 1727+28f 56432 1783+31°
Hoi EtOH 40 2749+335¢ 2326+169' 241+6° 2567+173¢
oja
PF A. 25°C 1822+178P 1385+93d 169+6¢ 1554+99¢
A. 92°C 2666+305¢ 2297+83N 171+8¢ 2468+75¢
Tall EtOH 40 9074807 695+49° 95+5¢ 790+49°
allo
PE A. 25°C 1488+148% 301+41° 41+32 342+43%
A. 92°C 2434+15% 620+282° 50+12° 670+292°
Pétal EtOH 40 2996+257¢ 20021249 693+27" 2695+126¢
étalo
PE A. 25°C 1482+103%° 1220+62¢ 227+4¢ 1447+64°
A. 92°C 3248+406° 1985+829" 678+16' 2663+96¢

Valores expresados como la media + la DE (n=3), por cada 100 g de planta deshidratada.

Valores en la misma columna con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0,05).
Comparacién de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta- disolvente).
EAG = Equivalentes de é&cido gélico; EC = Equivalentes de catequina; EQ = Equivalentes de quercetina;

mg T= mg totales.

Comparando los valores tras la HA (Tabla 3), con aquellos no hidrolizados (Tabla 2),
se observan algunos incrementos. En el tallo PF, se generé un aumento en la
concentracion con los diferentes disolventes, siendo en los extractos A. 25°C y A.
92°C, en los que hubo un incremento del 116 y 160%, respectivamente (1488+148 y
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2434+15 mg EAG/100 g pd), para el caso de la P25 el incremento solo fue en el
extracto A. 25°C (3193+285 mg EAG/100 g pd), esto puede estar relacionado con la
liberacién de agliconas, originada por el rompimiento del enlace glucosidico por
efecto de la hidrdlisis, ya que estas, tienen mayor capacidad de reaccion y se
concentran en los extractos obtenidos (Martinez-Flérez et al., 2002). Por efecto de la
HA, el contenido de FT también puede disminuir, como es el caso de los extractos
EtOH 40 y A. 92°C de la hoja PF (2749+335 y 2666+305 mg EAG/100 g pd,
respectivamente) con un 7.7 y 13.7%, menos que aquellos no hidrolizados, la
disminucién de los valores podria deberse a las condiciones de hidrdlisis y/o a la
extraccion selectiva realizada con el acetato de etilo durante la recuperacion (Nuutila
et al., 2002).

7.3 Cuantificacion de flavonoides totales
7.3.1 Extractos no hidrolizados
El contenido de flavonoides totales (reportado como la suma de las concentraciones
de EC y EQ), en los extractos no hidrolizados (Tabla 2), tuvo variaciones con
respecto al estadio de desarrollo, parte de la planta, disolvente de extraccion y en los
extractos acuosos, la temperatura tuvo un efecto significativo. En el primer ensayo,
se cuantificaron flavanoles, como equivalentes de catequina (EC), los valores
obtenidos fueron en un rango de 736129 a 3712+107 mg EC/100 g de pd (tallo PF
A.25°C y hoja PF EtOH 40, respectivamente). La P25 tuvo menor concentracion de
EC que la hoja PF y mayor que el tallo PF en los tres disolventes utilizados, sin
embargo, no existe diferencia significativa (p<0.05) en comparaciéon con el pétalo PF.
Las concentraciones para ambos estadios y sus diferentes partes, se ven afectados
por el disolvente de extraccion, ya que las concentraciones mas bajas los tuvieron los
extractos A. 25°C, siendo el tallo el que tuvo la concentracion mas baja (7362129 mg
EC/100 g de pd), mientras que las mas altas las tuvieron los extractos A. 92°C y
EtOH 40, para los cuales, la hoja PF tuvo las concentraciones mas altas (3275+175y
3712 +107 mg EC/100 g de pd, respectivamente); es importante mencionar que no
existe diferencia significativa (p<0.05) entre los extractos A. 92°C y EtOH 40 para las

diferentes partes y ambos estadios de desarrollo.
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Mufoz-Velazquez et al. (2012), mencionan que en un extracto acuoso a temperatura
de ebullicion, de una bolsa comercial de té (1 g), el contenido de EC es de
227.37+8.48 ug, comparando con los resultados obtenidos de los extractos A. 92°C,
el valor es considerablemente menor, lo que puede deberse al tiempo de extraccion
(10 min), ya que la temperatura favorece la liberacion de los metabolitos secundarios
(Mufioz et al., 2015), ademds, la bolsa estaba constituida por una mezcla de tallo,
hoja y pétalo en diferentes proporciones y cada parte aporta diferente concentracion
(Tabla 2).

