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Resumen

Esta memoria tuvo como objetivo evaluar la capacidad antioxidante de
las partes aéreas de Quinchamalium chilense y las hojas de Adesmia
boronioides, para contribuir al conocimiento farmacologico de estas especies
autoctonas. Para esto se obtuvieron los extractos seriados con solventes de
polaridad creciente: hexano, diclorometano y metanol. Siendo estudiado el
extracto metandlico (EM) en este estudio por su mayor contenido de
compuestos fendlicos, metabolitos secundarios con demostrada actividad

antioxidante.

Para evaluar la actividad antioxidante in vitro, se utilizaron distintos
métodos como i) FRAP (poder reductor de Fe*®), ii) CUPRAC (poder reductor
de Cu*?), iii) apagamiento del radical DPPH, iv) neutralizacion del radical anién
superoxido (SO’) generado mediante el sistema xantina - xantina oxidasa y
porcentaje de inhibicion de la actividad de la xantina oxidasa (XO) de los EMs
de ambas especies. En los ensayos FRAP y CUPRAC, los resultados fueron
expresados como equivalentes Trolox/ g extracto seco. En el ensayo DPPH los
resultados fueron expresados como la concentracion efectiva cincuenta (CEso),
tiempo efectivo cincuenta (TEsp) y eficiencia antioxidante (EA), la sustancia de
referencia fue Trolox. En el ensayo de Inhibicion de Xo los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion de la enzima, el compuesto de

referencia fue alopurinol y en el de neutralizacion del radical anidén superoxido

Vil



se expresaron como porcentaje de disminucion de este anion radical; en este

caso el compuesto de referencia fue quercetina.

Los resultados indican que el EM de Q. chilense (QM) presentd una
mayor actividad antioxidante en todos los ensayos realizados respecto del EM
de A. boronioides (ABM), éste ultimo mostré actividad en todos los ensayos

excepto en el método de apagamiento del radical DPPH.

Vil



ABSTRACT

The aim of this report was to evaluate the antioxidant capacity of the
aerial parts of Quinchamalium chilense and Adesmia boronioides leaves
in order to contribute to the pharmacological knowledge of these native
species. For this, serial extracts were obtained with increasing polarity
solvents: hexane dichloromethane and metanol. Being studied the
methanol extract by its higher content of phenolic compounds, secondary

metabolites with proven antioxidant activity

FRAP method of reducing power CUPRAC Fe ™ and *? reducing power
of Cu was used to evaluate the antioxidant activity in vitro, the results are
expressed as Trolox / g dry matter equivalent. Furthermore scavening
DPPH radical used observing a decrease in absorbance whose result is
expressed as the effective concentration fifty (ECso) and effective time
fifty (ETso) which allows for the antioxidant efficiency (AE) and its action
against radical superoxide anion (SO°) system generated by xanthine -
xanthine oxidase. Finally the percent inhibition exerted on the enzyme

samples Xanthine oxidase (XO) was evaluate



l.-INTRODUCCION

Quinchamalium chilense Mol., n v. quinchamali, Santalaceae, es una
hierba siempre verde que se encuentra distribuida geograficamente entre la |
Regidén de Tarapaca y la Xl Region de Aysén del General Carlos Ibafiez del
Campo en Chile, ademas de Argentina y Bolivia (Simirgiotis et al, 2012). La otra
especie en estudio Adesmia boronioides Hook, n.v paramela, Fabaceae es un
arbusto que se encuentra distribuido en Chile y Argentina (Ulibarri y Bulkart,

2000).

FIGURA 1: Parte aérea de Quinchamalium chilense Mol. (n.v.: Quinchamali) (Ulibarri y Bulkart,

2000).
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FIGURA 2: Parte aérea de Adesmia boronioides Hook. (n.v.paramela) (Aquino et al, 2015).

La medicina folclorica le atribuye a quinchamali una serie de propiedades
medicinales. Las comunidades Mapuches del sur de Chile, utilizan el decocto
de las partes aéreas endulzado con miel de abeja contra los abscesos
hepaticos, con este fin el decocto se ingiere por las mafianas. La infusion de las
partes aéreas de la planta se emplea también como depurativa, emenagoga y
durante la convalecencia de caidas y golpes. La compresa humedecida con el
decocto o la infusion se aplica sobre las heridas como cicatrizante (Aquino et al,
2015). Mientras que la paramela se emplea contra el dolor estomacal y en
metrorragias, los campesinos le atribuyen propiedades afrodisiacas. Se usa
como “sahumerio” para las vias respiratorias y como digestiva. También es
utilizada en primavera como forraje para los caballos. La Infusion de las hojas
se utiliza para calculos renales, vejiga, y enfriamientos, como depurativa, para

eliminar grasa y gases, "enfriamiento estomacal”, tos y resfrios; analgésico y



INTRODUCCION

antiespasmaodico y en vahos para la cistitis. La planta completa se usa para el

reumatismo (Gonzalez et al, 2004).

Estudios previos referentes a la composicién quimica de Q. chilense han
revelado la presencia de varios triterpenos, esteroles y flavonoides, como el
acido  Dbetulinico, daucosterol, 5,7-dihidroxiflavona, acido oleandlico,
pinocembrina y acido ursélico (Gua et al., 2004), mucilagos, taninos, saponinas
(Munoz et al., 2004). El estudio quimico de la infusion de Q. chilense permitié
demostrar que este extracto acuoso contiene 14 glucdsidos de canferol,
quercetina y apigenina (Simirgiotis et al, 2012). En un estudio de Mufoz et al
(2014), se aislaron e identificaron cinco nuevos glucosidos de flavonoides,

derivados de quercetina y canferol ademas de pinocembraosido.

Respecto del género Adesmia, hay estudios en diferentes especies que
demuestran la presencia de flavonoides, triterpenos y glucésidos de triterpenos.
Se ha determinado que: quercetina, isovitexina, isoramnetina-3-O-rutindsido,
pinitol y acido clorogénico, se encuentran en Adesmia aegiceras Phil. (Agnese
et al, 2001). En distintas especies de Adesmia, se han identificado canferol,
canferol-3,7-O-diramnoésido y canferol-7-neohesperidésido (Simirgiotis et al.,

2012).



