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RESUMEN

El complejo calahuala son especiesdelafamilia Polypodiaceae. (Phlebodium pseudoaureum y P.decumanum’) utilizadas cominmente
para el tratamiento de af ecciones gastrointestinales, respiratorias, cardiacas, renal es, reumatismo, diabetes, hipertensién, tépicamente se

usa en psoriasis, eczema, Ulceras y como protector solar.

Se ha demostrado por pruebas farmacol 6gicas actividad antiinflamatoria, Inmunomoduladora. fotoprotcctiva, y estimuladora de la

actividad cerebral.

En el presente trabajo se compar6 el perfil eromatogréfico de extractos de frondasy rizomas de P.decumanumy P. pseudoaureum
mediante cromatografiaen capa fina (TLC) y cromatografialiquida de aliaresolucién (HPLC) con el objetivo de determinar diferencias
fitoquimicas entre las especies y proponer algunas moléculas que pudieran usarse para estandarizar sus extractos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en HPLC se determind que los extractos de frondas y rizomas de P decumanum y P.
pseudoauruem presentan diferencias fitoquimicas significativas, demostrandose mayor cantidad de metabolites en las frondas, en las

caracteristicos, la presencia de flavonoides en lasfrondas y la de saponinas en los rizomas.

Palabras Clave: Caracterizacion fitoquimica; Frondas; Rizomas;, Género Phlebodium; Honduras; Guatemala

INTRODUCCION

Con el nombre de calahuala se designan varias especies de
heléchos de la familia Polypodiaceae (1), distribuidas en
Mesoamerica, donde las mas comunmente utilizadas son
Phlebodium pseudoaureum y P decumanum para €l tratamiento
de af ecciones gastrointestinal es, respiratorias, cardiacas, renales,
reumatismo, diabetes e hipertension. Tépicamente se usa en
psoriasis, eczema, Ulceras y como protector solar (2,3).

Entre las actividades demostradas farmacol 6gicamente se
mencionan: Actividad antiinflamatoriain vilro por inhibicion del
factor de necrosis tumoral (TNF) (4.5,6); accion
inmunomoduladora medida por proliferacion con Con A (2):
actividad fotoprotectiva contra dafio celular por rayos UV (7);
induccién de hipoactividad cerebral por variacion en los niveles
de IL-1B bipota]énica y actividad diurética (8). Diversas
preparaciones han sido utilizadas en desdrdenes inmunol 4gicos
(dermatitis atopica, psoriasis, vitiligo) y procesos
neurodcgcnaralivos (Alzheimer) (9,12-14). El rizoma de P.
pseudoaureum contiene asteroides, raninos, triterpenos,
flavonoides, y acidos orgénicos (11,15).

De estos heléchos se usa principalmente el rizoma, sin
embargo estudios recientes demuestran que las frondas podrian
tener efecto farmacol 6gico y su obtencién es mas ecol 6gica que
la produccion de rizomas.

METODOLOGIA
Muestras:.

Se analizaron rizomas y frondas de P. pseudoaureum y P.
decumanum provenientes de Honduras y Guatemala. Las muestras
de P. pseudoaureum y P.decumanum provenientes de Honduras se
obtuvieron de cultivos establecidos en las cercanias del Lago de
Y ojoa: las muestras de P. pseudoaureum provenientes de Guatemala
se obtuvieron de diversas poblaciones silvestres del Altiplanoy un
espécimen cultivado en € departamento de Guatemala.

Todas las especies se secaron ala sombra, se molieron y se
prepararen extractos etandlicos al 70% por percolacion que se
concentraron en rotacvaporador.

Cromatografia en capafina (TLC)

Fase movil 1: cloroformo, metanol, agua (14:6:1), detector acido
sulfurico 5%.

Preparacion de la muestra: 1os extractos de frondas y rizomas de
P. pseudoaureum se disolvieron en etanol al 70%. a una
concentracion de 2. 5.y 10 mg/mL.

Preparacion de estandares: 1 mg/mL en metanol.

Fase movil 2: tolueno, acetato de etilo, acido férmico (50:40:10),
detector acido sulfarico 5%.
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Preparacion de la muestra: los extractos de lrondas y rizomas de
P pseudoaureum y P. decumanum se disolvieron en etanol al 70%,
aung concentracién de 10 mg/mL.

Preparacién de los estandares: 1 mg/mL en metanol. ase mévil
3: Acetato de etilo, dcido férmico, dcido acético, agua, deteclor:
reactivo de productos naturales (difenilboriloxictilamina/
polictilenglicol)

Preparacion de la mucstra: los extractos de frondas y rizomas de
P. pseudoaureum y P. decumantum se disolvieron en ctanol al 709%.
4 una concentracion de 10 mg /mL.