Con el segundo ensayo, para cuantificar flavonoles, como equivalentes de quercetina
(EQ), la P25 tuvo menor concentracion de EQ que la hoja y pétalo PF en los tres
disolventes, sin embargo, no se observo diferencia significativa (p<0.05) entre esta y
el tallo PF. Maldonado-LoOpez et al. (2008), mencionan que para extractos acetonicos
de hojas de H. inuloides, tanto las concentraciones de metabolitos secundarios como
los sesquiterpenos, estan relacionadas con la edad de las plantas y son mas altas en
aquellas de 15 meses de edad que en las de 4-8 meses de edad, por lo cual, se
puede inferir que, conforme se desarrolla la planta, la concentracion de metabolitos
secundarios aumenta, como se observa en los resultados (Tabla 2). Las
concentraciones de flavonoles, se ven afectadas por el disolvente de extraccion,
teniendo las concentraciones mas bajas, los extractos EtOH 40, siendo el tallo PF el
que tuvo la mas baja (56£2 mg EQ/100 g pd), a excepcion del extracto A. 25°C del
pétalo PF, el cual tuvo la concentracion mas bajo (189.95+£16.18 mg EQ/100 g pd)
en comparacion con EtOH 40 y A. 92°C (417124 y 40647 mg EQ/100 g pd
respectivamente); por otra parte, los extractos acuosos a 92°C, tuvieron las
concentraciones mas altas en ambos estadios de desarrollo y sus diferentes partes,
siendo el pétalo de PF, el que tuvo la mayor concentracion (406£47 mg EQ/100 g
pd). Kubo et al. (2000), reportan que uno de los principales compuestos fendlicos
presentes en el pétalo de H. inuloides es la quercetina, la cual es altamente soluble
en agua, ademas es uno de los principales flavonoides empleados en procesos de
polinizacién y reproduccion sexual (Berezina et al., 2017). Es importante mencionar
que para el contenido flavonoles, no existe diferencia significativa (p<0.05), entre

extractos EtOH 40 y A. 92°C de las diferentes partes y estadios de desarrollo.
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Por su parte, Coballase-Urrutia et al. (2010), obtuvieron extractos aceténicos y
metandlicos a partir de 2 kg de H. inuloides deshidratada y en polvo, donde 0.1 mL
de extracto, contiene 100 mg de extracto de planta, para dichos extractos reportan
concentraciones de 0.030 y 0.070 mg EQ/mL, en extractos acetdnicos y metandlicos,
respectivamente. Las diferencias que se observan entre el estudio citado y el
presente trabajo, con respecto a las concentraciones de flavonoles, se deben
directamente a las técnicas de extraccion, al disolvente utilizado, a la parte de la
planta y a la region donde esta se cultiva.

7.3.2 Extractos hidrolizados

La concentracion de flavonoides, en los extractos hidrolizados se encuentra en la
Tabla 3. Las concentraciones se obtuvieron en un rango de 30141 a 2326+169 mg
EC/100 g pd (tallo PF A. 25°C y hoja PF EtOH 40, respectivamente) y de 41+3 a
693+27 mg EQ/100 g pd (tallo PF A. 25°C y pétalo PF EtOH 40, respectivamente). La
concentracion de flavanoles (EC) de la P25 es mayor en el tallo PF y menor en la
hoja y pétalo PF en los tres disolventes. Para ambos estadios de desarrollo y sus
diferentes partes, existe diferencia significativa (p<0.05), en la concentracién de los
extractos A. 92°C y EtOH 40, siendo estos dultimos los que tuvieron las
concentraciones mas altas. Comparando las concentraciones de los extractos tras la
HA (Tabla 3), con aquellas de los no hidrolizados (Tabla 2), se observé que las
concentraciones de todos los extractos hidrolizados disminuyeron, lo cual se debe a
la sensibilidad de los flavonoides al proceso y/o solubilidad en acetato de etilo,
durante su recuperacion tras la HA (Nuutila et al., 2002).

En la cuantificacién de flavonoles (EQ) para extractos hidrolizados (Tabla 3.), la P25
tuvo concentraciones similares a las del tallo PF en los diferentes disolventes, pero
menores a las de hoja y pétalo PF, sin existir diferencia significativa (p<0.05), entre
los extractos con EtOH 40 y A. 92°C, para ambos estadios y sus diferentes partes, a
excepcion de la hoja PF y tallo PF, donde las concentraciones mas altas las tuvieron
los extractos EtOH 40 (241.33+6.40 y 9515 mg EQ/100 g pd, respectivamente).
Comparando las concentraciones de flavonoles de los extractos hidrolizados (Tabla

3) con aquellas de los no hidrolizados (Tabla 2), algunas incrementaron y otros
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disminuyeron. En el caso del pétalo, la concentracion de flavonoles incremento en los
tres disolventes, sin embargo, para hoja PF, tallo PF y P25, las concentraciones s6lo
aumentaron en los extractos EtOH 40 (241.33%£6.40, 94.68+£5.94 y 75.76+9.69 mg
EQ/100 g pd, respectivamente), mientras que en los acuosos disminuyeron, esto se
debe a la sensibilidad o resistencia que tienen algunos flavonoides al proceso de
hidrolisis (Merken y Beecher, 2000).