R1 R2 R3 R4

1 | OH | OH | O-B-D-gluc-(1—2)-[a-L-rha-(1—6)]- OH
B-D-gluc

2| OH | H O-B-D-glup-(1—2)-[a-L-rha-(1—-6)]- OH
B-D-gluc

3 | OH | OH | O-xylosyl-(1—2)-[a-L-rha-(1—6)]- OH
B-D-gluc

4 | OH | OH | O-o-L-rha-(1—6)-p-D- OH
glucopyranosyloxy

5| H H H B-D-gluc

glue = glucopyranosyl; rha = rhamnopyranosyl

INTRODUCCION

Figura 3: Compuestos aislados de Quinchamalium chilense (Aquino et al, 2015)

7- Hidroxi-2-(4 hidroxifenil)-croman-4-ona

Figura 4: Compuestos aislados de Adesmia boronioides

OH OH
0
0

E-1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(4-hidroxifenil) prop-2-en-1-ona
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Estudios previos relativos a la actividad farmacologica de Q. chilense
muestran que el extracto de diclorometano de las raices y partes aéreas
presenta actividad contra Mycobacterium tuberculosis, con una concentracion

minima inhibitoria de 50 pg/ml (Gu et al, 2004)

Por otro lado, respecto de estudios previos de A. boronioides, se ha
demostrado la propiedad antiinflamatoria del aceite esencial de esta especie,
asi como del extracto metandlico y del extracto acuoso. Los dos primeros
resultaron ser potentes inhibidores de la generacién de leucotrieno B4 al
contrario de lo que sucede con el extracto acuoso que resulto inactivo_ El aceite
esencial redujo la produccion del leucotrieno B4 en un porcentaje mayor al 50 %
a una concentracion de 15 pg/ml, mientras que el extracto metandlico redujo la
produccion de leucotrieno B4, en mas de un 90 % a una concentracion de 50

pug/mil.

Tal como fue sefalado anteriormente, los estudios previos de los
extractos metandlicos de ambas especies en estudio se caracterizan por la
presencia de compuestos fendlicos, los cuales poseen actividad antioxidante
demostrada mediante diversos mecanismos, dentro de los mecanismos de
reaccion encontramos la trasferencia de un atomo de hidrogeno (HAT) y la
trasferencia de un electron (SET). Los métodos basados en HAT miden la
capacidad de un antioxidante de atrapar radicales libres por la transferencia de

un atomo de hidrogeno, estas reacciones son solvente y Ph independientes
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ademas de rapidas usualmente se desarrollan en segundos o minutos, mientras
que los métodos basados en SET miden la capacidad de un antioxidante para
donar un electrén para reducir un compuesto como un metal, un grupo cabonilo
o un radical y son Ph dependientes. Ambos mecanismos pueden ocurrir en
paralelo (Prior et al, 2005). Otro mecanismo es mediante la inhibicion de
enzimas que participan en la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Unnikrishnan, 2014). Un ejemplo es la inhibicion de la actividad de la xantina
oxidasa que es la encargada de la degradacién de las purinas a acido urico con

la consiguiente generacion de anidn superoxido (Cos et al, 1998).

La estructura basica de los flavonoides en cuanto a el numero, posicion y
el tipo de sustituyentes del nucleo central juegan un importante rol en la
actividad de apagamiento de especies radicales o la quelacion de metales. La
presencia de multiples grupos hidroxilos son beneficiosos para la actividad
antioxidante, sin embargo la quercetina es mejor antioxidante que la miricetina
que tiene un OH mas en su estructura (Pefia, 2017). Por otro lado, también se
postula que los flavonoides tienden a combinarse cuando estan en mezclas,
siendo posible que puedan ocurrir interacciones por puentes de hidrégeno que
disminuyan la actividad antioxidante otorgada por los hidroxilos libres (Hidalgo

et al., 2010)

En la actualidad la comunidad cientifica ha demostrado mucho interés en

identificar nuevas fuentes de compuestos antioxidantes, ya que esta
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demostrado que el consumo de éstos previene el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, entre otras. Es por esto, por lo
que cobra relevancia el contar con nuevas fuentes de estos metabolitos

secundarios.

Con el objetivo de contribuir con el conocimiento farmacolégico de dos
especies autoctonas chilenas, la presente tesis busca determinar los
mecanismos de accion como antioxidante(s) de los extractos metandlicos frente
a distintos modelos in vitro (ya que la actividad antioxidante puede tener
distintos mecanismos) y correlacionar dicha actividad con la estructura quimica
de los metabolitos secundarios mayoritarios como son los compuestos fendlicos

de ambas especies.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Il.- HIPOTESIS

El extracto metanolico (EM) de Quinchamalium chilense obtenido desde
las partes aéreas posee mejor capacidad antioxidante que el EM obtenido
desde las hojas de Adesmia boronioides, debido a que presentan diferente
composicién fendlica. El primero presenta glucdsidos de flavonoles como

quercetina y canferol, mientras que el segundo tiene flavanonas y chalconas.

lll.- OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar en forma comparativa la actividad antioxidante de dos
especies autoctonas como Q. chilense y A. boronioides frente a distintos

métodos.

3.2. Objetivos especificos.

Determinar la capacidad reductora de los EMs de ambas especies en

estudio frente a los ensayos FRAP y CUPRAC.

Determinar la capacidad de apagar radicales libres de los EMs de ambas

especies como anidn superoxido y el radical DPPH.

Determinar la capacidad inhibitoria de los EMs sobre la actividad de la

xantina oxidasa.



ANTECEDENTES GENERALES

CAPITULO IV
ANTECEDENTES GENERALES

4 1.1. Clasificacion taxondmica Quinchamali

FAMILIA: Santalaceae

GENERO: Quinchamalium
ESPECIE: Quinchamalium chilense
SINONIMO: Quinchamalium majus
NOMBRE VULGAR: quinchamali

4.1.2. Distribucion geografica Quinchamali

Esta especie tiene una amplia distribucidén en Chile, crece desde la |
Region de Tarapaca y hasta la XI Region de Aysén del General Carlos Ibanez
del Campo, es muy comun en los arenales de Coquimbo, en las provincias
centrales y en el sur. También se encuentra en Argentina y Bolivia (Navas,

1973).

