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Resumen

La cromatografia liquida (CL) acoplada con un detector ultravioleta la ionizacion con electroespray
(IES) a un tandem de espectroscopia de masas (EM/EM) se utilizé para la generacién de huellas
dactilares quimicas y la identificacion de compuestos fendlicos en cuatro muestras solidas extraidas y
aisladas de los pétalos rojos de Talipariti elatumutilizando la extraccion por Soxhlet con etanol al 95 %
durante 20 horas. Se detectaron tres compuestos, y dos de ellos fueron identificados como glicsidos
flavonoides, mientras que el otro, se supone que sea un alcaloide con masa molecular impar. El
compuesto con masa carga m/z 464 después de ser analizado por EM/EM en ion modo positivo y
negativo se sugiere que sea la Isoquercitrina. El mencionado compuesto ha sido identificado por vez
primera en las flores de T. elatumde Cuba y Martinica.

Palabras clave: flavonoides; CLAR; EM; pétalos; composicidon quimica.

Characterization of Isoquercetrin in ethanolic extract from the petals of Talipariti elatum S.w.
Abstract

Liguid chromatography (LC) coupled with UV detection and electrospray ionization (ESI) tandem
mass spectrometry (MS/MS) was used for the generation of chemical fingerprints and the identification
of phenolic compounds in four solid samples extracted and isolated from the red petals of Talipariti
elatum utilizing Soxhlet extraction with ethanol at 95 % during 20 hours. Three compoundswere
detected,and two of them were identified as flavonoid glycosides while another one, is supposed to be
and alkaloid with impair molecular weight. The compound with m/z of 464 after MS/MS analyses in
both positive and negative ion mode is suggested to be Isoquercitrin. The mentioned compound has
been identified in T. elatumfor the first time in Cuban and Martinican flowers.
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Introduccién

Existe un creciente interés en los efectos bioldgicos de los bioflavonoides, miembros de un amplio
grupo de polifenoles en las plantas. Debido al caracter aromatico de estos compuestos, los mismos
han sido analizados por diferentes métodos cromatograficos. En el caso de la cromatografia liquida
de alta resolucién o alta eficiencia, ellos han sido realmente detectados por sus propiedades
electromagnéticas y su absorbancia ultravioleta. Existen evidencias de que los bioflavonoides
conllevan a un metabolismo extensivo durante su ingestion a partir de la dieta hacia todo el
organismo y son almacenados en tejidos especificos. Sumado a esto, los radicales libres producidos
en los sitios donde existen procesos inflamatorios reaccionan con los bioflavonoides y sus
metabolitos, generando nuevos compuestos importantes con propiedades desconocidas hasta ahora.
Por estas razones, se requiere el examen cuidadoso de los bioflavonoides y sus metabolitos en los
sistemas biol6gicos. La combinacion de la espectroscopia de masas con varios métodos
cromatograficos ha demostrado ser altamente exitosa en este sentido (Prasain y col., 2004).
Numerosas técnicas analiticas han sido utilizadas para evaluar el metabolismo y la biodisponibilidad
de los bioflavonoides "in vitro e in vivo" (Kulling y col., 2002; Heinonen y col., 1999). Estos métodos
incluyen la cromatografia gaseosa (CG), la cromatografia liquida de alta presion de fase reversa
(CLAR), y la electroforesis capilar (EC) combinadas con la absorcion ultravioleta (UV), la
fluorescencia, la deteccién electroquimica y la espectrometria de masas.

En los ultimos afios, varias muestras bioldgicas tales como, extractos de plantas y de frutos
conteniendo mezclas de compuestos fenolicos han sido analizadas con el uso de técnicas tales
como, la cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a detectores con arreglo de diodo (DAD o
PAD), o con espectrometros de masa con ionizacion por electroespray (ESI) y tiempo de vuelo (ToF)
(He, 2000; Zhou y col., 2009). En este contexto, se analizaron varias muestras soélidas de flores
caribefias de Talipariti elatum S.w. utilizando estas herramientas. Las estructuras de dos glucdsidos
flavonoides (Fig.1) fueron elucidadas por experimentos extensivos de CLAR-EM después de su
aislamiento.