Preparacién de estandares: 1 mg/mL en metanol,

Se realizo una hidrélisis dcida, utilizando dcido clorhidrico 4N
durante 1 hora. se extrajo con acetato de etilo ¥ se analizaron los
extractos por TLC utilizando la fase mévil 3 v el detector de
productos naturales.

Se realizé una identificacién utilizando la metodologia descrita
por ASAC Pharmaccutical.

Fase movil: deido acético glacial, agua, metanol y acetato de etilo
(10:15:20:50). detector: dcido sulltirico al 5% en etanol.

Preparacion de los extractos: disueltos en agua (10 mg/mL).
Preparacién de estindar: lactosa en agua (0.5 mg/mL).
HPLC:

Quimicos:

Se utilizaron dilerentes disolventes v dcidos tales como:
cloroformo, tolueno, acetato de etilo, metanol, etanol, dcido
sulfiirico. dcidos férmico, acético y clorhidrico grado reactivo
(Merck), para el desarrollo de 1a TLC y acetonitrilo, metanol grado
HPLC v dcido fosférico 0.3% (Merck) para cl perfil
cromatografico por HPLC.

Los estandares utilizados fueron: quercetina, rutina y dcidos
caféico, clorogénico y p-cumdrico disueltos en metanol (0.1
mg/mL}, también se realizé una disolucién de los estandares cn
agua a partir de una solucién madre metandlica, hasta obtener
una concentracién final de 0.1 mg/mL.

Condiciones del Equipo.
Los andlisis se realizaron utilizando un HPLC Shimadzu
SCL-10 A VP ¥ un detector con arreglo de diodos SPD-M 10 A

VP. La columna utilizada fue una Supelcosil LC-18-DB [(5-9164)
266195AA] de 30 cm x 4.0 mm de 5 mm. Longitud de onda de
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210 nm. Fase mdvil una mezela de 3 volumenes de acctonitrilo,
72 volimenes de agua v 25 volimenes de disolucion de dcido
fosférico al 0.3% en agua, a un flujo de 0.85 mL/minuto, durante
25 minutos, También se realizoé una prueba en gradiente de 60
MInutos.

Perfil cromatogrifico por HPLC

Se inyectaron 20 mL de extractos ctandlicos (60 mg/mL).
Fase movil: acctonitrilo, agua. dcido fosforico 0.3% (3:72:25),
flujo de 0.85 mL por minuto, detector ajustado a 210.

RESULTADOS

En el andlisis realizado por TLC utilizando 1a FM1 se observa
gue en las frondas coincide con el Rf presentado por el dcido
clorogénico aunque. con una [luorescencia muy tenue,

EM2 no se observa difercencia entre las especies utilizando
csta fase movil y coincide la banda superior de los extractos con
el deido caléico, mds marcado en las frondas.

FM 3 se presenta mayor nimero de bandas en el extracto de
P. pseudoaurewn fronda y coincide el Rf con el dcido clorogénico.

Al realizar la hidrélisis coinciden las bandas presentadas en
las frondas con el dcido clorogénico, aunque su coloracion es
muy tenue.

Utilizando la melodologia descrita por ASAC
Pharmaceutical el cromatograma obtenido presenta dos manchas
grises situadas por encima de la mancha obtenida con el estandar
v una mancha de color crema situada por debajo de ésta.

En el andlisis realizado por HPLC se obluvieron los
siguientes cromatogramas:

. decumanum fronda

el
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CONCLUSIONES

Los perfiles cromatograficos de frondas y rizomas de P.
decumanum y P. pseudoauruem presentan diferencias mediante
e andlisis por HPLC.

Se presenta mayor cantidad de metabolites en lasfrondas que en
los rizomas de ambas especies de acuerdo a |os cromai ogramas
obtenidos.

Enlos extractos del rizomade P decwnanum y P. pseudoaureum
no corresponden |os tiempos de retencién, ni ios espectros alos
de los estandares utilizados, por |o que no fue posible identificar
los constituyentes presentes.

En el extracto de lafronda de P.decumanum se identifico dentro
de sus componentes el acido clorogenico el cual correspondo con
el tiempo de retencién y su espectro.

En el extracto de lasfrondas de P. pseudoaureum sc identificé e!
acido calcico dentro de su composicion.

RECOMENDACIONES

Continuar con el andlisis cromarogréafico, y conseguir mayor
cantidad de patrones para identificarl os constituyentes presentes
en |os extractos.

Purificar los extractos para aislar los flavonoidese identificarlos
mediante HPLC y TLC.

Buscar los marcadores propuestos en muestras de diferentes
procedencias.
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