4.1.3. Descripcidn botanica Q. chilense

Es una hierba perenne, de hojas carnosas y lineales de 0,5 a 4,0 cm de

largo. Flores reunidas en inflorescencias en forma de cabezuelas o espigas
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densas; cada flor mide entre 1- 1,5 cm de longitud, tubulosas, con 5 pétalos que
se abren al exterior, de colores verdes y amarillos, naranjos o rojos por dentro.

El fruto corresponde a una pequefia nuez (Navas, 1973)

4.2.1. Clasificacidon taxonémica de Adesmia boronioides

FAMILIA: Papilionaceae

GENERO: Adesmia

ESPECIE: Adesmia boronioides

NOMBRE VULGAR: paramela

4.2.2. Distribucion geografica Adesmia boroniodes

Se encuentra en Chile en las Regiones VIIl y IX. Crece en pampas vy

cerros entre los 150-1.480 m sobre el nivel del mar (Ulibarri y Bulkart, 2000)

También crece en la Provincia geografica Patagonica, en Argentina:

Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz; en Chile (Ulibarri y Bulkart, 2000),

4.2.3. Descripcidn botanica A. boroniodes

Arbusto de 0,4-2 m de altura, a menudo de ramas rojizas, con

abundantes glandulas sésiles. Hojas de 3-6 cm de longitud; foliolos de 10-20

10
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pares, obovados, glabros y carnosos. Racimos de 5-15 cm longitud; flores de 7-

10 mm de longitud (Ulibarri y Bulkart, 2000).

11



MATERIALES Y METODOS

CAPITULO 5
CAPITULO MATERIALES Y METODOS
5.1. Reactivos

Metanol p.a, acido clorhidrico 37% y los reactivos como acido acético
glacial, acetato de sodio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, acetato de
amonio, cloruro de cobre (l) y cloruro de cobre (Il) fueron adquiridos en Merck

(Damstadt, Alemania).

DPPH (1898-66-4), xantina oxidasa (9002-17-9), xantina (69-89-6), TPTZ
(3682-35-7), alopurinol (315-30-0), neocuproina (484-11-7), NBT (298-83-9) y

EDTA (60-00-4) fueron adquiridos en Sigma — Aldrich (Oakville, ON, USA).

Tricloruro férrico fue adquirido en Fluka (Switzerland)

El agua Milli- Q fue preparada empleando un sistema Milipore Mili-Q

Plus (Milipore, Bedford, MA, USA).

5.2. Material vegetal
5.2.1. Recoleccion
Las partes aéreas de Q. chilense, fueron recolectadas en el mes de

diciembre de 2001 en Farellones e identificadas por el Dr. José San Martin

(Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca).

12



MATERIALES Y METODOS

Un testigo de herbario numero QF-2001.01; QF-2009.2 fue depositado en
el herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la

Universidad de Chile.

Las hojas de Adesmia boronioides Hook, Fabaceae, fueron recolectadas
en enero de 2010 en la laguna del Maule en la VIl region del Maule, Chile

siendo identificada por el Dr. José San Martin.

Un testigo de herbario fue depositado en el Instituto de Biologia Vegetal

y Biotecnologia, Universidad de Talca

5.3 Obtencidn de los extractos

Los extractos se prepararon moliendo (3g) de material vegetal
previamente secado a 50°C hasta alcanzar peso constante, el que luego fue
sometido a extracciones sucesivas con solventes de polaridad creciente hasta
agotamiento del material vegetal eliminando completamente el solvente por
evaporacion a presion reducida en un evaporador rotatorio y posterior secado a
T ambiente, como se muestra en la figura 5. Para ambas especies se obtienen

los extractos seriados secos de hexano, diclorometano y metanol.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal Extracto de
Hexano agotado con hexano hexano
Diclorometa Material vegetal Extracto de

agotado con hexano

diclorometano

Material vegetal
Metanol agotado con Extracto
diclorometano metandlico
(EM)

Figura 5: Proceso de preparacion de los EMs de Q. chilense y A. boronioides

5.4. Estudios farmacologicos in vitro

Los estudios in vitro fueron realizados en la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile, en el laboratorio

de Productos Naturales.

5.4.1. Ensayo de poder reductor de Fe** (FRAP)

El ensayo FRAP es un método simple, conveniente y reproducible que
fue desarrollado inicialmente para medir la capacidad antioxidante del plasma,
pero en la actualidad es ampliamente utilizado en estudios de antioxidantes en
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otras muestras como comidas, extractos de plantas, juegos, entre otros (Pulido

et al, 2000).

El método corresponde a una reaccion redox que implica la transferencia
de un electrén (mecanismo SET) desde una especie que es capaz de donar
electrones al complejo Fe™ - tripiridiltriazina (Fe*® — TPTZ), el cual es reducido
a su forma ferrosa (Fe*-TPTZ) la cual presenta un intenso color azul y un

maximo de absorcion a una A de 593nm.

Esta reaccidén detecta compuestos con potenciales redox < 0,7 V, por lo
gue es un buen indicador de la capacidad de mantener el equilibrio redox en

células y tejidos

El poder reductor depende del grado de hidroxilacion y la extensién de
los enlaces conjugados de los compuestos presentes en las diversas muestras

(Prior et al, 2005).

FIGURA 6: Estructura del complejo Fe** — TPTZ y su forma ferrosa (Prior et al, 2005).
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Los EMs de Q. chilense y A. boronioides fueron evaluados segun el

siguiente protocolo

TABLA 1: Protocolo para determinar el poder reductor de Fe +3

Tampon acetato 1020 pL 1020 yL
TPTZ 100 uL 100 pL
FeCl; 100 pL 100 pL

EM 10 uL
Metanol 10 yL
Volumen total 1230 pL 1230 yL

EM: extracto metandlico

Se dej6 incubar a 37° C y se midi6 la absorbancia a A 593 nm a los 4, 30
y 60 min, en un espectrofotdmetro UV/Vis Spectromer Unicam UV3, en ensayos
independientes y por triplicado para cada uno de los tiempos. Los resultados
fueron interpolados en una curva de calibracion con Trolox (5-24 uM) y se
expresaron como PMoles Trolox por g de extracto seco (Benzie y Strain, 1996;
Henriquez et al, 2010)

El EM de Q. chilense se evalu6 a una concentracién unica de 10 pg/mi
mientras que de A. boronioides a una concentracion unica de 100 pg/ml
(concentracion que fue posible disolver en el medio de la reaccion) ya que a

concentraciones menores no presenté actividad.
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5.4.2. Apagamiento del radical DPPH en el tiempo

Este método se basa en la utilizacion del radical estable del nitrogeno 2,2
difenil-1-picrilhidrazilo, el cual se encuentra disponible en el mercado y presenta

una absorbancia maxima a 517 nm.