Talipariti elatum (S.w) Fryxell (Malvaceae) es una planta con amplia distribucién en Cuba y Jamaica
gue crece en diferentes tipos de suelos, particularmente en suelos cenagosos, con un amplio rango
de propiedades medicinales reportadas, tales como, aperitiva, emoliente, sudorifica, antiasmatica, y
excelente expectorante (Roig, 1974; Acosta y Rodriguez, 2006). En Cuba, la especie se conoce como
Majagua. En Jamaica esta es conocida como Majo, Blue Mahoe, Cuba Bark y Mountain Mahoe.
Mezclada con flores de Hibiscus rosa-sinensis es muy utilizada como expectorante y antiasmética en

la medicina tradicional cubana. Las actividades antiasmaticas y antioxidante de la gossypitrina,
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glucésido flavonoide que se encuentra en mayor proporcion en los pétalos de las flores de la planta
se incrementa considerablemente por la formacion de complejos con metales de transicion (Gonzélez
y Cuéllar, 2010; Cuéllar y Gonzélez, 2010). El objetivo del presente estudio fue evaluar la cantidad de
componentes quimicos de varios extractos elaborados a partir de los pétalos de las flores de Talipariti
elatum procedentes de Cuba y Martinica.

Fig. 1. Estructuras de los compuestos 2 y 3 identificados en T. elatum.

Materiales y Métodos
Material vegetal
Tres muestras de pétalos de flores procedentes de Cuba y Martinica se recolectaron en el periodo de
floracion de las plantas y se utilizan para ello, flores que caen espontdneamente de las plantas
después de su maduracion. Todas las muestras estan debidamente registradas e identificadas con
namero de herbario HAJB 82587, en el Jardin Botanico Nacional de La Habana, Cuba, y en la
Farmacopea Francesa como Fournet 1752 (4232 Guad), y tienen registradas como sinénimo
Hibiscus elatus S.w.
Las muestras de pétalos se sometieron a un proceso de secado que consiste en secado en estufa a
40 °C, durante cinco dias (muestra procedente de Cuba #1), una muestra secada en estufa a 45 °C,
durante cinco dias (procedente de Martinica #2), y una muestra secada a la sombra a temperatura
ambiente durante una semana (procedente de Martinica #3).
Disolventes y reactivos
Para la investigacién se utilizaron los reactivos y disolventes siguientes: agua para analisis
cromatografico, acetonitrilo (ACN) para analisis cromatografico, etanol de grado analitico, acido
acético de grado analitico, n-butanol de grado analitico y metanol para analisis cromatografico de la
Merck. Todos los reactivos o disolventes fueron previamente desgasificados en bafio ultrasénico
antes de su utilizacion.

Preparacion de extractos y muestras
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60 g de pétalos de Talipariti elatumS.w., secos y molidos, se colocan en un cartucho de un
equipo Soxhlet y se extraen durante 20 h con 675 mL (en el bal6n del equipo) de etanol al 95 %. Se
filtra en caliente. Los liquidos organicos de extraccion se concentran por destilacion en evaporador
rotatorio hasta un volumen aproximado de 200 mL, a 120 rpm, a una temperatura de 70 ‘C y una
presion de 500 mbar. Los extractos concentrados se refrigeraron hasta la aparicion de un solido
amarillo-naranja abundante que se recuperé por filtracion en frita de vidrio poroso # 3 (Gonzélez y
Cuéllar, 2010).