Por otra parte, la concentracion de flavonoides totales tras la HA (Tabla 3), tuvo
variacion entre ambos estadios de desarrollo, partes de la planta y disolventes de
extraccion, donde las concentraciones estan en un rango de 342+43 a 2695+126 mg
T/100 g pd (tallo PF A.25°C y pétalo PF EtOH 40, respectivamente). La P25 tiene
menor concentracién de flavonoides totales que la hoja y pétalo de la PF, pero mayor
a la del tallo PF en los tres disolventes, asi, los extractos EtOH y A. 92°C, tuvieron
las concentraciones mas altas, sin existir diferencia significativa (p<0.05) entre estas,
para las diferentes partes y estadios de desarrollo. Comparando las concentraciones
de los extractos tras la HA (Tabla 3), con aquellas de los extractos no hidrolizados

(Tabla 2), todas las concentraciones disminuyeron.
7.4 Determinacion de la capacidad captora de radicales libres

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en determinaciones in vitro es la
capacidad antioxidante de un compuesto, mezcla o alimento, esta consiste en
determinar la capacidad antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza
radical; la pérdida de color ocurre de forma proporcional a la concentraciéon. No
obstante las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan
tan soOlo una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo.
(Kuskoski et al., 2005).

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH. Ambos presentan una excelente
estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias. El| DPPH
es un radical libre que puede obtenerse directamente sin preparacion previa,

mientras que el ABTS tiene que ser generado, tras una reaccion quimica con diéxido
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de manganeso y persulfato de potasio. Con estos métodos se puede medir la
actividad de compuestos de naturaleza lipofilica (con ABTS) e hidrofilica (con DPPH)
(Gutiérrez et al., 2008; Kuskoski et al., 2009; Boligon et al., 2014).

Varios investigadores han examinado la actividad antioxidante de los extractos de H.
inuloides, utilizando diferentes disolventes de extraccion y diferentes partes de la
planta (Coballase-Urrutia et al., 2010; Mufioz-Velazquez et al., 2012; Rodriguez-
Chavez et al., 2015). La comparacion entre los diferentes estudios es complicada
debido a las cantidades de planta y los diferentes protocolos de extraccién utilizados,
por lo que cada estudio informa diferentes resultados para la capacidad antioxidante

in vitro.

7.4.1 Radical ABTS

7.4.1.1 Extractos no hidrolizados

La maxima capacidad captora de radicales libres (CCRL), expresada en uM ET/100 g
pd, se encontro en el pétalo PF, con valores de 11004+9 y 10993+17 uM ET/100 g
pd (EtOH 40 y A. 92°C, respectivamente), sin existir diferencia significativa (p<0.05)
entre estas (Tabla 4). Estudios previos reportan que el principal compuesto fendlico
presente en el pétalo PF es la quercetina, para la cual se ha reportado una gran
capacidad antioxidante tanto para ABTS como para DPPH (Kubo et al., 2000;
Rodriguez-Chavez et al., 2015). Entre las distintas partes de la planta PF y ambos
estadios no hay diferencia significativa de la CCRL en los extractos EtOH 40
(10965+35, 109709, 1103319 y 1100449 uM ET/100 g pd, P25, hoja, tallo y pétalo
PF, respectivamente). Por otra parte, en el caso de los extractos A. 92°C, la P25 tuvo
mayor CCRL que la hoja PF (10840+29 y 10687+34 upuM ET/100 g pd,
respectivamente), lo cual se debe, a que durante su desarrollo, es mas sensible al
dafio por radicales libres y por tanto, produce una mayor cantidad de metabolitos
secundarios como mecanismo de defensa (Rodriguez-Chavez et al., 2017). Ademas
de lo anterior, la CCRL se ve afectada por el disolvente de extraccion, teniendo la

mas baja, los extractos A. 25°C y la mas alta los extractos EtOH 40 y A.92°C.
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Tabla 4. Capacidad captora de radicales libres de extractos no hidrolizados de H.

inuloides
Parte de la Extracto Radical
olanta (SH) DPPH ABTS
mg EAA/100 g pd uM ET/100 g pd

EtOH 40 1957+8¢ 10965+35¢
P25 A. 25°C 1867+18% 10823+68%
A. 92°C 1877+15% 10840+29¢

EtOH 40 1946+8¢ 10970+9¢
Hoja PF A. 25°C 179248 10749442
A. 92°C 1751+25° 10687+34°

EtOH 40 1960+7¢ 110339

Tallo PF A. 25°C 1470+123? 9582+17
A. 92°C 1929+13¢ 11004+25

EtOH 40 1930+16¢ 11004+9

Pétalo A. 25°C 1860+12°cd 10897+9%
A. 92°C 1936+31¢ 10993+17

Valores expresados como la media + la DE (n=3), por cada 100 g de planta deshidratada.