El apagamiento del radical se detecta por Ila disminucion de la

absorbancia a 517 nm.
Las reacciones involucradas son las siguientes (Villafio et al, 2007)
DPPH -+ ArOH - DPPH — H + ArO -

DPPH - + Ar0O - — producto

Q - Q v

£ H
N—NAQ—NO_, e N—N*Q—NOQ
a a

Figura 7: Estructura y esquema de reaccion de apagamiento del radical DPPH (Endo et al,

2006)

Los EMs de Q. chilense y A. boronioides fueron evaluados segun el

siguiente protocolo.
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TABLA 2. Protocolo del método de apagamiento del radical DPPH

EM - 25 yL
DPPH 975 L -
Metanol 25 uL 975 uL
Volumen total 1000 pL 1000 pL

EM: extracto metandlico

MATERIALES Y METODOS

25 L
975 uL

1000 pL

Para determinar la cinética de apagamiento del radical DPPH de los

distintos EMs se preparé una solucion metandlica de DPPH a una

concentracion de 25 mg/L que presento una absorbancia de 0,700 y una

colaracién morada intensa la cual cambia a amarillenta a medida que el radical

es apagado por el antioxidante.

La reaccién se inicid¢ agregando directamente a la cubeta de cuarzo la

solucion de DPPH y del EM en estudio y se registraron las absorbancias (As)

por 100 min hasta que se alcanzé un valor constante de la A.

La curva de apagamiento se registrO para cada concentracion por

triplicado y se hizo hasta alcanzar una A constante, lo que permitio calcular el %

DPPH rem segun la siguiente formula (Prior et al, 2005).

Foérmula:

ee

x100

A
%DPPH rem = y
0
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Dénde:
Ace: Corresponde a la absorbancia constante
A o: Corresponde a la absorbancia de la solucién inicial de DPPH

Posteriormente se construyé el grafico % DPPH rem en funcion de la
concentracion del EM (pg /ml) utilizando el programa Excel 2010. Se realizé una
regresion lineal y se calculd la CEsp. Teniendo la CEs, lo siguiente fue calcular
TEsp. Por ultimo con estos dos datos fue posible calcular la eficacia antioxidante
(EA) que corresponde al parametro que relaciona la actividad no soélo con la
CEso sino que también con el tiempo en que alcanza (TEsp), mediante la

siguiente formula (Prior et al, 2005)

1

EA= ———

CEsy, XTEs,
Doénde:

CEsp= Concentracion efectiva en que la concentracion de DPPH se reduce al

50%.
TEsp= Tiempo necesario para que CEsg alcance absorbancia constante

Las soluciones de los EMs de Q. chilense fueron estudiadas en
concentraciones que van de 2,5 a 12,5 ug de EM /ml mientras que el EM de A.

boronioides solo fue evaluado a una concentracion de 250 pg/ml que
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corresponde la maxima concentracion posible de disolver en el medio de

reaccion.

El patron utilizado fue Trolox cuyas soluciones se prepararon en 5

concentraciones entre 1,25 a 6,25 yg/m

5.4 3. Determinacion de la inhibicidon de la actividad de la xantina oxidasa

La xantina oxidasa es la enzima responsable de catalizar la oxidacién de
hipoxantina a xantina y acido urico, segun las reacciones que se indican a

continuacion (Cos et al., 1998).

Hipoxantina + 0O, + H,0 — Xantina + H,0, + 0*72
Xantina + 20, + H,0 - Acido tirico + 20*"2 + 2H*

Xantina + 0, + H,0 — Acido trico + H,0,

Para evaluar si los EMs en estudio son capaces de inhibir la actividad de la
xantino-oxidasa, se midi¢ la formacidén de su producto, el acido urico, el que
presenta un maximo de absorcion a una A de 290 nm (Lin et al, 2002) segun el

siguiente protocolo:
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TABLA 3: Protocolo para la evaluacion de la inhibicién de la actividad de la xantina oxidasa por

los EMs de ambas especies

EM - .- 1mL 1mL

Agua Milli-Q 1 mL 1 mL - -
Tampon fosfato 2,9 mL 3 mL 2,9 mL 3 mL

Xantina oxidasa 0,1 mL - 0,1 mL -

Pre incubar a 25
°Cpor15
minutos

Xantina 2 mL 2mL 2mL 2mL

Incubara 25° C
por 30 minutos

HCI 1mL 1mL 1mL 1mL
Volumen total 7 mL 7 mL 7 mL 7 mL

EM: extracto metandlico

El sistema contiene tampdn fosfato (pH 7,5), enzima xantina oxidasa (Xo)
0,01 U/ml, xantina (X) 150 uM y HCI 1 M. Las soluciones de la Xo y xantina
fueron preparadas usando tampén como medio de reaccion. Luego que ha

transcurrido el tiempo se registro la absorbancia a una A 290 nm

El EM de Q. chilense se evalué a una concentracion maxima final de 25
ug/mL, debido a problemas de solubilidad, mientras que el EM de A.
boronioides fue evaluado a 50 ug/mL

El porcentaje de inhibicion de la actividad de la Xo por los EMs se calculd

segun la férmula
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4-8)—-(C-D)

100
A—-B

% Inhibicion =

Donde:
A-B: corresponde al acido urico total
C-D: corresponde al acido urico remanente

5.4.4. Determinacion de la neutralizacion del anion superéxido

Como ya se dijo en el apartado anterior la reaccion catalizada por la Xo
no solo genera como producto acido urico sino que también anion superéxido,
el que es capaz de reducir al azul de nitrotetrazolio para dar paso a la formacion

de monoformazan el que origina el diformazan, segun las siguientes reacciones
0~24 NBT*? & NBT*+0,
2NBT* & MF* + NBT*?
MF* + 072 > MF* + 0,
MF* 4+ MF* & DF + MF*
(MF": monoformazan)

El EM que presenten actividad disminuira el anion superdxido presente en el

medio de reaccion, con lo cual disminuiran el NBT?" que se reduce y por lo
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tanto se formara una menor cantidad de diformazan disminuyendo la A respecto

del control negativo.