Procedimientos, instrumentos y parametros en CLAR-UV-IES-EM/EM

El sistema de cromatografia liquida (CL) consistié en un sistema Agilent 1100 HPLC system (Agilent,
Palo Alto, CA), incluyendo un Desgasificador (G1322A), Bomba cuaternaria (G1311A),
Automuestreador (G1313A), Calentador de columna (G1316A) y Detector con Arreglo de Diodo
(DAD) (G1315B). La columna cromatogréafica fue Waters Atlantis C18, 150mm x 2.1 mm x 3um. La
elucién se realizé con un flujo de 3 mL/min., utilizando como eluente (A) H,O 0.1% y como eluente (B)
ACN 0.1%. Todos los disolventes fueron desgasificados previamente antes de su utilizacion en un
bafio ultrasénico sin filtracién. Un gradiente de A = 90.0% y B = 10.0% durante 3 min, seguido por
sostenimiento del gradiente durante 37 min, entonces se cambid el gradiente de A = 0,0% y B =
100.0% durante 5 min y revirtiéndose hacia A = 90.0% y B = 10.0% durante 5 min.

Los analisis de cromatografia liquida y espectrometria de masas (CL—-EM)fueron realizados en un
espectrometro de masa ThermoFinnigan (Thermo Electron, San José, CA) 3D con trampa iénica
equipado con una fuente de Electroespray.El analisis por cromatografia liquida se realiz6 con las
condiciones descritas anteriormente, excepto que los datos UV se registraron desde 190 hasta 400
nm (PDA). Para la espectrometria de masas se utilizaron ambos modos de escaneo con la ionizacion
por electroespray: positivo y negativo, con un rango de escaneo desde 50 hasta 1500 uma. La
temperatura del capilar fue de 275, 00 °C, flujo del gas 50,00 ua, gas auxiliar limpiador 10,00 ua, IES
Polaridad positiva: Voltaje de la fuente 4,50 kV, Voltaje del capilar: 37,00 V, Salida del tubo lente:
30,00 V, Amplificador multipolar RF (Vp-p): 400,00, Multipolar 1: 4,00 V, Multipolar 2: -6,00, Voltaje
del lente intermultipolar: -30,00 V. IES Polaridad negativa:Voltaje de la fuente 4,50 kV, Voltaje del
capilar: -10,00 V, Salida del tubo lente: -50,00 V, Amplificador multipolar RF (Vp-p): 400,00, Multipolar
1: 3,00 V, Multipolar 2: 7,00, Voltaje del lente intermultipolar: 16,00 V. Los experimentos MS? de las

tres muestras se registraron entre 130,0 y 650,0 m/z en iébn modo negativo.

Resultados

Analisis por CLAR-DAD y EM de los Compuestos Fendlicos
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Las figuras 2 y 3 muestran los cromatogramas totales de los tres compuestos naturales investigados
por CL-EM (1, 2 y 3). Las condiciones cromatogréficas utilizadas permitieron una buena separacion
de estos compuestos y fueron optimizadas para separaciones posteriores de los extractos crudos de
la planta que contienen agliconas o derivados glicosilados de flavonoides en 50 minutos. Las tres
muestras soélidas son comparables, y exhibieron dos picos mayoritarios a 14.68 y 16.70 minutos,
respectivamente. En la figura 2, se registrd un pico adicional a los 11.38 minutos que correspondio a

un producto natural con masa molecular de 479 u.m.a.
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Fig. 2. Cromatograma general del extracto etandlico total de T. elatum.

En este trabajo, se sugiere tentativamente la existencia de un alcaloide (pico 1) y de dos flavonas O-
glicosiladas. En este caso, las tres muestras son comparables. Solamente la muestra procedente de
Martinica #3 mostro una sefial suplementaria de 480 u.m.a en espectrometria de masa en i6n modo
positivo, que debe corresponder con un producto con masa molecular de 479 u.m.a (pico 1). En
productos naturales masas impares implican la presencia de nitrdgeno. Los tiempos de retencion
correspondientes para cada compuesto fueron de 11.38 min. (1), 14.68 min. (2) y 16.70 min (3),

respectivamente (Fig. 3).
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Fig. 3. Cromatograma en ion modo positive y negativo de la muestra #3 de Martinica.
Discusion

