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Resumen

Talipariti elatum (S.w) Fryxell (Malvaceae) es un &rbol del Caribe tropical con un amplio rango de
propiedades medicinales reportadas tales como, aperitivo, emoliente, sudorifico, antiasmatico y
excelente expectorante combinado con las flores de Hibiscus rosa-sinensis.En el presente estudio, un
extracto de los pétalos de T. elatumrecolectado en Cubafue analizado para determinar la composicién
guimica utilizando un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con una columna
cromatografica de fase reversa RP-18, metanol (A) y agua (B) como eluentes y gossypitrina como
patrén de referencia. Estos resultados proporcionan apoyo cientifico para el uso empirico de los
extractos de T. elatum como medicamento antiasmatico.

Palabras clave: Talipariti elatum; antiasmatico; pétalos; CLAR; composicién quimica.

Hplc analysis of total extract and gossypitrin isolated from the petals of taliparti elatum s.w.
Abstract
Talipariti elatum (S.w) Fryxell (Malvaceae) is a tropical Caribbean tree with a reported wide range of
healing properties such as appetitive, emollient, sudorific, antasthmatic and excellent expectorant
combined with the flowers of Hibiscus rosa-sinensis. In the present study, an extract from the petals of
T. elatum collected in Cuba was analyzed to determine the chemical composition using an HPLC
equipment with RP-18 flash chromatographic column, MeOH (A) and H,O (B) as eluents and
gossypitrin as standard. These results provide scientific support for the empirical use of T. elatum

extracts as an antasthmatic medicine.
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Introduccioén

Talipariti elatum (S.w) Fryxell (Malvaceae) esun arbol con una amplia distribucion en Cuba y Jamaica

gue crece en todo tipo de suelos, particularmente en los cenagosos, con un amplio rango de
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propiedades medicinales reportadas tales como aperitivo, emoliente, sudorifico, antiasmética y un
excelente expectorante. Alcanza alrededor de 25 metros de altura y sus hojas tienen forma
acorazonada en la base y son pecioladas (Acosta y Rodriguez, 2006).

En Cuba, esta especie es conocida como Majagua, Majagua comdn y Majagua macho. En Jamaica
es conocida como Majo, Blue Mahoe, Cuba Bark y Mountain Mahoe. Mezclada con las flores de
Hibiscus rosa-sinensis es utilizada en la medicina tradicional como expectorante y antiasmatica (Roig,
1974).

Se reconoce que los compuestos hidrocarbonados, los acidos grasos, los acidos organicos y la
gossypitrina pueden ser los responsables de las propiedades expectorantes y antiasmaticas de los
extractos de las flores de esta planta (Gonzalez y Cuéllar, 2010). La gossypitrina es hasta el presente,
el glucésido flavonoide de mayor presencia en los pétalos de las flores. La actividad antiasmatica y
antioxidante de la gossypitrina se ve incrementada por la formacion de complejos con metales de
transicion (Cuéllar y Gonzalez, 2010).

Existe un creciente interés en los efectos bioldgicos de los bioflavonoides, miembros de un amplio
grupo de polifenoles producidos por las plantas. Debido al caracter aromético de estos compuestos,
los mismos han sido analizados por varios métodos cromatograficos. En el caso de la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién, ellos han sido detectados por su absorbancia ultravioleta o sus
propiedades electroquimicas (Valls y col., 2009).

Existe gran evidencia de que los bioflavonoides son sometidos a un metabolismo extensivo durante
su ingestion en la dieta y su distribucion en el organismo acumulandose en tejidos especificos. En
adicion, los productos de los radicales libres en los sitios del proceso inflamatorio reaccionan con los
bioflavonoides y sus metabolitos, generando una cantidad importante de nuevos compuestos con
propiedades desconocidas hasta ahora. Por estas razones, se requiere de un examen cuidadoso de
la naturaleza quimica de los bioflavonoides y sus productos en los sistemas biol6gicos (Lambert y
Elias, 2010; Ablajan, 2011).