Las estructuras del NBT y de diformazan se presentan en las figuras

siguientes:

0 Q.
0=N* N*O
& p ¢ N
N N
N /
V. N SN TN N_\(\'
N° N >~ N N
; N N ’
NH A HN
/ N N\
//[a :{\) Q\ /O {;.’..‘ \\>
p— —
y=/ N=(
0=N! N*0
o 0

FIGURA 9: Estructura del diformazan (DF) (Udilova, 1999)

El ensayo fue llevado a cabo segun el protocolo mostrado en la Tabla 4
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TABLA 4: Protocolo para medicién de la capacidad de apagamiento del radical superéxido

Tampon fosfato 2,4 Ml 2,5mL 2,4 Ml 2,5mL
Xantina 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
EDTA 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
NBT 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
Agua milli-Q 0,1 mL 0,1 mL - -
EM - - 0,1 mL 0,1 mL
Pre incubar a 25
°C por 10
minutos
Xo 0,1 mL - 0,1 mL -

Incubar a 25 °C
por 20 minutos

CuCl 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
Volumen total 3mL 3mL 3 Ml 3mL

EM: extracto metandlico; Xo: xantino oxidasa

El sistema contiene la solucidn de xantina y EDTA a una concentracion
inicial de 3 mM, NBT a 0,75 mM y tampodn fosfato a pH 7,5. La reaccion es

detenida con una solucion 6 mM de CuCl.

Las concentraciones ensayadas para los EMs fueron las mismas que en el

ensayo para determinar inhibicién de la xantina oxidasa.
El porcentaje de produccion de anion superoxido se calculd segun la formula

(A-B)(C-D)

100
A—-B

% apagamiento del radical =
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Dénde:
A - B. Valor del diformazan total
C- D:. Valor del diformazan remanente.

5.4.5. Ensayo para determinar el poder reductor de Cu*? (CUPRAC)

El método corresponde a una reaccion redox que implica la transferencia
de un electrén (mecanismo SET) desde una especie que es capaz de donar
electrones al complejo Cu*? —neocuproina (Cu*?~ Nc), el cual es reducido a su
forma (Cu*'-Nc) la cual presenta un intenso color amarillo y un maximo de

absorcién a una A de 450 nm.

Neocuproine

FIGURA 10: Estructura del complejo Cu*" - neocuproina (Apak et al, 2004)

Los EMs de Q. chilense y A. boronioides fueron evaluados segun el

siguiente protocolo.
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TABLA 5: Protocolo para determinar el poder reductor de Cu *2 de los EMs de las especies en

estudio
Tampon acetato 1 mi 1 mil
Neocuproina 1 mi 1 ml
CuCl, 1 ml Tml
Agua destilada 1 ml Tml
EM 0,1 ml
Metanol 0,1 ml -
Volumen total 4.1 mL 4,1 mL

EM: extracto metandlico

Se incub6 a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 450 nm a
los 60 min (Apak et al, 2004), en un espectrofotdmetro UV/Vis Spectromer
Unicam UV3, en ensayos independientes y por triplicado. Los resultados fueron
interpolados en una curva de calibracion con Trolox (20-39 uM) y se expresaron
como UM Trolox/g extracto seco.

El EM de Q. chilense se evalué a 24,4 pg/ml mientras que el de A.
boronioides a 244 ug/ml, dado que ha concentraciones menores no presentaba

actividad.

5.4 6. Analisis estadistico

Para todos los métodos utilizados en esta tesis, la significancia de los
resultados se calculd6 con el método Anova de una via para datos
independientes considerandose estadisticamente significativos para un p< 0,05

y mediante test de Tukey de comparaciones multiples
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CAPITULO VI

RESULTADOS y DISCUSION

6.1 Determinacion de la capacidad reductora por el método FRAP

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el ensayo
FRAP, en primer lugar, se muestra la curva de calibracion utilizando Trolox. Los
resultados fueron expresados como UM equivalentes Trolox/ g de extracto seco.

Se utilizé trolox como compuesto de referencia.

6.1.1. Poder reductor de Fe **

1,000
y =0,0348x - 0,021

0,800 R*=0,992

w
'g Fcalculado< Ftabulado
£ 0,600
2
2 0,400
Q2
<

0,200

0,000

0 5 10 15 20 25 30

Concentracién Trolox uM

Figura 11: Curva de calibracion con Trolox (5-24 uM)

27



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6: Valores FRAP de los EMs de Q. chilense y A. boronioides

Muestra 4 min 30 min 60 min
EMQ1 1,157 +0,043* 1,746 +0,029* 2,253 +0,032%"
EMQ2 1,117 £ 0,067*" 1,894 + 0,046*" 2,310 + 0,060%,"
EMAB1 0,089 *0,005 0,152 0,002 0,298 + 0,006
EMAB2 0,089 0,003 0,182 0,009 0,223 + 0,001
Quercetina 10,191 £ 0,033 13,396 + 0,551 22,225 + 0,245
*. Diferencia estadisticamente significativa con quercetina (p < 0,05; ': diferencia

estadisticamente significativa con EMAB1 y EMAB2; EMQ1: extracto metandlico de Q. chilense;
EMQ2: réplica del EMQ1; EMAB1: extracto metandlico de A. boronioides; EMAB2: réplica del
EMAB1

La absorbancia en presencia de los EMs de ambas especies continué
aumentando hasta los 60 min, luego de ese tiempo no se registraron diferencias
significativas en los valores FRAP obtenidos, lo mismo sucede con quercetina
(compuesto de referencia). El que los EMs tengan un menor poder reductor que
quercetina puede ser explicado porque al tratarse de extractos se tienen
compuestos que se pueden potenciar pero también algunos de ellos presentan
antagonismo con lo que se tiene un menor poder reductor.

Como se observa en la tabla los valores FRAP de los EMs de ambas
especies presentan diferencias significativas, a los 4, 30 y 60 min, respecto del
compuesto de referencia. Sin embargo, los obtenidos para Q.chilense son
superiores a los observados en A. boronioides, o que se podria explicar por el

perfil de compuestos fendlicos presentes en cada uno de ellos.
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Compuestos fendlicos que presentan el grupo catecol en el anillo A, el
grupo hidroxilo en la posicion 3, el doble enlace en C2-C3 y una funcién ceto en
C4 en el anillo C, son los que obtienen valores FRAP mas elevados lo que
permite inferir que estos grupos funcionales son lo que tienen una mayor
contribucion al poder reductor (Firuzi et al, 2005).