En espectrometria de masa, las flavonas C-glicosiladas experimentan fragmentaciones cruzadas
dentro del anillo del aztcar produciendo sefiales importantes de iones producidos por la pérdida de
60, 90 y 120 u.m.a (Cuyckens & Claeys, 2002; Figueirinha y col., 2008) que permiten la diferenciacion
con flavonas O-glicosiladas, las cuales presentan pérdidas de 162 u.m.a para las moléculas de
hexosas, de 146 para la molécula de rhamnosa y de 132 para las moléculas de pentosa (Simirgiotis y
col., 2012).
El pico 2 con una masa molecular de 481 u.m.a en i6n modo positivo y de 479 u.m.a en i6bn modo
negativo, es el glucésido flavonoide que fue previamente reportado en T. elatum como gossypitrina
(Cuéllar y Gonzéalez, 2010). En ion modo negativo el compuesto mostré un pico molecular (pico
padre) en m/z 479, el cual produce un i6n con m/z 317 por la pérdida de parte de una hexosa (-162),
gue en este caso es la glucosa.
En el caso del pico 3, los datos UV registrados corresponden a un derivado glicosilado de la
guercetina, el cual mostré un i6n [M—H] con m/z 463, y el mismo produce un ién con m/z 301, lo que
permite inferir que en este caso también se produce la pérdida de parte de una hexosa (-162),
caracterizado como isoquercitrina (quercetina 3-O-glucosa), la cual fue previamente identificada en
las hojas de varias especies de Crataegus (Crataegus monogyna, Crataegus pentagyna y Crataegus
laevigata (Rosaceae) por comparaciéon con compuestos auténticos (Ding y col., 2010; Prinza y col.,
2007).
Dos iones adicionales estan presentes en la fragmentacion del compuesto 3, los iones con m/z 151.1

y m/z 179.1, que corresponden a los iones fragmentos ["“A - CO] y [“*A] de la quercetina,
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respectivamente (Fig. 4). Ambos iones estan reportados en la literatura y ambos constituyen iones
diagnosticos para describir las fragmentaciones de los flavonoides.
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Fig. 4. Espectros de masa de los compuestos 2 y 3 en ion modo negativo.

El compuesto 3 (Figura 5) con datos de bandas registradas en el espectro UV de 252 y 370 nm, un
iobn pseudomolecular a m/z 463, iones EM/EMa 301, 179 y 151lu.m.a fue identificado como
Isoquercitrina. Se propone tentativamente la identificacion de este glucésido flavonoide, en vez del
hiperdsido (quercetina 3-O-galactosa), como ha sido publicado por otros autores (Simirgiotis, 2013;
2012) debido a que hasta el momento, en esta planta medicinal, los glucésidos flavonoides

reportados presentan en su estructura molecular la molécula de glucosa y no de otra hexosa.
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Fig. 5. Estructuras, fragmentaciones, espectro completo por IES-EMy de EM? del compuesto 3.

Conclusiones
Los resultados obtenidos por CLAR mostrados en esta investigacion pueden ser utilizados para
autenticar y diferenciar las flores de estas dos especies conocidas popularmente como majagua o
blue mahoe procedentes de Cuba y Martinica, las cuales son similares en apariencia, pero crecen en
diferentes locaciones y son utilizadas para propdsitos medicinales similares. Posteriormente, basados
en experimentos de CL/DAD y CL/EM, ha sido analizada la distribucion de diferentes compuestos
fendlicos y dos de ellos fueron detectados y caracterizados o tentativamente identificados por vez
primera en ambas especies de los dos paises. Los compuestos identificados pueden ser utilizados
también como biomarcadores especialmente para T. elatum, debido a la escasa informacién
publicada para esta especie. Los perfiles fendlicos de esta parte de la planta revelan alto predominio
de flavonoides, los cuales modulan una gran variedad de eventos bilégicos beneficiosos. Mas aun, las
flores de T. elatum pueden ser consideradas una fuente importante de fitoquimicos (principalmente
flavonoides y acidos fendlicos) con propiedades bioactivas para ser exploradas en aplicaciones

farmacéuticas.
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