La combinacién de la espectrometria de masa con varios métodos cromatograficos ha probado ser
altamente exitosa en este sentido. Numerosas técnicas analiticas han sido utilizadas para evaluar el
metabolismo y la biodisponibilidad de los flavonoides in vitro e in vivo (Pinheiro y Justino, 2012). Estos
métodos incluyen la cromatografia gaseosa (CG), la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR),
y la electroforesis capilar (EC) en combinaciéon con la absorcién UV, fluorescencia, deteccion
electroquimica, y espectrometria de masa (EM) (Vukics y Guttman, 2010). El objetivo del presente
estudio fue evaluar la cantidad de componentes quimicos de un extracto elaborado de los pétalos de

las flores de Talipariti elatum.
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Materiales y Métodos
Material vegetal
El material vegetal (pétalos de las flores)se recolecto en enero de 2013 en los jardines de la Facultad
de Ciencias Médicas "Dr. Salvador Allende"en La Habana, y se encuentra identificada y depositada
una muestra de la especie con el no. HAJB 82587 en el herbario del Jardin Botanico Nacional.
Reactivos
Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de calidad para analisis. EI MeOH, EtOH, CHCl; y el
metanol con calidad para CLAR se obtuvieron de la firma Merck (Darmstadt, Alemania), igualmentela
silica gel para columna cromatogréfica de fase reversa, la columna cromatogréfica de fase reversa
RP-18y la placa de silica gel para cromatografia de capa delgada (CCD) con indicador fluorescente a
254 nm sobre soporte de aluminio (grosor de capa 0,2 mm) (10x20 cm) DC-KARTEN SI F y silica gel
60 para columna cromatografica 0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) se obtuvieron de la misma
firma mencionada anteriormente. Todos los materiales fueron utilizados sin purificacion previa.
Preparacion de extractos
Los pétalos fueron separados del resto de los componentes de las flores y secados en una estufa con
temperatura controlada a 30 °C durante cuatro dias. Los extractos fueron elaborados con etanol
durante diez dias por el método de maceracién. Para la purificacion, se tomé un 1 gramo de sélido, se
disolvié en 25 mL de éter dietilico, completado el volumen hasta 100 mL con etanol. La muestra fue
refrigerada hasta que aparecié un solido abundante que fue recuperado por filtracién en frita de vidrio
poroso # 3. Este proceso se repitid dos veces mas, hasta obtener un sélido de color verde-amarillento
gue fue monitoreado por CCD sobre placas de silica gel con indicador fluorescente a 254 nm sobre
soporte de aluminio (grosor de capa 0,2 mm) (10x20 cm) DC-KARTEN SI F utilizando como eluente
una mezcla recién preparada de n-butanol: 4cido acético: agua (4:1:5 viviv).
Aislamiento y determinacién por CLAR de la gossypitrina
Los 100 mL del extracto se evaporaron a temperatura ambiente hasta obtener un residuo sélido de
6.4 gramos. Una porcién de ese extracto (1mL) se disolvié en 50 mL de MeOH y se separé sobre una
columna cromatogréafica de fase reversa (C-18, 60 A, 5 um, 250 x 4 mm, Eurospher), utilizando como
eluente A MeOH y como eluente B H,O. Un gradiente de 15-85% B durante 30 min con un flujo de
1mL/min seguido por mantenimiento del gradiente, incrementando hasta 50 % A durante 10 min,
sostenido 10 min, revirtiendo hasta 0 % B durante 5 min, y reequilibrando por 5 min. La determinacién
de la gossypitrina se corrié también a partir del residuo sélido disuelto en 50 mL de MeOH utilizando
el procedimiento descrito anteriormente. El andlisis por CCD del extracto total y del residuo solido se
realiz6 sobre silica gel normal con indicador fluorescente a 254 nm sobre soporte de aluminio (grosor

de capa 0,2 mm) (10x20 cm). Los experimentos se corrieron en un espectrometro marca KNAUER
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(Alemania) equipado con un detector UV a 280 nm de longitud de onda.
50 mL del extracto total se eluyeron sobre una columna cromatogréfica de fase reversa utilizando
como eluente 200 mL de una mezcla de n-butanol: &cido acético: agua (4:1:5) hasta recuperar una
fraccion de 1 mL la cual se corri6 en 50 mL de MeOH, utilizando el procedimiento descrito
anteriormente.
Una porcion del residuo sélido (1.5 g) se eluy6 sobre una columna cromatografica de fase reversa
utilizando 200 mL de la misma mezcla de elusion empleada en la CCD, hasta recuperar 5 fracciones
de 1 mL cada una. Las fracciones fueron monitoreadas para determinar su composicion sobre las
mismas placas pre elaboradas sobre papel de aluminio y corridas con la misma mezcla de elusién
descrita anteriormente.
Los experimentos de espectrometria UV fueron corridos sobre un espectrometro ultravioleta-visible
marca JASCO de fabricacién japonesa. El rango de escaneo estuvo entre los 200-500 nm, la
absorbancia entre 0 y 2.5 y las muestras analizadas se disolvieron en metanol en cubetas de cuarzo,
comparando el espectro UV obtenido con el espectro original de la gossypitrina. El diametro interno
de las cubetas fue de 1 cm.