Considerando los antecedentes arriba sefalados, los bajos valores FRAP
obtenidos por los EMs se pueden explicar por la escasa o nula presencia de
compuestos que cumplan con estas condiciones estructurales. Muhoz y
colaboradores aislaron 5 glucosidos de quercetina y canferol ademas de rutina
y pinocembrosido, todos estos compuestos son O-hetersidos en el C3 del anillo
C, con lo cual se pierde uno de los requisitos principales para la actividad
reductora. Por otro lado el extracto EM de Adesmia boronioides (EMAB) esta
constituido por flavanonas y chalconas, que presentan bajo poder reductor dado
que no cumplen los requisitos estructurales como el doble enlace entre C2-C3 y

el grupo hidroxilo en C3 del anillo C

6.1.2. Apagamiento del radical DPPH

En las siguientes tablas y figuras se presentan los resultados obtenidos
al evaluar la actividad sobre el apagamiento de radicales libres, mediante el
meétodo colorimétrico del DPPH, del EM de ambas especies en estudio y de

Trolox utilizado como compuesto de referencia.
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La cinética fue determinada hasta alcanzar absorbancias constantes con

el fin de calcular los porcentajes de DPPH remanente para todas las

concentraciones. Esta relacion resulto lineal y de estas curvas se calculo la

CEso.

0,800

EMQ1

0>

QOOOOOO00

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Tiempo (s)

8 0,600 7% ©2,5ug/ml
c
_‘§ 0,400 9 NN A A A A A A A W5 ug/ml
o X XXX XXX XX
g KXXXK KKK XX 7,5 ug/ml
0,200
%10 ug/ml
0,000 - - - .
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 12,5 ug/ml
tiempo (s)
EMQ2
0,800
0,700 I}
oo AR 000000060004
8 S [T T T] €2,5 ug/ml
£ 0,500
2 0,400 9Nt A AAAAAAAAAA W5 ug/ml
g | PO
2 0,300 KXKEKKKKKKKKX 7,5 ug/ml
0,200
0.100 %10 ug/ml
0,000 T T T T T 12,5 ug/ml

Figura 12: Curva apagamiento del radical DPPH de los EMs de Q. chilense
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Desde el grafico anterior se obtiene la absorbancia en el estado
estacionario con lo que se construye el grafico % DPPH remanente en funcién
de la concentracion.

La relacion entre la concentracion y el porcentaje de DPPH remanente,
resultd lineal tanto para Trolox como para el EMQ1 y EMQ2. El coeficiente de
correlacion para Trolox fue de 0,9909 y el F calculado fue menor al F tabla.
Mientras que para el EMQ1fue de 0,9805 y para EMQ2 fue de 0,9831 y un F

calculado menor al F tabulado.

y =-11,6x + 95,22
Trolox R2 = 0,9909

F calculado< F tabla
100

. Q\Q\RQ\O
0
0 1 2 3 4 5 6 7
EM 1 y =-5,5293x + 104,16
Q R? = 0,9805

@ 100,0

g 50,0

c

©

g 0,0

; 0 2 4 6 8 10 12 14

E Concentracion (ug/ml)

X
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y =-5,5747x + 104,34

EMQ2 R? = 0,9831

F calculado< F tabla

100,0
50,0 G\@\Ns\@
0,0
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracién (ug/ml)

% DPPH remanente

Figura 13: Grafico % DPPH remanente de Trolox y de los EMs de Q. chilense.

De este grafico y mediante regresion lineal utilizando Excel 2010 se

obtuvo la CEsg para los EMs en estudio. A continuacion se calculd TEsoy la EA.

Tabla 7: CEs TEsy y EA frente al radical DPPH de los EMs de Q. chilense y A. boronioides y

Trolox
EMQ1 -5,5x + 104, 16 0,9805 9,8+0,1 75,0+ 0,6 1,4+0,1*
EMQ2 -5,5x + 104,34 00,9831 9,7+0,2 67,6 +2,9 1,5+0,1*
EMAB1 n.d nd >>250 n.d n.d
EMAB2 n.d n.d >>250 n.d n.d
Trolox -11,6x + 95,22 0,9909 3,9+0,0 7,1+0,1 35,411 £ 0,006

': Todas las curvas cumplen con la prueba de carencia de ajuste (F calculado < F tabla =
3,708264); *: Diferencia estadisticamente significativa respecto de Trolox p < 0.05; EMQ1:
extracto metandlico de Q. chilense; EMQ2: réplica del extracto de Q. chilense; EMAB1: extracto
metandlico de A. boronioides, EMAB2: réplica del extracto de A. boronioides, n.d: parametro no
determinado.

Los resultados obtenidos pueden ser explicados por la estructura que
presentan los compuestos presentes en los EMs de ambas especies. En el

caso de Q. chilense el EM esta constituido principalmente por flavonoles
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glicosilados. Los valores en A. boronioides no fueron determinados dado que se
evalud la maxima concentracién permitida por la solubilidad de los extractos sin
obtener apagamiento del radical DPPH. Los flavanoles presentes en el EMQ
presentan mayor capacidad de apagamiento del radical DPPH que otros
polifenoles como las flavanonas presentes en el EMAB, ya que los derivados de
quercetina presentes en el EMQ se caracterizan porque el anillo B es un

catecol y éste es un buen neutralizador del radica DPPH (Okawa, 2001)

6.1.3. Determinacion de la inhibicion de la enzima xantina oxidasa y

atrapamiento de anién superdoxido

Se realizaron por separado los ensayos para medir la actividad inhibitoria de
los EMs sobre la actividad de la enzima Xo y su capacidad de apaga el anién
superoxido descartando de esta manera que la disminucion del radical se
debiera solo al efecto inhibitorio sobre de la actividad de la enzima.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos al evaluar el
compuesto de referencia (alopurinol) en el ensayo de inhibicion de la actividad

de la Xo para validar el método utilizado en esta memoria de titulo.
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TABLA 8: Porcentaje de inhibicion de la actividad de la xantina oxidasa y porcentaje relativo de

acido urico en presencia de alopurinol a diferentes concentraciones.