Valores en la misma columna con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0,05).
Comparacion de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta- disolvente). EAA = Equivalentes
de acido ascorbico; ET = Equivalentes de Trolox

Mufioz-Veldzquez et al. (2012), reportaron que la capacidad antioxidante de un
extracto acuoso a temperatura de ebullicibn de una bolsa comercial de té de H.
inuloides (1g), es de 1.47+0.010 pM ET/mL, empleando el método de ABTS,
comparando con los resultados obtenidos de los extractos A. 92°C, el valor es
considerablemente menor, lo que se debe al tiempo de extraccion, ya que la
temperatura favorece la liberacion de metabolitos secundarios (Mufioz et al., 2015),
por otra parte la bolsa comercial de té es una mezcla de las diferentes partes de la
planta y en distinta proporcion, por lo cual la CCRL es menor. Por su parte
Coballase-Urrutia et al. (2010), reportan un ICso (mg/mL), contra ABTS de 1.02+0.16
y 0.52+0.70, para extractos acetonicos y metandlicos de H. inuloides,
respectivamente, en este caso la comparacion no es viable debido al disolvente de

extraccion utilizado.
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7.4.1.2 Extractos hidrolizados

Comparando los valores de la CCRL de los extractos hidrolizados (Tabla 5), con
aquellos no hidrolizados (Tabla 4), se puede observar que, en algunos casos, los
valores disminuyeron, esto se debe a que durante el proceso de hidrdlisis algunos
flavonoides son degradados (Merken y Beecher, 2000). Para los valores de la Tabla
5, no existe diferencia significativa entre ambos estadios de desarrollo, sus partes y

sus disolventes de extracciéon, a excepcion del extracto A.25°C del tallo, el cual tuvo

el valor mas bajo (8131+176 uM ET/100 g pd).

Tabla 5. Capacidad captora de radicales libres de extractos hidrolizados de H.

inuloides
Parte de la Extracto
planta (C/H) DPPH ABTS
mg EAA/100 g pd UM ET /100 g pd

EtOH 40 1941+20° 11021+19°
P25 A. 25°C 1930+8° 11027+17°
A. 92°C 1903+10° 11027+0°
EtOH 40 1939+17° 11016+9°
Hoja PF A. 25°C 1916+14° 11004+9°
A. 92°C 1920+12° 11016+9°
EtOH 40 1887+10° 11027+0°
Tallo PF A. 25°C 1179+85?2 81314176
A. 92°C 1912+15° 11021+9°
EtOH 40 1937+1° 10925+29°
Pétalo A. 25°C 1894+3° 10970+9°
A. 92°C 1957+22° 11021+19°

Valores expresados como la media + la DE (n=3), por cada 100 g de planta deshidratada.

Valores en la misma columna con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0,05).
Comparacion de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta- disolvente). EAA = Equivalentes
de &cido ascorbico; ET = Equivalentes de Trolox
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7.4.2 Radical DPPH

7.4.2.1 Extractos no hidrolizados

La maxima CCRL expresada en mg equivalentes de acido ascérbico (mg EAA), la
tuvieron la P25 y el pétalo de la PF (1957+8 y 1936+31 mg EAA/100 g pd, para EtOH
40 y A.92°C, respectivamente), sin existir diferencia significativa entre estas y entre

sus diferentes disolventes de extraccion.

Rodriguez-Chavez et al. (2015), reportaron que metabolitos aislados (tipo
flavonoide), de extractos acetdnicos de la flor seca de H. inuloides, tienen valores de
ICs0 entre 6.97+0.14 y 13.11+1.2, para la reduccion del radical DPPH. Por su parte
Coballase-Urrutia et al. (2010), reportaron que extractos acetonicos y metanolicos de
H. inuloides tienen un ICso (mg/mL) de 1.38+0.24 y 1.14+0.16 contra DPPH, de
planta, respectivamente; la forma de reportar los resultados es diferente en ambos

casos, ademas de las técnicas de extraccion y los disolventes utilizados.
7.4.2.2 Extractos hidrolizados

Comparando los valores de la CCRL de los extractos hidrolizados (Tabla 5), con
aguellas de los extractos no hidrolizados (Tabla 4), para el radical DPPH se observa
la misma tendencia que con ABTS, ya que la CCRL de los A. 25°C y A. 92°C del tallo
disminuy6 debido a la sensibilidad de los compuestos a las condiciones de hidrdlisis
(1179485 y 1912+15 mg EAA/100 g pd, respectivamente) (Merken y Beecher, 2000);
sin embargo, la CCRL aumenté para las demas partes y la P25 (Tabla 5). Por otra
parte, el aumento de la CCRL esta directamente relacionado con la ruptura del
enlace glicosidico entre los compuestos fendlicos y los azucares, quedando libres las
agliconas, las cuales tienen mayor reactividad (Martinez-Flérez et al., 2002), ademas,
diversos estudios han reportado que la actividad antioxidante de las agliconas de los
flavonoides es mejor que la de su forma glucosilada y estos flavonoides son
absorbidos por el cuerpo humano en forma de agliconas (Nuutila et al., 2002; Lv et
al., 2015). Es importante mencionar, que entre ambos estadios de desarrollo, sus

partes y sus disolventes de extraccion, no existe diferencia significativa, a excepcion
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del extracto A.25°C del tallo, el cual tuvo la CCRL mas baja (1179+85 mg EAA/100 g
pd).