Resultados
Las dos primeras fracciones de 1 mL cada una, denominadas F; y F,, estaban compuestas
principalmente por componentes quimicos incluyendo gossypitrina, como indicd el revelado con

H,S0,/CeS0O, y calor al realizar la cromatografia de capa delgada (Fig. 1).

Fig. 1. Cromatoplaca con las fracciones F; y F, reveladas con H,SO4,/CeSO, y calor.

El andlisis cromatografico de los extractos totales de los pétalos de las flores de T. elatumpor CLAR
permiti6 la identificacion de 48 constituyentes quimicos diferentes (Fig.2), incluyendo a la

gossypitrina, el glucésido flavonoide presente en los pétalos de las flores de Talipariti elatum y en el
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residuo sélido.
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Fig. 2. Cromatograma de los constituyentes quimicos en el extracto total de los pétalos de las
flores de T. elatum.

El andlisis cromatografico de 50 mL del extracto total después de eluirlo con 50 mL de MeOH (Fig. 3)
mostré al menos 29 picos cromatograficos diferentes, con una reduccion remarcada en la cantidad de

constituyentes quimicos.
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Fig. 3. Cromatograma de los constituyentes quimicos en el extracto total de los pétalos de las
flores de T. elatum después de su elusion sobre una columna cromatografica de fase reversa.

El andlisis cromatografico del residuo soélido mostré6 la presencia de al menos 15 tipos de
componentes quimicos diferentes, una cantidad menor que la del resultado previo, indicando la

efectividad del método de aislamiento (Fig. 4).
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Fig. 4. Cromatograma de los componentes quimicos del residuo solido obtenido de los pétalos
de las flores de T. elatum.

Discusion
Por primera vez, los resultados mostraron que los extractos y el residuo sélido de T. elatum
exhibieron un alto contenido de metabolitos después de realizar el analisis por CLAR sobre una
columna cromatogréafica RP-18. Las fracciones de MeOH/H,O y MeOH revelaron la presencia de
mezclas complejas de constituyentes quimicos como indico el analisis por CCD y UV. El andlisis por
CCD sobre silica gel con indicador fluorescente a 254 nm sobre soporte de aluminio (grosor de capa
0,2 mm) (10x20 cm), revelé al menos la presencia de cinco clases de compuestos quimicos
diferentes. En el caso del residuo solido, se evidencia la presencia de al menos cuatro tipos de
compuestos quimicos diferentes, utilizando n-butanol: acido acético: agua (4:1:5) como disolvente de
elusion.
La CLAR del residuo sélido indico la presencia de 15 componentes quimicos diferentes, y la
gossypitrina mostré tiempos de retenciéon de 37,9 minutos (Fig. 2), 37,6 minutos (Fig. 3) y 36,4
minutos (Fig. 4), respectivamente. Este resultado fue corroborado cuando el pico correspondiente a la
gossypitrina fue colectado después de la corrida sobre un cromatégrafo KNAUER y la muestra
analizada sobre un espectrometro UV marca JASCO. El espectro UV mostré que el flavonoide tiene
tres bandas caracteristicas a 278, 332 y 382 nm (Marquez y col., 1999).
Existe una gran diferencia entre estos resultados y los encontrados en la investigacion realizada a los
extractos de los pétalos de las flores de la especie utilizando la técnica de CG acoplada a EM,
relacionado con la cantidad de constituyentes quimicos. Esta fue solamente de 16 para los extractos
crudos de los pétalos utilizando tolueno y etanol como disolventes (Gonzalez, 2007). Esta diferencia
puede deberse a la alta sensibilidad del método de CLAR comparado con la CG, o por la posibilidad
de encontrar mas o menos cantidad de metabolitos secundarios debido a la diferencia en el tiempo de

recoleccién de las flores de la planta (hora, dia de la semana, etc.). Quizas la diferencia en el area de
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crecimiento o las condicione del cultivo de la plantacion de Talipariti elatum (zona geogréfica, tipo de
suelos, humedad residual, nutrientes, etc.) provoquen diferencias en la dindmica de acumulacién de
los metabolitos en las flores.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que la actividad antiasmatica atribuida en Cuba
por la medicina tradicional, y reconocida por el MINSAP, pudiera ser explicada, al menos en parte,
por la actividad antioxidante y quelante de metales de transicién de la gossypitrina. Estos resultados

permiten el desarrollo de una fitoformulacion segura y eficiente.
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