Cf Alopurinol C/D+D.S % Ac. Urico
15 0,484+ 0,006 0,071+ 0,002 14,7 85,3
5 0,484+ 0,006 0,103 + 0,002 21,3 78,7
4 0,468 + 0,005 0,138 + 0,002 29,5 70,5
2 0,468 + 0,005 0,331+ 0,002 70,7 29,3
1 0,484 + 0,006 0,458 + 0,009 94,6 5,4
0,15 0,523 + 0,028 0,509 + 0,027 97,3 2,7

Cf:Concentracion final ensayada de alopurinol; C/D: Absorbancia promedio de la muestra; A/B
absorbancia promedio del control negativo; D.S: desviacion estandar, %l: porcentaje de
inhibicién enzimatica.

Tabla 9: Porcentaje de inhibicién de xantina oxidasa y cantidades relativas de acido urico en
presencia de los EMs de Q. chilense y A. boronioides

Muestra Cf (ug/ml) C/D +D.S % Ac. Urico
EMQ1 25 0,495 + 0,003 0,475+ 0,005 96,0 4,0
EMQ2 25 0,495 + 0,003 0,489 + 0,002 97,1 2,9
EMB1 50 0,543 £ 0,002 0,469 + 0,007 86,2 13,8*
EMAB2 50 0,543 + 0,002 0,476 + 0,002 87,6 12,4
Alopurinol 15 0,484+ 0,006 0,071+ 0,002 14,7 85,3

*: Diferencia estadisticamente significativa respecto del alopurinol p < 0.05; EMQ1: extracto
metandlico de Q. chilense, EMQ2: réplica del EMQ1, EMAB1: extracto metandlico de A.
boronioides; EMAB2: réplica del EMAB1, cf: concentracion final en el medio de reaccién, C/D:
Absorbancia promedio con las muestras, A/B: absorbancia promedio con el control negativo;
D.S: desviacion estandar

Ninguno de los EMs mostré un porcentaje de inhibicion significativo

sobre la actividad de la enzima.
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Existen caracteristicas estructurales que son necesarias para que los
compuestos presenten actividad inhibitoria sobre la actividad de la Xo. El doble
enlace entre C2 y C3 que mantiene la estructura plana de los flavonoides es
esencial para potenciar la actividad inhibitoria sobre Xo. Los flavonoides no
planares no presentan actividad inhibitoria de la actividad de la enzima, los
hidroxilos libres en C5 y C7 y el grupo carbonilo en C4 contribuyen
favorablemente con la formacion de puentes de hidrogeno e interacciones
electrostaticas entre los inhibidores y el sitio activo de la enzima. Sin embargo,
los compuestos sustituidos en el OH del C3 del anillo benzopirano presentan
débil actividad lo que puede ser explicado por la desestabilizacion de los
hidroxilos polares en la region hidrofébica del sitio activo lo que genera una baja

afinidad (Cos et al, 1998).

Los resultados pueden ser explicados por la estructura de los
compuestos fendlicos presentes que en el caso de Q. chilense son glucosidos
de flavonoles, mientras que por el lado de A. boronioides tenemos flavanonas y

chalconas que tienen baja actividad.

A continuacion, en la Tabla 10 se presentan los resultados del ensayo
para evaluar la capacidad de neutralizar el anién superoxido de los EMs de
ambas especies en estudio y de la quercetina usada como compuesto de

referencia.
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Tabla 10: Porcentaje de apagamiento del anion superoxido y cantidades relativas de este
compuesto en presencia de los EMs de Q. chilense y A. boronioides

EMQ1 25 0,258 + 0,002 0,173 + 0,006 67 33*
EMQ2 25 0,258 + 0,002 0,156 + 0,004 62 38*
EMAB1 50 0,258 + 0,002 0,211 £ 0,008 81,8 18,2*
EMAB2 50 0,258 + 0,002 0,211 £ 0,005 81,8 18,2*

Quercetina 6,7 0,380 + 0,004 0,039 + 0,001 10,3 89,7
*: Diferencia estadisticamente significativa con quercetina (p < 0,05; ': diferencia

estadisticamente significativa con EMAB1 y EMAB2; EMQ1: extracto metandlico de Q. chilense;
EMQ2: réplica del EMQ1; EMAB1: extracto metandlico de A. boronioides; EMAB2: réplica del
EMAB1, C/D: Absorbancia promedio de las muestras, A/B: absorbancia promedio del grupo
control, D.S: Desviacion estandar, cf: concentracion final

El EM que exhibio los mayores porcentajes de neutralizacion fue el EMQ,

lo que indica que posee metabolitos secundarios son capaces de apagar el

anién superoxido y que esta baja no es por la inhibicién de la Xo..

Los requisitos estructurales para que un compuesto sea eficiente en la
disminucién del anién superéxido son la presencia de un OH en C3 del anillo B

y en C3 del anillo C (Cos et al, 1998).

6.1.4. Poder reductor de Cu*?

A continuacibn se presentan los resultados obtenidos en esta

investigacion. En la Figura 14 se muestra los resultados de construccion de la
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curva de calibracion utilizando Trolox. Los resultados son expresados como uM
equivalentes Trolox/ g de extracto seco. En este ensayo se empled el flavonol

qguercetina como compuesto de referencia.
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Trolox ( 20-39 uM)

Figura 14: Curva calibracién Trolox (20-39 uM).

Tabla 11: Valores CUPRAC de los EMs de Q. chilense y A. boronioides.

EMQ1 20,32 +0,73%
EMQ2 18,39 + 0,08*"
EMAB1 1,21 +0,01
EMAB2 0,92 +0,01"
Quercetina 45,08 + 0,01

*. Diferencia estadisticamente significativa con quercetina (p < 0,05; ' diferencia
estadisticamente significativa con EMAB1 y EMAB2; EMQ1: extracto metandlico de Q. chilense;
EMQ2: réplica del EMQ1; EMAB1: extracto metandlico de A. boronioides; EMAB2: réplica del
EMAB1

Al igual que en el ensayo FRAP, las diferencias en la capacidad de
reducir el complejo de Cu*? entre los EMs de Q. chilense y A. boroniodes fueron
significativas, teniendo un mayor poder reductor del Cu*? el EMQ, esto dado
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por la estructura de los compuestos fendlicos con mayor cantidad de grupos
hidroxilos presentes ademas de tener mayor grado de conjugaciéon en

comparacion con las flavanonas y chalconas presentes en el EMAB.