7.5Inhibicién de la enzima convertidora de la angiotensina
El sistema renina-angiotensina (SRA), tiene entre sus principales funciones,
mantener la homeostasis de la presion arterial y del balance hidroelectrolitico. Uno
de sus principales componentes es la enzima convertidora de angiotensina (ECA), la
cual, es capaz de remover el dipéptido carboxilico terminal del decapéptido
angiotensina | para generar la angiotensina Il (potente vasoconstrictor) y degradar la
bradiquinina (vasodilatador), produciendo asi, el aumento de la presion arterial
(Feldsten y Romero, 2007), por lo tanto, la inhibicion de esta enzima puede generar
un efecto antihipertensivo. De hecho, los inhibidores sintéticos de la ECA, como
captopril y enalapril, se usan ampliamente para el tratamiento de la hipertensiéon
arterial, sin embargo, los efectos colaterales que provocan como tos seca, deficiencia

renal e hipotension afectan la salud de los pacientes (De la Serna, 2010).

7.5.1 Extractos no hidrolizados
La inhibicion de la ECA se reporta en porcentaje de inhibicion (%IECA), los
resultados se compararon con una solucion de Captopril (medicamento hipotensor de
referencia), de 2.5 mg/mL, el cual inhibe entre el 87% de la enzima utilizada para la
prueba. El %IECA de los extractos no hidrolizados (Tabla 6), se encuentra en un
rango de 43+3 a 70+1% (P25 EtOH 40 y P25 A. 92°C, respectivamente). Los
porcentajes mas bajos, los tuvieron los extractos A. 25 °C, a excepcion de la P25,
cuyo extracto A. 25°C, tuvo un porcentaje mayor en comparacion con el extracto
EtOH 40. Los porcentajes mas altos los tuvieron los extractos A. 92°C y EtOH 40
para las diferenes partes de la planta en floracion, entre los cuales no hay diferencia
significativa (p<0.05). Tanto los extractos A. 92°C de P25 y de hoja PF como el
extracto EtOH 40 del pétalo PF tuvieron los %IECA mas altos (70+1, 6514 y 6645,
respectivamente), numéricamente el extracto A. 92°C de P25 tuvo la mayor
inhibicion, sin embargo, no existe diferencia significativa (p<0.05) entre estos. Para la
P25, hoja PF y pétalo PF, su efecto se puede atribuir a la alta concentracion de
compuestos fendlicos y su CCRL. Diversos estudios han reportado que flavonoides
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como flavonas, flavonoles y flavanoles, tienen la capacidad para inhibir diferentes
metaloproteinasas de zinc, incluida la ECA, debido a su capacidad de formacion de
complejos quelantes con el aomo de zinc, asi mismo, se ha reportado que
concentraciones micromolares de estos flavonoides tienen un 50% de IECA y su
capacidad IECA se ha evaluado in vitro e in vivo, para ratas y humanos hipertensos
(Mansour et al., 2011; Guerrero et al., 2012; Bahmani et al., 2014; Gonzalez et al.,
2015). Esto explica que extractos de H. inuloides ricos en flavanoles y flavonoles,
tengan porcentajes de IECA altos (7011, 654 y 66+5% para extractos A. 92° de P25

y hoja PF, respectivamente).

Tabla 6. Porcentaje de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina de
extractos no hidrolizados de H. inuloides

Parte de la Extracto
planta S/H Y IECA
EtOH 40 43+32
P25 A.25°C 64100
A.92°C 70+1°
EtOH 40 58+4bcd
Hoja PF A.25°C 57+4bcd
A.92°C 65+4°de
EtOH 40 5544
Tallo PF A.25°C 51+3%
A.92°C 52+6°
EtOH 40 66+5%
Pétalo PF A.25°C 57+2bcd
A.92°C 65+4c0e

Valores expresados como la media + la DE (n=3).

Valores con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0,05).
Comparacién de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta-
disolvente).
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7.5.2 Extractos hidrolizados

Para los extractos hidrolizados, se probaron aquellos que tuvieron mayores
concentraciones de compuestos fendlicos y CCRL (Tabla 7), la hoja tuvo el mayor
porcentaje (55+4), seguido del pétalo (39+2) y la P25 (19+4). Comparando los
valores de los extractos hidrolizados, con los no hidrolizados (Tabla 6), se observa
que, en el caso de los hidrolizados, la actividad se mantiene en la hoja PF, pero no
en el pétalo PF ni en la P25, lo cual indica que durante el proceso de hidrdlisis un
cierto porcentaje de compuestos fendlicos de los extractos de la P25 y el pétalo PF,
son degradados o descartados por la extraccion con acetato de etilo (Merken y
Beecher, 2000).

Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina de
extractos de H. inuloides hidrolizados

Parte de
Extracto %IECA

la planta
P25 A. 92°C (C/H) 19+42
Hoja PF EtOH 40 (C/H) 55+4¢
Pétalo A. 92°C (C/H) 39+2°

Valores expresados como la media + la DE (n=3).

Valores con letras diferentes muestran diferencias significativas (p
<0,05). Comparacion de medias de Tukey de dos vias (parte de la
planta- disolvente).

Se ha reportado que plantas empleadas en la medicina tradicional tienen efectos
antihipertensivos, entre ellas se encuentran aquellas de la familia Asteraceae, a la
que pertenece H. inuloides (Rawat et al., 2016). Sin embargo, para esta planta no
hay reportes de efectos ante HTA, pero si de CCRL.

Entre los mecanismos sugeridos para el mantenimiento de la presion sanguinea en
el cuerpo humano, se encuentra el SRA, en el cual la ECA aumenta directamente la

presion arterial por causar la constriccion en los vasos sanguineos, debido a la
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conversion de angiotensina | en angiotensina Il, los inhibidores de la ECA, bloquean
la enzima, provocando asi la dilatacion de los vasos sanguineos, lo que reduce la
presion sanguinea (Feldsten y Romero, 2007). Otro mecanismo para la reduccion de
la hipertension es el bloqueo de los canales de calcio incrustados en la membrana
(Rawat et al.,2016), extractos hidroalcohodlicos de las hojas de Achillea wilhelmsii
(Asteraceae), han sido reportados con efectos antihipertensivos, su mecanismo de
accion radica en el bloqueo de los canales de calcio (Asgary et al., 2000). Hakkoua et
al. (2017), investigaron el efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Inula
viscosa (Asteraceae), en ratas Wistar, un grupo fue administrado con enalapril
(15mg/kg/dia como agente antihipertensivo de referencia) y otro con extracto
metandlico de Inula viscosa L (40 mg/kg/dia); después de 4 semanas de tratamiento,
el grupo tratado con enalapril tuvo un valor de 123+1 mm Hg y el grupo tratado con

extracto metandlico de Inula viscosa tuvo un valor de 115+ 1mm Hg.
7.6Corrrelacion de Pearson para extractos no hidrolizados

Los coeficientes de correlacion de Pearson (Tabla 8), se determinaron para los
extractos no hidrolizados, de los cuales se obtuvo su caracterizacibn completa,
determinando asi, el efecto de las concentraciones de compuestos fendlicos
cuantificados sobre la CCRL y la activida IECA. Teniendo asi, que para DPPH hubo
correlacion significativa (p<0.05) de la concentracion de flavanoles (r=0.37) y de
flavonoides totales (r=0.36); para ABTS hubo correlacion con la concentracién de
fenoles totales (r=0.40), flavanoles (r=0.41) y flavonoides totales (r=0.42). Finalmente
para el %IECA, hubo efecto de la concentracion de fenoles totales (r=0.26),
flavanoles (r=0.38), flavonoles (r=0.39) y flavonoides totales (r=0.41), siendo esta

ultima la de mayor correlacion.

Para el caso se la CCRL, es posible que exista el efecto de algunos otros
compuestos presentes en los extractos, como acidos organicos o fendlicos,
observando a su vez, que esta actividad, no tubo correlacion significativa con la
actividad IECA.
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Tabla 8. Coeficientes de correlacion de Pearson para las variables respuesta estudiadas en los extractos no

hidrolizados de H. inuloides

Fenoles
totales

Flavanoles
(Catequina)

Flavonoides
totales

Flavonoides
totales

DPPH
ABTS

%IECA

Fenoles Flavanoles Flavonoles Flavonoides
0,

totales (Catequina) (Quercetina) totales DPPH ABTS HIECA

1.00

*0.91 1.00

*0.66 *0.48 1.00

*0.94 *0.99 *0.58 1.00

0.32 *0.37 0.18 *0.36 1.00

*0.40 *0.41 0.27 *0.42 *0.95 1.00

*0.26 *0.38 *0.39 *0.41 0.15 0.27 1.00

*Correlacion significativa a p<0.05.
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7.7 Cuantificacion de flavonoides por HPLC
Se analizaron las partes anatdmicas de la planta en floracion, ya que sus extractos

tuvieron los mejores perfiles de compuestos fendlicos.
7.7.1 Identificacion del tiempo de hidrélisis

Se probaron cuatro tiempos de hidroélisis (Tabla 9), siguiendo la metodologia del
apartado 6.3.1. En el caso del pétalo, el tiempo de hidrdlisis que permitié la mayor
cuantificacion de quercetina y kaempferol fue de 10 min, seguido de 40 min, a los 20
min las concentraciones disminuyen. En el caso de la hoja, no hubo diferencia
significativa (p<0.05), entre las concentraciones de quercetina a los 10, 20 y 40 min,
sin embargo, numéricamente la concentraciéon con 20 min de hidrélisis es la mayor
(132+21 mg Q/100 g pd); en el caso de kaempferol, este no es detectado hasta los
20 min de hidrolisis, cuando ocurre una mayor hidrolisis de los flavonoides
glucosilados, quedando libre la aglicona para su deteccion y cuantificacion (Lv et al.,
2015).