En la tabla siguiente se presenta un resumen de los resultados obtenidos
por los extractos de ambas especies que permite tener una vision general

acerca de los distintos métodos antioxidantes probados en esta tesis.

Tabla 12: Resumen resultados de los diferentes ensayos para los dos extractos

evaluados

FRAP mM Equivalentes Trolox/g extracto 2,25 2,31 0,29 0,22
seco

DPPH (CEsoug/ml ) 9,8 9,7 >>>250 >>>250
CUPRAC (uM Equivalentes Trolox /g extracto 20,32 18,39 1,21 0,92
seco

Inhibiciéon Xo (%Inhibicion) 4,0 2,9 13,8 12,4
Apagamiento anién superoxido (%reduccién) 33 38 18,2 18,2

38



CONCLUSIONES

CAPITULO VII
CONCLUSIONES

Se demostré la hipotesis planteada ya que el EM de Q.chilense mostro una

mayor actividad antioxidante que el EM de A. boroniodes.

El haber realizado el proceso de extraccion por duplicado nos permitié
demostrar que las diferencias encontradas en la actividad antioxidante no no se
debieron al proceso de extraccion ya que no hubo diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los ensayos entre los EMs y su réplica.

Dado que un extracto puede contener metabolitos secundario con
actividades antioxidantes con distintos mecanismos, avala el uso de distintas

metodologia en este estudio.

Los resultados obtenidos en esta memoria estan directamente relacionados
con la composicion quimica descrita para ambos EMs, teniendo en cuenta que
Q. chilense exhibi6 mejores resultados antioxidantes que A. boronioides. La
presencia de heterosidos de flavonoles en el EM de Q. chilensis, podria explicar
en parte su mayor poder antioxidantes respecto del EM de A. boronioides el
cual presenta flavanonas y chalconas, éstos tiene una capacidad antioxidante
menor que la de los Flavonoles. El EM de Q. Chilense present6 poder reductor

en el ensayo FRAP, apagé el radical DPPH y el anion superéxido.
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El EM de A. boroniodes solo mostré un efecto estadisticamente significativo en

el ensayo para evaluar la capacidad de apagar el anidon superoxido.
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ANEXO
Presentacion oral en 2° Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales
Universidad de Santiago de Chile

Evaluacién de la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las partes aéreas

de Quinchamalium chilense.

Evaluation of the antioxidant capacity of methanolic extract of the aerial parts of

Quinchamalium chilense

Pamela Villarroel', Jorge Arancibia-Radich’, Paola Guzman', Orlando Mufioz®, Carla

Delporte’

'Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, Chile

? Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante de las partes aéreas de
Quinchamalium chilense contribuyendo al conocimiento farmacolégico de esta especie
autéctona. Para esto se prepararon extractos seriados con solventes de polaridad creciente
tales como: hexano diclorometano y metanol, utilizando sélo el extracto metandlico (EM)
para este estudio, por su riqueza relativa en compuestos fendlicos. Para evaluar la actividad
antioxidante in vitro se utilizé el método FRAP (poder reductor de Fe +3), el cual al pasar a
su forma ferrosa presenta una coloracion azul. Para determinar los valores FRAP, se
construy6é una curva de calibracion utilizando FeSO4 la que permitié expresar los valores
FRAP de cada EM como mmoles Fe+2/g de EM seco. Ademas se utilizé el ensayo de
apagamiento del radical DPPH, el cual en su forma reducida presenta una disminucion de la
absorbancia. Los resultados fueron expresados como a) concentraciéon efectiva cincuenta
(CE50 concentracion del EM que produce el apagamiento del 50% del DPPH inicial) y b)
tiempo efectivo cincuenta (TE50 tiempo en que el EM a la concentracién efectiva cincuenta
alcanza la absorbancia constante). Los resultados obtenidos en el ensayo FRAP muestran
que el EM alcanza un valor FRAP de 4,0 a los 60 min, mientras que para el apagamiento
del radical DPPH se obtiene una CE50 de 9,8 uyg/ml y un TE50 de 71 min. Como sustancia
de referencia fue utilizado Trolox en ambos ensayos. El andlisis estadistico se realizd

mediante el test ANOVA de una via en ambos ensayos. Los resultados obtenidos muestran
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que el EM presenta actividad antioxidante mediante dos mecanismos de accién diferentes,
poder reductor de Fe+3 y apagamiento del radical DPPH , esta actividad puede ser
atribuida en parte a los compuestos fendlicos que han sido reportados en esta especie

como glucoésidos de canferol, glucésidos de quercetina y rutina

Publicacién de los resultados afio 2015 en el Internatioal Journal of Pharmaceutical

Scienes and Nanotecholy en colaboracion con el Profesor Orlando Mufoz.
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ABSTRACT

Antioxidant compounds from plant sources have been
used worldwide for a variety of indications. In this study,
phytochemical investigation of the aerial parts of
QuinchamaliumchilensisMol. (Santalaceae) resulted in the
isolation and identification of fourflavonol glycolsides,
quercetin-3-0-B-D-glucopyranosyl-(1 2)-[a-L-rthamnopyra-
nosyl-(1 6)}-8-D glucopyranoside(1), kaempferol-3-O-8-D-
glucopyranosyl-(1 2)-[a-L-rhamn opyranosyl-(1 6)}-8-D-
glucopyranoside(2),quercetin-3-O-xylosyl-(1 2)-[a-L-rha-

mnopyranosyl-(1 6)]-8-D-glucopyranoside(3) and rutin(4),
as well as one flavanone glycoside, pinocembroside(S). The
compounds were identified by 1D- and 2D-NMR

comparison with those reported in literature. These
compounds were isolated for the first time from the leaves
of Q. chilensis. The antioxidant properties of the extract
were investigated using DPPH and ferric reducing
antioxidant potential (FRAP) assays. Total phenolic content
was determined by the Folin-Ciocalteau method.
Significant relationship between antioxidant capacity and
total phenolic content was found, indicating that phenolic
compounds are the major contributors to the antioxidant
properties of this plant. These active molecules have
therapeutic potential in treating conditions associated with
oxygen free radicals.
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