Tabla 9. Cuantificacion de flavonoides por HPLC en extractos de H. inuloides con
diferentes tiempos de hidrdlisis.

Parte de Extracto Thliedr?éplci)sﬁse Quercetina Kaempferol
la planta (min) mg Q/100 g pd mg K/100 g pd
0 433+30° 60+6°
Pétalo 10 555+44 54+]bc
A. 92°C
PF 20 432+2° 434530
40 492+9°¢ 58+8"°
0 ND ND
_ 10 77+11° ND
Hoja PF A. 92°C
20 132+21% 38+7%
40 99+12 32+1?

Valores expresados como la media + la DE (n=2), por cada 100 g de planta deshidratada;
Valores en la misma columna con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0,05).
Comparacién de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta- disolvente)

ND= No detectado.
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Es importante mencionar que las concentraciones de los flavonoides disminuyen o se
mantienen debido a la sensibilidad o resistencia del flavonoide a las condiciones de

hidrdlisis, asi como, al tipo de glucosilacién que tenga (Merken y Beecher, 2000).

7.7.2 Cuantificacion de flavonoides por HPLC con el tiempo adecuado de

hidrolisis
Con base en los resultados anteriores, se determin6 que el tiempo adecuado para la
hidrolisis era de 20 min. Considerando este tiempo, las concentraciones de los
flavonoides detectados en los extractos se encuentran en la Tabla 10. Las
concentraciones mas altas de miricetina las tuvieron los extractos hidrolizados del
pétalo (7211 y 73+2 mg de M/100 g pd para A. 92°C y EtOH 40, respectivamente),
entre los cuales, no existe diferencia significativa (p<0.05); por otra parte, el
flavonoide miricetina no fue detectado en hoja y tallo. Las concentraciones mas altas
de quercetina las tuvieron los extractos hidrolizados del pétalo (3511+183 y 377677
mg Q/100 g pd para A. 92°C y EtOH 40, respectivamente), seguidos de los extractos
crudos (102715 y 1114+13 mg Q/100 g pd para A. 92°C y EtOH 40,
respectivamente), entre los cuales no hubo diferencia significativa (p<0.05). En el
caso de la hoja y el tallo, el equipo sélo detectd concentraciones de quercetina para
los extractos hidrolizados, siendo la hoja la que tuvo mayor concentracion (657+38 y
670£51 mg Q/100 g pd, para extractos A. 92°C y EtOH 40, respectivamente).

En la cuantificacion de kaempferol, el equipo s6lo detecté concentraciones en los
extractos hidrolizados del pétalo y en el extracto A. 92°C hidrolizado de hoja, estas
fueron de 48+4 y 56+0.2 mg K/100g pd para los extractos A. 92°C y EtOH 40 del
pétalo y 3915 para A. 92°C de hoja, el extracto EtOH 40 hidrolizado del pétalo tuvo
una concentracion significativamente mayor (p<0.05), que los demas extractos.
daidzeina, se detectd6 en extractos hidrolizados de hoja, tallo y pétalo PF, con
excepcion del extracto EtOH 40 del pétalo PF. Las concentraciones mas altas las
tuvo la hoja, siendo el extracto A. 92°C, el que tuvo la concentracion mayor (88+5 mg
D/100 g pd), asi mismo, se puede observar que la menor concentracion tanto de

guercetina como daidzeina, las tuvieron los extractos hidrolizados del tallo.
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Tabla 10. Cuantificacion de flavonoides por HPLC en extractos de H. inuloides

Parte Miricetina Quercetina Kaempferol Daidzeina
dela Extracto Tratamiento mg M/100g mg M/100g mg M/100g
mg M/100g pd
planta pd pd pd
92 °C Crudo ND ND ND ND
A .92°
Hoi Hidrolizado ND 657+38° 39452 88+5¢
oja
) Crudo ND ND ND ND
EtOH 40 o
Hidrolizado ND 670+51° ND 46+0.1°
92 °C Crudo ND ND ND ND
A .92°
I Hidrolizado ND 328+407 ND 16+0.22
Tallo
Crudo ND ND ND ND
EtOH 40 o
Hidrolizado ND 707+37° ND 16+0.32
Crudo 15+0.42 1027+15¢ ND ND
A.92°C
I Hidrolizado 72+1° 3511+183¢ 484> 38+0.8°
Pétalo
Crudo ND 1114+413¢ ND ND
EtOH 40
Hidrolizado 73+2° 3776+77¢ 56+0.1° ND

Valores expresados como la media + la DE (n=2), por cada 100 g de planta deshidratada
Valores en la misma columna con letras diferentes muestran diferencias significativas (p <0,05).
Comparacion de medias de Tukey de dos vias (parte de la planta- disolvente) ND= No detectado.

Como se puede ver en la Tabla 9, en los extractos crudos (no hidrolizados), no se
detecta la presencia de ningun flavonoide, al ser hidrolizados, la deteccion es
evidente, comprobando asi, la importancia de la hidrélisis para la deteccion y

cuantificacion de flavonoides por HPLC (Lv et al., 2015).

Diversos estudios han analizado cualitativa y cuantitativamente diferentes tipos de
extractos de las hojas y flores de H. inuloides, entre estos Kubo et al. (1994),
evaluaron en un bioensayo la inhibicién de la tirosinasa por flavonoides aislados de
H. inuloides como una alternativa para controlar plagas de insectos, en el cual
reportan que por métodos espectroscopicos, en el extracto metandlico de flores
secas de H. inuloides, la quercetina es el flavonol mas comun y el principal
compuesto activo presente en las flores secas; también aislaron y estudiaron la
actividad de cuatro flavonoles mas, entre ellos quercetina 3-R-glucésido

(isoquercitrina), kaempferol, kaempferol 3-R-glucésido y rutina (quercetina 3-R3-
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rutinosido). Considerando este reporte, se comprueba que los principales flavonoides

presentes en el pétalo PF de H. inuloides son quercetina y kaempferol.

Por su parte Mijangos et al. (2011), realizaron la extraccion de compuestos presentes
en H. inuloides con ultrasonido y emplearon la comatografia liquida con deteccion de
matriz de diodos para la caracterizacion de la fraccidbn fendlica. Los fenoles
detectados fueron guayacol (41.5 pg), catequina (38.7 pg), acido elagico (35.9 ug),
acido carbolico (24.2 ug) y acido cumarico (19.5 ug). La fraccion fendlica contiene
cantidades significativas de antioxidantes, cuya accién en la medicina ha sido
ampliamente demostrada, ya que, el acido elagico tiene propiedades
antiproliferativas y antioxidantes, la catequina es un flavonoide que actia como
antioxidante en el metabolismo de la planta, el guayacol es un antiséptico y el acido

cumarico tiene propiedades antioxidantes y anticancerigenas .

Rodriguez-Chavez et al. (2015), aislaron y cuantificaron distintos constituyentes de
flores secas de H. inuloides, empleando la cromatografia liquida con vacio de
extractos acetonicos, reportando 3.142 g de quercetina. Recientemente Egas et al.
(2018), evaluaron la actividad anti Helicobacter pylori de metabolitos presentes en un
extracto acetonico de hojas de H. inuloides y detectaron cualitativamente por HPLC
con detector de matriz de diodos, 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleneno, 7-hidroxi-cadaleno

y quercetina.

Comparando los resultados obtenidos con los reportados existes en la bibliografia,
cualitativa y/o cuantitativamente, la deteccion de flavonoides en H. inuloides, se
puede observar que, independientemente del tipo de disolvente utilizado en la
extraccion, su técnica, detector y/o cuantificacion, el compuesto predominante en la
flor es la quercetina, sin embargo, no existen reportes sobre la presencia de
flavonoides como miricetina y daidzeina en extractos de H. inuloides, por otra parte
tampoco hay estudios del analisis del tallo, observando con los resultados de este
trabajo que dicha parte de la planta también aporta una cantidad considerablede

flavonoides con actividad bioldgica.
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Por otro lado, no es viable la comparacion cuantitativa con respecto a quercetina y
kaempferol, ya que en los estudios donde se reporta la presencia de estos
flavonoides se emplearon diferentes disolventes, técnicas de extraccion, técnicas de
cuantificacion y ademas la region geografica donde la planta fue recolectada

determina la concentracion de estos compuestos (Maldonado-Lépez et al., 2008).
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VIIl. CONCLUSIONES

De los dos estadios de desarrollo, la planta en floracién, fue la que tuvo mayores
concentraciones de compuestos fenolicos, capacidad captadora de radicales libres
y actividad inhibitoria de la enzima convertidora de la angiotensina, en los
extractos acuoso a 92 °C y etandlico al 40%.

Con tiempos de hidrdlisis superiores a 2 horas, se genero un efecto favorable en la
capacidad captadora de radicales libres y un efecto negativo en la inhibicion de la
enzima convertidora de la angiotensina. Sin embargo, con un tiempo de 20 min, se
identificaron y cuantificaron por cromatografia liquida de alta resolucion, altas
concentraciones de miricetina, quercetina, daidzeina y kaempferol.

El estadio de desarrollo de Heterotheca inuloides Cass, sus diferentes partes
aéreas y el tipo de extraccién, determinan la concentracion de compuestos
fendlicos y por lo tanto su actividad bioldgica.

Heterotheca inuloides Cass, es una planta con alto potencial frente a problemas
cardiovasculares, por su capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de la
angiotensina como mecanismo hipotensor, sus altas concentraciones de

compuestos fendlicos y su capacidad captadora de radicales libres.
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